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以胶原膜为支架的心肌细胞体外三维培养

刘兴茂 刘 红 熊福银 陈昭烈"

（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !%%%’!）

摘 要 将从新生乳鼠心室肌组织获取的心肌细胞接种于鼠尾胶原膜三维支架和组织培养板，以细胞形态、细胞

搏动、葡萄糖比消耗率（ 3C*.）、乳酸比产率（ 3 *8=）、乳酸转化率（4 *8=DC*.）、肌酸激酶及乳酸脱氢酶的活力为观察指标，比

较心肌细胞在鼠尾胶原膜中三维（&E）培养和组织培养板中二维（$E）培养的差异。培养于鼠尾胶原膜的乳鼠心肌
细胞在第 3天形成闰盘连接，形成面积约为 6%;;&、肉眼可见自律性同步收缩的心肌细胞 &E培养物。&E培养体系
中乳鼠心肌细胞的 3C*.、3 *8=和 4 *8=DC*.的均值分别为 ’F&’!;)*D!%

1 =5**GDH、$F"$!;)*D!%
1 =5**GDH和 %F&6!;)*D!;)*；$E培

养体系中乳鼠心肌细胞的 3C*.、3 *8=和 4 *8=DC*.的均值分别为 ’F3"!;)*D!%
1 =5**GDH、&F6&!;)*D!%

1 =5**GDH 和 %F3!!;)*D

!;)*。两种培养体系中乳鼠心肌细胞的肌酸激酶及乳酸脱氢酶的活力无明显差别。实验结果表明：培养于鼠尾胶
原膜的心肌细胞保持正常心肌细胞的代谢活力和收缩功能。
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心肌细胞是缺乏增殖能力的终末分化细胞，心脏自身的

修复能力极其有限，心肌一旦发生不可逆的病变或遭到不可

逆损伤，将难以再生修复［! J $］。目前，与心肌结构缺失或心

肌功能丧失相关的疾病的治疗往往只能借助心脏移植，而心

脏移植又存在着供体受限和移植排斥的难于逾越的问

题［&］。

组织工程技术的出现为治疗此类心肌疾病提供了新的

可能。由于目前的心肌细胞的体外培养及相关研究主要沿

用二维（$E）培养模式，心肌细胞的体外三维（&E）培养及
相关研究还处于探索研究阶段［#］。我们以天然可吸收材料

鼠尾胶原膜为乳鼠心肌细胞体外 &E培养支架，培养出具有
正常心肌组织结构和自律性同步收缩特性的心肌细胞 &E培
养物，以心肌细胞在 $E培养模式为参照，观察心肌细胞在
&E培养模式下的细胞形态、搏动和代谢。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 实验动物：!日龄 K<GB8L大鼠和体重为 $3% C左右的
K<GB8L大鼠由军事医学科学院实验动物中心提供。
!"!"# 培养基和生化试剂：EM:M培养基和胰蛋白酶为 N<O0
=) PQR公司产品；加强型小牛血清（S)G;<= =8*T G5L.;）购自
U/S*)?5公司；30溴脱氧尿苷（QLH.）和"0肌原纤维肌动蛋白单

克隆抗体为 V<C;8公司产品；7W4S标记羊抗鼠 WCN、葡萄糖检
测盒及乳酸检测盒购自北京中山生物制品公司；肌酸激酶检

测盒和乳酸脱氢酶检测盒购自北京中生生物技术公司。

!"# 方法

!"#"! 心肌细胞的分离：取 !日龄 K<GB8L大鼠，在无菌条件
下取出心室肌组织，经无 S8$ X的 U8?Y’G液充分洗净残血，用
眼科剪将心室肌组织剪成大小约为 ! ;;& 的组织块，加入

%F! Z胰蛋白酶 &’[恒温震荡消化 !% ;<?；吸出细胞悬液，用
含 !%Z（5D5）小牛血清的 EM:M培养液终止消化；沉淀组
织块再加入消化液继续消化。如此重复 & \ 3次，直至组织
块完全消化。细胞悬液用 $%% 目钢网过滤，!%%% LD;<?离心

!% ;<?，收集细胞。用含 !%Z加强型小牛血清的 EM:M培养
液重新悬浮细胞，移入培养瓶置于 3ZS]$、&’[培养箱 $ >。

吸出尚未贴壁的细胞悬液，移入培养瓶培养 !1 >后，更换含

%F! ;;)*DR 30溴脱氧尿苷（QLH.）的培养液，3ZS]$、&’[培养

& H。

!"#"# 心肌细胞比例的测定：从 ! 日龄乳鼠心室肌组织分
离所得的细胞体外培养 & H后，经鼠抗"0肌原纤维肌动蛋白
单克隆抗体和 7W4S0羊抗鼠二抗标记后，用流式细胞仪（72S0
V=8?，Q5=B)? E<=Y<?G)?）测定其中的心肌细胞的比例。

!"#"$ 免疫荧光细胞化学：将浓度适中的心肌细胞接种于



!" ##培养皿中培养 ! $，弃培养上清，%&’充分洗涤附着于
培养皿的细胞后，用 ()（!*!）多聚甲醛磷酸缓冲液（%&’、
+,- #./*0、12 3,(）固定 -" #45。经 %&’冲洗、含 6")小牛血
清的 %&’于 !37封闭 6 8后，加入鼠抗!9肌原纤维肌动蛋白
单克隆抗体（-:;++），!37湿盒中震荡孵育 ;+ #45，然后加入
<=>?9羊抗鼠 =@A（- : "+）于湿盒中震荡孵育 (+ #45，%&’充分
洗涤后在荧光倒置显微镜下观察（>B!++，C4D.5）。
!"#"$ 鼠尾胶原膜的制备：剪取体重大约为 6"+ @ E4FGHI大
鼠的鼠尾，于 3")乙醇溶液中浸泡 6+ #45；无菌条件下抽出
尾腱并将其剪碎，置无菌的 +,-)的醋酸溶液中（"+ #0*尾），
(7条件下缓慢搅拌 (J 8，(+++ I*#45离心 -+ #45，收集上清
胶原溶液。将胶原溶液（-K+ #@*#0）与含 -+)加强型小牛
血清的 LMBM培养液按 -:6（!*!）均匀混和，加入组织培养
板，室温静置 -+ #45，即可形成多孔网状胶原膜。
!"#"% 心肌细胞 6L培养与 !L培养：心肌细胞以 !,3( N
-+" OP//F*O#6、-,6; N -+; OP//F*O#6 的密度分别接种于 6(孔板中
及铺有胶原膜的板孔中，-+)小牛血清的 LMBM 培养基，
!37、")?Q6 培养 -( $、隔天更换培养液。

!"#"& 扫描电镜观察：样品经 6)（ !*!）戊二醛 (7固定
6 8，用%&’清洗 !次，-)锇酸（!*!）固定 6 8，(7条件下酒
精梯度脱水，乙酸异戊酯置换 - 8或放置过夜，经六甲基二
硅胺烷干燥样品，用日本 B=RQ=&9’离子射仪喷金处理，扫描
电镜观察细胞形态并照相（’9("+，24GHO84）。
!"#"’ 葡萄糖浓度和葡萄糖比消耗率（ "@/S）的检测：培养基

中葡萄糖浓度用 AQL9%T%法测定。葡萄糖浓度由公式 # U
$样品 *$标准（#@*#0）算出。将培养前的培养基中的葡萄糖总

量减去培养后培养上清中的葡萄糖含量，即为心肌细胞的葡

萄糖消耗的克数（#消耗），心肌细胞的葡萄糖比消耗率按公

式："@/S U #消耗 *（-J+ N细胞密度）推算。

!"#"( 乳酸浓度和乳酸比产率（ " /HO）的检测：培养基中乳酸

浓度的测定采用 0T?>T>B9%T%法。样品中乳酸浓度由公式
#/HO U $样品 *$标准 N +,!（#@*#0）算出。心肌细胞的乳酸比产

率按公式：" /HO U # /HO *（K+ N细胞密度）推算。

!"#") 乳酸转化率（ % /HO*@/S）的检测：乳酸转化率由公式：

%/HO*@/S U % /HO *#@/S（"#./*"#./）求出。乳酸的产生量由公式 % /HO

U # /HO *K+（"#./）算出，葡萄糖的消耗量由公式 #@/S U #消耗 *

-J+（"#./）计算。
!"#"!* 肌酸激酶及乳酸脱氢酶活性的测定：心肌细胞中肌
酸激酶及乳酸脱氢酶活性的测定分别采用肌酸激酶试剂盒

和乳酸脱氢酶试剂盒测定。

!"#"!! 心肌细胞搏动强度的观察和搏动频率的测定：用倒
置显微镜观察心肌细胞搏动强度和频率，用计时器定期计数

一定时段内观察到的心肌细胞搏动次数。

# 结 果

#"! 心肌细胞分离和免疫组化鉴定
以 - $龄乳鼠的心室肌组织为心肌细胞的来源，采用胰

酶消化和细胞差速贴壁法分离心肌细胞。- 只乳鼠的心室

肌组织经胰酶消化后可获得的细胞总数约为 -,J N -+;；经差
速贴壁去除大部分成纤维细胞，可获得的细胞数约为 -,! N
-+;；所得细胞用含 +,- ##./*0 &I$S的 LMBM培养，抑制残余
成纤维细胞的增殖，通过换液去除未贴壁的细胞，所获得贴

壁的细胞数为 3,3 N -+"。将培养 ! $的细胞吹打成悬液，经
鼠抗!9肌原纤维肌动蛋白单克隆抗体和 <=>?9羊抗鼠 =@A二
抗标记，用流式细胞仪测定其中心肌细胞占细胞总数的比例

约为 J+)（图 -）。采用鼠抗!9肌原纤维肌动蛋白单克隆抗
体和 <=>?9羊抗鼠 =@A对经 &I$S处理的心肌细胞标记，进行
免疫组化鉴定，心肌细胞呈阳性反应，心肌细胞的比例在

J")左右（图 6），与流式细胞仪的测定结果大体一致。

图 - 流式细胞仪显示心肌细胞所占比例

<4@V- </.W45@ OXG.#PGIX F8.W45@ G8P 1PIOP5GH@P

.Y OHI$4HO OP//F

图 6 !9’HIO.#PI4O HOG45免疫组化阳性心肌细胞

（荧光倒置显微镜、N -++）

<4@V6 =##S5.Y/S.IPFOP5G 4#H@P .Y OHI$4HO OP//F

FGH45P$ ZX!9’HIO.#PI4O HOG45

#.5.O/.5H/ H5G4Z.$X（ N -++）

#"# 心肌细胞的 #+培养
用胰蛋白酶消化法分离 - $龄E4FGHI大鼠心室肌组织的

心肌细胞，初分离的心肌细胞呈短杆状或圆形（图 !T）；培养
( 8后心肌细胞开始贴壁伸展，6+ 8后部分细胞出现自主搏
动，6( 8后细胞形态变为梭形或不规则扁平状，并伸出伪足
（图 !&）；! $后细胞呈现自聚集现象，并向周围伸出放射状
突起，相互连接形成呈同步收缩的细胞簇，并可见心肌细胞

的区域性同步收缩（图 ! ?）。
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图 ! 在组织培养板二维培养的乳鼠心肌细胞（倒置显微镜、" #$$）

%&’(! )*+ ,-./*-0-’1 -2 3+-45450 .54 65.7&56 6+008 69049.+7 -3 4&889+ /054+8 &3 #: ,-7+（ " #$$）

;( %.+8* 8+/5.54+7 6+008；<( =5.7&56 6+008 69049.+7 #> *；=( =5.7&56 6+008 69049.+7 ! 7518

!"# 心肌细胞的 #$培养
培养于鼠尾胶原膜上的心肌细胞在倒置显微镜下的大

体形态与 #:培养的心肌细胞基本相同。!:培养心肌细胞
出现搏动的时间迟于 #:培养，培养 !? *后始见心肌细胞搏
动；!:培养的心肌细胞出现区域性同步收缩的时间早于 #:
培养，培养 >@ *后即可见心肌细胞的区域性同步收缩，心肌
细胞的波动幅度也比 #:培养的心肌细胞大，! 7后倒置显微
镜可观察到的作为心肌细胞 !:固定化培养支架的胶原膜有
出现整张膜的节律性同步收缩；随着培养时间的延长，胶原

膜上区域性同步收缩的面积逐步扩大，同步收缩强度逐步

加强，A 7后出现肉眼可见胶原膜上面积达 @$ ,,! 的心肌细

胞的自律性同步收缩。肉眼可见的自律性同步收缩维持 ! 7
后，收缩强度趋于减弱，培养 B$ 7后，肉眼可见的自律性同
步收缩消失。扫描电镜观察鼠尾胶原膜呈多孔网状结构（图

> ;），生长于鼠尾胶原膜上的心肌细胞接种之初呈圆形（图 >
<），A 7后伸展为梭形、柱状或不规则状，并可见细胞间闰盘
连接（图 > =），@ 7后细胞相互连接成网（图 > :）。

图 > 扫描电镜下的鼠尾胶原膜及培养在其上的心肌细胞

%&’(> C6533&3’ +0+64.-3 ,&6.-’.5/*8 -2 6-005’+3 ,+,D.53+ 537 65.7&56 6+008 69049.+7 -3 6-005’+3 ,+,D.53+ &3 !: ,-7+

;( =-005’+3 ,+,D.53+（!$$ " ,5’3&2&654&-3）；<( =5.7&56 6+008 69049.+ B 7518（>$$ " ,5’3&2&654&-3）；

=( =5.7&56 6+008 69049.+ A 7518（?A$ " ,5’3&2&654&-3）；:( =5.7&56 6+008 69049.+ @ 7518（?A$ " ,5’3&2&654&-3）
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!"# !$和 %$培养模式下心肌细胞的代谢活力
在整个培养过程中，!"和 #"培养条件下心肌细胞的

!$%&均值为分别为 ’()*!+,%-./
0 12%%3-4和 ’(#’!+,%-./

0 12%%3-4，

且 !$%&均呈现中间高、两头低的变化趋势（图 )）。 !$%&的变化

基本上与心肌细胞的搏动状况相一致。!"培养条件下心肌
细胞 ! %51及 "%51-$%&在整个培养过程中分别稳定维持在 #(6#

!+,%-./
0 12%%3-4和 /().!+,%-!+,%。#"培养条件下心肌细胞

! %51及 " %51-$%&在培养 ’ 4内呈逐步增高趋势，分别由第 #天的

.(#7!+,%-./
0 12%%3-4和 /(.*!+,%-!+,% 提高到第 ’ 天的 #()!

!+,%-./
0 12%%3-4和 /(70!+,%-!+,%；整个培养过程中心肌细胞

的 ! %51及 " %51-$%&均值分别为 !(*!!+,%-./
0 12%%3-4和 /(#6!+,%-

!+,%，低于 !"培养条件下心肌细胞的 ! %51及 " %51-$%&均值（图

)）。两种培养体系下心肌细胞肌酸激酶的活力及乳酸脱氢
酶的活力没有显著性差异（图 0，# 8 /(/)）。实验结果表明：
#"培养于鼠尾胶原膜的心肌细胞不存在明显的传质限制，
保持着与 !"培养心肌细胞相同的代谢活力。

图 ) !"与 #"培养条件下心肌细胞的葡萄糖和乳酸代谢

9:$;) <=2 +2>5?,%:3+ ,@ $%&1,32 5A4 %51>5>2 ,@ 15B4:51 12%%3 :A !" 5A4 #" 1&%>&B2 +,42

!：C,A,%5D2B 1&%>&B2；"：<=B22E4:+2A3:,A5% 1&%>&B2；"5>5 5B2 5F2B5$23 G H"（$ I #）

图 0 !"与 #"培养条件下心肌细胞的肌酸激酶和乳酸脱氢酶活力

9:$;0 JB25>:A2 5A4 %51>5>2 42=D4B,$2A532 51>:F:>:23 ,@ 15B4:51 12%%3 :A !" 5A4 #" 1&%>&B2 +,42

#：C,A,%5D2B 1&%>&B2；!：<=B22E4:+2A3:,A5% 1&%>&B2；"5>5 5B2 5F2B5$23 G H"（$ I #）

% 讨 论

细胞与材料的相互作用是工程心肌组织体外三维构建

研究的主要领域之一，理想的支架材料不仅可以减少细胞的

流失和死亡，还可促进细胞的迁移、分化及增殖［)，0］。胶原作

为细胞外基质的主要成分，具有连结和支持细胞和组织的作

用。同时由于胶原具有良好的生物相容性、可降解性和可塑

性，胶原被广泛用于各类组织工程的研究中［’，6］。K31=2A=5E
$2A等将鸡胚胎心肌细胞接种到胶原凝胶上，观察到心肌细
胞在体外形成了可以收缩的心肌网络结构［*］。

由于胶原的种类和来源复杂、不同批次产品的质量差异

大，应根据不同的研究对象和实验目的选用适宜的胶原材料

作为细胞体外培养的支架。我们采用同类大鼠的鼠尾胶原

为原料制备的膜状三维支架培养乳鼠心肌细胞，) 4后心肌
细胞形成紧密的闰盘连接，并且肉眼可见自律性同步收缩范

围达 6/ ++#。以二维培养体系心肌细胞的葡萄糖比消耗率、

乳酸比产率、乳酸转化率、肌酸激酶及乳酸脱氢酶的活力为

参照，三维培养乳鼠心肌细胞的有关代谢参数和变化趋势与

二维培养基本相同，表明培养于鼠尾胶原膜的心肌细胞不存

在明显的传质限制，保持着与二维培养心肌细胞相同的代谢

活力。以上结果表明：采用同类动物来源的胶原作为三维支

架材料具有良好的生物相容性，并有利于细胞和支架材料间

相互作用。

以鼠尾胶原为支架材料用于心肌细胞的体外培养，由于

胶原支架材料的机械强度不足、固形能力低，在培养过程中

随着心肌细胞自律性同步收缩幅度的逐渐加强，出现一定程
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度的皱缩、卷曲。同时，胶原三维支架的空隙也在一定程度

上限制着心肌细胞均匀地高密度接种。这些问题需要通过

对细胞三维培养支架材料的深入研究和材料加工方法的改

进而加以解决。
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