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原代培养乳鼠窦房结细胞的形态学研究

钟　理 ,宋治远　　(第三军医大学附属西南医院心血管内科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　通过对原代培养乳鼠窦房结细胞进行光 、电镜观察 , 了解培养窦房结细胞的形态结构特征。方法　取新生 24 h

Wistar乳鼠的窦房结组织 , 用差速贴壁结合 BrdU处理进行原代细胞纯化培养。结果　在培养的窦房结细胞中观察到有 3 种不同形

态的细胞 ,即梭形细胞 、三角形细胞与不规则形细胞 ,其中梭形细胞最多 ,搏动频率最快 , 肌原纤维稀疏排列紊乱 , 细胞器不发达;三
角形细胞与心房肌三角形细胞特征相似。结论　在培养的乳鼠窦房结细胞中 , 细胞体积小搏动频率快的梭形细胞即是窦房结的起

搏细胞。
　　关键词:窦房结;细胞培养;乳鼠

　　中图法分类号:R322.11;R329.24　　　 文献标识码:A

Morphologic study on primary cultured sinoatrial cells isolated from newborn rats
ZHONG Li , SONG Zhi-yuan(Department of Cardiology , Southwest Hospital , Third Mi litary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the morphologic characters of primary cultured sinoatrial cells (SAN cells)under light microscope and

transmission electron microscope with HE staining.Methods　The SAN cells isolated from neonatal Wistar rat were cultured and purified with the

method of differential attachment and BrdU-treatment.Results　Three distinctly different types of cells were observed among the cultured cells of

SAN , that is , spindle , triangle and irregular cells.The spindle cells covered the greatest proportion of the cultured cells of SAN.The frequency of

spontaneous contraction of spindle cells was the highest among the contracting cells.The results of ultrastructure observation showed that myofibrils

and other organelles in spindle cells were poorly organized and significantly decreased in number compared to triangle cells.There was no significant

difference between triangle cells isolated from SAN and from atrial muscle.Conclusion　Among the cultured cells from neonatal rat SAN , the spin-
dle cells are the pacemaker cells of SAN.

　　Key words:sinoatrial node;culture;rats

　　窦房结是心脏传导系统的重要组成部分 ,窦房结
病变临床常见 ,但由于研究方法的限制 ,目前有关窦房
结病变发病机制的研究报告较少。最近我们已用纯化
培养技术成功地对乳鼠窦房结细胞进行了培养

[ 1]
。通

过对培养的乳鼠窦房结细胞进行形态学观察 ,研究窦
房结单细胞的形态结构特征 ,为从细胞水平深入研究
窦房结细胞的病理生理特性奠定实验基础。

1　材料与方法

　　取出生24 hWistar乳鼠20 只 ,剖胸 , 暴露心脏 , 在解剖显微

镜下 , 于界嵴中部静脉窦侧 、前腔静脉根部取 0.7 mm×0.7 mm

×0.7 mm 组织块。在组织块中加入 0.08%胰酶和 0.02% ED-

TA , 37 ℃水浴 5 min , 吹打 1 min ,自然沉淀 , 吸取上清液 , 用 400

目金属滤网过滤后移入 10 ml 离心管 , 离心管中加等体积

DMEM培养液。 重复消化 5 次至组织块基本自然沉淀 , 弃上

清;加入 0.025%胶原酶 ,置于 37 ℃水浴中振荡 15 min , 再吹消

化成单细胞为止。而后加入 DMEM 培养液(含 15%胎牛血清),
打散细胞团为单细胞悬液。调整细胞数为 1×105 ml , 将单细胞

悬液接种于培养板中。并将培养容器置于 37 ℃、5%CO2孵箱

中培养 90 min 后 , 采用差速贴壁分离技术[ 2] , 吸出培养孔中
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的细胞悬液 , 收集至另一培养板中 , 滴入 BrdU 使其终浓度为

0.1 mmol L , 并继续培养。每天换液 1 次 , 前 5 天均使用 BrdU。

而后对培养细胞进行形态学观察。 ①倒置显微镜观察培养细

胞:在倒置显微镜下观察培养窦房结细胞的形态大小 、搏动频

率(用手按计数器计数)。 ②培养细胞的光镜观察(HE 染色):

将生长于盖玻片上的培养细胞酒精固定后进行常规 HE 染色后

置于光镜下观察。 ③培养细胞的透射电镜观察:用 0.08%胰酶

将培养细胞消化成单细胞悬液后 ,以 2.5%戊二醛固定后送电

镜室脱水 、包埋 、切片 ,置于透射电镜下观察。

　　另取乳鼠左心房壁心肌细胞 , 按上述方法进行培养及观

察 ,以作对照。

　　文中数据以  x±s表示 ,采用医用统计程序包 SPLM 软件 ,

做 t检验。

2　结果

2.1　倒置显微镜观察
　　培养至第 5 天 , 经倒置显微镜观察 , 见培养的窦房结细胞

有3 种形态 , 即梭形 、三角形与不规则形 , 见图 1。其中梭形细

胞最多 , 同期对照培养的心房肌细胞主要为三角形及不规则

形 ,而无梭形细胞。培养细胞的形态大小及搏动频率详见表 1。

　　由表 1可知 , 在培养的窦房结细胞中 ,梭形细胞数目最多 ,

体积较三角形细胞小 ,但搏动频率较三角形细胞快(P<0.01)。

而同期培养的心房肌细胞中无梭形细胞 , 其三角形细胞的形

态 、大小及搏动频率与培养窦房结的三角形细胞相似。
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表 1　培养细胞的形态 、搏动频率及所占比例

Tab 1　Morpholgy, spontaneous contraction frequency and

percentage of cultured cell s

Contract ion Frequency
Tisuues Ce ll type Leng th(um) Diameter(um) % n

Range( min) Mean±SEM( min)

Spindle 100～ 210 166±7 62.5±9.1 18.3±3.0 68±5 85

SAN Triang le 85～ 140 110±5★ 80.7±12.0◇ 30.1±8.0◇ 23±3 72

Irregular ... ... 53.8±6.5 50.3±6.3 9±1 30

Triang le 80～ 145 107±6★ 81.2±10.1◇ 31.7±9.0◇ 85±5△ 75
Atrium

Irrgular ... ... 56.1±5.8 51.2±4.9 15±3 70

★:P<0.01 , ◇:P<0.05 vs Spindle;△:P<0.01 vs

Triangle from Atrium

2.2　HE染色光镜观察及透射电镜观察
　　对培养的窦房结细胞进行 HE 染色光镜观察及透射电镜观

察 ,见三种不同形态细胞的特征如下:①梭形细胞:胞体呈梭
形 ,胞核中等大小 , 呈椭圆形 , 位于胞体中央 , 胞浆染色较深。
电镜下核仁明显;线粒体少;内质网 、高尔基复合体不发达;糖
原颗粒不丰富;肌原纤维不发达 , 于核周散在分布 , 无肌节;未

见电子致密颗粒 ,见图 2。 ②三角形细胞:胞体呈三角形或不规
则三角形 ,核椭圆 , 中等大小 ,位于中央。线粒体丰富;内质网 、
高尔基体发达;电子致密颗粒丰富;肌原纤维发达 , 与长轴平
行 ,有完整肌节和 Z 线 ,见图 3。 ③不规则形细胞:胞体呈不规
则多边形 ,胞浆深染。线粒体 、高尔基体发达 ,未见电子致密颗
粒和肌原纤维。

图 1　培养 5 d的窦房结细胞 ,可见较多的梭形细胞 ,少量三角形

及不规则形细胞　　(×200)

Fig 1　Much spindle cells and few triangle and irregular cells

seen in the 5-day culture medium　(×200)

图 2　培养 5 d的窦房结细胞中梭形细胞电镜观察 ,可见少量肌原纤维 ,

其他细胞器不发达　　(TEM×4 000)

Fig 2　Undeveloped myofibrils and other organelles seen in cultured

spindle cells in 5-day cul ture medium　(TEM×4 000)

图 3　培养 5 d窦房结细胞中三角形细胞电镜观察 ,可见丰富肌原纤维 ,

其他细胞器发达　　(TEM×5 000)

Fig 3　Developed myofibrils and other organelles seen in cultured

triangle cells in 5-day culture medium　(TEM×5 000)

3　讨论

　　有关窦房结细胞的形态学特征 ,国外已有少量文
献报告 ,Marvin等

[ 3]
认为窦房结细胞是一种体积小而

搏动频率快(185±8 min)的梭形细胞 ,而心房肌细胞
呈多边形 、较大 、搏动频率较慢(112 ±5 min)。
Nathan

[ 4]
观察到培养兔窦房结细胞主要有两种 ,呈纺

锤状的 Ⅰ型细胞可能来源于窦房结的起搏中央区 ,呈
球形的 Ⅱ型细胞最初呈棒状 ,在培养 1 ～ 2 d 后 , “圆
聚”(Rounding up)成球形 ,该细胞可能来源于窦房结外
周区 。Denyer等

[ 5]
应用一种可维持窦房结细胞正常形

态的酶解分离法 ,所获得的窦房结细胞也呈长棒状(长
100μm ,宽 10μm)。我们在培养的窦房结细胞中观察
到3种不同形态的细胞 ,其中以梭形为主 ,其次是三角
形细胞及少量的不规则形细胞 ,且以梭形细胞搏动频
率最快(166±7 min),三角形细胞虽有搏动 ,但频率慢
于梭形细胞 ,此外 ,培养窦房结细胞中的三角形细胞与
培养心房肌三角形细胞的形态大小及搏动频率均无显

著差异 。此结果与国外报道相似 ,故认为培养窦房结
细胞中的梭形细胞可能是窦房结起搏细胞。对完整窦
房结的组织学研究提示窦房结细胞的形状呈梭形

[ 6]
,

也支持我们的推测。
　　本实验结果表明 ,梭形细胞肌原纤维不发达 ,仅可
见少量成束肌原纤维于核周散在 ,无完整肌节;未见电
子致密颗粒;线粒体不丰富 ,嵴少;内质网 、高尔基复合
体不发达 , 而此结果与 Marvin 等的实验结果相似。
Marvin等比较了原位窦房结细胞和培养窦房结细胞的

电镜观察结果 ,发现两种条件下梭形细胞的超微结构
近似 。梭形细胞最具特征性的结构特点是这些细胞的
肌原纤维稀疏与排列紊乱 。这一结构特征可以解释倒
置镜下发现梭形细胞的搏动强度一般弱于心肌细胞的

搏动强度。本实验发现梭形细胞的细胞器少 ,也符合
原位观察到的窦房结细胞的结构“空虚” 的特点

[ 7, 8]
。

透射电镜观察窦房结三角形细胞与心房肌三角形细胞
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结构相似 ,细胞的肌原纤维发达 ,多与长轴平行 ,有完
整肌节和 Z线;细胞器发达;有丰富的电子致密颗粒 ,
由此推测培养窦房结细胞中的三角形细胞可能系取材

时附带的心房肌细胞 。
　　综上所述 ,在培养的乳鼠窦房结细胞中 ,细胞形态
呈梭形 、搏动频率最快 、肌原纤维稀疏排列紊乱 、细胞结
构空虚等特点可作为鉴定窦房结细胞的形态学依据。
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文章编号:1000-5404(2002)04-0433-01 个案与短篇
PVP-I治疗急性冠周炎的临床效果

The clinical effect of PVP-I on acute pericoronitis

游古莲 ,裘松波 ,周正贵 ,张　刚　　(第三军医大学附属新桥医院口腔科 ,重庆 400037)

　　碘复(聚乙烯吡咯酮碘 Polyvinylpyrrolidone-iodine , PVP-I)作
为一种性能优良的广谱消毒杀菌剂在国内外已被广泛应用于

临床[ 1] 。我科自 1998年 9 月以来应用 PVP-I 冲洗智齿冠周盲

袋治疗急性冠周炎 ,疗效满意 , 现报告如下。
　　一般资料:下颌智齿阻生伴急性冠周炎患者 105 例 , 男 50

例 ,女 55 例 ,年龄 18～ 37 岁 , 将病员随机分成 PVP-I组 53 例和

对照组 52例。

　　病例选择:纳入标准 , 因下颌第三磨牙阻生引起冠周龈组
织红肿 、疼痛剧烈 , 张口受限 , 冠周盲袋溢脓 , 且病史长达 1 年

以上 , 反复发作 5次以上者;排除标准:伴有严重全身感染 , 系
统性疾病 ,同时服用其他抗生素者 , 以及不能随诊病人。

　　方法:PVP-I组:先用生理盐水冲洗盲袋 , 局部试干后 , 用
0.5%(g ml)PVP-I 液 1 ml缓慢冲洗冠周盲袋。对照组用生理盐
水和 3%双氧水反复冲洗盲袋 , 消毒棉球吸干多余药液后 , 用
2%碘甘油滴入盲袋。每日 1次 , 连续 3 次 ,两组病例均给口服

伊斯美胶囊(内含甲硝唑和无味红霉素)2 粒 , 3 d ,连服 3 d。 嘱
病员 3 d后复诊。
　　观察方法和指标:采用单盲法 ,病员初诊和复诊时均由同

一医师进行诊查记录和治疗。
　　主观症状:疼痛 、冠周红肿 、面部肿胀 、张口困难 、发烧及进
食困难等。客观检查:冠周牙龈红肿 、盲袋溢脓 、面部肿胀及张
口度等。

　　疗效标准:显效:疼痛消失 , 局部红肿及面部肿胀明显减
轻 ,盲袋内无溢脓 , 张口度正常;有效:疼痛减轻 , 冠周牙龈红肿
仍存在 ,盲袋内分泌物减少 , 张口度有改善;无效:症状 、体征都
无改善或加重。
　　经统计学分析:χ2=10.93 , df=1 , P<0.05 , 相差显著 ,表明

PVP-I组疗效满意 , 见表 1。
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表 1　两组疗效比较

显效 有效 无效
组别 n

n % n % n %

PVP-I组 53 42 79.25 8 15.09 3 5.66

对照组 52 24 46.15 22 42.31 6 11.54

讨论

　　冠周炎是厌氧菌与需氧菌的混合感染。碘复是一种高效
广谱消毒杀菌剂 ,对口腔内各种 G+和 G-菌的厌氧菌或需氧菌

都有着强烈的杀灭和抑制作用[ 2] ,其作用机制为:PVP-I中的表
面活性剂并无抗菌作用 , 但表面活性剂可穿透细胞膜 , 从而使
PVP-I进入细菌体内 , 释放出双原子游离碘(I2)作用于胞浆和胞

膜 ,使细胞内硫氢化物 、蛋白质 、酶 、VitC 、脂质及细胞素等物质
被氧化而失去活性 , 从而瞬间杀灭细菌。 PVP-I 对各种厌氧菌
的最低有效浓度为 0.01%。 0.5%(g ml)PVP-I用于冲洗冠周炎
盲袋 ,显然有更强的杀菌 、抑菌作用。
　　PVP-I冠周冲洗 , 除机械冲洗作用外 , 药物可以潴留于冠周
局部盲袋内 ,抑菌作用更持久 , 因而显效快 , 疗程短。此外 , 碘
伏无毒 , 对组织无刺激 , 不易产生耐药性 , 使用安全简便 , 且价
格低廉 ,患者易于接受。
　　关键词:碘复;急性冠周炎 ;冲洗
　　中图法分类号:R782.31　　　文献标识码:B
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