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改良组织块贴壁法培养大鼠阴茎海绵体平滑肌细胞及鉴定 

张 焘 1，2，余茂彬 1，2，刘美君 2，马紫阳 1，2，张培海 1，2 

（1成都中医药大学附属医院泌尿外科，成都  610036；2代谢性疾病中医药调控四川省重点

实验室，成都  610036） 

摘要  目的  使用改良后的组织块贴壁法构建大鼠阴茎海绵体平滑肌细胞（CCSMCs）体外

培养模型。方法 分离大鼠阴茎海绵体组织，先用Ⅰ型胶原酶消化大鼠阴茎海绵体平滑肌组

织块再贴壁培养，差速贴壁法对细胞进行纯化，免疫荧光染色法和 Western blot 对其进行鉴

定。结果 改良组织块贴壁法培养 CCSMCs 3 d 后可见少量细胞从组织块中游出，7 d 后细胞

大量从组织块游出，12 d 细胞融合，传代后细胞增殖旺盛，呈“峰-谷”样生长。细胞经差速

贴壁纯化后，免疫荧光染色和 Western blot 法鉴定为 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）阳性，

提示大鼠 CCSMCs 体外培养模型建立成功。结论 改良组织块贴壁法能够快速得到纯度较

高的 CCSMCs，是一种经济便捷获得 CCSMCs 的方法。 

关键词   大鼠；阴茎海绵体平滑肌细胞；平滑肌肌动蛋白；体外模型；细胞培养；免疫荧

光；组织块贴壁法 
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Culture and identification of rat corpus cavernosum smooth muscle cells by 

modified tissue block adherence method 

Zhang Tao1,2, Yu Maobin1,2, Liu Meijun2, Ma Ziyang1,2, Zhang Peihai1,2  

(1Dept of Urology, Hospital of Chengdu University of Traditional Chinese Medicine, Chengdu 

610036; 2TCM Regulating Metabolic Diseases Key Laboratory of Sichuan Province, Chengdu 

610036) 

Abstract Objective To establish an in vitro culture model of rat corpora cavernous smooth muscle 

cells (CCSMCs) using a modified tissue block adherence method. Methods Corpus cavernosum 

smooth muscle tissue was digested with collagenase type I and subsequently cultured using 

an adherent method. Cells were purified via differential adhesion and identified through 

immunofluorescence and Western blotting. Results CCSMCs began to emerge from the tissue 

block after 3 days, increased significantly by day 7, and converged by day 12. Post-passage, 

CCSMCs exhibited strong proliferation and a “peak-to-valley” phenomenon. After purification, 

the cells tested positive for α-smooth muscle actin (α-SMA), confirming the successful 

establishment of the in vitro culture model. Conclusion The modified tissue block adherence 

method is a cost-effective and efficient way to obtain high-purity CCSMCs. 
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勃起功能障碍（erectile dysfunction, ED）是指男性不能持续获得并维持足够的阴茎勃

起以完成满意的性生活，病程通常持续超过 3 个月，具有发病率高、发病趋于年轻化、病

程隐匿等特点[1]。近年来，ED 发病率逐年上升，研究[2]表明我国 ED 的总患病率高达

43.4%。阴茎海绵体平滑肌（corporal cavernous smooth muscle, CCSM）的舒张是实现阴茎

勃起的关键因素之一，阴茎海绵体平滑肌细胞（corporal cavernous smooth muscle cells, 

CCSMCs）是构成 CCSM 的基本单元，其数量占海绵体细胞总数的 40%~52%[3]。这些细胞

不仅是 CCSM 舒张和收缩功能的基础，也是维持其正常生理活动的关键组成部分，其结构

和功能的失调是引发 ED 的重要因素[4-5]。分离并体外培养大鼠 CCSMCs 有助于深入阐释

ED 的发病机制。目前原代细胞的培养方法以酶消化法和组织块贴壁法为主，但两者都存在

一定的局限性[6-7]。该研究拟采用Ⅰ型胶原酶先对组织块进行初步消化，后贴壁培养的改良

方法，以期快速、高效获得 CCSMCs，为 ED 等相关疾病的研究提供新思路和方法。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1 实验动物 

选取 6 只 6 周龄，体质量 120~160 g 的雄性 SPF 级 SD 大鼠[成都达硕动物技术有限公

司，SYXK（川）2020-124]。所有动物在相对湿度 40%~70%、温度 20~26 ℃的 SPF 标准环

境条件下饲养，自由取食和饮水。所有实验操作遵循成都中医药大学动物使用伦理要求

（实验动物伦理号：2024142）。 

1.1.2 实验试剂  

DMEM 培 养 基 （ PM150220 ） 、 青 霉 素 链 霉 素 混 合 物 （ PB180120 ） 、 PBS

（PB180327）、0.25%胰蛋白酶溶液（PB180224）、胎牛血清(FBS) （164210）、D-Hank's

平衡盐溶液（PB180321）购自武汉普诺赛生命科技有限公司； I 型胶原酶（Type I 

collagenase）（MKL-C917425）购自上海麦克林生化科技股份有限公司；抗荧光淬灭封片

液(含 DAPI)（P0131）、荧光一抗稀释剂（P0262）、荧光二抗稀释剂（P0265）购自上海

碧云天科技有限公司；兔源内参 Tubulin 抗体（2144）、兔源单克隆 α-SMA 抗体

（19245）购自美国 CST 公司；二抗特异性 Alexa Fluor 488 荧光抗体（A-11008）购自美国



赛默飞公司。 

1.1.3 实验器材 

CO2 细胞培养箱购自美国赛默飞公司（3307 E）；体式显微镜购自德国蔡司公司

（Stemi 508）；多光谱倒置显微镜购自日本奥林巴斯公司（BX 53）；高压蒸汽灭菌锅购

自日本平山制作所（HVE 50）；高速冷冻离心机购自上海华岩仪器设备有限公司

（H2050R-1）。 

1.2  实验方法 

1.2.1  原代细胞培养 

大鼠经戊巴比妥钠注射麻醉后，脱颈处死，浸入盛有 75%乙醇中 1 min，使用无菌器

械从大鼠腹部依次剪开皮肤和肌肉之后，快速低温剪取阴茎组织，在体式显微镜下使用无

菌眼科镊小心地剥离大鼠阴茎包皮和其他结缔组织，去除阴茎头和尿道海绵体，仅保留富

含平滑肌细胞的阴茎海绵体组织。分离的阴茎海绵体放入盛有预冷的 D-Hank's 液的培养皿

中，转移至超净台进行后续操作。用 1 mL 的无菌注射器，吸取 D-Hank's 液反复清洗海绵

体平滑肌组织，将清洗过的平滑肌条用无菌眼科剪剪成体积约为 1 mm
３
的组织块，加入 1 

mL 37 ℃预温过的Ⅰ型胶原酶（1 mg/mL），于 37 ℃培养箱中消化 30 min。消化结束后使用

1 mL 移液枪将组织连同培养基吸入新的培养皿中，吸弃培养基，使组织块尽可能地均匀分

布，并将培养皿翻转倒置于 CO2培养箱中 2 h，使其稳定附着于培养皿。2 h 后，从培养箱

内取出培养皿，小心地正置培养皿，而后将培养基沿培养皿侧面缓缓加入。最后，将培养

皿平稳地置于 CO2培养箱中培养。见图 1。 

 

图 1 大鼠阴茎海绵体平滑肌细胞培养步骤示意图 

Fig.1 Schematic diagram of the steps for culturing of smooth muscle cells from the corpus 

cavernosum of rat penis 

1.2.2  细胞传代 

当细胞密度超过 90%时，吸弃培养基，并用 PBS 缓缓地冲洗培养皿 3 次，将适量的

0.25%胰蛋白酶添加至培养皿中，随后“十字”轻柔晃动培养皿，促使胰蛋白酶均匀铺展于培



养皿内，对细胞进行约 30 s 的消化处理，期间在显微镜下观察细胞状态，待细胞呈现变圆

且变亮的特征后，加入含 10% FBS 的 DMED 完全培养基终止消化，并用移液枪轻轻吹打

贴壁的细胞，使细胞全部从培养皿上脱落下来，形成单细胞悬液。将细胞悬液以 1 000 

r/min 的速度离心 5 min，去除含有消化液的上清液，加入完全培养基重悬细胞，按照 1：3

的比例进行传代，轻轻晃动培养基，使细胞分布均匀，置于 CO2培养箱中继续培养。 

1.2.3  细胞纯化 

利用细胞贴壁时间差异对细胞进行纯化。细胞传代后，置于 37 ℃培养箱中静置 15 

min，此时显微镜下可观察到部分细胞已贴壁（成纤维细胞），移液枪小心地吸去未贴壁

细胞（平滑肌细胞）转移至新的培养皿内培养，即得到纯度较高的平滑肌细胞。此步骤重

复 2~3 次可以进一步纯化细胞。 

1.2.4  细胞计数 

采用台盼蓝染色法进行细胞计数，制备细胞悬液，取 20 μL 细胞悬液与 2%台盼蓝染液

充分混匀，室温下染色 2 min；染色完成后，取适量混合液滴加在载玻片上，用细胞计数

仪进行计数。 

1.2.5  细胞免疫荧光染色 

制备细胞悬液，将细胞接种在铺好爬片的 12 孔板中，细胞培养至 50%~70%融合度，

进行免疫荧光染色。吸弃培养基，PBS 缓冲液小心清洗细胞 3 次，加入 4% 多聚甲醛固定

细胞 15 min，用 PBS 缓冲液清洗 3 次，彻底去除残留的固定液；0.2% TritonX-100 透化细

胞 15 min，用 PBS 缓冲液洗涤 3 次；用 5% 的山羊血清室温下封闭 30 min；加入稀释好的

α-SMA (1:500)一抗溶液，室温孵育 2 h，孵育结束后，用 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min；加入

稀释好的 Alexa Fluor 488 (1:500) 二抗溶液，室温避光孵育 1 h；载玻片上滴加含 DAPI 的抗

荧光淬灭剂对细胞爬片进行封片，荧光显微镜采集图像，ImageJ 对图片结果分析，统计被

染色为阳性细胞的数目与视野内的细胞总数目百分比即为平滑肌细胞的纯度，具体公式如

下。 

平滑肌细胞纯度（%）＝ α⁃SMA 阳性细胞数/细胞总数×100% 

1.2.6 细胞蛋白印迹 

去除培养基，在细胞培养皿中加入适量细胞专用裂解液；将裂解后的细胞匀浆液在

4 ℃下 12000 r/min 离心 15 min；离心结束后，吸取上清液，对提取的总蛋白进行定量；定

量后加入上样缓冲液，于 100 ℃金属浴中加热变性 10 min，冷却后备用；SDS-PAGE 电

泳、电转：蛋白上样后，先用 80 V 的电压跑出上层胶，换 120 V 电压跑下层胶，250 mA



电转 1.5 h；提前用甲醇活化 PVDF 膜 15 min，电转后的 PDVF 膜用快速封闭液封闭 20 

min，封闭完成后置于摇床上 TBST 清洗 3 次，每次 5 min；加入稀释好的一抗 α-SMA

（1：2 000）4 ℃ 孵育过夜，TBST 摇床上清洗 3 次，每次 5 min，加入山羊抗兔二抗（1：

5 000）室温孵育 1 h，TBST 摇床上清洗 3 次，每次 5 min，滴加显影液，采用 Bio-Rad 显

影仪进行图像采集，ImageJ 分析蛋白条带灰度值。 

1.3  统计学处理 

使用 Graphpad Prism 8 软件对实验数据进行统计分析并作图。实验数据用 sx  来表

示，两独立样本比较采用 t 检验判断有无显著差异。P < 0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  细胞生长情况 

镜下观察细胞生长情况，结果显示细胞培养第 3 天可见少量细胞从组织块边缘游离出

来贴壁生长，培养第 7 天可见较多细胞从组织块周围游离出来，培养第 12 天，细胞生长呈

“峰-谷”样，细胞突触相互交错，此时细胞大量融合可进行首次传代。 

 

图 2 不同时间段 CCSMCs 的出芽情况 ×200 

Fig.2 Cells climbing out of the tissue block at different time points ×200 

2.2 细胞纯化及传代情况  

根据细胞贴壁时间差异，采用差速离心法纯化得到的细胞，纯化后对细胞生长进行观

察，传代 24 h 后细胞多呈规则的梭形，胞质丰富，突触较长且交错分布；传代培养 72 h

后，细胞生长旺盛，细胞融合，呈“峰-谷”样生长。 

 



图 3 细胞传代培养后的形态学观察 ×200 

Fig.3 Morphological observation of cells after subculturing ×200 

2.3 细胞鉴定结果 

对纯化后第 1 代（P1）的阴茎海绵体平滑肌细胞制备爬片，荧光染色特异性的 α-肌动

蛋白(alpha smooth muscle actin, α-SMA)抗体，可观察到细胞核经 DAPI 染色后镜下呈蓝

色，细胞核呈卵圆形，细胞胞质绝大部分被染成绿色（图 4A），Western blot 法检测结果

显示第 1 代原代细胞 α-SMA 高表达（图 4B），提示 CCSMCs 成功鉴定。见图 4。  

 

图 4 平滑肌细胞鉴定结果 

Fig.4 Results of the identification of smooth muscle cell  

注：A: Immunofluorescence results (×400); B: Western blot results. 

2.4  P1、P5 代 CCSMCs 阳性率 

免疫荧光染色纯化后的第 1 代（P1）和第 5 代（P5）CCSMCs，判断 CCSMCs 阳性率

是否会随着传代次数的增加而降低。结果显示，与 P1 代相比，P5 代细胞 α-SMA 染色阳性

率降低（P＜0.05)，说明平滑肌细胞的纯度会随传代次数增加而逐渐降低。见图 5。 

 

图 5 第 1 代和第 5 代 CCSMCs 中 α-SMA 阳性率比较 

Fig.5 Comparison of α-SMA positive rates between P1 and P5 CCSMCs 

注：A: Immunofluorescence results of P1 and P5 (×400); B: The positive rate of α-SMA; 



**P<0.01 vs P1 group. 

3 讨论 

ED 是最常见的男性疾病之一，不仅涉及到男性生殖系统的健康问题，也是一些全身性

疾病的预警信号，如心血管疾病、糖尿病等[8-10]，有效防治 ED 对患者生活质量的提升意义

重大。目前各种动物模型的构建加速了科学阐释 ED 发病机制的进程，但有关 ED 体外模

型的构建却十分匮乏[11]。阴茎是勃起的效应器，而 CCSMCs 是阴茎海绵体细胞群的主要组

成部分，深入研究其细胞特性、生理功能以及病理变化机制具有关键价值。通过体外培养

CCSMCs，为进一步开展细胞水平的研究提供了坚实的实验基础，有利于揭示 ED、糖尿病

性阴茎血管损伤、佩罗尼氏病（Peyronie's disease，PD）等相关疾病的发病机制，为开发新

的治疗靶点和药物提供了可能。因此，探索如何从大鼠体内快速且稳定地获取足量、高纯

度的 CCSMCs 尤为关键。 

本研究采用改良组织块贴壁法成功培养出大鼠 CCSMCs。相较于单纯的酶消化和组织

块贴壁法，改良后的组织块贴壁法操作可以在较短的时间内获得纯度较高的 CCSMCs。在

取材方面，采用钝性分离的方法将海绵体组织完全分离，并在体式显微镜下进行这些操作

可以最大程度保证其组织完整性，减少了其他组织的残留，为获得高纯度的 CCSMCs 奠定

了基础；在组织块处理环节，对组织块大小、贴壁方式等关键步骤进行了优化，将组织块

用眼科剪剪成大小 1 mm3 大小的组织块，使得细胞从组织块中迁出的效率明显提高，将培

养皿倒置的时间延长，增加了组织块贴壁时间，避免了组织块在培养过程中脱离培养皿的

情况，大大缩短了原代细胞培养的时间，从传统方法的平均 15~20 d 缩短至 10~12 d，为后

续实验争取了宝贵时间[12]；在细胞纯化方面，采用差速贴壁的方法对细胞进行纯化，因成

纤维细胞是阴茎中除平滑肌细胞外最多的细胞，与平滑肌细胞相比，成纤维细胞贴壁时间

更短，根据这一特性可有效去除平滑肌细胞中的成纤维细胞，以保证最终获得纯度较高的

平滑肌细胞[13-14]。在 CCSMCs 鉴定方面，对培养的 CCSMCs 进行鉴定是确保实验准确性

和可靠性的关键，CCSMCs 根据其结构和功能特性可分为收缩型和合成型，二者在特定条

件下可以发生互相转化，而阴茎海绵体 α-SMA 是收缩型 CCSMCs 的标志物，通过检测平

滑肌细胞 α-SMA 的阳性表达率，可以验证 CCSMCs 纯度[15]。免疫荧光染色结果显示，细

胞中 α-SMA 呈强阳性表达，Western blot 结果进一步证实了 α-SMA 的高强度表达，表明培

养的细胞具有典型的平滑肌细胞特征，为细胞的平滑肌来源提供了有力证据。 

本研究通过改良组织块贴壁法成功培养并鉴定了 CCSMCs，但仍然存在一定的局限

性。例如，在细胞培养过程中，因难以完全模拟体内的生理环境，细胞在体外培养过程中



可能会发生一定程度的表型改变，这可能会影响细胞的生物学功能；其次因细胞传代次数

的增加，CCSMCs 的阳性表达率会有所下降，影响后续实验结果的准确性；此外，本研究

仅对 CCSMCs 进行了初步的鉴定，对于其细胞的功能特性和分子机制有待深入研究。 
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