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Isolation, culture and identification of ventricular cardiomyocytes from embryonal, neonate and 
adult C57 mice    
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Abstract 
BACKGROUND: Cultured cardiomyocytes are widely utilized in related researches such as physiological and toxicologic 
experiments, gene engineering, diseases model, drug screening and so on. How to harvest mouse cardiomyocytes with high 
activity is a key premise for these studies.   
OBJECTIVE: To establish a method to isolate and culture ventricular cardiomyocytes from embryonal, neonate and adult C57 
mice. 
METHODS: The ventricular myocardium from fetal, neonatal and adult C57 mice were minced and digested in trypsin, the 
purified ventricular cardiocytes were obtained by differential adhesion about 1 hour. The survival rate was assessed by trypan 
staining. Morphology of ventricular cardiomyocytes was observed through the methods of inverted phase contrast microscope, 
transmission electron microscope, scanning electron microscope, and the electrophysiological properties were identified through 
immunocytochemistry and microelectrode array. 
RESULTS AND CONCLUSION: The ventricular tissues were almost completely digested through 3-6 times. Trypan staining 
showed that the survival rate of the cardiocytes cultured was more than 85%. Under the inverted phase contrast microscope, we 
found that the cells were fusiform or polyhedron and connected to each other and some cells began beat after 12 hours. The cells 
monolayer formed a network and beat spontaneously at the 30-90 times per minutes. The ventricular cardiomyocytes from 
embryonal, neonate and adult C57 mice can be obtained with well morphology and spontaneous beating with trypsin digestion.   
 
Zhang L, Duan MJ, Wei Q, Chen H, Shi L, Hou YM. Isolation, culture and identification of ventricular cardiomyocytes from 
embryonal, neonate and adult C57 mice.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(20): 3683-3687.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：培养的心肌细胞被广泛应用于心肌细胞的生理特性、毒性实验、基因工程、疾病模型和药物筛选等方面的研究。获

得纯度较高活性良好的品系小鼠心肌细胞是研究的关键前提。 
目的：分离和培养 C57小鼠胎鼠、乳鼠及成年小鼠心室肌细胞。 
方法：应用机械切碎心室肌后，胰蛋白酶消化不同发育阶段的 C57小鼠心室肌细胞，差速贴壁 1 h纯化心室肌细胞，锥虫
蓝染色判定心肌细胞活力，体外分别培养 48~72 h后分别行倒置显微镜、扫描及透射电镜观察细胞形态，微电极阵列评价
细胞电生理指标，免疫组化鉴定。 
结果与结论：经 3~6次消化后，心室组织消化完全，即刻细胞存活率大于 85%。倒置显微镜下观察，细胞呈梭形、多角形。
12 h有少部分细胞搏动，48 h细胞交织成网，搏动呈同步性，搏动频率 30~90次/min。说明用胰蛋白酶组织消化法可以成
功地分离、培养，并获得形态、活力良好的胎鼠、乳鼠及成年 C57小鼠心室肌细胞。 
关键词：心室肌细胞；分离培养；免疫组化；电镜；微电极阵列 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.20.018 
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0  引言 
 

培养的心肌细胞被广泛应用于心肌细胞的

生理特性、毒性实验、基因工程、疾病模型和

药物筛选等方面的研究。C57小鼠是近亲基因
高度纯合的品系动物，其心肌细胞的纯化和鉴

定一直是一个难点。 
小鼠的心肌细胞离子通道瞬时外向钾电流

和心肌细胞内向整流钾通道随发育而变化
[1-3]
，

通过膜片钳技术对单个小鼠心室肌细胞进行电

生理特性的研究，局限于单个细胞，不能反映

细胞间电活动传导状况，且有创、难以长时程

检测。 
本实验首次采用微电极标测技术(60个位

点同步、动态记录)对培养的C57小鼠心室肌细
胞从孕13.5 d到成年心室肌细胞的形态及随发
育变化的电生理特性进行分析和比较，为研究

小鼠胎鼠心肌细胞的发育、生理特性、毒性实

验药物筛选提供手段。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞形态学、电镜、细胞免疫组化 
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及电生理实验。 
时间及地点：于2009-06/2010-05在新疆

医科大学第一附属医院实验动物科学研究部心

细胞室完成。 
材料： 
实验动物：选取2月龄健康C57 BL/6孕小鼠

12只，孕龄分别为13.5，14.5，15.5，16.5，
17.5，18.5 d，每段孕龄各取2只[4-5]

，出生2 d
龄的C57 BL/6乳鼠6只及出生2个月的成年
C57 BL/6小鼠6只，均购自新疆医科大学实验
动物中心，动物许可证号： SCXK(新 ) 
2003-0001。实验过程中对动物的处置符合动
物伦理学要求。 

主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 
麻醉和取心：孕鼠腹腔注射10%水合氯醛溶

液0.03 mL/kg，待孕鼠意识丧失后将其固定于
手术台上。体积分数75%乙醇消毒全身，头部
以下浸入乙醇10 s，暴露腹腔，取出胎鼠予体
积分数75%乙醇消毒。 
固定胎鼠，于胸骨近心处行十字切口，弯

镊轻轻挤压，可见搏动的“桃形”心脏自行跃

出。从根部将心脏夹出，置于含青链霉素的

D-Hanks液中并挤压心脏中残留的血液，
D-Hanks液清洗[6-7]

。 
乳鼠及成年小鼠麻醉消毒步骤同孕鼠，取

心同胎鼠。 
心室肌细胞的分离：修剪心脏，剪取心室中

下1/3处。将心室肌移至DMEM液中，无菌手术
刀片将其切为1 mm3

左右的组织块，吸去

DEME液，用D-Hanks液洗1遍，置于37 ℃体
积分数5% CO2培养箱中，加入0.05%胰蛋白酶
6 mL消化11~18 min(消化时间随胎鼠天数增
加适当延长)。 
用吸管吹打使细胞分散(注意匀速勿吹气

泡)，吸弃上层混悬液。继续消化11~18 min，
吹打后可见消化液变浑浊，将上清液移入   

50 mL离心管，加入等体积生长液终止消化，
轻轻混匀后置于冰中待用。继续消化心肌组织

3~8次，直至消化完全或仅余少量絮状物[8-11]
。 

心肌细胞的计数和培养：将收集的细胞悬液

予900 r/min离心5 min，弃上清后，用生长液混
悬，置于60 mm培养皿内，并于37 ℃、体积分
数5% CO2饱和湿度的培养箱内45 min，差速贴
壁法去除成纤维细胞，吸出上层细胞悬液，离

心后弃去上清，1.0~2.0 mL生长液混悬，锥虫
蓝染色计数。 
以5×108 L-1

的细胞浓接种到6孔细胞培养
板及MEA电极盘中培养48 h，观察细胞的形态
及自发搏动频率和场电位时程

[12-17]
。 

心肌细胞一般特性的观察： 

用倒置相差显微镜观察：倒置显微镜分别观

察孕第13.5~18.5天胎鼠、出生2 d龄乳鼠及2个
月龄小鼠的培养心室肌细胞的形态及自发搏动

性。 
将培养至48 h细胞在倒置显微镜下，计数10

个高倍视野中有自发搏动的细胞
[18-21]
。 

扫描电镜观察：取孕14.5 d培养第48小时
的心室肌细胞，D-Hanks液冲洗数次，4%戊二
醛固定2 h，PBS缓冲液清洗10 min，10%四氧
化锇固定1 h，PBS缓冲液冲洗10 min，分别用
50%，70%，80%，90%，100%，100%叔二
醇各固定10 min，4 ℃冻冰，冷冻干燥仪中干
燥，离子建设仪中镀金，扫描电镜观察。 
透射电镜观察：取孕14.5 d培养第48小时

的心室肌细胞用胰蛋白酶消化下来后制成浓度

为5×108 L-1
单细胞悬液，以4 %戊二醛固定2 h。

常规梯度丙酮脱水，环氧树脂包埋，超薄切片

(50 nm)，以枸橼酸铅、醋酸铀双重染色后置透
射电镜下观察。 
细胞鉴定：取孕14.5 d培养48小时的心室

肌细胞做抗α-actin单克隆抗体的免疫组化检
测。体积分数95%乙醇固定20 min，晾干，蒸
馏水冲洗10 min，山羊封闭血清室温孵育    
15 min，抗兔α-actin(1∶200)37 ℃孵育2 h，
PBS冲洗10 min，山羊抗兔IgG室温孵育15 min
冲洗10 min，辣根酶标记链酶卵白素工作液    
15 min，PBS冲洗，DAB显色，复染。 

MEA记录：用MEA标测技术记录培养48 h
的小鼠胎鼠，乳鼠，成年鼠心室肌细胞场电位

信号。 
由60个微电极同步细胞外记录培养的心室

肌细胞局部场电位时程及搏动频率的变化。德

国软件MC-Rack对场电位信号进行采样及分 

试剂及仪器 来源 

高糖 DMEM(批号：SH30022.01B) 
胎牛血清(批号：619559)，0.05%
胰蛋白酶(批号：25300-054) 
抗兔 α-actin(批号：010186) 
 
MIC01562 倒置荧光显微镜，

AxioVision 4.1显微照相系统 
冷冻干燥仪、离子建设仪、 
扫描电镜  

美国 Hyclone公司 
美国 Gibco公司 
 
北京博奥森生物技术 
有限公司 
德国 Zeiss公司 
 
日本 JEOL公司 
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析，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
主要观察指标：分离的成年大鼠心室肌细胞的形态

学、心肌细胞的活力及心肌细胞α-actin的表达。 
统计学分析：第二作者用SPSS 16.0统计软件进行

统计学处理，计量资料用x
_

±s表示。 
 

2  结果 
 
2.1  实验动物数量分析  所有小鼠均进入结果分析，
无脱失。 
2.2  分离的心肌细胞数及细胞活力  单只孕鼠的所有
胎鼠、 5只乳鼠、 1只成年小鼠心脏分别可分离
4×105~6×105

个心室肌细胞，应用锥虫蓝染色计算心肌

细胞活力为85%。 
2.3  心肌细胞的一般特征  倒置相差显微镜观察可见
消化后的心肌细胞为圆形，培养1 h后开始贴壁生长，
伸展为梭形及分叉状等。于培养12 h少数贴壁的细胞出
现自发搏动，但搏动频率和节律不同。 
培养24 h大部分细胞可生长为单层，搏动频率为

30~90 次/min。 
培养48 h后细胞铺展更加明显且伸出伪足相互接

触交织成网，搏动可呈同步性，形成所谓功能性合体，

收缩明显、有力，搏动频率30~150次/min，同一批细胞
的搏动频率一致，日龄越小，细胞搏动频率相对越快，

见图2a~c。 
扫描电镜观察见细胞逐渐伸长相互形成连接，大多

数呈梭形多角形，见图2d，e。透射电镜观察，可见培
养的心肌细胞肌丝发达，游离的核糖体、糖原丰富，见

图2 f。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4  心肌细胞的鉴定  见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a: MEA microelectrode plate 

Figure 1  Ventricular cardiomyocytes in primary culture in 
MEA microelectrode plate 

图 1  MEA微电极盘培养的心室肌细胞 

b: Primary cultured ventricular 
cardiomyocytes in MEA 
microelectrode plate (×50) 

c: Primary cultured ventricular cardiomyocytes 
in MEA microelectrode plate (×200) 

a: Ventricular cardiomyocytes 
isolated immediately (×50) 

Figure 2  Cultured ventricular cardiomyocytes 
图 2  培养的心肌细胞 

b: Ventricular cardiomyocytes 
cultured for 48 h (×200) 

c: Single ventricular cardiomyocytes 
cultured for 48 h (×400) 

d: Scanning electron 
photomicrographs of primary 
cultured ventricular 
cardiomyocytes (×900) 

e: Scanning electron 
photomicrographs of primary 
cultured ventricular cardiomyocytes 
(×1 500) 

f: Transmission electron 
microscope (×24 000) 
 

a: ×5                             b: ×20 

Figure 3  Ventricular cardiomyocytes cultured for 48 h 
(Immunohistochemistry staining)   

图 3  心肌细胞的鉴定(免疫组织化学染色) 

c: ×40 
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用抗α-actin单克隆抗体做组织化学检查，可见胞浆
呈棕黄色染色,非心肌细胞染色呈阴性。结果显示几乎
98%的细胞呈现阳性。说明此时心肌细胞较纯，同时从
整体也证明了此细胞是心肌细胞。 
2.5  MEA观察  心肌细胞接种并培养于微电极阵列盘
内，24 h后开始有散在、不同步的细胞克隆波动和点状
场电位信号，48 h后细胞融合开始记录到基本同步的群
动和多位点的场电位，培养心肌自发搏动频率平均

30~90次/min，见图4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3  讨论 

 
对于心肌细胞的分离，不同种属和年龄可能需要不

同的分离方法。C57小鼠受孕率较低，每胎胎鼠数量较
少，为7只左右，胎鼠发育且相对较慢，本次实验取   
13.5 d胎鼠心脏发育尚不完善，故取14.5 d的胎鼠心室
肌细胞做电镜和免疫组化鉴定。C57小鼠的心肌细胞比
较娇嫩，在剖腹、剖宫及取心过程中务必严格无菌操作，

心脏取出后需置于含有青链霉素的D-Hanks液中清洗，
心脏最好用手术刀切成1 mm左右的组织块而不用剪，
因剪挫力直接造成大量细胞死亡。同时需较充足的营

养，最好用体积分数15%血清的高糖DMEM。每次消化
后，用吸管吹打，有利于细胞解离，并可避免尚未完全

解离的细胞被再次消化。消化时间随鼠龄递增而逐渐延

长，因鼠龄越小，心肌越娇嫩越易解离。实验比较了出

生两三天小鼠乳鼠和胎鼠的心肌细胞，从孕13.5 d到生
后3 d，日龄越小，细胞越易分离培养、存活，自主搏
动的细胞数目越多，在缺氧环境下自发搏动恢复的时间

越短。同时细胞的差速贴壁时间较昆明小鼠(1.5 h)和大
鼠(2 h)的时间明显缩短，本文用低浓度胰蛋白酶分段消
化胎鼠、乳鼠和成年小鼠心室肌，可得大量能自主搏动

的心室肌细胞。实验采用微电极技术记录培养的心室肌

细胞的各发育阶段的电生理活动，将为胚胎发育生理学

建立一种新的模式
[22-25]

。 
作者所在实验室已成功原代培养小鼠胎鼠的心室

肌细胞，13.5 d心脏的心房、心室、房室间隔及心脏大
血管基本发育完善，但心脏很小，肉眼很难分清房室分

界。如全部取下分离，培养的心房、心室肌细胞较难鉴

别，故在剪取心脏时取靠中下1/3，基本可保证所取的
为心室肌。作者所在实验室曾在10倍显微操作台下操
作，仍只能模糊辨别左右心耳，难以确保分别分离心房心

室肌细胞的纯度。如能有更高倍数的显微操作台，并能保

证无菌操作，可能可以完成心房、心室肌细胞的分别培养，

甚至可能将左右心房和左右心室肌细胞分别培养。另外温

度降低、搬动等都会降低心肌细胞的搏动频率。许多文献

采用胰蛋白酶+胶原酶消化分离心肌细胞，胶原酶价格昂
贵，大鼠心肌细胞多采用Langendorff 灌流的方法分离，
但小鼠乳鼠和胎鼠的主动脉细小，采用Langendorff 灌流
不易实施

[26-27]
。单用胰蛋白酶消化就可得到形态、状态良

好的自发搏动细胞。在培养液中，常温下自发搏动时间可

长达数小时至数天，利于电生理指标测定、离子通道检测

及药物干预等较长时间的研究，为进一步实验提供了良好

的实验方法学平台。如何进一步提高心肌细胞的纯度、存

活率和状态尚需进一步的探索。 
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