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Abstract
AIM: To obtain intestinal pacemaker cells through 
dissection of the myenteric plexus of mouse 
jejunum, and to identify interstitial cells of Cajal 
(ICC) AP through selective staining with methylene 
blue for further electrophysiological study. 

METHODS: Jejunum was removed from new-
born CD-1 mice. The longitudinal muscle layer 
containing the myenteric plexus was cut into 
small pieces for culture. Live cells were stained 
with methylene blue and c-kit antibody. 

RESULTS: Cells grown from explant culture 
and characterized by phenotypic features were 
identified as pacemaker cells, i.e. ICC-AP. Cells 
stained with methylene blue were also positive 
for c-kit antibody, whereas live neurons, smooth 
muscle cells and other types of ICC were not 
stained with methylene blue. 

CONCLUSION: Pacemaker cells, i.e. ICC-AP, 
can be obtained through selective dissection. 
Methylene blue can be used for live staining 
identification of ICC-AP and, therefore, provides 
a model for further functional study. 
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摘要
目的: 探讨组织解剖剥离小鼠空肠起博细胞
的培养和亚甲蓝选择性标记鉴定方法, 为区分
Cajal间质细胞亚型及其功能研究提供条件. 

方法: 取CD1新生小鼠的空肠组织, 采用精细
快速剥离, 取含有肌间丛及肌间丛Cajal间质
细胞的纵行肌组织块进行培养. 新生发的细胞
在成活状态下用亚甲蓝和c-kit特异性抗体标
记, 证实细胞类型. 

结果: 剥离组织所含Cajal间质细胞主要为肌
间丛Cajal间质细胞(ICC-AP), 即起博细胞, 并
具有其固有特征, 着色亚甲蓝细胞被c-ki t抗
体荧光染色证实为Cajal间质细胞, 而神经细
胞、平滑肌细胞及其他亚型Cajal间质细胞在
成活状态下均不被亚甲蓝着色. 

结论: 组织解剖剥离能选择性获取空肠肌间
丛起博细胞, 活染亚甲蓝标记能特异性区分出
肌间丛起博细胞并可用于进一步的功能研究.
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0  引言

消化道Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, 

®

■背景资料
胃肠道Cajal间质
细胞(ICC)的原代
培养是进行发育
和电生理功能研
究的基础. 传统的
酶解法, 破坏了细
胞表面的kit蛋白, 
且不能区分 I C C
的亚型. 
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ICC)因分布于管壁的不同层面而被相应命名[1-2]. 
不同区域的Cajal间质细胞有不同的结构和功能. 
位于空肠肌间丛的Cajal间质细胞有起搏功能, 能
产生节律性慢波而直接决定胃肠的蠕动及频律, 
同时还参与神经肌肉间的信号传递和调节, 与多

种消化道动力障碍性疾病密切相关[3]. 目前国内

外学者虽可以成功的进行胃肠Cajal间质细胞的

分离和培养, 但所采用的酶解法破坏了该细胞表

面的kit蛋白, 并且不能区分Cajal间质细胞的亚

型. 我们尝试新生小鼠空肠肌间丛Cajal间质细

胞(ICC-AP)的分离、培养, 并采用亚甲蓝选择性

标记及c-kit特异性染色, 为进一步开展消化道动

力障碍性疾病研究积累了重要经验.

1  材料和方法

1.1 材料 CD-1小鼠(2-6 d), 购自北京维通利华

实验动物技术有限公司, 雌雄不拘. PSS的成分

(mmol/L): NaCl 134.8, KCl 4.5, HEPES 10, CaCl2 
2, MgCl2 1, Glucose 10, 以NaOH调节pH值至

7.35. M-199培养基、胎牛血清购自Gibco公司, 
Alexa488标记的大鼠抗小鼠c-kit抗体购自Santa 
cruz公司, 亚甲蓝购自Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞分离和培养: 取新生鼠近端空肠约1.5 
cm, 固定两端, 于横径两侧经浆膜各剪一小切

口, 用镊子沿管壁将口端边缘轻轻提起牵拉, 呈
脱套式剥离. 被剥离的肌块随即放置于M-199培
养基中, 快速切成约0.5 mm2小块, 然后分别移

至含有盖玻片的12孔培养板中, 在37℃含氧950 
mL/L、二氧化碳50 mL/L的温箱内孵育. 培养基

中含有100 mL/L胎牛血清, 100 kU/L青、链霉素

和2 mmol/L谷氨酸胺.
1.2.2 亚甲蓝和c-kit抗体活染: 经过3-4 d的孵育, 
种植肌块新生细胞向四周生发. 置换培养液体为

含亚甲蓝(Methylene blue, 0.1 mmol/L)的PSS, 室
温下连续充氧1 h后于倒置显微镜下观察. 然后加

入荧光Alexa488标记的鼠c-kit mAb以证实亚甲

蓝活染着色的特异性. 其主要方法如下, 50 mL/L
的羊血清孵育30 min, PSS冲洗5 min×3 次, 加荧

光标记的c-kit抗体室温下孵化1 h, PSS冲洗5 min
×3次, 然后在荧光显微镜下观察. 

2  结果

培养3 d后的组织块形成细胞界限清楚、层次明

显的细胞团. 新生发的细胞沿细胞团向周边蔓

延而形成单层或多层, 其中Cajal间质细胞与平

滑肌细胞伴行. 经亚甲蓝活染, 细胞团中的Cajal

间质细胞着色, 呈现出特有的网状结构(图1A),  
而外周Cajal间质细胞则易于聚焦, 表现出胞体

呈三角形, 核大、胞质少、胞体多突起、细胞

之间相互连接形成网络, 与平滑肌细胞伴行. 在
亚甲蓝活染中呈均匀粉红或黑蓝色, 依时间长

短而异, 着色部位在突起、胞体和胞核, 相邻着

色的细胞经突起连接呈网络状, 镜下可见收缩

运动. 少数坏死细胞的胞核可见亚甲蓝不均匀

着色且胞膜缺损, 易于鉴别. 其他细胞如神经细

胞、平滑肌细胞在成活状态下均不着色(图1B). 
直接免疫荧光染色后 ,  在荧光显微镜下可见

Cajal间质细胞呈c-kit阳性, 其同时也着色亚甲蓝

(图2). 为进一步应证亚甲蓝活染Cajal间质细胞

的特异性和敏感性, 我们急性分离成年小鼠肌

条组织, 并采用亚甲蓝活染. 结果显示在肌间丛

神经节干支之间及其四周富含Cajal间质起搏细

胞的区域, 亚甲蓝着色阳性, 而其他细胞不着色

(图3).

3  讨论

Caja l间质细胞的分离和培养不仅是研究和了

解起搏细胞功能和特性的基础, 也是研究Cajal
间质细胞发生发育过程的基本模型. 因此, 正确

掌握Cajal间质细胞的培养和标记方法, 认清不

同方法中的优势和弊端, 方能扬长避短. 酶解法

■研发前沿
原代培养ICC后 , 
研究神经递质等
对 I C C 生 长 发 育
和电生理功能的
调节是当前的研
究热点. 但如何研
究某一特定类型
I C C 是 亟 需 解 决
的问题. 

A

B

图  1  亚甲蓝活染组织块培养3 d的Cajal间质细胞(×400). 
A: 在成活状态下亚甲蓝选择性标记细胞团中的Cajal间质细

胞; B: 亚甲蓝选择性标记细胞团四周的Cajal间质细胞.
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■应用要点
亚甲蓝活染能特
异性研究肌间丛
I C C 的 发 育 和 电
生 理 功 能 调 节 . 
亚甲蓝活染标记
ICC特异性强, 较
荧光抗体染色简
便易行, 为进一步
的功能研究提供
基础. 

图  2  亚甲蓝活染后, c-kit标记的Cajal间质细胞(×400). 

图  3  成年小鼠肌条组织的亚甲蓝活染(×400).

←

←

←

←

←

神经节

可以获得业已生长之后的Cajal间质细胞, 如在

培养液中加入干细胞因子可以帮助一定数量的

Cajal间质细胞再生[4]. 但这种方法因多次反复

的机械牵拉, 极易损伤Cajal间质细胞. 多种消

化酶和诸多培养因子的作用, 会改变分离出和

再生出Caja l间质细胞所固有的某些功能和特 
性[5-6]. Zhu et al [7]和Park et al [8]先后摸索出新生鼠

和胎鼠在无酶消化条件下培养消化道Cajal间质

细胞的方法. 近来也有学者采用原位法解决此

问题[9-10], 即在组织上将肌间丛和肌间丛Cajal间
质细胞进行暴露并用膜片钳进行功能试验. 我
们采用组织解剖剥离法, 成功分离、培养出肌

间丛Cajal间质细胞. 该方法极大程度上避免了

牵拉, 新生鼠又含有大量自己所固有的生长因

子, 避免了外加的化学反应, 使培养所得的Cajal
间质细胞基本为原位, 富有原本生理特征. 因此

他是目前研究Cajal间质细胞功能特性和发育过

程比较理想的模型. 
鉴定Cajal间质细胞特异的染色方法, 即c-kit 

(CD117和CD34)抗体的免疫组化检测已广泛用

于Cajal间质细胞的分布、定性定量、Cajal间质

细胞之间和Cajal间质细胞与其他类型细胞之间

的相互关系[11-12]. 但是, 正如人们所知, 酪氨酸激

酶的细胞表面跨膜受体c-kit不仅仅只在Cajal间
质细胞中表达. 而且不同部位和不同功能特性

的Cajal间质细胞也不能以c-kit抗体而进行区分. 
免疫电镜也提示部分Cajal间质细胞c-kit(CD117)
抗体反应呈阴性[13]. 而且, 在酶解法条件培养下, 
Cajal间质细胞还会在短期内衍生为平滑肌细胞

或转化为介入Cajal间质细胞与平滑肌细胞两种

特性皆有的c-kit阳性细胞[14]. 因此, c-kit阳性细胞

并不一定就是Cajal间质细胞, 更不代表一定就

是起博细胞. 在CD117抗体出现之前, 亚甲蓝是

用于鉴定酵氏间质细胞的主要方法之一, 但因其

应用的浓度、温度、时间、pH和溶液而使得着

色细胞类型发生变化. Cajal本人, 作为发现和命

名Cajal间质细胞者, 正是用亚甲蓝鉴定出Cajal
间质细胞. Thuneberg首先发现Cajal间质细胞具

有慢波起搏功能及在肌肉神经间具有传递信息

作用, 也正是在亚甲蓝的鉴定中才认识并向人们

推荐Cajal间质细胞[1], 并使之成为当今的一个热

门研究领域. 我们采用亚甲蓝活染培养的Cajal
间质细胞, 发现其能显现该细胞典型的形态学特

征及网络状结构. 而神经细胞、平滑肌细胞在成

活状态下均不着色, 从而能简单的将Cajal间质

细胞与其他细胞鉴别. 免疫荧光染色显示c-kit阳

性细胞同时也着色亚甲蓝, 进一步证实了该方法

具有很高的特异性和敏感性. Zhu et al [7]的研究

表明, 组织解剖剥离法所获得Cajal间质细胞为

ICC-AP. 结合组织结构定位和特异性抗体标记, 
我们认为亚甲蓝是鉴定ICC-AP的特异性标记物. 
亚甲蓝活染培养的ICC-AP能更好的应用于随后

的电生理功能研究. 
我们在研究中发现, 亚甲蓝仅仅只着色于

Cajal间质细胞中的起搏细胞. 据文献报导[9,15],  
亚甲蓝着色ICC-AP可能是其染料在内质网不可

逆沉积所至. 但在电镜研究中, 由于固定剂处理

组织或细胞后, 会导致亚甲蓝大量脱色, 从而无

法进行结构定位. 有关亚甲蓝着色的机制和可

能存在的功能影响亟待进一步深入研究.
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