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大鼠不稳定膀胱中 !""#细胞中 $"%蛋白表达的变化

丁砺蠡，王永权，方) 强，封建立，李龙坤，宋) 波) ) （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) 研究 +,-离子通道（./012034526758639#5:86;581< :/:46: 9=:41386<1#>581< :58639 :.59914，+,-）蛋白在膀胱
,5?54间质细胞（ 69812@868654 :144@ 3A ,5?54，B,,@）中的表达及在不稳定膀胱 B,,@细胞中表达的变化，探讨 B,,@细胞兴奋性变
化与逼尿肌不稳定（<182=@32 69@85C6468/，DB）的关系。方法) !将 *" 只大鼠随机分为正常对照（!" 例），逼尿肌稳定组（DE，
! F !&），逼尿肌不稳定组（DB，! F ’）：大鼠尿道近端结扎，建立膀胱出口梗阻（C45<<12 3=8418 3C@82=:8639，GHH）模型。"对
各组进行 +,-和:#I68免疫荧光双标，确定 +,-蛋白是否在 B,,@细胞上存在及 +,-表达的变化。#以 J1@8129 C438法检
测 +,-蛋白表达量的变化。结果) !免疫荧光双标显示，在 :#I68阳性的 B,,@细胞膜上，有 +,-抗原的表达，:#I68阴性细
胞未见 +,-表达；与正常组相比，DB组、DE组 +,-蛋白表达增加。"J1@8129 C438检测显示，与正常组相比，DB组、DE组
的 +,-表达增高，DB组增高显著（" K "L "!）。结论 ) 大鼠膀胱 B,,@ 细胞可表达 +,- 通道蛋白，且 DB 膀胱 B,,@ 细胞
+,-通道明显增多，由此导致的 B,,@细胞兴奋性增高可能在 DB发生中起重要作用。
) ) 关键词：B,,@细胞；+,-通道；逼尿肌不稳定
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) ) 正常膀胱具有在一定张力下产生不被神经系统控
制的自发兴奋收缩的特征。这种肌源性收缩现在认为
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是由起搏细胞 ,5?54间质细胞（ 69812@868654 :144@ 3A ,5?54，
B,,@）所启动［!］。与正常膀胱相比，逼尿肌不稳定（<1#
82=@32 69@85C6468/，DB）膀胱的自发性活动能力明显增
强。这提示我们 DB膀胱中的 B,,@细胞功能可能发生
了变化。

) ) B,,@细胞在膀胱组织中呈多群、网络状分布，共
同调控膀胱平滑肌细胞的兴奋和收缩［&］，B,,@细胞本
身兴奋性的变化可能会导致膀胱运动功能的改变。
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第 ! 期" 丁砺蠡，等#大鼠不稳定膀胱中 $%%&细胞中 ’%(蛋白表达的变化"

)*+,-./0*- 10*+)2 13022-4）是一种特殊的离子通道，是产
生过度激活正离子流（356-76)407+80*+)2.01*+90*-, 10*+)2
1:77-2*，$3）电流的结构基础，被认为是起搏细胞的重
要特征。’%(的表达水平与细胞的兴奋性有关［;］。
" " 本实验拟探讨 $%%&细胞中是否存在 ’%(离子通
道，然后用 ’%(离子通道的表达量作为 $%%& 细胞兴
奋性的指标，探索 <$ 膀胱中 ’%( 通道蛋白的表达量
有何变化，从而从起搏细胞的兴奋性变化的角度解释

<$的病理生理过程。

!" 材料与方法

=# =" 实验对象
" " ><大鼠 ;? 只，@ A ; 月龄，体质量 =B? A @=? /（第三军医大
学实验动物中心）。建立膀胱出口梗阻（C40,,-7 ):*4-* )C&*7:1.
*+)2，DEE）动物模型，结扎膀胱颈部导致不完全梗阻后 B 周，行
充盈性膀胱测压，根据测压结果分为逼尿肌稳定组（<>）和逼
尿肌不稳定组（<$），以同龄正常大鼠为正常对照。

=# @" 组织铺片的制作
" " 大鼠 @?F乌拉坦麻醉后，取膀胱新鲜组织，将 =??F丙酮
自膀胱颈处注入膀胱内，维持充盈状态，置入 =??F丙酮中固定
G A B 3后，沿腹侧面纵行剪开，在解剖显微镜下，小心剔除黏膜
层。取其黏膜下层，由于膀胱逼尿肌层较厚且呈网状走形，分

层不明显，将肌层组织制成含 = A @ 层肌细胞的铺片。所有标
本剪切成 H A I JJ 长、= A @ JJ 宽，置于 H K的 ?# ?= J)4 L M
ND>中过夜后行以下实验。

=# ;" 主要试剂
" " 山羊抗大鼠 1.O+*单抗（=P =??，>02*0 %7:8公司），兔抗大鼠
’%(@ 多抗（=P =??，%3-J+1)2公司），罗丹明标记小鼠抗山羊抗
体（= P @??，北京中杉公司分装），Q$R% 标记山羊抗兔抗体
（=P @??，上海博奥森公司分装），<SN$（?# = !/ L J4，<STE）。

=# H" 1.O+*免疫荧光染色
" " 染色方法为间接酶标抗体法（ $UMS）。铺片经 ?# ?= J)4 L M
ND>充分漂洗后，?# ?;F ’@ E@ L甲醇封闭内源性过氧化物酶
@? J+2（@I K），=F D>S 孵育 ;? J+2 后加入 1.O+* 单抗 H K过
夜，罗丹明标记小鼠抗山羊抗体 @I K G? J+2。漂洗 ; 次，每次

I J+2，甘油封片，共聚焦显微镜观察。

=# I" 1.O+*、’%(免疫荧光双标
" " 先行 1.O+*免疫荧光染色，经充分漂洗后再进行 ’%( 免疫
荧光染色，最后 <SN$染核。双重染色后的标本封片剂封片，共
聚焦显微镜下观察，照相记录。

=# G" V-&*-72 C4)*检测
" " 先提取总蛋白质，取 I? A =?? J/ 组织于匀浆器中加入裂
解液，充分匀浆后裂解 ;? J+2，转移至 UN管，H K，=@ ??? W !离
心 =? J+2。分光光度计测量蛋白浓度，取等量标准化后的蛋白
溶液加入等体积的 @ W ><> 上样缓冲液并沸水煮约 =? J+2，使
蛋白变性。再取等量变性的蛋白溶液，进行 ><>聚丙烯酰胺凝
胶电泳，每孔上样量为 ;? !4，并以电转膜仪将蛋白转移至硝酸
纤维素膜（==? X，@ 3），经丽春红染色鉴定并标记标准蛋白位
置，再以 IF脱脂奶粉封闭，’%(一抗及二抗孵育，U%M 试剂盒
发光，胶片曝光，Y:02*+*5 E2- 软件扫描计算灰度值，以 ".01*+2
为内参照。

=# !" 统计学方法
" " 结果以 !" Z #表示，采用 >N>> =@# ? 进行配对 $检验。

#" 结果

@# =" <$大鼠模型的建立
" " ;? 只大鼠中 =? 只作为正常对照组，另 @? 只用于 <$ 模型
的建立，B 周后根据充盈性膀胱测压结果分为逼尿肌稳定（<>）
组（% [ =@）和逼尿肌不稳定（<$）组（% [ B）。

@# @" 正常大鼠膀胱 $%%&细胞上 ’%(蛋白表达
" " 免疫荧光染色（ $Q）显示免疫双标的结果显示，正常大鼠膀
胱内存在 1.O+*及 ’%(双标阳性细胞。

@# ;" 正常、<>和 <$膀胱 ’%(蛋白表达
" " 免疫荧光染色（ $Q）显示，正常对照组（图 @S）膀胱中仅有
少量 ’%(和 1.O+*双标细胞，<> 组（图 @D）膀胱的双标细胞较
对照组有所增加，而 <$组的双标细胞明显增加（图 @%）。

@# H" V-&*-72 C4)*检测各组 ’%(蛋白表达
" " V-&*-72 C4)* 检测表明，与正常对照组相比，<> 组膀胱
’%(蛋白表达量（@ 道）略有增加，而 <$ 组（; 道）’%( 表达量
明显高于对照组（& \ ?# ?=）。见图 ;。

!! !" !# !$ %& !’%& !’%& !’%& !’

S：呈橘红色荧光的 1.O+*、’%(双标阳性细胞；D：红色荧光的 1.O+*阳性细胞；%：绿色荧光的 ’%(阳性细胞；<：蓝色荧光的细胞核

图 !" $%&蛋白在 ’%%(细胞上的表达"（ $Q）

]!I



!! !" !#$% !& $% !& $% !&

!：正常对照组；"：#$组；%：#&组
图 !" #$%蛋白在正常、&’、&(膀胱 ($$)细胞上的分布差异’（ &(）

! " #

$%&!

!"’()*+!

)：正常对照组；*：#$组；+：#&组
图 *" +,)-,./ 012-检测不同时期 #$%蛋白表达的变化

*" 讨论

’ ’ &%%,细胞是一种特殊类型细胞，广泛存在于各系
统平滑肌组织中。&%%, 细胞在消化道中起着起搏胃
肠道慢波、传递电信号、介导肠神经与平滑肌之间调节

信号的作用；并与病理状态下的多种胃肠动力紊乱疾

病（便秘、假性肠道梗阻等）密切相关，是胃肠道平滑

肌节律性收缩功能调节的重要因素［-］。

’ ’ &%%,细胞也是膀胱运动的起搏细胞。膀胱逼尿
肌具有在一定外加张力作用下自发兴奋收缩的能力，

且不能被神经阻滞剂所抑制［.］，说明这种收缩是肌源

性的。我们前期也在膀胱内发现了与胃肠道 &%%, 细
胞相似的细胞，膜片钳显示该细胞具有自发性电位，与

逼尿肌的自发性收缩关系密切，这一实验表明 &%%,细
胞具有起搏细胞的电生理学特性。体外细胞实验也证

实，在用 /01234抑制 &%%,细胞生长后逼尿肌细胞的收
缩受到明显抑制。说明 &%%, 细胞在膀胱内可能起到
起搏细胞的作用［5］。以上提示我们，作为起搏细胞，

膀胱 &%%,细胞的病理性改变（兴奋性的提高，结构变
化）也可能会导致到膀胱运动功能的异常。

’ ’ 平滑肌的运动异常可能与 &%%,细胞的改变有关。
近年研究表明 &%%,与一些胃肠运动功能障碍性疾病，
如贲门失迟缓症、糖尿病性胃轻瘫以及慢性便秘等有

关。尽管这些疾病的发生机制尚不清楚，但均可见

&%%,细胞数量存在不同程度的减少，细胞网络完整性
发生破坏等病理改变［6］。

’ ’ 逼尿肌不稳定又称不稳定膀胱（78,9:;03 ;0:<<3=，

>$"），是最常见的一种膀胱运动功能异常。临床症状
主要为尿频、尿急、紧迫性尿失禁等储尿期功能异常，

严重者将引起肾、输尿管积水和肾功能损害，尿动力学

检查表现为膀胱充盈期出现逼尿肌不自主的期相性收

缩。#&是多种病变（主要包括膀胱出口梗阻、神经性
疾病及感染）的最终病理生理环节之一。前期研究显

示：离体肌条实验研究显示：#& 逼尿肌与正常逼尿肌
相比较，在较小的牵张负荷下，即产生肌肉的收缩；在

同等收缩负荷下，#&逼尿肌的收缩频率明显高于正常
逼尿肌；在体试验中，#& 表现为在未达到最大膀胱容
量即出现收缩，而正常膀胱需要在最大容量才发生收

缩［?］。这都说明不稳定膀胱运动异常亢进。

’ ’ @%A通道表达水平与 &%%, 细胞的兴奋性存在对
应关系。@%A通道是一种特殊的阳离子通道，存在于
神经元细胞、窦房结细胞等具有自律性的细胞膜上，是

产生起搏电流 &B 的结构基础［C］。@%A 的表达增加或
者减少都会直接引起起搏细胞兴奋性的改变［)D］。

’ ’ 本实验首先通过免疫荧光双标显示，在 &%%,细胞
膜上存在有可产生 &B 电流的结构基础———@%A 通道
蛋白，从这个角度给 &%%,细胞的起搏特性找到了新证
据。其次，对通过免疫荧光双标和 @%A的蛋白检测显
示，与正常膀胱相比，#& 膀胱中 @%A 的表达显著增
加。#&膀胱 &%%,细胞中具有更多的 @%A 通道，因此
细胞具有更高兴奋性。起搏细胞的兴奋性在提高，这

也许就是 #&膀胱运动异常亢进的原因，从而为我们加
深对 #&的了解和探索治疗新方法提供一个新思路。
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文章编号：;888VP>8>（788O）8<V8PO;V8; 个案与短篇

异位妊娠合并脾破裂 ! 例

辛云淑\ \ （重庆市第五人民医院妇产科，重庆 >888N7）

\ \ 患者，女，97 岁，因“停经 N: )，下腹剧烈疼痛 7 I伴昏迷 98
!*(”急诊入院。到急诊部时面色苍白，心跳、呼吸停止，经内科
医师急救（胸外按压，人工呼吸，头低足高位，输氧，药物抢救

等），呼吸心跳复苏后，立即送手术室，给予导尿。查尿 ELW阳
性，腹部稍膨隆，移浊（ ]），腹肌稍紧张，下腹压痛明显。妇科
检查：阴道无血性分泌物，宫颈举痛，宫体前位，饱满，左侧附件

增厚，压痛明显。后穹隆穿刺抽出不凝血液 P !% 。考虑为异位
妊娠破裂，失血性休克，在纠正休克的同时，输血、输液，局麻下

行剖腹探查。术中见：腹腔内有大量新鲜血液及血凝块，子宫

前位饱满质软，左侧输卵管间质部有一约 9 $!大小破口，有活
动性出血，并有绒毛组织附着。右侧附件正常，盆腔无明显粘

连。行左侧输卵管间质部修补术。共吸出血液及凝血块共约

9 P88 !%，并在血液中找到一孕囊，囊内有一胚胎，已初具人形。
手术顺利。绒毛组织及孕囊送病检。术中回输自体血液 7 N88
!%，术后输血浆及红细胞悬液共 O88 !%。术后心电监护，生命
体征平稳。;9 I后发现腹部切口处有鲜红色血液溢出，腹部稍
膨隆，同时伴有血压下降。考虑为左侧输卵管间质部破口修补

处再次出血。立即再次行开腹探查，术中见腹腔内有较多鲜红

色血液，吸净血液，反复冲洗盆腹腔，检查修补处及左侧输卵管

均无活动性出血。再继续探查见血液来源于上腹部，继续检查

发现脾脏下缘近肾压迹处有一较大血肿，并有一约 9 $! 大裂
口，有活动性出血。考虑为异位妊娠合并脾破裂。经家属签字

同意后行脾脏切除术。术中吸出血液约 ; P88 !%，自体回输血
液 ; 788 !%。切除脾脏送病理检查，报告示：!左侧输卵管间质
部妊娠；"脾脏破裂。术后 O )痊愈出院。

讨论

\ \ 异位妊娠是妇产科急腹症之一，如诊断处理不及时，可能

\ \ 作者简介：辛云淑，女，重庆市人，副主任医师，主要从事妇产科临床方面的研
究，发表论文 ;7 篇。电话：（879）N8:9;O::

\ \ 收稿日期：788OV8;V7O；修回日期：788OV89V8>

危及生命。异位妊娠的发病率逐年上升［;］。异位妊娠具有起

病急、症状多样化和前期症状不典型等特点，极易误诊，是目前

孕产妇死亡的主要原因之一［7，9］。其主要的死亡原因有：!多
年不孕的高龄妇女，有停经、阴道流血、腹痛时，自查尿 ELW 阳
性，自认为流产未到医院检查，而在家保胎。"未婚先孕、隐瞒
病史，不承认有性生活史。#患者经医院诊断为异位妊娠，对
危险性认识不够，不愿意治疗。以上原因可导致异位妊娠破裂

大出血，抢救不及时而死亡。

\ \ 异位妊娠破裂合并失血性休克、T6L 多见，但合并脾破裂
少见。该患者追述病史，因腹痛剧烈，昏倒时跌倒在床沿边，约

几分钟清醒，上床平躺，腹痛难忍，并感肛门坠胀；如厕时又昏

倒，后经丈夫回家发现才急送入院，在送院的途中，呼之不应，

到急诊部时，呼吸、心跳已停止。经内科抢救呼吸心跳复苏后，

诊断为异位妊娠破裂失血性休克。在抢救休克的同时，局麻下

行剖腹探查，术中证实为左侧输卵管间质部妊娠破裂，并见绒

毛及孕囊胚胎后，未再继续探查。术后 ;9 I发现腹部切口有新
鲜血液溢出。再次探查，才发现为脾脏破裂。此病例因为来院

时昏迷，虽经内科及时抢救后呼吸心跳复苏，但神志仍恍惚，无

法及时问清病史而致漏诊。异位妊娠破裂的死亡率较高，该患

者为左侧输卵管间质部妊娠破裂大出血，又合并脾脏破裂，两

种疾病并存，均为急腹症，十分危急，极易漏诊脾破裂。如宫外

孕术后患者仍有内出血表现，应再次剖腹探查以排除其他部位

的出血。

\ \ 关键词：异位妊娠；脾破裂；失血性休克
\ \ 中图法分类号：Q<;>3 77\ \ \ 文献标识码：4
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