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五指山猪二尖瓣间质细胞的分离、培养与鉴定

陈淑敏， 陈 宇， 赵源杰， 刘萌萌
（海南大学 热带农林学院/农业农村学院/乡村振兴学院，海口 570228）

摘　要: 黏液瘤样二尖瓣疾病（MMVD）是哺乳动物最常见的心脏病之一，临床上可引发心力衰竭和猝死，目

前该病的发病机制尚不完全明确。在MMVD发生发展进程中，二尖瓣间质细胞（MVICs）活化引起的细胞外

基质重塑是本病的关键病理变化。因此本研究拟通过建立五指山猪原代MVICs分离、培养体系，获得可稳定

培养的MVICs，为MMVD相关研究提供体外研究细胞材料。结果表明，用目前方法分离得到的五指山猪二尖

瓣细胞呈CD31阴性、Vimentin阳性，符合MVICs特点。对比添加不同浓度血清的培养基，含 10%胎牛血清

（FBS）的完全培养基对MVICs细胞增殖活力更有利，可支持MVICs在体外稳定培养至少20代。本研究获得的

五指山猪原代MVICs可为二尖瓣疾病病理机制研究与进一步的靶向药物开发提供体外研究平台。
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黏液瘤样二尖瓣疾病（myxomatous mitral valve 
disease， MMVD）又称退行性二尖瓣疾病（degenera⁃
tive mitral valve disease， DMVD），是最常见的心脏

瓣膜病［1］，影响全球约 1.7亿人口［2］。二尖瓣是位

于心脏左心房与左心室之间的重要解剖结构。正

常生理状况下，二尖瓣可保证血流按单一方向从

左心室流入左心房。发生MMVD后，瓣膜小叶增

厚、脱垂、连枷以及瓣叶边缘结节形成，腱索过度

伸长甚至断裂，从而引起血液返流，最终可导致心

力衰竭甚至死亡的严重后果［3］。目前临床上缺乏

MMVD靶向治疗药物［4−5］，亟需开发新型药物以减

缓或逆转疾病进程。既往研究结果［3］表明，发生

MMVD时，二尖瓣间质细胞（mitral valve interstitial 
cells， MVICs）的激活起到了关键作用。发生表型

改变的静止 MVICs（qVICs）转变为活化 MVICs

（aVICs），aVICs以高表达α-平滑肌肌动蛋白（alpha 
smooth muscle actin， α -SMA）为 特 征 ，活 化 的

MVICs可引起Ⅰ型胶原、蛋白聚糖、基质金属蛋白

酶等在内的细胞外基质与调节蛋白产生与降解异

常［6−7］，导致细胞外基质重塑，从而造成了二尖瓣的

黏液瘤样病变［3−8］。但关于 MVICs 活化及 MMVD
的具体发病机制尚不完全明确，需要进一步探究。

由于二尖瓣临床样本难以获得，且市场上缺乏商

品化 MVICs，因此极大限制了 MVICs 与 MMVD 的

相关研究。五指山猪作为海南省特色猪种，是我

国一种体型最小、体质量最轻的猪种，具有抗逆性

强、遗传稳定性好等特性［9］。因猪的心脏解剖结

构、生理功能与人类极其相似的特点，五指山猪被

认为是良好的心血管疾病动物模型，适用于瓣膜

疾病的比较医学研究［10−11］。因此本研究拟构建五
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指山猪心脏MVICs原代细胞培养体系，获得可在

体外稳定传代的 MVICs，为进一步研究 MMVD 发

病机制及探索药物靶点奠定细胞学基础，提供体

外研究平台。

1　材料与方法

1.1　试验材料　

1.1.1　组织样本　　组织样本　本研究所用五指山猪购于海南

农乡牧生态农业开发有限公司。研究期间共收集

7例五指山猪新鲜二尖瓣组织样本，试验操作符合

海南大学动物伦理操作规范。

1.1.2　 主 要 试 剂 耗 材　　 主 要 试 剂 耗 材　 Advanced DMEM/F-12
（12634010）、新西兰特级胎牛血清（16210064）、
Ⅱ型胶原酶（17101-015）、青霉素-链霉素（15140122）、
L- 谷氨酰胺（25030081）和 TrypLE ™ Express 酶

（12604013）均购自Gibco；兔源抗CD31多克隆抗体

（bs-0195R）购自 Bioss；鼠源抗 Vimentin 多克隆抗

体（V6839）和鼠源抗 α-SMA 多克隆抗体（A2547）
均购自 Sigma；Alexa Fluor ™ 568 的山羊抗兔 IgG
（A11011）、Alexa Fluor ™ 488 的 山 羊 抗 鼠 IgG
（A10667）、HRP 标记的山羊抗兔 IgG（A16069）和
HRP标记的山羊抗鼠 IgG（A16066）均购自 Invitro⁃
gen；CCK-8 溶液（GK10001）购自 Glpbio；75 cm2培

养瓶购自 Corning；Western 专用一抗二抗稀释液

（AR1017）购自Boster。
1.1.3　主要仪器　　主要仪器　台式高速冷冻离心机（德国

Eppendorf）；全波长酶标仪（瑞士Tecan）；立式压力

蒸汽灭菌锅（鸡西辰丰医疗）；蛋白电泳仪（北京君

意）；全自动化学发光系统（上海天能）；超净工作

台（天津泰斯特）；二氧化碳培养箱（上海力申）；倒

置显微镜（无陌光学）；Agilent BioTek Cytation 1（奥

恒生物）。

1.2　试验方法　

1.2.1　　五指山猪原代五指山猪原代MVICs的分离与培养　的分离与培养　从安

乐死后的半月龄健康五指山猪中迅速采集心脏二

尖瓣样本，预冷灭菌生理盐水冲洗样本表面血液，

之后将样本转至无菌预冷PBS中，尽快转至细胞间

分离MVICs。MVICs分离培养方法参考之前用胶

原酶消化分离犬MVICs的方式［12］。在超净台上用

无菌手术器械分离二尖瓣前叶，将二尖瓣前叶置于

125 U·mL-1 Ⅱ型胶原酶溶液，37 ℃消化10 min。无

菌拭子剥离瓣膜表面内皮细胞后，将其余瓣膜组织

切碎为糜状置于Ⅱ型胶原酶溶液，37 ℃下消化组织

18 h。随后将组织完全吹散，在 1 500 r·min-1条件

下离心 5 min，弃上清后使用AF-12完全培养基重

悬，随后在 1 000 r·min-1 条件下离心 5 min，使用

10 mL 完全培养基重悬，移入 T75 培养瓶，置于

37 ℃，5%二氧化碳培养箱培养。每 48 h更换 1次
培养液，在细胞达到80%融合度时进行传代培养。

弃上清，加入TrypLE™ Express酶，37 ℃条件下消化

8 min。使用AF-12完全培养基中止消化，将细胞

悬液置于离心管1 000 r·min-1室温离心5 min后弃

上清，以1∶2或1∶3的比例接种于新的培养瓶中继

续培养。

1.2.2　免疫荧光法　　免疫荧光法　使用免疫荧光法对五指山猪

MVICs进行表型鉴定。将传代至第四代的细胞在

达到 90%以上融合度时进行消化，将细胞以密度

为 1×104 个 . 孔的方式种于 8 孔腔室载玻片中。

24 h后从样品孔中吸除培养液，用1×PBS洗涤细胞

3次，5 min·次。用丙酮溶液在-20 ℃条件下固定

10 min，用1×PBS洗涤细胞3次，5 min·次。用10%
山羊血清/0.5% Tween20/PBS 室温封闭 1 h。使用

Image-iT ™ FX 信号增强剂室温孵育 30 min。将

α-SMA（1∶400）、Vimentin（1∶1 600）、CD31（1∶100）
按比例于 1%山羊血清/0.5% Tween20/PBS抗体稀

释液中稀释，4 ℃过夜孵育。次日用1×PBS洗涤细

胞 3次，5 min·次。使用Alexa Flour 568标记的山

羊抗兔检测 CD31；Alexa Flour 488 标记的山羊抗

鼠检测α-SMA、Vimentin。二抗均以 1∶500的比例

进行稀释。荧光二抗在室温下避光孵育 1 h。拆

除腔室隔板，在载玻片上滴加含DAPI的防荧光淬

灭剂，封片后用 BioTek Cytation 1 荧光显微镜

观察。

1.2.3　　CCK-8 试验　试验　将含 2% 胎牛血清（FBS）和
10% FBS 的 AF-12 培养基分别培养出来的 MVICs
细胞以细胞密度为3×103个 .孔的方式在96孔板中

培养，每组 6 个复孔。将细胞在 CO2培养箱中于

37 ℃培养 24 h。用移液枪向板的每个孔中加入

10 µL CCK8 溶液。将 96 孔板在培养箱中孵育

1.5 h。振荡轻轻混合1 min后使用酶标仪测定A450。

1.2.4　　MVICs 总蛋白的提取　总蛋白的提取　使用 NP40 裂解液

提取细胞中的蛋白。向NP40中提前加入蛋白酶抑

制剂。取蛋白标准品配制蛋白标准溶液。根据样

品数量，按50体积BCA试剂A加1体积BCA试剂B
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（50∶1）配制适量BCA工作液，充分混匀。将20 µL
样品加入 96 孔板的样品孔中。各孔加入 200 µL 
BCA工作液，37 ℃反应 20 ~ 30 min。用酶标仪测

定A562。根据标准曲线和使用的样品稀释倍数计

算样品的蛋白浓度。根据蛋白浓度计算蛋白上样

体积，用适量 5×loading buffer与样本混匀，使用金

属浴在100 ℃下反应15 min对蛋白进行变性处理。

1.2.5　　免疫印迹反应　免疫印迹反应　将 10 µg 蛋白样品用 10%
的分离凝胶进行 SDS-PAGE分离。将蛋白转移到

PVDF 膜上（ISEQ00010，MERCK），并在室温下以

Tris-buffered saline （TBS）在 5% 脱脂牛奶（Sangon 
Biotech， Shanghai， China）中封闭 2 h。在 4 ℃下，

将 α -SMA（1∶1 500）、Vimentin（1∶2 000）、CD31
（1∶500）和GAPDH（1∶10 000）按比例于一抗稀释液

中，4 ℃孵育膜过夜。在TBST中洗涤3次，5 min·次，

在室温下用相应种属二抗室温孵育1 h，TBST洗膜

5 次，5 min·次。将 ECL 化学发光液均匀滴加在

PVDF 膜上进行显影，使用 Image J 进行可视化

分析。

1.2.6　数据统计与分析　　数据统计与分析　数据以平均值±SEM 表

示。采用GraphPad Prism 8.0进行统计学分析。采

用 t检验确定两组间的显著性。统计学显著差异

均定义为P < 0.05。
2　结果与分析

2.1　MVICs 形态特点观察　从半月龄五指山猪

二尖瓣组织分离的MVICs在悬浮状态下呈圆形，

约 2 h 后细胞逐渐展开贴壁。MVICs 约 24 h 后

开始增殖，第 7 天细胞融合度达到 80%。倒置光

学显微镜下可见MVICs呈现梭形和多角形，结构

清晰（图 1）。细胞可稳定传代至第 23代，生长状

态良好。

2.2　MVICs 表型的鉴定　通过免疫荧光检测

α-SMA、Vimentin 和内皮细胞标志物 CD31 在

MVICs表达情况。结果表明，所有细胞呈Vimentin
阳性、CD31 阴性，极少数细胞呈 α -SMA 阳性

（图 2），由此可确认所分离纯化的细胞为MVICs，
且未受VECs污染。

2.3　MVICs 培养基在不同血清浓度条件下对

VICs活化的影响　

2.3.1　　不同血清浓度培养下细胞形态及活化水不同血清浓度培养下细胞形态及活化水

平　平　先前研究表明低血清培养基能维持犬

MVICs的静止表型［13］，为探究培养基不同血清浓

度对猪 MVICs 的影响，将含 2% FBS 与含 10% 
FBS 的完全培养基培养的 MVICs 进行对比。结

果显示，两组细胞主要形态皆为梭形，无明显差

异（图 3）。
2.3.2　不　不同血清浓度培养下的细胞活化程度　同血清浓度培养下的细胞活化程度　利

用细胞免疫荧光技术检测不同血清浓度培养基培

养下MVICs的α-SMA与Vimentin表达情况。结果

显示，10% FBS与 2% FBS培养条件下MVICs均高

表达Vimentin，少量活化VICs表达α-SMA（图4-A）。
随后利用 Western Blot 检测 MVICs 中 α -SMA 与

Vimentin 表达水平变化，结果表明两组无显著差

异。综上，本研究判断不同血清浓度培养对MVICs
的活化无显著影响（图4-B、C）。
2.3.3　不同血清浓度培养下的细胞活性　　不同血清浓度培养下的细胞活性　为了进

一步探究血清浓度对MVICs活性影响，将两组细

图1　五指山猪原代MVICs形态。

B为A的放大倍数图。

Fig. 1　Morphology of primary MVICs from Wuzhishan pigs.
B is the magnification of A.

图2　五指山猪二尖瓣间质细胞表型的鉴定

绿色：绿色荧光蛋白，GFP一般文中只写DAPI；蓝色：

DAPI（4′，6-二脒基-2苯基吲哚）。

Fig. 2　Identification of the phenotype of MVICs in 
Wuzhishan piglets.

Green：GFP； Blue：DAPI.

766



第 6 期 陈淑敏等: 五指山猪二尖瓣间质细胞的分离、培养与鉴定

胞同时培养 120 h，使用CCK8对两组细胞活性进

行监测。结果表明，两组细胞生长活性具有显著

差异。10% FBS培养条件下，细胞 0 ~ 48 h为缓慢

增长期，48 ~ 96 h为快速增长期，96 ~ 120 h为平台

期；2% FBS培养条件下，细胞 0 ~ 24 h为快速增长

期，24 ~ 120 h为缓慢增长期，120 h时细胞数量显

著低于含 10% FBS 培养基组（图 5）。综上，10% 
FBS培养条件下的细胞生长速度及活性显著优于

2% FBS培养条件下的细胞。

3　讨 论

本试验采用Ⅱ型胶原酶消化法分离半月龄五

指山猪心脏MVICs，经鉴定和传代对其进行纯化。

MMVD过程中，qVICs转变为 aVICs，α-SMA表达增

多、Ⅰ型胶原等间充质产物表达异常［14］，进而引发

ECM沉积与重塑［15−16］。目前人类二尖瓣疾病多采

用手术修复和置换等治疗方法，该方法具有侵入

性，费用昂贵且可能导致严重的并发症［17］。亟需

利用体外模型研究其发病机制及新药开发。原代

细胞具有保留细胞在体内的生理功能的特点，同

时其体外培养可操作性与复制性强，有利于研究

细胞功能与生命活动［18］。获取天然的人类二尖瓣

组织非常困难，经研究表明，猪和人类二尖瓣的解

剖结构非常相似，且被用于体外二尖瓣疾病研

究［19−20］。因此，本研究分离和纯化猪MVICs并建立

体外猪MVICs培养体系是目前探索二尖瓣疾病发

病机理及开发靶向药物的重要条件，为开展相关

试验提供研究基础。

既往研究中对MVICs的分离培养主要采用组

织块贴壁法［18］和酶消化法［12］。本试验采用半月龄

五指山猪心脏二尖瓣作为原材料，使用Ⅱ型胶原

酶消化法提取猪MVICs，经鉴定和传代对其进行纯

化。为验证本试验提取的猪MVICs纯度，采用免

图4　不同血清浓度培养下MVICs活化水平。

A：免疫荧光检测不同血清浓度培养下 MVICs 中
α-SMA与Vimentin含量，B-C：免疫印迹检测不同血清浓度

培养下MVICs中α-SMA与Vimentin表达水平变化。

Fig.  4　Activation levels of MVICs in different serum 
concentrations．

A： Immunofluorescence detection of α-SMA and Vimen⁃
tin content in MVICs cultured with different serum concentra⁃
tions； B-C： WB detection of α-SMA and Vimentin expression 
levels in MVICs cultured with different serum concentrations.

图5　不同血清浓度培养条件下MVICs细胞的活性。

*P < 0. 05，**P < 0. 01，***P < 0. 001.
Fig. 5　MVICs cell activity under culture conditions with 

different serum concentrations.

图3　不同血清浓度培养条件下MVICs形态。

Fig. 3　Morphology of MVICs under culture conditions 
with different serum concentrations.
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疫荧光法鉴定内皮/间质标志物。CD31为内皮细

胞标志物；Vimentin为间质细胞骨架构成成分［21］。

结果显示分离的原代细胞中CD31阴性，Vimentin
阳性，表明分离出的细胞为MVICs，且未出现VECs
污染。α-SMA为平滑肌肌动蛋白，在活化的 aVICs
中高表达［21］。为进一步分析原代MVICs的活化程

度，免疫荧光法鉴定α-SMA为低表达，表明分离的

MVICs未发生明显的活化。综上，本研究分离出的

MVICs 纯度较高、细胞形态较好且能进行连续传

代，可以作为良好的体外模型。VICs具有多种表

型，在二尖瓣疾病状态下为 aVICs状态，在健康状

态下为qVICs（在前文有提到为静止的MVICs）［22］。

有研究表明离体培养极易使VICs发生活化［23］，为

使MVICs体外培养体系能够成为研究二尖瓣疾病

的体外模型，本试验探索是否能通过优化培养条

件使体外培养MVICs达到qVICs的水平，探究血清

浓度是否影响 VICs 活化。本研究随后采用 2% 
FBS与 10% FBS的AF-12培养基培养MVICs。2% 
FBS与 10% FBS的培养基所培养的MVICs主要形

态皆为梭形，无明显差异。两组细胞皆可稳定传

代，生长状态良好。利用CCK8实验比较不同培养

时间下两组细胞的细胞活性，结果显示，10% FBS
组生长速度高于 2% FBS组。这表明血清浓度对

于细胞活性及细胞生长速度有很大影响，较高浓

度的血清能使细胞活性更高，生长速度更快。免

疫荧光和Western Blot检测两组α-SMA与Vimentin
表达水平以检测 MVICs 活化水平变化的结果显

示，2% FBS组细胞的活化水平较 10% FBS组无显

著变化。以上结果表明，血清浓度影响MVICs的
细胞活性和生长速度，且可能影响细胞的活化

水平。

4　结 论

综上所述，本研究成功利用酶消化法分离出

五指山猪MVICs，建立可稳定传代的猪MVICs离体

培养模型。随后筛选不同浓度血清培养基，结果

表明含 10% FBS 的 AF-12 培养基能更好的维持

MVICs增殖活力，实现体外稳定传代培养。本研究

为MMVD体外疾病模型的构建提供技术基础，为

深入探究MMVD的发病机制提供体外研究平台，

具有重要的理论和现实意义。
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Isolation, culture and identification of mitral valve 
interstitial cells from Wuzhishan pig

CHEN Shumin,  CHEN Yu,  ZHAO Yuanjie,  LIU　Mengmeng
(School of Tropical Agriculture and Forestry/SARA/SRR, Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China)

Abstract: Myxomatous mitral valve disease (MMVD) is one of the most common heart diseases in mammals, 
which can lead to heart failure and sudden death in clinical practice. The extracellular matrix remodeling caused 
by mitral stromal cells (MVICs) activation is the key pathological change in the development of MMVD. 
Therefore, this study intended to establish a separation and culture system for primary MVICs of Wuzhishan pig 
to obtain stable cultured MVICs, providing cell materials for in vitro research on MMVD. The results showed that 
the mitral valve cells of Wuzhishan pig isolated by the present method were CD31 negative and Vimentin 
positive, which were consistent with the characteristics of MVIC. Compared with the medium with different serum 
concentrations, the complete medium containing 10% FBS serum was more favorable to the proliferation activity 
of MVICs cells, and could support the stable culture of MVICs in vitro for at least 20 generations. The primary 
MVICs of Wuzhishan pig obtained in this study can provide an in vitro research platform for the study of the 
pathological mechanism of mitral valve disease and the further development of targeted drugs.
Keywords: myxomatous mitral valve disease； Mitral valve interstitial cells； α-smooth muscle actin； Wuzhishan pig
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