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豚鼠膀胱组织 !""#细胞间隙连接蛋白 "$%%&’(% )* 表达意义

鄢俊安，卢根生，李龙坤，宋+ 波 + + （第三军医大学西南医院全军泌尿外科研究所，重庆 %"""*’）

+ + 摘+ 要：目的+ 探讨体外培养豚鼠膀胱组织 ,--.细胞（ /0123.1/1/45 6255. 78 -4945，,--.）间隙连接蛋白 -7002:/0 %* 的表
达。方法+ 胶原酶消化法进行豚鼠膀胱组织 ,--.细胞的原代培养，对照为原代培养膀胱平滑肌细胞，免疫荧光法进行两
种细胞的特征性蛋白 6#;/1及平滑肌肌动蛋白（.<771= <>.652 461/0，?@A）染色观察，免疫荧光法及B2.1230 C571法进行培养
细胞 -7002:/0 %*的检测。结果+ 豚鼠膀胱 ,--.细胞特征性蛋白 6#;/1染色阳性，?@A染色阴性。豚鼠膀胱 ,--. 细胞间
隙连接蛋白 -7002:/0 %* 表达水平较高，显著高于膀胱平滑肌细胞。结论 + 豚鼠离体膀胱 ,--. 细胞间隙连接蛋白
-7002:/0%* 高表达可能是其信号传递的重要物质基础。
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+ + -4945 间质细胞（ /0123.1/1/45 6255. 78 -4945，,--.）是
一种首先在胃肠道组织中发现的特殊间质细胞［!］，在

豚鼠和人逼尿肌上同样存在与胃肠组织 ,--. 类似的
膀胱间质细胞，对膀胱平滑肌细胞组织基本电节律形

成、神经信号传导调控、信号整合等起重要作用［&］。

膀胱 ,--.细胞功能改变可能与某些膀胱动力障碍性
疾病的发病有关，目前已成为国际尿动力方面研究的

热点。间隙连接是相邻细胞形成的小孔或通道，可以
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让信号分子在细胞之间通过，是一种重要的细胞间信号

传递结构［*］。-7002:/0 %*是一种比较常见的细胞间隙
连接蛋白，在多种组织中起重要的生物学信息传递作

用。本研究通过胶原酶消化法获取膀胱 ,--. 细胞，观
察膀胱离体 ,--. 细胞间隙连接蛋白 -7002:/0 %* 的表
达，为探讨 ,--.细胞在膀胱功能中的作用奠定基础。

<= 材料与方法

!E !+ 材料
+ + &" 只健康雌性豚鼠，体质量 &$" ] *"" M，* ] % 月龄，购自
第三军医大学实验动物中心。恒温细胞培养箱（R2342>. 公
司），荧光显微镜（J2/64公司），胶原酶 X（D76=2 公司），重组干
细胞因子（ ?-Z，D^_ 公司），羊抗鼠 6#;/1 多克隆抗体（ .4014
63>‘公司），兔抗鼠 ?@A单克隆抗体（ .4014 63>‘ 公司），羊抗鼠
-7002:/0 %*抗体（.4014 63>‘公司），高糖 _@[@ 培养基（L/C67
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公司），标准胎牛血清（!"#$%&’公司）。

() *+ 细胞培养及鉴定方法
() *) (+ 豚鼠膀胱 ,##-细胞体外培养+ + 断颈处死动物后，取
出膀胱，解剖显微镜下剔除黏膜层和浆膜层，剪成 ( .. /( ..
/( ..的小块，0) *1胶原酶 2 消化 30 4 56 .7& 制成细胞悬
液，以 (06 8 .$ 的密度接种于培养皿中并按照 60 &9 8 .$ 加入重
组 :#;，3<=、61#>*培养箱中静置培养。细胞培养第 * 天，可
见胞体为梭形并有 * 4 3 个细胞突起的细胞贴壁，而平滑肌细
胞并没有贴壁，将未贴壁的平滑肌细胞转移，余下的贴壁细胞

继续培养至 3 ?后。
() *) *+ 豚鼠膀胱平滑肌细胞体外培养+ + 按文献［5］方法进行。
() *) 3+ 培养细胞 @AB7C 及 :DE免疫荧光染色鉴定+ + 将培养
于盖玻片上的两组细胞分别于贴壁后 3 ?用 51多聚甲醛固定
30 .7&，2F:漂洗 3 次，每次 (0 .7&，一抗（@AB7C 及 :DE）5 =孵
育过夜（(G *00），2F: 漂洗 3 次后加二抗（ @AB7C 用 ;,H# 标记的
二抗，:DE用 HI,H# 标记的二抗）室温孵育 ( J（( G *00），2F:
漂洗 3 次，每次 (0 .7&，显微镜下观察。
() 3+ #%&&’K7& 53 表达检测
() 3) (+ 培养细胞 #%&&’K7& 53免疫荧光检测+ + 将培养于盖玻
片上的两组细胞分别于贴壁后 3 ?用 51多聚甲醛固定 30 .7&，
2F:漂洗 3 次，每次 (0 .7&，#%&&’K7& 53 抗体（(G *00）5 =孵育
过夜，2F:漂洗 3 次后加二抗（;,H#标记，(G *00）室温孵育 ( J，
2F:漂洗 3 次，每次 (0 .7&，激光共聚焦显微镜下观察。
() 3) *+ L’-C’M& N$%C检测 #%&&’K7& 53 水平 + + 将培养于盖玻
片上的两组细胞分别于贴壁后 3 ?常规方法提取培养细胞总蛋
白，O%PM"法检测蛋白浓度，取 (0 !9的蛋白，用 (01 聚丙烯酰
胺胶作 :Q:A2ERS，常规的方法做免疫印迹分析，含 61脱脂奶
粉的 HHF: 缓冲液封闭，#%&&’K7& 53 抗体（( G * 000）、二抗
（(G 6 000）分别与膜孵育，发光法显色，扫描条带，用 TUV&C7C"
>&’软件测定目的条带积分光密度，将 6 次实验结果的平均值
作为蛋白含量的相对值。

() 5+ 统计学方法
+ + 荧光强度数据以!! W "表示，采用 :2:: (() 0软件进行 #检验。

!" 结果

*) (+ 培养细胞 @AB7C及 :DE免疫荧光染色结果
+ + 胶原酶消化后 ,##-细胞于 ( ?内贴壁生长，细胞呈长梭形
或纺锤形，可见分枝突起，排列不规则。豚鼠膀胱 ,##- 细胞
@AB7C 染色阳性，:DE 染色阴性，膀胱平滑肌细胞 @AB7C 染色阴
性，:DE染色阳性。
*) *+ 培养细胞 #%&&’K7& 53 免疫荧光检测
+ + ,##- 组 #%&&’K7& 53 表达阳性，平滑肌细胞组可见少量细
胞 #%&&’K7& 53弱表达，见图 (。统计表明，,##- 组 #%&&’K7& 53
表达积分光密度（65 <XY W Z 65X）显著高于平滑肌细胞组
（5 *6Z W 3ZY）（$ [ 0) 0(）。
*) 3+ 培养细胞 #%&&’K7& 53 蛋白水平 L’-C’M& N$%C 检
测结果

+ + 结果显示，,##- 组细胞 #%&&’K7& 53 表达（#%&&’K7& 53 8
RE2Q! \0] ZYX）显著高于平滑肌细胞组（#%&&’K7& 53 8 RE2Q!
\0) 0YX）（$ [ 0) 0(）。见图 *。

!! !"

!# !$
E：,##-组；F：平滑肌细胞组；#：,##- 组阴性对照；Q：平滑肌细胞
组阴性对照

图 #" 培养细胞 $%&&’()& *+ 免疫荧光检测结果" （激光共聚焦显
微镜 / 500）

! "
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(：,##-组；*：平滑肌细胞组
图 !" 培养细胞 $%&&’()& *+ ,’-.’/& 01%.检测结果

+" 讨论

+ + 本研究结果表明，体外培养的膀胱 ,##-细胞呈长
梭形或纺锤形，可有分枝突起，排列不规则。@AB7C 是
位于质膜上的一种酪氨酸激酶生长因子受体，有研究

表明，@AB7C 是 ,##- 细胞特征性标志物［6］。本研究进
行了豚鼠膀胱 ,##- 细胞的原代培养，为鉴定其获取
,##-细胞的准确性，避免混有膀胱平滑肌细胞，应用
@AB7C抗体和 :DE进行免疫荧光染色，结果表明，获取
的豚鼠膀胱 ,##-细胞 @AB7C染色阳性，:DE染色阴性，
膀胱平滑肌细胞 @AB7C染色阴性，:DE染色阳性。说明
所获取的细胞是 ,##-细胞，排除了膀胱平滑肌细胞的
可能。

+ + 细胞与细胞之间的连接结构为细胞连接（ @’$$
^U&@C7%&），体积很小，只有在电镜下才能观察到［Z］。细
胞连接可分为 3 大类：封闭连接、锚定连接（V&@J%M7&9
^U&@C7%&）和通讯连接（ @%..U&7@VC7&9 ^U&@C7%&）。间隙
连接（9V_ ^U&@C7%&）是通讯连接的一种主要方式，其主
要功能是介导细胞和细胞之间的信息传递，间隙连接

由相邻细胞膜上 * 个连接子相连而成，而每个连接又
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第 ! 期" 鄢俊安，等#豚鼠膀胱组织 $%%&细胞间隙连接蛋白 %’(()*+( ,-表达意义"

由 . 个蛋白亚单位/连接蛋白（0’(()*+(，%*）构成。间
隙连接负责细胞间功能和代谢的协调，离子、代谢产物

以及一些第二信使（0123，%45 6，$3-）及其他参与细胞

生长分化的调节性物质可通过细胞间隙连接发挥作

用［!，7］。本课题研究豚鼠膀胱 $%%& 细胞 %’(()*+(,-
的表达，结果表明，豚鼠膀胱 $%%&细胞 %’(()*+( ,- 蛋
白表达水平较高，而膀胱平滑肌细胞 %’(()*+( ,- 蛋白
表达水平较低，说明豚鼠膀胱 $%%&细胞具有参与神经
信号传递的功能。

" " 膀胱 $%%&细胞具有重要的生理功能，分离培养及
鉴定豚鼠膀胱 $%%&细胞是本课题研究的第一步，%’(/
()*+(,- 表达研究为膀胱 $%%&细胞膀胱功能调节研究
积累了基础，%’(()*+( ,- 与 $%%& 细胞电生理特性之
间的关系，在膀胱功能性障碍中的变化等还有待进一

步的观察与探讨。
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" "（上接 WW! 页）
5# 5" 疾病进展时间（AA3）和生存期（_>）
" " %组 AA3 8# L ‘ 85# . 个月，中位 AA3 7# 8 个月，平均生存期
为 87# . 个月。^ 组 AA3 5# 8 ‘ 8K# - 个月，中位 AA3 !# 7 个月，
平均生存期为 8!# ! 个月，5 组 AA3和 _>无显著差异。
5# -" 毒性反应
" " 5 组患者毒性反应主要有：可逆性胃肠道反应、骨髓功能抑
制和周围神经毒性反应，此外还可见肝功能异常、乏力及短暂

血压升高。5 组病例主要毒性反应相似，差异无统计学意义（,
a Kb KW）。

!" 讨论

" " 近年来 %4G)_c方案一线治疗转移性结直肠癌的临床试验
结果均显示其在有效率及安全性方面的改善。%4G)_c方案治
疗老年转移性结肠癌!期临床研究证实，口服化疗药物卡培他
滨在活性、毒性反应方面与 W/^J 静脉持续点滴均非常相
似［5 M ,］，但可避免静脉导管的置入，消除静脉插管引起的并发

症，从而改善患者的生活质量。%4&&+SH 等［W］一组前瞻性的研
究表明，%4G)_c 方案作为一线方案治疗转移性结肠癌总有效
率达 WWd，中位 AA3和中位 _>分别为 !# ! 个月和 8L# W 个月，
疗效及安全性方面与 ^_N^_c 方案相似。卡培他滨联合奥沙
利铂治疗转移性结直肠癌可取得与 ^_N^_c, 方案相似的疗
效，但无论从患者生存质量、不良反应、给药途径方面均优于

^_N^_c方案［.］，%4G)_c 方案对老年患者来说更温和。本研
究结果显示，%4G)_c方案与 ^_N^_c, 方案治疗老年转移性结
直肠癌疗效相似，而未见与化疗相关的严重毒性反应，如严重

感染、严重腹泻和呕吐。%4G)_c方案组 55 个病例无论在有效
率、中位 _>、中位 AA3均略优于 ^_N^_c, 组，但未取得统计学

差异。同时我们观察到 %4G)_c较 ^_N^_c, 组周围神经毒性
发生率略高（分别为 WKd、,K# !d），亦未取得统计学差异。总
之，%4G)_c方案治疗老年性转移性结肠癌疗效好，不良反应
小，给药简便，更适合于老年患者，值得临床推广应用。
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