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自 J>K> 年 L&-& 开展心肌细胞分离 MJN以来!为获得良好
的心肌细胞! 各个实验室对分离心肌细胞的方法进行了研
究!但获得适合于做膜片钳的心肌细胞百分数并不稳定" 本
课题在实验中!综合国内外有关的实验方法 MOPQR !并不断改进#

完善!形成了一套大鼠心肌细胞分离的方法" 其特点是简单#
易行#经济!并通过膜片钳全细胞记录模式!记录证实该分离
方法得到的细胞有正常的电生理特性"

. 材料与方法

./. 材料
健康大鼠$武汉大学医学院实验动物中心%!S 型胶原酶!

蛋白酶 :!T0OUDV!W.UDV $X*.$7公司%! 其余均为国产分析
纯 " 无钙 D21&I4 液 $$$&+YZ%&T,[+ J\A!L[+ A9Q!W.[+O J!
T7]OV^Q ?_\\!‘+53&(4 Oa!]:V:X Ja’ 正常 D21&’4 液 $$$&+b
Z%&无钙台氏液中加入 [0[+O J9c’酶液$$$&+bZ%&无钙 D21&’4
液中加入 S 型胶原酶 a9OA $.b$Z!蛋白酶 : a9aA $.b$Z!
dXU a9A $.bZ’细胞保存液$$$&+bZ%&无钙台氏液中加入 dXU
J $.bZ" 以上液体均用 T0^] 调节 6] 值至 e9\c’记录钙电流
的电极外液 $$$&+bZ%&T0[+ \e!["&+*-4 ["+&1*’4 Jaa![0[+O
J9c!W.[+O a9A!]:V:X Ja!‘+53&(4 Ja![X[+ Q9K!6] e9\ $[X^]
调节%’ 记录钙电流的电极内液 $$$&+bZ%& [([+ JOa![0[+O
J9a!W.[+O A!T0OUDV A!:‘DU JJ!]:V:X Ja!‘+53&(4 J!6] e9Q
$[X^]调节%"
./0 方法
./0/. 单个心肌细胞的分离
大鼠腹腔注射肝素 Aaa fbg.!A $*-后脱臼晕厥! 用剪刀

剪开大鼠胸腔!充分暴露心脏并将其剪下!置于 Q"的生理盐
水中清洗!然后用自制开发的心脏离体灌流装置$专利申请
号&OaacOaJ>JQaO_Q%进行主动脉逆行插管灌流!灌流速度 >!
Ja $Zb$*-!并用缝线扎紧!迅速置于预热至 \e"并以 Jaa@氧
饱度的灌流架上行主动脉逆行灌流" 先用正常 D21&’4液灌流
Q!A $*- h使心脏复跳以充分冲洗冠脉内残血 i ! 再用无钙

D21&’4 液灌流 Q!A $*-!然后用酶液灌注约 \?!QA $*-" 最后

采用酶消化法分离单个心肌细胞!应用膜片钳全细胞记录技术记录钙电流!探索大鼠心肌细胞分离方法并进行电生理鉴定"结

果显示!本方法分离所得心肌细胞横纹清晰!可获得 12!"13!耐钙细胞!并具有正常电生理活性!易于形成高阻封接!可用于钙电流
记录" 本实验所采用的分离方法经济#简便#成功率高!并通过全细胞膜片钳记录证实该分离方法得到的细胞有正常的电生理特性"
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图 ! 钙电流
"#$% ! &’()#*+ )*,,-./

图 0 动作电位
"#$% 1 2)/#3. 43/-./#’(

将心脏从灌流装置上取下!剪下心室于保存液中剪碎!静置
复钙后在室温保存约 ! "备用"
5%676 耐钙心室肌细胞计数方法
将室温保存约 ! "后的心室肌细胞置于正常生理浓度钙

中! 每个高倍或低倍视野下杆状细胞总数除以杆状细胞总
数#球形细胞总数" 耐钙心肌细胞标准是#细胞呈长杆状!边
缘锐利清晰!表面纹理清晰!细胞膜上无空泡!静止!无自发
性收缩"

5%6%1 膜片钳全细胞记录
取几滴复钙后的细胞悬液置于倒置显微镜 $日本

$%&’()* 公司 % 上的自制开发的灌流槽 $专利申请号 #

+,,-+,!.!/,01.%中!待细胞贴壁后于室温$++!+"%下用记录
钙电流&利用三维操纵器移动电极!并轻压在细胞表面&轻轻
施加负压!最后形成 2#!, ! 水平的高阻封接& 膜片破碎后!
补偿电容电流和电极串联电阻后!形成全细胞记录形式& 信

号经 345346% 电极引导!由膜片钳放大器$7869.%放大!玻璃
微电极由日本 :;<=*"=4> 公司拉制而成! 由计算机通过 ?>@;
软件经数模和模数转换卡进行脉冲发放和数据采集!数据存
放于硬盘并进行数据分析&

6 结果与分析
6%5 分离细胞的形态学
良好的单个分离心肌细胞成杆状A 细胞直径 !,#/, "’!

长度 B,#!B, "’’横纹清晰!边缘透亮&在分离过程中!如果整
个心脏始终保持红润! 则心肌杆状细胞数量均在 .,C以上
$图 !%& 存活细胞于室温细胞保存液中可成活 !+#+/ "以上!
并具有良好的生理活性!并可以完成膜片钳高阻封接$图 +%&
如果在分离过程中心脏局部出现苍白或者发青乃至整个心

脏苍白!则分离出的耐钙细胞百分比有很大差异!差异程度
因苍白程度不同而不同&

图 5 心肌细胞
"#$% 5 893)’,:#’) )-((

图 6 心肌细胞
"#$% 6 893)’,:#’) )-((
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6%6 分离细胞的动作电位和钙电流
在电流钳模式下测得 !, 个细胞静息电位平均值$D01+!

-12%’E!动作电位幅值$!,-1.!D1-%’E$图 0%&在电压钳模式
下以 !, ’E 的步长使心室肌细胞由9/, ’E 的钳位电位逐
步去极化至F2, ’E!刺激持续 +2, ’*!记录到一个缓慢失

活的内向电流$图 /%& 在此条件下!钠通道和 G 型钙通道几
乎被完全抑制 !电极内液中又加入了 6* 离子!可以消除钾
通道电流的影响 & 在灌流的外液中加入 !, "’H%5I 的
J><;(;’=% 几乎可以完全阻断上述的电流! 进一步证实为慢
钙电流&
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! 讨论
心肌细胞电生理学的发展有两个方面!即记录技术的改

进和标本的制作" 膜片钳技术中的吉欧姆封接是记录技术改
进的一次革命!而标本制作#细胞的制备$的好坏!直接影响
实验的成功率% 目前分离心肌细胞的方法主要有酶消化法和
机械收集法" 文献报道最多的是 !"#$%#&’()) 逆行主动脉灌注
酶溶液消化的方法!但由于技术条件要求较高!收获细胞的
质和量差异较大!故欲获得稳定数量和较高质量的心肌细胞
是一件困难的事"

!"# 水是影响分离细胞成功率的基本性因素
在分离的过程中!水中如含有杂质或其他一些离子则会

影响消化" 本实验室使用超纯水系统制备超纯水进行心肌细
胞分离!其水的电导在 * !+,-.以下!对成功分离心肌细胞起
很大的促进作用"

!"$ 酶是影响分离细胞成功率的关键因素
消化酶的选择和剂量也是获得耐钙心肌细胞的重要环

节之一" 分离细胞时使用两种消化酶比一种消化酶好!而且
可以减少昂贵的胶原酶用量" 酶量过多使细胞本身的结构遭
到破坏!得到的细胞体积膨大&结构模糊&横纹消失!在复钙
过程中会有大量细胞死亡!存活的少量细胞在高阻封接未达
到前即破膜!不能进行膜片钳实验" 酶量过少细胞间的连接
未被消化! 在吹打时剪下的小块心肌组织不易分散呈絮状!
用力吹打!则细胞碎片较多!死细胞多!而长杆状结构清晰的
活细胞几乎没有" 用量多少合适!需要在实践中不断摸索"

!%! 温度和氧气是影响分离细胞成功率的重要因素
取出心脏时立即置于 /!冰冷的生理盐水中! 可减弱心

肌组织的代谢!保护心肌组织’在灌流过程中温度最好维持
在 01"02!(在液体流出口测$之间!这样既可保证胶原酶和
蛋白酶的充分激活!细胞又处于正常生理温度中% 分离时温
度过高或过低!细胞数量将有很大的区别% 氧气要打破成细
小碎泡!氧流量 34 0"345 !6.7#!一定要保证氧气流量的均匀%
!"& 减少钙反常
酶法分离心肌细胞遇到的最大问题是)钙反常*!即当在

无钙溶液中分离的心肌细胞再次进入生理浓度的钙溶液中

时!细胞会不停地收缩!逐渐变圆!并迅速失去原有的有序结
构和收缩功能!直至最后溶解死亡% 钙反常发生的准确机理
尚不完全清楚 819!多数学者认为!心肌细胞发生钙反常的机理
是由于大量钙离子短暂&快速进入细胞内!钠离子外流!导致
细胞内钙负载有关% 本实验室的分离方法可最大程度减少钙
反常的发生%

!%’ 其他影响因素
摘取心脏! 挂心脏的速度要快: 最好控制在 0"/ .7# 之

内!有利于得到好细胞% 灌流管中须排净气泡!若气泡在灌流
过程中堵塞冠状动脉! 就会使该部位的心肌组织发生梗死!
细胞将缺氧并酶液灌流不良% 本实验室改进的灌流装置很方
便排除气泡!很容易分到状态很好的细胞% 缺氧的细胞看上
去结构尚好!但不能进行封接!电极帖上细胞即收缩而死%

以上均为影响细胞收获量的因素!本研究需要特别强调的
是灌流方式% 国内一般采用恒压灌流方式!该方式需要实验
者不停地循环倒液体以保持压力的恒定!所以液体稍微损失
就会严重影响实验结果!造成实验者心力憔悴’而且对灌流
流速的监测较困难!很难判断消化的终止点!一般是观测心
脏在灌流过程中颜色的变化!然后凭经验终止消化!因而细
胞的收获量不稳定!质量亦难以保证% 本实验室采用恒流灌
流分离大鼠心肌细胞!用水泵方便地监测灌流速度!确保灌
流压力和心脏的充盈恒定!明显减少缺氧和机械的损伤%

& 结论
影响细胞收获量的因素很多!在分离细胞时!每一个步

骤都要认真仔细!哪一处有纰漏都会影响分离细胞的成功率:
直接影响膜片钳实验的进行% 本研究特别强调的是恒流灌流
分离大鼠心肌细胞独到的优点% 此方法分离的心肌细胞容易
获得高阻抗封接!动作电位和钙电流测定都表明该方法分离
的心肌细胞具有正常的电生理特征! 适宜于电生理特性研
究!而且这套方法操作简便!重复性强!也适合其他动物细胞
分离的实验室!是一种值得采纳的方法%
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