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!"#嘌呤受体在大鼠膀胱 $%%&细胞中的表达

方+ 强!，杨+ 景&，潘进洪!，封建立!，李为兵!，王永权!，丁励蠡!，宋+ 波! + + （第三军医大学西南医院：!全军泌尿外科
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+ + 摘+ 要：目的+ 探讨 ,&-嘌呤受体各亚型在大鼠膀胱 .//0细胞（ 123450313167 84770 9: /6;67，.//0）的表达及意义。方法
+ 制备 <=大鼠膀胱组织铺片及冰冻切片，通过免疫荧光法检测大鼠膀胱组织内 .//0 细胞分布情况，并进一步采用免疫
荧光双标法检测 .//0细胞上 ,&-嘌呤受体各亚型的表达。结果+ <=大鼠膀胱中的 .//0细胞主要集中于黏膜下层、肌束
边缘以及肌束间，并相互连接呈网络状分布。在 ( 种 ,&- 嘌呤受体亚型中，.//0 细胞上可检测到 ,&-&和 ,&-$两种亚型

表达。结论+ 大鼠膀胱 .//0细胞可表达 ,&-&和 ,&-$两种嘌呤受体亚型，从功能学上证实嘌呤能信号对 .//0 细胞功能
有影响。
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+ + 西班牙神经解剖学家 /6;67 于 !’?* 年用甲基蓝及
嗜银染色法在胃肠道神经系统中观察到一类特殊的间

质细胞，命名为 /6;67 间质细胞（ 123450313167 84770 9:
/6;67，.//0）。.//0 具有起搏胃肠道慢波、传递电信
号、介导肠神经与平滑肌之间调节信号的作用，在胃肠

道平滑肌节律性收缩功能调节中起重要作用［!］。近
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年来研究证实人及豚鼠膀胱内同样存在形态学及免疫

学上类似的 .//0细胞［&，*］，深入研究神经对膀胱 .//0
功能调控有助于全面阐明逼尿肌神经调控理论。

+ + 药理学研究已证实 AW, 介导的嘌呤能信号在膀
胱的感觉及运动功能调控中起重要作用。,&-嘌呤受
体是 AW,发挥生理作用的重要分子，在机体各组织中
广泛分布，其对钠和钾几乎有相同的通透性，尤其是钙

离子的通透具有重要生理意义。那么膀胱内的 .//0
细胞是否受 AW, 调控的，其具体的分子机制尚不明
确。本研究采用免疫荧光组织化学 _激光共聚焦显微
镜观察大鼠膀胱 .//0细胞的分布及 ,&- 嘌呤受体的
表达，为探明 AW, 激活膀胱 .//0 细胞的分子机制提
供实验依据。
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第 ! 期" 方" 强，等# $%&嘌呤受体在大鼠膀胱 ’(()细胞中的表达"

!" 材料与方法

*# *" 材料
*# *# *" 动物" " 选用 +, - ./ 0 龄 12 大鼠 %/ 只，体质量 %//
- %,/ 3，雌雄不拘（购自第三军医大学实验动物中心）。
*# *# %" 试剂与仪器 " " 山羊抗鼠 45678 单克隆抗体及兔抗鼠
$%&* 5$%&!单克隆抗体均购自 19:89 (;<=生物技术公司，罗丹明
标记的小鼠抗山羊 ’3>购自北京中杉生物技术有限公司。(?@
标记的驴抗兔 ’3>以及 AB+CC 标记的驴抗羊 ’3> 购自 DEFG4<5
F9; H;EIG)公司，其余分析试剂均购自上海华美公司。
" " 激光共聚焦显微镜型号为 JG749 K(11$5%，冰冻切片机型号
为 JG749(L*M//。

*# %" 方法
*# %# *" 组织铺片的制作" " 大鼠 %,N乌拉坦按 + DF O 63 腹腔
注射麻醉后，取膀胱新鲜组织，将 *//N丙酮自膀胱颈处注入膀
胱内，维持充盈状态，置入 *//N丙酮中固定 . - C P 后，沿腹侧
面纵行剪开，在解剖显微镜下，小心剔除黏膜层。取其黏膜下

层，由于膀胱逼尿肌层较厚且呈网状走形，分层不明显，将肌层

组织制成含 * - % 层肌细胞的铺片。所有标本剪切成 + - , DD
长、* - % DD 宽，置于 +Q的 /# /* DEF O J $R1中过夜后用于检测
’(()细胞的分布情况。
*# %# %" 冰冻切片的制备" " %,N乌拉坦 * - *# % DF（+ DF O 63）
大鼠腹腔注射麻醉，常规消毒后，下腹部正中切口暴露并取出

膀胱，处死动物。膀胱组织行 *, !D 冰冻切片，S %/Q冻存备
用。

*# %# @" 组织铺片 45678免疫荧光染色" " 组织铺片或冰冻切片
经 /# /* DEF O J $R1充分漂洗后，/# /@N T%U% O甲醇封闭内源性
过氧化物酶 @/ D7:（@! Q），*N R1A 孵育 @/ D7: 后加入 45678
单抗 +Q孵育 *% P，阴性对照采用 /# /* DEF O J $R1 代替一抗。
/V /* DEF O J $R1漂洗 , D7: W @ 次。加入罗丹明标记小鼠抗山
羊 ’3> @! Q ./ D7:。加入 2A$’ 进行细胞核染色，/# /* DEF O J
$R1漂洗 , D7: W , 次，甘油封片，激光共聚焦显微镜观察。
*# %# + " 45678、$%& 嘌呤受体免疫荧光双标 " " 冰冻切片经
/V /* DEF O J $R1（HT X !# ,）漂洗 , D7: W @ 次，/# * DEF O J R1A
封闭 @! Q W* P。分别加入 45678单抗和 $%&* 5$%&!单抗中的一

种（稀释浓度 * Y %//），阴性对照采用 /# /* DEF O J $R1 代替一
抗，+ Q孵育 *% P。/# /* DEF O J $R1 漂洗 , D7: W @ 次。加入
(?@ 标记的驴抗兔 ’3>以及 AB +CC 标记的驴抗羊 ’3>（稀释浓
度*Y *//），@! Q孵育 @/ D7:，/# /* DEF O J $R1 漂洗 , D7: W @
次，加入 2A$’进行细胞核染色，/# /* DEF O J $R1漂洗 , D7: W ,
次。激光共聚焦显微镜下观察 ’(()细胞上 $%&嘌呤受体亚型
的表达。

#" 结果

%# *" 45678免疫荧光染色结果
" " 免疫荧光组织化学染色显示：12大鼠膀胱黏膜下层、肌束
边缘以及肌束间均可见 45678 染色阳性细胞。黏膜下层的 45678
阳性细胞相互连接呈网络状（图 *），而肌束间仅见散在的 45678
阳性细胞。

!" !#

图 !" $%大鼠膀胱内呈网络状分布的 &’’(细胞"
（激光共聚焦显微镜）

%# %" 12大鼠膀胱 ’(()细胞上 $%&嘌呤受体的表达
" " 免疫荧光双标染色显示：在 ! 种 $%& 嘌呤受体亚型中，12
大鼠膀胱肌束边缘可检测到 $%&%（图 %A）和 $%&,（图 %R）阳性
染色的 ’(()细胞。
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A：$%&% 受体；R：$%&, 受体；!：’(()细胞
图 #" $%大鼠膀胱 &’’(细胞上 )#*受体表达"
（激光共聚焦显微镜）

+" 讨论

" " 自从 1DG8等［+］率先证实在豚鼠和人膀胱内存在
与胃肠道 ’(() 细胞类似的 ’(() 细胞以来，’(() 细胞
在膀胱功能调控中的作用逐渐受到重视。目前对膀胱

’(()细胞的功能还知之甚少，以往多以形态学研究为
主。29Z70)E:等［,］研究显示，45678 标记阳性的 ’(()细
胞在豚鼠膀胱中主要有分布于三个区域：膀胱黏膜下

层，逼尿肌平滑肌肌束边缘和肌束间的组织间隙。通

过 45678 和神经特异性标志物 $>$M# ,（ H;E8G7: 3G:G
H;E0<48 M# ,）双标法证实膀胱 ’(()细胞与神经末梢关
系密切。L4(FE)6G? 等［.］利用 BF<E5+ O AL 荧光示踪剂
能与钙离子结合产生钙荧光，通过激光共聚焦显微镜

观察显示 12大鼠膀胱逼尿肌束边缘的 ’(()细胞能产
生自发性电活动，提示这类细胞可能具有起搏功能。

然而在生理情况下，膀胱并不像胃、肠及输尿管等平滑

肌器官一样具有自发性收缩的特性，而是在某些特殊

,.,



的情况下才出现不依赖于神经的自发性收缩，如在一

定的前负荷下，离体的逼尿肌肌条可出现有节律的自

发性收缩。无论这种自发性收缩是否起源于膀胱内的

!""#细胞，深入研究神经对膀胱 !""# 细胞的调控作
用将为全面阐明逼尿肌神经调控机制提供新的实验依

据。

$ $ 传统的平滑肌神经支配理论认为，神经与平滑肌
细胞间不具备神经%肌肉接头结构，而是以游离的神经
末梢形式存在于肌细胞和肌束之间，神经兴奋后通过

分泌囊泡释放 &’( 和 &)* 经细胞间液扩散最终作用
于平滑肌细胞。而超微结构显示神经末梢的分泌囊泡

与平滑肌细胞的距离不固定，为 +, - .,, /0。那么从
神经递质释放到引起平滑肌收缩必然存在时间延迟，

如此一来各逼尿肌肌束的收缩则无法同步，排尿活动

也就不能顺利完成。据此，我们推测支配膀胱的神经

释放的神经递质在激活附近的逼尿肌细胞的同时，极

有可能通过某种中间环节将兴奋迅速传递至整个膀

胱。本研究显示膀胱内 !""#细胞呈网络状分布，加之
形态学上已证实膀胱 !""#细胞与神经联系密切，并且
与逼尿肌细胞间存在能够快速传导电信号的缝隙连

接［1］，极有可能在介导神经冲动向全膀胱传递中发挥

重要作用。

$ $ 神经递质是神经系统实现对靶器官功能调控的重
要分子。已有研究表明，以 &)*为递质的嘌呤能神经
在膀胱感觉及运动功能调控中均扮演着非常重要的角

色，在膀胱充盈过程中，受牵拉的膀胱上皮细胞会主动

释放 &)*，参与膀胱感觉功能形成。而与 &)* 结合的
受体为 *2 受体，*2 受体包括 *23 和 *24 两类。*23
嘌呤受体属于配体 &)*门控离子通道，目前已发现了
5 种亚型，广泛分布于脑、脊髓、支气管上皮、平滑肌等
组织［5］。我们前期研究显示，在大鼠膀胱内可检测到

除 *231以外的其余 1 种 *23 嘌呤受体 067& 表
达［+，8］，但具体的细胞定位尚不明确。目前认为其机

制为膀胱上皮细胞释放的 &)* 通过激活位于膀胱黏
膜下层感觉传入神经纤维上的 *239和 *232 : 9受体参

与正常膀胱容量感觉和排尿反射。而本研究显示位于

膀胱肌束边缘的 !""#细胞可表达 *232和 *23;两种亚

型，据此我们推测 !""# 细胞上的 *232和 *23;受体极

有可能作为膀胱感觉传入另一重要通路，进一步从功

能学角度予以证实，将为膀胱感觉过敏引起的下尿路

症状，如尿频、尿急的治疗提供全新的切入点。此外，

排尿时，副交感神经末梢释放的 &)* 极有可能通过激
活 !""#细胞上的 232和 *23;受体，导致细胞内钙升

高，将神经冲动传导至整个膀胱，启动全膀胱同步有力

的收缩。

$ $ 总之，膀胱内的 !""#细胞极有可能作为神经对膀
胱功能调控的中继站，而膀胱 !""# 细胞上的 !""# 细
胞上的 *232和 *23;受体则是嘌呤能信号参与膀胱感

觉及运动功能调节的分子基础。
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作者书写数字须知

$ $ 根据《关于出版物上数字用法的规定》，本刊实行三位分节法（即从小数点算起，向左向右每 9 位分 . 节，节
间留出一定空隙），废除千分撇分节法（如 2，Q9. 改为 2 Q9.）。但年份、页数、部队编号、仪表型号、标准号不用三
位分节法。中文出现的数字，凡属计数数值，一律用阿拉伯数字表示。

本刊编辑部

11; $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ 第 $ 三 $ 军 $ 医 $ 大 $ 学 $ 学 $ 报 $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ 第 9,卷


