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摘要 目的：利用 HL-1细胞建立快速起搏模型，对心房颤动(atrial fibrillation, AF）早期的重构现象进行初步研究。方法：培养 HL-1

细胞，建立快速电场刺激起搏细胞模型，利用全细胞膜片钳技术记录刺激前后 HL-1细胞的动作电位周期，透射电镜观察细胞超

微结构的变化。结果：将细胞接种于培养皿中，72 h后细胞呈融合状态，全细胞膜片钳记录培养 HL-1细胞及经电场刺激 (600次
/min, 1 V/cm) 24 h后的心房肌细胞的动作电位周期，动作电位周期分别为 106 ms，45 ms，刺激前后差异有统计学意义 (P<0.05)。

透射电镜观察到刺激后 HL-1细胞超微结构发生去分化改变。结论：经快速起搏 24 h后，HL-1细胞发生了电及结构重构；利用
HL-1细胞建立快速起搏的房颤模型，可以对房颤早期的重构机制进行研究。
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Culture of HL-1 Cardiomyocytes and Establishment of Rapid Paced Cells
Model*

To explore early electrical and structural remodeling in atrial fibrillation utilizing a rapid paced cultured

HL-1 cardiomyocytes model. HL-1 cardiomyocytes were cultured and established as a rapid paced cultured HL-1

cardiomyocytes model. HL-1 cells were cultured in the presence of rapid field stimulation (600 beats per min,1 V/cm)for 24 h. Action

potential duration was recorded from stimulated cells and control cells using whole-cell voltage-clamp techniques. Ultrastructure of HL-1

cells was observed under electron microscope. After 72h of culture, the cells were in the confluent phase. The action potential

duration was shortened through the rapid pacing compared with those before pacing (P<0.05). Results of electron microscope showed

that HL-1cells generated dedifferentiation through pacing. Rapid stimulation of HL-1 cells in culture produces electrical

remodeling, recapitulating principal phenotypic features of atrial tachycardia remodeling in vivo. It is available that a rapid paced cell
model is established with cultured HL-1 cells to study the mechanism of early electrical and structural remodeling for atrial fibrillation.

Atrial fibrillation; Cell culture; HL-1 cardiomyocytes; Cardiac pacing
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前言

心房颤动(房颤)是目前临床上最常见的心律失常。研究表

明[1，2]，中国房颤的患病率为 0.77％，男性房颤患病率（0.9 %）高

于女性（0.7 %），患病率有随年龄显著增加的趋势。在美国，房

颤占心律失常患者住院总数的 35 %以上[3]。因此，加强对房颤

作用机制及防治的研究，具有重要临床意义。目前关于房颤机

理的研究主要通过离体动物实验及对临床房颤患者的研究，但

都有着不同程度的缺陷。近年，随着 Claycomb 教授等建立
HL-1细胞系，直接在 HL-1心房肌细胞上进行研究，建立房颤

的细胞模型意义重大[4]。本研究旨在探索 HL-1细胞的培养以

及利用 HL-1细胞建立快速起搏的房颤细胞模型，对房颤早期

的重构机制进行研究。

1 材料与方法

1.1 细胞系
HL-1细胞系（由美国William Claycomb教授惠赠）。

1.2 主要仪器设备

二氧化碳孵箱(Carbon dioxide incubator box , Japan)；倒置

显微镜(Inverted microscope, Japan)；铂电极，YC-2-S 双极型程
控刺激器（成都仪器厂）；低温超高速离心机（AllergaTM 64R
Centrifuge，USA）；37℃恒温水浴槽（上海医用分析仪器厂）；微
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波炉（Panasonic，Japan）。

病理图像分析系统（Motic Images Advanced 3.0，China.）；
透射电镜 （JEM-1200EX，Japan）；荧光显微镜（CFM-200，
Japan）；硬质玻璃经微电极拉制器（Narishige PB7）；微电极操纵
仪（Narishige MD320）膜片钳放大器（Axon-patch 200B）数模转

换装置（Digidata 1200）。
1.3 主要试剂

1）细胞培养主要试剂：Claycomb 培养基（51800C, Sig-

ma）；胎牛血清（Hyclone）；去甲肾上腺素（Sigma）；纤维结合蛋
白（Sigma）。2）电镜检测试剂：2.5%戊二醛。3）免疫荧光试剂:

琢-肌动蛋白抗体（Abcam）；兔抗心钠素抗体（Abcam）；罗丹明

标记山羊抗兔 IgG（北京中杉）；DAPI核染剂（碧云天）；山羊血

清封闭剂（博士德生物工程有限公司）。

1.4 方法
1.4.1 HL-1细胞培养 HL-1细胞系是来源于 AT-1小鼠心房

肌肿瘤细胞，由路易斯安那州 Claycomb 实验室 William C.
Claycomb教授惠赠。HL-1细胞可以连续传代，自主收缩，并保

持有正常心肌形态学、生物化学和电生理学特性。HL-1细胞的

超微结构具有胚胎期心房肌细胞的典型特征[4]。

为使 HL-1细胞能够保持心房的收缩性并稳定传代，按照

Claycomb细胞培养文档说明，需要 Claycomb培养基及必要的

添加物，包括 10 %胎牛血清、100 U/mL:100 滋g/mL青霉素 /链

霉素、10 mM去甲肾上腺素、200 mM L-谷氨酰胺等。将细胞接

种于含明胶 /纤维结合蛋白的培养瓶中，加入适量的培养液，

于 37℃含 5 % CO2培养箱中进行培养。

1.4.2 HL-1房颤细胞模型建立 参照文献[5，6]将 HL-1细胞接

种于含明胶 /纤维结合蛋白的培养皿中，72 h倒置显微镜观察

细胞呈融合状态，以 1～ 3Hz去极化。更换培养液为正常 Ty-

rode 液 (mmol/L：NaCl 137，KCl 5.4，MgSO4 1.2，CaCl2 1.8，
KH2PO4 1.2，Glucose 22，HEPES 10，pH 7.4)，在培养皿中置入

两个并联铂电极，用 YC-2-S双极型程控刺激器于 37℃，5 %

CO2孵箱中给予刺激，刺激频率为 600次 /min，强度 1 V/cm，连

续刺激 24 h，建立快速起搏的 HL-1房颤细胞模型。
1.4.3 HL-1细胞动作电位检测 在起搏前后 HL-1细胞中选

择贴壁好、杆状、横纹清晰、折光性好的细胞行膜片钳全细胞模

式记录。APD测定采用电流钳制方法，电极选用硬质玻璃经微

电极拉制器（Narishige PB7）二次拉制而成。用微电极操纵仪

（Narishige MD320）移动电极，当电极尖端与 HL-1细胞表面达

成高阻抗封接后（>2 GΩ），弥补电极与细胞膜之间的电容，进

而给予负压吸破细胞膜，通过电容电流和电极串联补偿即可行

全细胞记录。使用膜片钳放大器（Axon-patch 200B）、数模转换

装置（Digidata 1200）和 PClamp软件采集数据。所得的数据采

用 Clampfit及 ORIGIN 6.0分析及绘图。

1.4.4 透射电镜标本制备与观察 取刺激前后的单层细胞，去

除其培养液，用细胞刮刮下单层细胞，移入 EP管，加入预冷的
PBS，以 1000 r/min离心 5 min；去除上清液，加入 2 %戊二醛固

定 120分钟，1 %四氧化锇再固定 120分钟，不同浓度丙酮依次
脱水，应用环氧树脂 618包埋后切片，应用醋酸双氧铀、枸橼酸

铅进行双重染色，透射电镜观察。

1.4.5 细胞标本制备及免疫细胞化学染色 将细胞接种于盖

玻片上，待细胞长好，进行起搏后 PBS冲洗，用 4 %多聚甲醛进
行固定 10 min。 PBS冲洗三次，每次 5 min，加穿透液常温一

小时，PBS冲洗三次，每次 5 min，加山羊血清封闭液 37 ℃ 1 h，
PBS冲洗三次，每次 5 min，加兔抗 琢-肌动蛋白抗体，兔抗心钠

素抗体 4℃孵育过夜。第二天，吸去抗体，PBS冲洗三次，每次
5 min，加入罗丹明标记山羊抗兔荧光二抗暗室孵育 2 h，PBS

冲洗五次，每次 5 min，DAPI核染剂，暗室孵育 5～ 6 min，PBS

冲洗五次，每次 5 min，封片，荧光显微镜检。
1.5 统计学处理

所有计量数据以均数± 标准差表示，使用 SPSS10.0统计

软件，计量资料应用方差分析，两两比较用 q检验。P＜ 0.05有

统计学意义。

2 结果

2.1 HL-1细胞培养及鉴定
图 1所示，培养 HL-1细胞 24 h，利用倒置显微镜观察到

HL-1细胞呈现多种形态，以三角形、不规则形、杆状及梭形为

主，72h后观察细胞生长融合成片，多数细胞出现规律性搏动。

通过免疫细胞化学鉴定，90 %以上 HL-1细胞 琢-肌动蛋白抗体

染色（+），心钠素抗体染色（+），证实 HL-1 细胞具心房肌细胞

特性。
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图 1 HL-1细胞培养

Fig. 1 Cultured HL-1 cells

注：A，HL-1细胞培养 24小时，倒置显微镜下所见；B，HL-1细胞培养

72小时，倒置显微镜下所见；C，HL-1细胞 琢-肌动蛋白抗体染色，荧光

显微镜下所见（红色为 琢-肌动蛋白染色，蓝色为细胞核染色），发现 90

％以上 HL-1细胞 琢-肌动蛋白抗体染色阳性（100×）；D，HL-1细胞心

钠素抗体染色（红色为心钠素染色，蓝色为细胞核染色（400× ）。

Note: A, HL-1 cells cultured for 24 h, seen under the inverted microscope;

B, HL-1 cells cultured for 72 h, seen under the inverted microscope; C, For

the HL-1 cells, 琢-smooth muscle actin antibody staining, seen under the

fluorescence microscopy (blue for the HL-1 cells nuclear staining, red for

the HL-1 cells, 琢-smooth muscle actin antibody staining), showing that

more than 90 % of the HL-1 cells, 琢-smooth muscle actin antibody

staining was positive(100× ); D, For the HL-1 cells, atrial natriuretic

peptide(ANP) antibody staining (blue for the HL-1 cells nuclear staining,

red for ANP antibody staining)(400× ).

图 2起搏后 HL-1细胞动作电位时程缩短

Fig. 2 Reduction in HL-1 cell APD with rapid stimulation

注：经电场刺激 24 h后 HL-1细胞比正常 HL-1细胞，动作电位时程

（APD）明显缩短 (P<0.05)。

Note: The HL-1 cells stimulated by electric field for 24 h , the action

potential duration (APD) was significantly shorter compared with the

normal HL-1 cells(P<0.05).

图 3 HL-1细胞起搏前后电镜所见

Fig. 3 HL-1 cells under electron microscopy before and after pace-making

注：A：起搏前（5000×）；B：起搏后（8000×）。

Note: A: Before pace-making(5000× ); B: After pace-making(8000× ).

2.2 HL-1细胞电生理学特征

如图 2，经细胞膜片钳技术记录 HL-1细胞及经电场刺激
24 h 后的 HL-1 细胞的动作电位时程（APD），APD 分别为
(106.36± 15.46) ms，(45± 10.59) ms，起搏后 HL-1细胞 APD明

显缩短，刺激前后的 APD有统计学意义(P<0.05)。

2.3 电场刺激前后细胞超微结构变化

正常 HL-1细胞超微结构基本完好：整体细胞状态良好，线

粒体丰富，嵴清晰，线粒体嵴部分断裂；高尔基体扁平状态；细

胞核发育正常，双层核膜结构清晰，核仁明显。起搏后 HL-1细
胞细胞核较大，表面气球形突起；大部细胞呈坏死状态，膜性结

构均呈溶解；线粒嵴呈溶解状态，可见残存嵴结构，肌质密度弥

漫性改变，核固缩，核内染色质凝聚（图 3）。

3 讨论

心房颤动（房颤）是临床最常见的心律失常，是增加心血管

病发病率和死亡率的重要原因，但其确切机制至今未明。

房颤是一个复杂的心律失常，最初出现的某些变化提供了

房颤持续存在的基质，即心房出现电生理、结构和功能的改变。

研究表明，房颤的发生与肺静脉口肌袖细胞的自律性及随年龄
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增长肌间质的纤维化，肌细胞功能减退具有着相关性[7，8]。也有

研究认为氧化应激和炎症可直接导致房颤的病理生理改变[9]，

Fu等在有凋亡基因缺陷的小鼠中发现，炎症反应的增加，可诱

导房颤的发生[10]。

房颤动物模型的建立为进一步认识房颤的发生机制和相

关药物干预作用的效果提供了重要途径。如 1995年 Wijffels

等[11]通过建立山羊快速心房起搏模型发现房颤时心房肌的改

变能够促进房颤自身的发生和维持（房颤促进房颤），此研究成

为利用动物模型研究临床相关房颤的重要进展。左房的扩大已

被公认是促使房颤发生的决定因素[12]，其已在兔、犬、绵羊等动

物上得到证实。由于物种的差别或具体实验方法的不同，得到

的观点不统一。且动物模型具有明显缺陷，如不能评估如神经

体液、血流动力学等因素的影响程度、不能进行精确合理的预

处理[13]。近年来，有从大鼠心房分离培养原代细胞建立房颤模

型[14]，但其存活时间短，起搏后难以长期存活和起搏。

HL-1细胞系来源于小鼠心房，是目前唯一可获得能连续

传代并保持心房特有表现型，如肌节肌球蛋白、心钠素、自动去

极化及心房电生理特性的心房细胞系。RT-PCR证实其基因表

达和成年鼠心房细胞相似[4]。微阵列分析快速起搏 HL-1细胞，

其基因表达变化和细胞重构与人类房颤及动物房颤模型具有

高度一致性[15]。

本研究利用 HL-1细胞建立房颤细胞模型，对房颤早期电

重构机制进行研究。我们从 Claycomb 实验室 (New Orleans,

Louisiana, USA)获得 HL-1细胞系。基于 HL-1细胞具有连续传

代，自主收缩，并保持有正常心肌形态学、生物化学和电生理学

特性的基础上，建立 HL-1房颤细胞模型。此模型具备了急性分

离心肌细胞的时效性，同时还具有体内模型的稳定性，此外，还

可以排除其它不确定因素的干扰。本研究利用 HL-1细胞建立

房颤细胞模型，对房颤早期电重构机制进行研究。结果显示：经

电场刺激，HL-1细胞动作电位时程明显缩短，表明 HL-1细胞
经电场刺激后发生了电生理变化；通过电镜观察 HL-1细胞的

超微结构发现：经过电场刺激，HL-1细胞发生了肌溶解、核固

缩及空泡化等去分化改变。上述研究与动物实验及临床房颤患

者的研究结果一致[16]。房颤时，相应离子通道的上调及下调促

进心房电重构的发生。研究发现[17]，L型钙通道(Ica-L)琢亚单位
mRNA浓度的降低导致 Ica-L密度下降、电流降低，进而导致

动作电位缩短及其频率适应性下降。Viogt等[18]发现，持续性房

颤患者钙超载，使细胞内钙浓度增加，细胞内外离子失衡进而

导致更严重的房颤发生。然而亦有研究显示[19]，在电重构早期

Ica-L茁2亚单位的表达伴随 Ica-L下降而下降，认为 茁2亚单位

表达下降引起 L型钙通道功能下降。上述研究显示，离子通道

表达异常构成房颤电重构的基础。然而房颤的发病机制复杂，

房颤的发生不仅在个体、种族之间存在差异，也与基因突变等

相关[20，21]。但关于房颤离子通道及基因表达的调控机制迄今未

明，利用 HL-1细胞建立房颤细胞模型，为房颤分子生物学机制

的研究及药物对于房颤基因转录、信号转导机制的作用提供理

论依据。
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的大鼠中 Th17细胞和调节性 T细胞之间功能失衡。Fabrega[15]

发现，肝移植患者术后发生急性排斥反应时血浆中 IL-17水平
升高。这些研究都表明 Th17细胞可能介导肝移植后急性排斥

反应的发生。在对患者进行随访中我们发现，患者术后发生急

性排斥反应时 Th17细胞频率明显升高，并与肝功指标 ALT正

相关。这提示，外周血中 Th17细胞频率有可能作为诊断急性排

斥反应的免疫学指标。由于本研究入组样本量有限，因此，以上

结论尚需进一步通过多中心大样本的研究进行验证。Th17细

胞导致急性排斥反应发生的机制还不十分清楚。目前认为

Th17 细胞通过分泌大量效应性细胞因子导致组织损伤，如

TNF-琢、IL-6、IL-9、IL-21、IL-22、IL-23、IL-26等[16，17]。而 IL-17为
Th17细胞分泌的主要效应性细胞因子，不仅可以调动和激活

中性粒细胞，还可以诱导表达一些炎症相关基因[18]及分泌某些

中性粒细胞趋化因子，如 CXCL1、CXCL2和 CXCL8[19]，终而导

致炎症反应发生。Itoh等[20]发现，当受体缺失 IL-17时，招募的

同种异体炎症性细胞明显降低。总之，之前的研究与我们的研

究提示，肝移植急性排斥反应的发生可能与 Th17细胞有关，
Th17细胞有可能作为诊断急性排斥反应发生的免疫学指标。
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