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　　［摘要］　目的　建立原代人心包间质细胞分离、培养方法。方法　将心包组织标本剪切成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小，

采用Ⅱ型胶原酶与透明质酸酶联合胰蛋白酶消化分离、培养获得细胞。观察细胞形态，测定细胞倍增时间，应用流式细胞术与

免疫组织化学染色对细胞进行鉴定。结果　分离培养的细胞接种２４ｈ后有细胞贴壁生长，１０ｄ左右细胞融合，可进行传代

培养。细胞呈梭形或纺锤样外观，细胞核明显、核仁清晰、核质比例大。流式细胞术检测显示细胞表面标记物ＣＤ３４（－）、

ＣＤ４５（－），免疫组织化学检测显示ＣＫ（－）、ｖｉｍｅｎｔｉｎ（＋）、αＳＭＡ（＋）。１０例心包组织采用上述方法分离培养细胞，其中８例

获得成功。结论　本方法可高效地分离、培养原代人心包间质细胞，为缩窄性心包炎体外研究提供了途径。
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　　缩窄性心包炎（ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｖｅｐｅｒｉｃａｒｄｉｔｉｓ，ＣＰ）是

指各种原因导致心包纤维性增厚、钙化，使心脏舒张

期充盈受限而产生的一系列循环障碍综合征［１５］。

我们 发 现 心 包 间 质 细 胞 （ｐｅｒｉｃａｒｄｉａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ

ｃｅｌｌｓ，ＰＩＣｓ）生物学行为的改变是导致ＣＰ的中心环

节，其主要机制就是心包间质细胞在致病因素的作

用下向成肌纤维细胞、成骨细胞转分化以及凋

亡［６７］。国内外关于ＰＩＣｓ体外分离培养方法的报

道尚 少，本 研 究 在 现 有 组 织 间 质 细 胞 培 养 方

法［８１０］的基础上，建立较为高效的人原代ＰＩＣｓ分

离、培养及鉴定方法，为今后研究提供有效的体外

细胞应用模型。
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１　材料和方法

１．１　主要试剂　Ⅱ型胶原酶、透明质酸酶、胰蛋白

酶、四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）、碘

化丙啶（ＰＩ）、ＲＮＡ酶均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；细胞

培养相关 ＤＭＥＭ 培养基、ＦＢＳ、磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）、青霉素链霉素抗生素均购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；细胞培养玻片购自于美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

公司；免疫组织化学抗体：细胞角蛋白（ＣＫ）、波形蛋

白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）以及二抗

均购自福州迈新生物技术开发有限公司，流式细胞

检测ＣＤ３４、ＣＤ４５抗体购自于美国ＢＤ公司。

１．２　主要仪器　移液器系列为法国Ｇｉｌｓｏｎ公司产

品，冷冻水平离心机（ＳｏｒｖａｌｌＳＴ１６Ｒ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），温控培养摇床（ＳＣＳ２４，上海市离心

机械研究所），倒置相差显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７０，日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），正置显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ６０，日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），二氧化碳培养箱（ＨｅｒａｅｕｓＢＢ５０６０，

德国 Ｈｅｒａｅｕｓ公司），流式细胞仪（ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉ

ｂｕｒ，美国ＢＤ公司），酶联免疫检测仪（ＥＬｘ８００，德国

ＢｉｏＴｅＫ公司）。

１．３　取材　取２０１３年１月至２０１３年４月在本院胸

心外科进行心脏瓣膜直视手术患者的心包组织，年龄

３～６０岁（平均年龄４４．３岁），标本取材均获患者知情

授权同意。获取大小约为３．０ｃｍ×１．０ｃｍ×１．０ｃｍ

的正常心包组织，置于无血清ＤＭＥＭ培养液中备用。

１．４　心包组织修剪及酶消化　在细胞培养室将获

取的 心 包 组 织 放 在 超 净 台 中 进 行 实 验，用 含

１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＰＢＳ液反

复漂洗３次，眼科剪去除血凝块与脂肪等无关组织；

待ＰＢＳ液清澈后，在细胞培养皿内将心包组织剪切

成约１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小的组织块，用ＰＢＳ液

洗涤２次后备用。加入１０ｍＬ无血清ＤＭＥＭ 培养

液配制的组织消化液（内含１ｍｇ／ｍＬ的Ⅱ型胶原酶

与１ｍｇ／ｍＬ的透明质酸酶），将组织悬液吸取至

５０ｍＬ离心管中，在３７℃、２００次／ｍｉｎ温控培养摇床

内振荡２ｈ后，加入１０ｍＬ无血清ＤＭＥＭ 培养液配

制的２ｍｇ／ｍＬ胰蛋白酶，３７℃、２００次／ｍｉｎ温控培

养摇床内振荡继续作用３０ｍｉｎ。消化结束后，加入

含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液２０ｍＬ中和组织消化

悬液，通过不锈钢筛网（２００目）过滤后，以２５℃、

４００×犵离心１０ｍｉｎ，弃上清，加入含１０％ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ 培养液１ｍＬ，轻柔吹打混匀后吸取移入到６

孔细胞培养板中，３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中培养，

每３ｄ换液１次。次日可见细胞贴壁伸展趋势，１０ｄ

左右细胞局部生长达到９０％融合，进行传代培养。

１．５　细胞的传代及形态学特征观察　用ＰＢＳ液洗

涤１次，加入０．２５％胰蛋白酶（其中含０．５３ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ）０．５ｍＬ消化１～３ｍｉｎ。当在倒置相差显微

镜下观察到超过８５％的细胞趋向圆形及细胞间隙增

大，加入含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液中和，轻柔吹

打使半贴壁细胞脱落并成为单细胞悬液，以２５℃、

４００×犵离心５ｍｉｎ，弃上清，按细胞数１∶３比例传

代至直径为１０ｃｍ的细胞培养皿中，置入３７℃、５％

ＣＯ２ 细胞培养箱中培养，为Ｐ１代细胞。每３ｄ换液

１次，当细胞达到８５％融合后传代。本实验中细胞

传至第５代。

１．６　流式细胞术检测细胞表面标记物 ＣＤ３４与

ＣＤ４５表达　将Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５代培养的细胞用０．２５％

胰蛋白酶（含０．５３ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）消化并收集细

胞，ＰＢＳ洗涤２次，调整细胞密度为２×１０５ 个／ｍＬ，

每管细胞为５００μＬ。将５μＬＣＤ３４ＦＩＴＣ与５μＬ

ＣＤ４５ＰＥ加入同一管细胞管检测，同时设同型对照，

３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次后，重悬于

５００μＬＰＢＳ，上流式细胞仪检测。

１．７　免疫细胞化学检测ＣＫ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、αＳＭＡ 表

达　将Ｐ５代处于对数生长期的ＰＩＣｓ制备成单细胞

悬液，调整细胞密度为１×１０５ 个／ｍＬ，以每孔１ｍＬ

接种于１２孔细胞培养板（内置直径为１８ｍｍ的圆型

培养盖玻片），置入３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中培

养，间隔３ｄ换液１次。７ｄ左右可观察到细胞均匀

覆盖于盖玻片上，将载有细胞的盖玻片从孔板中取

出，ＰＢＳ液冲洗３次，４％多聚甲醛（含０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ）固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗３次，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ

１００处理３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗３次，分别滴加ＣＫ抗

体（１∶５０）、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体 （１∶５０）、αＳＭＡ 抗体

（１∶５０），以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，以ＳＰ染

色法进行染色，苏木精衬染，中性树脂封片，镜下观

察细胞染色情况。

１．８　细胞倍增时间的测定　将Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５代处于

对数生长期的ＰＩＣｓ制备密度为１×１０４ 个／ｍＬ细胞

悬液，以每孔２００μＬ接种至９６孔板中，于２４ｈ与

９６ｈ两个时间点采用 ＭＴＴ法来测定细胞增殖活

性：每孔加入３０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）后置于３７℃、

５％ＣＯ２细胞培养箱中培养４ｈ。吸弃 ＭＴＴ上清液

并每孔加入１５０μＬ的ＤＭＳＯ，室温下１００次／ｍｉｎ

振荡１０ｍｉｎ使紫色结晶物充分溶解，用酶联免疫检

测仪读取各组细胞测定孔５７０ｎｍ处的光密度（犇）
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值。细胞倍增时间（ＤＴ）计算公式为：ＤＴ＝狋×［ｌｇ２／

（ｌｇ犖狋－ｌｇ犖０）］，其中狋为培养时间，犖狋为培养狋时

间后的犇值，犖０为接种后犇值。

１．９　细胞周期分析　将Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５代处于对数生

长期的细胞制备成密度为１×１０５ 个／ｍＬ的细胞悬

液，取１ｍＬ离心后弃上清，ＰＢＳ液洗涤２次，重悬于

７０％乙醇（－２０℃预冷）固定细胞，４℃放置２４ｈ后

离心弃上清，ＰＢＳ液洗涤２次，加入０．５ｍＬＰＩ

（５０μｇ／ｍＬ，内含５０μｇ／ｍＬ的ＲＮＡ酶）染色３０ｍｉｎ

避光保存，上流式细胞仪分析。

１．１０　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行

数据分析，均数比较采用单因素方差分析（ＡＮＯ

ＶＡ），检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞培养效率　获取心脏直视手术患者的心

包组织１０例，对其分离培养后，其中８例获得可用

于实验的ＰＩＣｓ。

２．２　细胞形态学观察　在倒置显微镜下观察，分

离培养的细胞接种后２４ｈ可见大部分细胞贴壁，

细胞未完全伸展（图１Ａ）；但培养３ｄ后ＰＩＣｓ逐渐

伸出突起、伸展呈梭形并开始进行增殖（图１Ｂ）；

１０ｄ后细胞生长近９０％融合，细胞核明显、核仁

清晰、核质比例大，此时可进行细胞传代（图１Ｃ）。

自细胞Ｐ１代传至Ｐ５代，细胞呈梭形或纺锤形外

观（图１Ｄ～１Ｆ）。

图１　倒置相差显微镜下犘犐犆狊形态观察

犉犻犵１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳狆犲狉犻犮犪狉犱犻犪犾犻狀狋犲狉狊狋犻狋犻犪犾犮犲犾犾狊（犘犐犆狊）狌狀犱犲狉犻狀狏犲狉狋犲犱犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

ＡＣ：Ｐ０ｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｐ１ｃｅｌｌｓ；Ｅ：Ｐ３ｃｅｌｌｓ；Ｆ：Ｐ５ｃｅｌｌｓ；Ａ，Ｄ：Ｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ１ｄａｙｓ；Ｂ，Ｅ：Ｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ３ｄａｙｓ；Ｃ，Ｆ：Ｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ

１０ｄａｙｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　细胞表面标记物ＣＤ３４与ＣＤ４５检测结果　

ＣＤ３４为内皮细胞标记物，ＣＤ４５为髓源性细胞标记

物。检测结果显示分离培养的细胞表面 ＣＤ３４、

ＣＤ４５均为阴性，表明本实验中分离培养的细胞不属

于内皮细胞或髓源性细胞。

２．４　ＣＫ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、αＳＭＡ抗体细胞免疫组织化学

检测结果　分离、培养的Ｐ５代细胞，免疫组织化学

检测显示ＣＫ染色为阴性，细胞无着色，说明细胞非

间皮源性细胞（图２Ａ）；ｖｉｍｅｎｔｉｎ染色为阳性，细胞

质均为稍浅棕褐色，说明细胞属于间叶组织来源（图

２Ｂ）；αＳＭＡ染色为阳性，细胞质均为稍深棕褐色，

细胞质内阳性颗粒均匀分布，细胞膜染色不明显，细

胞核清晰且苏木精衬染为浅蓝色（图２Ｃ）。以上结

果表明本研究培养的细胞为ＰＩＣｓ。

图２　犘犐犆狊免疫组织化学染色

犉犻犵２　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狆犲狉犻犮犪狉犱犻犪犾犻狀狋犲狉狊狋犻狋犻犪犾犮犲犾犾狊（犘犐犆狊）

Ａ：ＣＫ（－）；Ｂ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（＋）；Ｃ：αＳＭＡ（＋）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００
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２．５　细胞倍增时间　本研究培养的Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５代

ＰＩＣｓ之间倍增时间差异无统计学意义。

２．６　细胞周期检测结果　流式细胞术检测结果显

示，培养的Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５代ＰＩＣｓ中Ｓ～Ｇ２／Ｍ 期细胞

比例之间无明显差异，且细胞有稳定良好的增殖能

力（图３）。

图３　流式细胞术检测犘犐犆狊周期

犉犻犵３　犆犲犾犾犮狔犮犾犲狅犳狆犲狉犻犮犪狉犱犻犪犾犻狀狋犲狉狊狋犻狋犻犪犾犮犲犾犾狊（犘犐犆狊）犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔

Ａ：Ｐ１ｃｅｌｌ，ＳＧ２／Ｍ１５．７７％；Ｂ：Ｐ３ｃｅｌｌ，ＳＧ２／Ｍ１５．６７％；Ｃ：Ｐ５ｃｅｌｌ，ＳＧ２／Ｍ１６．１８％

３　讨　论

ＣＰ病因复杂，结核、化脓菌感染、心脏损伤、类

风湿关节炎等均可引起心包进行性粘连、纤维性增

厚和钙化，从而使心脏的收缩和舒张受限、心功能减

退［１５］。近年来，结核性和化脓性ＣＰ在逐渐减少，

而特发性及与心脏损伤（手术、外伤）等导致的ＣＰ

比例逐年上升。有报道称特发性缩窄性心包炎（ｉｄｉ

ｏｐａｔｈｉｃｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｖｅｐｅｒｉｃａｒｄｉｔｉｓ，ＩＣＰ）可占发达国

家所有心包炎手术的４６％
［１０］；而随着心脏直视手术

的大量开展，心脏损伤后缩窄性心包炎（ｐｏｓｔｃａｒｄｉ

ａｃｉｎｊｕｒｙｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｖｅｐｅｒｉｃａｒｄｉｔｉｓ，ＰＣＰ）也有所增

加，有报道称由心脏手术引起的 ＣＰ 达总量的

１８％～３７％，且这一比例仍在逐年增加
［１１１４］。

近年来，国内外学者对特发性和心脏损伤后缩

窄性心包炎（ＩＡＰＣＰ）的发病机制和预防进行了深入

研究，Ａｆａｎａｓｙｅｖａ等
［１５］敲除干扰素γ后成功构建

ＩＣＰ小鼠模型，呈现出ＣＰ的典型临床表现：心输出

量下降、心室腔舒张僵硬、心室在舒张期充盈受限；

组织学证实心包壁炎症浸润并有明显的纤维化病

灶。因而心包纤维和（或）钙化是ＩＡＰＣＰ缩窄症状

发生发展的关键环节。本实验旨在高效地建立人原

代ＰＩＣｓ体外应用模型，以此研究心包纤维钙化的发

病机制，应用细胞干预寻找延缓甚至是逆转心包纤

维钙化的方法，为临床有效防治ＣＰ提供药物靶点

和理论依据。

前期研究中我们应用组织块贴壁法分离培养

ＰＩＣｓ
［６７］。但该方法培养周期较长，近组织周边细胞

生长密度过高，远端细胞稀疏，生长至１周左右就需

要传代，否则细胞局部稠密易加速衰老或提前凋亡；

组织块贴壁法效率为８０％，大多数组织都在贴壁过

程中被浪费，所获ＰＩＣｓ达不到实验所需数量。本实

验所采取的Ⅱ型胶原酶和透明质酸酶混合消化液并

联合胰蛋白酶作用消化心包组织，一次性分离获得

一定量的初代ＰＩＣｓ，然后同步扩增培养，较短时间

内可获得足够量供研究的ＰＩＣｓ。

本实验选用Ⅱ型胶原酶和透明质酸酶混合消化液

联合胰蛋白酶作用消化心包组织获得原代ＰＩＣｓ。接种

后初代细胞贴壁快，２４ｈ细胞就可贴壁伸展，１０ｄ左右

细胞趋于融合，可开始传代。为了提高细胞的获得率，

需注意以下两点：（１）选择温控培养摇床振荡频率在

３７℃、２００次／ｍｉｎ、２ｈ，可使心包组织充分消化，增加细

胞的获取比例。但时间不宜过长，过长会降低细胞活

性；应用消化液中酶的浓度适中，过高则细胞活性降低，

过低则细胞获得率不高。（２）务必将心包组织修剪成细

小组织块，再次应用ＰＢＳ液漂洗，如果剪切不够均匀、

细小，将会直接影响消化效果，降低ＰＩＣｓ的获得率。

在初期实验中，我们设计采用磁珠或流式分选

去除内皮细胞与髓源性细胞，但随后流式ＣＤ３４（内

皮细胞的标记物）与ＣＤ４５（髓源性细胞的标记物）检

测发现均为阴性，证实本实验中分离培养的细胞不

属于内皮细胞或髓源性细胞，因而本实验不再进行
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分选，只进行流式检测，以证实获得细胞即为ＰＩＣｓ。

此外，我们通过细胞免疫表型进一步证实所培养的

细胞不是间皮细胞（ＣＫ＋，ｖｉｍｅｎｔｉｎ－）、内皮细胞

（ＣＤ３４＋，ｖｉｍｅｎｔｉｎ－）和血细胞（ＣＤ４５＋，ｖｉｍｅｎ

ｔｉｎ－）。在细胞传代的后期（Ｐ５代），我们还发现

αＳＭＡ表达阳性，表明在传代过程中ＰＩＣｓ能够自发

性地向成肌纤维细胞转化，提示在探讨致病因素作

用于ＰＩＣｓ的实验研究中应采用早期分离的ＰＩＣｓ

（Ｐ１～Ｐ３代细胞）。

总之，本实验首次应用Ⅱ型胶原酶和透明质酸

酶混合消化液并联合胰蛋白酶作用消化心包组织，

加以温控培养摇床振荡的实验方法，有效地获得了

大量的ＰＩＣｓ。通过细胞的形态学观察、倍增时间测

定、细胞周期检测及免疫组化染色鉴定，证实本方法

分离、培养的ＰＩＣｓ生长较良好，增殖能力较强，特征

典型，这为今后进一步研究该细胞的生物学特性以

及ＣＰ的体外研究提供了良好的细胞应用模型。
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