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成年豚鼠膀胱 !""#细胞起搏电流的鉴定

沈文浩，熊恩庆，宋 + 波，李为兵，卢根生，李龙坤，金锡御 + + （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+ 确定成年豚鼠膀胱卡哈尔间质细胞（ ,-./01.,.,23 4/331 56 72823，9771）细胞是否具有起搏电流。方法+
采用胶原酶消化法，得到原代培养的成年豚鼠膀胱 9771 细胞。采用膜片钳技术，在全细胞记录模式下，记录其超级化激
活的内向电流（:;</00/<5320,=2.,5-#24.,>2./? ,-@20? 4A00/-.，9:）。结果+ 原代培养的 9771细胞和逼尿肌细胞的静息膜电位、
膜电容存在明显差异；9771细胞可记录到起搏细胞特征电流 9:，而在逼尿肌细胞则记录不到。结论+ 记录到成年豚鼠膀
胱 9771细胞具有起搏细胞的特征电流 9:，提示 9771细胞在膀胱具有起搏作用。
+ + 关键词：72823间质细胞；起搏电流；膀胱
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+ + 离体的膀胱平滑肌肌条在完全阻断了神经影响
（切断神经支配以及加入神经阻滞剂）的情况下，仍然

存在有节律的自发性收缩。该现象提示离体膀胱平滑

肌的收缩不依赖于神经因素而与膀胱平滑肌本身特性

有关，是一种肌源性的自发兴奋、收缩［!］。逼尿肌不

稳定（?/.0A150 ,-1.2R,3,.;，[9）是泌尿外科最常见的一种
膀胱功能障碍性疾病，表现为病理状态下储尿期全膀

胱或大部分膀胱组织的协调收缩。要达到这种状态至

+ + 基金项目：国家自然科学基金（*")("(()，*"%(!(%"）

+ + + + + + FA<<50./? R; .:/ I2.,5-23 I2.A023 F4,/-4/ \5A-?2.,5- 56 7:,-2（*")("(()，
*"%(!(%"!）

+ + 作者简介：沈文浩，男，湖北省襄樊市人，博士研究生，主治医师，主要从事尿

动力学方面的研究。发表论文 $ 篇。电话：（"&*）)’()$*%&，
H#X2,3：4:5-ON,-O1@:] ;2:55C 45XC 4-

+ + 通信作者：李为兵，电话：（"&*）)’()$*%(，H#X2,3：3,@/,R,-O)*] ;2:55C 45XC 4-

+ + 收稿日期：&""(#!&#"$；修回日期：&""’#"&#"%

少应有两个重要条件：一是有一个兴奋性最高的控制

点（即起搏点）；二是有一细胞间的兴奋传递系统。只

有这样才能使膀胱产生协调性的收缩。这一特征与心

脏收缩控制十分相似。在有关细胞间兴奋传递研究中

我们已证明细胞间缝隙连接是逼尿肌细胞间兴奋传递

的主要结构基础［&］，而理论上存在的兴奋起搏点目前

仍是未解之谜。

+ + 在前期研究工作中，采用 ^9V 免疫组织化学染色
方法，我们已经证实在成年豚鼠膀胱存在有胃肠道起

搏细胞（ ,-./01.,.,23 4/331 56 72823，9771）［*］，并通过酶消
化法，体外得到了原代培养的膀胱 9771细胞［%］。9771
细胞是研究膀胱起搏细胞的一个重要切入点，推测其

可能就是膀胱的起搏细胞，但目前尚缺少相关证据。

超级激活的内向电流（:;</00/<5320,=2.,5-#24.,>2./? ,-#
@20? 4A00/-.，9:）是起搏细胞的特征。本研究利用膜片
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钳技术，在全细胞记录模式下观察原代培养的成年豚

鼠膀胱 !""#细胞是否具有 !$，以证明其是否为膀胱的
起搏细胞。

!" 材料与方法

%& %’ 材料
%& %& %’ 实验动物 ’ ’ 实验动物采用健康 () * +, - 龄豚鼠 .
只，雌雄不限，体质量 (,, * +,, /，购自第三军医大学实验动物
中心。

%& %& .’ 主要试剂及其配制 ’ ’ 0121 细胞培养液：将 0121
粉（34"5678公司）按常规配成 0121 液后，分装成 9, :5 ;瓶，
使用时每瓶加入 ., :5的牛血清白蛋白（<6=>78 #8?@: A5<@:>7，
BCD，E6F$8公司）和 .) 7/的干细胞生长因子（ #G8: F855 HAFG6?，
C"I，C>/:A公司）。,& %J胶原酶 K 液（E6F$8 公司）、,& .)J胰
蛋白酶液、0L3A7M# 液均按常规配置。!$ 电流记录电极液：
%NN ::65 ; O P"5，% ::65 ; O 1/"5.，,& ) ::65 ; O 2QRD，32K2C
%, ::65 ; O，PS3 调 T3 U V& . * V& (。普通试剂均为国产分析
纯。

%& %& N’ 主要仪器和设备’ ’ KLWV 电极拉管仪：三菱，日本；DXL
6TAGF$ .,,B放大器和 T"OD1K9& , 运行平台：DX67 !7#G?@:87G#，
美国。

%& .’ 方法
%& .& %’ 成年豚鼠膀胱 !""# 细胞和逼尿肌细胞的原代培养 ’
’ 按照文献［(］的方法进行细胞的原代培养和分离。细胞分离
后，细胞团接种于 %9 :: Y%9 ::清洁玻片上，密度为 % Y %,+ ;
:5，培养液为含 .,J BCD 和 ) 7/ ; :5 C"I 的 0121 细胞培养
液，!""#细胞接种 N $，贴壁于玻片上后即进行膜片钳实验；逼
尿肌细胞静置 N -，大部分细胞贴壁后行膜片钳实验。
%& .& .’ 膜片钳全细胞记录’ ’ 取接种有目标细胞的玻片转入
倒置显微镜上的自制灌流槽中，以 0L3A7M# 液进行灌流，速度
为 % :5 ; :>7。采用 KLWV 水平微电极拉制仪拉制微电极，冲灌电
极内液后阻抗 . * ) 1!，将电极固定在电极夹持器上与 DXL
67.,,B 放大器相连，在倒置显微镜下找到目标细胞（图 %）；迅
速将电极靠近细胞，电位补偿后利用负压抽吸，使形成高阻抗

封接（封接阻抗在 % Q!以上）；破膜后即可对细胞进行电压钳
制，建立全细胞记录模式。刺激脉冲通过 T"OA:T9& , 软件控
制的 0 ; D 转换器操纵，记录的信号经膜片钳放大器
（DX67.,,B）D ; 0 转换及滤波放大后存入计算机硬盘。实验均
在室温（.. * .) Z）下进行。

!记录电极

"
!""#细胞

图 !" 膜片钳实验实物图

%& .& .& %’ 超级化激活的内向电流（ !$）记录’ ’ 微电极内灌充
P [电流记录电极液，选择电压钳模式，输出各类刺激信号。设

置钳制电压（3K）为 \ +, :]；检测电压（RK）每步阶跃 %, :]，
从 \ (, :] 均跳至 \ %), :]，根据实验要求进行改变；时程
),, :#；刺激脉冲刺激间隔 ) #；实验温度 .% Z。
%& .& .& .’ 不同浓度 ^0V.99 对 !""#细胞 !$的影响’ ’ 微电极
内灌充 P [电流记录电极液，选择电压钳模式，设置钳制电压

（3K）为 \ %), :]，细胞浴池液中 ^0V.99 浓度分别为 )、%,、.,
::65 ; O，记录 !$，并与细胞浴池液中未加 ^0V.99 相比较。实
验温度 .% Z。

%& N’ 实验数据处理
’ ’ 数据分析采用 T"OD1KW& ,（DX67 !7#G?@:87G#）和 2XF85（1>L
F?6#6HG）软件程序。数据以 !! _ " 表示。组内、组间的显著性用
#检验。$为检测的细胞数。采用 CKCC %,& , 统计软件，用药前
后的比较采用自身配对 #检验。

#" 结果

.& %’ 膜电容和膜电位
’ ’ !""#细胞静息膜电位为（ \ NW& 9 _ %& %）:]（$ U %9），膜电
容为（ \ )9 _ N& .）TI，逼尿肌细胞静息膜电位为（ \ )+& + _ %& W）
:]（$ U %+），膜电容为（ \ (9& N _ %& )）TI。两项参数两种细胞
间对比有显著差异（% ‘ ,& ,)）。

.& .’ 全细胞模式下 !$电流记录

.& .& %’ !""#细胞 !$电流’ ’ 被检测的 !""# 细胞均可记录到
!$电流（$ U %9）。激活电压 \ ), :]，呈电压依赖性（图 .）。当
浴池中加入 !$ 通道特异阻滞剂 ^0V.99 时，对比检测电压
\ %), :] 时电流强度，发现其幅度明显减小（% ‘ ,a ,)），并呈
剂量依赖性（图 N）。
.& .& .’ 逼尿肌细胞的 !$ 电流’ ’ 被检测的逼尿肌细胞中 !$
电流不明显（图 (）。电压阶跃至 \ %), :]时仍记录不到 !$电
流。
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D：检测电压与钳制电压；B：!""#细胞 !$电流曲线；"：!""#细胞 !$
电流"L#曲线

图 #" $%%&细胞 $’电流及!("曲线
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.：检测电压与钳制电压；/：逼尿肌细胞 $0曲线

图 *" 逼尿肌细胞 ()电流记录结果

!" 讨论

" " $0是指在膜片钳全细胞记录模式下，细胞膜钳
制电位向超级化阶跃时，所记录到的内向电流。它

于 )1!1 年首先被发现存在于兔心脏的窦房结细胞，
由于其被激活方式与其他电流不同，/2345 等［*］称其
为“ 67558 9722:5;”，简称 $6。随后在中枢和外周神经
元等其他可产生自发性兴奋性的细胞中也记录到了

这种电流，为与心脏相区别，存在于心脏外其他组织

的超级化内向电流被称为“ <7::2 9722:5;”，简称
$=
［>］。因为在不能产生自发性动作电位的组织记录

不到 $0，$0 被认为是起搏细胞的特征电流（ &?:9@6@9
?A9:,AB:2 9722:5;）［!］。
" " 细胞的体外培养是单独研究细胞功能所常用的一
种实验方法。但细胞在体外条件下生长，由于外环境

的改变，培养时间过长或经过传代以后，其细胞特性将

发生变化。对比研究胃肠道新鲜分离（贴壁后不久）

和培养 C D 以后的 $%%& 表面膜抗原，发现后者 E$F、
!GHIG.9;@5和"型血管活性肠肽受体（-$JGK）染色均
为阳性，而新鲜分离的 $%%& 仅 E$F 染色为阳性，提示
$%%&在体外长时间的培养过程中，其胞膜表面分子标
记物将发生变化［L］。因此电流特性研究应以新鲜分

离的 $%%&细胞为研究对象。我们对新鲜分离的 $%%&
细胞行 E$F和 !GHIG.9;@5染色［M］，提示用于膜片钳实
验的新鲜分离的 $%%&细胞 E$F染色阳性，!GHIG.9;@5

染色为阴性。对新鲜分离的 $%%& 细胞的电流特性研
究结果可代表其在体情况。

" " 超极化激活的内向电流是起搏细胞的特征电流，
使得 $0成为证实细胞具有起搏功能的另一间接证据。
本实验显示成年豚鼠 $%%&细胞具有 $0，而在相同模式
下逼尿肌细胞无 $0 产生；$0 特异性阻断剂 NO!KLL 对
$%%& 细胞 $0 有明显抑制作用［1］，并呈剂量依赖性。
$%%&细胞存在有 $0提示该类细胞在成年豚鼠膀胱可
能具有起搏作用。

" " 本研究结果提示在膀胱的 $%%& 细胞存在有起搏
特征电流，$%%&细胞可能就是理论上存在于膀胱的起
搏细胞。对该细胞功能的进一步研究将有助于丰富膀

胱神经生理理论，对于理解与排尿有关的生理和病理

生理机制增加全新的认识，并为临床上治疗某些疾病

（如 O$）提供新的靶点。
" "（致谢：膜片钳全细胞记录部分实验在第三军医
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