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·论　　著·

ＨＣＮ通道在人体输尿管自发性收缩中的作用

冯观贵１，刘　骞１，孙碧韶２，朱景振２，龙　洲１，李龙坤１　（１．第三军医大学新桥医院泌尿外科，重庆 ４０００３７；２．第三军医大
学西南医院泌尿外科，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　应用ＺＤ７２８８特异性阻断超极化激活环核苷酸门控阳离子非选择性通道（ＨＣＮ通道）后观察人输尿管离体
平滑肌肌条自发性收缩活动的变化，从功能学上初步探讨ＨＣＮ通道在输尿管平滑肌自发性收缩中的作用。方法　收集临床上因
肾肿瘤或囊肿等行肾切除手术患者的离体输尿管标本１２例，经确认患者手术前均未接受放疗、化疗或免疫治疗等特殊处理，进行
输尿管离体平滑肌肌条实验，观察在ＺＤ７２８８作用下输尿管离体平滑肌肌条的收缩幅度和频率的变化。以人肠道组织为阳性对照，
剩余标本用于检测ＨＣＮ通道在人输尿管上的表达情况。结果　经 ＲＴＰＣＲ、ＷＢ法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）技术及免疫组化法检测，发现正
常人输尿管存在ＨＣＮ通道的表达，且ＨＣＮ通道主要表达于人输尿管的黏膜层与平滑肌层；离体肌条实验中加入 ＺＤ７２８８后，肌条
的收缩频率明显变慢，收缩幅度变化不明显，自身前后对比有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＣＮ通道可能在人输尿管自发性收
缩中发挥着重要作用。
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　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＣＮｃｈａｎｎｅｌ；ｕｒｅｔｅｒｓ；ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ

　　超极化激活环核苷酸门控阳离子非选择性通道，
即ＨＣＮ通道（ｈｙｐｅｒｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｅｄｃｙｃｌｉｃｎｕｃｌｅｏ
ｔｉｄｅｇａｔｅｄｃｈａｎｎｅｌｓ），是慢波起搏通道，主要表达于哺
乳动物的心脏和神经系统，在心脏起搏及神经活动中

发挥着重要的作用［１４］。近年来在豚鼠的肾内髓质集

合系统［５］、人或大鼠的膀胱逼尿肌等多个部位相继发

现了ＨＣＮ通道［６７］，但ＨＣＮ通道在同样具有自发蠕动
能力的输尿管中的作用还鲜有报道。本研究采用

ＺＤ７２８８特异性阻断ＨＣＮ通道后观察人新鲜离体输尿
管平滑肌肌条自发性收缩活动的变化，希望能从功

能学上对ＨＣＮ通道在输尿管平滑肌自发性收缩活动

中的作用做出初步判断，为后续进一步研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＨＣＮ１４亚型抗人单克隆抗体（Ａｂｃａｍ），逆转录试剂盒、
ＲＴＰＣＲ试剂盒（Ｔａｋａｒａ，中国大连），Ｔｒｉｚｏｌ、ＲＩＰＡ裂解液、
ＰＭＳＦ、ＳＤＳＰＡＧＥ制胶试剂盒（碧云天，中国上海）。

１．２　输尿管及膀胱组织标本的收集
　　收集我院泌尿外科临床上因肾肿瘤或囊肿等行肾切除手
术患者的离体输尿管标本 １２例，其中男 ７例，女 ５例，年龄
４２～７６岁，平均（６０．６±８．５）岁。经确认患者手术前均未接受
放疗、化疗或免疫治疗等特殊处理。肾或输尿管积水、肾结核

等患者输尿管标本均已排除。膀胱组织来自我院泌尿外科膀

胱癌患者的全切手术标本，经确认为距肿瘤５ｃｍ左右的正常
组织。

·９１１·
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１．３　输尿管离体平滑肌肌条的制备
　　术中切除新鲜输尿管标本置于新配４℃ Ｋｒｅｂ’ｓ液中备
用，立即前往实验室制作成约２０ｍｍ×５ｍｍ×２ｍｍ，即体积约
２００ｍｍ３的肌条组织。每例输尿管剩余标本分别取组织进行
固定和冻存。术中尽量避免对输尿管进行不必要的钳夹与

牵拉。

１．４　肌条实验
　　将输尿管平滑肌肌条一端垂直且无张力悬浮固定于盛有
１０ｍＬ３７℃ Ｋｒｅｂ’ｓ液的单腔器官浴槽中，另一端用丝线固定
于装有一维位移微调器（成都仪器厂）的量程为３０ｇ的 ＪＺＪ０１
型肌肉张力换能器（成都仪器厂）上，并通以９５％的 Ｏ２和５％
的ＣＯ２。肌肉张力换能器连接ＲＭ６２４０Ｃ型多道生理信号采集
处理系统（成都仪器厂），选择通道模式为张力，灵敏度０．７５ｇ，
扫描速度５ｓ／ｄｉｖ。肌条在单腔器官浴槽内平衡３０ｍｉｎ后，调节
一维位移微调器，使肌条张力升至３．０ｇ，待肌条出现自发性收
缩且平稳，观察并记录肌条张力变化曲线１５ｍｉｎ，加入 ＺＤ７２８８
１０μｌ，使单腔器官浴槽的 ＺＤ７２８８终浓度为１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，观
察１５ｍｉｎ，记录时间－张力曲线。

１．５　采用ＲＴＰＣＲ检测ＨＣＮ１４各亚型的表达
　　运用Ｔｒｉｚｏｌ提取输尿管组织总ＲＮＡ，检测浓度及纯度合格
后按逆转录试剂盒说明书方法逆转录为 ｃＤＮＡ，膀胱组织按同
样方法处理。温控条件分别是 ４２℃、２ｍｉｎ，３７℃、１５ｍｉｎ，
８５℃、５ｓ，按照ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＤＲＲ０３７Ａ）进行 ＰＣＲ的扩增，
程序如下：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，Ｔｍ退火３０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，扩增３５个循环后，７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。
扩增产物２％琼脂糖凝胶１１０Ｖ恒压电泳后曝光。以 ＧＡＰＤＨ
作为内参，扩增３５个循环周期，每个标本３个复孔。ＨＣＮ通道
引物序列见表１。

表１　ＨＣＮ通道相关基因的引物序列与产物长度

基因 引物序列（５’３’） 产物长度（ｂｐ）

ＨＣＮ１Ｆ ＣＣＧＣＴＣＧＡＡＣＴＴＴＣＣＡＣＴＡＴＧＣＣ　
２０８

ＨＣＮ１Ｒ ＴＣＣＣＧＧＧＴＣＡＧＧＴＴＧＧＴＧＴＴＧ　　　

ＨＣＮ２Ｆ ＧＣＣＡＧＡＡＧＡＴＣＣＡＣＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧ
２３８

ＨＣＮ２Ｒ ＧＴＧＣＣＴＴＣＧＣＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧ　　　

ＨＣＮ３Ｆ ＣＣＧＧＧＣＣＴＴＴＧＡＧＡＣＴＧＴＧ　　　　
２３１

ＨＣＮ３Ｒ ＧＧＣＧＣＡＴＧＴＡＣＣＡＧＴＧＧＣ　　　　　

ＨＣＮ４Ｆ ＧＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡＣＴＴＣＧＴＧＡＣＧ　　　
２０４

ＨＣＮ４Ｒ ＣＣＧＧＧＴＣＡＧＧＣＡＧＡＴＣＴＣＴＣ　　　

１．６　采用ＷＢ法检测ＨＣＮ１４各亚型的表达
　　将输尿管组织用ＰＢＳ快速清洗，加入预冷的 ＲＩＰＡ蛋白裂
解液中，尽量剪碎，转入匀浆器中冰上研磨。裂解３０ｍｉｎ后，
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取的上清液即为输尿管组织
的总蛋白。置于１００℃ ５ｍｉｎ变性。ＲＣＤＣ法检测蛋白浓度，
经５％的浓缩胶和８％的分离胶ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，每孔的上样量
为８０μｇ总蛋白。浓缩胶７０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，分离胶１１０Ｖ电泳
９０ｍｉｎ，５％的 ＢＳＡ封闭 １ｈ，免疫抗体反应（稀释比例，一抗
ＨＣＮ１∶１０００，ＧＡＰＤＨ１∶１０００，二抗：１∶５０００）。ＥＣＬ化学发
光，凝胶成像系统中检测蛋白的表达情况。

１．７　免疫组化法（ＩＨＣ）明确ＨＣＮ１４各亚型
　　将福尔马林浸泡的输尿管组织进行包埋，常规石蜡切片，
脱蜡后清水清洗，组织片置入ＥＤＴＡｐＨ８．０的枸橼酸缓冲液中
行高压修复，切片浸入３％ Ｈ２Ｏ２１０ｍｉｎ。ＰＢＳ液充分洗涤后滴
加一抗于切片上，３７℃烤箱孵育９０ｍｉｎ，ＰＢＳ液洗３次，每次
５ｍｉｎ，二抗室温孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ充分洗涤后擦干，上显色剂，
显微镜下观察，达到信号强度后终止显色，苏木精衬染、脱水、

透明、封片。

１．８　数据测量
　　取输尿管平滑肌肌条自发性收缩最稳定的２ｍｉｎ进行检
测，波幅使用ＲＭ６２４０Ｃ型多道生理信号采集处理系统软件进
行测量。

１．９　统计学方法
　　实验数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，输尿管收缩前后变
化行ｔ检验，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析，Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测ＨＣＮ通道相关基因的表达
　　在人输尿管组织中可以检测到 ＨＣＮ通道的４个亚型，以
ＨＣＮ４表达相对较明显（图１）。
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Ｍ：标准；１：输尿管 ＨＣＮ１；２：膀胱 ＨＣＮ１；３：输尿管 ＨＣＮ２；４：膀
胱ＨＣＮ２；５：输尿管ＨＣＮ３；６：膀胱ＨＣＮ３；７：输尿管ＨＣＮ４；８：膀
胱ＨＣＮ４

图１　ＲＴＰＣＲ检测ＨＣＮ通道相关基因的表达

２．２　ＷＢ法和免疫组化对ＨＣＮ通道蛋白水平的检测
　　ＷＢ法和免疫组化技术均检测到输尿管组织中 ＨＣＮ通道
及其各亚型的表达，且 ＨＣＮ通道在人体输尿管的黏膜上皮和
平滑肌层表达最为明显（图２、图３）。
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１：人输尿管标本１；２：人输尿管标本２；３：人输尿管标本３；４：人
膀胱标本（阳性对照）

图２　ＷＢ法检测人输尿管ＨＣＮ通道的表达
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图３　免疫组化法检测ＨＣＮ通道蛋白的表达

２．３　ＺＤ７２８８对人体输尿管平滑肌自发性收缩的作用
　　对术中收集到的人新鲜输尿管平滑肌进行离体肌条实验
检测，取肌条收缩平稳后收缩幅度和频率的平均值进行统计学

处理并比较。结果显示，在 Ｋｒｅｂ’ｓ液中孵育 ３０ｍｉｎ后，给予
３．０ｇ的前负荷下，肌条可出现稳定的自发性收缩，其收缩幅度
为（１．５３１±０．３０６）ｇ，频率为（１．６０９±０．２０４）次／分，加入
ＺＤ７２８８后收缩幅度为（１．４０２±０．２５６）ｇ，频率为（０．４６９±
０．０３４）次／分，经统计学检验Ｐ＜０．０１差异显著（图４）。
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图４　ＺＤ７２８８对人输尿管平滑肌自发性收缩的作用

３　讨论

　　ＨＣＮ通道是一种能被电压和环磷酸腺苷调控的、
非选择性阳离子通道，能够产生特异性的 Ｉｈ电流，而
Ｉｈ电流被认为是起搏细胞的重要标志之一。与大部分
细胞不同的是，引发Ｉｈ电流的是细胞的超极化电流而

非通常的去极化电流，Ｉｈ电流进一步引发动作电位，导
致平滑肌收缩，进而影响器官的功能活动。因此有关

ＨＣＮ通道的研究已经成为许多平滑肌器官动力学功
能领域的热点。目前 ＨＣＮ通道的起搏通道作用在心
组织及中枢神经系统中均已得到明确。

　　在泌尿系统中，膀胱与输尿管都存在着不依赖于
神经支配的自发性兴奋性。在文献报道和我们团队的

前期研究中，已经证实膀胱源性自发兴奋调控在逼尿

肌兴奋异常中占有重要地位［８］。膀胱中存在有胃肠道

起搏样细胞（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣ），并通过酶消
化法，体外得到了原代培养的膀胱 ＩＣＣ样细胞［９１０］。

本团队前期研究发现ＩＣＣ细胞的兴奋性对膀胱逼尿肌
的收缩功能有显著影响［１１１２］，且膀胱 ＩＣＣ具有起搏细
胞的Ｉｈ内向特征电流［１３］，进一步的研究确认在大鼠的

膀胱内有ＨＣＮ通道４个亚型的表达，ＨＣＮ１表达量相
对较多，通过免疫双染等技术证实 ＨＣＮ通道可能通过
ＩＣＣ细胞在膀胱的自发性收缩中发挥着重要作用［６］。

Ｘｕｅ等［７］在人的膀胱内也发现有 ＨＣＮ通道４个亚型
的表达，且 ＨＣＮ４表达量相对较多。ＩＣＣ细胞及其起
搏功能的发现，确立了 ＩＣＣ细胞作为膀胱源性兴奋通
路的枢纽地位，而其核心是以ＨＣＮ通路为主导的起搏
和整合通路。作为同样具有自发性兴奋性的输尿管，

ＨＣＮ通道在其中是否也发挥着重要作用呢？目前还
未发现有相关报道。本实验中使用 ＨＣＮ阻断剂
ＺＤ７２８８阻断 ＨＣＮ通道后观察人新鲜离体输尿管肌条
收缩活动的变化，正是希望能从功能学上对 ＨＣＮ通道
在输尿管平滑肌自发性收缩活动中的作用进行初步

探讨。
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　　ＺＤ７２８８作为 ＨＣＮ通道的非选择性阻断剂，在
ＨＣＮ通道功能的研究报道中，研究者们多采用ＺＤ７２８８
这一药物阻断 ＨＣＮ通道后观察机体的反应。但 Ｗｕ
等［１４］研究表明 ＺＤ７２８８不仅能阻断 ＨＣＮ通道及大剂
量阻断Ｔ通道外，还能够阻断背根神经节细胞中广泛
分布的钠通道，且阻断效果更为明显，说明 ＺＤ７２８８并
非ＨＣＮ通道的特异性阻滞剂。在我们的研究中，采用
ＺＤ７２８８阻断人离体输尿管中的 ＨＣＮ通道，本身已不
受到中枢及外周神经的影响，达到相对特异性的效果。

　　在本研究中，我们收集临床上因肾脏肿瘤或囊肿
等行肾脏切除手术患者的离体输尿管标本，率先开展

以人正常输尿管组织为模型，采用 ＲＴＰＣＲ、ＷＢ法及
免疫组化技术分别从基因、蛋白水平上证实了正常人

输尿管中ＨＣＮ通道各亚型的存在，且主要表达于输尿
管的黏膜层与肌肉层。人新鲜输尿管离体肌条实验从

功能学上初步判断 ＨＣＮ通道在输尿管自发性收缩中
发挥着重要的作用。由于ＺＤ７２８８短时间内无法洗脱，
因此针对人输尿管平滑肌肌条，在自发性收缩平稳的

基础上，直接加入 ＺＤ７２８８，观察到肌条收缩频率明显
变慢，幅度变化不明显，通过加药前后的自身对照，统

计学分析有显著差异，说明ＺＤ７２８８明显抑制了人输尿
管的节律性收缩。

　　前期已有大量研究［１５１９］发现在输尿管上有 ＩＣＣｓ
细胞的表达，主要存在于输尿管的上皮层及部分基层

组织，且在输尿管平滑肌的自发性收缩中起着重要作

用，很可能是输尿管的起搏细胞。我们团队前期研究

发现ＩＣＣｓ细胞在豚鼠肾盂输尿管各部位的分布有显
著差异，其与上尿路平滑肌局部肌条收缩有密切关

系［１９］。本研究表明ＨＣＮ通道在人输尿管自发性收缩
中发挥着重要的作用，而 ＨＣＮ通道是否是通过 ＩＣＣｓ
在输尿管的自发性收缩中发挥作用，还有待进一步

研究。

　　在临床上，输尿管的功能正常与否与一系列泌尿
系动力相关性疾病、先天性输尿管疾病密切相关，如先

天性巨输尿管、先天性肾盂输尿管连接处梗阻、膀胱输

尿管反流及输尿管功能性梗阻等。本研究是对正常人

输尿管自发性收缩功能的一个初步探索，旨在为今后

进一步的相关深入研究打下良好的基础，系统而深入

地阐明ＨＣＮ通路在输尿管自发兴奋收缩中的作用和
机制，对多种输尿管疾病的基础研究和临床治疗具有

重要意义。
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［１７］ＧｅｖａｅｒｔＴ，ＤｅＶｏｓＲ，ＶａｎＤｅｒＡａＦ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｅｌｏｃｙｔｅｓｉｎ
ｔｈｅｕｐｐｅｒｌａｍｉｎａｐｒｏｐｒｉａｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｕｒｉｎａｒｙｔｒａｃｔ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌ
ｍｅｄ，２０１２，１６（９）：２０８５－２０９３．

［１８］樊汝会，王永权，李雪梅，等．ＡＴＰ对原代培养大鼠膀胱 Ｃａｊａｌ间质
细胞及逼尿肌细胞兴奋性的影响［Ｊ］．局解手术学杂志，２０１１，
２０（２）：１１７－１１９．

［１９］钟　晓，李为兵．ＩＣＣ样细胞在正常豚鼠上尿路的分布及对平滑肌
收缩的影响［Ｊ］．第三军医大学学报，２００９，３１（６）：４９５－４９７．

（编辑：周小林）
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