
心房颤动(atrial fibrillation, AF)是临床上常见
的心律失常疾病, 也是中风等缺血性疾病的危险
因素[1, 2]。房颤发病机制的尚不明确是其治疗效果
差强人意的主要原因。近年来有许多动物实验研究

显示,缝隙连接蛋白 40 (connexin40, Cx40)和 Kv1.5
通道蛋白的改变在房颤的发生中都起着重要作

用[3~5]。虽然目前国内外进行了许多关于房颤发病
机制的动物实验研究[6~8], 但是动物和人在种族、生
理及病理改变等方面均存在差异, 故动物实验的

研究结果仍有一定的局限性。以往研究往往采用

组织贴壁法或胰蛋白酶+胶原酶消化法对小鼠或
小儿心肌组织进行细胞培养[9, 10], 而本实验单独采
用 I型胶原酶消化法对房颤患者的心房组织进行
原代细胞培养。此外, 房颤的发病人群多为成人,
因此为了更好地研究房颤的发病机制, 培养成人
房颤患者的心房肌细胞具有重要意义。本研究旨

在探索成功培养成人房颤患者原代心房肌细胞

的方法, 并对所培养细胞中 Cx40和 Kv1.5的表达
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量进行检测, 观察两者的表达量是否与动物实验
结果有所差异, 以期能够为后续房颤发病机制的
基础研究提供支持。

1 材料与方法

1.1 主要材料

5 mL容积西林瓶; DMEM培养基(Thermo公
司, 美国); 进口胎牛血清(Gibco公司, 美国); Plas原
mocin treatment、TRIzol (Invivogen公司, 美国); 玉
型胶原酶(200 iu/mL) (Sigma公司, 美国); TaKaRa
SYBR Green PCR Kit、PrimeScriptTM RT Reagent Kit
with gDNA Eraser (TaKaRa公司, 日本); ABI 7300
Real-Time PCR System (Applied Biosystems 公司,
美国 ); RIPA 细胞裂解液、loading buffer、SDS -
PAGE凝胶均购于上海碧云天生物技术有限公司;
PVDF膜(Millipore公司, 美国); 鼠抗人肌钙蛋白或
二型胶原蛋白抗体、SPA2-HRP 标记的二抗、兔
Cx40 多克隆抗体、兔 KCNA5 多克隆抗体、兔
GAPDH多克隆抗体、山羊抗兔多克隆二抗 IgG
(Abcam 公司, 美国); Pierce ECL Western 试剂盒
(Life Technologies公司,美国); ChemiDocXRS (Bio-
Rad公司, 美国)。
1.2 取材及培养

左心耳标本均取自中南大学湘雅二医院心胸

外科行迷宫手术的患者。该实验得到中南大学湘

雅二医院伦理委员会的批准。将手术中切除的左

心耳标本置于 100 mm伊20 mm的培养皿中, 经含
双抗的 PBS缓冲液反复冲洗 3次后, 用眼科剪小
心地分离心肌组织和脂肪组织, 并将心肌组织剪
成 1 mm3体积的小块。将剪碎的心肌组织移入容
积为 5 mL的西林瓶中, 加入 200 iu/mL的玉型胶
原酶, 置于 220 r/min的摇床中 37 益消化 6 h。加
入少量含血清培养基终止消化, 并用 15 mL离心
管收集, 800 r/min 离心 5 min。沉淀物用 DMEM
培养基洗涤一次后移入 75 cm2的培养瓶中, 加入
10 mL含 20%进口胎牛血清的 DMEM 培养基培
养，每周换液一次。

1.3 心肌细胞免疫组化鉴定及光学显微镜摄片

取第 3代的心肌细胞消化离心, 按 1伊105的
细胞密度接种于置有盖片的 6孔板中, 在 5% CO2
的细胞培养箱中 37 益培养 24 h后, 用 4%多聚甲
醛固定 30 min。PBS缓冲液洗 5 min伊3次,以 0.2%
Triton-100通透细胞膜 5 min, 3% H2O2室温孵育
10 min。10%正常山羊血清封闭(室温孵育 15 min),

加鼠抗人肌钙蛋白或二型胶原蛋白抗体 (4 益过
夜), 次日恢复至室温后用 PBS缓冲液洗 3 min伊3
次, 加 SPA2-HRP 标记的二抗 (室温 30 min), 再
用 PBS缓冲液洗 3 min伊3次, 加底物 DAB-H2O2,
PBS缓冲液洗净。苏木素染核 1 min, 在普通光学
显微镜下进行观察，并拍照。

1.4 qPCR检测 Cx40及 Kv1.5 mRNA的表达水
平

收集第 3代细胞, 根据说明用 TRIzol抽提细
胞中的总 RNA, 并使用 UV 型紫外分析仪测定
mRNA的浓度。采用 PrimeScriptTM RT Reagent Kit
with gDNA Eraser (Perfect Real Time)试剂盒制备
cDNA, 最后根据 TaKaRa SYBR Green PCR Kit试
剂盒说明进行 PCR。实验中使用 Primer Express
Software 2.0.0进行引物设计, Cx40上游引物: 5忆-
CCGGCCCACAGAGAAGAATGT-3忆;下游引物: 5忆-
TCTGACCTTGCCTTGCTGCTG-3忆, KCNA5上游引
物: 5忆-CAGAGTCTCCAAGCAGAAGG-3忆; 下游引
物 : 5忆-CCAGGTGTGGCTTATCTTCG -3忆 , GAPDH
上游引物: 5忆-ACTCTGGCAAAGTGGATATTGTC-
G-3忆; 下游引物 : 5忆-CAGCATCACCCCATTTGA-
TG-3忆。基因的相对表达量通过计算 2-驻驻Ct得出。
1.5 Western-blot 检测 Cx40 及 Kv1.5 通道蛋
白的表达量

收集第 3代细胞, 使用 RIPA细胞裂解液提
取蛋白质 , 加入 loading buffer 高温变性后进行
SDS-PAGE凝胶电泳。PVDF膜转膜后封闭液封
闭 30 min,加入一抗 4 益摇床过夜。一抗为兔Cx40
多克隆抗体(1︰500稀释)、兔 KCNA5多克隆抗体
(1︰500 稀释)、兔 GAPDH多克隆抗体(1︰1 000
稀释)。次日 PBST洗净, 山羊抗兔多克隆二抗IgG
(1︰2 000稀释)室温孵育后用 Pierce ECL Western
发光试剂盒显影。蛋白质表达水平使用 Image-
Pro Plus快速 6.0软件进行分析。
1.6 统计学方法

所有数据用平均值依标准差(x依s)表示, 采用 t
检验方法对结果进行统计分析, 结果由 SPSS 17.0
输出, P<0.05具有统计学意义。
2 结果

2.1 原代心房肌细胞的显微观察

原代心房细胞分离 24 h后可见少量圆形细
胞贴壁, 72 h后可见分离的大部分心肌细胞贴壁,
贴壁的细胞成团生长, 并呈长梭形（图 1A）, 5 d左
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图 2 原代培养细胞的免疫组化鉴定
(A)肌钙蛋白抗体染色阳性(伊200)曰(B)二型胶原蛋白抗体染
色阳性(伊200)遥
Fig.2 Immunohistochemical identification for primary
culture cells
(A) Stained positive by troponin antibody (伊200); (B) Stained
positive by type域collagen antibody (伊200).

图 1 心房肌细胞的原代培养
(A) 72 h后贴壁的细胞成团生长(伊200)曰(B) 5 d后贴壁的细
胞基本长满瓶底(伊100)曰(C) 胶原酶消化 4 h (伊100)曰(D) 胶
原酶消化 6 h (伊100)遥
Fig.1 Primary culture of atrial myocytes
(A) The adherent cells grew into groups after 72 h (伊200); (B)
Most of the cells covered the bottom within 5 d (伊100); (C) Di鄄
gestion with collagenase for 4 h (伊100); (D) Digestion with col鄄
lagenase for 6 h (伊100).

右细胞可以长满瓶底(图 1B), 以后每周传代一次。
从细胞形态及贴壁情况可知, 胶原酶消化具有细
胞损伤小、贴壁率高等优点。同时实验发现, 消化
6 h的细胞生长情况明显优于 4 h (图 1C, D)。由此
可见组织的消化程度对于细胞的贴壁生长具有直

接影响。

2.2 原代培养细胞的免疫鉴定

培养的原代细胞经肌钙蛋白或二型胶原蛋白

抗体反应后进行特异性染色, 结果显示 90%的细
胞胞浆中肌钙蛋白或二型胶原蛋白均呈棕黄色,
由此可以证明培养的细胞为心肌细胞(图 2)。

2.3 房颤患者心房肌细胞 Cx40及 Kv1.5的表达
量降低

为了明确本实验与以往相关动物实验是否有

差异, 我们通过 qPCR和Western-blot方法检测了
30例房颤患者心房肌细胞和 30例正常心房肌细
胞中 Cx40及 Kv1.5通道蛋白的含量。qPCR检测
结果显示, 房颤患者心房肌细胞中 Cx40及 Kv1.5
的 mRNA含量均明显低于对照组, 差异具有统计

学意义(P<0.01) (图 3A); 同时Western-blot结果也
显示, 与对照组相比, 实验组中 Cx40及 Kv1.5的
表达量显著降低,差异具有统计学意义(P<0.05) (图
3B)。上述实验结果说明 Cx40及 Kv1.5通道蛋白的
降低确实与房颤的发展和维持有关联, 而且我们
的检测结果与相关动物实验[11, 12]存在一定的差异。

3 讨论

房颤发病机制的研究一直是心血管领域的热

门话题, 许多学者通过动物实验对房颤的发病机
制进行了探索。van der Velden等[11]通过 RT-PCR
方法在山羊房颤模型的动物实验中证实, 房颤初
期 Cx40的 mRNA表达水平升高。Yamashita 等[12]

在大鼠阵发性房性心动过速模型中检测到, Kv1.5
通道蛋白 mRNA的表达量迅速增加。与上述结果
相反, 我们对房颤患者心房肌细胞的研究表明,
Cx40及 Kv1.5通道蛋白的表达量均明显降低。由
此可见, 动物实验与房颤患者心肌细胞实验存在
差异。因此, 成功培养房颤患者的心房肌细胞能
够更好地研究其发病机制。

相关研究表明随着年龄的增加心肌细胞的更

新能力将大大降低[13],所以成人心房肌细胞的培养
具有一定的难度。以往研究采用组织贴壁法或胰

蛋白酶+胶原酶消化法培养原代细胞, 而我们尝
试单独使用胶原酶消化法, 并成功培养出了房颤
患者的心房肌细胞。在原代细胞的培养中需要注

意以下几点: 1) 收取标本时务必注意无菌，避免
标本的污染, 否则后期培养过程中容易产生支原
体和霉菌污染。而且, 取得标本后应放入含有 PBS
缓冲液的无菌容器中并尽快进行分离培养, 若无

图 3 qPCR和Western-blot检测Cx40及Kv1.5的表达量
Fig.3 Expression levels of Cx40 and Kv1.5 detected by
qPCR and Western-blot.
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条件及时处理可放入 4 益冰箱中保存, 但时间不
宜超过 24 h; 2) 标本用含有双抗的 PBS缓冲液洗
净残余的血液, 处理组织块时应尽量将脂肪组织
剪去以避免培养出过多的杂细胞; 3) 组织块应尽
可能的剪小, 以便能够充分消化。同时, 消化酶应
选用作用较温和的胶原蛋白酶, 并且组织块在西
林瓶中消化时需用封口膜密封瓶口, 尽量避免细
胞的污染; 4) 消化时间可以根据胶原酶的浓度以
及组织块的消化效果来决定, 以最终消化液呈絮
状为宜; 5) 为了避免细胞污染的发生, 在培养时可
预先加入适量的 Plasmocin treatment、大扶康和双
抗; 6) 原代培养过程中如若发现培养瓶背景出现
散在黑点, 则可能是支原体污染, 可以将细胞消化
离心(500 r/min离心 5 min), 重新接种于新的培养
瓶并加入少量 Plasmocin treatment抗支原体污染。

综上所述, 直接对房颤患者心房肌细胞进行
研究具有更高的可信性。下一步我们将以 Cx40
及 Kv1.5为靶点做进一步的研究, 探索两者在房
颤的发生发展中是否具有一定的协同作用, 同时
也期望能够研发出相关药物, 为房颤的预防和治
疗带来新的方向。
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