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基于实时无标记细胞分析系统的气道平滑肌细胞

收缩舒张效应检测方法的建立
陈采陶  史阳琳  刘佳缘  杨永清  陈艳焦*

(上海中医药大学, 上海市针灸经络研究所, 上海 200030)

摘要      该研究利用实时无标记细胞分析系统(xCELLigence real-time cell analysis system, 
RTCA)建立气道平滑肌细胞(airway smooth muscle cells, ASMCs)收缩舒张效应检测方法。筛选适

宜细胞接种密度, 接种于RTCA检测板中监测细胞动态生长曲线; 利用组胺刺激细胞收缩, 并计算

组胺半数抑制浓度(IC50); 在适宜组胺刺激浓度的基础上, 利用特布他林模拟细胞舒张效应, 并计算

半数有效浓度(EC50)。结果显示, ASMCs为4 000个/孔接种密度培养于(16±4) h区间内, 符合后续实

验需求; 组胺作用ASMCs 2 h后的IC50为8.07 mmol/L, 故选择8 mmol/L组胺刺激ASMCs可见较为明

显的收缩效应; 特布他林作用ASMCs 2 h后的EC50为8.08×10–8 mol/L, 故浓度为10 μmol/L和20 μmol/
L的特布他林可检测到明显舒张效应(P<0.05)。利用RTCA可以稳定、有效、可靠地检测ASMCs收
缩舒张效应, 为以ASMCs为主要研究对象的呼吸系统疾病提供参考数据和准确的检测方法。
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Establishment of the Contraction and Relaxation Effect System Based on 
RTCA of Airway Smooth Muscle Cells

CHEN Caitao, SHI Yanglin, LIU Jiayuan, YANG Yongqing, CHEN Yanjiao*
(Shanghai Research Institute of Acupuncture and Meridian, University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 200030, China)

Abstract       In this study, RTCA (xCELLigence real-time cell analysis system) was used to establish a meth-
od to detect the contraction and relaxation effect of ASMCs (airway smooth muscle cells). ASMCs were inoculated 
into the E-plate of RTCA detection plate with different densities to monitor the dynamic growth curve, and the ap-
propriate cell density was selected. Histamine was used to stimulate cell contraction and the IC50 (median inhibition 
concentration) of histamine was calculated. Based on appropriate histamine stimulation concentration, terbutaline 
was used to simulate the relaxation effect of cells, and the EC50 (median effective concentration) was calculated. The 
results showed that the density of ASMCs was 4 000 cells/well [the cell culture was within (16±4) h], which was 
in line with the requirements of subsequent experiments. The IC50 of histamine on ASMCs for 2 h was 8.07 mmol/

技术与方法
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L, so the contractile effect of ASMCs stimulated by histamine of 8 mmol/L was obvious. The EC50 of terbutaline on 
ASMCs 2 h was 8.08×10–8 mol/L. Based on the cell contraction model, significant relaxation effect of terbutaline 
was detected at the concentration of 10 μmol/L and 20 μmol/L (P<0.05). ASMCs contraction and relaxation effect 
can be effectively detected by RTCA, providing reference data and accurate detection method for respiratory dis-
eases with ASMCs as the main research object.

Keywords        airway smooth muscle cells; xCELLigence real-time cell analysis system; contraction and re-
laxation effect; histamine; terbutaline

支气管哮喘在全球哮喘倡议指南(Global Initiative 
for Asthma, GINA)中被定义为一种气道慢性炎症

性疾病, 主要表现为由气道高反应引起的可逆性呼

气气流受限, 并引起喘息、气短、胸闷和咳嗽等症

状[1]。气道平滑肌细胞(airway smooth muscle cells, 
ASMCs)是呼吸道的主要组成部分, 其收缩和舒张是

造成气道高反应加重或减轻的主要原因[2], 也是哮

喘机制及相关研究的重要指标之一[3-4]。因此, 深入

探讨哮喘生物学机制、哮喘药物疗效评价及新药研

发的关键主要集中在有效舒张ASMCs[5-7]。

在对哮喘患者进行直接临床研究时存在诸多

限制, 有关发病机制的研究、治疗方法的评价和新

药研发很大程度需要在动物或细胞上进行实验。哮

喘活体动物模型能模拟疾病发生发展全过程, 但实

验结果也受到佐剂选择[8]、雌雄炎症反应不同[9]等

诸多因素影响。然而细胞实验操作简单、可重复性

高, 在一些针对性较强的实验设计中是很多实验者

的选择[10]。建立一种稳定、有效、可靠的ASMCs
收缩和舒张效应检测方法, 可以为哮喘发病机制和

病理生理研究奠定基础。目前, 针对ASMCs收缩舒

张的研究方法均通过检测其形态改变来分析, 如镜

下观察[11]、膜片钳检测[12]、胶原凝胶三维立体培养

法[13]等, 现有方法难以精确量化细胞收缩或舒张程

度, 同时无法动态监测细胞状态。

实时无标记细胞分析系统(xCELLigence real-time 
cell analysis system, RTCA)是一种基于电子阻抗的动

态细胞监测技术。可将测定的电阻抗实时转化为

细胞指数(cell index, CI), 最大限度模拟细胞自然生

长环境, 动态、无标记、非侵入性地准确掌握细胞

状态并进行分析[14]。本研究利用RTCA技术, 根据

ASMCs贴壁特性, 绘制细胞生长曲线, 并实时监测

细胞收缩和舒张, 试图构建ASMCs收缩舒张效应检

测方法, 以期为以ASMCs为主要研究对象的呼吸疾

病提供参考数据和准确检测方法。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞来源      取材于雄性SD大鼠, 利用胶原

酶–胰酶消化法分离纯化并培养待用, 选择5~10代细

胞进行实验。细胞提取及鉴定方法延续本课题组前

期已发表文章[15]。

1.1.2   主要试剂      组胺(histamine, Hist)购自上海

生工生物工程股份有限公司; 硫酸特布他林注射

液(terbutaline, TB)购自成都华宇制药有限公司; 
DMEM高糖液体培养基、胎牛血清、胰酶细胞消

化液购自Sigma公司; 青霉素–链霉素混合液购自

上海碧云天生物技术有限公司; 磷酸盐缓冲液购自

Hyclone公司。

1.1.3   实验仪器      实验仪器包括: 实时无标记细

胞分析系统 (xCELLigence, 美国ACEA Biosciences
公司)、配套E-plate金属电极板(96孔, 美国ACEA 
Biosciences公司)、垂直双人单面超净工作台(SW-
CJ-2FD, 上海博讯实业有限公司)、二氧化碳培养箱

(CCL-170B-8, 新加坡ESCO公司)、高速低温离心机

(Microfuge 22R, 美国Beckman公司)、荧光倒置显微

镜(IX-81, 美国Olympus公司)、移液器(德国Eppen-
dorf公司)、细胞计数板(上海求精实业有限公司)、
培养皿(美国Corning公司)。
1.2   实验方法

1.2.1   大鼠ASMCs的培养      ASMCs以5×104个/mL
密度接种于培养皿, 培养基为高糖DMEM, 含10%
胎牛血清和1%青霉素–链霉素混合液。培养条件为

37 °C、饱和湿度、5% CO2。每2~3日换液1次, 当细

胞达80%融合后进行传代待用。

1.2.2   基于RTCA筛选大鼠ASMCs接种密度      取
ASMCs用3 mL胰酶在37 °C消化, 加入9 mL培养液重

悬, 1 000 r/min离心10 min后吸尽上清, 加入1 mL培养

液重悬并进行细胞计数。按照5 000个/孔、4 000个/孔、

3 000个/孔、2 000个/孔、1 000个/孔的细胞密度接种
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(每孔培养液体积为200 μL), 每个细胞密度设3个平行

复孔, 计算细胞悬液用量, 并用培养液补足体积待用。

向金属电极板每孔加入50 μL细胞培养液测定

基线。待基线测定完毕, 将计算好的细胞悬液接种

于向金属电极板中, 室温下静置30 min, 待细胞沉

降至孔底后, 将向金属电极板安置于xCELLigence 
RTCA仪器上, 移至培养箱中培养, 设定程序连续检

测细胞增殖情况。以时间为X轴, 细胞CI值为Y轴, 
绘制细胞生长曲线。CI值计算公式如下: 

其中, Rb(f)代表无细胞黏附的电阻抗; Rcell(f)代
表有细胞黏附的电阻抗, n代表检测电阻抗的频点

数量。在相同培养条件下, 电极上的细胞数量越多, 
Rcell(f)值越大, 则CI值越大; 在细胞数量相同时, 细胞

黏附电极接触面越大, 则CI值越大[16]。CI值可实时

反映细胞生长状态, 根据监测到的CI值可判定细胞

是否处于对数增长期, 用于后续实验研究[17]。

1.2.3   监测不同浓度组胺对大鼠ASMCs收缩程度的

影响      设置空白对照组(PBS)和Hist实验组, Hist浓
度分别设定为5.0、7.5、10.0、12.5、15.0 mmol/L, 
每个浓度设3个平行复孔, 待细胞增长至对数增长期

(CI值约为1, 细胞铺板后12~24 h内)加入Hist并检测。

检测不同浓度Hist对ASMCs收缩程度的影响, 确定

适宜Hist刺激浓度, 并计算半数抑制浓度(IC50)。
1.2.4   监测不同浓度特布他林舒张大鼠ASMCs程度      
在最适宜浓度的Hist刺激细胞收缩基础上, 设定空白

对照组(PBS)和TB实验组, TB浓度分别设定为0.01、
0.10、1.00、10.00、20.00 μmol/L, 每个浓度设3个平

行复孔, 待细胞增长至对数增长期(CI值约为1, 细胞

铺板后12~24 h内)加药并检测。检测不同浓度TB舒
张ASMCs程度, 并计算半数效应浓度(EC50)。
1.3   统计学方法

通过xCELLigence RTCA仪器附带软件包自动

计算实时动态CI值和评估的斜率。实验数据表达为

均数±标准差(x
_
±s), 组间比较采用单因素方差(One-

Way ANOVA)分析, 两两比较采用最小显著差异性

(least significant difference, LSD)测验进行分析 , 以
P<0.05判断差异显著性。

2   结果
2.1   大鼠ASMCs最适接种密度

本实验采用RTCA实时监测CI值, 并由此确定

ASMCs最适接种密度和细胞增殖最佳状态。经过

24 h后, RTCA监测到不同铺板密度ASMCs增殖曲

线, 其CI值变化区间为0.1~1.7(图1)。ASMCs接种密

度低于3 000个/孔时, 细胞未出现明显的对数生长期

和平台期; 而当接种密度在4 000个/孔或5 000个/孔
时, CI值在20 h内持续增长, 且呈对数生长趋势。本

实验后续选择4 000个/孔细胞接种密度作为最适细

胞密度, 细胞生长(16±4) h后明场下可见ASMCs形
态伸展呈梭形或不规则三角形, 形成单层细胞层, 无
细胞聚集叠加现象, 满足加药条件。

2.2   利用组胺进行大鼠ASMCs收缩效应检测

将ASMCs以4 000个/孔细胞接种到96孔向金属

电极板中培养, 待细胞增长至对数增长期后开始加

药, Hist浓度梯度为5.0、7.5、10.0、12.5、15.0 mmol/L, 
另设置空白对照组(PBS), 加入Hist后继续培养并检

图1   实时监测不同密度大鼠ASMCs生长曲线

Fig.1   ASMCs growth curves of rats with different densities monitored by RTCA
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测CI值变化。

RTCA监测Hist不同浓度对于ASMCs的CI值
呈量效关系, 随着剂量的增加, 其对ASMCs的收缩

作用增强, CI值逐渐减小(图2A)。镜下观察发现, 
ASMCs加药前细胞呈平滑肌典型“峰–谷”状形态(图
2B), 加入Hist后可见细胞逐步收缩变圆, 细胞间隙

增宽, 约15 min后细胞达到收缩最大程度(图2C)。通

过RTCA分析系统计算Hist作用ASMCs 2 h的IC50为

8.07 mmol/L(图2D)。
2.3   利用特布他林进行大鼠ASMCs舒张效应检测

在使用8 mmol/L Hist建立细胞收缩效应基础上

(因Hist作用ASMCs 2 h的IC50为8.07 mmol/L), 同时

加入平滑肌细胞舒张阳性药物TB检测舒张效应, 浓
度梯度分别为0.01、0.10、1.00、10.00、20.00 μmol/L, 
另设置不加任何药物的空白对照组(PBS)。细胞至

对数增长期后开始加药, 实时检测CI值的变化。

RTCA监测不同浓度TB对于ASMCs的CI值呈

量效关系的影响, 随着TB剂量的增加, CI值下降程

度减少, 说明ASMCs收缩程度减少(图3A)。
镜下观察发现, 加药前细胞呈平滑肌典型形态

(图3B), 加入20 μmol/L TB(8 mmol/L Hist同时加入), 
可见细胞逐步收缩变圆, 约15 min后也达到收缩最

大程度(图3C), 其收缩程度与8 mmol/L Hist收缩效

应相比明显减少。通过RTCA分析系统计算, TB对
ASMCs作用2 h的EC50为8.08×10–8 mol/L, 其浓度曲

线及结果如图3D所示。选择10 μmol/L和20 μmol/L
两个浓度的TB进行细胞舒张实验的再次验证, 实验

结果显示, TB浓度为10 μmol/L和20 μmol/L时对平

滑肌细胞具有明显舒张效应(P<0.05, 图3E)。

3   讨论
ASMCs在细胞因子或炎症介质作用下收缩, 是

造成哮喘患者气道高反应的主要原因[5]。ASMCs收
缩舒张效应的检测是评价哮喘患者病情加重或缓解

的重要指标。临床应用中舒张ASMCs是减轻哮喘

发作期症状的关键治疗措施, 也是目前药物研发的

A: 实时监测不同Hist浓度对ASMCs的CI值影响; B: ASMCs以4 000个/孔细胞密度接种生长20 h后细胞铺板状态。使用倒置显微镜采集图像, 黑
色圆圈表示电极阵列的位置, 白色箭头指示细胞排列位置; C: 8 mmol/L Hist浓度刺激ASMCs收缩15 min后镜下状态; D: Hist作用ASMCs 2 h后
IC50。方框1为IC50起始浓度, 红色小方块为不同浓度梯度下对应的归一化CI值
A: cell index of ASMCs with different concentrations of Hist monitored by RTCA; B: cell status after ASMCs inoculated with 4 000 cells/well cell den-
sity for 20 h. The image was acquired by an inverted microscope. The black circles indicated the position of the electrode array, and the white arrows 
indicated the position of the cells; C: cell status after ASMCs stimulated by 8 mmol/L Hist for 15 min; D: the IC50 value of Hist on ASMCs (2 h). Box 1 
represents the initial concentration of  IC50, the small red squares represent the normalized CI corresponding to different concentration gradients.

图2   Hist刺激的ASMCs收缩效应检测

Fig.2   The detection of ASMCs contraction effect induced by Hist
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重点内容。细胞实验作为基础研究的重要手段, 在
哮喘生物学机制研究或药物研发中扮演了重要角

色。故建立有效、准确且稳定的细胞收缩舒张效应

检测方法, 可为今后哮喘发病机制、病理生理、药

物筛选等研究奠定坚实的基础。为此, 本研究拟通

过RTCA系统建立采集和记录ASMCs收缩和舒张效

应的实验方法。

RTCA是一种建立在电子阻抗基础上的动态细

胞检测技术, 目前较多被运用于心肌细胞[18]和肿瘤

细胞[19]的监测。实验无需对细胞进行标记, 可在最

大程度接近生理状态下对细胞进行检测; RTCA仪器

可即时将变化的电阻抗值转化为CI值, 避免了单个

A: 实时监测在收缩效应基础上不同浓度TB对ASMCs的CI值影响; B: ASMCs以4 000个/孔细胞密度接种生长16.3 h后细胞铺板状态。使用倒置

显微镜采集图像, 黑色圆圈表示电极阵列的位置, 白色箭头指示细胞排列位置; C: 收缩效应基础上20 μmol/L TB刺激ASMCs舒张15 min后细胞

镜下状态; D: TB作用ASMCs 2 h后EC50。方框1为EC50起始浓度, 红色小方块为不同浓度梯度下对应的归一化CI值; E: 不同浓度TB对ASMCs的
CI值比较, P<0.05。
A: cell index of ASMCs with different concentrations of TB monitored by RTCA (based on contraction effect); B: cell status after ASMCs inoculated 
with 4 000 cells/well cell density for 16.3 h. The image was acquired by an inverted microscope. The black circles indicated the position of the elec-
trode array, and the white arrows indicated the position of the cells; C: cell status after ASMCs were stimulated by 20 μmol/L TB for 15 min (based on 
contraction effect); D: the EC50 value of TB on ASMCs (2 h). Box 1 represents the initial concentration of EC50, the small red squares represent the nor-
malized CI corresponding to different concentration gradients; E: cell index of ASMCs stimulated by TB at different concentrations, P<0.05.

图3   TB舒张ASMCs效应检测

Fig.3   The detection of ASMCs relaxation effect induced by TB
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时间点观察的缺点, 动态反应细胞增长[20]、细胞形

态变化[21]及细胞对化合物的反应[22]等; 同时RTCA所

用向金属电极板的孔与孔之间相互独立, 可平行做

多个副本, 适用于细胞接种密度的摸索和药物效应的

筛选; 符合ASMCs模型的检测要求。国内鲜有采用

ASMCs作为细胞实验模型的报道, 团队前期曾采用

RTCA系统对人和大鼠ASMCs的增殖进行了观察[15]; 
并在给与相同剂量收缩剂的条件下, 对RTCA系统与

传统检测方法“胶原凝胶收缩法”进行比较研究[23], 相
较于用人工测量细胞形态学变化来分析细胞状态的

传统检测方法, RTCA系统灵敏度高、组内差异小, 
检测结果更为稳定。

本研究采用Hist作为ASMCs收缩效应刺激药

物, Hist是肥大细胞和嗜酸性粒细胞受到抗原刺激后

释放出的活性物质, 是最常见的哮喘诱发因素。Hist
的释放可引起ASMCs中钙离子浓度的增加, 刺激细

胞收缩效应, 因而促进气道收缩[24]。我们对Hist造模

的有效性和准确性进行了检验, 筛选了最优参数, 选
择合适的刺激ASMCs收缩的Hist浓度。本实验检测

到Hist对大鼠ASMCs作用2 h的IC50为8.07 mmol/L, 
故检测细胞收缩效应时可选择8 mmol/L Hist, 且使

用5~10代细胞进行实验结果均较为稳定。

为了模拟哮喘病人实际发病后用药的缓解状

态, 本实验采用TB作为阳性药物进行舒张效应检测, 
在细胞收缩效应基础上模拟舒张效应。TB属于β2受

体激动剂, 是临床缓解轻中度哮喘急性症状的首选

药物之一, 其不良反应小于同种β2受体激动剂—

沙丁胺醇[25]。在本实验体系中, 可加入不同的化合

物或药物, 建立影响细胞收缩或舒张效应的哮喘药

理模型。结果显示, TB浓度为10 μmol/L和20 μmol/L
时对ASMCs有显著舒张效应。在EC50浓度范围内均

可以选择合适的TB浓度。

本实验体系中, 有一些关键点需要注意。(1)细
胞密度的选择: ASMCs的生长密度是影响本实验体

系的主要参数。实验设置了5个细胞种植密度, 发现

大鼠ASMCs的最佳细胞接种密度为4 000个/孔; 在
采用其他种属细胞时, 需要根据细胞大小进行调整。

(2)细胞状态: 实验过程中, 动作需轻柔减少细胞损

伤; 实验全程操作需无菌, 避免影响细胞生长; 同时

密切监测细胞增殖曲线, 达到对数增长期时方可加

药, 以保证实验体系的稳定。

综上所述, 本实验利用RTCA检测Hist刺激大鼠

ASMCs收缩效应, 并用阳性药物TB进行舒张效应检

测, 成功建立了ASMCs收缩舒张效应检测方法。研

究显示实验结果稳定, 且第5~10代ASMCs均能获得

相同的实验结果, 实验可重复性高, 能够为哮喘生物

学机制研究、哮喘药物早期筛选及疗效评价提供相

对准确可靠的实验体系。
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