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　 　 【摘要】 　 阴茎海绵体原代细胞分离与培养是研究勃起功能障碍( ED)病理机制的关键技术手段之一。
本文详细综述了阴茎海绵体中平滑肌细胞(CSMCs)、内皮细胞( CECs)、周细胞( CPs)和成纤维细胞( CFs)等

主要细胞类型的分离与培养方法,包括酶消化法、组织贴壁法、免疫磁珠法及基质胶诱导法等,并对各方法的

优、缺点进行比较,同时,总结不同类型原代细胞的鉴定技术。 本文系统归纳细胞培养和鉴定方法,为深入研

究阴茎海绵体细胞在 ED 的发生发展及治疗中的作用提供了一定的技术支持和参考。
【关键词】 　 勃起功能障碍;原代细胞培养;海绵体平滑肌细胞;海绵体内皮细胞;海绵体周细胞;海绵体

肌成纤维细胞
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　 　 【Abstract】　 The
 

primary
 

isolation
 

and
 

culture
 

of
 

penile
 

corpus
 

cavernosum
 

cells
 

are
 

key
 

techniques
 

for
 

studying
 

the
 

pathological
 

mechanisms
 

of
 

erectile
 

dysfunction
 

(ED).
 

This
 

review
 

summarizes
 

the
 

isolation
 

and
 

culture
 

method
  

of
 

the
 

major
 

cell
 

types
 

in
 

the
 

penile
 

corpus
 

cavernosum,
 

including
 

smooth
 

muscle
 

cells,
 

endothelial
 

cells,
 

pericytes,
 

and
 

fibroblasts.
 

We
 

discuss
 

commonly
 

used
 

techniques,
 

including
 

enzymatic
 

digestion,
 

tissue
 

explantation,
 

immunomagnetic
 

bead
 

separation,
 

and
 

Matrigel
 

induction,
 

and
 

compare
 

their
 

advantages
 

and
 

disadvantages.
 

We
 

also
 

summarize
 

the
 

method
  

for
 

identifying
 

different
 

cell
 

types.
 

This
 

systematic
 

review
 

of
 

cell
 

culture
 

and
 

identification
 

techniques
 

thus
 

provides
 

technical
 

support
 

and
 

references
 

for
 

further
 

research
 

into
 

the
 

roles
 

of
 

penile
 

corpus
 



cavernosum
 

cells
 

in
 

the
 

onset,
 

progression,
 

and
 

treatment
 

of
 

ED.
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　 　 男性正常勃起时,阴茎海绵体的舒缩功能受

到心理、神经、激素和血流动力等多种因素的共

同调控[1] 。 作为勃起反应的效应器官[2] ,阴茎海

绵体主要由海绵体平滑肌细胞( cavernosal
 

smooth
 

muscle
 

cells,
 

CSMCs )、 海 绵 体 内 皮 细 胞

(cavernosal
 

endothelial
 

cells,
 

CECs)、海绵体周细

胞( cavernosal
 

pericytes,
 

CPs)和海绵体成纤维细

胞(cavernosal
 

fibroblasts,
 

CFs)等组成[3] 。 上述细

胞在调节阴茎血流和控制勃起过程中发挥关键

作用。
原代细胞培养技术能够较好地保留细胞的

原始生理特性,是研究基因表达、癌基因激活、耐
药机制以及药物开发等领域的重要手段[4] 。 在

勃起功能障碍( erectile
 

dysfunction,
 

ED)研究中,
基于阴茎海绵体原代细胞的体外实验模型有助

于解析一氧化氮-环磷酸鸟苷(NO-cGMP)信号通

路、氧化应激及纤维化等关键信号及病理生理环

节。 此外,人源性细胞的培养与鉴定,能更贴近

临床实际,为药物筛选、组织工程及个性化治疗

提供重要参考[5] 。 目前, 研究者多从 CSMCs、
CECs、CPs 和 CFs 入手,探讨这些细胞类型的分

子基础及其在组织工程学中的应用[6] 。 基于此,
本文结合国内外文献,系统综述研究中常用阴茎

海绵体原代细胞的分离与培养技术,为相关研究

提供参考和指导。

1　 阴茎海绵体组织中不同种类原代

细胞分离、培养

1. 1　 CSMCs 的分离与培养

　 　 CSMCs 是阴茎海绵体中的主要细胞类型,占
海绵体组织细胞总数的 38. 5% ~ 52. 0%。 它们通

过收缩和舒张调节阴茎内血流量[7,8] ,从而控制

勃起。 1988 年, KRALL 等[8] 首次分离出人源

CSMCs 用于体外实验,证实了药物对 CSMCs 收缩

与舒张的调节是控制男性勃起功能的关键。
CSMCs 的获取通常采用酶消化法和组织贴壁法

两种方法。 酶消化法通过使用胰蛋白酶和 I 型或

II 型胶原酶处理阴茎海绵体组织,从而快速分离

出大量细胞。 LIAO 等[9] 研究了 JNK / Bcl-2 / Bax
通路与海绵体神经挤压伤后早期海绵体平滑肌

细胞凋亡的关系。 他们将 SD 大鼠的阴茎海绵体

组织切成 1
 

mm3 的小块,并置于含 0. 5%
 

I 型胶原

酶的溶液中,在 37
 

℃ 恒温培养箱中消化 3 ~ 4
 

h,
以促进细胞分离。 消化完成后,通过细胞筛网过

滤消化液,收集所得细胞悬浮液并离心。 细胞沉

淀置于含 20% 胎牛血清、 青霉素和链霉素的

DMEM 培养基中,接种到 25
 

cm2 的培养瓶中,并
在 37

 

℃ 、5%
 

CO2 的培养箱中培养。 当细胞密度

达到 70% ~ 80%时,使用 0. 25%胰蛋白酶-EDTA
溶液消化细胞后进行传代,供后续实验使用。 酶

消化法虽能快速获得大量 CSMCs,但在消化过程

中,酶的作用可能损伤细胞,并且其效果易受消

化时间、组织大小以及振荡频率等因素的影响。
为避免这些问题,部分研究选择组织贴壁法。

组织贴壁法通过让细胞从组织块中自然迁

移爬出,以获取 CSMCs,从而避免了酶消化可能

带来的细胞损伤。 MARTIN 等[10] 从接受前列腺

切除术的患者及糖尿病或佩罗尼氏病患者的阴

茎海绵体组织中采集样本,探讨音猬因子( Sonic
 

hedgehog,SHH)蛋白在促进海绵体平滑肌再生中

的作用。 将海绵体组织切割成约 1 mm3 的小块,
均匀铺放在 25

 

cm2 培养瓶底部。 在 37
 

℃ 、5%
 

CO2 的条件下,倒置培养 2
 

h 以促进组织附着,随
后将培养瓶正置,加入培养基继续培养,最后使

用胰蛋白酶进行传代。
鼠源性和人源性 CSMCs 的贴壁培养方法在

细节上存在差异。 鼠源性 CSMCs 使用高葡萄糖

DMEM 培养基,并通过直接贴壁法促进组织块的

附着和细胞迁移[11] 。 而人源性 CSMCs 采用

DMEM / F12 培养基,并使用改进的“半干法”贴壁

方法,以增强组织块的附着稳定性[10] 。 尽管贴壁

培养法操作简便,但细胞生长周期较长且纯度相

对较低[12] 。
1. 2　 CECs 的分离与培养

　 　 CECs 位于腔隙内表面,通过 NO-cGMP 信号
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传导途径释放 NO,调节覆盖于 CECs 下层平滑肌

的张力继而调控阴茎勃起[13,14] 。 与 CSMCs 类似,
CECs 的常用分离方法包括酶消化法、基质胶诱导

法和免疫磁珠法。 酶消化法通常将阴茎海绵体

组织使用胶原酶或弹性蛋白酶进行消化。 消化

后,细胞悬液通过 100
 

μm 过滤筛过滤,离心收集

细胞,在 37
 

℃ 、5%
 

CO2 条件下培养。 约 10
 

d 后,
细胞即可铺满皿底[15] 。

1986 年 CARSON 等[16] 首次从人阴茎海绵体

分离出 CECs,并指出常规的机械吹打和酶分离方

法不适用于 CECs 的分离。 PILATZ 等[17] 则选择

酶消化联合机械吹打的方法成功培养出人源

CECs,使用 0. 05%弹性蛋白酶消化海绵体组织碎

片使 CECs 从组织中分离出来,随后用 10
 

mL 玻

璃移液管进行机械吹打提高 CECs 的产量及浓

度。 然而, YIN 等[18] 使用相同方法分离小鼠

CECs 时未达到预期效果并且分离出的 CECs 含

有大量成纤维细胞,其认为物种差异性可能对分

离与培养造成偏差。
为提高分离效率和细胞纯度,CHEN 等[19] 首

次在 SD 大鼠上采用了酶消化、机械挤压和定点

消化结合的方法,使用弹性蛋白酶与胶原酶Ⅱ代

替单一酶处理,且每隔 5~ 10
 

min 进行机械挤压以

加速细胞释放。 培养 10
 

d 后,通过定点消化法进

一步纯化内皮细胞,最终,第三代细胞通过免疫

荧光染色和流式细胞检测,纯度达 96. 9%。
鉴于内皮细胞其位于血管内表面、易受生长

因子刺激增殖的特点[3] ,YIN 等[18] 建立了一种小

鼠 CECs 培养体系,他将阴茎海绵体组织植入含

VEGF-A 的 Matrigel 基质中,诱导内皮细胞萌芽生

长。 然后在含 20%胎牛血清、肝素和 VEGF-A 的

M199 培养基中,于 37
 

℃ 、5%
 

CO2 的环境培养 2~
3 周,待内皮细胞覆盖培养皿底部后进行培养。
该方法无需酶处理,能有效保持细胞形态和功

能,获得高纯度内皮细胞。
此外,也有学者通过酶消化后结合抗体标记

的磁珠筛选分离 CECs[20] ,尽管此法可获得高纯

度细胞,但因操作复杂、细胞产量低而较少采用。
1. 3　 CFs 的分离与培养

　 　 CFs 属于间充质细胞,具有平滑肌细胞的特

性。 在正常情况下促进胶原蛋白合成和组织修

复,但在异常情况下可能导致胶原过度沉积,诱

发阴茎纤维化和勃起功能障碍[21,22] 。 最新研究

表明,成纤维细胞通过调节去甲肾上腺素的水

平,促进血管扩张,从而增强阴茎血流[23] 。 佩罗

尼氏病特点为阴茎海绵体白膜的纤维化[21] 。 白

膜纤维化的发生与 CFs 的异常增殖和活化密切相

关,因此,CFs 的研究通常采用从临床获取阴茎海

绵体的白膜组织,并通过酶消化法分离和培养人

源 CFs。 MULHALL 等[24]将取自佩罗尼氏病患者

阴茎的白膜组织置于 0. 5%胶原酶溶液中,随后

通过离心去除未完全消化的组织,收集细胞团和

未释放的细胞。 为了进一步纯化 CFs,研究者可

采 用 磁 性 分 选 技 术 ( magnetic-activated
 

cell
 

sorting,
 

MACS)去除 CECs 和 CSMCs[25] 。 所得细

胞沉淀和组织块被转移至组织培养瓶中,加入基

础培养基( MEM 或 DMEM,含 10%胎牛血清、1%
谷氨酰胺和 1%抗生素),并更换新鲜培养基。 在

37
 

℃下继续培养,直至细胞达到 50% ~ 70%汇合

度。 随后,使用 0. 25%胰蛋白酶- EDTA 分离细

胞,再将其转移至 T75 培养瓶中扩增,细胞可在

10 代内稳定维持。
1. 4　 CPs 的分离与培养

　 　 CPs 又称为 Rought 细胞或壁细胞,因其围绕

并贴附在微血管周围得名,在微血管分支的形成

与稳态中发挥重要作用[26,27] 。 CPs 内含有肌动

蛋白 ( Actin )、 结 蛋 白 ( Desmin )、 肌 球 蛋 白

(Myosin)、原肌球蛋白( Tropomyosin)等多种与收

缩相关的蛋白质[28] ,因此 CPs 可能参与调控血管

管径和血流量,从而影响勃起时的供血。 由于

CPs 与 CECs 在海绵体组织中相互附着,其分离方

法和稳定性与 CECs 有一定相似之处。 YIN 等[26]

将小鼠海绵体组织碎块放置于涂有胶原蛋白的

培养皿中,待细胞从组织中分离后,将其置于含

10
 

nm / mL 人色素上皮衍生因子的 DMEM 培养液

中分离出周细胞。 分离的周细胞用于体外血管

生成实验,结果显示,在正常糖环境下,形成了良

好的毛细血管样结构,而在高糖环境下则显著

减少。

2　 阴茎海绵体组织中不同种类原代

细胞鉴定

2. 1　 CSMCs、CFs 鉴定

　 　 虽然 CSMCs 分离培养技术成熟,但不论采用
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哪种方法都不可避免地混有 CFs、CEs 等。 培养

初期 CSMCs 散在分布,正常生长的 CSMCs 呈现

长梭形,亦可见星形;随着细胞逐渐生长融合,各
个区域分别出现单层排列或多层重叠排列,其排

列开始呈现方向性且多为平行排列,当细胞生长

密度较高时,其排列成旋涡状,细胞间相互交错

融合,部分区域重叠生长,部分区域单层生长,呈
现出“峰谷样”特征[12] 。 采用酶消化法分离的 SD
大鼠 CSMCs 在传代至 6 代时仍能保持长梭形的

典型平滑肌细胞形态。 但超过 6 代后,细胞逐渐

出现胞体增大、胞质内颗粒沉积,部分细胞从梭

形转变为星形,增殖速度较前 4 代降低[1] 。
由于 CFs 与 CSMCs 在形态上极其相似[8] ,显

微镜下通过肉眼难以区分,因此目前鉴定实验多

通过免疫荧光法检测 α -平滑肌肌动蛋白 ( α-
smooth

 

muscle
 

actin,
 

α-SMA )、 碱 性 调 宁 蛋 白

(Calponin)、Myosin、Desmin 用以区别 CFs。 因为

Desmin、Calponin 在 CFs 中几乎不表达[29,30] ,所以

鉴定二者时 Desmin 与 Calponin 是不可或缺的指

标。 最近研究表明 SLC1A3、Col1α1、PDGFRα 和

S100A4 是转基因小鼠 CFs 中的阳性标志物,可用

于区分 CSMCs 与 CECs[23] 。 在体外培养过程中,
CFs 的传代次数对细胞特性和功能影响很大。 尼

氏病相关 CFs 的研究,通常会选择 5 ~ 12 代的低

传代细胞,因为这些细胞能较好地保持肌成纤维

细胞的特性,如持续表达 α-SMA 蛋白,也能维持

分泌促纤维化因子的能力。 相比之下,当 CFs 传

代超过 12 代后,分泌碱性成纤维细胞生长因子

(basic
 

fibroblast
 

growth
 

factor,
 

bFGF)的能力就会

明显减弱[2] 。
另一项研究把 CFs 传代控制在 10 代以内,结

果发现,超过这个代数的细胞,对转化生长因子

β1(transforming
 

growth
 

factor
 

β1,
 

TGF-β1)诱导的

肌成纤维细胞转化反应变得不敏感[3] 。 单细胞测

序技术还发现,CFs 包含 Dnah5+、Cxcl12+、Gja1+
等不同细胞亚群。 但如果传代超过 15 代,这些亚

群的比例就会失调,其中 Cxcl12 +亚群的数量会

大幅减少[4] 。
此外,原代 CFs 在体外培养到 10 ~ 15 代时,

会出现衰老迹象,如细胞体积变大、分裂速度变

慢, 衰 老 相 关 β - 半 乳 糖 苷 酶 ( senescence-
associated

 

β-galactosidase,
 

SA-β-gal)活性增强,像

p16INK4a 这类抑制细胞周期的蛋白表达量也会

上升[3,4] 。
2. 2　 CECs 鉴定

　 　 原代培养的 CECs 通常呈现典型的铺路石样
或鹅卵石样形态[18] 。 但是刚分离出的第一代人
源 CECs 并未表现出典型的鹅卵石样外观,而是

呈现细长的纺锤形,形态与 CSMCs 及 CFs 相似。
直至第 3 代,CECs 的形态才逐渐趋于典型[5] 。 通
过免疫荧光或蛋白免疫印迹技术检测 CECs 标志

蛋白(如 CD31、CD34 和 vWF),并结合流式细胞

术评估细胞纯度,可确保样本的可靠性[5,19] 。 但
CD34 蛋白在第 2 代时已明显下降,第 5 代时超过

60%的 CECs 失去内皮细胞的荧光标记。 所以建

议选用第 1~ 4 代的人源 CECs 进行体外实验[5] 。
2. 3　 CPs 鉴定

　 　 人源原代 CPs 培养时呈现出典型的四周投
射生长形态[5] ,作为具有异质性的多能细胞,CPs
可以被多种标志物标记,但并非同时表达所有标

记蛋白。 其标记物的表达会因发育阶段、器官组

织、微血管网结构以及体内外条件的不同而有所

差异。 因此,需要结合多种标志物来对 CPs 进行

准确鉴定。 血小板衍生生长因子受体蛋 白

( platelet-derived
 

growth
 

factor
 

receptor
 

β,
PDGFRβ)、神经胶质抗原( neural

 

glial
 

antigen
 

2,
NG-2)、CD146、RGS5、α-SMA、Desmin、CD13 等均

能对 CPs 进行标记,但周细胞并无特异性标记蛋

白,如 PDGFRβ 可在成纤维细胞显著表达、NG2
在巨噬细胞高表达、Desmin 则是平滑肌细胞的特

异性标志蛋白[28] 。 YIN 等[26] 首次证实了 CPs 存
在于人体海绵体组织,并成功分离培养小鼠 CPs,
同时鉴定结果表明 NG2、α-SMA、PDGFRβ 可成功

标记小鼠阴茎 CPs。
在体外培养人 CPs 时,细胞的传代次数不是

无限的。 研究发现,用组织贴壁法培养 CPs,前 4
代细胞还能稳定表达 PDGFRβ、NG2 等特征性蛋

白,保持 CPs 该有的形态和功能。 但到第 5 代,超
过 60%的 CPs 就不再表达这些标志性蛋白了。
因此,CPs 在实验室培养条件下,一般建议在 2 ~ 3
代进行相关实验研究,以确保细胞维持较好的生

物学特性[5] 。

3　 总结与展望

　 　 ED 是男性常见的健康问题,严重影响患者
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的生活质量、 心理健康和家庭和谐。 CSMCs、
CECs、CPs 和 CFs 的功能异常是 ED 发生的关键

细胞病理基础,基于细胞分子层面开展的研究,
对揭示 ED 发病机制及评估治疗方法与疗效具有

重要意义。 其中,CSMCs 的衰老与凋亡机制研究

最为深入。 IL-17A 蛋白能激活 mTORC2-ACACA
信号通路,促使 CSMCs 老化,增加纤维化相关蛋

白的分泌,进而加重神经源性 ED 患者的海绵体

纤维化[31] ;长链非编码 RNA
 

H19 则通过 JNK 信

号通路,促使 CSMCs 凋亡,参与神经损伤后 ED
的发病过程[9] 。 在糖尿病 ED 模型中,Nesfatin-1
蛋白 激 活 PI3K / AKT / mTOR 通 路 后, 能 推 动

CSMCs 向收缩型表型转换,不仅改善 2 型糖尿病

小鼠 的 糖 代 谢 紊 乱, 还 可 显 著 提 升 其 勃 起

功能[32] 。
作为神经-血管单元的核心组分,CPs 数量减

少或功能异常会破坏血管生成与神经再生,加重

ED 病情[26] ;单细胞转录组分析证实,糖尿病状态

下 CPs 中 Lbh 等关键基因表达下调,直接导致其

与 CECs 的交互作用减弱[33] 。 此外,CFs 通过调

控去甲肾上腺素水平及细胞外基质稳态参与勃

起调控,其异常活化仍是佩罗尼氏病等纤维化相

关 ED 的重要病理基础[23] 。
目前,海绵体原代细胞的分离方法已相对成

熟,常用技术包括酶消化法、磁珠分离法和组织

贴壁培养法等,每种方法各有优缺点。 酶消化法

可快速获得大量细胞,但可能损害细胞表面蛋白

和功能特性,且影响细胞活力;磁珠或机械分离

法操作较为复杂,产量较低,但细胞纯度较高;组
织贴壁培养法操作简单,但周期较长,且获得的

细胞数量较少。
细胞鉴定对于原代分离的阴茎细胞至关重

要,目标细胞的纯度越高,后续实验研究结果的

准确性也越高。 因此,原代分离目标细胞时,需
同时采用多种细胞标记物进行区分与鉴定。 在

阴茎海绵体原代细胞培养研究中,传代次数和细

胞纯度对实验结果具有重要影响。 随着传代次

数的增加,细胞的分化能力逐渐下降,功能特性

丧失,表型发生漂移,这些变化可能会影响实验

结果的可靠性。
原代细胞培养技术为 ED 机制研究和药物研

发提供了重要平台。 基于 CSMCs 建立的体外模

型,可用来评估 PDE5 抑制剂的舒张效果,以及研

究相关信号通路的调控机制[9,31] ;将 CECs 和 CPs
共同培养,能够模拟血管生成的微环境,有助于

筛选促进神经-血管再生的候选药物[26,33] 。 值得

一提的是,人类尿源干细胞( human
 

urine-derived
 

stem
 

cells,
 

USCs)容易获取,并且具有多向分化能

力。 它能通过诱导海绵体内 CECs 自噬,改善糖

尿病 ED 患者的血管功能;将其与基质胶诱导的

CECs 共同移植的策略,已在动物实验中展现出促

进血管生成的潜力[34] 。
基因编辑和非编码 RNA 调控技术为 ED 治

疗带来了新方法。 LncRNA
 

MALAT1 能“ 吸附”
miR-206,解除 miR-206 对 CDC42 / PAK1 / paxillin
信号轴的抑制作用,促进骨髓间充质干细胞向内

皮细胞分化, 改善 ED 模型中的血管再生情

况[35] ;CRISPR-Cas9 技术可敲除 CSMCs 中 JNK
通路相关基因,抑制高糖环境下细胞的凋亡[9] ;
腺相关病毒(adeno-associated

 

virus,
 

AAV)介导的

基因递送系统,能靶向调控 CPs 中的 Notch 信号,
促进血管生成[26] 。 将这些技术与单细胞转录组

分析相结合,有助于精准分析细胞异质性在 ED
发病中的作用。

不过,获取和培养人源原代细胞存在诸多困

难,严重制约了相关研究的进展。 目前临床样本

主要来自阴茎癌手术切缘组织或假体植入术废

弃组织,这些样本受患者年龄、基础疾病等因素

影响较大。 此外,培养体系缺乏统一标准,模型

转化也存在障碍。 不同实验室在酶消化时间(2 ~
6

 

h)、血清浓度(10% ~ 20%) 等培养条件上存在

差异,导致实验结果缺乏可比性。 基因编辑技术

在临床应用时也面临安全性问题,CRISPR 可能

出现脱靶效应,病毒载体具有免疫原性,可能引

发海绵体炎症,局部递送效率低也限制了基因编

辑工具的使用。 未来,研究应重点开发人源细胞

替代技术,比如将诱导多能干细胞定向分化为具

有海绵体功能的细胞,并结合类器官模型模拟三

维微环境。 还需要建立国际共识,统一细胞来

源、培养条件和鉴定标准,通过绘制单细胞转录

组图谱,明确“功能正常”原代细胞的标准。 在优

化基因编辑技术方面,要关注局部递送系统的开

发,如用纳米脂质体包裹 CRISPR 组件,采用双靶

点策略同时调控代谢异常和纤维化通路,并结合
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单细胞多组学技术,深入解析细胞异质性调控网

络,为 ED 的精准治疗寻找新靶点。
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