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牵张负荷对豚鼠膀胱 !""#细胞内钙波的影响

王永权，方) 强，路) 扬，宋) 波，李龙坤) ) （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) 探讨牵张负荷对豚鼠膀胱起搏细胞（ +,-./0-+-+12 3.220 45 61712，8660）兴奋性的影响。方法) 胶原酶消化
豚鼠膀胱，于特制的牵张培养皿中体外培养膀胱起搏细胞，激光共聚焦技术检测 92:4#% 负载的起搏细胞在牵张负荷下
61& ;信号的变化。结果) 以豚鼠膀胱组织铺片及体外培养细胞中观察到 3#<+-染色阳性及长梭形有突起的细胞鉴定为膀
胱起搏细胞，即 8660细胞。细胞于牵张膜上培养 % =$ >后，予 92:4#% 钙负载染色，激光共聚焦下检测，无应力状态时，8660
细胞可观察到周期性的“钙波”，且其平均荧光强度显著强于平滑肌细胞（! ? "@ "$）。当牵张膜被动拉伸延长 &"A时，8660
细胞先于平滑肌细胞发生钙波增强现象。结论) 静息状态下 8660细胞可出现周期性钙波，牵张负荷可兴奋 8660细胞。
) ) 关键词：61712间质细胞；牵张负荷；钙信号；兴奋性；膀胱
) ) 中图法分类号：B*&&@ C&；B*&D@ &$；B*D%@ &) ) ) 文献标识码：E
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) ) 膀胱平滑肌的兴奋和收缩可受神经、体液等多种
因素的调控和影响。然而离体的膀胱平滑肌条在去除

了神经和体液因素的干扰后，仍然可以发生在应力状

态下的自发性兴奋和收缩。这说明在神经和体液的调

控因素之外可能还存在其他因素的影响［!］。

) ) 61712 间质细胞（ +,-./0-+-+12 3.220 45 61712，8660）是
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一种特殊的间质细胞，首先在胃肠道组织中发现，8660
细胞对胃肠道基本电节律的形成、神经传导的调控、信

号整合等多种生理功能起到了重要的作用。目前，研

究人员在胃肠道组织以外的多种平滑肌组织（如输尿

管、膀胱、子宫、胆囊等）陆续发现了 8660 细胞的存
在［& ] %］，但是胃肠道外 8660细胞的功能学研究尚处于
起步阶段。

) ) 本研究将胶原酶消化后的 8660 细胞体外培养于
牵张膜上，92:4#% 荧光负载，激光共聚焦显微镜下观察
急性牵张应力状态下 8660 细胞和平滑肌细胞钙信号
变化情况。探讨 8660 细胞对膀胱平滑肌细胞兴奋性
的影响。
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!" 材料与方法

’# ’" 主要材料与试剂
" " () 只健康雌性豚鼠，体质量 (*) + ,)) -，, + . 月龄，购自
第三军医大学实验动物中心。

" " /01-2 342526硅胶膜（34257244 公司），自制应力牵张细胞培
养皿，恒温细胞培养箱（826129& 公司），激光共聚焦显微镜
（:2;71公司），胶原酶 <（=>7?2 公司），重组干细胞因子（/%3，
=@A 公司），349>B. CD 钙分析试剂盒（E>4279416 <6>F2& 公
司），羊抗鼠 7BG;0多克隆抗体（/1H01 %69I公司），兔抗鼠平滑肌
肌动蛋白单克隆抗体（/;-J1公司），荧光二抗（E>4279416 <6>F2&
公司），高糖 AEKE 培养基（L;F7> 公司），标准胎牛血清（8MB
%4>H2公司）。

’# (" 实验方法
’# (# ’" 静态牵张细胞培养皿的制作" " 根据文献［*］方法经
过改进制成细胞静态牵张模型。裁取 ’N ) 7J O (N ) 7J大小的
硅胶膜，于其两端用硅橡胶粘着固定 ’# ) 7J长度的硅胶管（内
径 ’# * JJ，外径 ,JJ）并穿入 , 7J长的金属杆固定，制成牵张
膜。另在直径 P 7J的细胞培养皿中置入两条齿梳状硬塑胶支
架，硅橡胶固定，支架的齿梳间距 (# ) JJ。将金属杆固定于支
架的齿梳之间即制成牵张培养皿（图 ’），牵张范围 .# ) + ’Q# )
JJ（误差小于 )# ( JJ）。将金属杆延支架远端每移动一格即
可将牵张膜延长 ’)R。

!! !"
S：静止状态；T：应力牵张状态

图 !" 自制牵张培养皿

’# (# (" 豚鼠膀胱 $%%&细胞的体外培养" " 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 ’ JJ O
’ JJ O’ JJ的小块，)# (R胶原酶 <消化 ,) + .* J;H制成细胞
悬液，以 ’ O’)* U J4的密度接种于牵张培养皿中并按照 *) H- U J4
加入重组 /%3，,!V、*R%W(培养箱中静置培养 . + * X。
’# (# ," 豚鼠膀胱组织铺片及培养细胞 7BG;0免疫荧光染色" "
离体膀胱组织在解剖显微镜下仔细撕去黏膜层和浆膜层后用

眼科镊将组织撕薄为 *) + Q) !J，组织片和培养于盖玻片上的
细胞分别于 .R 多聚甲醛固定 ,) J;H，<T/ 漂洗 , 次，每次
’) J;H，一抗 .V孵育过夜，<T/ 漂洗 , 次后加二抗室温孵育
’ ?，AS<$复染细胞核 ’) J;H，<T/ 漂洗 , 次，每次 ’) J;H。激
光共聚焦显微镜观察。

’# (# ." 349>B. 荧光染色及牵张负荷下的钙信号检测" " 细胞

生长 . + * X后，取出牵张培养皿，吸尽培养基，加入 349>B. CD
荧光染料 ’) J4，,! V孵育 ,) J;H，取出后室温继续孵育 ,) J;H
后激光共聚焦显微镜寻找有典型形态特征的 $%%& 细胞，并检
测其静止状态下的荧光强度。将牵张膜拉伸延长 ()R后即刻
观察 $%%&细胞以及平滑肌细胞的荧光强度变化情况。

’# ," 统计学处理
" " 荧光强度数据用!! Y "表示，采用 /<// ’)# )软件进行 #检验。

#" 结果

(# ’" 体外培养的豚鼠膀胱 $%%&细胞形态学观察
" " 胶原酶消化后的细胞于 ’ X内贴壁生长，在 7BG;0配体 /%3
的刺激下可见典型的 $%%& 细胞生长。细胞呈长梭形或纺锤
形，可有分枝突起，胞体较小，排列不规则，与平滑肌细胞有明

显区别（图 (）。
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"：$%%&细胞；#：平滑肌细胞

图 #" 体外培养的膀胱 $%%&细胞和平滑肌细胞"（相差显微镜）

(# (" 组织铺片和培养细胞免疫荧光染色
" " 铺片荧光染色可见豚鼠膀胱组织平滑肌束间和肌束内有
型态典型的 $%%&细胞（图 ,）；同样在培养的细胞中也可发现
7BG;0 染色阳性的 $%%&细胞（图 .）。
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"：$%%&细胞；#：平滑肌细胞

图 ’" 膀胱组织铺片免疫荧光染色"（免疫荧光）
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#：平滑肌细胞；"：!""#细胞

图 !" 体外培养的 #$$%细胞和平滑肌细胞"（免疫荧光）

$% &’ ()*+,- 负载钙信号分析
’ ’ 由于在体外培养下的 !""#细胞和平滑肌细胞的形态有明
显区别，激光共聚焦检测细胞内［".$ /］0 时，参照 12")+#34［5］

的方法，先在可见光下寻找形态典型的 !""# 细胞，然后观察其
荧光强度变化［5］。无应力静止状态时，!""#细胞可观察到约 $
次 6 708的周期性“钙波”，且其荧光强度（5&% &- 9 &: &;）显著强
于平滑肌细胞（$<% $= 9 $% =;）（! > =% =?）（图 ?）。当牵张膜被
动拉伸延长 $=@时，!""# 细胞先于平滑肌细胞发生钙波增强
现象（图 5）。
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A：静止状态下 !""#细胞 B)*+,- 钙负载分析（"CD1）’ #：平滑肌
细胞；"：!""#细胞；E：荧光强度分析

图 &" 静止状态下 #$$%细胞的钙波信号
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A：牵张负荷下 !""#细胞 B)*+,- 钙负载分析（"CD1）’ #：平滑肌

细胞；"：!""#细胞；E：荧光强度分析

图 ’" 牵张负荷下 #$$%细胞钙波信号

(" 讨论

’ ’ 泌尿道平滑肌具有和消化道类似的、不受神经系统
控制的自发性肌源性兴奋，而这种肌源性兴奋的起源机

制尚没有定论。!""#细胞的存在及其特殊功能在已受
到越来越广泛的认识和重视。目前的研究表明，在上尿

路和下尿路均存在 !""# 细胞。上尿路的 !""# 细胞主
要分布在肾盂、肾盂肾盏连接部以及输尿管的固有层

中，!""#细胞在上尿路的蠕动波产生和传递中可能起
到重要的作用［F］。而在膀胱，!""# 主要分布在黏膜下
层、逼尿肌肌束周围以及肌束之间［;］。本研究结果也与

国外的报道吻合。尿道中也发现了 2,30G 染色阳性的细
胞而且很可能发挥了起搏细胞的作用，甚至在前列腺中

也有 !""# 细胞的存在［H］。12")+#3I4［5］曾经在胶原酶
消化后的豚鼠膀胱 !""# 细胞中发现了自发的电位变
化。目前倾向于 !""# 细胞同平滑肌细胞、神经轴突一
起构成了功能网络，而 !""# 细胞则在平滑肌细胞和神
经纤维之间发挥信号传递的作用［<=，<<］。但是 !""#细胞
在体外培养状态下的功能研究尚少见相关报道。

’ ’ 牵张负荷可使机体的多种组织、细胞产生生物学
行为变化，是机体多种生物学功能的刺激和调节因素

之一［<$］。牵张反射是平滑肌细胞的一种自身调节反

射，它不依赖于神经,体液因素存在。在以往胃肠道平

5F? ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ 第 ’ 三 ’ 军 ’ 医 ’ 大 ’ 学 ’ 学 ’ 报 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ 第 &=卷
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滑肌为基础的研究中表明胃肠道 $%%& 细胞在牵张负
荷的刺激下可发生兴奋，使胃肠道慢波频率增加，平滑

肌收缩的幅度加大，并且在体外亦可诱导平滑肌的兴

奋［’(］。对膀胱平滑肌细胞而言，当牵张负荷作用于膀

胱有兴奋性的细胞（如 $%%& 细胞）时，则可能诱导其
产生兴奋，从而启动逼尿肌收缩。

" " 本研究结果提示在膀胱平滑肌肌束间和肌束内存
在 )*+,-染色阳性、形态典型的 $%%&细胞，而且在体外
培养的膀胱组织细胞中亦有该类细胞，说明膀胱 $%%&
细胞可以在 .%/ 刺激下于体外稳定培养。目前的各
种研究方法尚不能达到满意的分离纯化 $%%& 细胞的
目的，因此我们仍然采用原代混合培养的方法进行细

胞功能实验。我们的研究观察到部分型态典型的细胞

%*0,-染色阳性，但是仍不排除成纤维细胞等间质细胞
的干扰。然而免疫染色后活细胞的功能会受到影响，

因此我们在实验中采用的方法是根据前期染色的经验

选择 $%%&细胞，加之 $%%& 细胞有典型的自发性钙波
波动的特性，是为进一步确定 $%%&细胞的方法。在牵
张负荷实验中，培养于牵张膜上的 $%%&细胞可观察到
较强的钙信号，且呈现出平滑肌细胞所不具备的钙浓

度周期性波动的变化特征，表明体外培养的 $%%&细胞
的功能比较活跃。而施与牵张负荷后 $%%& 细胞表现
为钙信号的明显增强，而平滑肌对牵张负荷的反应迟

于 $%%&细胞兴奋约 12 3 42 &，说明牵张负荷很可能先
兴奋 $%%&细胞，然后通过 $%%& 细胞分泌某些细胞因
子或者神经递质兴奋平滑肌细胞。由此我们可以推测

膀胱的自发性收缩和兴奋很有可能是来源于膀胱中的

$%%&细胞，而且这种兴奋性的变化可以独立于神经系
统的调节和支配。膀胱 $%%& 细胞的功能研究是我们
进一步理解膀胱“肌源性”兴奋起源和机制的开端，也

是更好地解释一些膀胱功能障碍性疾病新的切入点。
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参考文献中英文作者名的著录方法

" " 医学期刊的论文中，引用英文文献的比例很高，但有不少作者将英、美人的姓名搞错，以至用光盘核对时出现
错姓、错名或姓名全错。英、美人姓名的习惯写法是：名*名*姓，“名”可以有 ’ 个、M 个或 ( 个，但“姓”只有 ’ 个。
因此，从书籍或期刊中的姓名转录到文献时，要将次序调整为姓*名*名。姓是不可以简写的；“名”可以缩写，用第
一个字母大写，不用缩写点。数据库在著录作者姓名时，已经调整为姓*名*名，可照录。
" " 例如：5:G7 ‘=,7)A Y=KE,)写为 Y=KE,) 5 ‘。
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