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牵张负荷对大鼠膀胱 !""#细胞数量及 $%&’(表达的影响

路) 扬，李龙坤，王永权) ) （第三军医大学西南医院全军泌尿外科研究所，重庆 %"""*’）

) ) 摘) 要：目的) 探讨牵张负荷条件对膀胱 +,-,.间质细胞（ /012341/1/,. 52..4 67 +,-,.，8++4）数量及 5#9/1蛋白表达变化的
影响，阐明牵张负荷对膀胱 8++4细胞兴奋性的调控作用。方法) 构建大鼠不稳定逼尿肌模型，以光镜计数及免疫组化法
检测牵张负荷下逼尿肌稳定组和逼尿肌不稳定组与正常对照组膀胱 8++4细胞数量及酪氨酸激酶受体（5#9/1）在蛋白水平
表达的差异。结果) 逼尿肌稳定组和逼尿肌不稳定组 8++4 细胞数量与 5#9/1 表达量较正常对照组均有增高（! : "; "!），
逼尿肌不稳定组较稳定组升高显著（! : "< "!）。结论) 牵张负荷对 8++4 细胞有调控作用；8++4 细胞数量及 5#9/1 表达增
多可能是其机制之一。

) ) 关键词：牵张负荷；+,-,.间质细胞；5#9/1膀胱
) ) 中图法分类号：=*&&< >&；=*&?< &$；=*?%< &) ) ) 文献标识码：@
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) ) 逼尿肌不稳定（Q213E463 /041,T/./1J，W8）是最常见
的一种膀胱功能障碍，是引起尿急、尿频、急迫性尿失

禁等临床症状的常见原因。导致这一疾病的起因尚不

完全明确，因此寻找病因是解决问题的关键。研究表

明：膀胱平滑肌具有自发兴奋性。在离体条件下，膀胱

逼尿肌失去神经支配时，受到牵张负荷后，逼尿肌细胞

仍然可产生自发性兴奋，启动逼尿肌肌条收缩［!］。理

论上讲，它应该是兴奋起源和传导的中枢。而且膀胱

逼尿肌可检测到与胃肠道相似的 +,-,. 间质细胞
（ /012341/1/,. 52..4 67 +,-,.，8++4）［&］，说明牵张对逼尿肌
兴奋性有调控作用。本研究拟探讨逼尿肌不稳定时，
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大鼠膀胱 8++4细胞数量及 5#9/1在蛋白水平表达差异。

=> 材料与方法

!< !) 主要实验材料及相关仪器
) ) 体质量为 &"" [ &$" D KW 雌性大鼠，& [ * 月龄（来自第三
军医大学实验动物中心）；\]WX 膜（HY 公司）；5#9/1（R#!%）多
克隆抗体（4,01,公司）；辣根酶标记兔抗山羊 8DH（N ^ A）抗体
（北京中杉公司）；!#,51/0 单克隆抗体（美国 K/DV, 公司）；Y+A
化学发光试剂盒（美国 \/2352 公司）；\]#>""* 免疫组化染色试
剂盒（北京中杉公司）；浓缩型 W@_ 试剂盒（北京中杉公司）；
G/Q65#?(" 型尿动力学检测仪（成都维信公司）；@]8#&(" 型微
量灌注泵（美国 *R 公司）；水处理系统（美国 R/../O632）；WE>%"
紫外分光光度仪（美国 _259V,0）；蛋白垂直电泳系统（美国
_/6#=,Q）；凝胶成像分析仪（美国 _/6#=,Q）。

!< &) 实验方法
) ) 将大鼠采用完全随机方法分为实验组和对照组。实验组
!> 只，用于逼尿肌不稳定模型的构建；正常对照组 > 只。对照
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组正常喂养，梗阻组手术建立膀胱出口部分梗阻（,-.+*-/ 0/-1(
12. 34+/2+ 30&+.4’+*35，6788）动物模型。9 周后行尿动力学检
查。

:# ;# :" 膀胱出口梗阻模型的建立 " " :<戊巴比妥钠注射液
=# > ? :# = @/（约 A= @B C )B）大鼠腹腔内注射麻醉，经尿道外口
插入直径为 : @@的麻醉用硬膜外导管（石蜡油润滑）入膀胱，
沿腹侧中线方向剪开皮肤和皮下组织，钝性分离肌层，游离膀

胱颈，避开输尿管、血管及膀胱外脂肪，以 : 号丝线将膀胱颈与
套管结扎，形成膀胱出口部分梗阻，结扎松紧度以牵拉导管可

带动周围组织，且导管略有阻力感为度。拔出导管分层缝合肌

层、皮下组织及皮肤。同龄对照组正常大鼠 9 只相同条件下饲
养 9 周。
:# ;# ;" 膀胱充盈性压力测定" " 将术后 9 周的大鼠，以 ;D<
乌拉坦注射液 :# = ? :# ; @/（: === @B C )B）腹腔内注射麻醉，打
开腹腔，找到结扎部位，将结扎部位线结剪开，经尿道外口置入

: @@的硬膜外麻醉导管入膀胱，导管外口与三通管分别连接
于微量灌注泵、尿动力仪（导管中的气泡要排尽），尿动力仪调

定零点，=# E<生理盐水以 ;= @/ C F 灌注行膀胱测压，大鼠排尿
时终止灌注，此时的灌注量记录为膀胱最大容积，继续测压至

曲线回降到排尿前水平，根据膀胱充盈过程中压力(容积关系，
大鼠膀胱充盈分为压力升高缓慢的低压充盈期和压力升高较

快的高压充盈期。参照大鼠 G$ 的判断标准［H］，在膀胱低压充
盈期出现造成膀胱内压升高超过:D ’@I;8（: ’@I;8 J =# =E>
)6-）的逼尿肌收缩时即为 G$。
:# ;# H" 免疫组化染色" " 采用二步法免疫组化进行染色。取
新鲜的膀胱组织，=# E<生理盐水漂洗后浸泡于中性福尔马林
溶液 A> F，石蜡包埋切片。9DK孵箱烤片 ; F后，将切片脱腊至
水；微波热修复；H<I;8;去离子水 H! K孵育 := @*5，以灭活内
源性过氧化物酶活性；:L :== 稀释 ’()*+（M(:A）抗体，A K孵育
:D F；滴加兔抗山羊 $BN 抗体(IO6 多聚体试剂（ 6P(9==H），
H! K湿盒内孵育 H= @*5；至水后，各步骤间用 67Q漂洗 H 次，每
次 D @*5。GR7显色，镜下观察显色情况，适时终止显色。苏木
精轻度复染、盐酸酒精分化、反蓝、脱水透明、封片。每张切片

随机选取 := 个视野（ S ;==），计数每个视野中阳性细胞的数
目，取均值，作为此切片中单位面积阳性细胞数目。分别计算

对照组和手术组阳性细胞数目。

:# ;# A" T2&+2.5 0/3+检测" " 在解剖显微镜下将大鼠膀胱黏膜
层撕去，用干净的剪刀尽可能将组织剪碎，把组织放入在含有

裂解液的匀浆器中匀浆，充分裂解组织；将匀浆液移至 :# D @/
离心管中，然后在 A K下 :; === S ! 离心 D @*5，上清液置于
:# D @/ U6管中；把含有上清液的 U6 管放置冰水中，用超声仪
充分破碎细胞，使细胞中的蛋白释放出来；做蛋白标准曲线，用

7%R法测 8G值；配置 :=< QGQ(6RNU 分离胶及 D< QGQ(6RNU
浓缩胶；将 :D !B样品溶液分别与等体积 ; S QGQ /3-1*5B 04VV2.
混合，用微量上样器上样；电泳仪电压设定 >= P ;= @*5，:== P
!= @*5；电泳完毕后转膜，电压设定 :== P E= @*5；将 6PGW膜放
入 D<脱脂奶粉 X7QX溶液封闭 ; F；:L 9== 稀释 ’()*+（M(:A）抗
体，A K孵育 :D F；X7QX溶液中漂洗 A 次，每次 := @*5；:L D ===
稀释辣根酶标记兔抗山羊 $BN（I Y Z）抗体孵育 : F；X7QX溶液
中漂洗 A 次，每次 := @*5；取化学发光 R、7液各 :== !/，充分混

匀后均匀滴加在 6PGW膜蛋白面，用 7*3(ORG凝胶成像系统拍
照；以 "(-’+*5做内参，分析目的条带与内参净光密度值。

:# H" 统计学方法
" " 检验资料结果以 !" [ #表示，数据均采用 Q6QQ :H# = 统计软
件进行单因素方差分析。

!" 结果

;# :" 模型制备情况
" " 梗阻组死亡 ; 只，手术组模型存活 :A 只，有逼尿肌不稳定
的 E 只，未发生 G$ A 只，膀胱无功能 : 只。成功率 9A# ;<
（E C :A）。; 组大鼠生长良好，体质量增加无显著性差别。
;# ;" 测压图形分析
" " 正常对照组测压曲线：曲线平滑，膀胱容量及压力正常，排
尿反射存在（图 :R）。梗阻组测压曲线可分类为：未发生 G$，曲
线平滑，膀胱容量及压力基本正常，排尿反射存在（图 :7）；排
尿反射存在的 G$，储尿期伴有明显的不稳定收缩波，膀胱容量
及压力显著增加（图 :%）；膀胱无功能，无收缩波表现，排尿反
射消失（图 :G）。

!!"#$ %&’!(
!)!#" %&’!(
! $ %&’!(

!!"#$ %&’!(
!)!#" %&’!(
! $ %&’!(

!*+#"%&’!(
!!"#$ %&’!(
!)!#" %&’!(
! $ %&’!(
!!"#$ %&’!(
!)!#" %&’!(
! $ %&’!(

",

"-

".

"/)$ 0

R：正常对照组；7：6788 术后非 G$ 组；%：6788 术后 G$ 组；
G：6788术后

图 #" 膀胱充盈性测压曲线

;# H" 免疫组化染色结果
" " 在大鼠膀胱黏膜下层、肌层及浆膜下均存在有 ’()*+ 染色
阳性、形态与胃肠道 $%%& 细胞表达相似的细胞，胞体呈梭形，
细胞核大而细胞质较少。梗阻后膀胱增厚，且 $%%& 细胞较正
常对照组数量上有明显差异，黏膜下层、肌间隙及浆膜层均有

增多。G$组增多显著（图 ;）。各组膀胱每个高倍视野 $%%&细
胞计数均值分别为正常对照组（9# ;D [ =# A>）个，非 G$ 组
（:H# !D [ =\ A>）个，G$组（HD# ;D [ =# >D）个。非 G$ 组与正常对
照组比较，有统计学意义（$ ] =\ =:）；G$ 组与非 G$ 组比较，有
统计学意义（$ ] =\ =:）。
;# A" T2&+2.5 0/3+检测结果
" " 术后，膀胱中 ’()*+蛋白表达水平较正常对照组均有增高，
逼尿肌不稳定组升高显著，"(-’+*5表达基本均匀（图 H）。各组
膀胱中 ’()*+蛋白表达量灰度值比值（’()*+ C "(-’+*5）分别为正常
对照组（=# 9H: [ =# =H!），非 G$ 组（=# E;A [ =# =H9），G$ 组
（:\ H=: [ =\ =A>）。非 G$ 组与正常对照组比较，有统计学意义
（$ ] =# =:）；G$组与非 G$组比较，有统计学意义（$ ] =# =:）。
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图 !" #$$%细胞免疫组化染色分布"（两步法）
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&：正常对照组；’：)"**术后非 #$组；(：)"**术后 #$组
图 &" ’(%)(*+ ,-.)检测各组膀胱 /012)蛋白表达变化

&" 讨论

% % 逼尿肌是否存在自发性兴奋一直是泌尿外科研究
者经常讨论的问题。我们在前期的研究发现：离体逼

尿肌肌条在受到一定张力负荷下可出现自发性收缩，

而不稳定逼尿肌与正常逼尿肌肌条相比，施加较小的

张力负荷就可出现自发性的收缩；在同等张力负荷下

不稳定逼尿肌肌条的自发收缩频率较正常逼尿肌肌条

明显增加；在完全阻断神经后逼尿肌这一自发性收缩

依然存在，表明这种收缩并不依赖于神经支配，是一种

肌源性的兴奋和收缩。因此，可以认定膀胱在长期受

张力的情况下，其兴奋性是有改变的。当逼尿肌不稳

定时，临床上表现在尿频、尿急、急迫性尿失禁等，是导

致膀胱功能障碍的最直接原因。因此阐明这种肌源性

的自发兴奋、收缩的调控因素对于理解正常膀胱的生

理功能和逼尿肌不稳定的发病机制，乃至于临床治疗

都具有关键性的意义。

% % 逼尿肌能产生不受神经源性干扰的自发性收缩，
理论上讲应该是受到了某种具有自发兴奋性的起搏细

胞的调控，否则逼尿肌将一直处于不规则的收缩状态

下。胃肠道的基础研究和临床研究表明牵张负荷对胃

肠道 $++,细胞兴奋性有重要的调控作用，而泌尿道平
滑肌具有和胃肠道平滑肌相似的、不受神经控制的自

发性肌源性兴奋性，从免疫组化和形态学上来说逼尿

肌上应存在与胃肠道 $++,细胞相似的细胞，并提示它
们的功能可能也存在着相似。研究表明，$++, 细胞表
达酪氨酸激酶受体（-./01），它可以被选择性的标记出
来［2］。自从 3451等［’］首先报道在豚鼠和人逼尿肌上
发现与 $++,细胞类似的膀胱间质细胞以来，国外学
者已确定 /01阳性、形态与胃肠道 $++, 细胞相似的细
胞存在于在豚鼠的肾盏和肾盂输尿管交接部位及鼠的

输尿管上［6］、兔子的尿道［7］、小鼠［8］、大鼠、猪和牛的

上尿路［9］，以及人的全泌尿道［:］。牵张对逼尿肌兴奋

性有调控作用，牵张负荷对 $++,细胞的调控可能表现
在调控其数量等多重环节。如果在排尿障碍的患者膀

胱中发现 $++,细胞显著改变，可能是因为该细胞的改
变（数量和功能等方面）影响了膀胱平滑肌细胞间的

信息传递及自发性电活动产生，导致排尿异常。

% % 牵张负荷和起搏细胞理论上讲必然存在联系，一
个是兴奋的枢纽，一个是兴奋的调控条件；牵张负荷很

可能是通过调控 $++, 细胞来起作用。本研究恰好证
实了以上理论，在研究中，我们观察到 )"**术后的大
鼠膀胱 $++,细胞在数量上及 -./01蛋白水平表达较正
常对照组均有增多，尤其是当逼尿肌不稳定时，$++,
细胞数量及 -./01 表达增高显著。因此，明确了 -./01
介导的膀胱 $++, 细胞在逼尿肌不稳定时发生机制中
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第 ! 期" 路" 扬，等#牵张负荷对大鼠膀胱 $%%&细胞数量及 ’()*+表达的影响"

的作用机制，表明膀胱 $%%&细胞可能在膀胱中具有起
搏功能。我们还发现在进行梗阻干预后，仪器多次检

测，有 , 只大鼠排尿压力曲线是正常的，说明未发生
-$，但免疫组化和 ./&+/01 234+实验显示该组（即非 -$
组）在 $%%&细胞数量以及 ’()*+ 在蛋白水平表达较正
常对照组也有增高，只是相对于 -$ 组弱很多，很可能
是因为该细胞数量或功能改变未达到一定的阈值所

致。从这一角度也表明了该细胞数量及功能的改变与

膀胱功能的改变密切相关。

" " 膀胱动力障碍性疾病的起因目前尚不完全清楚，
它可能起因于膀胱 $%%&细胞产生紊乱的起搏信号，可
能由于这些细胞不正确的电耦联或是由于其神经调节

失调，这些问题都需要进一步去研究来做出回答。通

过对比研究牵张负荷条件下的膀胱 $%%& 细胞与正常
$%%&细胞兴奋性差异，系统探讨牵张反射在膀胱 $%%&
细胞兴奋性起源及调控中的作用，为 $%%&细胞功能的
进一步研究打下基础，并为临床治疗膀胱兴奋性异常

所致疾病提供思路和方法。
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钱桂生教授荣获 !""# 年度“振兴重庆争光贡献奖”$ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

" " 一年一度的“振兴重庆争光贡献奖”是重庆市委、市政府授予的全市最高综合性荣誉奖。本届争光贡献
奖经过 L[K 多万市民公开投票、评委会无记名投票和市委常委会、市政府常务会审定，共评出了 5K 位获奖
者。我校新桥医院全军呼吸内科研究所钱桂生教授获此殊荣。

" " 钱桂生教授从事临床、教学、科研 ,K 余年，是我国呼吸内科研究领域的开拓者和学术带头人，先后主持
国家、军队、重庆市重大科研课题 5K 余项。他致力于呼吸系统疾病的酸碱失衡和急性呼吸窘迫综合征
（8=-Q）的研究，使其病死率从 [N# ![^下降到 ,5_ PM^，达到国际领先水平。他在国内首先阐明了慢性呼酸
和呼碱代偿规律，并应用于临床，显著提高呼吸衰竭等患者的救治水平，处于国内领先水平。5NNN 年，他率
先在国内开展以肺癌、哮喘为重点的人类疾病相关基因的克隆，组建全国第一个人类疾病基因研究所，找到

了全国第一条肿瘤耐药基因。他先后获得国家科学技术进步二、三等奖各 5 项，军队科技进步二等奖 5J 项，
军队医疗成果一等奖 J 项。主编《急性呼吸窘迫综合征》等专著 ! 部，填补国内空白。发表专业学术论文 JJK 余篇。培养博士后
N 名、博士研究生 5KP 名、硕士研究生 NP 名。5NNL 年起享受国务院政府特殊津贴，JKK5、JKK[ 年被解放军总后勤部评为“总后科技
金星”，JKK5 年被中国科协评为“全国优秀科技工作者”，JKK, 年被解放军总参谋部评为“全军院校育才金奖”，JKK! 年荣获“中国医
师奖”，先后荣立二等功 J 次、三等功 , 次。现任全国临床医学专业学位教育指导委员会委员，中华医学会内科学、呼吸病学分会常
委，全军医学科学技术委员会委员等学术职务。

" " 钱教授兼任我刊编委会常务副主任委员，在百忙之中总是按时保质地完成审稿工作，并尽可能地抽出时间参加定稿会，其兢兢
业业、认真负责、甘为人梯的奉献精神，不愧为青年学者学习的楷模。

" "“振兴重庆争光贡献奖”自 5NNP 年设立以来，引起了广大市民的高度关注。我校获此奖项的有：王正国院士（5NNP 年）、蒋耀光
教授（5NNN年）、董家鸿教授（JKKK年）、黄跃生教授（JKKJ年）、肖颖彬教授（JKKL 年）、阴正勤教授（JKK[ 年）。
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