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【摘要】膀胱平滑肌细胞原代培养存在易发生去分化、易受杂质污染、操作复杂等

问题，本文对膀胱平滑肌细胞的分离方法（组织块分离法、酶消化分离法）、提纯方法（差

速贴壁法、选择性培养基法、差速离心法、筛网分离法）、生物物理刺激（机械拉伸、膀

胱内压、碱性成纤维细胞因子、胶原基质，缺氧刺激）、鉴定方法（组织学观察、免疫荧

光染色法）和操作要点进行了总结，并通过比较不同方法的优缺点，为后续相关研究的开

展提供参考。
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【Abstract】Primary culture of bladder smooth muscle cells is challenged by issues 
such as proneness to dedifferentiation, susceptibility to impurity contamination, and operational 
complexity. This article summarizes the isolation methods (tissue explant culture method, enzymatic 
digestion method), purification techniques (differential adhesion method, selective medium 
method, differential centrifugation, mesh filtration separation), biophysical stimulation (mechanical 
stretch, intravesical pressure, basic fibroblast growth factor, collagen matrix, hypoxic stimulation), 
identification methods (histological observation, immunofluorescence staining), and key operational 
considerations. By comparing the advantages and disadvantages of different approaches, this review 
aims to provide references for subsequent related research.
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膀胱平滑肌细胞属于不随意肌细胞，可以通

过协调收缩与舒张维持膀胱的正常功能。膀胱平

滑肌细胞不仅是收缩功能的执行者，更是膀胱微

环境的调控者，参与膀胱结构维持、免疫应答、

代谢适应、信号传递等生理过程。平滑肌功能异

常在膀胱疾病发生发展过程中扮演着重要的角

色。获得膀胱平滑肌细胞并进行原代培养，可为

了解膀胱的生物学特性，开展神经源性膀胱、间

质性膀胱炎、膀胱出口梗阻和膀胱过度活动症等

各种膀胱疾病研究提供实验条件。因此，深入研

究膀胱平滑肌细胞的原代培养技术具有重要的

意 义 [1]。
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表1  膀胱平滑肌细胞原代培养分离方法比较

Table 1. Comparison of primary culture isolation methods for bladder smooth muscle cells

特征 组织块分离法 酶消化分离法

原理 细胞从组织块边缘迁移爬出 酶解细胞外基质释放单个细胞/细胞团

关键参数 组织块大小、迁移时间 酶类型/浓度、消化时间/温度

时间 长（数周） 较短（数小时）

细胞产量 低 高

细胞活力 通常较高 易受损伤

细胞纯度 低（易混杂成纤维细胞） 较高

操作难度 相对简单 难（需要精细控制）

成本 低 较高（酶成本）

细胞表型 稳定 易去分化

适用场景 珍贵/微量样本、优先保证细胞活力 高产量/纯度需求、分子机制、药物筛选

膀胱平滑肌细胞的原代培养是指从活体中分

离细胞，并经一系列处理后在体外进行培养的过

程，其核心特征是利用新鲜取材的组织细胞在体

外实现初次增殖，并保持其原有的生物学特性与

功能，主要步骤包括：①从活体组织中获取所需

的组织器官；②通过机械或酶解等方法进行细胞

分离和纯化；③在精确控制的细胞培养环境下进

行扩增；④细胞生长达到一定密度后进行传代培

养以保持细胞活性；⑤通过形态学观察和细胞标

志物等完成细胞生物学的鉴定 [2]。

膀胱平滑肌细胞在提取和培养的过程中面临

诸多挑战，如细胞易受到微生物和成纤维细胞的

污染导致培养失败，扩增过程中肌动蛋白和钙结

合蛋白的表达水平下降，出现去分化现象等 [3]。

针对这些问题，研究者们已开发出多种对膀胱平

滑肌细胞进行分离和提纯的方法，在获取细胞数

量、操作复杂程度、培养成本等方面各有优缺点。

本文对膀胱平滑肌细胞的原代培养方法进行了综

述，分析多种分离和提纯的方法，为后续相关研

究提供参考。

1  膀胱平滑肌细胞分离与提纯

1.1  膀胱平滑肌来源及样本处理
原代培养提取组织来源主要分为动物和人

类，常见动物来源包括大鼠、小鼠、豚鼠、猪和

兔等。其中，大鼠和小鼠膀胱因易于获取和遗传

背景明确而被广泛采用，尤其适用于膀胱出口梗

阻、糖尿病性膀胱病变等病理模型研究 [4]。人类

来源的原代膀胱平滑肌细胞主要来自手术切除组

织（如良性前列腺增生伴膀胱梗阻患者的前列腺

切除术中膀胱标本）或器官捐献者，该类细胞在

表型维持、信号通路和药物响应上更接近生理状

态，具有更高的临床相关性。

获取组织后如需转运，推荐将组织置于低温

（4 ℃）无血清培养基后迅速送往实验室进行后

续操作，理想时间在 2~4 h 内 [5]。在开始分离膀

胱平滑肌细胞前，用预冷的生理盐水对膀胱组织

进行冲洗，并尽可能去除膀胱平滑肌以外的组织

（尿路上皮层、结缔组织、脂肪和血管组织等）[4]。

目前多采用机械性方法剔除多余组织，但获得的

平滑肌细胞纯度较差。Guo 等 [6] 发现在浆膜下注

射生理盐水以分离平滑肌层和浆膜层的方法，可

进一步提高膀胱平滑肌细胞纯度，显著提高了原

代细胞培养成功率。

无菌操作是分离膀胱平滑肌细胞的关键，提

取过程中，所有器械必须经过严格的灭菌处理，

且整个操作过程需要严格遵守无菌原则，需在培

养基中加入青霉素和链霉素以降低细胞污染的可

能性。

在膀胱平滑肌的分离过程中，要快速、准确、

彻底地剥离黏膜层和浆膜层，充分剪碎膀胱组

织，并利用细胞筛网过滤消化后的细胞悬液以获

得高纯度平滑肌细胞。在消化过程中，需通过预

实验确定消化酶的种类、浓度、温度和消化时间，

及时终止消化，防止过度消化对膀胱平滑肌细胞

结构和功能的破坏。在培养的前 48 h，由于膀胱

平滑肌细胞贴壁能力较弱，应避免培养瓶振动和

移 动 [7]。

1.2  膀胱平滑肌细胞分离
目前实验室常用分离方法包括组织块分离法

和酶消化分离法，二者各有优缺点，需根据具体

的实验条件和需求进行选择（表 1）。

1.2.1  组织块分离法
经过清洗与去除多余组织后，把平滑肌组织
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表2  膀胱平滑肌细胞原代培养提纯方法比较

Table 2. Comparison of methods for purification of primary cultures of bladder smooth muscle cells
方法 核心原理 适用场景 主要优势 主要局限

差速贴壁法 成纤维细胞贴壁速度更快 成纤维细胞污染较轻的混

合细胞群

原理简单，适合大规模生产 易丢失目标细胞，且需

多次操作

选择性培养基 成纤维细胞对无血清培养基

耐受能力较弱

需长期培养且污染风险高

的场景

细胞纯度高，增殖能力强，可

在体外连续多代培养

可能影响细胞表型

差速离心法 基于细胞密度差异进行梯度

分离

细胞密度差异显著的组织

（如消化后的细胞悬液）

快速、简单、低成本，适合处

理大样本量并进行初步粗分离

分辨率低、纯度差

筛网分离法 通过孔径筛选去除大块组织

或成纤维细胞团

酶消化后含组织碎片或细

胞团的悬液

操作简单，成本低廉，物理过

滤对细胞损伤小

分辨率低，无法获得高

纯度目标细胞群体

剪成直径 1 mm 大小的组织小块，以 20~25 个的

数量均匀接种在 10 cm 细胞培养皿中，静置待其

黏附于培养器皿后加入培养基浸润组织块，确保

组织块不发生移位。期间需及时更换废弃的培养

基，待周围细胞群落游离生长后，更换培养液并

取出组织块，此时需注意避免影响周围细胞群落。

待细胞群落融合后，进行后续亚培养 [8]。

组织块分离法操作简便，无需精细控制，少

量组织便可培养出大量细胞，且无需昂贵的酶制

剂，在一定程度上降低了实验成本。但此方法无

法满足大规模的实验需求，易被成纤维细胞等杂

质污染且耗时较长，目前已经较少应用 [9]。

1.2.2  酶消化分离法
酶消化分离法是使用酶制剂制成消化液，将

组织加入恒温消化液中进行消化，用筛网过滤掉

消化液中剩余的结缔组织大颗粒，随后将混悬液

离心，吸取上清液重新制成细胞悬液并移至培养

瓶中进行培养 [8]。目前使用最广泛的酶是胰蛋白

酶和胶原蛋白酶，胰蛋白酶具有水解细胞间连接

蛋白的能力，可特异性切断细胞间紧密连接、黏

着连接，以及细胞与细胞外基质间的锚定连接，

从而实现组织解离，使平滑肌细胞从组织块中分

离为单个细胞悬液。胰蛋白酶成本低，作用快

速，常用于贴壁细胞的分离，但其需要准确把握

消化时间，过度的消化会导致细胞死亡，并且胰

蛋白酶无法单独消化胶原，因此通常联合胶原蛋

白酶特异性分解细胞间质中的胶原蛋白，来更好

地分离目标细胞。酶消化分离法的成功率取决于

酶的类型、浓度、消化时间和温度等多种因素。

Serdinšek 等 [10] 研究发现，胶原蛋白酶 Ⅱ 联合分

散酶 Ⅱ 可以更高效地获取膀胱平滑肌细胞。相较

于组织块分离法，该方法耗时更少，收获细胞数

量更多，成纤维细胞污染可能性降低。虽然过程

更加繁琐，但通过调整消化时间、酶浓度和种类

等参数，能够更加稳定地获取平滑肌细胞，满足

开展大量实验的需求。

酶消化分离法难度大，试剂价格较为昂贵，

且存在细胞损伤的风险。针对酶消化分离法存

在的缺点，可从以下方面进行优化：①优化酶

的配方，使用复合酶，以特定比例组合各种单

一酶，减少单一酶的用量和消化时间，探索最

适合膀胱平滑肌细胞原代培养的组合酶；②开

发特异性更高的重组酶，明确切割位点，进一

步优化物理 - 化学联用方法，如使用更加温和

且持续的机械力辅助组织解离（如温控振荡水

浴），开发非酶消化技术，通过结合细胞间黏

附因子辅助组织解离。

1.3  膀胱平滑肌细胞提纯
膀胱平滑肌细胞分离过程中，存在成纤维细

胞、内皮细胞、上皮细胞等非目标细胞，会影响

膀胱平滑肌细胞的生长速度，并对后续实验结果

造成影响。其中，成纤维细胞生长速度较快，是

影响平滑肌细胞生长的主要因素。目前常采取以

下方法对膀胱平滑肌细胞进行提纯（表 2）。

1.3.1  差速贴壁法
膀胱平滑肌细胞和成纤维细胞都属于贴壁细

胞，但两者贴壁速度不同，成纤维细胞的贴壁速

度较快。将细胞悬液静置 20~30 min，成纤维细胞

贴壁而膀胱平滑肌细胞未贴壁，此时可将未贴壁

的膀胱平滑肌细胞悬液收集并继续培养。该方法

原理简单，适用于大规模培养或生产，但易丢失

膀胱平滑肌细胞，并且纯化效率不高，需要多次

反复进行，因此实际操作中常联合其他方法 [11-12]。

1.3.2  选择性培养基
膀胱平滑肌细胞对无血清培养基的耐受程度

强于内皮细胞和成纤维细胞，当原代细胞生长融

合度达 80%~90％时，可通过改用无血清 DMEM

培养基培养 24 h 以去除杂质细胞。该方法获得
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的膀胱平滑肌细胞纯度较高且具有较强的增殖能

力，可以在体外连续传代培养 [11, 13]。

1.3.3  差速离心法
组织经机械分离、消化、过滤后悬液中仍可

能存在组织碎块、未被完全消化的细胞团、体积

较大细胞（如成纤维细胞）或细胞碎片。不同的

颗粒沉降速度不同，通过对原代细胞悬液进行离

心，可将目标细胞与其他杂质分离，得到纯度更

高的细胞悬液。差速离心法在常规离心法的基础

上，通过改变转速产生不同的离心力，将细胞

悬液中的不同物质分步沉淀。差速离心法目前

多采取三步离心：第一次 100×g 离心 5 min，可

以沉淀未消化的组织块和大型细胞团；第二次

200~400×g 离心 5~10 min，目标细胞和微小细

胞碎片沉淀于管底；第三次离心前用新鲜 PBS 或

者培养基重悬细胞沉淀，随后 200~300×g 离心

5  min，离心力需低于第二次离心，让目标细胞缓

慢、完整地沉降在底部，同时微小细胞碎片仍留

在上清液被弃去 [5, 14-15]。离心时间过长或者离心

力过大，会导致细胞簇以及其他杂质细胞进入细

胞沉淀，离心时间过短或离心力不够，会导致细

胞沉淀不充分。因此，需根据提纯结果探究最适

合膀胱平滑肌细胞的离心力大小和时间。

1.3.4  筛网分离法
酶消化法处理组织后，还存在消化不完全的

组织块。将消化悬液缓慢倒入或用移液枪转移至

离心管，先用 100 μm 细胞筛网筛去大组织块，

再用 70 μm 及更小孔径的筛网进一步分离，以显

著提升细胞质量。筛网分离法已成为酶消化法后

的常规优化方法。

1.3.5  其他方法
流式细胞分选和免疫磁珠分选技术通过识别

或结合细胞表面标志物以筛选纯化细胞。然而，

膀胱平滑肌细胞的标志物，如平滑肌肌动蛋白 α
（α-SMA）、平滑肌肌球蛋白重链、钙调蛋白和

平滑肌 22α 等为胞内蛋白，且流式细胞术会对细

胞状态产生较大影响，这两种方法并不适用于膀

胱平滑肌细胞的原代提取，但可用于鉴定膀胱平

滑肌细胞的纯度。

2  膀胱平滑肌细胞培养方法

2.1  培养基选择
膀胱平滑肌细胞原代培养常使用 DMEM 细

胞培养基。Serdinšek 等 [10] 通过比较分离效率、

细胞培养成功率和细胞表型，认为 SmGM-2 培养

基是膀胱平滑肌原代培养的最优选择。此外，含

10％胎牛血清（FBS）和庆大霉素（5 μg/mL）的

DMEM 高糖培养基 [8]，含 10% FBS 的 RPMI 1640

培养基 [15]，含10% FBS、碳酸氢钠（2.2g/L）、 ×100 

BME 维生素溶液（10mL/L）、×50 BME 氨基酸

溶液（20mL/ L） 的无血清 M199 培养基 [5]，均实

现了膀胱平滑肌的培养。

2.2  培养环境
膀胱平滑肌细胞培养一般选择在 37 ℃、5% 

CO2、95% O2、饱和湿度的环境下进行，该条件

能够保持培养基 pH、酶活性和细胞代谢稳定。

随着组织工程学的发展，研究者们尝试制备膀胱

类器官。膀胱支架是膀胱平滑肌细胞生长培养的

环境，其不仅需具备良好的生物学相容性、低免

疫原性、可降解性和机械性，还需具有防感染的

屏障功能 [16-18]。胶原蛋白、吸收性明胶海绵等材

料曾被用作支架材料支持膀胱平滑肌细胞生长，

但由于机械、结构和生物相容性等原因而被淘汰。

研究发现，丙烯酸表面接枝聚合对苯二甲酸乙二

醇酯可为原代膀胱平滑肌细胞的生长、附着和增

殖提供良好的支持，该支架可有效吸附生长因子、

胶原蛋白等蛋白质，为无血清条件细胞共培养提

供了理想条件 [19]。聚酯聚氨酯泡沫支架同样可用

作膀胱平滑肌细胞培养，该支架具备优异的弹

性与力学效应，高度多孔的结构有利于细胞三

维扩散和营养供给，但缺乏天然生长因子，导

致细胞附着和深层浸润较差，血管化困难 [20-21]。

Suda 等 [22] 研究发现脱细胞小肠黏膜下层（SIS）

可支持膀胱平滑肌细胞黏附和生长，具有极佳

的生物相容性与生物活性，为研究膀胱再生机

制提供了有效模型，但大面积重建时收缩和钙

化问题突出。通过模拟 SIS 特性开发的三维复

合支架，使膀胱平滑肌细胞黏附和扩散功能得

到显著改善 [23]。

3  影响膀胱平滑肌细胞增殖分化的因素

随着体外传代次数增加，细胞去分化程度不

断增高，细胞的结构、功能和生长速率可能发生

明显改变，对实验结果产生较大的影响 [24]。因此，

研究膀胱平滑肌细胞增殖分化的影响因素具有重

要意义。
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3.1  机械拉伸刺激
机械拉伸刺激可以促进膀胱平滑肌细胞的增

殖和肥大，该变化可能与胰岛素样生长因子和碱

性成纤维细胞生长因子（bFGF）增加以及转化生

长因子 -β（TGF-β）减少有关 [25]。TGF-β1 通过

刺激膀胱平滑肌细胞胶原结构，影响细胞和细胞

外基质相互作用，改变膀胱平滑肌细胞表型 [26]。

目前，膀胱平滑肌细胞感知外源性机械刺激的机

制尚未完全明确。但现有结果提示，整合素可能

在膀胱平滑肌细胞对机械刺激的关键反应中发挥

重要作用 [27]。此外，持续性的张力刺激是维持体

外膀胱平滑肌收缩表型的重要因素 [28]。膀胱充

盈拉伸时，Piezo1 通道开放使阳离子（如 Ca2+、

Na+）内流，胞内 Ca2+ 浓度上升是触发平滑肌收

缩和基因表达改变的核心过程。在正常的充盈 -

排空过程周期中，适度的机械刺激有利于膀胱平

滑肌维持正常的生理功能。但拉伸刺激过度或持

续存在时，如膀胱出口梗阻、神经源性膀胱等病

理状态下，可能导致膀胱组织重塑。因此，精确

模拟正常的充盈 - 排空生理过程对研究膀胱功能

调控机制及病理生理变化具有重要意义。

3.2  膀胱内压
膀胱在储存尿液过程中，会持续受到尿液压

力刺激。既往研究对膀胱内压和膀胱平滑肌增殖

分化之间的关系进行分析，发现持续性膀胱高压

会通过肝素结合性表皮生长因子促进膀胱平滑肌

细胞的增殖，并导致膀胱平滑肌细胞从收缩型转

化为合成型 [29-30]。Sharma 等 [31] 研究表明，循环

水动力压力刺激可显著促进膀胱平滑肌细胞增

殖，并证实 PI3K/SGK1 信号通路在其中发挥核心

调控作用。韦堂墙等 [32] 构建体外模型，结合膀胱

内压与机械牵张力的协同作用，有效促进了膀胱

平滑肌细胞的生长、增殖及功能分化。

除上述机械力学因素外，缺氧、Ⅰ 型胶原、

bFGF 等因素同样对膀胱平滑肌细胞的增殖与分

化过程具有显著调控作用 [33-35]。条件重编程技术

能够在体外诱导原代细胞进入干细胞样增殖状

态，实现快速扩增，同时完整保留细胞原有的基

因型与表型特征。经该技术扩增后的细胞在移除

培养条件后，仍可恢复其收缩功能及特异性分子

标志表达，并保留供体的病理生理特征，因此该

技术特别适用于疾病模型的构建研究 [36]。

4  膀胱平滑肌细胞的特征和鉴定

对膀胱平滑肌细胞定期进行鉴定，可确保细

胞纯度，排除污染，保证细胞的表型和功能特性，

常用方法包括形态观察和特征染色。组织学观察

时，膀胱平滑肌细胞呈现特征性的纺锤形形态，

细胞相互交叉重叠生长，不受接触性抑制影响，

呈“山丘和山谷”样生长模式，如图 1。特征染

色最常用方法为利用抗 α-SMA 抗体对膀胱平滑

肌细胞进行染色，膀胱平滑肌细胞会呈现阳性

反应，还可通过 SM-MHC、Calponin、SM22α、
Desmin 等多种标志物联合检测进一步提升鉴定效

率，并使用流氏细胞术定量评估原代膀胱平滑肌

细胞的纯度 [6, 25]。

图1  膀胱平滑肌细胞体外培养的形态学特征

Figure 1. Morphological characteristics of bladder smooth muscle cells in vitro culture
注：图片来源于大鼠原代膀胱平滑肌细胞，由作者团队自行拍摄。
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5  结语

酶消化分离法是提取膀胱平滑肌原代细胞

最为常用的提取方法，探索并优化消化条件后，

酶消化分离法可以快速、系统、高效地获得大

量纯度较高的原代膀胱平滑肌细胞悬液，再联

合筛网分离法、差速分离法、选择性培养基法

进一步提纯细胞。在细胞培养基选择方面，

SmGM-2 培养基在细胞培养成功率和细胞表型

稳定性方面具有一定优势，可作为首选。在细

胞培养过程中，应当注意机械拉伸、压力、缺

氧等因素对平滑肌细胞增殖和分化的影响，以

保证实验结果的准确性。此外，定期通过形态

观察、特征染色和流式细胞术对膀胱平滑肌细

胞定期进行鉴定，可确保细胞纯度，排除污染，

保证细胞的表型和功能特性。
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