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密度梯度离心法同时分离新生大鼠原代心肌细胞与成纤维细胞
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摘  要：本文旨在探讨一种改良的同时分离新生大鼠原代心肌细胞和成纤维细胞的方法，以建立良好的原代心肌细胞及成纤

维细胞研究模型。无菌状态下取Wistar乳鼠(出生不超过2天)心室，用II型胶原酶消化，控制消化时间及次数、搅拌速度、离

心次数和速度等，结合Percoll密度梯度离心法分离心肌细胞及成纤维细胞，进行体外培养，观察细胞形态，继而用0.2%台

盼蓝染色检测细胞存活率，免疫荧光染色法检测心肌肌钙蛋白I (cardiac troponin I, cTnI)、波形蛋白(Vimentin)及α平滑肌肌动

蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)的表达，分别用于鉴定心肌细胞和成纤维细胞纯度。结果显示，本方法5次分离的心肌细

胞平均存活率达92%，纯度达95%以上，细胞生长状态良好，可见贴壁自发搏动；成纤维细胞平均存活率达96%，纯度达

94%。本方法能同时获得新生大鼠原代心肌细胞和成纤维细胞，具有很高的产量、存活率及纯度，且操作简便，耗时短，重

复性好，是一种较为理想的原代细胞分离、培养方法，可满足各种后续实验要求。
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Simultaneous separation of primary cardiomyocytes and cardiac fibroblasts from 
neonatal rats with density gradient centrifugation
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Abstract: To improve a fast and high-quality isolation method for culturing the primary cardiomyocyte and fibroblast in vitro, the 
neonatal Wistar rats were decapitated accordingly and left ventricles were isolated under the sterile condition. The ventricles were 
chopped and digested in the enzyme solution containing 0.5 mg/mL type II collagenase. During this process, the digesting time, 
frequency and stirring speed, centrifuging frequency and speed were strictly controlled. The cardiomyocytes were separated from the 
cardiac fibroblast by using the Percoll density gradient centrifugation. The cell viability was tested by staining with 0.2% trypan blue. 
The purity of cardiomyocytes and fibroblasts were determined by immunoflourescent staining with anti-cTnI, anti-Vimentin and 
anti-α-SMA antibodies. The results indicated that with this protocol, the viability and purity of cardiomyocytes were 92% and 95%. 
The automobile pulse of the adhered cardiomyocyte was visible. For fibroblasts, the cell viability and purity were 96% and 94%. Our 
results demonstrate that this advanced isolation method is reproducible, and can simultaneously produce high-quality primary cardio-
myocytes and fibroblasts for the future study.
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心脏是维持人体生命活动正常进行的主要器官

之一，心血管系统疾病如冠心病、心律失常、心肌

缺血 - 再灌注损伤等是人类健康的严重威胁 [1–3]，

因此建立理想的动物模型是研究疾病发生发展的重

要环节。然而，由于血流动力学、激素、神经反射

等因素的影响，在体的心肌损伤模型往往不能准确

反映某些因子或因素在心肌损伤中的作用，进而影

响到该类疾病研究数据的准确性和可靠性 [2]。体外

培养的原代心肌细胞可以弥补在体心脏研究时的某

些不足，对研究病理状态下心肌细胞的各种变化及

相关分子机制提供了理想的模型 [4]。

人心脏由心肌细胞 ( 约占心肌组织总细胞数的

60%) 和非心肌细胞 ( 成纤维细胞、血管内皮细胞及

淋巴细胞等 ) 组成 [5]，其中成纤维细胞数量占非心

肌细胞的 90% 以上。心肌细胞具有自动节律性、传

导性、兴奋性和收缩性等生理特性，这些特性取决

于其结构特征。成纤维细胞不仅能调节心脏的正常

功能，而且还参与了心肌纤维化和心室重塑等心脏

相关疾病的病理过程 [6]。与心肌细胞系相比，原代

心肌细胞既保持了体内原有的自发节律性和收缩

性，同时又排除了神经、体液因素的影响，更真实

地反映在体心肌细胞的性状及功能 [7, 8]。近年来，

大鼠原代心肌细胞和成纤维细胞已广泛应用于各种

相关细胞损伤模型的建立及药物保护在心血管疾病

中的研究，并从分子水平阐明药物的作用机制 [9–11]。

然而，目前分离大鼠原代心肌细胞和成纤维细胞普

遍采用差速贴壁法进行，因心肌组织成分复杂，差

速贴壁较难同时保证两种细胞的纯度，有时需要两

次差速贴壁或需加入特殊试剂，费时较长 [12–14]。因

此，提高原代细胞产量，获得较高纯度和活力的心

肌细胞及成纤维细胞，是心脏相关疾病实验研究的

首要条件。本研究结合国内外现有的新生大鼠原代

心肌细胞和成纤维细胞的分离方法 [15–17]，对相关技

术参数进行优化及改进，摸索并建立了一种操作简

便、成本较低、重复性及稳定性较好，并可同时分

离获取新生大鼠原代心肌细胞及成纤维细胞的方

法，为研究心脏相关疾病提供理想的体外实验体系。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　Wistar 大鼠乳鼠 ( 出生不超过 2
天 )，10 只 / 次，雌雄不限；由河南大学实验动物

中心提供，饲养环境为清洁级。   
1.2  主要试剂　　Percoll (GE) ；II 型胶原酶，I 型

胶原，阿糖胞苷 (arabinofuranosyl, Ara-C)，胎牛血

清 (fetal bovine serum, FBS)，4’,6- 二脒基 -2- 苯基

吲哚 (4’,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI )，台盼蓝，

波形蛋白 (Vimentin) 单克隆抗体 (Sigma) ；DMEM
培养基，M199 培养基 (Gibco) ；CaCl2，乙二胺四

乙酸 (ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA)，HEPES
钠盐，磷酸盐缓冲溶液 (PBS)( 中杉金桥 )，心肌肌

钙蛋白 I (cardiac troponin I, cTnI) 抗体 (Santa Cruz)，
α 平滑肌肌动蛋白 (α-smooth muscle actin, α-SMA)
抗体 (Sigma)，FITC 标记兔抗羊 IgG 抗体 ( 博士德 )，
Alexa Fluor R594 标记山羊抗兔 IgG 抗体 (Life)。
1.3  设备和器材　　恒温二氧化碳培养箱和超净工

作台 (Thermo)，倒置相差光学显微镜 (Motic)，荧

光倒置显微镜 (Olympus)，Countstar 自动细胞计数

仪 ( 上海睿钰生物 )，高速自动平衡离心机 (Eppen-
dorf)。
1.4  改良型实验方法分离新生大鼠原代心肌细胞及

成纤维细胞 ( 在无菌条件下操作 )　　细胞悬液的

制备：取 1 窝新生 Wistar 大鼠乳鼠 (10 只，出生不

超过 2 天 )，在安静环境中瞬时断头处死 ( 参照美

国兽医委员会章程执行，并获得河南大学伦理委员

会批准 )，无菌条件下开胸获取心脏，立即将心室

组织 ( 去除大血管和心房等组织 ) 放入预冷的 DS 
(Disassociation) 缓冲液 ( 提前配制 ) 中，于超净工

作台内剪成 1 mm3 碎块 ( 冰上操作 )。随后将组织

转移到三角烧瓶，加入 0.05% II 型胶原酶 ( 正式消

化所需酶浓度的一半，目的是尽量去除血细胞及其

他易消化细胞 )，置于 37 ℃恒温水浴摇床中消化

14 min，转速 220 r/min。弃上清液，继而加入 0.1% 
II 型胶原酶液全酶消化液继续消化，消化体积控制

在每个心脏 1 mL II 型胶原酶，每次消化液收集，

都有一个严格的 12 min + 4 min 的消化步骤 ( 先消

化 12 min，取出轻柔吹打 10 次，继续消化 4 min)。
然后，将消化好的细胞悬液通过细胞滤网过滤至一

个含有等量重悬缓冲液的 50 mL Falcon 管中，充分

混匀，200 g 离心 5 min，弃上清，用 3~5 mL 过夜

培养基 (DMEM、M199 按 4:1 混合，加入 15% FBS
和双抗 ) 重悬细胞沉淀，置于培养箱备用。紧接着

加入消化液到烧瓶中进行下一轮消化，并用过夜培

养基重悬获得的细胞沉淀，操作与第一次完全一样，

共三轮。最后，将三轮处理获得的细胞重悬液合并，

进行后续分离操作。

利用 Percoll 分离新生大鼠原代心肌及成纤维细
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胞：分别配制高密度 ( 密度为 1.017 g/mL) 和低密

度 ( 密度为 0.407 g/mL) Percoll，并将低密度 Percoll
缓慢铺到高密度 Percoll 上面。将合并好的细胞重

悬液计数后缓慢加到 Percoll 上面，1 700 g 离心 30 
min ( 加速度为 1，无刹车 )，即可获得 2 层分界清

楚的悬液 ( 图 1)。按照图 1 所示，分别收集上层细

胞液及下层细胞液，并依次标记为成纤维细胞和心

肌细胞。用预热的含 10% FBS 的 DMEM 完全培养

基洗涤细胞两次，第一次 600 g 离心 5 min，第二次

250 g 离心 5 min。用过夜培养基重悬细胞沉淀并进

行细胞计数，之后转移至适当的培养皿中，37 ℃、5% 
CO2 培养过夜。次日，将培养液更换为相应的专用

培养基持续培养，每天观察心肌细胞及成纤维细胞

的形态和生长状况。

1.5  心肌细胞及成纤维细胞的鉴定　　每次获得的

新生大鼠原代心肌细胞及成纤维细胞的检测主要包

括以下几方面 ( 细胞搏动率仅针对心肌细胞 ) ：
(1) 细胞数量及存活率检测：将 20 μL 获取的心

肌细胞或成纤维细胞悬液与等体积 0.2% 台盼蓝充

分混匀后，取 20 μL 滴入细胞计数板中，利用细胞

计数仪计算细胞总数、活细胞数及死细胞数。每次

分离细胞均进行计数，每次监测5个视野，取平均值。

细胞存活率 (%) = 活细胞数 / 总细胞数 × 100%
(2) 细胞形态学观察：在倒置显微镜下，每天观

察并记录培养基颜色变化、心肌细胞及成纤维细胞

生长状态以及形态变化。

(3) 心肌细胞搏动率观察：从培养第 1 天起至第

15 天，每天分别统计 10 个 40 倍物镜视野有自发搏

动的细胞个数，同时记录心肌细胞搏动的频率、节

律、强度及范围，以此判断心肌细胞培养是否成功

及细胞生长是否良好。细胞搏动率 (%) = 搏动细胞

数 / 细胞总数 × 100%
(4) 心肌细胞及成纤维细胞纯度鉴定：将分离的

心肌细胞或成纤维细胞分别接种于已加有细胞爬片

的 6 孔板中，37 ℃、5% CO2 条件下培养 48 h。取

出细胞爬片，PBS 洗涤两次。4% 多聚甲醛溶液固

定 15 min，经 PBS 洗涤之后用 0.3% Triton-X 100
处理 3 min。加入相应一抗 [ 心肌细胞：兔抗 cTnI
抗体 (1:200) ；成纤维细胞：羊抗 Vimentin 抗体

(1:100)，兔抗 α-SMA 抗体 (1:200)] 4 ℃孵育过夜，

然后分别加入 Alexa Fluor 594 标记的羊抗兔 IgG 抗

体或 FITC 标记兔抗羊 IgG 抗体，室温孵育 1 h，用

含 DAPI 的封片剂封片，最后利用荧光显微镜进行

观测拍照并分析心肌细胞及成纤维细胞的纯度。细

胞纯度 (%) = 阳性细胞数 /DAPI 核染细胞总数 × 
100%。

2  结果

2.1  新生大鼠原代心肌细胞的数量及存活率检测

通过台盼蓝染色观测分离的新生大鼠原代心肌

细胞总数量及活细胞数量。结果显示，在 5 次分离

过程中，每次均可获得约 2 × 107 个总细胞，其中

未被台盼蓝着色的活细胞约占 92% ( 即心肌细胞存

活率 )。
2.2  新生大鼠原代心肌细胞形态学观察

倒置显微镜监测显示，刚分离的心肌细胞呈球

形，悬浮于培养基中，过夜培养后开始贴壁，并出

现自发性搏动；24~48 h 后，大部分细胞已经贴壁，

成三角形或不规则形状，收缩明显有力；72 h 后细

胞体积变大，细胞伸出伪足并交织成网，搏动节律

较一致；一周内细胞形态和细胞活力良好；两周后

细胞活力开始下降，细胞呈长条状，但死亡细胞极

少，说明培养过程中 Percoll 对细胞的毒性损害很

小 ( 图 2)。此外，培养 24 h 后的新生大鼠原代心肌

细胞搏动频率约为 30~50 次 /min，48 h 时多集中在

50~80 次 /min，72 h 时可达 80~150 次 /min，一周

后搏动次数逐渐减少。

2.3  新生大鼠原代心肌细胞纯度鉴定

细胞爬片的免疫荧光检测显示，培养 48 h 后的

新生大鼠原代心肌细胞特异性表达 cTnI，且定位于

图    1. 新生大鼠原代心肌细胞及成纤维细胞分离结果示意图

Fig. 1. Schematic diagram of isolated neonatal rat ventricular 
myocytes (NRVMs) and fibroblasts.
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细胞质中 ( 图 3)。通过随机记录 5 个视野中 cTnI 阳
性细胞数量 ( 绿色荧光标记 ) 和细胞总数 ( 蓝色荧

光标记 )，并计算 cTnI 阳性细胞率，即新生大鼠原

代心肌细胞的纯度，结果显示 5 次分离的新生大鼠

图    3. 新生大鼠原代心肌细胞表达cTnI
Fig. 3. Primary cultured neonatal rat ventricular myocytes (NRVMs) expressed cTnI. The isolated NRVMs were cultured in NRVM 
culture medium for 48 h. cTnI positive NRVMs were presented in green color, and blue color (DAPI) represented the total living cells. 
Scale bar, 50 or 10 µm.

图   2. 培养不同时间(24 h~15 d)的新生大鼠原代心肌细胞的形态学监测

Fig. 2. Morphological monitoring of primary cultured neonatal rat ventricular myocytes (NRVMs) from 24 h to 15 d. Scale bar, 50 or 
10 µm.
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原代心肌细胞纯度很高且稳定，均不低于 95%。

2.4  新生大鼠原代成纤维细胞的数量检测及形态学

观察

与新生大鼠原代心肌细胞相似，经改良的方法

每次可获得约 6 × 107 个成纤维细胞，其细胞存活

率可达 96%。倒置显微镜监测显示 ( 图 4)，刚分离

的原代成纤维细胞呈圆形，具有良好的折光性，悬

浮生长于培养基中。此外，细胞生长迅速，2~3 天

图 4. 培养不同时间(24～96 h)的新生大鼠原代成纤维细胞的形态学监测

Fig. 4. Morphological monitoring of primary cultured rat fibroblasts from 24 h to 96 h. Scale bar, 10 µm.

图   5. 新生大鼠原代培养成纤维细胞表达Vimentin
Fig. 5. Primary cultured rat fibroblasts expressed Vimentin. The isolated rat fibroblasts were cultured in DMEM medium for 48 h. 
Vimentin positive fibroblast were presented in green color, and blue color (DAPI) represented the total living cells. Scale bar, 50 or 10 µm.
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即呈融合状态，细胞排列紧密，无自发性搏动。

2.5  新生大鼠原代成纤维细胞纯度鉴定

细胞爬片的免疫荧光检测显示，分离的成纤维

细胞培养 48 h后，细胞质中特异性表达Vimentin (图
5)。进一步的分析显示每次分离的 Vimentin 阳性细

胞 ( 绿色荧光标记 ) 约占总细胞 ( 蓝色荧光标记 )
的 94%，即成纤维细胞的纯度。此外，α-SMA 辅

助性免疫荧光检测显示，分离的成纤维细胞细胞质

也表达 α-SMA，其阳性率约为 91% ( 图 6)。

3  讨论

作为体外实验研究的模型基础，原代心肌细胞

和成纤维细胞已被应用于多种相关疾病研究，如缺

血缺氧 - 再灌注模型、细胞凋亡及移植、心血管疾

病机制及药物的开发等 [18–20]。差速贴壁法是利用成

纤维细胞与心肌细胞贴壁速度不同而将它们分开的

方法，也是目前分离原代心肌细胞和成纤维细胞经

常采用的方法。差速贴壁法受消化过程影响较大，

若消化不好，会影响成纤维细胞贴壁速度和质量，

以致贴壁时间很难掌握，收集到的心肌细胞纯度也

图   6. 新生大鼠原代培养成纤维细胞表达α-SMA
Fig. 6. Primary cultured rat fibroblasts expressed α-SMA. The isolated rat fibroblasts were cultured in DMEM medium for 48 h. α-SMA 
positive fibroblast were presented in red color, and blue color (DAPI) represented the total living cells. Scale bar, 50 or 10 µm.

不够，有时需要两次差速贴壁或加入特殊试剂抑制

成纤维细胞生长，且不利于长期培养。Percoll 是一

种包有乙烯吡咯烷酮的硅胶颗粒，其扩散常数低，

密度梯度稳定，且对细胞无毒害，已被用于心肌细

胞、间充质干细胞、神经突触小体、脑组织等的分

离 [21–24]，国内尚无利用 Percoll 分离原代心肌细胞

的报道。本研究在已有操作步骤基础上进一步改良，

利用 Percoll 密度梯度离心快速将成纤维细胞与心

肌细胞分离，消化完成后，后续分离时间控制在

1 h 以内；另外，其他非心肌细胞也因密度不同出

现在其他区域 ( 见图 1) 被弃去，分离出的细胞纯度

较高。本实验通过摸索组织处理及细胞分离过程中

的相关参数，建立了一种改良的新生大鼠原代心肌

细胞和成纤维细胞分离方法，此方法获得的目的细

胞产量和纯度较高，活力较强，为体外实验研究的

开展提供了保障。

原代心肌细胞增殖能力很低，提高分离获取的

心肌细胞存活率和纯度是心肌细胞培养成功的关

键 [25–27]。主要注意以下几点：(1) 鼠龄的选择，一

般建议 1~3 d 的新生大鼠，出生后时间越短，其心
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肌细胞分离后存活率越高，越容易贴壁生长。我们

在多次长期实验中也发现 2 d 以内的效果较好。(2)
消化酶的选择，传统的分离消化多用胰蛋白酶，作

用较强，容易造成心肌细胞损伤；而 II 型胶原酶作

用缓和，主要作用对象是心肌细胞间质胶原，对心

肌细胞几乎没有损伤作用。我们消化时只采用 II 型
胶原酶而不用胰蛋白酶，避免了其对心肌细胞的损

害作用，而且初次消化使用浓度减半的酶以去除血

细胞及其他易消化细胞。(3) 消化时间及次数，严

格的 12 min + 4 min 的消化时间，中间增加一次轻

柔吹打，使消化更彻底。若心肌块已经逐渐变为絮

状透明丝状，即停止消化，以减少心肌细胞损伤，

这种絮状透明物多为间质胶原成分，心肌细胞含量

不多。消化次数也由 6 次减为 4 次 ( 一次半酶消化

和三次正式消化 )，节约了分离时间。(4) 细胞的接

种密度，约 1.5 × 106 ~ 2.0 × 106 个 /3.5 cm 培养皿，

细胞数如果过少，心肌细胞粘附伸展后不能相互接

触，细胞之间无法进行信息交流，心肌细胞收缩不

易同步，收缩持续时间变短 [28]。(5) 换液与培养时间，

接种 24 h，待其贴壁后首次换液，一般在培养后 48 h
开始实验研究。本研究方法对现有的新生大鼠原代

心肌细胞的分离方法改善后不仅时间上缩短 2 h 以

上，获得的细胞数量及质量也较高。

近年来，越来越多的研究表明，心肌成纤维细

胞不仅对心肌细胞有保护作用，而且还能影响心肌

细胞的结构和生理功能。因此，对心肌成纤维细胞

的生理学研究也成为心血管疾病研究的热点 [29–32]。

在本实验中，我们可以同时分离获得原代心肌细

胞和成纤维细胞。获得的成纤维细胞较心肌细胞

更容易贴壁且具有分裂增殖能力，存活率很高，经

Vimentin 免疫荧光染色鉴定，纯度达 94% 以上，可

用于心肌纤维化等相关实验研究。

综上所述，本文介绍的采用改良的 II 型胶原酶

消化结合 Percoll 分离法，分离获取的新生大鼠原

代心肌细胞和成纤维细胞，纯度和活力很高，且分

离耗时短，产量高，是一种理想的原代心肌细胞及

成纤维细胞分离获取方法。
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