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心肌细胞培养作为一种体外实验研究模型
,

可以更方便地从细胞和分子水平研究心血管疾病的发病机

制
,

成为心血管疾病研究的一项主要手段和基本技术
。

如何使心肌细胞培养的方法更为简单并且使分离的心

肌细胞达到理想的存活率和纯度
,

是体外培养心肌细胞模型的关键问题
。

近年来心肌组织工程研究进展迅

速
,

构建的组织工程化心肌可作为心脏疾病研究的体外模型
,

也可以将来用于临床修复受损心肌组织
。

心室

肌细胞是心肌组织工程重要的种子细胞来源之一
,

大量分离培养心肌细胞也是开展心肌组织工程研究的前

提和基础
。

为此我们实验室开展了新生乳鼠心室肌细胞的体外培养的研究
。

取出生 内 大鼠
,

无菌条件下小心剪取心室组织
,

用冷
一

液清洗干净后
,

将组织反复剪

成 , 的小块
,

再用
一

液清洗去血细胞
,

然后加入 胰酶置于 ℃摇床中 消
,

轻

轻吹打组织
,

吸取上清
,

加人胎牛血清终止消化
。

剩余组织重复以上操作
,

直到组织消化完全 第一次消化下

的细胞悬液弃去
。

用 目不锈钢网过滤收集上清
,

离心收集细胞
,

加完全培养基
,

即 巧 的高糖

培养基培养
,

每两天换液一次
。

培养第三天换上含有含有 培养液
,

以后仍用普通培

养液 培养到第三天发现有细胞搏动
,

以后搏动的细胞越来越多
,

搏动频率的和幅度也逐渐增大
,

培养一个月

后
,

细胞搏动逐渐缓慢以至于停止
,

持续搏动达
。

培养过程中有的心肌细胞连成片或一簇搏动
。

通过免疫

细胞化学检测
,

心肌细胞表达肌节型 肌动蛋白和连接蛋白
,

这两种蛋白在培养种表达增加
。

这说明

在体外二维培养条件下
,

新生大鼠心肌细胞也在生长发育
,

变得更成熟
。

我们以纤维蛋白生物胶为支架
,

以刚分离出来的新生心室肌细胞为种子细胞
,

初步构建出了工程化心

肌
,

体外培养四天后
,

在显微镜下看到心肌细胞搏动
,

以后心肌构建物在显微镜下的搏动频率的和幅度也逐

渐增大
,

培养一个月仍然保持搏动
,

但肉眼未能观察到心肌构建物的搏动
。
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水解断裂 是指
一

选择素受到炎症刺激因子或趋化因子激活后
,

被存在于膜内的金属蛋白酶

水解
,

从细胞外近膜端断裂
,

形成游离在体液中和镶嵌在膜上的部分
。

水解断裂是
一

选择素特有的生物学

现象
,

对于调控其生理功能具有重要意义
。

目前
,

对水解断裂影响
一

选择素结构
、

反应动力学和生理功能等

方面的了解仍不清楚
。

例如 水解断裂是否会导致
一

选择素的结构发生变化
,

是否与
一

选择素快速动力学

反应特点有关
,

等等
。
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,

本文以人淋巴瘤细胞 为细胞模型
,

采用微管

吸吮技术和小概率动力学模型
,

对刺激因子 如佛波醇

诱导
一

选择素全部和部分水解断裂
、

阻断剂 如
一

全

部和部分阻断
一

选择素水解断裂条件下
, 一

选择素与其配

体
一

的二维反应动力学进行了研究
,

对上述不同条件

下
一

选择素 用
一

作用的反应动力学参数进行了比较
。

初

步实验结果 图 显示 与正常情况相比
,

随水解断裂的程度

不同
, 一

选择素的负反应率有不同程度的降低而有效反应亲

和性有不同程度的升高
。

由此提示 水解断裂并不是
一

选

择素负反应率高的原因 伴随水解断裂
, 一

选择素的结构 图 不 同条件下 一选择素 一 作用的反应

发生变化
。

上述结果为深化认识生理条件下
一

选择素的功能 动力学参数比较
。 正常 全部水解断裂 川 部分水解

提供 了新 的信息
。
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引言 骨质疏松是一种全身性的
、

代谢性的骨骼系统疾病
。

由于成骨细胞的功能活性降低和破骨细胞的

功能活性增高
,

致使骨形成和骨吸收失平衡
,

导致净骨量丢失
,

易于骨折
。

成骨细胞来源于多潜能骨髓间充质

干细胞
, 。

成骨细胞功能活性的改变除了与成骨细胞数量
、

成骨细胞本身存活

期有关外
,

其前体成骨细胞数量与功能活性也起到重要作用
。

力学负荷可促进骨组织生长发育
,

维持骨结构

的完整性和功能
。

因此
,

我们假设力学刺激可以促进 的成骨分化能力
。

目的 观察力学应变刺激对去卵巢骨质疏松 盯 , 大鼠与正常大鼠骨髓间充

质干细胞成骨分化的影响
,

为骨质疏松症发生的细胞学机制提供新的佐证
。

方法 分别从正常雌性大鼠和去卵巢骨质疏松大鼠股骨
、

胫骨中提取骨髓
,

采用常规梯度离心法分离
。

体外培养 传至第三代
,

以 驴 的浓度接种于双轴力学应变系统培养小室
,

选取 林 对

细胞加载
,

频率为 赫兹
。

每天加载 次
,

每次
,

间隔
。

力学实验分为 加力 组 加力 组

对照 组 对照 组 对照组均不给予力学刺激
。

采用
一

法检测 骨桥蛋白
,

碱性磷酸


