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不同类型心脏停搏液对
小鼠未成熟心肌细胞增殖能力的影响

刘怀普，梁彦锴，吴柯叶，郑丰楠，谭小莉，孟保英

［摘要］：目的　 观察不同类型心脏停搏液对离体新生小鼠未成熟心肌细胞增殖能力的影响。 方法　 体外分离培养新生

小鼠心肌细胞，随机分为 ５ 组，分别给予复方电解质液、改良圣托马斯液（ＳＴＨ）、ＨＴＫ 液以及仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液干预 ２ ｈ 后，继续培养

２４～７２ ｈ，分别采用 ＥｄＵ 荧光染色、Ｋｉ－６７ 荧光染色及ＭＴＴ 比色法观察细胞增殖情况；采用Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 免疫印迹法检测ＹＡＰ１ 蛋

白表达水平。 结果　 ＥｄＵ 荧光染色和Ｋｉ－６７ 免疫组织化学染色阳性细胞计数：ＨＴＫ 液组最高，改良 ＳＴＨ 液组次之，仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液

低于复方电解质组；ＭＴＴ 法检测 ＯＤ 值：ＨＴＫ 液组最高，改良 ＳＴＨ 液组次之，仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液高于复方电解质组；ＹＡＰ１ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
灰度值：ＨＴＫ 液组高于其他各组。 结论　 ＨＴＫ 液和改良 ＳＴＨ 液对离体小鼠未成熟心肌增殖能力具有明显的保护作用。
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　 　 心内直视手术过程中，由于缺血 ／再灌注损伤、
溶血、中性粒细胞活化等因素的影响，会产生大量的

活性氧，未成熟心肌细胞在结构、代谢和功能方面有

明显差别，其更容易受到活性氧的损害［１］。 研究表

明，生后≤７ ｄ 的小鼠和≤３ 个月的人类心肌细胞具

有较强的增殖能力［２－３］，而活性氧造成的 ＤＮＡ 损
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伤，是导致心肌细胞增殖能力下降的关键因素之

一［４］。 目前用于未成熟心肌细胞保护的心脏停搏

液种类繁多，何为最佳方案仍有争议，因此，本研究

从细胞增殖的角度，比较不同类型心脏停搏液对小

鼠未成熟心肌细胞的保护作用。

１　 材料与方法

１．１　 实验动物 　 Ｃ５７ ／ ＢＬ 新生小鼠（生后 ３ ｄ 内），
其母鼠购自深圳大学实验动物中心。
１．２　 主要试剂和仪器　 ＥｄＵ－４８８ 细胞增殖检测试

剂盒 （ ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ ）、 Ａｎｔｉ － Ｒａｂｂｉｔ ＨＲＰ （ ＡＢ６７２１）、
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Ａｎｔｉ － Ｋｉ － ６７ （ ＡＢ１５５８０）、 ０． ２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ － ＥＤＴＡ
（ＧＩＢＣＯ ２５２００－０２６）、ＦＢＳ （ＧＩＢＣＯ １００９１－１４８）、马
血清（蕊特生物 Ｗ９０１０－０５）、ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２（１ ∶ １）培
养基 （ ＧＩＢＣＯ １１３２０ － ０３３ ）、 Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ｔｙｐｅ ＩＩ
（ＧＩＢＣＯ １７１０１ － ０１５）、ＭＴＴ 细胞增殖检测试剂盒

（Ｃ０００９）、倒置荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ７１）、二氧化

碳培养箱 （ ｈｆ１５１ｕｖ Ｈｅａｌ Ｆｏｒｃｅ）、 全波长酶标仪

（Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ１ ５１０）等。
１．３ 　 新生小鼠心肌细胞培养 　 生后 ３ ｄ 内新生

Ｃ５７ ／ ＢＬ 小鼠 １０ 只，以 ７５％乙醇消毒后，固定于无

菌台，沿胸骨中线剪开胸腔，迅速切取心脏，至于

４℃缓冲液中［２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ－ＮａＯＨ（ｐＨ ７．６），
１３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４，４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡

萄糖，３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ］，洗净心腔内血液后，去除心房

和大血管组织，将心室组织剪成 １～ ３ ｍｍ３大小的碎

块，并移入盛有青霉素溶液的无菌瓶中。 向无菌瓶

加入 ２ ｍｌ ０．０８％胰酶－０．１％Ⅱ型胶原酶的 １ ∶ １ 混

合液，磁力搅拌消化（转速 ２０～３０ ｒ ／ ｍｉｎ，３７℃）。 首

次消化 ６ ｍｉｎ，弃上清，之后每次消化 ５ ｍｉｎ，将消化

液转移到 １５ ｍｌ 离心管中，其内包含 １ ｍｌ ２０％胎牛

血清 ＤＭＥＭ－Ｆ１２ 培养基，以终止胰酶作用，并于

４℃冷藏保存，按照以上步骤，共消化 ７ ～ ８ 次。 然后

将上述消化液混合后于离心（１ １００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ），
弃上清，以含 ２０％胎牛血清和 ５％马血清的 ＤＭＥＭ－
Ｆ１２ 培养基重悬，２００ 目孔径不锈钢网虑除未消化的

大块组织。 将过滤后的细胞液转移到培养皿中，置
于 ５％ＣＯ２、 ３７℃条件下培养，１．５ ｈ 后去除尚未贴壁

的细胞悬液后，转入另一块培养皿中，继续培养。
１．４　 实验分组 　 将新生小鼠心肌细胞培养 ４８ ｈ
后，通过随机数字法分为 ５ 组：空白对照组（Ａ 组）、
复方电解质液组（Ｂ 组）、改良圣托马斯液（Ｓｔ． Ｔｈｏ⁃
ｍａ’ｓ， ＳＴＨ）组（Ｃ 组）、组氨酸－色氨酸－酮戊二酸

盐液 （Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ － Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ － Ｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ，
ＨＴＫ）组（Ｄ 组）以及仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液组（Ｅ 组）。 其中

仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液以培养基代替血液与晶体按 １ ∶ ４ 比

例混合。 将 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 四组的培养基分别换成 ４℃
的复方电解质液、改良 ＳＴＨ 液、ＨＴＫ 液和仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ
液，然后将五组细胞在室温培养箱外无菌环境下放

置 ２ ｈ，更换至正常培养基，继续 ５％ＣＯ２、 ３７℃条件

下置于培养 ２４～７２ ｈ。
１．５　 观察指标　
１．５．１　 ５－乙炔基－２’脱氧尿苷（５－Ｅｔｈｙｎｙｌ －２’－ ｄｅ⁃
ｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ， ＥｄＵ）荧光染色 　 将停搏液处理后的各

组心肌细胞更换至正常培养基后，加入预先配制好

的 ＥｄＵ 溶液，在 ５％ＣＯ２、 ３７℃条件下培养 ２４ ｈ，然

后进行细胞固定与 Ｅｄｕ 染色标记，计数 ＥｄＵ 阳性心

肌细胞百分比。
１．５．２　 Ｋｉ－６７ 荧光染色阳性细胞计数　 Ｋｉ－６７ 是一

种与细胞增殖状态相关的核心蛋白，对停搏液干预

后继续培养 ４８ ｈ 的 ５ 组细胞进行 Ｋｉ－６７ 免疫荧光

检测，计数方法为：荧光显微镜 ４０×目镜下随机计数

３ 个视野，计算阳性细胞百分比，其中阳性细胞指有

Ｋｉ－６７ 阳性产物并有细胞核染色的细胞。
１．５．３　 ＭＴＴ 比色法检测心肌细胞增殖 　 停搏液干

预后的五组细胞继续培养 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ，采用

ＭＴＴ 法检测细胞存活和生长，使用全波长酶标仪

（Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ１ ５１０）在波长 ５７０ ｎｍ 处检测心肌细

胞的吸光度值。
１．５．４ 　 Ｙｅｓ 相关蛋白 １ （Ｙｅｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １，
ＹＡＰ１）表达　 ＹＡＰ１ 是 Ｈｉｐｐｏ 信号转导通路下 ＹＥＳ
相关蛋白，在细胞增殖和分化过程中起关键作用。
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测停搏液干预后继续培养

４８ ｈ 的细胞中 ＹＡＰ１ 蛋白的表达情况。
１．６　 统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２３．０ 统计学软件进行统

计分析，计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，计量

资料采用率的形式表示，组间均数比较采用单因素

方差分析（ＡＮＯＶＡ）方法，方差齐性检验采用 Ｂａｒｔ⁃
ｌｅｔｔ＇ｓ 检验，组间率的比较采用卡方检验。 Ｐ ＜０．０５ 表

示差异有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 新生小鼠心肌细胞形态观察　 将分离培养 ４８
ｈ 后的心肌细胞放置光镜下观察其形态，可见未贴

壁心肌细胞为圆形、发亮，已贴壁的心肌细胞伸展为

梭形、棒状、星状及分叉状等（见图 １）。

图 １　 光镜下新生小鼠心肌细胞形态（１００Ｘ）

２．２　 ＥｄＵ 荧光染色观察细胞增殖情况 　 绿色代表

增殖细胞核，蓝色代表全部细胞核。 与 Ａ 组相比，
Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 组细胞明显增多（图 ２）。 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 组的

细胞增殖率明显高于 Ａ 组（ Ｐ ＜０．００１），其中 Ｄ 组最

高，Ｃ 组次之，Ｅ 组小于 Ｂ 组，即 ＨＴＫ 液组 ＞改良

ＳＴＨ 液组＞复方电解质液组＞仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液组＞对照

组。 见图 ３。
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注：增殖细胞核染绿色，全部细胞核染蓝色。
图 ２　 ＥｄＵ 标记增殖的心肌细胞（２００Ｘ）

注：随机选取 ３ 个视野，统计增殖细胞百分比，实验

数据以平均值±标准差的形式表示（ｎ ＝ ３）；∗与 Ａ
组相比 Ｐ ＜０．００１。

图 ３　 ＥｄＵ 免疫染色阳性心肌细胞百分比

２．３　 Ｋｉ－６７ 免疫阳性细胞计数 　 红色代表 Ｋｉ－６７
免疫阳性细胞核，蓝色代表全部细胞核，与 Ａ 组相

比，Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 组细胞明显增多（见图 ４）。 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ
组的细胞增殖率明显高于 Ａ 组（ Ｐ ＜０．００１），其中 Ｄ
组最高，Ｃ 组次之， Ｅ 组小于 Ｂ 组，即 ＨＴＫ 液组

（１５．８％）＞改良 ＳＴＨ 液组（１２．６％）＞复方电解质液组

（１２．３％）＞仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液组（９．０％）＞对照组（８．０％）。
见图 ５。
２．４　 ＭＴＴ 比色法检测心肌细胞增殖　 酶标仪在波

长 ５７０ ｎｍ 处检测 ＯＤ 值结果（表 １）：Ｄ（ＨＴＫ 液）
组＞Ｃ（改良 ＳＴＨ 液）组＞Ｅ（仿 Ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液）组＞Ｂ（复
方电解质液）组＞Ａ（对照）组。
２．５　 ＹＡＰ１ 蛋白表达　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测
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注：Ｋｉ－６７ 阳性细胞核染红色，全部细胞核染蓝色。
图 ４　 Ｋｉ－６７ 标记增殖心肌细胞（２００Ｘ）

表 １　 ５ 组心肌细胞 ＯＤ 值结果（ｎ＝ １８，ｘ±ｓ）

项目 Ａ 组 Ｂ 组 Ｃ 组 Ｄ 组 Ｅ 组 Ｆ 值 Ｐ 值

２４ ｈ ０．１５７±０．００５ ０．１７８±０．００６ ０．２０４±０．００４ ０．３００±０．００５ ０．１６４±０．００５ ８０５．７０１ ＜０．００１

４８ ｈ ０．１８１±０．００１ ０．２１０±０．００６ ０．３０３±０．００２ ０．４４３±０．０１０ ０．２３３±０．００２ ２６３５．７５６ ＜０．００１

７２ ｈ ０．２５４±０．００２ ０．３２２±０．００２ ０．４５１±０．０１０ ０．６１４±０．０１０ ０．３７７±０．００３ ２６７７．４８８ ＜０．００１

５ 组心肌细胞 ＹＡＰ１ 蛋白的表达水平，用 β－ａｃｔｉｎ 作

为内参对照，Ｄ 组 ＹＡＰ１ 蛋白表达高于其他各组，Ａ、
Ｂ、Ｃ 和 Ｅ 组间无明显差异（图 ６）。

３　 讨　 论

心脏停搏液在先天性心脏病矫治术中的应用已

有 ４０ 多年的历史，其与低温技术相结合，依然是预

防心肌缺血 ／再灌注损伤的主要方法。 目前，心脏停

搏液的种类繁多，但孰优孰劣仍有争议，且研究内容

主要集中于心肌标志物、炎症指标、血管活性药物需

求及 ＩＣＵ 停留时间等。 而研究表明：未成熟心肌不同

于成熟心肌，其具有较强的增殖能力［２－３］。 故本研究

以心肌细胞增殖为观察指标，比较 ３ 种常用心脏停搏

液对未成熟心肌的保护作用。 在本研究中，为比较改
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注：随机选取 ３ 个视野，统计增殖细胞百分比，实验

数据以平均值±标准差的形式表示（ｎ ＝ ３），∗与 Ａ
组相比 Ｐ ＜０．００１。

图 ５　 Ｋｉ－６７ 免疫阳性心肌细胞百分比

注：与各组相比较∗ Ｐ ＜０．００１。
图 ６　 心肌细胞 ＹＡＰ１ 蛋白的表达情况

良 ＳＴＨ 液、ＨＴＫ 液和仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液对新生小鼠心肌细

胞增殖能力的影响，采用 ３ 种不同的实验方法观察了

３ 种反应细胞增殖能力的指标，最终结果均表明 ＨＴＫ
液保护心肌细胞增殖能力最好，改良 ＳＴＨ 液次之。

测量细胞增殖能力最准确的方法是直接测量

ＤＮＡ 合成，ＥｄＵ（５－乙炔基－２’脱氧尿苷）是胸苷的

类似物，能在 ＤＮＡ 合成过程中加入其中［５］。 本研究

提示 ＨＴＫ 液组 ＤＮＡ 合成最为活跃，对照组 ＤＮＡ 合

成活动最低，证明 ＨＴＫ 液组处于增殖状态的心肌细

胞比例最高。 Ｋｉ－６７ 蛋白是一种位于细胞核内的大

分子蛋白，是细胞增殖必不可少的非组蛋白，其功能

与染色质和细胞有丝分裂有关，是辨认细胞群中增

殖细胞的优异标志［６－７］。 本研究中 Ｋｉ－６７ 免疫荧光

检查结果与 ＥｄＵ 免疫染色结果类似，提示 ＨＴＫ 组染

色体复制和有丝分裂最活跃，亦证明 ＨＴＫ 液组处于

增殖状态的心肌细胞比例最高。 采用 ＭＴＴ 比色法

检测细胞增殖，具有灵敏、稳定、准确度高等优点，本
研究中随着时间的延长，各组 ＯＤ 值均呈线性上升，
其中 ＨＴＫ 液组上升幅度最大，对照组曲线相对平

直，与前两种方法检测结果不同的是，该法测得的仿

ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液细胞增殖率明显高于复方电解质液组。
ＹＡＰ１ 为一种 ＹＥＳ 相关蛋白，是 Ｈｉｐｐｏ 信号转导

通路的主要效应物，通过与相关转录因子相互作用，
调节细胞增殖［７］。 ＨＴＫ 液组 ＹＡＰ１ 的表达高于其他

各组，提示 ＨＴＫ 液对心肌增殖能力的保护作用的机

制可能与 Ｈｉｐｐｏ 信号转导通路有关。 ＨＴＫ 液成分仿

细胞内液，能够使心肌在低钾、低钠、无钙环境下舒

张期停搏，以组氨酸 ／组氨酸盐缓冲对作为酸碱平衡

系统，并添加色氨酸和 α－酮戊二酸作为能量底物，
其被认为是心脏移植手术中器官保存的 “金标

准” ［８－９］。 其对未成熟心肌增殖能力保护作用的其

他机制可能是：①组氨酸 ／组氨酸盐缓冲对具有强大

的酸碱缓冲能力；②甘露醇和色氨酸能够稳定细胞

膜和维持细胞膜渗透压调节；③添加 α－酮戊二酸作

为底物，能改善高能 ＡＴＰ 合成。 改良 ＳＴＨ 液是一种

典型的细胞外液型高钾停搏液［１０］，其在本研究中对

心肌细胞增殖能力的保护作用仅次于 ＨＴＫ 液，表明

其是一种优良的未成熟心肌晶体停搏液。 单纯采用

４℃复方电解质液处理，结果亦显示出明显的保护作

用，其机制可能与低温对心肌细胞的保护作用有关。
ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液是公认的优质未成熟心肌停搏液［１１］，然
而本研究中仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液组 ＥｄＵ 免疫阳性细胞百分

比（２０．０％ ｖｓ．２２．５％）和 Ｋｉ－６７ 阳性细胞百分比（９．０％
ｖｓ． ８．０％）均低于复方电解质液组（ Ｐ ＜０．００１），可能

是本研究中的仿 ｄｅｌ Ｎｉｄｏ 液与临床使用的正规 ｄｅｌ
Ｎｉｄｏ 液差距较大所致，这也是本研究的局限性之一。

综上所述，ＨＴＫ 液和改良 ＳＴＨ 液对离体新生小

鼠心肌细胞增殖具有明显的保护作用，其中前者的

保护作用更优。
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