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摘 要：采用酶消化法原代培养大鼠肠平滑肌细胞，用倒置相差显微镜测定血根碱对大鼠肠平滑肌细胞收缩的影

响。结果表明：酶消化法原代培养的大鼠肠平滑肌细胞纯度高(α–actin检测阳性率达 90%以上)，密度大，并呈现

平滑肌细胞特有的“峰–谷”样排列；血根碱及阿托品可显著抑制肠平滑肌细胞收缩，抑制率分别为 32.22%和

34.99%；血根碱和阿托品联用对肠平滑肌细胞收缩的抑制率可达 68.8%，与单独使用血根碱或阿托品的抑制率差

异显著；血根碱对乙酰胆碱、组胺及 KCl诱导的肠平滑肌细胞的收缩具有显著的抑制作用；血根碱主要通过作用

于细胞膜上的M受体、H1受体和钙离子通道来实现对大鼠肠平滑肌细胞收缩的抑制作用。 
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Abstract: The influence of sanguinarine(SA) on contraction of smooth muscle cells isolated from rat intestines using 
collagenase digestion was measured by inverted phase–contrast microscope. The result showed that rat intestinal smooth 
muscle cells isolated by enzyme digestion showed high purity, high density and “peak–valley” arrangement which is 
unique to smooth muscle cells. SA and atropine showed significant inhibition on the contractions of the isolated cells, the 
inhibition rates were 32.22% and 34.99% respectively. The inhibition rate of SA together with atropine on the contraction 
of the isolated cells was 68.8% which was significantly different from those when SA and atropine were used separately. 
SA showed significant inhibition on the contractions of intestinal smooth muscle cells induced by ACh, HA or KCl. The 
results suggested that the inhibition effects of SA on contraction of rat intestinal smooth muscle cells were achieved 
mainly through M receptor, H1 receptor and calcium ions channels on the cell membrane. 
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肠道深部肌肉层(固有层)的收缩和舒张对肠道
内容物起混合和推动作用[1]。胃肠道平滑肌的规律

性运动及平滑肌细胞的内在调节通路受到高级调

节系统，如肠神经系统、激素、药物等的控制[2−3]。
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随着对胃肠道药物和胃肠动力学研究的不断深入，

对胃肠道平滑肌的研究已从器官、组织层面发展到

细胞、分子层面。目前，药物对胃肠平滑肌细胞运

动的调解机制主要通过运用分子生物学和细胞生

物学等技术手段进行研究。 
血根碱(sanguinarine，C20H15O5N)是一种苯菲啶

异喹啉类生物碱，主要存在于罂粟科、蓝堇科及芸

香科等植物中，具有抗菌、抗肿瘤、增强免疫力等

作用，在传统及当代医药中起重要作用[4–9]。血根

碱对心肌、骨骼肌及血管平滑肌的收缩具有不同的

调节作用[10–13]，但对胃肠平滑肌运动的影响鲜有报

道。笔者所在课题组拟研究血根碱对肠平滑肌细胞

(intestinal smooth muscle cell，ISMC)收缩的抑制作
用，并探讨其作用机理。课题组的前期研究表明，

血根碱对兔离体肠平滑肌收缩有明显的抑制作用，

其抑制机理可能与肠平滑肌上 M受体、H1受体和
L 型钙离子通道有关。为进一步探寻血根碱抑制肠
平滑肌活动的机理，笔者采用酶消化法原代培养大

鼠肠平滑肌细胞，利用倒置相差显微镜测定血根碱

对大鼠 ISMC收缩的影响，旨在从细胞水平探明血
根碱对 ISMC收缩的抑制作用。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

SPF(specific pathogen free, SPF)级 SD大鼠，体
质量 250～300 g，雌、雄各半，购自湖南斯莱克景
达实验动物有限公司，许可证号为 SCXK(湘)2009– 
0004。 

1.2  主要仪器及试剂 

主要仪器：MCO–18AC型二氧化碳培养箱(日
本三洋公司)、VS–840K–U型超净工作台(苏净集团
苏州安康空气技术有限公司)、Z323K型低温冷冻高
速离心机(Hermle Labortechnik Gmbh)、倒置相差显
微镜(日本Olympus)、显微照相系统(Nikon E200)、
60 mm×15 mm细胞培养皿(Coring)。 
主要试剂：Ⅱ型胶原酶、二甲基亚砜、大豆胰

蛋白酶抑制剂；高糖DMEM培养液、胎牛血清；鼠
抗α–actin单克隆抗体、SABC免疫组化试剂盒和
DAB显色试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司)；
硫酸阿托品注射液、乙酰胆碱、组胺、氯化钾(国药

集团化学试剂有限公司)；98%血根碱(湖南美可达
生物试剂有限公司)；50%戊二醛(成都市科龙化工
试剂厂)。 

1.3 方 法 

1.3.1 Hepes Ringer 缓冲液和 PBS 液的配制 

Hepes Ringer缓冲液的配制：准确称Hepes 5.84 g、
NaC1 5.9 g、KCl 0.97 g、NaH2PO4 0.39 g、CaCl2 2.40 g、
MgC12 5.89 g、谷氨酸钠 0.85 g、谷氨酰胺 0.56 g、
葡萄糖 2.07 g和 BSA 1 g，逐一加入到 900 mL蒸
馏水中，充分搅拌溶解后，补水至 1 L，用 Tris碱
调节 pH至 7.2，分装，灭菌，备用。 

PBS液的配制：准确称取 NaCl 8 g、KCl 0.2 g、
KH2PO4 0.2 g、Na2HPO4·12H2O 3.63 g，逐一加入到
900 mL蒸馏水中，充分搅拌溶解后，补水至 1 L，调
pH值至 7.4，分装，灭菌，备用。  

1.3.2 大鼠 ISMC 的原代培养及鉴定 

1) 酶消化法原代培养大鼠 ISMC。根据文献[7–8]
方法，将禁食 24 h的 SD大鼠常规断椎处死，放入
盛有 75%乙醇的大烧杯内浸泡 2～3 min，在超净工
作台上将大鼠放入无菌托盘内，于无菌条件下取中

段小肠 10 cm，用生理盐水反复灌肠冲洗，移入含
300 U/mL青霉素、300 U/mL链霉素的 Hepes Ringer 
缓冲液中，浸泡 15 min，以杀灭肠壁内外的微生物。
在解剖学显微镜下，沿肠系膜下纵行切开肠段，用

皮内针固定好四角，仔细剥离黏膜层，翻转至外侧，

撕去肠系膜，刮去浆膜层，反复用镊子侧脚刮肠段

的内外层，直至在显微镜下能观察到透明的肌层为

止。将剥离好的小肠放入无菌平皿内，将小肠组织

块剪碎后，放入 50 mL 离心管内，加入含 0.1%Ⅱ

胶原酶和 0.01%胰蛋白酶抑制剂的 Hepes Ringer缓
冲液 10 mL，37 ℃消化 30 min，期间不时摇动。当
小肠组织块变白松软，液体变浑浊后，加培养液，

终止消化，1 000 r/min离心 5 min，弃上清，用含 20%
胎牛血清的 DMEM重新悬浮，过 250 μm孔径筛网，
即得到游离 ISMC。用含 10%胎牛血清的 DMEM培
养液将细胞浓度调至 5×104 个/mL，接种至培养瓶
中，放入培养箱内，培养箱温度设置为 37 ℃，并
在 95% O2和 5% CO2条件下培养。24 h后给细胞换
液，弃去未贴壁细胞，加入培养液继续培养。之后
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每 2～3 d换液 1次，待细胞长满瓶底约 80%左右时
传代。 

2) 细胞成活率检测。游离的单个 ISMC用血球
计数板计数。细胞活性以排斥台盼蓝的能力来确定

(活细胞具有排斥台盼蓝的能力，细胞晶莹剔透，不
被染色，而死细胞呈蓝色)。取细胞悬液 5滴于载玻
片上，加 1滴 0.4%台盼蓝溶液，混匀，3 min内于
光学显微镜下用血细胞计数板计数。细胞存活率=
活性细胞数/(活性细胞数+死细胞数)。试验要求细
胞存活率在 90%以上。 

3) ISMC的免疫组化鉴定。将经酶消化法原代
培养的长至融合的大鼠 ISMC，接种于预置有多聚
赖氨酸涂布的盖玻片的 6孔培养板中，培养 5 d后
进行 α–actin免疫组织化学染色。同时设阴性对照。
取出盖玻片，用 PBS冲洗后，加入 4%的多聚甲醛，
固定 30 min。采用免疫组织化学ABC法鉴定 ISMC。
具体鉴定步骤：取 5 mL30%的 H2O2加入到 245 mL
纯甲醇中，混匀，室温浸泡固定后的玻片 30 min，
PBS冲洗 1～2次；滴加 5%BSA封闭液，室温作用
20 min，甩去多余液体，不洗；滴加鼠源 α–actin单
克隆抗体，抗体按 1∶50倍稀释，37 ℃1 h或 4 ℃
冰箱过夜，PBS冲洗 3次，每次 2 min；滴加生物
素化山羊抗小鼠 IgG，20～37 ℃孵育 20 min，PBS
冲洗 3次，每次 2 min；用DAB显色试剂盒(AR1022)
进行 DAB显色；取 1 mL蒸馏水，加试剂盒中 A、
B、C 试剂各 1 滴，混匀后加至切片。室温显色，
镜下控制反应时间为 5～30 min，蒸馏水洗涤；苏
木素轻度复染，脱水，透明，封片，显微镜观察。

阴性对照组一抗加 PBS。 

1.3.3 溶剂筛选 

预试验结果表明，血根碱可在二甲基亚砜

(DMSO)或甲醇中溶解，在水中溶解度较低。为选
择能溶解血根碱并对细胞生长影响不大的最佳溶

剂，故进行以下试验。 
1) DMSO 对 ISMC 收缩的影响试验(分别考查

0.4%、0.3%、0.5%DMSO对 ISMC收缩的影响，3
组试验的方法完全相同，此处以 0.5%DMSO 组为
例进行说明)：向 24 孔细胞培养板中加入 270 μL 
ISMC悬液，再加入 30 μL 5%的 DMSO，使 DMSO
终浓度为 0.5%，4孔重复，混匀，作用 5 min后，

加入 80 μL 2.5%戊二醛固定液，终止反应。应用倒
置相差显微镜测定 0.5% DMSO 作用后细胞的长
度，并计算细胞收缩率。 

2) 甲醇对 ISMC 收缩的影响试验(分别考查
0.04%、0.06%、0.08%甲醇对 ISMC收缩的影响，3
组试验的方法完全相同，此处以 0.08%甲醇组为例
进行说明)：向 24孔细胞培养板中加入 270 μL ISMC
悬液，再加入 30 μL 0.8%甲醇，使甲醇终浓度为
0.08%，4孔重复，混匀，作用 5 min后，加入 80 μL 
2.5%戊二醛固定液，终止反应。在倒置相差显微镜
下观察细胞的形态，并测定细胞的长度，计算细胞

收缩率。 
3) PBS 对细胞收缩的影响试验(对照组)：将

30 μL PBS液加于 270 μL ISMC悬液中，作用 5 min
后，加入 2.5%戊二醛固定液，终止反应，应用倒置
相差显微镜测定细胞的长度，计算细胞收缩率。 

1.3.4 血根碱对 ISMC 收缩影响的考查 

分别考查血根碱对正常及乙酰胆碱、组胺、KCl
作用后 ISMC收缩的影响。 

1) 血根碱对正常 ISMC收缩的影响试验(分别考
查 80 μmol/L血根碱、20 μmol/L阿托品、80 μmol/L
血根碱+20 μmol/L阿托品对正常 ISMC收缩的影响，
3组试验的方法相同，此处以 80 μmol/L血根碱为例
进行说明)：向 24孔细胞培养板中加入 ISMC悬液，
再加入 80 μmol/L血根碱，作用 5 min后加入 2.5%
戊二醛固定液，终止反应。在倒置相差显微镜下观

察细胞的形态，测定细胞长度，计算细胞舒张率(即
血根碱对细胞的抑制率)。 

2) 血根碱对 10–4 mol/L乙酰胆碱诱导的 ISMC
收缩的影响试验：向 24孔细胞培养板中加入 ISMC
悬液，先加入 4～10 mol/L 乙酰胆碱，作用 1 min
后，再加入血根碱(按 5、10、30、60、100 μmol/L
分次进行)，作用 5 min 后，加入 2.5%戊二醛固定
液，终止反应。在倒置相差显微镜下观察细胞的形

态，测定细胞长度，计算细胞舒张率。 
3) 血根碱对 10–4 mol/L组胺诱导的 ISMC收缩

的影响试验。试验方法同血根碱对乙酰胆碱诱导

ISMC收缩的影响试验，略。 
4) 血根碱对 60 mmol/L的KCl诱导 ISMC收缩

的影响试验。试验方法同血根碱对乙酰胆碱诱导
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ISMC收缩的影响试验，略。 

1.4 数据分析   

用软件Orige8.0对给药前后平滑肌细胞长度值
进行单因素方差分析，并计算细胞收缩率和细胞舒

张率。 
细胞收缩率=(对照组细胞平均长度－给药组细

胞平均长度)/对照组细胞平均长度。 

细胞舒张率(细胞收缩的抑制率)=(给药组细胞
平均长度－对照组细胞平均长度)/给药组细胞平均
长度。 

2 结果与分析 

2.1 大鼠 ISMC 原代培养结果 

用酶消化法分离得到的大鼠 ISMC如图 1。  

     

   

   
A 酶消化法分离的大鼠 ISMC (×100)； B 大鼠 ISMC培养后 24 h(×100)；C 大鼠 ISMC培养后 3 d(×100)；

D 大鼠 ISMC培养后 4 d(×100)；E 大鼠 ISMC传代后 2 d(×100)；F 大鼠 ISMC传代后 3 d(×100)。 

图1  酶消化法原代培养的大鼠肠平滑肌细胞(ISMC) 

Fig.1 Rat intestinal smooth muscle cells isolated by collagenase digestion method 

用酶消化法分离得到的大鼠 ISMC，24 h后细

胞贴壁，细胞密度大，纯度高，边缘清晰(图 1–B)；

3 d 后长满瓶底，呈不规则排列，细胞呈三角型或

梭状，并形成细胞晕(图 1–C)；继续培养至第 4天，

细胞长满瓶底，呈放射状，“峰–谷”样排列，可

传代(图 1–D)。传代后的细胞培养 24 h后开始贴壁，

48 h后细胞呈长梭状、放射状或涡旋状(图 1–E)；3 d 

后细胞均匀密集地长满培养瓶，呈现平滑肌细胞特

有的“峰–谷”样排列(图 1–F)。 

2.2 ISMC 的鉴定结果 

应用 α–actin 单克隆抗体免疫组化染色，可见
细胞被染成棕色或浅棕色，核不着色，呈浅蓝色阳

性反应(图 2–A)。阴性对照组细胞没有被染色(图
2–B)。 

A

C

B 

D 

F E
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A  阳性对照(×40)；B  阴性对照(×40)。 

图2 大鼠 ISMC 的免疫组化鉴定结果 

Fig.2 Rat intestinal smooth muscle cells identified by immunohistochemistry 

经免疫组化鉴定，酶消化法原代培养鼠 ISMC

可获得高纯度的细胞(α–actin阳性率达 90%以上)，

且生长良好。 

2.3 血根碱对 ISMC 收缩反应的影响 

2.3.1 不同溶剂对 ISMC 收缩的影响 

在倒置显微镜下观察，正常大鼠 ISMC呈梭形，

胞质密度高，表面光滑，边缘整齐，中间有一圆形

或椭圆形的核，细胞长度为 11.56～23.00 μm。0.5%、

0.4%、0.3%DMSO组和 0.08%、0.06%、0.04%甲醇

组细胞长度为 14.16～15.61 μm，细胞生长良好，无

脱落、收缩、变形等发生。DMSO组和甲醇组细胞

长度与 PBS组无显著差异，细胞收缩率的差异也不

显著(表 1)，因此，0.5%、0.4%、0.3%DMSO和 0.08%、

0.06%、0.04%甲醇均可作为溶解血根碱的溶剂进行

后续试验。本试验中选取 0.3%DMSO 为后续试验

的溶剂。 

表1  不同溶剂作用下大鼠ISMC 的细胞长度和收缩率 
Table 1 Length and contraction rate of rat intestinal smooth 

muscle cells with different solvents  

溶剂 细胞长度/µm 细胞收缩率/% 

0.5% DMSO 14.16±0.06 14.01±1.69 

0.4% DMSO 15.39±0.70 10.54±1.49 

0.3% DMSO 14.18±0.06 13.90±1.48 

0.08%甲醇 14.49±0.21 12.07±0.47 

0.06%甲醇 14.32±0.01 13.06±1.54 

0.04%甲醇 14.41±0.32 12.59±1.13 

PBS 15.61±0.89 — 

2.3.2 血根碱对正常及乙酰胆碱、组胺、KCl 诱导

ISMC 收缩的影响 

1) 血根碱对正常 ISMC 收缩的抑制率达

32.22%，与 PBS 组差异显著，与阿托品组抑制率
(34.99%)差异不显著；阿托品和血根碱联用对 ISMC
收缩的抑制有协同效应，抑制率达 68.8%，与血根
碱或阿托品单用的抑制率差异显著。 

2) 血根碱对乙酰胆碱诱导 ISMC收缩的影响。
乙酰胆碱可显著诱导 ISMC收缩，使细胞缩短。由
表 2 可见，5～100 μmol/L 血根碱对由乙酰胆碱诱
导 ISMC收缩的抑制作用明显，其半数抑制浓度为
44.75 μmol/L，其中，5～30 μmol/L血根碱的抑制
作用程度相近；60 μmol/L 血根碱的抑制率达
(62.94±1.2)%，显著高于 5、10、30、100 μmol/L血
根碱组；100 μmol/L血根碱的抑制作用降低(这可能
是由于此药物浓度对细胞存在一定的毒性)。可见，
60 μmol/L 血根碱对乙酰胆碱诱导 ISMC 收缩的抑
制作用较好。 

表 2 血根碱对乙酰胆碱、组胺和 KCl 诱导 ISMC 收缩

的抑制率 

Table 2 Sanguinarine inhibited contractions induced by ACh, 

HA and KCl in isolated rat small intestine 

细胞舒张率(抑制率)/%  血根碱浓度/ 
(μmol·L–1) 乙酰胆碱 组胺 KCl 

  5 (44.31±1.3)b (23.75±2.02)b (29.67±4.81)b

 10 (47.64±2.42)b (36.00±1.35)a (33.33±2.96)b

 30 (50.99±4.37)b (38.50±1.6)a (44.00±0.58)a

 60 (62.94±1.2)a (41.25±1.03)a (46.33±2.03)a

100 (24.73±7.2)c (14.33±4.67)c (13.67±2.73)c

A B 



 
 

524                    湖南农业大学学报(自然科学版)  http://www.hnndxb.com                    2012年 10月 

3) 血根碱对组胺诱导 ISMC 收缩的影响。
1×10–4mol/L 组胺可诱导大鼠 ISMC 收缩。由表 2
可见，5 μmol/L 血根碱可抑制组胺诱导的大鼠
ISMC 收缩，10～60 μmol/L 血根碱的抑制作用更
强，其抑制率与 5 μmol/L 血根碱组差异显著，但
10～60 μmol/L血根碱组间抑制率差异不显著；100 
μmol/L 血根碱对组胺诱导 ISMC 的抑制作用降低
(这可能是由此浓度下药物对细胞开始产生亚慢性
毒性所致)。可见，10 μmol/L血根碱即可对组胺诱
导的 ISMC收缩达到较好的抑制作用。 

4) 血根碱对 KCl 诱导的 ISMC 收缩的影响。
60 mmol/L的 KCl可显著诱导大鼠 ISMC的收缩，使
细胞缩小。由表 2可见，5～100 μmol/L血根碱可显
著抑制 KCl诱导 ISMC的收缩；5、10 μmol/L血根
碱对 KCl诱导 ISMC收缩的抑制程度相近，抑制率
达 30%左右；30、60 μmol/L血根碱对KCl诱导 ISMC
收缩的抑制程度最强，与 5、10 μmol/L血根碱组的
抑制程度存在显著差异，但 30、60 μmol/L血根碱组
间的抑制程度无差异；100 μmol/L血根碱对 KCl诱
导 ISMC收缩的抑制作用降低。可见，30 μmol/L血
根碱即可明显地抑制 KCl诱导 ISMC的收缩。 

3 结论与讨论  

血管平滑肌细胞的培养技术目前已很成熟，国

内外报道较多[14]，但 ISMC的培养由于存在易污染、
难分离等问题，目前尚未建立完善的培养方法。试

验过程中，笔者应用酶消化法培养大鼠 ISMC，可
得到大量较纯的平滑肌细胞，且这些平滑肌细胞呈 
“峰–谷”样排列，经免疫组化鉴定，其纯度可达
90%以上，可满足后续试验的要求。 

ISMC上存在一些离子通道，如毒蕈碱类[15]、胺

类、肽类[16]和一些嘌呤类[17]等离子通道，这些通道

被某些激动剂激活后发挥其生理作用。当这些通道

被激活后，胞外离子内流产生内部电流，从而使细

胞发生去极化，引起细胞收缩。受体操纵的离子通

道可促进细胞外 Na+和 Ca2+内流，钙离子在平滑肌

细胞兴奋–收缩偶联中起重要作用。胃肠平滑肌细
胞上主要分布有M受体、H受体、5–HT受体及一
些胃肠激素受体等[17–18]。乙酰胆碱、组胺分别为M
受体和 H1 受体激动剂，该类受体被激活后，可兴

奋 ISMC，诱导细胞收缩，促使胃肠平滑肌蠕动加
强[19]。本试验中血根碱对正常 ISMC收缩具有抑制
作用，并显著抑制由乙酰胆碱、组胺诱导的 ISMC
的收缩，且与阿托品存在协同作用，表明血根碱对

大鼠 ISMC收缩的抑制主要是通过作用于 ISMC上
的 M受体、H1受体而发挥作用的。钙离子在调节
胃肠平滑肌兴奋–收缩偶联中起重要作用，细胞外
钙离子内流和细胞内钙离子释放引起平滑肌细胞

收缩，其中，外钙离子内流在胃肠平滑肌收缩中起

主要作用[20]。ISMC 上的外钙内流主要通过电压依
赖性钙离子通道(voltage– dependent Ca2+ channel，
VDCC)，尤其是 L 型钙离子通道[21–22]。本研究中

KCl可诱导 ISMC收缩，这是由于当 KCl作用于细
胞时，细胞外 K+浓度升高，导致细胞外 K+内流，

引起细胞膜发生去极化，从而激活 VDCC，促使细
胞外钙离子内流，最终诱导 ISMC收缩。血根碱可
显著抑制 KCl诱导的 ISMC收缩，表明血根碱可通
过作用于细胞膜上的钙离子通道来达到抑制 ISMC
收缩的作用。 
综上所述，血根碱对大鼠 ISMC的抑制主要通

过作用于细胞膜上的 M受体、H1受体和钙离子通
道来发挥作用，至于具体通过哪条途径，是直接还

是间接作用于钙通路尚需通过放射配基受体结合

试验或膜片卡技术进行验证。 
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