
3　讨论

　　甾体的羟基结构是选择衍生化的基础 ,三氟醋酸

酐 、五氟丙醛酐 、七氟丁酸酐是此类化合物最常用的衍

生试剂。甾体衍生化后可以降低极性 ,提高挥发性和热

稳定性 ,这些条件对于气相色谱至关重要 。本实验以七

氟丁酸酐作为衍生试剂 ,采用 EI检测模式 ,通过这类衍

生化 ,EI质谱可以获得丰富的高质量的离子质谱。

　　由于大鼠和人血清中均含有待测定神经甾体 ,因

此不适合作为空白对照。牛血清白蛋白不含有待测定

神经甾体 ,同时白蛋白是血清中主要的蛋白及甾体结

合蛋白 ,因此以 6%牛血清白蛋白水溶液作为空白对

照 ,此方法在以前的气相色谱 质谱测定血清神经甾体

时亦有报道
[ 6]
。

　　虽然以前对甾体的测定多采用 RIA方法 ,但研究

证实 RIA方法有一定的局限性 ,缺乏抗体特异性且不

能同时测定几种神经甾体 。GC-MS方法敏感度高 ,特

异性强 ,此方法已成为目前同时定量几种神经甾体的

最好方法之一
[ 9]
。本方法可以同时测定血清中非结合

型神经甾体及结合型神经甾体 ,且处理方法简单 ,样品

测定前不需要进行HPLC 纯化 。线性范围 、准确度 、精

密度实验显示本方法本方法适合同时测定血清中神经

甾体的含量 ,为实验研究和临床检测生理或病理情况

下神经甾体的变化提供帮助。
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成年大鼠心室肌细胞的分离 、培养与鉴定
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　　提　要:目的　探讨成年大鼠心肌细胞的分离 、培养方法。方法　麻醉后取成年Wistar 大鼠心脏连接于 Langendorff

装置上进行 0.1%胶原酶+0.1%透明质酸酶灌注消化分离心肌细胞 ,纯化后培养于 DMEM培养基。用免疫荧光染色方法

鉴定心肌细胞 ,并在倒置显微镜 、电镜下观察细胞的形态结构。结果　本方法分离 、培养的心肌细胞纯度为 98%, 细胞活

性为 92%, 杆状细胞率为 82%。结论　该方法简单有效 , 为深入研究成年心肌细胞打下了基础。
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　　培养的成熟心肌细胞已成为一种非常有用的实验

标本 ,是在体心肌模型的重要补充。由于在心肌细胞

的发育过程中 ,离子通道和收缩蛋白异型体的表达可

能发生变化 。所以 ,很难将胚胎期和新生期心肌细胞

培养的研究结果应用到完全分化的成熟心肌细胞 ,因
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而成熟心肌细胞的分离 、培养备受重视 ,对其方法的研

究也日渐增多。我们在总结国内外实验室分离 、培养

成熟心肌细胞方法的基础上 ,摸索出一套比较简单有

效的成年大鼠心室肌细胞分离和培养方法 ,并进行了

形态学观察。

1　材料与方法

1.1　材料
　　实验动物为Wistar大鼠 3 只(体质量 200 ～ 250 g), 由本校

实验动物中心提供。透明质酸酶 、胰蛋白酶均为 Gibco 公司产

品;DMEM 培养液 、胶原酶 、牛血清白蛋白(BSA)购自美国 Sigma

公司;优等胎牛血清Hyclone产品;小鼠抗大鼠 Sarcomeric actin 单

抗(博士德);FITC 标记山羊抗小鼠 IgG(中山公司);95%O2+5%

CO2 混合气由重庆朝阳气体公司提供 , 其他试剂均为分析纯。

1.2　液体配制
　　灌流液 Ⅰ :无钙 K-H(Krebs-Henseleit)缓冲液(NaCl 119

mmol L, KCl 4.7 mmol L , MgSO4 1.2 mmol L, KH2PO4 1.2 mmol L ,

NaHCO3 25 mmol L)中加入葡萄糖 11 mmol L, 牛黄酸 5 mmol L ,

肌酸 5 mmol L , pH 7.4。

　　灌流液Ⅱ:灌流液 I 中加入 CaCl2 0.2 mmol L , pH 7.4。

　　消化酶溶液Ⅰ :100 ml氧合的灌流液 II中加入 II型胶原酶

100 mg 、透明质酸酶 100 mg。

　　消化酶溶液Ⅱ:100 ml消化酶溶液 I中加入胰蛋白酶 200 mg。

　　洗涤培养液Ⅰ :7.5 ml氧合的灌流液+2.5 ml 含 10%胎牛

血清的 DMEM 培养基。

　　洗涤培养液Ⅱ:5 ml氧合的灌流液+5 ml含 10%胎牛血清

的 DMEM 培养基。

　　洗涤培养液Ⅲ:2.5 ml氧合的灌流液+7.5 ml 含 10%胎牛

血清的 DMEM 培养基。

　　6%BSA:100 ml DMEM 培养基中加入BSA6g , 过滤分装为5

ml 小瓶。

　　所有液体均用 0.2μm 滤膜过滤除菌。

1.3　方法
1.3.1　心肌细胞的分离和培养　　参照文献[ 1～ 4] 介绍的方

法并加以改进。Wistar大鼠麻醉后用 75%乙醇消毒 , 开胸暴露

主动脉 ,经主动脉远端向根部插管并用蚊式血管钳固定 , 打开

灌流开关开始灌流 ,摘下心脏将其固定在 langendorff灌注架上 ,

用95%O2+5%CO2 混合气氧合的冷灌流液Ⅰ灌注(灌注压 70

～ 100 cmH2 O), 按下列步骤进行实验。

　　①氧合的冷灌流液Ⅰ非循环灌注 5 min。 ②用 100 ml消化

酶溶液Ⅰ 37 ℃循环灌注消化 30 min;③取下心脏 ,放入装有 10

ml冷灌流液Ⅱ的 90 mm 培养皿中 , 用眼科剪剪去心包 、心房 、大

血管及其它结缔组织 , 然后用压舌板稍加挤压 , 此时心肌组织

变得松软 ,稍加抖动 , 单个细胞及细胞团就脱落下来;④把剩下

的心肌组织剪成小块 ,连同细胞悬液一起放入 50 ml锥形瓶中 ,

加入消化酶溶液Ⅱ 20 ml , 37 ℃震荡消化 5 min;⑤稍加吹打 , 加

入20 ml洗涤培养液Ⅰ ,用装有 80 目尼龙滤网的滤器过滤细胞

悬液;⑥50×g 离心 2 min , 弃上清 , 用 10 ml洗涤培养液Ⅱ重悬

细胞沉淀;⑦让细胞沉降 20 min , 弃上清 , 用 10 ml洗涤培养液

Ⅲ重悬细胞沉淀;⑧让细胞沉降 20 min , 弃上清 , 用 10 ml 含

10%胎牛血清的培养液重悬细胞沉淀;⑨让细胞沉降20 min , 弃

上清 ,加入 5 ml含 10%胎牛血清的 EMDM 培养液重悬细胞沉

淀;⑩重悬后的细胞小心铺放在 5ml的 6%BSA 上层 , 让细胞沉

降10 ～ 15 min , 弃上清 , 加入含 10%胎牛血清的 EMDM 培养液

重悬细胞 , 细胞计数后将装有心肌细胞的培养皿放入 5% CO2

细胞培养箱中培养。

1.3.2　心肌细胞的形态学观察　　①在倒置显微镜下观察:

把分离出来的细胞涂片 ,在倒置显微镜下观察心肌细胞的形态

结构;②透射电镜下观察:把用于培养的心肌细胞(约 1×106)

50×g 离心 5 min ,弃上清 , 用 3%戊二醛固定 18 h , 脱水 、包埋 、

切片后在透射电镜下观察细胞超微结构。

1.3.3　心肌细胞活性检测　　①台盼蓝染色法检测细胞活性:

吸取 180μl细胞悬液, 加入 20μl 0.4%台盼蓝溶液混匀 ,在 3 min

内用血细胞计数板计数台盼蓝染色阳性细胞率。②计数杆状细

胞的比例:用血细胞计数板计数杆状细胞占总细胞数的比例。

1.3.4　免疫荧光染色　　按蔡文琴[ 5]方法进行。培养 2 h 后,

贴壁于盖玻片上的心肌细胞冷丙酮固定10 min ,正常山羊血清封

闭30 min ,一抗小鼠抗大鼠α-Sarcomeric actin(1∶100)4 ℃孵育过

夜,二抗 FITC标记山羊抗小鼠 IgG(1∶60)37 ℃避光孵育 1 h , 碘

化丙啶(PI)染色10 min , PBS 清洗后荧光显微镜下观察 ,并计数随

机选择的 10个视野内双染细胞数的比例。阴性对照不加一抗。

2　结果

2.1　心肌细胞的形态结构
　　倒置显微镜下可见细胞主要有 2 种形态 ,多数呈杆状 , 长

宽之比约为(3～ 6)∶1。少数呈圆形 , 体积较大。个别杆状细胞

可见舒缩活动 , 节律为 3 ～ 10 次 min 不等。高倍镜下可见明显

的横纹 , 见图 1。电镜照片 , 心肌细胞横断面肌丝排列整齐;纵

切面可见明显的 Z带 ,见图 2。

2.2　心肌细胞的活性
　　每个心脏细胞产量可达 1×107 细胞数 , 约有 82%的细胞

呈杆状 , 92%的细胞台盼蓝染色阴性。

2.3　心肌细胞的免疫荧光染色
　　有 98%的细胞胞浆被α-肌动蛋白单抗(antiα-Sarcomeric ac-

tin)染成绿色荧光 ,细胞核被 PI染成红色荧光 , 见图 3。

图 1　倒置显微镜下的成年大鼠心肌细胞
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图 2　成年大鼠心肌细胞的超微结构　(TEM×14 000)

图 3　荧光显微镜下心肌细胞与 antiα-Sarcomeric actin

和 PI结合的情况　(×200)

3　讨论

　　目前成年心肌细胞的分离主要有 3种方法 ,即离体

心脏灌注消化法 、心肌组织浸泡消化法和组织块培养

法。对动物而言 ,离体心脏生物酶灌注消化法分离出的

成熟心肌细胞具有活性高 、数量多等优点 。国内仅有少

数单位分离培养成功成年大鼠心肌细胞
[ 1]
。采用本实

验介绍的灌注消化法分离得到的心肌细胞产量高 、活性

好 ,能满足几乎所有离体实验的需要。与其它方法不同

的是 ,我们在心脏灌注的初期采用了冷灌流液灌注 ,这

有利于缓解主动脉插管过程中心肌细胞的缺血损伤 。

此外 ,对分离下来的心肌细胞采用了分步“复钙” ,使

Ca
2+
浓度由0 mmol L ,分 4步逐渐恢复至 1.0 mmol L ,防

止了因“复钙”过快对心肌细胞造成的损伤。

　　由于成年大鼠心肌细胞个体大而脆弱 ,因此消化

过程中的很多因素如缺氧 、消化酶 、pH 改变等很容易

引起心肌细胞的损伤 ,最终影响细胞的活性和产量。

要想分离得到产量高 、活性好的心肌细胞 ,就必须把握

好消化过程中的每一个环节。其中值得重视的环节主

要有:①灌流液及消化液的 pH 值:心肌细胞对酸碱度

的变化比较敏感 ,过酸或过碱都会影响心肌细胞的活

性。由于灌注消化所用的液体都要用 95%O2 +5%

CO2 混合气进行氧合 ,因此液体的 pH 值可能会降低。

要控制好氧合的时间 ,防止 pH 值过低 。溶液的 pH 值

最好控制在 7.3 ～ 7.4。 ②缺血 、缺氧损伤:心肌细胞

对灌注消化过程中的缺血 、缺氧损伤反应非常敏感 ,后

者是影响心肌细胞活性和产量的主要因素。主动脉插

管时最容易出现心肌缺血 、缺氧 ,应当尽量缩短此时心

肌的缺血时间 ,一般要求从暴露主动脉到插管完成并开

始灌注的时间应少于 2 min。此外 ,还应注意避免麻醉

过深 ,防止因呼吸抑制时间过长而引起心肌缺氧 ,最好

在比较浅的麻醉状态下开胸灌注。 ③消化酶的选择:通

常认为胶原酶对心肌细胞的损伤比胰蛋白酶小 ,一般常

用 II型胶原酶。由于心脏胶原纤维表面有一层糖蛋白 ,

因此单纯使用胶原酶消化效果不好。我们采用 0.1%Ⅱ

型胶原酶和 0.1%透明质酸酶的混合消化液 ,经过 20 ～

30 min灌注消化取得了很好的效果。文献报道的消化

酶浓度也有所不同 ,胶原酶和透明质酸酶的浓度一般为

0.1%。但需要根据消化酶的活性进行调整 。若采用低

浓度可适当延长消化时间 。④离心强度的选择:对成年

大鼠心肌细胞的沉降不需要太大的离心力。一方面心

肌细胞对过度离心损伤比较敏感;另一方面 ,由于心肌

细胞质量大 ,很容易沉降。文献报道的离心力一般为

(20 ～ 50)×g 离心30 s至 2 min。我们在后期心肌细胞

的清洗 、“复钙”和纯化过程中采用了自然沉降的方法 ,

这主要有利于得到高纯度的杆状心肌细胞 ,减轻心肌细

胞的损伤。 ⑤其他方面:如最后消化酶的清除和中和 、

“复钙”的速度等方面都应特别注意。

　　从实验结果可以看出 ,本实验采用的灌注消化法

分离大鼠心室肌细胞是简单 、可行的 ,并能分离出高纯

度 、活性好的心肌细胞。
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