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　　提　要　目的: 观察风湿性心脏病人瓣膜成纤维细胞的胶原合成 ,为研究风湿性心脏病瓣膜纤维化的发

病机制建立基础。 方法: 采用消化组织块培养法建立人二尖瓣和主脉瓣成纤维细胞体外培养方法 ,对 5例风

湿性心脏病人和 5例尸检中除外心血管疾病和胶原系统疾病的二尖瓣和主动脉瓣成纤维细胞进行了体外培

养 ,并用 3H-脯氨酸测定瓣膜成纤维细胞的胶原合成。 结果: 二尖瓣和主动脉瓣的瓣膜成纤维细胞其形态、生

长方式及胶原合成差异均不明显 ,风湿性心脏病瓣膜成纤维细胞的胶原合成明显高于对照组。 结论: 体外培

养的风湿性心脏病人瓣膜成纤维细胞胶原合成明显增加。
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　　由于缺乏实验动物模型 ,因而对凤湿性心脏病 (风

心病 )瓣膜纤维化的发病机制缺乏深入的研究 ,并因此

而影响到对风心病的预防和治疗效果。为此 ,我们建立

了瓣膜成纤维细胞体外培养方法 ,并测定了风心病人

二尖瓣和主动脉瓣成纤维细胞的胶原合成 ,为进一步

探讨风心病瓣膜纤维化的发病机制提供了研究手段。

1　材料与方法

1. 1　瓣膜来源
　　患风心病二尖瓣狭窄伴关闭不全、主动脉瓣狭窄伴关闭不

全行二尖瓣和主动脉瓣双瓣置换术者 5例 (男 3例 ,女 2例 ) ,

年龄 28～ 35岁。 对照为尸检中除外心血管疾病和胶原系统疾

病者 5例 ,均为男性 ,年龄 24～ 42岁。 所取二尖瓣和主动脉瓣

置冷 DM EM ( Dulbecco′s Modified Eag le′s M edium , Gibco公

司 )中 , 30 min内使用。

1. 2　瓣膜成纤维细胞的体外培养
　　将新鲜瓣膜组织用 DMEM洗尽表面血迹 ,在瓣膜各部位

均匀取材 ,细切至约 1 mm× 1 mm× 1 mm大小 ,用 0. 1%胶原

酶Ⅰ 型 ( Sigma ) 260 u /mg于 37℃消化 40 min,用 D-Hank液洗

涤后以 50块 /瓶均匀贴于 50 ml培养瓶中。倒置培养瓶 ,使贴有

组织块的一面朝上 ,于 37℃孵育 2 h。翻转培养瓶 ,加入含 10%

胎牛血清、 100 U /ml青霉素、 100μg /ml链霉素、 15 mmol /L

HEPES( Sigma )的 DM EM 5 ml,置于 37℃、 5% CO2培养箱中

培养 , 3 d换液 1次。细胞生长至融合后用 0. 25%胰蛋白酶 (华

美公司 )消化 ,经 150目不锈钢网过滤 , 1 500 r /min离心 10

min,细胞沉淀用 D-Hank液洗涤 2次 ,用上述 DM EM培养液

悬浮细胞 ,以 1∶ 3传代培养于 50 ml的培养瓶中。

1. 3　瓣膜成纤维细胞的鉴定
　　培养细胞用鼠抗人 Desmin、 Vimentin、α-smoo th actin单克

隆抗体以标记卵白素 -生物素法 ( LAB法 )行免疫组化染色鉴

定 ,主要试剂均为 Dako公司产品。

1. 4　瓣膜成纤维细胞胶原合成的测定 [1, 2 ]

　　将培养的第 3代细胞用 0. 25%的胰蛋白酶消化 ,重悬于

DM EM培养液中 ,以约 1× 105个细胞 /孔接种于 6孔培养板

中 , 3 d换液 1次 ,待细胞生长至融合后进行实验。实验前 1 d更

换培养液 ,实验当天换入含 0. 1 mmol /L抗坏血酸钠 ( Fluka公

司 )的无血清 DMEM 1 ml, 37℃培养 30 min后 ,加入 5μCi( 2,

3-3H)脯氨酸 ( Sigma公司 ) ,继续培养 3 h。 每孔计细胞总数后

分别收集细胞和培养液于玻璃纤维素滤纸上 , 80℃烤 2 h。将滤

纸置于 10 ml闪烁瓶内 ,加入 5 ml闪烁液 (每升甲苯中溶解 5 g

PPO、 100 mg PO PO P) , 12 h后行液闪计数。每一样本做三管测

定。

1. 5　统计方法
　　数据以 x-± s表示 ,采用 t检验。

2　结果

2. 1　瓣膜成纤维细胞的培养
　　贴壁培养的第 3天即可见细胞开始从组织块边缘长出 ,经

3周左右长至融合 ,以 1∶ 3传代后 , 5～ 7 d即融合。二尖瓣和主

动脉瓣来源的细胞形态无明显差异 ,细胞呈梭形或不规则三角

形 ,核为卵圆形。 免疫组化染色显示细胞 Desmin和 Vimentin

染色阳性、α-smooth actin染色阴性 ,表明培养的细胞是成纤维

细胞 [3]。

2. 2　成纤维细胞的胶原合成
　　对照者的二尖瓣和主动脉瓣成纤维细胞的胶原合无明显

差异 ,风心病患者的二尖瓣和主动脉瓣的成纤维细胞的胶原合

成也无明显差异 ,但风心病患者的二尖瓣和主动脉瓣成纤维细

胞的胶原合成与对照组相比有明显升高 ,见表 1。
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表 1　风湿性心脏病人瓣膜成纤维细胞

胶原合成的改变 ( 0. 06 Bq /cells)

Tab 1　 Changes of collagen synthesis by valvular f ibroblasts

of rheumatic heart disease patients ( 0. 06 Bq /cells)

Mi tra l valv e Ao rtic valv e
Group　 n

Cells Supernant Cells Supernant

Control　 5 13. 30± 1. 94 6. 86±1. 31 12. 19± 2. 52 6. 73± 2. 41

Patient　5 20. 57± 3. 87* 11. 45±3. 24** 20. 33± 4. 78* 12. 82± 3. 81*

* : P < 0. 01,** : P < 0. 05v s contr ol

3　讨论

　　风心病的病理基础是由于受累的瓣膜发生弥漫性

纤维化 ,导致瓣膜狭窄和 /或关闭不全 ,从而引起血流

动力学紊乱
[4 ]
。最常受累的瓣膜为二尖瓣和主动脉瓣。

由于缺乏风心病的实验动物模型 ,国内外对瓣膜纤维

化的发病机制缺乏较深入的研究 ,并由此影响到对风

心病的预防和治疗效果。本研究利用风心病患者行瓣

膜置换术时所得的二尖瓣和主动脉瓣 ,建立了人瓣膜

成纤维细胞体外培养方法 ,并对其胶原合成进行了测

定。该方法可用以观察致病因子和治疗药物对瓣膜成

纤维细胞胶原代谢的影响 ,从而为瓣膜纤维化的发病

机制和预防的研究提供了一个新的有效手段。

　　人心脏瓣膜中的成纤维细胞数量虽然不少 ,但很

难从瓣膜胶原中分离出来 ,所以 ,瓣膜成纤维细胞培养

的关键问题是细胞的分离。 我们用胶原酶较长时间消

化瓣膜后分离得到瓣膜成纤维细胞 ,但酶的用量大 ,细

胞损伤重且得率低。用组织块直接培养法则瓣膜成纤

维细胞几乎不能生长。经探索 ,我们结合了消化法和组

织块法
[5 ]
,将消化的组织贴壁培养 ,在瓣膜胶原被消化

松解开的情况下 ,瓣膜成纤维细胞得以从周边长出。来

源于二尖瓣和主动脉瓣的瓣膜成纤维细胞其形态、生

长方式及胶原合成差异均不明显 ,提示瓣膜成纤维细

胞在两种瓣膜可能有的病理或发病学的差异中不起主

要作用。

　　胶原是细胞外基质的主要成分 ,瓣膜胶质蛋白主

要由瓣膜成纤维细胞生成 ,我们曾用生化方法对风心

病人瓣膜的胶原含量进行定量 ,发现风心病人二尖瓣

和主动脉瓣的胶原含量明显增加
[6 ]
。用

3
H-脯氨酸测定

培养的瓣膜成纤维细胞的胶原合成 ,发现来源于风心

病人二尖瓣和主动脉瓣的成纤维细胞的胶原合成明显

增加 ,提示瓣膜胶原含量增加、纤维化是由于成纤维细

胞胶原合成增加所致 ,导致病变瓣膜成纤维细胞胶原

合成增加的机制有待进一步研究。
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Culture and collagen synthesis of the cardiac valve fibroblast from pa-

tients with rheumatic heart disease
Yang Junmin, Song Ling, Zhang Bao ren, Zhu Jialin ( Depa rtm ent o f Thor acic Surge ry , Southw est Hospital, Third M ili-

tar y Medical Univ ersity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o observ e th e colla gen synthesis o f cultured cardiac va lv e fibr oblast f rom patients

with rheumatic hear t disease to lay the foundation fo r fur th er studies on the mechanism o f fibro sis of the

rheumatic cardiac valv es. Methods: Using enzyme dig estion, the mitra l and ao rtic v alv e fibr obla sts from 5

pa tients with rheumatic hea r t disease and o ther 5 confirm ed by autopsy that they did no t die of cardio va scula r

disea se and co llag en system disease were cultured in vitro. Th e collag en synthesis wa s de termined w ith 3H-

pro line inco rpo ration. Results: There w as no differ ence in cell shape , pr olifera tion and collag en synth esis be-

tw een the mitra l v alv e fibr obla st and ao rtic v alv e fibr obla st. Co llagen synthesis o f the rheuma tic v alvular fi-

broblasts wa s significantly higher in 5 pa tients with rheumatic hear t disease than in the other 5. Conclusion:

Collag en synthesis of the rheuma tic cardiac va lvular fibroblasts cultured in vitro is inc reased.

　　 Key words　 rheuma tic hear t disease; ca rdiac valv e; cell cultur e
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