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猫心脏成纤维细胞的分离、鉴定与应用
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摘　要： 心脏纤维化是导致患心脏病动物猝死的重要原因，心脏成纤维细胞是参与心脏纤维化主要细胞类

型。本研究成功分离了猫原代心脏细胞，并实现在体外传代培养 5 代，经细胞形态学与分子生物学方法鉴定，

符合心脏成纤维细胞特点。经 TGFβ1 诱导后，活化的成纤维细胞标志物 α-SMA 蛋白在刺激 48 h 后表达水

平升高，说明 TGFβ1 刺激促进了猫原代心脏纤维细胞的活化。研究结果可为探究心脏纤维化发病机制提供

依据，为心脏纤维化研究提供细胞学基础。
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肥厚型心肌病（hypertrophic  cardiomyopathy，
HCM）是猫最常见的心脏病，严重影响猫的健康，

有研究表明，至少 40% 的猫猝死与心脏病（尤其是

心脏纤维化）有关[1]。心脏纤维化是 HCM 猫心脏

典型病理变化，特点为以胶原为代表的细胞外基

质（extracellular matrix，ECM）合成增多、降解不足

从而引起 ECM 蛋白过度沉积[2]。心脏成纤维细胞

是参与心脏纤维化主要细胞类型，其生理状态下

主要功能是产生胶原蛋白等细胞外基质成分，通

过产生和降解 ECM 成分不断改变细胞外环境维

持动态平衡，以维持心脏组织的结构和运作 [3-4]。

当心脏组织受到损伤或者病变时，成纤维细胞激

活并参与心脏损伤后的 ECM 重塑，过度的反应会

导致心脏发生重塑不良 [5-6]。最近研究提出猫

HCM 的心脏纤维化病理进程由巨噬细胞驱动，活

化的巨噬细胞可释放促血管生成和促纤维化的介

质，诱导新的间质血管形成、成纤维细胞增殖和活

化、肌成纤维细胞的发育和间质胶原的沉积[7]。现

已知转化生长因子 β 1（transforming growth factor
beta，TGFβ1）信号通路是人心脏纤维化的主要促

纤维化通路 [8]，通过诱导含有应力纤维的 α-SMA

的形成和促进 ECM 基因的表达，使心脏成纤维细

胞活化为分泌型肌成纤维细胞。虽然已知猫的心

肌病、心脏纤维化与凝血功能异常及炎症有关，但

猫心脏纤维化发生的具体的病理机制尚不明确。

因此，心脏成纤维细胞被认为是解释猫心脏纤维

化病理机制、开发心脏纤维化的新型生物标志物

的关键研究对象。目前，在小鼠和大鼠心脏中已

经有成功分离原代心脏成纤维细胞并进行体外培

养的报道，然而还没有研究表明已开发出猫心脏

成纤维细胞模型。鉴于心脏组织获取的局限性，

分离培养原代猫心脏成纤维细胞是未来建立体外

心脏纤维化细胞模型的关键点。本研究将通过收

集临床猫组织样本，分离培养猫心脏成纤维细胞，

进行细胞形态学观察与细胞表型鉴定实验，拟用

该细胞构建心脏纤维化体外模型，服务于猫心脏

纤维化的临床基础研究。

 1　材料与方法

 1.1　试验材料　

 1.1.1　组织样本　于海口合作动物医院对意外受
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孕猫进行子宫卵巢摘除术，采集妊娠中期胎囊组织，

迅速低温运输至实验室，用无菌器械切开胎囊获

得猫胚胎。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　电泳缓冲液、转膜缓冲液、

PBS（赛维尔生物，中国）；RIPA 裂解液、蛋白酶抑

制剂（碧云天，中国）；Tween 20（源叶生物，中国）；

Western Blot 专用抗体稀释液（博士德，中国）；新

西兰特级山羊血清、Advanced DMEM/F-12、新西

兰特级胎牛血清、Ⅱ型胶原酶、青霉素–链霉素溶

液 、 TrypLE™  Express 酶 （1×）、 L-谷 氨 酰 胺

（Gibco，美国）；CD31 抗体（bs-019）（Bioss，美国）；

Vimentin 抗 体 （V6839）、 α-SMA 抗 体 （A2547）
（Sigma，德国）；Image-iT™ FX 信号增强剂、Goat
anti-Rabbit  IgG（H+L） Cross-Adsorbed  Secondary
Antibody, Alexa Fluor™ 568、Goat anti-Mouse IgG,
IgM, IgA（H+L）Secondary Antibody, Alexa Fluor™
488、Goat anti-Mouse IgG （H+L） Secondary Antibody，
HRP（Invitrogen，美国）；GAPDH Rabbit  Polyclonal
Antibody（10494-1-AP）（proteintech，中国）；丙酮溶

液（西陇科学）；Tween 20（北京兰杰柯）；重组人

TGFβ1 蛋白溶液（R&D system）

 1.1.3　主要仪器　二氧化碳培养箱（上海力申科

学仪器有限公司）；Agilent BioTek Cytation 1（奥恒

生物）；倒置显微镜（无陌光学）；全波长酶标仪

（TECAN，瑞士）；蛋白电泳仪（北京君意东方电泳设

备有限公司）；全自动化学发光系统（Tanon，中国）；

超净工作台（泰斯特，中国）；电热恒温水浴锅（上海

精宏实验设备有限公司）；电子天平（上海佑科仪器

仪表有限公司）；移液器（Eppendorf，德国）；立式压力

蒸汽灭菌锅（鸡西市辰丰医疗器械制造有限公司）

 1.2　试验方法　

 1.2.1　猫原代心脏成纤维细胞的分离与培养　将

猫胚胎转移至细胞间内的超净工作台内，通过中

线开胸方法将猫胚胎心脏从胸腔中取出。用含有

1% 青霉素–链霉素溶液（V/V）的预冷无菌 1×PBS
冲洗心脏，切除可见的大血管与心房等部分，最终获得

心室肌组织。将切碎的心室肌组织碎块置于

15 mL 离心管中，加入 3 mL 无菌Ⅱ型胶原酶溶液

（125 IU·mL−1，由完全培养基配制），于 4 ℃ 消化

16 h。轻柔吹散组织碎块使其尽可能溶解。将细

胞悬液离心后，弃胶原酶溶液，完全培养基重悬细

胞后再次离心并弃液。加入 5 mL 完全培养基重

悬细胞，接种在 T25 细胞培养瓶中，于 CO2 培养箱

内培养。每 48～72 h 换一次液，定期在倒置显微

镜下观察细胞形态与生长变化，并拍照记录。

当细胞融合度达 80%～90% 时，使用 TrypLE™
Express 消化，以 1:2 进行传代培养。

 1.2.2　免疫细胞化学　将培养至第一代的细胞进

行消化与重悬，按照每孔 1×104 个的细胞密度接种

于腔室载破片上。24 h 后弃去培养基，PBS 洗涤

细胞 3 次，使用丙酮溶液在−20 ℃ 冰箱中固定

10 min，PBS 洗涤 3 次。山羊血清室温封闭 1 h，
Image-iT™ FX 信号增强剂室温孵育 30 min。利

用抗体稀释液（0.1% 山羊血清 + 0.1%Tween 20 +
PBS）将一抗稀释至所需浓度，分别为 Vimentin
（V:V=1:1 600）、α-SMA（V:V=1:400）与 CD31（V:V=
1:100）抗体，4 ℃ 冰箱孵育过夜。次日 PBS 洗涤

3 次后加入荧光二抗，室温、阴湿环境中孵育 1 h。
滴加含有 DAPI 的防荧光淬灭剂，封片剂封片后转

移至 BioTek Cytation 1 荧光显微镜下观察。

 1.2.3　蛋白免疫印记　将培养至第 5 代的细胞进

行消化与离心，使用 RIPA 提取细胞蛋白，按照

BCA 法蛋白质浓度测定试剂盒说明书测定蛋白浓

度。上样体系为 10 μL，用 5×蛋白上样缓冲液与蛋

白样本混匀，在 100 ℃ 的条件下进行 10 min 变性

处理。采用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术进行蛋白质

分离，电泳条件为恒压 80 V，20 min，样品进入分

离胶后，切换至恒压 120 V 电泳至分离胶底部。利

用 PVDF 膜进行湿转印法 ，条件为恒压 80  V，

55  min。将转印好的 PVDF 膜取出放入封闭液

[5%（V/V）脱脂蛋白粉 ] 中，置于水平摇床上室温封

闭 1.5 h。将已封闭的 PVDF 膜浸没于目的蛋白

抗体 ，分别为 Vimentin（V:V=1:2  000）与 α-SMA
（V:V=1:2 000），内参蛋白为 GAPDH（V:V=1:10 000），
条件为 4 ℃ 冰箱孵育 16 h。最后使用 ECL 发光

液进行显影，将其均匀涂在 PVDF 膜上后，利用全

自动化学发光系统进行曝光。Vimentin 与 α-SMA
的曝光时间为 0.5 s。
 1.2.4　TGFβ1 刺激猫原代心脏纤维细胞　将冻存

的第 2 代猫心脏纤维细胞复苏培养，直至细胞达

到 90% 融合度（V/V）。消化并收集细胞，将细胞传

代于 T25 细胞培养瓶，用于后续细胞刺激试验。

当细胞融合度为 80%（V/V），将细胞完全培养液换

为不含胎牛血清的细胞培养基，饥饿处理 24 h。
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处理组细胞培养瓶中滴加配置好的 TGFβ1 溶液

（TGFβ1 最终在培养基内质量浓度为 5 ng·mL−1），

以 8 字法将培养液与试剂充分混匀，对照组添加

等量不含胎牛血清的细胞培养液。在 48 h 后收集

对照组与处理组样本的细胞沉淀，保存于−80 ℃

冰箱，后续用于蛋白免疫印记试验。使用 ImageJ

软件计算目的蛋白与内参蛋白条带的灰度值，利

用软件 GraphPad Prism 9.0 建立柱状图。

 2　结果与分析

 2.1　细胞形态学特征　分离所得细胞在倒置显微

镜下观察（图 1）呈梭形、不规则三角形、多角形和

扁平星形，中央有卵圆形核，胞质突起，生长时呈

放射状，符合间充质细胞形态。细胞在体外培养

第 3 天时开始出现明显增殖，体外培养第 7 天时

细胞融合度可达到 80%（V/V）。细胞传代至第 5～6

代时，增殖速率显著减慢，细胞个体增大。

 2.2　细胞表型鉴定　免疫荧光染色结果显示，成

纤维细胞标志物 Vimentin 在细胞中呈阳性表达，

且荧光信号较强，成纤维细胞活化的标志物 α-SMA

在部分细胞中呈阳性表达，内皮细胞标志物 CD31

为阴性表达（图 2）。免疫印记结果显示 Vimentin

与 α-SMA 蛋白表达皆为阳性（图 3）。实验结果表

明，该细胞表型鉴定结果为心脏成纤维细胞。

 2.3　TGFβ1 刺激细胞后的形态学观察及 α-SMA

的蛋白表达水平　心脏成纤维细胞在经过 48 h

的 TGFβ1 刺激后，从细胞形态学上并未观察到明

显的变化，蛋白免疫印记结果显示 α-SMA 蛋白表
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图 1    细胞形态学观察结果（比例尺=100 μm 与 200 μm）

Fig. 1    Morphology of cells (Scale bar =100 μm and 200 μm)
 

DAPI Merge DAPI Merge

Vimentin CD31

α-SMA
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GFP RFP

图 2    免疫细胞化学鉴定（比例尺=100 μm）

Fig. 2    Characterization of cells using Immunocytochemistry (Scale bar = 100 μm)
注：NC，未加入目的蛋白抗体的对照组。

Note: NC, The control group without the addition of the antibody for the target protein.
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达水平升高（图 4）。

 3　讨　论

本实验使用酶消化法对原代猫心脏成纤维细

胞进行体外分离，并实现了稳定传代培养，结合细

胞形态学与细胞特征标志物鉴定，可判定分离培

养的细胞符合原代心脏成纤维细胞特征。经

TGFβ1 诱导后，活化的成纤维细胞标志物 α-SMA
蛋白在刺激 48 h 后表达水平升高，说明 TGFβ1 刺

激促进了猫原代心脏纤维细胞的活化。该细胞可

用于猫的心脏纤维化体外研究，为进一步了解猫

心脏纤维化发病机制奠定基础。

研究心脏纤维化需要大量的临床样本支持，

但由于心肌组织采样损伤大，在临床实践中往往

较难获得，样本数量受限。在实验动物“4R”原则

中，呼吁人类增强伦理观念，倡导应用无知觉材料

替代有知觉动物的方法[9]。建立心脏纤维化体外

模型，替代实验动物，可缓解猫与人类心脏纤维化

研究面临的临床样本稀缺问题。基于心脏成纤维

细胞在心脏纤维化中所起的关键作用，体外培养

心脏成纤维细胞建立心脏纤维化模型是常用手段，

从小鼠与大鼠上已成功分离培养了心脏成纤维细

胞。分离培养心脏成纤维细胞结果表明，细胞形
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图 3    蛋白免疫印迹鉴定
Fig. 3    Characterization of cells using Western Blot

注：CF，心脏成纤维细胞。
Note: CF, Cardiac Fibroblast.
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A. 心脏成纤维细胞形态；B. 心脏成纤维细胞α-SMA的蛋白表达水平；C. 量化α-SMA的蛋白表达水平。
A. Morphology of cardiac fibroblasts; B. Protein expression level of α-SMA in cardiac fibroblasts; C. Quantification of
α-SMA protein expression level.

图 4    TGFβ1 刺激心脏成纤维细胞后的细胞形态及 α-SMA 的蛋白表达水平
Fig. 4    Cell morphology and α-SMA protein expression level of cardiac fibroblasts stimulated by TGFβ1

注：**表示 P<0.01。
Note: **indicates P < 0.01.
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态呈纺锤形，连续传代至第 3 代，细胞始终保持其

特征性的梭形外观[10]。本研究观察到细胞胞体呈

梭形、不规则三角形、多角形和扁平星形，中央有

卵圆形核，胞质突起，生长时呈放射状，符合心脏

成纤维细胞的形态。Vimentin 是一种中间丝蛋

白，是间充质细胞谱系的典型标志物，也是心脏成

纤维细胞最敏感、最经典的标志物 [11]。CD31
是内皮细胞的标志物，常用与 Vimentin 结合来区

分成纤维细胞与内皮细胞[12]。表达平滑肌肌动蛋

白 α-SMA 是肌成纤维细胞的重要特征[13]，当心脏

受到损伤时，成纤维细胞激活转化为肌成纤维细

胞，在损伤修复中起着关键作用。具有高度收缩

性的 α-SMA 通过特殊的细胞表面结构与 ECM 连

接，重塑周围的 ECM。本研究分离培养的细胞均

表达 Vimentin 蛋白，并且不表达 CD31 蛋白，活化

的成纤维细胞的标志物 α-SMA 仅少量呈阳性，表

明分离得到纯度较高的心脏成纤维细胞。

获得纯净的成纤维细胞群体对于阐明其在修

复和纤维化中的功能起到至关重要作用，最流行

和最成熟的富集成纤维细胞的方法是通过酶对组

织消化后进行选择性黏附，然而酶消化法也存在

着无法区分静止和激活的成纤维细胞的局限性[14]。

在一项心脏纤维化研究中，分离培养的新生小鼠

原代心脏成纤维细胞被证明比永生化细胞系具有

更好的生物学相关性[15]。但在经过两到三次传代

培养后，心脏成纤维细胞易向肌成纤维细胞转分

化，表现为 α-SMA 表达升高[16]。另有文献报道称，

原代培养心脏成纤维细胞难以在细胞培养瓶中长

时间维持原有的状态，是因为该细胞的表型可塑

性和机械应力比较敏感[17]，这与本研究在实验当中

所观察到的结果相符：在实验中观察到经过传代

培养后部分心脏成纤维细胞处于活化状态（α-
SMA 阳性），且增殖速率减缓。 Galie 等[18] 研究结

果表明，培养基中血清含量的减少会导致大鼠心

脏成纤维细胞 α-SMA 表达水平上升，促进了心脏

成纤维细胞向活化表型的转变。本研究前期也尝

试了用不同血清浓度培养基对细胞进行培养，但

细胞 α-SMA 水平并无明显差异。有关如何降低

心脏成纤维细胞在体外培养的活化程度、优化细

胞培养条件等问题，未来工作可聚焦于采用水凝

胶系统对细胞进行三维培养、降低机械应力刺激、

优化细胞接种密度、添加与促活化相关细胞因子

的抑制剂等，具体有待于进一步研究。现有研究

结果表明，人心脏纤维化主要受转化生长因子 β（
transforming  growth  factor  beta， TGFβ ）调 控 [19]。

在体外建立心脏纤维化模型常用 TGFβ1 进行诱

导，本研究根据 Humeres 等[20] 的试验条件，选用最

终质量浓度为 5 ng·mL−1 的 TGFβ1 溶液进行刺激。

研究结果表明，在该质量浓度条件下，TGFβ1 刺激

48 h 能够促进心脏纤维细胞的活化。初步验证

TGFβ1 刺激能够促进猫原代心脏纤维细胞的活

化，用猫原代心脏成纤维细胞建立纤维化模型的

条件有待于进一步优化。

 4　结　论

本研究采用酶消化法成功分离了猫心脏成纤

维细胞，培养了可稳定传代的猫心脏成纤维细胞，初

步验证 TGFβ1 可激活猫原代心脏成纤维细胞转化

为肌成纤维细胞。下一步拟于体外建立心脏纤维

化模型，为今后开展心脏纤维化相关研究奠定基础。
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Isolation, identification and application of
cardiac fibroblasts in cats

Hu Jiayi#,   Chen Xiangning,   Chen Yu,   Liu Mengmeng*

（School of Tropical Agriculture and Forestry, Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China）

Abstract：Cardiac fibrosis is  an important cause of sudden death in animals with heart  disease.  Cardiac fibroblast  is  one of the
main  cell  types  involved  in  cardiac  fibrosis.  In  this  study,  primary  cardiac  cells  were  successfully  isolated  from  cats  and
successfully cultured in vitro for five generations. The cells were characterized by using cell morphology and molecular biology
methods  and  were  found  to  meet  the  characteristics  of  cardiac  fibroblasts.  After  TGFβ1  stimulation,  the  activated  fibroblast
marker α-SMA protein increased its expression level after 48 hours of stimulation, indicating that TGFβ1 stimulation promoted
the activation of primary cardiac fibroblasts in cats.  The results can provide reference for exploring the pathogenesis of cardiac
fibrosis and provide a cytological basis for the study of cardiac fibrosis.
Keywords：cat；cardiac fibrosis；cardiac fibroblast；isolation and culture
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