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!!$摘!要%!目的!探讨外源性)+-对大鼠膀胱LGaG2间质细胞"SLL#兴奋性的影响' 方法!采用胶原酶消化法急性分离 .W

大鼠膀胱SLL和逼尿肌细胞"W.[L#!通过激光共聚焦技术检测外源性)+-作用前后SLL及W.[L内LG

" d信号的变化' 结果!胶

原酶-消化后!在干细胞因子".LX#的刺激下!经K;̂AF免疫荧光染色阳性的SLL呈长梭形或纺锤形!胞体较小!并且带有分枝状突

起!而W.[L呈纤维形或短棒状!二者形态有明显区别' X2N1;4 *e染色后!激光共聚焦显微镜观察显示!静止状态下 SLL内

$LG

" d

%

A

平均荧光强度"<<3$7 f53"5#显著强于平滑肌细胞"4<3<8 f"3#6#!!g#3#<&"#

(

O12VP和 $##

(

O12VP)+-可诱发体外培

养的SLL及W.[L细胞内$LG

" d

%

A

一过性升高!随后缓慢下降' 结论!在 .LX刺激条件下!.W大鼠膀胱 SLL和 W.[L可在体外稳

定混合培养' 外源性)+-可兴奋体外混合培养的SLL和W.[L'

!!$关键词% 膀胱&)+-&LGaG2间质细胞&兴奋性

!!$中图分类号% &784&&5"83"< !$文献标识码% )!$文章编号% $79";<#4"""#$$##";#$$9;#5

!

$基金项目% 国家自然科学基金资助项目"5#9##"9#!6$#9#7#4#

! $作者简介% 樊汝会"$876;#!女!重庆市人!主管技师!本科!主要从事

排尿功能障碍方面的研究' 电话("#"5#7697<547

! $通讯作者% 方!强!电话("#"5#;7697<54<!';OGA(_G@BhAG@BiFOON3

?QN3K@

! $收稿日期% "#$#;$";$5!!$修回日期% "#$$;#$;$"

<--+2)&-678&%+=2")#.";")1 &-"%)+*')")"#;2+;;'&-9#:#;#%((+)*>'&*',&&)0,>'2;+2+;;"%/*",#*1 2>;)>*+(*#)

.;#((+*

X)*&N;HNA!e)*(Y1@B;hNG@!PScN?;O?A!PSe?A;>A@B!.,*(:1!bJ,/bHG@;E1@B!X)*(UAG@B!

"/D121BAKG2&?;

E?GDKH S@EFAFNF?1_-P)!.1NFHM?EFJ1ECAFG2!+HADQ [A2AFGDI[?QAKG2/@À?DEAFI!LH1@BhA@B4###56!LHA@G#
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"W.[L# A@ .WDGF>2GQQ?D3A+)0&('!SLLG@Q W.[LA@ .WDGF>2GQQ?DM?D?AE12GF?Q >IK122GB?@GE?QAB?EFA1@ G@Q FH??__?KFE1_)+-1@

G̀DAGFA1@ 1_LG
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A@ SLLMGE"<<3$7 f53"5#!1> À1NEHABH?DFHG@ FHGF1_"4<3<8 f"3#6# A@ W.[LN@Q?DEFGFAKK1@QAFA1@ G_F?DX2N1;4
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21M?Q >IGE21MQ?K2A@?A@ >1FH SLLG@Q W.[L39&%2;>'"&%!SLLG@Q W.[LA@ .WDGF>2GQQ?DKG@ >?K1;KN2FND?Q A@ ÀFD1N@Q?DEF?OK?22

_GKF1D".LX# EFAON2GFA1@ G@Q )+-KG@ ?]KAF?SLLG@Q W.[LA@ ÀFD13

!!C+1D&*('( >2GQQ?D&)+-&A@F?DEFAFAG2K?22E1_LGaG2&?]KAFG>A2AFI

!!迄今为止!有关逼尿肌收缩的神经调控机制尚未

完全阐明!导致许多排尿异常的治疗缺乏针对性!疗效

欠佳' LGaG2间质细胞"A@F?DEFAFAG2K?22E1_LGaG2!SLL#最

早是在胃肠道内发现的一类特殊的间质细胞!SLL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$$%

' 近年来!SLL

在膀胱功能调控中的作用逐渐受到重视!成为排尿功

能障碍性疾病研究热点之一$";5%

' 我所前期研究证实

大鼠膀胱内的SLL和神经末梢的解剖位置紧密相邻!

并且SLL可表达-"c

"

和-"c

<

两种嘌呤受体$4;<%

!提示

)+-介导的嘌呤能神经信号极有可能通过兴奋SLL调

控膀胱功能' 本研究通过激光共聚焦显微镜观察外源

性)+-对体外混合培养的SLL及逼尿肌细胞"W.[L#

内LG

" d的影响!从细胞水平证实嘌呤能神经递质 )+-

是否能够兴奋SLL!以期为进一步探明 )+-介导的嘌

呤能信号在膀胱功能调控中的作用提供实验依据'

34材料与方法

$3$!主要材料与试剂

!!采用健康 7# T8# Q 龄 .W大鼠 $# 只!雌雄不限!体重 "##

T"<# B!购自第三军医大学实验动物中心' 恒温细胞培养箱!

激光共聚焦显微镜!胶原酶 -!重组干细胞因子"EF?OK?22_GK;

,9$$,
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F1D!.LX#!X2N1;4 *e钙分析试剂盒!XS+L标记的羊抗鼠 K;̂AF

单抗'

$3"!实验方法

!!过量 "<R乌拉坦麻醉 .W大鼠!超净工作台内开腹!取出

膀胱' -:.漂洗 5 次!用镊子去除膀胱周围结缔组织及粘膜

层!将剩余肌层组织剪成约 $ OOj$ OOj$ OO碎块!#3$R胶

原酶-消化 4< OA@ 到 $ H 制成细胞悬液!以 $#

<

VOP的密度接

种于预置载玻片的 7 孔培养板中!按照 <# @BVOP加入重组

.LX!59 k)<RL,

"

培养箱中静置培养 4 T< Q' 培养于盖玻片

上的细胞取出后 #3#$ O12VP-:.漂洗 < OA@ j5 次&4R多聚甲

醛固定 5# OA@&#3#$ O12VP-:.漂洗 < OA@ j5 次&$R:.)室温

下孵育 5# OA@&弃去多余孵育液!滴加 #3"R:.)V#3#$ O12VP

-:.稀释的XS+L标记 K;̂AF"$l"###!湿盒内 4 k $" H &#3#$

O12VP-:. 漂洗 < OA@ j5 次&W)-S复染细胞核 $# OA@&#3#$

O12VP-:.漂洗 < OA@ j5 次&9<R甘油封片!激光共聚焦显微

镜下观察' 细胞生长 4 T< Q 后!吸尽培养基!加入 X2N1;4 *e

荧光染料 $# OP!59 k孵育 5# OA@!取出后室温继续孵育 5#

OA@!激光共聚焦显微镜寻找有典型形态特征的 SLL及 W.[L!

并检测其静止状态下的荧光强度' 分别加入相应浓度的 )+-

液!保持终浓度分别为 "#

(

O12VP")组#和 $##

(

O12VP":

组#!观察SLL以及W.[L内$LG

" d

%

A

荧光强度变化情况'

$35!统计学处理

!!计量资料以均数f标准差"

!

"f##表示!加药前后比较采用

配对资料$检验!!g#3#< 时有显著性差异!!g#3#$ 时差异非

常显著!!m#3#< 时无显著性差异' 所有统计分析均采用 .-..

$53# 统计软件进行'

54结果

"3$!原代混合培养的SLL及W.[L形态学特征

!!胶原酶-消化后的细胞于 $ Q 内贴壁生长!.LX的刺激下

可见典型的SLL生长' 倒置显微镜下观察!细胞呈长梭形或纺

锤形!可见分枝状突起!胞体较小!排列不规则&而 W.[L呈纤

维形或短棒状!二者形态有明显区别"图 $G#'

"3"!SLL免疫荧光染色鉴定

!!免疫荧光染色结果显示!体外培养的细胞中可见 K;̂AF呈

绿色荧光的SLL"图 $>#'

G(原代混合培养的SLL与W.[L&>(K;̂AF阳性的原代培养SLL

图 34原代混合培养的SLL与W.[L镜下观察

"35!)+-对SLL及W.[L内$LG

" d

%

A

荧光强度的影响

!!"#

(

O12VP和 $##

(

O12VP的 )+-均可诱发 W.[L内

$LG

" d

%

A

出现一过性升高!然后缓慢下降' :"$##

(

O12VP#组上

升幅度略高于)""#

(

O12VP#组"!g#3#<#!见表 $)图 ")图 5'

表 34678对!EA9及F99内$9#

5 G

%

"

荧光强度的影响

W.[L SLL

组别
加药前 加药后 加药前 加药后

)组 4<3<8 f"347

8#35" f435<

"

<93$7 f53"5

$"5356 f<358

"

:组 45349 f$376

$"437< f83<4

"#

<7349 f"37<

$5"3"4 f935$

"

n

"

(与加药前比较!!g#3#$&n(与加药前比较!!g#3#<!

#

(与
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图 54678对F99及!EA9内$9#

5 G

%

"

的影响

G(加药前&>(加药后 $ E&$)"(SLL&5)4(W.[L

图 H43II

!

,&;JK678对体外培养的 F99和 !EA9细胞内

$9#

5 G

%

"

的影响

H4讨论

53$!膀胱SLL的原代培养

!!为了能够获得纯度较高的 SLL进行体外培养!本

课题组尝试过采用德国 [A2F?@IA:A1F?K公司的免疫磁

珠细胞分选系统对膀胱 SLL进行分离和纯化培养!而

,6$$,
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流式细胞计数显示分离出的细胞中 K;̂AF阳性率仅

"#R左右' 并且由于分选时间较长!分选后的细胞不

仅数量少!而且活性差' 而本研究培养 SLL的目的是

为了观察外源性 )+-对膀胱 SLL以及 W.[L细胞内

钙信号的影响!以确定 )+-是否能对 SLL发挥作用'

体外培养的SLL和 W.[L形态学上差异很大!倒置显

微镜下容易鉴别!故本课题组舍去分选过程!直接将膀

胱SLL与W.[L混合培养'

!!.LX是ZS+受体的配体!分为膜结合型和可溶性!

由 .2位点的基因编码!是一种糖基化非共价同型二聚

体!也称 .F??2因子)肥大细胞生长因子等' .LX;ZS+

信号通路对SLL的正常发育)分化有重要的作用' 编

码ZS+蛋白的基因K;̂AF或编码 .LX的基因 .F??2发生

突变时!ZS+信号途径被阻断!均会导致 SLL的发育异

常$7;9%

' 我们在培养液中加入浓度为 < @BVOP的 .LX!

以保证SLL正常生长和维持细胞表型' 通过 K;̂AF免

疫荧光染色!证实SLL能够稳定维持细胞表型'

53"!)+-诱发SLL及W.[L内$LG

" d

%

A

升高及其意义

!!钙离子是细胞内的第二信使!它在肌肉收缩)细胞

运动)信息传递)物质代谢等多种细胞功能调节中起重

要作用$6%

' 生理情况下!细胞外钙浓度远高于细胞

内!通常情况下!细胞外液LG

" d浓度为 $ j$#

7

@O12VP!

细胞内仅为 $## T"## @O12VP' 由于细胞膜对 LG

" d通

透性很低!细胞内外的 LG

" d流动主要依靠三种机制(

LG

" d内流!主要通过细胞膜上的钙通道&钙泵或 LG

" d

V

"J

d

;)+-酶!它利用能量将 LG

" d泵出细胞&细胞内钙

库!如内质网)线粒体等释放的LG

" d

'

!!本课题组在前期证实 )+-参与了逼尿肌功能调

控的基础上!进一步从细胞水平观察了 )+-对 W.[L

和 SLL内 $LG

" d

%

A

的影响' eN 等$8% 研究显示! 5#

(

O12VP的)+-作用于急性分离的胎羊膀胱逼尿肌细

胞!可引起细胞内$LG

" d

%

A

一过性升高!细胞膜去极化!

进而激活电压依赖的P;型钙通道!使LG

" d进一步快速

内流增加!产生动作电位!激发逼尿肌收缩' 本研究结

果与上述报道类似' 提示支配膀胱的副交感神经释放

的)+-能够直接兴奋逼尿肌' 而有关 )+-对膀胱

SLL内$LG

" d

%

A

的影响!目前尚未见文献报道' 本研究

结果显示!加入外源性的 )+-后!SLL内$LG

" d

%

A

同样

会出现一过性升高!随后缓慢下降!其变化趋势与

W.[L非常类似' 这一结果提示!)+-不仅能够兴奋

W.[L!而且可以兴奋膀胱内的SLL'

!!已有研究显示!在体情况下!支配膀胱的副交感神

经兴奋时可释放 )+-调节逼尿肌收缩功能!另一方

面!膀胱充盈过程中!受牵拉的膀胱上皮细胞也会释放

)+-参与膀胱感觉功能的形成$$#%

' -"c受体是 )+-

在膀胱发挥生理功能的重要靶分子之一' 到目前为

止!已有 9 个 -"c受体亚型被克隆!根据结构不同分

别命名为-"c

$;9

' -"c受体是一种)+-门控的阳离子

通道!在机体组织中广泛分布!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$$$%

'

本课题组前期研究证实!大鼠膀胱内 9 种 -"c亚型均

有表达!但定位于 W.[L的只有 -"c

$

!与 P??等$$"%的

报道一致' 而在膀胱 SLL上!我们检测到了 -"c

"

和

-"c

<

两种亚型$<%

' 结合本实验结果!尽管 W.[L和

SLL都能被 )+-激活!但具体的分子机制并不相同'

进一步明确 )+-介导的嘌呤能神经信号在各种排尿

功能障碍性疾病中的作用将为这类疾病的治疗提供全

新的切入点'
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