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肌卫星细胞（satellite cell）是一种肌源性干细胞，
一般处于静息状态，受刺激后激活，发生增殖、分化，
最终细胞融合形成肌纤维[1]。 肌卫星细胞在肌肉生
长发育、功能维持及损伤修复等过程中起非常重要
的作用[2]。 目前已成功从很多动物的骨骼肌中分离
出卫星细胞，并对其进行体外培养 [3-4]，但从肛提肌
组织中分离肌卫星细胞却少有报道。 目前多采用分
步酶消化法分离肌卫星细胞，利用差速贴壁法进行
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【摘 要】目的：探讨大鼠肛提肌卫星细胞分离和纯化方法，观察肛提肌卫星细胞的体外增殖和成肌特性。方法：采用改进的胰蛋
白酶和Ⅰ型胶原酶来消化分离大鼠的肛提肌卫星细胞，结合差速贴壁法进行纯化，从而获得高纯度的大鼠肛提肌卫星细胞。 运
用显微镜观察细胞的形态和生长状况；CCK-8检测体外培养的肛提肌卫星细胞生长情况并绘制生长曲线；免疫荧光法对不同
时期的卫星细胞进行鉴定。结果：显微镜下观察发现，分离出的大鼠肛提肌卫星细胞生长较好。CCK-8检测结果显示，体外培养
的前 1、2 d细胞生长缓慢，3 d以后细胞呈倍数扩增，第 10天细胞生长速度下降，部分细胞出现分化。 免疫荧光和 DAPI染色显
示不同时期的肌卫星细胞，其特征性基因表达有差异。结论：本方法成功从大鼠肛提肌组织中分离出了具有增殖、分化能力的肛
提肌卫星细胞，为应用肛提肌卫星细胞探讨肌肉的损伤、修复机制奠定了前期基础。
【关键词】大鼠；肛提肌；卫星细胞；分离；纯化；鉴定
【中图分类号】Q813.11 【文献标志码】A 【收稿日期】2020-06-17

Separation，purification and identification of satellite cells
from rat levator ani muscle

Huang Mingqing1，Li Jiang2，Yang Zhaoqing3，Sun Hao3，Fang Kewei1

（1. Department of Urology，The Second Affiliated Hospital of Kunming Medical University；2. Department of
Urology，Qujing First People’s Hospital；3. Institute of Medical Biology Chinese Academy of Medical Sciences）

【Abstract】Objective：To explore a method for separation and purification of satellite cells（SCs） from rats levator ani muscle（LAM），
and to observe the proliferation and myogenic characteristics of SCs in vitro. Methods：The SCs from rat LAM were separated by
enzyme digestion with collagenase type 1 and trypsin，and purified by differential wall adhesion method. From that，we obtained highly
purified SCs from rat LAM. The morphology and growth of primary and passage cells were observed by inverted microscope. CCK-8
method was used to detect the growth of LAM SCs（cultured in vitro） and draw the growth curve. Immunofluorescence was used to
identify SCs in different stages. Results：Microscopically，it was observed that SCs separated from rat LAM grew well. In CCK-8 test，
the SCs grew slowly in the first to second days of in vitro culture，after 3 days，the SCs augmented multiply. On the 10th day，the
cell growth rate decreased and some cells began to differentiate. Immunofluorescence and DAPI staining showed that the characteristic
gene expression of protein was observed different in different stages of SCs. Conclusion：In this study，SCs were successfully separated
from rat LAM tissue with good proliferation and differentiation ability in vitro，laying a preliminary foundation for exploring the
mechanism of muscle injury and repair by LAM SCs.
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纯化[5]。 本实验稍做改进，延长了胶原酶的作用时
间，最终成功分离出大鼠的肛提肌卫星细胞，之后
采用多次差速贴壁进行纯化并用荧光染色进行鉴
定，最终获得较纯的肌卫星细胞。 这为肌肉的损伤
修复等相关研究、体外扩增肛提肌卫星细胞治疗相
关疾病奠定了前期基础。

1 材料和方法

1.1 实验材料
1.1.1 实验动物 SPF 级 SD 大鼠 10 只，2 周龄，体质量
（20±5） g ，购自昆明医科大学实验动物部。
1.1.2 主要试剂 胎牛血清、 胶原酶、2.5%胰蛋白酶+EDTA
（hyclone，USA）；CCK-8试剂盒（碧云天，中国）；封闭用羊血
清、10%水合氯醛、PBS液、二甲基亚砜、Triton试剂（索莱宝，
中国）等。 一抗：兔抗鼠 MyoD（M-318）：sc-760（Santa Cruz，
USA）；兔抗鼠 Desmin Antibody（Abcam，USA）；小鼠抗大鼠
Anti-Pax7 antibody（pax7497）（Abcam，USA）；兔抗鼠 Anti-Sar－
comeric Alpha Actinin antibody（Abcam，USA）；二抗：羊抗小
鼠 DylightTM549-Labeled Antibody To Mouse LgG（H+L）（KPL，
USA）；羊抗兔 DylightTM488-Labeled Antibody To Rabbit LgG
（H+L）（KPL，USA）。
1.1.3 主要仪器设备 精细剪、手术镊（上海医疗器械公司）；
T25 细胞培养瓶、离心管、细胞培养板（Nest）；超净工作台（博
科生物）；不锈钢滤网（北京世纪银丰科技）；二氧化碳培养箱
（Thermo Fisher Scientific）；荧光显微镜（美国 Semrock 公司）；
酶标仪（TECAN）等。
1.2 实验方法
1.2.1 大鼠肛提肌卫星细胞的分离 运用改进的两步酶消
化法分离大鼠肛提肌卫星细胞。将麻醉后的大鼠放于紫外线
灯下照射消毒，之后颈椎脱臼处死，无菌操作下取肛提肌组
织置于平皿中，用含 1%双抗的磷酸盐缓冲液冲洗。将冲洗后
的肌组织转移至新的平皿中，剪至泥状，之后将其转移至
离心管 A 中，加入胶原酶，放入 37℃恒温箱内消化，每隔
2 min晃动 1次，直到肌组织颜色变白、质地疏松呈棉絮状
时吸除胶原酶终止消化。用 PBS冲洗 2次后加入胰蛋白酶和
胶原酶混合液，于 37℃消化 5 min。 吸取 A管中的消化液至
离心管 B中，并加入完全培养基以终止消化酶的作用。 肌组
织中再加 2 mL PBS吹打，静置后吸取上清至离心管 B中，重
复上一步骤直至肌组织完全消化完，及时收集消化液并终止
消化。 最后将离心管 B中的消化液依次使用 100目、200目、
400目的不锈钢细胞筛网过滤。 滤液于 400g下低速离心 7
min后去上清，沉淀用完全培养基吹打均匀后接种于培养瓶
内并记为 PP1。
1.2.2 大鼠肛提肌卫星细胞的纯化及传代培养 利用不同细
胞的贴壁能力不同对肌卫星细胞进行纯化。将 PP1中的细胞

悬液于培养箱中培养 1 h，显微镜下可见部分贴壁能力较强
的细胞已贴壁；之后将 PP1中未贴壁的细胞悬液转至新的培
养瓶中，标记为 PP2，培养 1 h；再将 PP2中的细胞悬液转到
标记为 PP3的瓶中，培养过夜；将 PP3中上层细胞悬液转移
到新的培养瓶中培养，标记为 PP4，以 PP4细胞用于后续实
验。 将各培养瓶放入培养箱中培养，每天观察细胞状况。

细胞生长至 70%~80%汇合时传代。去除旧培养基，用磷
酸盐缓冲液洗涤细胞 2次后加入 2 mL的 1.25%胰蛋白酶，
于显微镜下观察，待细胞质回缩变圆，有数个细胞漂浮时立
即加入新的生长培养基终止消化，并用枪头小心吹打细胞使
其分散均匀。 将含细胞的培养液转入离心管中，于 400g下低
速离心 7 min。倒掉上清，细胞沉淀用生长培养基吹打均匀后
按 1∶3分至新培养瓶中培养，并标记好细胞代数。
1.2.3 CKK-8绘制生长曲线 细胞消化离心后重悬，取重悬
液进行计数，根据计数结果将细胞悬液稀释至 1×105个/mL，将
细胞按每孔 20 000个接种于 96孔板，并缓慢晃动培养板使
细胞均匀分布。 培养 4 h 后于酶标仪下测光密度（optical
density，OD）值，并将其作为零点。 培养板每天测量前 2 h换
液，之后向当天测量的孔内加入 20 μL CKK-8，轻晃混匀，待
颜色变为橙色后置于酶标仪下测量，其测量波长设为 450 nm，
参比波长设为 650 nm。 以后每天按以上方法取 6孔进行测
量，测量 3次取平均值，连续测 16 d。 最后以每天测量的 OD
值的平均值绘制细胞的生长曲线。
1.2.4 细胞鉴定 运用 DAPI分别对纯化后的肛提肌卫星细
胞和用分化培养基诱导分化的卫星细胞染色，对静止期、活
化期、分化期、终末分化期的卫星细胞进行鉴定。细胞经磷酸
盐缓冲液漂洗 2次后加入 4%多聚甲醛固定 15 min，PBS清
洗 3次；含 0.5% Tritonx-100的 PBS透膜 20 min，PBS清洗 3
次；5%山羊血清封闭 30 min；吸除山羊血清，不用清洗，之后
分别加入稀释好的 Pax-7（1∶50）、MyoD（1∶50）、Desmin（1∶50）、
a-SCA（1∶100）一抗放于 4℃下孵育过夜，PBS漂洗 3次；加入
相应 DylightTM488-Labeled Antibody To Rabbit LgG（H+L）、
DylightTM549-Labeled Antibody To Mouse LgG（H+L）、Dylight
TM488-Labeled Antibody To Rabbit LgG（H+L）、DylightTM488-
Labeled Antibody To Rabbit LgG（H+L）标记二抗（1∶500），放
于孵育盒内避光孵育 1 h，PBS充分漂洗 4次，最后加入DAPI
染色剂，反应 30 min，使用 PBS清洗 4次后于荧光显微镜下
观察。

2 结 果

2.1 大鼠肛提肌组织的分离
肛提肌为一对四边形薄扁肌，起源于双侧耻骨联合盆

面、肛提肌腱弓和坐骨棘盆面，肌纤维行向内下，于中线处汇
合止于会阴中心腱、直肠壁、肛尾韧带和尾骨尖，左右联合成
漏斗状。每侧肛提肌又分为 3部分：耻骨直肠肌、耻尾肌和髂
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尾肌。 其中耻骨直肠肌起自耻骨盆面，后行绕过直肠肛管交
界处两侧和后方，与对侧肌纤维交织，构成“U”形泮。 利用肛
提肌的解剖位置关系对大鼠进行解剖，成功将大鼠的直肠阴
道分离出来（图 1A），并在镜下用精细剪成功游离出了耻骨
直肠肌组织（肛提肌中较肥厚的部分）（图 1B）。

2.2 体外培养及形态学观察
经过分离纯化后的肛提肌卫星细胞在显微镜下观察为

透亮的球状体，轻晃培养瓶可见细胞浮动，瓶底可见部分过
滤的肌纤维（图 2A）。 在培养箱中培养半小时后观察，部分细
胞已贴壁，不随培养液浮动。 培养 1 h后，观察到贴壁细胞变
为扁平状，伸出细小的伪足，之后使用差速贴壁法分离 PP1
内的贴壁细胞及未贴壁细胞（图 2B）。 PP1、PP2 培养瓶的细
胞呈扁平状，色泽较浅，有较多突出部分，形态不规则，为成
纤维细胞。 PP3培养瓶中的细胞为梭形，形态较规则，细胞体
积较成纤维细胞小，细胞的折光性强。随着细胞密度增加，卫
星细胞呈现出细长梭形，并成放射状排列（图 3A）。随着传代
次数增加，卫星细胞的形态出现不规则，细胞生长减慢且折

光性减弱（图 3B）。

2.3 CCK-8 绘制生长曲线
细胞接种于 96孔板，每天取 6孔，加入 CCK-8后放于

酶标仪下测量光密度并将它作为评价细胞密度的指标。
CCK-8的测量时间经过预实验摸索得出，光密度在 2 h以前
上升较快，之后上升减慢，故选取 2 h作为测量的时间节点
（图 4）。 CCK-8 结果显示，肌卫星细胞在接种后的前 1~2 d为
潜伏期（密度依赖），细胞生长速度较慢，光密度增加不明显。
3 d后细胞呈倍数扩增，至第 10 天由于细胞过于密集，生长
速度下降，部分细胞出现分化（图 5）。

A.%大鼠的直肠阴道分离 B.%显微镜下分离耻骨直肠肌

图 1 肛提肌组织的分离

图 4 添加 CCK-8后各时间点的光密度

图 5 细胞生长曲线

A.%细胞密度增加时的细胞状态 B.%细胞代数增加时的细胞状态

图 3 原代细胞传代过程细胞状态对比图（100×）

A.%肌纤维 B.%肛提肌卫星细胞
图 2 原代细胞培养差速贴壁前后对比图（100×）
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2.4 细胞鉴定
荧光染色结果显示，Pax-7和 MyoD在细胞静止期和增

殖期呈现高表达，细胞呈阳性反应（图 6A、B、C、D），胞核着
色。 细胞经分化培养基处理后，免疫荧光染色结果显示
Desmin呈高表达，细胞核着色，呈阳性反应（图 6E、F）。 随着
分化因子的持续作用，肌管开始形成，细胞的分化进入终
末期，此时荧光显微镜下观察到 a-SCA在细胞中呈高表达
（图 6G、H）。

3 讨 论

1961年 Maur首次在青蛙肌纤维表面上观察到
形态为扁平小梭形的肌卫星细胞[6]。 它可以发生对
称分裂和不对称分裂。 当肌肉组织损伤时，会被激

活呈不对称分裂并迁移至受损区域发生增殖和分
化，最终融合形成肌纤维来修复损伤；而对称分裂
主要是产生更多的卫星细胞并储存在卫星细胞池
中，以便应对下次应激[7]。 目前，已成功从多种动物
的骨骼肌组织中分离出卫星细胞，并对其进行了体
外培养，而关于从肛提肌组织中分离肌卫星细胞却
少有报道。 肛提肌是盆底肌肉中最大、最重要的肌
群，对盆腔脏器的支撑起关键作用。 它的损伤与女
性盆底功能障碍（pelvic floor dysfunction，PFD）密切
相关，因此体外分离、培养肛提肌卫星细胞对相关
疾病的研究及细胞疗法的探讨非常有意义。 目前，
大多采用分步酶消化法从动物的肌肉组织中分离
卫星细胞，其缺点是会有其他类型的细胞掺杂其中，
导致肌卫星细胞的纯度不够。 因此，需要通过差速
贴壁法来提高细胞纯度[8]。 本实验参照前人的分离
方法并进行了少许改进。 胶原酶主要作用于细胞外
基质且相对温和，因此延长了胶原酶的作用时间。向
培养皿中加入胶原酶并置于恒温箱中，为了使消化
液和肌肉组织充分接触，每 3 min晃动一下培养皿，之
后根据肌肉组织的形态变化来调整消化时间，直至
观察到肌纤维质地疏松、颜色变白，此时停止胶原
酶的消化作用，换成胶原酶和胰蛋白酶的混合液继
续消化。 从肌肉组织中消化分离下来的肌卫星细胞
会受多种理化损伤，导致其活性和贴壁能力受影响，
因此为了提高细胞纯度需要进行多次差速贴壁。 本
实验对消化分离下来的细胞进行了 4次差速贴壁，
最终获得了纯度较高的肛提肌卫星细胞PP4。体外
培养时，由于细胞脱离了正常的生理环境，其生长和
功能会出现一些变化。 本研究通过绘制细胞生长曲
线，发现细胞在体外环境中生长受到抑制。 将前 2 d
的细胞接种于 96孔板，添加 CCK-8后光密度值增
加不明显，细胞生长较慢；3 d后呈倍增趋势；10 d
后由于细胞密度过大导致细胞无法生长并出现分
化，故光密度值下降。 同时，当细胞密度高于 80%或
培养基血清浓度低于 5%时细胞容易出现分化和相
互融合形成肌管。 因此，体外培养时，应及时传代和
调节培养条件，避免由于血清浓度过低或细胞密度
过大引起细胞过早分化[9]。在传代培养过程中，随着
传代次数增多，细胞容易出现老化现象。 细胞传代
至 8代以后较容易出现老化，细胞的“干性”减弱，
并且不同材料的培养板会对细胞的生长产生影响。

B.%静止期 Pax-7%DAPI%荧光染色A.%静止期 Pax-7荧光染色

C.%活化期 MyoD荧光染色 D.%活化期 MyoD%DAPI%荧光染色

E.%分化期 Desmin荧光染色 F.%分化期 Desmin%DAPI%荧光染色

G.%终末分化期 a-SCA

荧光染色

H.%终末分化期 a-SCA%DAPI%

荧光染色

图 6 免疫荧光染色结果
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研究发现，将分离下来的肌卫星细胞培养在刚度近
似肌肉的聚乙二醇水凝胶中，细胞可以更好地生存
并表达出更高的 Pax-7水平[10-11]。 不同时期的肌卫
星细胞其转录水平和功能不同，Pax-7主要在静止
期卫星细胞中表达[12-13] ；成肌决定因子是活化标志，
表达于活化细胞[14]；Desmin是成肌细胞分化的重要
调节因子，成肌细胞活化后开始大量表达[15]；a-SCA
表达于分化的终末期，此时大量肌管形成[16]。 因此，
在肌卫星细胞体外鉴定过程中，通常将以上分子作
为细胞鉴定的依据。 本研究采用免疫荧光染色来鉴
定不同时期的肛提肌卫星细胞，结果显示 Pax-7和
成肌决定因子在静止期呈高表达，表明消化分离的
细胞为肌卫星细胞；经分化培养基诱导分化后，检
测结果显示 Desmin和 a-SCA呈阳性表达，表明细
胞具有较好的分化、成肌能力。

总之，本研究成功从大鼠肛提肌中获得了后续
实验所需的肌卫星细胞，细胞纯度较高，生长良好
并且有很好的增殖、分化能力。 同时本研究团队也
掌握了一套相对成熟的肛提肌卫星细胞分离、纯化
和体外培养方法，并掌握了其增殖、分化特征。 本实
验也具有一些局限性，如分离的肌卫星细胞产量较
低、传代次数增加会使细胞性状发生改变、培养瓶
底部经聚乙烯处理虽增加了细胞贴壁但也使培养
时间增加最终导致细胞老化等，有待进一步研究
解决。
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