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壳聚糖体外促进兔膀胱黏膜上皮细胞的增殖
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［摘要］　目的：观察壳聚糖对体外培养膀胱黏膜上皮细胞增殖的影响，探讨其治疗间质性膀胱炎的可行性。方法：获取新西

兰兔膀胱黏膜，Ｄｉｓｐａｓｅ酶消化法收集上皮细胞，分不同浓度（０．３、０．６、１．２、２．４、４．８ｇ／Ｌ）壳聚糖实验组与对照组进行细胞原代

培养，免疫组织化学鉴定培养细胞。培养７２ｈ后，光镜下观察细胞生长增殖情况，ＮＡＧ酶反应比色法和细胞计数法测定壳聚

糖对膀胱上皮细胞增殖的影响。结果：免疫组化鉴定培养细胞为膀胱黏膜上皮细胞。与对照组相比，壳聚糖在浓度＞０．３ｇ／

Ｌ时能促进兔膀胱黏膜上皮细胞的增殖，促进作用在浓度为１．２ｇ／Ｌ时最明显（Ｐ＜０．０１），２．４、４．８ｇ／Ｌ时渐降低，但仍高于

对照组（Ｐ＜０．０１）。结论：壳聚糖体外可以促进兔膀胱黏膜上皮细胞增殖，值得进一步研究以用于治疗间质性膀胱炎。
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　　间质性膀胱炎（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｙｓｔｉｔｉｓ，ＩＣ）是一种
常见的疾病，其症状十分严重，甚至影响日常生
活［１］。目前比较一致的观点认为由于膀胱黏膜上皮
增殖受到抑制导致膀胱黏膜上皮的完整性丧失，膀
胱壁内的感觉神经细胞受到尿液成分如钾离子等的

刺激，从而产生ＩＣ的临床症状［２３］。目前临床上对
其还缺乏真正有效的治疗措施，疗效均不显著。壳
聚糖是一种具有良好生物相容性的高分子化合物，
具有多种生物学活性，能够保护并促进上皮细胞增
殖，促进创面愈合。

　　本研究观察壳聚糖对体外培养的兔膀胱黏膜上
皮细胞增殖的影响，初步探讨将其用于治疗间质性
膀胱炎治疗的可能性，希望为间质性膀胱炎的治疗
奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及材料　２０ｇ／Ｌ壳聚糖（医用级，上
海其胜公司）；角质上皮细胞无血清培养基（ＫＳ
ＦＭ）、Ｄｉｓｐａｓｅ酶、二乙胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ）、胰
酶、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）均购自 Ｇｉｂｃｏ公司。Ｎ乙
酰βＤ氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧ，保定长城试剂公
司）；用ＰＢＳ液配成５ｍｇ／ｍｌ溶液（滤菌待用），角
蛋白抗体（Ｂｏｓｔｅｒ公司）。
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１．２　兔膀胱黏膜上皮细胞的获取　取４周龄新西
兰大白兔（中国科学院上海实验动物中心提供），雌
雄不限，体质量２．０～２．５ｋｇ，空气栓塞处死后，无
菌条件下切取膀胱，立即置入含庆大霉素（２０μｇ／

ｍｌ）的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中浸泡，并漂洗３次。将
膀胱组织剪成１．０～２．０ｍｍ３的小块后移入加有

Ｄｉｓｐａｓｅ酶消化液的瓶中，４℃消化１８ｈ，使黏膜层和
基质层分离，ＰＢＳ洗涤１次，用器械将移行上皮层收
集于混合消化液（０．０２％ＥＤＴＡ ＋０．２５％胰酶）中，

３７℃振荡消化１０ｍｉｎ，每２～３ｍｉｎ用吸管吹打一
次，成单细胞悬液，血清终止消化，ＰＢＳ洗涤２遍，

１００目不锈钢网过滤，将滤液移入离心管，ＴＤＬ４０Ｂ
离心机（上海安亭科学仪器有限公司）离心１０ｍｉｎ
（１０００ｒ／ｍｉｎ），去上清，加入无血清培养液。活细胞
计数大于９５％ ，对制得的表皮细胞悬液进行细胞计
数，调整细胞密度至１０５／ｍｌ。

１．３　兔膀胱黏膜上皮细胞的培养及免疫组化鉴定

１．３．１　上皮细胞的培养　将制备好的细胞悬液接
种入９６孔培养板，每孔注入细胞悬液１００μｌ。６孔
为一组，设５个实验组和１个对照组。每组按等比
稀释法加入壳聚糖溶液，第１～５组分别加入壳聚糖
浓度为０．３、０．６、１．２、２．４、４．８ｇ／Ｌ的培养液，对照
组只加入培养液。培养板在５％ＣＯ２、３７℃恒温下培
养７２ｈ。

１．３．２　上皮细胞的鉴定　上述培养的细胞接种于
盖玻片上５～７ｄ，待细胞完全贴壁后，以ＰＢＳ液冲
洗后，甲醇、丙酮固定１０ｍｉｎ，以抗角细胞广谱角蛋
白单克隆抗体（ＡＥ１／ＡＥ３）为一抗，并以二氨基联苯
胺（ＤＡＢ）为底物进行卵白素生物素系统（ＡＢＣ）法
免疫组化染色，棕色反应为阳性染色，以鉴定培养细
胞是否为膀胱上皮细胞，以兔膀胱黏膜下组织为阴
性对照。

１．４　不同浓度壳聚糖对体外培养膀胱黏膜上皮细
胞增殖的影响

１．４．１　光镜观察　倒置显微镜每日动态观察细胞
形态变化及生长、增殖情况。

１．４．２　ＮＡＧ反应比色试验　取上述培养细胞进行

ＮＡＧ反应比色试验，操作按试剂盒说明进行，每孔
加入１００μｌ新鲜培养液和５０μｌＮＡＧ，３７℃、５％
ＣＯ２条件下继续培养４ｈ，弃去上清液，每孔加入

２００μｌＤＭＳＯ，震荡５ｍｉｎ，每孔加入２５μｌ甘氨酸
缓冲液，自动生化分析仪上测定各孔４５０ｎｍ处光密
度（Ｄ）值。

１．４．３　细胞计数法　取消化后膀胱上皮细胞按

１×１０５／ｍｌ接种于２４孔板。分组及加药同１．４．２
项下ＮＡＧ反应比色试验。计数时用胰蛋白酶消化
后制成细胞悬液，加入锥虫蓝试剂置室温５ｍｉｎ左
右，细胞板上计数（四角的４个大方格内细胞总数÷
４×１００００＝每毫升的细胞数）。每孔重复计数４
次，取各孔计数结果的平均值为该组的平均细胞数。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行
统计学分析，计量数据采用珚ｘ±ｓ表示，组间多重比
较采用单因素方差检验。

２　结　果

２．１　培养细胞的鉴定结果　角蛋白是上皮细胞特
异性表达蛋白，实验组和对照组培养后移行上皮细
胞抗广谱角蛋白免疫组化染色可见胞质呈棕黄色，
着色均匀，苏木精衬染的核呈蓝色；阴性对照组（膀
胱黏膜下层）只见淡蓝色的核，胞质未见着色性（图

１）。以上结果证实本研究分离培养的细胞是单一的
膀胱移行上皮细胞。

图１　壳聚糖处理组（０．６ｇ／Ｌ）膀胱

上皮细胞免疫组化染色阳性

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅｖｅａｌｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｋｅｒａｔｉｎ

ｓｔａｉｎｉｎｇｉｎ０．６ｇ／Ｌｃｈｉｔｏｓａｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ
（ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｓｔａｉｎｅｄｃｅｌｌ，×２００）

２．２　光镜观察结果　光镜下观察，各组的单个细
胞形态没有明显的差别。细胞贴壁前为体积较小的
圆形、类圆形细胞，胞质均匀、透亮，轮廓清晰，细胞
核不清楚；接种后２４ｈ有些细胞开始贴壁；２４～７２ｈ
贴壁细胞逐渐增多，细胞开始伸展，细胞核清晰可
见。但从细胞密度上看，在对照组中，上皮细胞数量
少，细胞生长正常；而壳聚糖实验组，随着壳聚糖浓
度的增加，细胞数量增多，生长旺盛，以１．２ｇ／Ｌ浓
度时的细胞数量为最多（图２）。
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图２　培养７２ｈ对照组（Ａ）、０．３ｇ／Ｌ（Ｂ）、０．６ｇ／Ｌ（Ｃ）、１．２ｇ／Ｌ（Ｄ）、２．４ｇ／Ｌ（Ｅ）、

４．８ｇ／Ｌ（Ｆ）壳聚糖组兔膀胱上皮细胞镜下观察结果

Ｆｉｇ２　Ｒａｂｂｉｔｂｌａｄｄｅｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ）ｇｒｏｕｐａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ０．３ｇ／Ｌ（Ｂ），

０．６ｇ／Ｌ（Ｃ），１．２ｇ／Ｌ（Ｄ），２．４ｇ／Ｌ（Ｅ），４．８ｇ／Ｌ（Ｆ）ｃｈｉｔｏｓａｎ（×２００）

２．３　ＮＡＧ反应比色试验及细胞计数结果　当壳聚
糖的浓度＞０．３ｇ／Ｌ时，实验各组的平均光密度值
均高于对照组，有统计学差异（壳聚糖浓度为０．６ｇ／

Ｌ时，Ｐ＜０．０５；壳聚糖浓度＞０．６ｇ／Ｌ时，Ｐ＜
０．０１）。同样，以细胞计数法得到的各实验组细胞数
也均高于对照组，且有统计学差异（壳聚糖浓度为

０．６ｇ／Ｌ时，Ｐ＜０．０５；壳聚糖浓度＞０．６ｇ／Ｌ时，

Ｐ＜０．０１）。促进增殖作用以壳聚糖浓度为１．２ｇ／Ｌ
时最明显；浓度＞１．２ｇ／Ｌ时细胞计数和平均光密
度值有所下降，但仍高于对照组，且有统计学差异
（表１）。

表１　壳聚糖对兔膀胱上皮细胞增殖的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｉｔｏｓａｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｒａｂｂｉｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
（ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄ Ｒａｔｉｏ（％） Ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒ（２×１０５）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．５１３±０．０３５ － ２．７１８±０．６６７
Ｃｈｉｔｏｓａｎ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１） ０．３ ０．５２１±０．０３８ １．５５９ ２．７５９±１．５１１

０．６ ０．５９９±０．０３６ １６．７９６ ３．１７４±０．３３５

１．２ ０．９６１±０．０５８ ８７．３５６ ５．０９２±１．７０８

２．４ ０．７５０±０．０８６ ４６．１９８ ４．４０２±１．２５３

４．８ ０．７０７±０．０４８ ３７．８１６ ３．７４５±１．０５５

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｒａｔｉｏ＝（ＤＣｈｉｔｏｓａｎ／ＤＣｏｎｔｒｏｌ－１）×１００％

３　讨　论

　　间质性膀胱炎是一种侵袭膀胱壁组织且严重影
响生活质量的慢性非细菌性膀胱炎。间质性膀胱炎
的治疗一直是泌尿外科一个比较棘手的问题。ＩＣ
最常见的组织学异常为膀胱黏膜上皮的缺损或者变

薄，所以目前比较一致的观点认为ＩＣ的发病机制是
由于膀胱黏膜上皮增殖受到抑制从而导致膀胱黏膜

上皮完整性的丧失，膀胱壁内的感觉神经细胞受到
尿液成分如钾离子等的刺激，产生了ＩＣ的临床症
状。这使人们想到了直接将保护膀胱上皮或者是促
进上皮修复的药物灌注于膀胱内，从而达到治疗或
者是改善ＩＣ症状的效果。膀胱内灌注治疗由于直
接作用于膀胱黏膜，所以显示了比较确切的疗效［４］，
但不同的灌注药物其有效率差别比较大，有的停药
后症状易反复。另外，部分灌注药物受国外专利保
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护，价格偏贵，不适合在我国推广使用。因此，寻找
一种更加有效且经济的膀胱黏膜上皮保护剂就成为

目前ＩＣ治疗的研究方向之一。

　　壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ）是壳多糖（ｃｈｉｔｉｎ）的衍生物，

其化学名为聚１，４βＤ葡萄糖胺，相对分子质量为

７×１０６～１０×１０６，目前不少实验［５］已经对其疗效及

作用机制进行了较深入的研究，是一种具有良好生

物相容性、可降解性及生物学活性的高分子材料。

国内外研究［６７］发现，壳聚糖具有选择性组织再生、

促进创面愈合、预防组织粘连的作用。Ｍｉ等［８］以壳

聚糖膜治疗动物皮肤伤口，发现伤口上皮化的比例

比对照组要高，上皮下胶原的排列比对照组有规律。

近年来壳聚糖在膀胱灌注方面的应用越来越受到人

们的重视。膀胱黏膜黏附力较差，这是多数药物膀

胱灌注疗效差的原因。膀胱表面的黏附力决定于黏

膜及聚合物的结构和电荷。Ｂｏｇａｔａｊ等［９］研究证明

壳聚糖与膀胱黏膜表面的葡糖胺聚糖（ＧＡＧ）层之

间由于结构和电荷的作用可增强膀胱黏膜黏附力。

近年来壳聚糖为膀胱内用药开辟了一片新的天

地［１０］。壳聚糖作为良好的载体及膀胱黏膜的黏附

剂使膀胱灌注药物能定量并可靠的作用于膀胱壁，

大大改进了药物膀胱灌注的效果［１１１２］。早在１９９５
年，Ｏｋａｍｕｒａ等［１３］学者证明壳聚糖能够有效降低环

磷酰胺诱导的出血性膀胱炎大鼠的病死率，减少其

严重出血症状的发生率，减轻其膀胱黏膜的坏死和

炎症程度，并提出壳聚糖对于膀胱黏膜上皮可能具

有保护作用，但缺乏后续相关报道。

　　本研究旨在观察壳聚糖体外对兔膀胱上皮细胞

增殖的影响，为进一步的应用研究奠定基础。结果

显示，对照组上皮细胞数量少，细胞生长缓慢；而壳

聚糖实验组，随着壳聚糖浓度的增加，细胞数量增

多，细胞生长旺盛，角蛋白抗体免疫组化染色呈阳

性，证实培养细胞为移行上皮细胞。ＮＡＧ反应比色

法测定各组光密度值也逐渐升高；壳聚糖浓度为

０．６ｇ／Ｌ时即能明显促进膀胱上皮细胞的增殖 （Ｐ＜
０．０５）。促进作用随壳聚糖浓度的增加而增强，在

１．２ｇ／Ｌ浓度时达到高峰，以后随浓度的增加细胞

增殖又有所下降，但仍高于对照组（Ｐ＜０．０１）。这

种现象可能与壳聚糖浓度过高时改变了细胞生长的

某些外环境有关，但具体作用机制仍有待进一步的

研究。

　　总之，本研究结果表明壳聚糖体外能够促进兔

膀胱黏膜上皮增殖，促进上皮细胞生长，且其为黏稠

状胶体，可以较长时间地滞留于膀胱内，减少尿液与

膀胱黏膜之间直接接触，具有保护脆弱的新生上皮

细胞的作用，值得进一步研究以用于临床治疗间质

性膀胱炎。

　　（志谢　本研究得到中国科学院神经研究所张

驰老师、陈旻博士的指导和帮助，在此一并表示感

谢！）
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