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改良大鼠膀胱平滑肌细胞急性酶分离法及膜片钳应用
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　　［摘要］　目的　改良大鼠膀胱平滑肌细胞急性酶分离方法，为利用膜片钳技术研究膀胱疾病提供必要的技术平台。
方法　 采用木瓜蛋白酶和胶原酶Ⅱ，采用一步法和二步法，分别消化５只新生和成年Ｗｉｓｔａｒ大鼠膀胱组织，在膜片钳工作
台上分别对平滑肌细胞钠钙交换体电流行全细胞记录。结果 　建立了稳定的新生和成年大鼠膀胱平滑肌细胞急性酶分
离方法。新生大鼠钠钙交换体（Ｎａ＋／Ｃａ２＋ｅｘｃｈａｎｇｅｒ，ＮＣＸ）电流密度（ｐＡ／ｐＦ）为［（０．２１±０．０７），ｎ＝４］，成年大鼠ＮＣＸ电
流密度为［（０．１９±０．０６），ｎ＝６］，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＫＢＲ７９４３在５μｍ浓度下，有阻滞 ＮＣＸ正向模式的能
力。结论　 本方法改良了大鼠膀胱平滑肌细胞急性酶分离，并成功应用于膜片钳技术检测。
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　　近年以尿急、尿频或尿失禁等症状为主的膀胱功
能障碍性疾病发病率呈上升趋势，其中膀胱平滑肌细

胞的离子通道功能异常是目前的研究热点［１］。而膜

片钳技术是研究膀胱平滑肌细胞离子通道最重要的方

法，细胞的获取又是进一步实施膜片钳技术的关键。

目前国内外普遍采用的酶消化平滑肌法稳定性不高，

细胞分离时间较长［２］。我们通过复习大量文献，反复

实验，建立了稳定的大鼠膀胱平滑肌细胞急性酶分离

法，并应用膜片钳全细胞模式，测定新生及成年大鼠膀

胱平滑肌细胞的钠钙交换体电流，证明分离细胞的可

靠性，旨在为进一步研究膀胱平滑肌离子通道功能提

供支持。

１　材料与方法

１．１　动物
　　５只正常出生２～３ｄＷｉｓｔａｒ大鼠和５只正常成年Ｗｉｓｔａｒ大
鼠（２月龄），雌雄不拘，成年大鼠体质量２００～２２０ｇ，购自第三
军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心。

１．２　仪器
　　实验使用的膜片钳系统为 Ｍｕｌｔｉｃｌａｍｐ２００Ｂ膜片钳放大器
（Ａｘｏｎ公司，美国）和 Ｄｉｇｉｄａｔａ１４４０Ａ模数转换器（Ａｘｏｎ公
司，美国），记录和分析软件为 ｐＣＬＡＭＰ１０．３（Ａｘｏｎ公司，美
国）。采样频率为１０ｋＨｚ，滤波频率为２ｋＨｚ。

１．３　试剂
　　Ⅱ型胶原酶（ＣｏｌｌａｇｅｎａｓｅＩＩ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、氯化四乙

铵（ＴＥＡＣｌ）、三磷酸腺苷二钠（Ｎａ２ＡＴＰ）、氢氧化铯（ＣｓＯＨ）、羟
乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、乙二醇双四乙酸（ＥＧＴＡ）、牛血清蛋
白（ＢＳＡ）、大豆胰蛋白酶抑制剂（Ｔｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）均购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，木瓜蛋白酶（Ｐａｐａｉｎ，韩国 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司），ＤＨａｎｋｓ
液（美国Ｇｉｂｃｏ公司），ＫＢＲ７９４３（英国 Ｔｏｃｒｉｓ公司），其余试剂
均为国产分析纯试剂。

１．４　溶液配制
　　细胞外液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ１３７，ＫＣｌ５，ＭｇＣｌ２１，ＣａＣｌ２１．５，

ＨＥＰＥＳ１０，Ｄｇｌｕｃｏｓｅ１０，用ＮａＯＨ调至ｐＨ＝７．４±０．５；电极内
液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ５，ＣｓＯＨ１００，ＫＣｌ５，ＭｇＣｌ２２，ＴＥＡＣｌ２０，
ＨＥＰＥＳ１０，Ｄｇｌｕｃｏｓｅ８，Ｎａ２ＡＴＰ１，ＥＧＴＡ５，ＣａＣｌ２４．９４，用 ＣｓＣｌ
调至ｐＨ＝７．２±０．５；细胞分离酶Ⅰ（ｍｇ／ｍＬ）：ＣｏｌｌａｇｅｎａｓｅⅡ
０５，ＤＴＴ１，ＢＳＡ１，Ｔｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，Ｐａｐａｉｎ０５，配入ＤＨａｎｋｓ
液。细胞分离酶Ⅱ（ｍｇ／ｍＬ）：ＣｏｌｌａｇｅｎａｓｅⅡ１，ＤＴＴ１，ＢＳＡ１，配
入ＤＨａｎｋｓ液。

１．５　改良新生和成年大鼠膀胱平滑肌细胞分离方法
　　参照文献［３－４］方法并改良。①新生鼠单个膀胱平滑肌
细胞急性酶分离（一步法）：新生鼠处死后，暴露膀胱后离断，置

于含细胞分离酶Ⅰ的ＥＰ管，剪成肉糜样后，迅速将 ＥＰ管放置
于３７℃ ５％ Ｏ２和９５％ ＣＯ２的孵箱中１０ｍｉｎ。待观察到消化
液中有游离单个平滑肌细胞后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心，终止消化，弃
上清液并将底层组织吸出用预冷的 ＤＨａｎｋｓ液放置１０ｍｉｎ，用
圆滑的巴氏滴管继续轻轻吹打５ｍｉｎ，１５０目细胞筛筛后即可得
到适合膜片钳技术的新生鼠膀胱平滑肌细胞。②成年大鼠单
个膀胱平滑肌细胞急性酶分离（二步法）：膀胱获取同新生鼠，

在预冷的ＤＨａｎｋｓ液中分离膀胱黏膜和浆膜层，然后在分离酶
Ⅰ中将组织剪成肉糜样，３７℃，５％Ｏ２和９５％ＣＯ２的孵箱中放置
８ｍｉｎ，离心机１０００ｒ／ｍｉｎ终止消化第１步，弃上清液后将组织
置于细胞分离酶Ⅱ中继续３７℃孵箱孵育４５～５５ｍｉｎ，待观察
到游离平滑肌细胞后，离心机１０００ｒ／ｍｉｎ终止消化，弃上清液
并将底层组织吸出用预冷的ＤＨａｎｋｓ液放置１０ｍｉｎ，用圆滑的
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巴氏滴管继续轻轻吹打５ｍｉｎ，１５０目细胞筛筛后即可得到适合
膜片钳技术的成年大鼠膀胱平滑肌细胞。分离好的细胞悬液

置于４℃冰箱备用。

１．６　膜片钳全细胞记录
　　急性酶分离的新生大鼠和成年大鼠膀胱平滑肌细胞均采
用全细胞膜片电压钳制技术记录钠钙交换体（Ｎａ＋／Ｃａ２＋

ｅｘｃｈａｎｇｅｒ，ＮＣＸ）电流。ＮＣＸ电流参考文献［５］，细胞静息电位
为－４０ｍＶ，采用斜坡刺激从 －１００～＋６０ｍＶ，时程１６００ｍｓ，
可以得到一内向电流，为包括 ＮＣＸ在内的排除细胞内钙离子
的电流，经ＮＣＸ特异性阻滞剂ＫＢＲ７９４３（５μｍ）前后相减所得
电流差值即为ＮＣＸ电流。

１．７　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对计数资料进
行独立样本ｔ检验和配对ｔ检验。

２　结果

２．１　采用改良酶分离方法获取的新生和成年大鼠膀
胱平滑肌细胞形态学观察

　　新生大鼠膀胱采用一步消化法１０ｍｉｎ左右即可获得足够
数量的平滑肌细胞，而成年大鼠需经过二步法消化５０～６０ｍｉｎ
才能获取满足实验的平滑肌细胞。在倒置显微镜下分别（×
１００，×４００）观察，膀胱平滑肌细胞呈蚯蚓状、纺锤状、圆棒状等
多种形态，细胞长度为５０～２００μｍ，其中新生大鼠膀胱平滑肌
细胞长度普遍较成年大鼠短，活性良好的平滑肌细胞轮廓清

晰，表面光滑无颗粒，且细胞贴壁时间快（１５～２０ｍｉｎ，图１）。
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Ａ：新生大鼠（×１００）；Ｂ：成年大鼠（×１００）；Ｃ：新生大鼠（×４００）；

Ｄ：成年大鼠（×４００）

图１　倒置显微镜观察新生和成年大鼠膀胱平滑肌细胞

２．２　新生和成年大鼠膀胱平滑肌细胞ＮＣＸ电流
　　新生大鼠ＮＣＸ电流密度（ｐＡ／ｐＦ）为［（０．２１±０．０７），ｎ＝４］，大
于成年大鼠ＮＣＸ电流密度［（０．１９±０．０６），ｎ＝６，Ｐ＜０．０５］。

３　讨论

　　目前膀胱排尿功能障碍性疾病的发病机制存在争
议，膀胱肌源性理论越来越受到关注，但是国内外采用

膜片钳技术研究膀胱平滑肌细胞并不多见［６］，一方面

可能受制于仪器设备的建立，另一方面与实验本身的

难度有直接关系。稳定分离平滑肌细胞是困扰实验人

员的关键因素，因此建立膀胱平滑肌细胞的急性酶分

离方法至关重要。本课题组通过阅读文献和多次实

验，摸索出了一套较可靠、稳定的新生和成年大鼠膀胱

平滑肌细胞急性酶分离方法，同时初步研究了钠钙交

换体在新生和成年大鼠膀胱平滑肌细胞中的电流，认

为该电流可能在膀胱的发育中发挥作用。

　　新生大鼠较少应用于膀胱平滑肌细胞研究，与动
物模型较难建立有关。本研究发现，由于新生大鼠膀

胱几乎没有胶原组织，所以无论是酶的浓度还是作用

时间，都需要尽量减小和缩短。国内外在膀胱平滑肌

消化酶的选取上目前主要是胶原酶Ⅱ和Ⅲ。胶原酶是
从溶组织梭状细胞芽孢杆菌提取制备的，主要水解结

缔组织中胶原蛋白成分，胶原酶仅对细胞间质有消化

作用而对上皮细胞影响不大，可使上皮细胞与胶原成

分分离而不受损害。预实验中胶原酶Ⅱ体现了良好的
分离效果，能明显地减少细胞间的胶原纤维，在吹打细

胞后能使大量平滑肌细胞游离。但是国内外的新生大

鼠的急性酶分离方法主要采用二步法，第１步主要以
高浓度的木瓜蛋白酶为主，一般消化时间为２０ｍｉｎ，第
２步采用胶原酶Ⅱ，消化时间为１０ｍｉｎ左右［７］。通过

改进，将木瓜蛋白酶与胶原酶Ⅱ融合，不仅缩短了消化
时间，减少了消化步骤，并且低浓度的木瓜蛋白酶减少

了细胞膜的损伤，利于玻璃微电极与细胞表面形成巨

阻封接。

　　成年大鼠膀胱平滑肌细胞的急性分离是研究膀胱
功能，并进一步建立和研究模型大鼠膀胱平滑肌细胞

电生理学的重要实验基础。与国内外成年大鼠膀胱平

滑肌细胞分离技术相比，本实验虽然同样采用二步法，

但区别在于采用胶原酶Ⅱ与木瓜蛋白酶的混合，时间
缩短［８－９］。胶原酶Ⅱ和木瓜蛋白酶的混合酶作用时
间，以８ｍｉｎ效果较好，不仅缩短第２步消化时间，同
时保持细胞相应的活性，而第２步时间因成年大鼠膀
胱剪碎的组织大小缺乏精确性，为４５～５０ｍｉｎ。实验
者对于细胞分离消化状态的把握不可或缺，在消化作

用时间的后期要勤于观察消化组织，需要实验者积累

经验。

　　ＮＣＸ是广泛分布于心肌、肾脏、平滑肌细胞膜上
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的一种跨膜转运蛋白，不仅参与了多种细胞内钙稳态

的维持，同时在平滑肌细胞兴奋收缩耦联中发挥作
用［１０］。研究豚鼠膀胱平滑肌细胞发现，该通道生理状

态下电流偏小，可能不会发挥重要作用［１１］，本实验检

测ＮＣＸ在正常新生大鼠和成年大鼠膀胱平滑肌细胞
的电流密度偏小，且电流密度在成年大鼠膀胱平滑肌

细胞中降低，提示该电流可能与膀胱平滑肌细胞发育

相关。本实验应用了 ＮＣＸ的反向模式特异性阻滞剂
ＫＢＲ７９４３，该阻滞剂是否对 ＮＣＸ的正向模式起阻滞
作用存在争议［１２］，初步证实 ＫＢＲ７９４３在低浓度下，
同样可以阻滞ＮＣＸ排除细胞内钙离子的能力，但因特
异性较差，导致检测的ＮＣＸ电流密度偏小。
　　综上，本实验建立了稳定的适合膜片钳技术的膀
胱平滑肌细胞分离方法，为探讨膀胱平滑肌细胞离子

通道功能在疾病中是否发挥作用提供了支持。同时应

用ＫＢＲ７９４３证实膀胱平滑肌细胞存在 ＮＣＸ电流，新
生和成年大鼠膀胱平滑肌细胞 ＮＣＸ电流密度存在差
异，该差异在生理状态中发挥何种作用值得研究，并且

研发ＮＣＸ亚型的特异性阻滞剂是进一步研究 ＮＣＸ作
用的重点方向。
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带蒂背阔肌肌皮瓣修复腹壁巨大缺损的临床疗效分析

匡　毅，蒋又新，李福沛　　（４０００３０重庆，重庆市肿瘤研究所腹部肿瘤外科）

　　［摘要］　目的　探讨带血管蒂背阔肌肌皮瓣修复腹壁肿瘤切除后遗留巨大缺损的临床效果。方法 　１９９８年１０月
至２００８年５月，采用带血管蒂背阔肌肌皮瓣修复６例因腹壁肿瘤切除致腹壁巨大缺损的患者，缺损范围１２ｃｍ×９ｃｍ～１８
ｃｍ×１５ｃｍ。结果　６例患者术后伤口均Ⅰ期愈合。随访１～６年，无肿瘤复发，无腹壁切口疝、肠粘连、肠梗阻和肠瘘等并
发症发生。结论 　带血管蒂背阔肌肌皮瓣修复腹壁缺损的方法疗效可靠，副作用少，在大面积腹壁全层缺损的修复中值
得推广应用。
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