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文章亮点： 

1 Atelocollagen 胶原支架不具有免疫原性，有很好的应用前景；心脏自体细胞可作为组织工程的种子细

胞。 

2 实验拟证明成年大鼠心肌细胞与 Atelocollagen 胶原支架具有很好的生物相容性，验证成年心肌细胞是

否可以作为种子细胞用于心肌组织工程的研究。 

3 创新之处在于验证了成年心肌细胞可以作为组织工程的种子细胞；不足之处在于该种子细胞不能产生

自律性搏动。 
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摘要 

背景：前期研究中已经在 Atelocollagen 胶原支架培养出了具有收缩功能的乳鼠心肌细胞。 

目的：在 Atelocollagen 胶原支架上三维培养成年大鼠心肌细胞。 

方法：将成年 SD 大鼠心肌细胞经消化培养并纯化后，种植到 Atelocollagen 胶原支架上进行三维培养。

应用倒置显微镜动态观察心肌细胞在 Atelocollagen 胶原支架上的生长状况；对三维培养的心肌细胞块

进行冰冻切片，分别进行肌钙蛋白免疫组织化学和免疫荧光显色，对支架上生长的细胞进行鉴定。 

结果与结论：成年 SD 大鼠心肌细胞接种 12 h 开始贴附支架生长，24 h 与支架汇合、紧密黏附，但心

肌细胞并不产生自律性搏动，细胞之间夹杂少量崩解的细胞碎片；48 h 换液后支架网孔中崩解的细胞被

换掉，剩下大部分细胞贴附在支架壁边缘生长。苏木精-伊红染色显示培养 48 h 细胞与支架形成复合体。

形态学鉴定证明支架网孔中生长的主要是心肌细胞。免疫组织化学和免疫荧光显色均显示在支架内生长

的大部分是心肌细胞，并且紧贴支架，生长良好。 
 
 

Collagen scaffold facilitates the three-dimensional culture of myocardial cells 
from adult rats in vitro    
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Abstract 

BACKGROUND: Three-dimensional contractible myocardial cell block of neonatal rats in the Atelocollagen 
scaffold has been cultured in the previous study. 

OBJECTIVE: To perform three-dimensional culture of myocardial cells from adult rats on the Atelocollagen 
scaffold. 
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METHODS: After being cultured and purified, myocardial cells from adult Sprague-Dawley rats were implanted 
onto the Atelocollagen scaffold for three-dimensional cultures. The growth of myocardial cells on the 
Atelocollagen scaffold was dynamically observed by inverted microscopy. Myocardial cell blocks were separately 
tested by hematoxylin-eosin staining, immunohistochemistry and immunofluorecence of troponin after frozen 
section.  

RESULTS AND CONCLUSION: After being implanted, myocardial cells from adult Sprague-Dawley rats began 
to grow on the Atelocollagen scaffold in 12 hours, showed mutual integration with the scaffold and the integration 
became more closely 24 hours later. However, the myocardial cells did not have autorhythmiciting beats at all, 
and among the cells there were some cell debris. After replaced with the same fresh medium 48 hours later, the 
cell debris was washed away and most of the rest cells grew on the edge of the Atelocollagen scaffold. After 48 
hours, the cells formed a complex with the scaffold tested by hematoxylin-eosin staining, and the cells which grew 
well and were coalesced with the scaffold meshes were mainly myocardial cells, identified by 
immunohistochemistry and immunofluorecence. 

Key Words: biomaterials; extracellular matrix materials; collagen scaffold; myocardial cells; three-dimensional 
culture; immunohistochemistry; immunofluorecence; adult rats; provincial grants-supported paper 
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0  引言 

 
心肌细胞是增殖能力较低的细胞，心脏自身修复能力极其有限，心肌一旦发生不可逆

损伤或病变将难以再生修复，逐渐由纤维组织替代， 终发展成心力衰竭，显著增加了死

亡概率。目前，与心肌结构缺失或心肌功能丧失相关的疾病治疗往往只能借助外科手术-

心脏移植，而心脏移植又存在着供体受限或移植排斥的难于逾越的问题，因此其应用受到

了限制，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。组织工程是研究、开

发、修复或改善损伤组织和功能的生物替代物的一门科学[1]。1987年美国科学基金会在华

盛顿举办的生物工程小组会上提出了“组织工程”这个名词，1988年被定义为“应用生命

科学与工程科学的原理和方法，在可控、可重复的条件下，通过哺乳动物、人类(包括患者

本身)特定细胞在网络构架上的体外培养及体内移植，形成具有特定功能的组织和生物替代

物”。因此，组织工程是有望从根本上解决组织、器官缺失或失能的医学难题的一门新兴边

缘学科。 

 

目前处于研发阶段的组织工程产品很多，包括人造皮肤、血管、软骨、骨、角膜、气管

等。心肌组织工程是利用心肌种子细胞、生物材料以及各种调节因子，在体外制成具有收缩

功能的心肌组织块，然后将其移植到受损的心脏， 终达到修复受损心肌的目的[2]。心肌组

织工程的一个不可或缺的要素是理想的种子细胞，目前种子细胞多为干细胞或幼稚的心肌细

胞[3-4]。如果心脏自体细胞也可以作为心肌组织工程的种子细胞，那么这种细胞可能会有更大

的潜力达到与自体心肌同步收缩。但是，由于成年哺乳动物的心肌细胞增殖分化能力较低，

在形态和生理功能上均与幼稚的心肌细胞有很大不同。因此，幼稚心肌细胞的各种研究和应

用条件很难等同于成熟心肌细胞。 

 

作者曾经利用幼年心肌细胞成功培养了较为理想的立体心肌组织[5-6]。原代培养的乳鼠心

肌细胞经纯化后，将细胞悬液接种到胶原纤维支架上，结果显示：在接种后第1天形成了细

胞-胶原支架复合体，细胞与支架一起有节律的跳动；心肌细胞填充于网孔支架周围，并与

支架融合；在透射电镜及扫描电镜下观察均可看到细胞与支架紧密结合，融合在一起。实验

结果证明了Atelocollagen胶原支架的生物相容性较好，可以作为三维培养细胞和组织的天然 
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材料，适于乳鼠心肌细胞的立体培养。 

 

但目前尚不知道成熟的心肌细胞是否也可以在

Atelocollagen胶原支架上进行体外三维培养。为此，

实验将成年大鼠心肌细胞种植到该胶原支架上，让种

植的心肌细胞与支架发生融合生长，旨为进一步开展

心肌组织工程研究探索更多的种子细胞来源，证实成

体心肌细胞是否可以作为种子细胞用于心肌组织工程

的研究。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学及细胞-材料相容性的体外观察实

验。 

时间及地点：于2011年6月至2012年4月在新乡医

学院河南省组织再生实验室完成。 

材料： 

实验动物：8周龄SD大鼠20只，体质量200-250g，

雌雄不拘，由新乡医学院动物实验中心提供。 

在Atelocollagen胶原支架上体外三维培养成年大鼠心肌

细胞实验的主要试剂： 

Main reagents: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

心肌细胞的分离
[6-12]

：取SD大鼠，腹腔注射5 000 U/kg

的肝素，10%水合氯醛0.3 mL/kg腹腔注射麻醉。麻醉

显效后，体积分数75%乙醇消毒胸腹部皮肤，无菌条件

下开胸取心脏，然后将心脏置于4 ℃预冷的D-hank’s液

中，快速经升主动脉根部插管，插管完成后，将灌注装

置固定，开始经主动脉逆行灌注心脏。先灌注D-hank’s

液，5 min后换以0.05%Ⅱ-型胶原酶循环灌注20-    

40 min， 后再用完全培养基灌注3-5 min，此时心脏

仍保持大体形态，变软呈松弛状。取下心脏，将心室肌

剪成1 mm³大小的组织块，加入完全培养基15 mL，将

组织块连同细胞悬液一起置于50 mL离心管中，放到   

37 ℃恒温摇床上5 min，用200目滤网过滤，即得到细

胞悬液。 

心肌细胞的纯化与二维培养
[13-21]

：将上述得到的细胞

悬液移入培养瓶中，在37 ℃、体积分数5%CO2培养箱

中培养30 min后，再将细胞悬液移入新的培养瓶，即采

用差速贴壁法去除部分成纤维细胞。将细胞悬液离心  

(1 000 r/min，5 min)，弃去上清，加入DMEM-F12完全

培养液，调整细胞浓度为6×1010 L-1，在6孔培养板的孔

内均放入处理过的血盖片1个，在血盖片上均加入上述

细胞悬液0.2 mL，保证细胞悬液不溢出血盖片，1 h后，

再加入完全培养液(DMEM-F12培养基中加入体积分数

10%胎牛血清，1%青霉素-链霉素混合液)2 mL，放入

培养箱进行培养。培养24 h后，取细胞爬片做苏木精-

伊红染色鉴定心肌细胞：取细胞爬片，PBS洗3次，5 min/

次；冷丙酮固定10 min，PBS洗3次，5 min/次；苏木精

染液室温染色15 min，自来水洗涤；1%盐酸乙醇分色

数秒，自来水洗涤；侵入伊红染液染色3 min，自来水

洗涤；晾干后中性树胶封固。 

Atelocollagen胶原支架上三维培养成年大鼠心肌细

胞：取纯化后的细胞悬液，调整细胞浓度为6×1013 L-1，

用微量毛细吸管接种到0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm的

Atelocollgen胶原支架上，加入少许DMEM-F12完全

培养液，放入培养箱(37 ℃，体积分数5%CO2)进行

培 养 。 用 倒 置 显 微 镜 动 态 观 察 心 肌 细 胞 在

Atelocollagen胶原支架上的生长情况。在支架上培养

第5天对三维培养的心肌块进行冰冻切片，冷丙酮固

定5-8 s后，进行苏木精-伊红染色、肌钙蛋白免疫组

织化学染色及肌钙蛋白免疫荧光染色对三维培养的

细胞进行鉴定。 

三维培养心肌细胞的鉴定：①免疫组织化学染色：三

维培养的冰冻切片，用小鼠来源的肌钙蛋白一抗   

(1∶500)，辣根酶标记山羊抗小鼠IgG(H+L) 鉴定心肌

细胞。②免疫荧光染色：三维培养的冰冻切片，用小鼠

来源的肌钙蛋白一抗(1∶500)，cy3标记的山羊抗小鼠

免疫荧光二抗(1∶500)，鉴定心肌细胞。 

主要观察指标：在倒置显微镜下观察成年大鼠心

肌细胞的形态；用血细胞计数板进行细胞计数，计算

每个心脏细胞产量，即镜下细胞密度=细胞数/细胞原 

液=(4大格细胞数之和/4)×104×稀释倍数；活细胞评价

用0.4%锥虫蓝染色，计算上述细胞数中锥虫蓝染色呈

阴性的杆状细胞占总杆状细胞数的百分比例，评价心

肌细胞存活率。观察二维、三维培养心肌细胞的形态

及生长状况。 

试剂及仪器 来源 

DMEM-F12 培养基、胎牛血清 
Ⅱ-型胶原酶、D-hank’s 液   
Atelocollgen 胶原支架   
肌钙蛋白抗体 
辣根酶标记山羊抗小鼠 

IgG(H+L) 
DAPI 及免疫荧光二抗 

美国 Gibco 公司 
美国 Sigma 公司 
日本 Kocan 公司 
美国 abcam 公司 
北京中杉金桥生物技术 

有限公司 
碧云天生物技术公司 
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2  结果 

 

2.1  成年大鼠心室肌细胞的形态特点  成年大鼠心室肌

细胞分离后，大部分呈长杆状或矩形，见图1，高倍镜下

横纹清晰，界限分明，少数呈圆形。其中夹杂一些大小不

等的细胞碎片。大部分细胞呈静止状态，极少数细胞保持

自律性收缩。每个心脏细胞产量可达1×107细胞数。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  成年大鼠心肌细胞活性分析  活性细胞的细胞膜

完整，所以锥虫蓝不能进入细胞内而拒染。死亡或受损

伤的细胞由于细胞膜的完整性被破坏，被锥虫蓝染成蓝

色，结果显示80%的心肌细胞锥虫蓝染色阴性。 

 

2.3  二维培养心肌细胞的形态特点  见图2。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

接种的心肌细胞加血清培养24-48 h后，细胞发生

形态结构变化
[22-23]，由杆状变成扁平状，细胞边界逐渐

变得圆顿，部分细胞培养24-48 h后发生贴壁。苏木精-

伊红染色可见心肌细胞核呈椭圆形，位于细胞中间，细

胞质内存在明显的横纹，见图2。 

 

2.4  三维培养心肌细胞的形态特点  分离纯化的心肌

细胞种到Atelocollagen胶原支架后约24 h大部分开始

贴支架壁生长，但是仍然不具有自律性，见图3，细胞

之间夹杂少量崩解的细胞碎片。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

48 h换液后支架网孔中崩解的细胞被换掉，剩下大

部分细胞贴附在支架壁边缘生长，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  倒置显微镜下观察成年 SD 大鼠心肌细胞 
(标尺=100 μm) 

Figure 1  Adult rat myocardial cells showed long-bar shape or 
rectangle under inverted microscopy (Scale 
bar=100μm) 

注：心肌细胞细胞核呈椭圆形，位于细胞中间，细胞质

内存在明显的横纹。 

图 2  培养 5 d 时成年 SD 大鼠心肌细胞细胞形态(苏木精-

伊红染色，标尺=50 μm) 

Figure 2  Morphology of adult rat myocardial cells after 5 d of 
culture (Hematoxylin-eosin staining; Scale bar=  
50 μm) 

注：倒置显微镜观察显示，大鼠心肌细胞充满部分

Atelocollagen 胶原支架的网孔。 

图3  成年SD大鼠心肌细胞在Atelocollagen胶原支架三维

培养 24 h 的形态(标尺=180 μm) 

Figure 3  Morphology of myocardial cells of adult rats at 24 h 
of cutlrue on the Atolocollagen scaffold under 
inverted microscopy (Scale bar=180 μm) 

图 4  倒置显微镜观察显示，培养 48 h 时换液后剩余贴附

Atelocollagen 胶原支架边缘生长的心肌细胞(标尺

=180 μm) 

Figure 4  Myocardial cells grew at 48 h of culture adherent to 
the edge of the Atolocollagen scaffold under 
inverted microscopy (Scale bar=180 μm) 

注：大部分呈长杆状或矩形。 
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苏木精-伊红染色显示，培养48 h的心肌细胞与支

架紧密融合，细胞与支架形成复合体。培养第5天，心

肌细胞核明显，高倍镜下可见明显的横纹，见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

肌钙蛋白免疫组织化学染色呈棕黄色，肌钙蛋白阳

性表达的细胞为心肌细胞，见图6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

免疫荧光染色显示：cy3显示红色为细胞质，见图

7A，DAPI标记蓝色为细胞核，见图7B，将DAPI和cy3

标记的图像复合后，见图7C，细胞核周围显示红色荧

光者为心肌细胞。免疫组织化学和免疫荧光显色均显

示在支架内生长的大部分是心肌细胞，并且紧贴支架，

生长良好。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

心肌细胞的分离与培养已成为研究心肌结构、功能

及各种病理生理机制的基础。目前研究较多的是未成熟

心肌细胞的分离培养，由于心肌细胞在发育过程中，离

子通道和收缩蛋白的形态结构不断地发生变化，所以很

难将胚胎期或新生期心肌细胞的研究结果应用到完全

分化的成熟心肌细胞。目前有关成熟心肌细胞的研究大

多局限于电生理及分子生物学领域，在心肌组织工程方

面大多用胚胎心肌或幼年心肌细胞作为种子细胞，很少

利用较为成熟的心肌细胞。实验将出生后8周的成熟心

肌细胞成功分离并种植到Atelocollagen胶原支架上进

行三维培养，试图为心肌细胞三维培养探讨更加丰富的

种子细胞来源，并与以前研究的幼鼠心肌细胞三维培养

的结果进行比较，寻找在体外培养状态下成熟心肌细胞

与幼稚心肌细胞的差异。实验结果显示，分离的心室肌

细胞大多呈杆状或矩形，横纹清晰，但90%以上的细胞

无自律性搏动。这是成熟心肌细胞与幼稚心肌细胞分离

后的 大区别。有研究表明体外培养正常的心房肌细胞

可出现低频率的舒缩活动
[24]。综合实验研究结果显示心

房和心室肌细胞之间不仅在形态上存在不同[25]，在功能

上也存在差异。目前尚没有足够的证据解释为什么成熟

心肌细胞被分离后其自律性消失或下降。 

 

Atelocollagen胶原支架已经被证实具有很好的组

织相容性，已被成功应用于声襞瘢痕形成的治疗[26]；Lee

等[27]将兔髓核细胞种植到Atelocollagen胶原支架上为

注：大鼠心肌细胞与 Atelocollagen 胶原支架紧密融合，细

胞与支架形成复合体，心肌细胞核明显，高倍镜下可见明显

的横纹。 

图 5  成年 SD 大鼠心肌细胞与 Atelocollagen 胶原支架三

维培养 5 d 的形态(苏木精-伊红染色，标尺=100 μm)

Figure 5  Morphology of myocardial cells of adult rats at 5 d of
culture on the Atolocollagen scaffold (Scale bar= 
100 μm) 

图 6  在 Atelocollagen 胶原支架上培养 5 d 时，心肌细胞

肌钙蛋白免疫组织化学染色呈强阳性反应(DAB 显

色，标尺=100 μm) 

Figure 6  Immunohistochemical staining showed myocardial 
cells were highly positive for troponin at 5 d of 
culture on the Atelocollagen scaffold (DAB staining; 
Scale bar=100 μm) 

A：Cy3 显示红色为细胞质；B：ADI 标记蓝色为细胞核；

C：DAPI 与 Cy3 标记图像的复合 

图 7  荧光显微镜下观察显示，培养 5 d 时心肌细胞沿

Atelocollagen 胶原支架边缘生长(标尺=100 μm) 

Figure 7  Myocardial cells grew on the edge of the 
Atelocollagen scaffold at 5 d of culture under 
fluorescence microscopy (Scale bar=100 μm) 
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椎间盘的再生奠定了基础；Ko等[28]将人的软骨细胞种到

Atelocollagen胶原支架上得到了软骨样组织；作者之前

将乳鼠心肌细胞种植到Atelocollagen胶原支架上，成功

培养了可以跳动的心肌组织块并证明了该支架与细胞

之间很好的组织相容性[29]。实验将成年的心肌细胞种到

该支架上，通过免疫组织化学和免疫荧光技术证明了该

细胞与Atelocollagen胶原支架也有很好的黏附性。这说

明Atelocollagen胶原支架不仅适用于幼稚心肌细胞，也

适于成熟心肌细胞的三维培养，但成熟心肌细胞可以在

支架上生长，却不具有收缩功能。Akhyari等[30]研究表

明在体外心肌细胞可以重建复杂的三维结构，但这种方

法获得的心肌细胞肌丝排列紊乱，细胞无收缩功能，实

验结果与之是一致的。如何利用Atelocollagen培养出具

有收缩功能的三维心肌，尚需继续研究。 

 

由于成年心肌细胞个体较大且较脆弱，对缺氧的耐受

性差。因此实验过程中很多因素，如酶的浓度、pH值、灌

注时间等很多因素都会影响细胞的产量及活性。要想获得

高产量且活性好的心肌细胞必须把握好实验过程中每一

个环节。其中需要特别注意的有：①尽量缩短实验时程，

这就要求必须熟练掌握操作过程中的每一个环节，从摘取

心脏到开始灌注控制在2 min之内。对于心脏的灌注时间

需根据心脏的实际消化程度具体决定。一般当酶流出液稍

黏稠，心脏看起来较松软，体积变大时即可终止灌注，消

化时间过长会对心肌细胞造成不可逆的损害[31]，应尽量避

免。②消化酶的选择：大量实验采取联合应用胶原酶和胰

蛋白酶[32]，由于胶原酶是注意解离细胞外基质的胶原蛋

白，重要的是其作用较缓和，对细胞损伤小，而胰蛋白酶

主要用于分解组织间质中的蛋白成分，作用较强，对细胞

的损伤较大，因此，本实验只采用单一的胶原酶。③灌注

液pH值：由于心肌细胞对酸碱度的变化敏感，过酸或过碱

都会影响心肌细胞的活性，所以灌注心脏的所有液体 好

都用体积分数95%O2+体积分数5%CO2混合气体进行氧

和，保持溶液的pH值7.3-7.4。 

 

虽然成功分离的状态较好的心肌细胞可以存活达2周

或更久，但试图长期培养成熟心肌细胞的研究 终皆因得

不到理想的结果而告终[33-34]。分离培养的成年心肌细胞有

些在第1周内就会发生崩解死亡[35-36]，具体的死亡原因或

机制尚未阐明清楚，Yamamoto等[37]提出凋亡可能是其机

制之一。因此，选择既可以保证细胞较好的存活状态又可

以保证细胞数量的时间点至关重要。在培养成熟心肌细胞

时发现，该细胞在第1天时为适应培养条件的变化，其形

态也相应发生改变，如细胞两端变得圆顿，长度变短，横

纹变得模糊，此时T管的密度下降[38-39]，静息膜电位也随

着钾离子电容密度的降低而持续降低[40]。种植后约第3天

细胞才与支架贴附牢固，而1周时有些细胞发生崩解死亡，

所以实验选择5 d这个时间点来分析成熟心肌细胞与

Atelocollagen胶原的支架的组织相容性。 
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