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　　［摘要］　目的　证实豚鼠胆囊Ｃａｊａｌ间质细胞（ＩＣＣ）是胆囊平滑肌动力的起搏细胞。方法　采用在体记录和组织钳细
胞内记录的方式，研究胆囊自发电活动。亚甲蓝＋光照的方法破坏胆囊ＩＣＣ。胶原酶分离方法分离胆囊平滑肌细胞，并对分

离的单个细胞进行形态学分析，联合激光共聚焦显微镜检测ｃｋｉｔ蛋白表达的方法鉴定ＩＣＣ。膜片钳用于证明胆囊ＩＣＣ能产生

具有起搏活性的自发去极化电流。结果　豚鼠胆囊在体记录的慢波每分钟（５８±３．２）次，细胞内记录时可记录到慢波和动作
电位。采用亚甲蓝＋光照的方法后，慢波和动作电位明显减弱或消失。豚鼠胆囊新鲜分离的细胞经过贴壁之后，可见少量具

有典型ＩＣＣ光镜特征的细胞，占细胞总数的（５±１．２）％（ｎ＝１２），（２１±４）％细胞的ｃｋｉｔ蛋白表达阳性。全细胞膜片钳记录胆

囊ＩＣＣ的自发去极化电流，发现豚鼠胆囊ＩＣＣ自发去极化电流频率每分钟（５８．４±３．５）次 （ｎ＝２１），幅度约－（７２±３．５）ｐＡ。

结论　豚鼠胆囊平滑肌中存在ＩＣＣ起搏细胞，参与起搏胆囊自发节律性电活动和自动节律性收缩活动。
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　　Ｃａｊａｌ间质细胞（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣ）

是平滑肌组织的起搏细胞。最早是在胃肠道中发

现，近年研究发现其他平滑肌组织中也有ＩＣＣ［１］。

我们的前期研究［２３］发现小鼠胆囊平滑肌中可能存

在ＩＣＣ。然而胆囊组织中的ＩＣＣ是否也有起搏平滑

肌运动的功能尚不清楚，本研究进一步证实了胆囊

ＩＣＣ具有起搏胆囊平滑肌运动的功能。

１　材料和方法

１．１　在体胆囊自发电活动的记录　以戊巴比妥钠
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３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉豚鼠，背卧位固定于恒温手

术台，手术区严格消毒，作无菌剖腹术，充分暴露胆

囊，在胆囊体１／２处接除尖端裸露外其余部分绝缘

的铂电极。经微电极放大器放大后，输出的信号在

ＲＭ６２００型四导生理记录仪上绘出。检测胆囊的自

发在体电活动。

１．２　离体胆囊自发电活动的记录　将豚鼠胆囊纵

向剖开，浆膜面向上。在连续变倍体视显微镜下，将

内充３ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液、尖端直径约０．０１～０．１

μｍ、阻抗为３０～６０ＭΩ的玻璃微电极通过微电极固

定器与探头相连，并将其固定在微电极操纵器上并

推进至胆囊浆膜面，再改用步进式微电极推进器穿

刺细胞。当微电极尖端抵近至细胞膜表面时，经微

电极放大器注入一串高频脉冲以利微电极刺入细

胞，记录平滑肌组织自发电活动。

１．３　亚甲基蓝＋光照破坏胆囊ＩＣＣ的生理功能　
美蓝（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ）５０μｍｏｌ＋光照５０ｍＷ／ｃｍ

２可

以选择性破坏ＩＣＣ。将离体胆囊置于ＣａＰＳＳ中，温

度（３７±５）℃，充以９５％Ｏ２和５％ＣＯ２的混合气，ｐＨ
为７．４，以５０μｍｏｌ美蓝孵育２０ｍｉｎ。同时采用可调

聚光灯，为可见光，光波长５４０ｎｍ，照射在距光源

３．５ｃｍ远的组织表面，照射时间５ｍｉｎ。光照强度用

数字测光表测出。该方法只破坏ＩＣＣ结构而不破坏

肌间神经网及平滑肌细胞。

１．４　胆囊单细胞的制备　每次实验使用３只豚鼠

胆囊。禁食后，断颈处死取胆囊，迅速置于持续充以

９５％Ｏ２ 和５％ＣＯ２ 的含 Ｃａ２＋ｆｒｅｅＰＳＳ的平皿中。

在解剖显微镜下，去除黏膜，将其置入无钙消化液

中，３７℃轻微振荡消化约２３ｍｉｎ，用Ｃａ２＋ｆｒｅｅＰＳＳ
洗５次，然后组织块用广口火抛光的吸管吹打以产

生细胞悬液。

１．５　激光扫描共聚焦显微镜检测　用７００目一次

性滤网过滤，并低速离心１０ｍｉｎ，浓缩细胞至１０４／

ｍｌ。随后接种于盖玻片上。３０ｍｉｎ后纯冰丙酮固定

１５ｍｉｎ，ＰＢＳ充分洗涤，置４℃冰箱备用。急性分离

胆囊单细胞爬片自４℃冰箱取出后，室温平衡１０

ｍｉｎ，１％牛血清白蛋白封闭３０ｍｉｎ；依次加入一抗

（小鼠抗兔ｃｋｉｔ多克隆抗体，ＳａｎｔａＣｒｕｚ），二抗

（ＦＩＴＣ标记的大鼠抗小鼠ＩｇＧ，北京中山生物科技

公司）；ＰＢＳ充分洗脱后，甘油ＰＢＳ封片。然后在激

光扫描共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）下观察。

ＰＢＳ缓冲液代替一抗作为阴性对照。观察和鉴定胆

囊平滑肌的ＩＣＣ。

１．６　胆囊ＩＣＣ自发性去极化电流的测量　将细胞

悬液接种于盖玻片上，待贴片并稳定１ｈ后，将其放

置于倒置相差显微镜下的灌流槽中，此时可以根据

细胞的光镜特征分辨出平滑肌细胞和ＩＣＣ［４］。采用

ＥＰＣ１０放大器，在全细胞模式下记录ＩＣＣ的自发性

节律性内向电流，记录其频率、幅度、持续时间等。

１．７　溶液与试剂　生理盐水（ＣａＰＳＳ）含有（ｍｍｏｌ／

Ｌ）：１３５ＮａＣｌ，５．０ＫＣｌ，２．０ＣａＣ１２，１．２ＭｇＣ１２，

１０．０Ｇｌｕｃｏｓｅ和１０ＨＥＰＥＳ，用Ｔｒｉｓ调ｐＨ至７．４，

ＣａｆｒｅｅＰＳＳ除了不含ＣａＣｌ２ 外其余试剂与ＣａＰＳＳ
相同。无钙消化液是含有如下试剂的Ｃａ２＋ｆｒｅｅＰＳＳ：

Ⅱ型胶原酶（ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅⅡ，１．２ｍｇ／ｍｌ），胰蛋白酶抑制

剂（ｔｒｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，２．０ｍｇ／ｍｌ），小牛血清白蛋白

（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ，２．０ｍｇ／ｍｌ）。

１．８　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示。采用Ｓｉｇｍａ

ｐｌｏｔ９．０软件包进行统计处理，在Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ９．０或

者Ｅｘｃｅｌ中成图。

２　结　果

２．１　胆囊自发收缩活性　采用等长换能器记录离

体胆囊平滑肌组织的收缩时，预先设置肌张力为

０．２３ｇ，平稳１ｈ后开始测量。所有豚鼠未记录到明

显的节律性收缩活动，但加入不同浓度的１μｍｏｌ／Ｌ

Ｅ４０３１后，能记录到平稳的肌张力变化，肌张力逐渐

增高，肌张力加药前（０．２７±０．０４）ｇ，于４０ｓ升高

（０．２５±０．０４）ｇ，达到峰值，无明显的剂量效应趋势

（图１）。使用亚甲蓝结合蓝光照射的方法破坏ＩＣＣ
后，Ｅ４０３１不能增加胆囊的肌张力。

图１　等长换能器所测Ｅ４０３１对豚鼠

离体胆囊收缩基础肌张力的作用

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥ４０３１ｏｎｉｓｏｔｏｎｉｃ

ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ

２．２　在体胆囊自发电活动的记录　在体记录时，豚

鼠以戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉。然后剪

去腹部正中的毛，无菌切开腹腔，暴露肝脏，用钝性

的组织钳牵拉暴露胆囊，固定组织钳。将电极置于

胆囊体的正中，记录的豚鼠慢波约每分钟（５８±３．２）

次（ｎ＝７，图２）。
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图２　豚鼠胆囊慢波

Ｆｉｇ２　Ｓｌｏｗｗａｖｅｓｉｎｇｕｉｎｅａｐｉｇｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ

２．３　离体胆　豚鼠胆囊全层组织置于灌流槽中时，

浆膜面朝上。行细胞内记录时，可记录到慢波和动作

电位，慢波频率约每分钟（５８．４±３．１）次（ｎ＝１２），幅度

约（１８±２．５）ｍＶ（ｎ＝１２）。慢波的上升支可见到动作

电位，幅度约（４６．５±１３）ｍＶ（ｎ＝１２），扫描曲线和基

线之间的面积（ｍＶ×ｓ）用于表示自发电活动强度（图

３）。采用亚甲基兰结合蓝光照射的方法破坏ＩＣＣ后，

豚鼠胆囊不能记录到动作电位和慢波（ｎ＝１０）。

２．４　豚鼠ＩＣＣ分离和鉴定　每次实验取３只豚鼠胆

囊，快速酶消化法分离单个细胞，细胞悬液进行低速

离心。经过贴壁之后，可见少量具有典型ＩＣＣ光镜

特征的细胞（图４Ａ、４Ｂ），约占细胞总数（５±１．２）％
（ｎ＝１２）。其特征是：呈星状或者纺锤状，具有２～５
个突起，有次级分支，中间部分的胞体稍膨大。

　　豚鼠胆囊ＩＣＣ的ｃｋｉｔ蛋白表达的免疫荧光检

测，约（２１±４）％细胞阳性表达。阳性细胞中，约２／３
相差显微镜中呈分支状，另外１／３呈纺锤状（图４Ｃ、

４Ｄ）。还有少量小的圆形细胞也呈阳性表达。

图３　组织钳记录的豚鼠胆囊
平滑肌慢波（Ａ）和动作电位（Ｂ）

Ｆｉｇ３　Ｓｌｏｗｗａｖｅｓ（Ａ）ａｎｄａｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ（Ｂ）

ｒｅｃｏｒｄｅｄｉｎｇｕｉｎｅａｐｉｇｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ

图４　豚鼠胆囊ＩＣＣ的ｃｋｉｔ免疫荧光阳性

Ｆｉｇ４　ｃＫｉｔｐｒｏｔｅｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｇｕｉｎｅａｐｉｇｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ
Ａ：Ｃｅｌｌｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ；Ｂ：ｃｋｉｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎＡ；Ｃ：Ａｓｐｉｎｄｌｅｓｈａｐｅｄｃｅｌｌ；Ｄ：ｃｋｉｔ

ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｉｎＣ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ，Ｂ）；×４００（Ｃ）

２．５　胆囊平滑肌ＩＣＣ自发内向电流的记录　根据
文献，在进行膜片钳记录时，牵制在－６０～－７０
ｍＶ，ＩＣＣ细胞可产生自发去极化电流。本研究中，
在光镜下鉴定后，ＩＣＣ样的细胞在全细胞模式下，钳
制在－７０ｍＶ，部分细胞可以记录到自发去极化电
流，记录到自发去极化电流则认为是胆囊ＩＣＣ。

　　发现胆囊ＩＣＣ细胞自发去极化电流频率为每分
钟（５８．４±３．５）次 （ｎ＝２１，图５Ａ），与在体和离体记
录的慢波基本一致，幅度约－（７２±３．５）ｐＡ。加入

１μｍｏｌ／ＬＥ４０３１（ｎ＝６，图５Ｂ）和１μｍｏｌ／ＬＣｉｓａ
ｐｒｉｄｅ（ｎ＝６，图５Ｃ）后，频率分别为每分钟（６１．４±
３．５）次和每分钟（６３．４±４．５）次，两组间差异无统计

学意义。而幅度的改变有统计学差异，分别为

－（１４５±４２）ｐＡ（Ｐ＜０．０１）和－（１４２±３４）ｐＡ
（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　前期研究提示胆囊组织中存在酪氨酸受体阳性
的细胞［５６］，即是ｃｋｉｔ阳性细胞，提示胆囊组织中存
在ＩＣＣ，推测豚鼠胆囊中的ｃｋｉｔ阳性细胞有自发的
细胞内钙震荡，可能参与平滑肌运动的起搏［３］。本
研究进一步采用电生理方法，证实了胆囊ＩＣＣ具有
起搏胆囊平滑肌收缩活动的功能，是胆囊平滑肌电
生理活动的起搏细胞。
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图５　豚鼠胆囊ＩＣＣ自发内向电流

Ｆｉｇ５　ＳｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｉｎｗａｒｄｓｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎＩＣＣｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ
Ａ：ＮｏｒｍａｌｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｉｎｗａｒｄｓｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎＩＣＣ；Ｂ：Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１μｍｏｌ／ＬＥ４０３１ｏｎｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｉｎｗａｒｄｓｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎＩＣＣ；Ｃ：Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１μｍｏｌ

ＣｉｓａｐｒｉｄｅｏｎｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｉｎｗａｒｄｓｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎＩＣＣ

　　小鼠胆囊平滑肌组织肌力非常弱，换能器不能
检测到任何收缩活动。本试验首先研究等长换能器
记录的离体豚鼠胆囊平滑肌组织收缩活动［７］。然
而，绝大部分的豚鼠胆囊都不能记录到自发性节律
性收缩，考虑为自发性节律性的肌力太弱，幅度较
低，低于换能器阈值所致。加入兴奋剂后豚鼠胆囊
的肌张力明显升高。经过亚甲基兰孵育和蓝光照射
后，ＩＣＣ受到破坏时，加入Ｅ４０３１并不能使肌张力增
高。Ｅ４０３１是ＥＲＧ钾离子通道的拮抗剂，能促进平
滑肌的收缩［８］。提示Ｅ４０３１的兴奋作用是通过ＩＣＣ
起作用。可以推测ＩＣＣ调节胆囊的收缩活动。

　　平滑肌运动起搏最显著的就是自发性电活动［９］，
即慢波和动作电位。本研究的在体慢波和离体器官
组织钳试验中，记录到明显的慢波和动作电位，提示
豚鼠胆囊有自发性电活动。该慢波和动作电位的特
点与胃肠道平滑肌组织记录的基本相似。离体组织
组织钳作细胞内记录试验中，将平滑肌组织用亚甲基
兰孵育和蓝光照射后，同样也不能记录到慢波和动作
电位，与离体胆囊收缩试验一致。因此，我们推测豚
鼠胆囊平滑肌的电活动是胆囊组织ＩＣＣ所起搏的。

　　ｃｋｉｔ基因是ＩＣＣ起搏活性的决定基因，国内外
的研究表明，ｃｋｉｔ阳性表达是鉴定ＩＣＣ的金标准。
本研究采用酶分离方法，新鲜分离了胆囊平滑肌的
各种细胞，并对分离的单个细胞进行形态学分析。
采用激光共聚焦显微镜检测ｃｋｉｔ蛋白的表达，约
（２１±４）％细胞的ｃｋｉｔ蛋白表达阳性。阳性细胞
中，约２／３相差显微镜中呈分支状，另外１／３呈纺锤
状，符合ＩＣＣ的特征。典型ＩＣＣ的光镜特征是：呈
星状或者纺锤状，具有２～５个突起，有次级分支，中
间部分的胞体稍膨大。由于还有肥大细胞呈ｃｋｉｔ
蛋白阳性，但是肥大细胞是圆形，结合光镜下结构特
征，ＩＣＣ可以与其鉴别开来。

　　自发性电活动本部分采用光镜下直接识别ＩＣＣ，
膜片钳全细胞模式下记录自发去极化电流。本研究
中全细胞膜片钳记录的胆囊ＩＣＣ自发去极化电流，频

率为每分钟（５８．４±３．５）次，与在体和离体记录的慢
波基本一致，幅度约－（７２±３．５）ｐＡ。笔者认为，在
采用膜片钳技术进行ＩＣＣ研究时，以光镜形态加自发
去极化电流，可确认为ＩＣＣ，如果是倒置荧光显微镜，
有一步法抗体标记ｃｋｉｔ蛋白，则更可确认ＩＣＣ。

　　据此可以得出结论，豚鼠胆囊平滑肌组织中存
在ＩＣＣ，和其他平滑肌组织一样，胆囊ＩＣＣ起搏胆囊
平滑肌的运动。胆囊ＩＣＣ可能是胆囊运动功能调节
的关键一环。但参与胆囊ＩＣＣ起博活动的离子通
道，自发电活动和收缩的传播，及其与胆道疾病之间
的关系缺乏足够的认识，有待进一步研究。
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