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体外培养的原代心肌细胞具有自发节律性

和收缩性特征，能够保持其在体内原有的许多结

构和功能，同时排除了神经、体液等因素的干扰，
可以从细胞、分子水平阐明一些心脏发育及疾病
发生的基本理论，在心肌细胞生长发育、生理、
代谢、病理等研究中具有重要作用. 为了更好的
以小鼠为模型研究心脏疾病，构建一个新生小鼠

心肌细胞分离及其原代培养实验平台非常必要.
由于心肌细胞再生能力低，存活率低，易被非心

肌细胞污染，因此原代心肌细胞的培养仍存在一

定的困难. 我们在已有的方法［1，2］基础上，通过胰

酶和胶原酶组合消化替代单一胰酶消化提高消

化效率，并结合 30 min 差速贴壁和培养基添加
BrdU抑制残留的成纤维细胞增殖，从而提高了
心肌细胞存活率和纯度，为研究心脏疾病提供了

理想的实验模型.

1 材料与方法

1.1 实验动物
出生 0~3 d的清洁级 SD新生小鼠，雌雄不
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限，于中南大学湘雅医学院动物学部购买.
1.2 主要的实验仪器和试剂
胰酶（美国 Sigma公司）；Ⅱ型胶原酶（美国

Sigma 公司）； 5-溴脱氧尿嘧啶核苷（BrdU）（美
国 Sigma公司）；肌球蛋白重链蛋白（MF-20）单克
隆抗体（武汉博士德公司）；羊抗鼠 Cy3标记二
抗（Santa 公司）；Hoechest（美国 Sigma 公司）；
CO2 恒温箱（美国 Thermo 公司）；倒置显微镜
XDS-1B（广州粤显光学仪器有限公司）；Nikon-
E440 荧光显微镜（日本尼康）.
1.3 心肌细胞分离和培养
1.3.1 心肌细胞分离
取 0~3 d的 SD小鼠 10只，酒精擦洗消毒，

用剪刀从最下端肋骨处开始剪开胸腔，找到心脏

后，剪取心尖心室部分［3］，立即放入预冷的 ADS
缓冲液（116 mmol / L NaCl，20 mmol / L HEPES，
0.012% NaH2PO4-2H2O， 0.1% Glucose， 0.04%
KCl，0.01% MgSO4-7H2O）中漂洗 3次，然后将心
室组织拿到超净工作台中，剪成 0. 5～1 mm3大小

的组织块［2］，再用 4 ℃预冷的 ADS缓冲液漂洗 2
次以去除血细胞及漂浮的结缔组织，加入用 ADS
缓冲液配制的消化酶 8 mL（0.05Ⅱ型胶原蛋白
酶和 0.06%胰蛋白酶），然后将消化酶和组织的
混合液吸入到 50 mL的离心管中，置于 37 ℃恒
温水浴摇床中，37 ℃恒温振荡 10 min. 重新加
入 8 mL消化酶，恒温振荡 8 min，小心吸取上清
到一个加有 400 μL 胎牛血清的 15 mL 离心管
中，混匀，1 000 r / min 离心 5 min，去掉上清，
可看到离心管底部有淡黄色的细胞沉淀，加入

37 ℃预热的培养基 3 mL（72% DMEM，18%
M199，10%胎牛血清），吸打混匀，然后放到 CO2

培养箱（5% CO2，37 ℃）中培养，培养过程中注
意离心管盖子不能拧的太紧，几分钟后要拿出来

颠倒混匀几次. 重复消化 4~5次，直到组织全部
消化完.
1.3.2 心肌细胞纯化及原代培养
待组织消化完以后，将收集到的细胞全部吸

到一个细胞培养皿中，然后差速贴壁，即将细胞

放到培养箱中让其贴壁 30 min，因为心肌成纤维
细胞比心肌细胞贴壁快，所以可将心肌成纤维

细胞与心肌细胞分离，然后将培养液吸到一个

15 mL离心管中 1 000 r /min 离心 6 min，同时加
入 5 mL新鲜培养基到培养皿中继续培养心肌成
纤维细胞，将离心后得到的上清吸到另一 15 mL

离心管中，1 000 r / min再次离心 5 min，将得到
的所有细胞沉淀用培养基（含 0.1 mmol BrdU）［4］

吸打混匀 20～50次，吸到培养皿中，放入 CO2恒

温箱中培养.
1.4 细胞存活率计算方法
取相同量的 0.4%苔芬蓝液与细胞悬液混匀，
静置 3～10 min，然后取适量混合液滴于细胞计数
板上，计数总细胞数及未染成蓝色的活细胞数.
计数 10次，取平均值. 细胞存活率（%）=活细胞
数 /细胞总数（活细胞数+死细胞数）×100%［4］.
1.5 心肌细胞观察与鉴定
1.5.1 光镜检查
培养 48 h后，在倒置显微镜下观察心肌细
胞，分析用不同的分离培养方法所得到的心肌细

胞的质量，并拍照［5］.
1.5.2 心肌细胞鉴定
将心肌细胞和心肌成纤维细胞接种到盖玻

片上面，取培养 48 h的心肌细胞以及在差速贴
壁中获得的心肌成纤维细胞作为阴性对照，吸去

培养基，用 PBS洗两次，用 4%多聚甲醛固定 30
min，用 PBS洗一次，用封闭液（1%的胎牛血清，
5%的小牛血清，10%的山羊血清，0.05%的
Triton X-100）室温封闭 1 h，用 PBS洗一次，取
100 μL 肌球蛋白重链蛋白（MF-20）单克隆抗体
（1 ∶100）滴到接种有心肌细胞的盖玻片上，同时
在接种有心肌成纤维细胞的盖玻片上滴 100 μL
PBS，室温孵育 1.5 h，用 PBS洗 3次，1 ∶ 500羊
抗鼠 Cy3标记二抗室温避光孵育 1 h，用 PBS洗
3次，最后用 1 ∶ 1 000 hoechest 染核，室温避光
孵育 15 min，PBS洗一次，在荧光显微镜下观察
细胞，并拍照［6］.

2 实验结果

2.1 心肌细胞活力测定结果
台盼蓝染色，死细胞被染成蓝色，用细胞计

数板计数，统计 3次试验各 4个视野的细胞数，
细胞存活率≥95%.
2.2 心肌细胞形态学观察与比较
心肌细胞颜色较深，能清楚的分别出细胞形

态，心肌组织消化后所有细胞均呈圆形，贴壁刚

开始细胞呈圆形，后变为梭形，24 h后细胞逐渐
伸展开，伸出伪足，变成三角形、多边形等不规
则形态. 心肌成纤维细胞呈半透明状，其细胞形
态不是很清晰. 通过在显微镜下比较传统胰蛋白
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图 3 培养 48 h的心肌细胞和成纤维细胞免疫荧光实验结果（×400）
Fig.3 The immunofluorescence analysis of cadiocytes and desmocytes cultured for 48 hours（×400）

图 2 培养 48 h心肌细胞（×400）
（A） 差速贴壁 20 min； （B） 差速贴壁 30 min 且加入 0.1 mmol BrdU； （C） 差速贴壁 30 min 但不加入 BrdU.
Fig.2 Cadiocytes cultured for 48 hours（×400）
（A）Differential anchoring velocity for 20 min；（B）Differential anchoring velocity for 30 min and add 0.1 mmol BrdU；（C）
Differential anchoring velocity for 30 min but do not add BrdU.

图 1 培养 48 h 心肌细胞（×50）
（A） 传统方法分离得到的心肌细胞； （B） 胰蛋白酶加胶原蛋白酶Ⅱ分离得到的心肌细胞.
Fig.1 Cadiocytes cultured for 48 hours（×50）
（A）Cardiac myocytes isolated by traditional method；（B）Cardiac myocytes isolated by trypsinase and Collagenase Ⅱ.

酶法和改进的胰蛋白酶+胶原蛋白酶法所分离得
到的心肌细胞，发现用改进的方法所得到的心肌

细胞要明显多于传统的方法，如图 1所示. 通过
比较差速贴壁 20 min，差速贴壁 30 min并加入

Brdu和差速贴壁 30 min且不加入 Brdu这 3种方
法所得到的心肌细胞，差速贴壁 30 min并加入
Brdu所得到的心肌细胞几乎没有心肌成纤维细
胞污染，而其他两种方法都有心肌成纤维细胞污

（A） （B）

（A） （B） （C）

染，如图 2所示.
2.3 心肌细胞鉴定

MF-20是心肌特异性蛋白，因此 MF-20只能

识别心肌细胞，在荧光显微镜下可以清晰的看到

心肌细胞发出红色荧光，而心肌成纤维细胞不发

出荧光. 结果如图 3所示.

MF-20 Hoechest 合成图（Merge）

心肌细胞

（Cadiocytes）

心肌成纤维细胞

（Desmocytes）
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3 讨 论

分离心肌细胞的方法有酶消化法和机械收

集法，用吸管反复吹打的机械分离方法，吹打不

易控制，极易损伤心肌细胞，成活细胞率较低.
胰酶主要用于分解组织间质的蛋白质，作用强，

但对细胞膜也有较强的破坏作用，而且组织经过

胰酶处理后会释放出大量的胶原蛋白，胶原蛋白

呈絮状，使上清很难分离开来，影响心肌细胞获

得率. 而胶原酶作用缓和，主要用于消化细胞间
质中的胶原纤维以释放心肌细胞，因此我们用较

低浓度的胰酶和较高浓度的胶原酶的混合消化

酶消化心肌组织，既能很快的将心肌细胞分离下

来不损害心肌细胞，又能很好的收集心肌细胞.
消化酶作用时间对心肌细胞的获得影响很大，消

化时间过长，胰酶对心肌细胞损害增加，消化时

间过短，胶原酶起不到消化作用. 我们通过长时
间的摸索，发现消化酶多次消化，每次消化 8
min所得到的心肌细胞数量最多，活力最好. 为
了得到纯度高的心肌细胞，差速贴壁是必不可少

的实验步骤，因为心肌成纤维细胞贴壁速度很

快，而心肌细胞相对较慢，所以通过差速贴壁可

以比较有效地去除心肌成纤维细胞. 但是差速贴
壁的时间不好控制，有文献报道对心肌成纤维细

胞和心肌细胞的分离所采用的贴壁时间是不同

的，短的为 20 min，长到 3 h，我们通过多次实
验发现贴壁 30 min效果最好，这样既可以去除
大部分心肌成纤维细胞又可以不损失心肌细胞.
心肌细胞贴壁 48 h后要换液，新的培养基要改
用无血清培养基，而且培养基中要加入 0.1 mmol
BrdU，BrdU能有效地抑制残留的心肌成纤维细
胞增殖. 培养基的 pH值也很重要，心肌细胞最
适 pH值在 7.0～7.4之间［7］.

本研究通过用改良的新生小鼠心肌细胞培养

方法，心肌细胞存活率高，心肌细胞和非心肌细

胞分离较彻底，细胞贴壁快、搏动早、纯度高，
且操作简便，重复性好，是一种较为理想的心肌

细胞原代培养方法，可以满足心血管疾病发生、
发展机理及心血管药物和心脏组织工程学的研

究及多种生理生化实验的要求.
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