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成年小鼠心肌细胞腺病毒转染及缺氧 ／ 复氧
诱导损伤模型的建立
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　 　 【摘要】 　 目的　 采用非 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 方法分离成年小鼠心肌细胞（ａｄｕｌｔ ｍｏｕｓｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＡＭＣＭｓ），并建立

腺病毒转染及缺氧 ／复氧诱导细胞损伤模型，为应用 ＡＭＣＭｓ 进行心肌缺血体外实验的研究提供便捷、实用、可操作

性强的系统方法。 方法　 应用非 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 方法分离 ＡＭＣＭｓ，观察贴壁后 ２、２４、４８ 及 ７２ ｈ 细胞的形态，计算存活

率，并应用 α⁃ａｃｔｉｎｉｎ 免疫荧光染色观察 ＡＭＣＭｓ 完整性；应用腺病毒转染 ＡＭＣＭｓ，观察并统计转染 ３６、４８ ｈ 后的转

染效率；通过缺氧 ４５ ｍｉｎ ／复氧 ２４ ｈ，进行碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色，统计 ＰＩ 阳性细胞率以明确缺氧 ／复
氧损伤模型的建立。 结果　 与 ＡＭＣＭｓ 贴壁后 ２ ｈ 相比，贴壁后 ２４ 和 ４８ ｈ 的细胞存活率无显著下降，贴壁后 ７２ ｈ
的细胞存活率显著下降；ＡＭＣＭｓ 细胞结构完整，可进行腺病毒转染，３６ 和 ４８ ｈ 转染效率分别可达 ８２􀆰 ０７％ ±
０􀆰 ６０％和 ８２􀆰 ８４％ ± １􀆰 １８％；缺氧 ／复氧诱导 ＡＭＣＭｓ 可成功建立细胞损伤模型，ＰＩ 染色阳性细胞达 ４２􀆰 ２８％ ±
３􀆰 １０％。 结论　 本研究应用非 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 方法分离培养的 ＡＭＣＭｓ，细胞存活率高，并建立腺病毒转染和缺氧 ／复氧

诱导细胞损伤模型，为体外建立 ＡＭＣＭｓ 基因修饰、缺氧 ／复氧损伤模型提供了简单易行的系统方法。
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　 　 心肌梗死（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ）作为危害

全球人类生命健康的一类重大疾病，具有高患病

率、高致残率及高死亡率的特点，是临床和基础研

究致力于攻克的重要方向［１－４］。 符合器官及细胞的

生理状态、疾病病理生理进程的在体动物与体外细

胞模型对于研究疾病的发病机制、研发新型药物具

有重要意义。 目前在体动物模型主要以大鼠、小鼠为

主建立稳定且认可度较高的 ＭＩ 或心肌缺血 ／再灌注

损伤模型［５－６］。 由于心肌细胞不可再生的特性［７］，体
外细胞模型的构建仍需要进一步探讨和优化。

心肌细胞系、乳鼠心肌细胞及成年小鼠心肌细

胞（ａｄｕｌｔ ｍｏｕｓｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＡＭＣＭｓ）是目前研究

中主要应用的细胞类型［８］。 Ｈ９Ｃ２、ＡＣ１６ 及 ＨＬ⁃１ 等

心肌细胞系可用于连续传代、不丧失心肌细胞部分

表型及生化特性，但其存在一定局限性，缺少正常

心肌细胞的节律性搏动，与原代心肌细胞的电生理

特性相差较大，在 ＭＩ 机制研究和药物研发中的应

用具有一定的劣势［９］。 目前应用的乳鼠心肌细胞

主 要 包 括 乳 大 鼠 心 肌 细 胞 （ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＮＲＣＭｓ）和乳小鼠心肌细胞（ｎｅｏｎａｔａｌ
ｍｏｕｓｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＮＭＣＭｓ），具有易分离、易培

养、存活率高的优点［７］。 分离的细胞可应用于基因

修饰、缺氧及缺氧 ／复氧模型的构建。 然而，乳鼠心

肌细胞在代谢、钙信号等方面与成年鼠心肌细胞存

在差异［８，１０］，可导致体内与体外实验结果出现偏差。
原代成年鼠心肌细胞为杆状心肌细胞，保留了多数

在体心肌细胞的特性，更适用于 ＭＩ 等心肌缺血性

疾病的体外模型建立。

现有 ＡＭＣＭｓ 的分离以 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 法为主，此
方法耗时较长，依赖于 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 灌流系统且操作

复杂需要培训操作者熟练进行挂心脏。 同时，分离

细胞活力差、量少，用于基因修饰、疾病模型构建等

长 时 程 研 究 较 为 困 难［８，１１］。 上 述 原 因 导 致

Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 法难以推广。 ２０１９ 年 ＡＣＫＥＲＳ⁃ＪＯＨＮＳＯＮ
等［１２］报道了一种不依赖于 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 的 ＡＭＣＭｓ
分离方法，可获得 ８０％的健康杆状 ＡＭＣＭｓ。 该方法

在获得大量 ＡＭＣＭｓ 的基础上，具有获得高活力

ＡＭＣＭｓ 的潜力。 本研究拟在该方法的基础上，优化

不依赖于 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 的 ＡＭＣＭｓ 分离方法，并建立

体外 ＡＭＣＭｓ 基因修饰、缺氧 ／复氧诱导细胞损伤模

型验证细胞活力，为应用 ＡＭＣＭｓ 进行 ＭＩ 体外实验

的研究提供便捷、实用、可操作性强的系统方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选取 １０ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，
体重 ２０ ～ ２５ ｇ，购自浙江维通利华实验动物技术有

限公司【ＳＣＸＫ（浙）２０１９－０００１】。 饲养期间，小鼠自

由饮水、进食，光照 １２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜循环，温度 ２２ ±
３ ℃，湿度恒定 ５０％ ～ ６０％，定期更换笼具、垫料，
饲养于西安交通大学动物中心 ＳＰＦ 级屏障【ＳＹＸＫ
（陕）２０２０－０００５】。 本实验经西安交通大学生物医

学伦理委员会审查批准后施行（２０１９⁃６９６）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＮａＣｌ （ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ， Ｓ５８８６ ）， ＫＣｌ （ Ｓｉｇｍａ⁃

６３４
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Ａｌｄｒｉｃｈ， Ｐ５４０５ ）， ＮａＨ２ＰＯ４ （ ＶＷＲ ＬＩＦＥＳＣＩＥＮＣＥ，
０５１１ ）， ＨＥＰＥＳ （ １ｓｔ Ｂａｓｅ， ＢＩＯ⁃１８２５ ）， Ｇｌｕｃｏｓｅ
（ Ｓｏｌａｒｄｉｏ， ＣＡＳ５０⁃９９⁃７ ）， ＢＤＭ （ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，
Ｂ０７５３ ）， Ｔａｕｒｉｎｅ （ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ， Ｔ８６９１ ）， ＥＤＴＡ
（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，ＥＤＳ），ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ（天力化学生物

试剂， １３７４２４８ ）， ＮａＨＣＯ３ （ 天 津 大 茂 化 学 试 剂，
３５１０）， Ｓｏｄｉｕｍ ｌａｃｔａｔｅ （ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ， １６１４３０８ ），
ＣａＣｌ２（ 天 津 大 茂 化 学 试 剂， ３３５２ ）； 胶 原 酶 Ⅱ
（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ， ＬＳ００４１７６），胶原酶Ⅳ（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ，
ＬＳ００４１８８），蛋白酶ⅨⅤ（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｐ５１４７），胎
牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
１０２７０１０６），Ｍ１９９（Ｇｉｂｃｏ，３１１０００１９），青霉素（ＶＷＲ
ＬＩＦＥＳＣＩＥＮＣＥ，１１３⁃９８⁃４）， 链霉素 （ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，
Ｖ９００９２９）， 层 粘 连 蛋 白 （ 懋 康 生 物， ＭＸ０９２８ ），
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，Ｇ０００２），牛血清

白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，
Ａ１４７０）， ＩＴＳ ｍｅｄｉａ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ （碧云天， Ｃｏ３４１），
Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｄｅｆｉｎｅｄ ｌｉｐｉｄ （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ， １１９０５⁃
０３１），ＲＦＰ 腺病毒（汉恒生物），碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ， ＰＩ ） （ 碧 云 天， ＳＴ５１１ ）， Ｈｏｅｃｈｓｔ （ 碧 云 天，
Ｃ１０１１ ）， α⁃ａｃｔｉｎｉｎ 抗 体 （ ＡＢｃｌｏｎａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ａ８９３９）。 倒置显微镜及图像采集系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日
本），基恩士一体荧光显微镜（ＢＺ⁃Ｘ８００Ｅ，德国），二
氧化碳培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国），生物安全

柜 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ， 美 国 ）， 共 聚 焦 显 微 镜

（ＮＩＫＯＮ，Ｃ２）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 液体准备

（１） ＥＤＴＡ 灌注液：ＮａＣｌ（１３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＫＣｌ（５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， ＮａＨ２ＰＯ４ （ ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ）， Ｇｌｕｃｏｓｅ （ １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＢＤＭ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），Ｔａｕｒｉｎｅ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），
ＨＥＰＥＳ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＥＤＴＡ（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），用无菌超

纯水配制，ＮａＯＨ 调节 ｐＨ ＝ ７􀆰 ８。 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤

膜过滤后，４ ℃ 避光保存 ２ 周。 （２）灌注液：ＮａＣｌ
（１３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ）， ＫＣｌ （ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ）， ＮａＨ２ＰＯ４ （ ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ），Ｇｌｕｃｏｓｅ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＢＤＭ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），
Ｔａｕｒｉｎｅ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＨＥＰＥＳ （１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＭｇＣｌ２·
６Ｈ２Ｏ（１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），用无菌超纯水配制，ＮａＯＨ 调节

ｐＨ ＝ ７􀆰 ８。 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤后，４ ℃冰箱避

光保存 ２ 周。 （３） 混合酶消化液：胶原酶Ⅱ（０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ），胶原酶Ⅳ（０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ），蛋白酶ⅨⅤ（０􀆰 ０５
ｍｇ ／ ｍＬ），应用灌注液配制，每只小鼠约用 ３０ ｍＬ 混

合酶消化液，需现用现配。 （４）终止液：在灌注液的

基础上添加 ５％ ＦＢＳ，每只鼠约 １０ ｍＬ，现配现用。
（５）细胞贴壁培养基：Ｍ１９９ 培养基添加 ５％ ＦＢＳ，１０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＢＤＭ，１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 链霉

素。 （６）心肌细胞培养用培养基：Ｍ１９９ 培养基添加

０􀆰 １％ ＢＳＡ，１ × ＩＴＳ，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＢＤＭ，１ × Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ
ｄｅｆｉｎｅｄ ｌｉｐｉｄ，１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 链霉

素。 （７）复钙缓冲液总体积为 ２０ ｍＬ，按表 １ 比例进

行配制。 （８）层粘连蛋白（细胞培养皿铺板用）：用
１０ μｇ ／ ｍＬ 的层粘连蛋白包被培养皿或爬片，于

３７ ℃细胞培养箱中放置过夜。 （９） 缺氧培养基：
ＮａＣｌ（１１８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＮａＨＣＯ３（２４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＮａＨ２ＰＯ４

（１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ（１􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＫＣｌ （１６
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， Ｓｏｄｉｕｍ ｌａｃｔａｔｅ （ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， ＣａＣｌ２ （ ２􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， ＨＥＰＥＳ （ ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ）， 注 意 先 加 入

ｄｄＨ２Ｏ，再按比例加入以上工作液，ＣａＣｌ２ 需要最后

加入，定容，０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤，３７ ℃预热后使

用。 其中，溶液采用 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤器过滤，可保

存于 ４ ℃冰箱，建议现用现配。

表 １　 ＡＭＣＭｓ 梯度复钙液配制（ｍＬ）
Ｔａｂｌｅ １　 ＡＭＣＭｓ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ（ｍＬ）
ＡＭＣＭｓ 梯度复钙液

ＡＭＣＭｓ ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｒｅｃａｌｃｉｕｍ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

梯度 １
Ｇｒａｄｉｅｎｔ １

梯度 ２
Ｇｒａｄｉｅｎｔ ２

梯度 ３
Ｇｒａｄｉｅｎｔ ３

灌注液
Ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １５ １０ ５

心肌细胞培养用培养基
Ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ５ １０ １５

１􀆰 ２􀆰 ２　 ＡＭＣＭｓ 的分离

ＡＭＣＭｓ 分离、培养步骤如图 １。
（１）消化：①实验前 １ ｄ 晚上采用 １０ μｇ ／ ｍＬ 层

粘连蛋白包被培养皿或爬片，３７ ℃细胞培养箱中放

置过夜。 ②提前配制 ３０ ｍＬ 混合酶消化液，１０ ｍＬ
终止液，置于 ３７ ℃水浴锅预热；配置 ３０ ｍＬ ＥＤＴＡ
灌注液，１３ ｍＬ 灌注液，室温放置，分离心肌细胞备

用；并配置复钙缓冲液、细胞贴壁培养基、心肌细胞

培养用培养基，置于细胞培养箱内进行 ＣＯ２ 平衡，
用于细胞复钙、贴壁及培养。 ③器械准备：２０ ｍＬ 注

射器 ３ 个，２７ Ｇ 注射器针头 １ 支，输液针（０􀆰 ４５ ｍｍ
× １５ ｍｍ）１ 支，直径 ６ ｃｍ 无菌培养皿 ４ 个，用于放

置 １０ ｍＬ ＥＤＴＡ 缓冲液、１０ ｍＬ 灌注液、１０ ｍＬ 混合

酶消化液和 ３ ｍＬ 混合酶消化液，剪刀 ３ 把，弯头止

血钳 １ 把，弯头镊子 ２ 把，直镊 ２ 把，１００ 目细胞滤

器。 所有器械采用 ７５％乙醇消毒灭菌后用无菌水

清洗。 ④麻醉：采用异氟烷进行气体麻醉，使用

７３４
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图 １　 ＡＭＣＭｓ 分离、培养流程图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｏｆ ＡＭＣＭｓ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ

７５％乙醇浸没小鼠消毒。 开胸，暴露心脏，沿脊柱剪

断降主动脉和下腔静脉。 采用 ２７ Ｇ 注射针将 ８ ｍＬ
ＥＤＴＡ 灌注液在 １ ｍｉｎ 内快速注入右心室。 ⑤以止

血钳夹住升主动脉，将心脏剪下置于直径 ６ ｃｍ 培养

皿中，ＥＤＴＡ 缓冲液浸没心脏。 将心脏置于超净台

内进行后续操作，采用 ０􀆰 ４５ ｍｍ 输液针将 １０ ｍＬ
ＥＤＴＡ 灌注液以 １ ｍＬ ／ ２ ～ ３ ｍｉｎ 的速度灌注左心

室。 此过程应缓慢灌注，待到心脏表面苍白即可停

止灌注。 ⑥将心脏移至注入 １０ ｍＬ 灌注液的直径

６ ｃｍ 培养皿中，采用 ０􀆰 ４５ ｍｍ 输液针将 ３ ｍＬ 灌注

液以同一针孔灌注左心室，清除上步残留的 ＥＤＴＡ
灌注液。 ⑦将心脏移至注入 １０ ｍＬ 混合酶消化液的

直径 ６ ｃｍ 培养皿中，注射器吸取 １０ ｍＬ 混合酶消化

液，使用 ０􀆰 ４５ ｍｍ 输液针以同一针孔灌注左心室，
灌注速度为 ２ ～ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，可反复灌注，直至心脏

硬度消失、注射压力降低、外表苍白时停止消化。

⑧剪除心室外多余部分，取下止血钳，将心脏转移

至 ３ ｍＬ 混合酶消化液的 ６ ｃｍ 培养皿中，应用直镊

将组织撕碎，组织块大小约为 １ ｍｍ × １ ｍｍ。 采用

１ ｍＬ 无菌软管（宽口径）轻吹 ２ ｍｉｎ 分离消化好的

细胞。 加入 ５ ｍＬ 终止液终止消化，轻轻吹打 ２ ｍｉｎ。
显微镜下观察杆状心肌细胞数量及细胞状态。

（２）过滤、沉降：①采用 ５ ｍＬ 终止液冲洗 １００
目细胞筛网，过滤上一步混合酶液分离消化后所得

到的细胞悬液以去除细胞碎片。 ②轻轻吹打混匀

已过滤的细胞悬液，将其分装为 １５ ｍＬ 离心管 ２ 管，
重力沉降 ２０ ｍｉｎ，弃上清，留 １ ～ ２ ｍＬ 细胞悬液。

（３）梯度复钙、沉降：按照表 １ 比例进行细胞梯

度复钙，每次重力沉降 ２０ ｍｉｎ。 最后一次重力沉降

结束后，加入 ２ ｍＬ 心肌细胞培养用培养基重悬，进
行细胞计数。

（４）贴壁：加入细胞贴壁培养基进行稀释，以适

８３４
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当密度种于包被层粘连蛋白的培养皿中。
（５）换液：贴壁 ２ ｈ 后应用心肌细胞培养用培养

基进行换液，可进行后续实验。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞存活率

分别在细胞贴壁后的 ２、２４、４８ 及 ７２ ｈ 于倒置

显微镜下观察计数。 每组实验独立重复 ６ 次，对活

细胞和细胞总数进行计数，依次计算细胞存活率：
细胞存活率 ＝ 活细胞数（杆状心肌细胞） ／细胞总

数 × １００％。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＡＭＣＭｓ 免疫荧光染色

将 ＰＢＳ 和 ４％多聚甲醛提前放入 ３７ ℃水浴锅

中进行预热，采用预热的 ＰＢＳ 轻柔洗涤细胞 ２ 遍，
洗去未贴壁的 ＡＭＣＭｓ 和漂浮的死细胞。 预热的

４％多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎ，０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 室

温通透 １５ ｍｉｎ，５％ ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈ，一抗 α⁃ａｃｔｉｎｉｎ
４ ℃孵育过夜，绿色荧光标记的二抗室温避光孵育

１ ｈ， ＤＡＰＩ 室温避光复染细胞核 １０ ｍｉｎ，抗荧光淬

灭剂封片，采用激光共聚焦显微镜观察并拍照。

注：Ａ：倒置显微镜下不同时间点观察分离培养的 ＡＭＣＭｓ 数目；Ｂ：不同时间点 ＡＭＣＭｓ 存活率比较；与 ４８ ｈ 相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ２　 ＡＭＣＭｓ 培养不同时间细胞存活率分析（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＡＭＣＭｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ａｎ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

ｏｆ ＡＭＣＭｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ４８ ｈ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＭＣＭｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ（ｎ ＝ ６）

１􀆰 ２􀆰 ５　 腺病毒转染

将 ＡＭＣＭｓ 接种 ４８ 孔板，在细胞贴壁 ２ ｈ 后，将
仅表达红色荧光蛋白的腺病毒（Ａｄ⁃ＲＦＰ）病毒原液

滴度稀释为 ５ × １０７ ＰＦＵ ／ ｍＬ，弃除孔内培养基，转
染孔内依次加入病毒稀释液和心肌细胞培养用培

养基，充分混匀，分别于转染后 ３６、４８ ｈ 时使用基恩

士一体荧光显微镜观察，每组实验独立重复 ５ 次，计
算病毒转染效率。 病毒转染效率 ＝ 带红色荧光的

杆状心肌细胞数 ／杆状心肌细胞总数 × １００％。

１􀆰 ２􀆰 ６　 ＡＭＣＭｓ 缺氧 ／复氧实验

提前配制缺氧培养基，使用 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜

过滤，３７ ℃预热后使用，需现用现配。 缺氧舱进行

预平衡，将 Ｏ２ 含量设置为 １％、ＣＯ２ 含量设置为 ５％。
置于缺氧舱前将 ＡＭＣＭｓ 细胞培养基更换为缺

氧培养基，缺氧（１％ Ｏ２，５％ ＣＯ２）４５ ｍｉｎ，更换缺氧

培养基为心肌细胞培养用培养基，复氧 ２４ ｈ。 每组

实验独立重复 ６ 次，ＰＩ 染色和 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色计算 ＰＩ
染色阳性细胞比率。
１􀆰 ３　 统计学分析

独立实验重复 ５ ～ ６ 次，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８． ０ 软件进行统计学分析，应用 ｔ 检验或单因素方

差分析进行统计，所有实验结果均采用平均值 ± 标

准误差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＭＣＭｓ 的形态学观察及不同时间的存活率

变化

ＡＭＣＭｓ 贴壁 ２ ｈ 后，镜下可见正常的 ＡＭＣＭｓ
完全贴壁，呈现长杆状、细胞平直舒展，两端边缘清

晰锐利；折光性较强，可见明显横纹且无明显搏动

（如图 ２Ａ）。 死亡的 ＡＭＣＭｓ 不贴壁，大多呈边缘模

糊的圆形或椭圆形。 对细胞存活率进行统计，结果

表明贴壁 ２ ｈ 后 ＡＭＣＭｓ 存活率约为 ７６􀆰 ４９％ ±
０􀆰 ７１％，贴壁 ２４、 ４８ ｈ 后 ＡＭＣＭｓ 存活率分别为

７２􀆰 ４２％ ± ０􀆰 ９３％、７１􀆰 ２７％ ± ０􀆰 ９３％，较 ２ ｈ 无显著

下降；贴壁 ７２ ｈ 后细胞存活率为 ５７􀆰 ５１％ ± １􀆰 １７％，

９３４
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较贴壁 ２ ｈ 显著下降（如图 ２Ｂ）。 以上结果提示，本
方法分离的 ＡＭＣＭｓ 可至少存活 ７２ ｈ，且 ４８ ｈ 内细

胞存活情况良好。
２􀆰 ２　 ＡＭＣＭｓ 完整性评价

应用心肌细胞辅肌动蛋白 α⁃ａｃｔｉｎｉｎ 抗体免疫

荧光染色标记显示 ＡＭＣＭｓ 的完整性，ＤＡＰＩ 染色标

记 ＡＭＣＭｓ 细胞核，激光共聚焦显微镜分别在 ２０ 倍

及 ６０ 倍镜下观察，结果提示本方法分离的 ＡＭＣＭｓ
细胞具有完整的形态结构（见图 ３）。

注：α⁃ａｃｔｉｎｉｎ 绿色荧光标记 ＡＭＣＭｓ 辅肌动蛋白；ＤＡＰＩ 蓝色荧光标

记 ＡＭＣＭｓ 细胞核。

图 ３　 ＡＭＣＭｓ 免疫荧光染色

Ｎｏｔｅ． α⁃ａｃｔｉｎｉｎ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｌａｂｅｌｓ ＡＭＣＭｓ ｃｏａｃｔｉｎ． ＤＡＰＩ ｂｌｕｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｌａｂｅｌｓ ｎｕｃｌｅｉ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＡＭＣＭｓ

２􀆰 ３　 腺病毒转染 ＡＭＣＭｓ 的评价

基因修饰为越来越多研究者进行疾病机制、药
物靶点等研究的重要手段，本部分为探讨分离的

ＡＭＣＭｓ 是否可用于腺病毒转染。 ＲＦＰ 标签的空载

腺病毒 ３６、 ４８ ｈ 的转染效率分别为 ８２􀆰 ０７％ ±
０􀆰 ６０％和 ８２􀆰 ８４％ ± １􀆰 １８％。 以上结果提示，本方法

分离的 ＡＭＣＭｓ 转染腺病毒后，在 ３６ ～ ４８ ｈ 后稳定

表达（见图 ４）。
２􀆰 ４　 缺氧 ／复氧诱导 ＡＭＣＭｓ 损伤模型的构建

缺氧 ／复氧为研究心肌梗死后缺血再灌注损伤

的主要体外模型建立方法，本部分为探讨本方法分

离的 ＡＭＣＭｓ 是否可用于缺氧 ／复氧损伤模型的建

立，应用贴壁 ２４ ｈ 的 ＡＭＣＭｓ 进行缺氧 ４５ ｍｉｎ 和复

氧 ２４ ｈ 处理。 活细胞 ＰＩ 和 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色结果表明，
常氧对照组 ＰＩ 阳性细胞率约为 ２８􀆰 ４３％ ± ０􀆰 ６７％，
即存活率约为 ７０％以上，与单纯贴壁 ４８ ｈ 及腺病毒

转染 ４８ ｈ 细胞存活率相似（见图 ５）。 缺氧 ／复氧组

ＰＩ 阳性细胞率为 ４２􀆰 ２８％ ± ３􀆰 １０％，显著高于常氧

对照组。 由于 ＰＩ 染色可反映细胞凋亡，以上结果提

示本方法分离的 ＡＭＣＭｓ 可用于建立体外缺氧 ／复
氧模型。

注：Ａ：荧光显微镜下观察 ＲＦＰ 标签腺病毒的转染效率；Ｂ 腺病毒转染效率。

图 ４　 ＡＭＣＭｓ 腺病毒转染效率分析（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｆｔｅｒ ＲＦＰ⁃ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． Ｂ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ＡＭＣＭｓ（ｎ ＝ ５）

３　 讨论

自 ２０ 世纪原代心肌细胞被成功分离以来，成年

心肌细胞的分离和培养技术不断发展。 由于成年

心肌细胞再生能力极差，浸泡法和贴块法被舍弃。

而离体心脏灌注法则成为目前主流的成年心肌细

胞分离方法。 这一方法依次通过灌注排除心脏及

冠脉内血液、中和钙离子和生物酶消化细胞间质，
释放心肌细胞来初步获得成年的心室肌细胞。 由

于设计多个离体灌注步骤，Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 灌流系统以

０４４
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注：Ａ：分离培养的 ＡＭＣＭｓ 细胞经 ＰＩ 染色观察凋亡数目，Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色确定细胞总数；Ｂ：缺氧复氧组与常氧对照组 ＰＩ 阳性细胞率比

较；与常氧对照组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 缺氧 ／复氧诱导 ＡＭＣＭｓ 损伤模型的评价（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＡＭＣＭｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＩ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｙｐｏｘｉｃ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＭＣＭｓ ｉｎｊｕｒｙ（ｎ ＝ ６）

其可控流速的特点成为目前成年心肌细胞分离的核

心仪器。 至今仍有改良的 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 分离 ＡＭＣＭｓ
方法被陆续报道［１３－１４］。 然而，Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 灌流系统

却存在如下问题：（１）需主动脉插管，操作具有一定

难度，操作不当易导致心肌缺血时间过长，分离心

肌细胞活力下降［１５］。 （２）灌流时多种液体相互影

响。 （ ３ ） 灌 流 时 可 能 空 气 不 易 排 尽［１６］。 （ ４ ）
Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 灌流系统反复使用， 易出现污染风

险［１７］。 （５）分离心脏个数受灌流系统数量限制，难
以短时间分离多个心脏。 因此，尽管 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离
体心脏灌流法自 １８９５ 年已经诞生，但 ＡＭＣＭｓ 在心

脏疾病的体外实验中，目前仍未能广泛应用。 除此

之外，也不断尝试在 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离体心脏灌流法的

基础上，简化装置或采用非 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 法分离培养

ＡＭＣＭｓ。 改良后的 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 灌注装置，在操作系

统上得到一定程度简化，但依旧存在上述问题，如
需主动脉插管以及易出现污染风险的弊端［１１，１６－１７］，
且分离效率并未得到大幅度提升，对于人员及技术

有着一定要求。 而非 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 法分离 ＡＭＣＭｓ，常
采用酶解法。 酶解法在实验器具及操作人员技术

层面大幅度降低要求，选用实验室常用手术仪器及

设备，降低实验成本及操作难度，可以简便快速地

提取心肌细胞，但通常存在如下问题：（１）酶解法省

略心脏灌注这一操作，在将心脏洗去表面血液后，
切割成小块儿进行消化，简单的表面冲洗，可能会

导致心脏及冠脉内还有血液残留，影响后续操

作［１８－１９］。 （２）酶消化的时间长短会对细胞活性造成

一定影响，过度消化可能会对细胞造成损伤，使用

酶解法需要短时间多次分批消化，获取心肌细胞数

目得到一定限制［１８－１９］。 （３）分离得到的心肌细胞活

性相对较差，存活时间不超过 １２ ｈ，不适用于长时间

的研究［１８］。 本文应用方法可避免上述问题的存在，
并且可以提高细胞存活率及存活时间。

进而，本研究探讨的 ＡＭＣＭｓ 分离方法为一种

不依赖于 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 灌流系统的体外心脏灌注法，
可充分解决 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 灌流系统和酶解法存在的

上述问题：（１）从心尖灌流，避免了主动脉插管可能

带来的心肌缺血问题，且心尖灌流可充分去除心脏

中残留血液，中和钙离子，充分消化细胞间基质。
（２）不同灌流液体应用不同注射器和针头，且通过

灌注液过渡，避免 ＥＤＴＡ 灌注液对酶灌注液的影响。
（３）注射器及针头灌注前最好排尽空气，避免空气

残留对体系带来的影响。 （４）所用器械均可高压或

一次性使用，减少了污染风险。 （５）单人一次性可

以分离 ２ ～ ３ 个心脏的细胞，有助手协助时可短时

间内分离 ４ ～ ６ 个心脏的细胞，对于成年小鼠而言，
可一次性获得较大量的细胞以用于实验。 此外，由
于不依赖于固定的仪器，ＡＭＣＭｓ 的分离方法具有较

好的普适性。 因此，本方法具有操作简便、不易污

染、不依赖于仪器和可快速分离大量心肌细胞的

１４４
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优势。
保持心肌细胞活性是分离成年心肌细胞的另

一重点和难点。 ＪＵＤＤ 等［２０］ 报道的分离方法中，
ＡＭＣＭｓ 贴壁 ２４ ｈ 细胞活性即出现下降，至 ７２ ｈ 基

本完全死亡；石山慧等［１６］ 报道的分离方法，ＡＭＣＭｓ
贴壁 ２４ ｈ 存活率低于 ６０％。 ＺＨＡＮＧ 等［１３］ 和 ＬＩＵ
等［１４］报道的分离方法并未提及贴壁后不同时间的

细胞存活率。 本研究应用的分离方法 ４８ ｈ 细胞存

活率大于 ７０％，培养 ７２ ｈ 后 ＡＭＣＭｓ 存活率仍大于

５０％，优于大部分报道的改良方法。
细胞转染受限于细胞本身活性，是 ＡＭＣＭｓ 难

以大量应用于体外实验的原因之一。 极少有文献

对腺病毒转染 ＡＭＣＭｓ 进行报道。 仅 ＧＲＡＨＡＭ
等［２１］在 ２０１３ 年报道的方法中，要求在贴壁 ＡＭＣＭｓ
时即进行转染，并在转染 ２ ｈ 后换液。 换液 ２４ ｈ 后

可见大部分 Ａｄ⁃ＧＦＰ 转染细胞呈 ＧＦＰ 阳性。 本研

究应用的分离方法转染 Ａｄ⁃ＲＦＰ 后，３６ ～ ４８ ｈ 转染

效率达 ８０％，进一步提示本方法分离的 ＡＭＣＭｓ 具

有良好的活性，并可用于腺病毒转染及后续实验的

操作。
细胞活性与细胞长时间的存活也是疾病模型

构建的前提。 ＳＨＩ 等［２２］ 报道应用这一不依赖于

Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 的方法分离 ＡＭＣＭｓ 构建缺氧 ／复氧细

胞焦亡模型，焦亡培养基孵育时，大量细胞呈 ＰＩ 阳
性。 本研究应用诱导凋亡的缺氧培养基孵育细胞

并构建缺氧 ／复氧细胞损伤模型时发现，缺氧 ／复氧

组细胞死亡率上升，提示本方法分离的 ＡＭＣＭｓ 可

用于缺氧 ／复氧诱导的多种细胞损伤模型。
综上，本研究通过对不依赖于 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 系统

的 ＡＭＣＭｓ 法进行系统优化，可稳定获得产量高、活
力高的 ＡＭＣＭｓ；并应用其建立了腺病毒转染和缺

氧 ／复氧模型，为心肌缺血体外实验研究提供便捷、
实用、可操作性强的系统方法。
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