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乙酰半胱氨酸对硫酸鱼精蛋白诱导的大鼠膀胱炎的作用
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　　［摘要］　目的　探讨乙酰半胱氨酸（Ｎａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）对硫酸鱼精蛋白（ｐｒｏｔａｍｉｎｅｓｕｌｆａｔｅ，ＰＳ）诱导的大鼠膀胱炎
的治疗作用及可能机制。方法 　 雌性ＳＤ大鼠６４只，按随机数字表法分为生理盐水灌注组（ＮＳ组）、硫酸鱼精蛋白灌注
组（ＰＳ组）、ＮＳ＋ＰＳ组、ＮＡＣ＋ＰＳ组，每组１６只。ＮＳ组０．５ｍＬ生理盐水灌入膀胱并在膀胱内保留３０ｍｉｎ。ＰＳ组采用
０５ｍＬ、３０ｍｇ／ｍＬＰＳ灌注大鼠膀胱，方法同 ＮＳ组。ＮＳ＋ＰＳ组和 ＮＡＣ＋ＰＳ组大鼠在膀胱灌注 ＰＳ前２ｈ，经腹腔注射
０．５ｍＬＮＳ或０．５ｍＬ３００ｍｇ／ｋｇＮＡＣ溶液，灌注方法同ＮＳ组。各组大鼠每周处理３次，持续１个月。病理染色及膀胱湿
质量检测分析大鼠膀胱炎症、水肿及肥大细胞浸润改变；尿动力学检测大鼠尿动力各项指标；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠膀胱
炎症因子ＩＬ６和ＴＮＦα表达。结果　 ＮＡＣ治疗组大鼠膀胱尿动力指标［收缩间歇（３３０．０２±６９．４９）ｓ］、膀胱黏膜损伤指
数（１．３７±０．９１）及肥大细胞浸润计数（１．９３±１．３４）均优于ＰＳ灌注组尿动力指标［收缩间歇（１６１．３２±５８．１７）ｓ］、膀胱黏
膜损伤指数（２．７５±０．４６）及肥大细胞浸润计数（３．４０±２．１９），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测显示ＮＡＣ治疗组较ＰＳ灌注组炎症因子
ＩＬ６和ＴＮＦα表达也降低（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＮＡＣ可显著改善ＰＳ诱导的大鼠膀胱炎，其机制可能是降低ＰＳ诱导的膀胱
炎ＴＮＦα和ＩＬ６的表达，以及减少肥大细胞浸润。
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　　膀胱疼痛综合征／间质膀胱炎（ｂｌａｄｄｅｒｐａｉｎｓｙｎ
ｄｒｏｍｅ／ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｙｓｔｉｔｉｓ，ＢＰＳ／ＩＣ）是一种以尿频、尿
急、盆腔疼痛以及其他不适为特点的膀胱炎症疾

病［１］。目前针对该疾病的发病机制尚未阐明，但炎症

和免疫紊乱是其发病的重要机制之一。大量的临床标

本研究证实ＢＰＳ／ＩＣ患者膀胱中存在肥大细胞的异常
浸润以及一些炎症介质（如 ＩＬ６、ＴＮＦα）的高表达
等［２］，并进一步证实了炎症和免疫紊乱在 ＢＰＳ／ＩＣ发
病中的重要作用。Ｎ乙酰半胱氨酸（Ｎａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ，
ＮＡＣ）是半胱氨酸的前体，可以促进细胞内还原型谷胱
甘肽（ＧＳＨ）的合成，提高细胞抗氧化能力。研究提示
ＮＡＣ具有干扰自由基生成，清除已生成的自由基，降
低炎症介质产生以及调节免疫等作用［３］。目前 ＮＡＣ
已经在临床治疗中得到广泛应用，并取得理想治疗效

果，如在慢性阻塞性肺病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＣＯＰＤ）、肺间质性纤维化治疗中的应用等。
但ＮＡＣ在膀胱疾病中的作用及意义尚少见报道。本
研究采用硫酸鱼精蛋白灌注大鼠膀胱诱导大鼠膀胱炎

模型，硫酸鱼精蛋白可以灭活膀胱黏膜上皮葡萄糖氨

基聚糖层引发膀胱间质炎症，同时使用乙酰半胱氨酸

干预模型大鼠，探讨乙酰半胱氨酸对硫酸鱼精蛋白诱

导的大鼠膀胱炎的治疗作用及其可能机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　硫酸鱼精蛋白、Ｎ乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）、乌拉坦（Ｓｉｇｍａ公
司，美国），异戊巴比妥钠（Ｍｅｒｃｋ公司，德国），总蛋白提取试剂
盒（基凯公司，中国），兔抗大鼠ＴＮＦα抗体（ＣＳＴ公司，美国），
兔抗大鼠ＩＬ６抗体（Ａｂｃｏｍ公司，美国），βａｃｔｉｎ兔抗大鼠抗体
（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司，美国），羊抗兔 ＨＲＰ二抗（中杉公司，中国），
ＥＣＬ化学发光显色液（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国），甲苯胺蓝（北京天
根公司，中国），其余试剂均为进口分析纯。多道生理信号采集

处理系统（成都仪器厂），微量灌注泵（３Ｍ公司，美国）。

１．２　模型制备
　　雌性ＳＤ大鼠（由第三军医大学西南医院中心实验室动物
中心提供）６４只，体质量１５０～１７０ｇ，ＳＰＦ级饲养。按随机数字
表法分为生理盐水灌注组（ＮＳ组）、硫酸鱼精蛋白灌注组
（ＰＳ组）、ＮＳ＋ＰＳ组、ＮＡＣ＋ＰＳ组，每组１６只，其中８只大鼠用
于染色及蛋白检测，余８只用于尿动力学检测。大鼠均采用
５％异戊巴比妥钠腹腔注射麻醉。ＮＳ组采用硬膜外导管，无菌
石蜡油润滑后，经尿道将导管导入大鼠膀胱，排空膀胱内尿液

后，将０．５ｍＬ生理盐水灌入膀胱并在膀胱内保存３０ｍｉｎ。ＰＳ组
采用０．５ｍＬ３０ｍｇ／ｍＬＰＳ灌注大鼠膀胱［４］，方法同ＮＳ组。治
疗组大鼠在膀胱灌注ＰＳ前２ｈ，经腹腔注射３００ｍｇ／ｋｇＮＡＣ溶
液，灌注方法同ＮＳ组。所有大鼠每周处理３次，持续１个月。

１．３　膀胱湿质量和膀胱湿质量／体质量值检测
　　各组大鼠８只，于最后１次处理结束４８ｈ内称取体质量，

并过量戊巴比妥处死迅速取出膀胱并称质量，计算膀胱湿质量

和膀胱湿质量／体质量值。膀胱湿质量／体质量用膀胱质量
（ｍｇ）与大鼠体质量（ｇ）之比表示。
１．４　病理学检测
　　将收集的大鼠膀胱（ｎ＝８）标本沿膀胱纵轴切开，一分为
二，一半用于病理学检测，一半用于蛋白检测。病理学检测膀

胱于１０％福尔马林溶液固定脱水后，石蜡包埋，切片并用于ＨＥ
和甲苯胺蓝染色。对于ＨＥ染色切片，光镜下随机选取５个视
野，观察炎症及黏膜损伤指数。参照Ｌｖ等［４］的黏膜损伤评分系

统，０分代表无明显形态学改变或炎症浸润很小；１分代表轻微
炎细胞浸润伴轻微组织水肿、出血或上皮损伤；２分代表明显的
炎细胞浸润伴明显组织水肿、出血、纤维组织沉积及上皮损伤；

３分代表重度的上诉表现。甲苯胺蓝染色检测肥大细胞计数：在
２００倍的光镜下每个标本随机选取５个视野，用于肥大细胞计
数。病理学检测和评价由对本实验不了解的病理医师完成。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测膀胱组织蛋白
　　实验采用蛋白提取试剂盒提取膀胱组织总蛋白，ＢＣＡ法检
测蛋白浓度。依据蛋白浓度调整各组标本上样量为５０μｇ，并
行电泳检测，８０Ｖ电泳３０ｍｉｎ后，１２０Ｖ电泳，直到标准条带清
晰分离。随后２４０ｍＡ转膜９０ｍｉｎ，５％ ＢＳＡ封闭２ｈ。分别加
抗ＴＮＦα一抗（１∶６００），抗ＩＬ６一抗（１∶１０００），抗βａｃｔｉｎ一抗
（１∶２０００），４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３次，加ＨＲＰ标记二抗
（１∶３０００），室温下摇床孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３次。ＥＣＬ
显色，Ｉｍａｇｅｌａｂ系统分析。
１．６　尿动力学检测
　　采用李龙坤等［５］及 Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ等［６］介绍的方法。大鼠

（ｎ＝８）在最后１次处理后尿动力检测前１２ｈ开始禁饮水，检
测时排空膀胱。所有大鼠在皮下注射１．２ｇ／ｋｇ乌拉坦麻醉后
开始尿动力检测。膀胱灌注采用微量灌注泵，经硬膜外导管灌

入大鼠膀胱，灌注速度为８ｍＬ／ｈ。记录大鼠膀胱基压（ＢＰ）、膀
胱峰压（ＰＰ）、收缩间歇（ＩＣＩ）、膀胱容量（ＢＣ）。
１．７　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件，多组间进行
单因素方差分析或非参数检验。

２　结果

２．１　膀胱湿质量和膀胱湿质量／体质量值检测结果
　　ＮＡＣ＋ＰＳ组膀胱湿质量与 ＮＳ组比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），提示 ＮＡＣ可以缓解膀胱水肿。ＮＡＣ＋ＰＳ组膀胱
湿质量和膀胱湿质量／体质量值较ＰＳ组及ＮＳ＋ＰＳ组显著降低
（Ｐ＜０．０１），提示 ＮＡＣ治疗可以显著改善膀胱水肿。ＮＳ＋ＰＳ
组和 ＰＳ组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），提示 ＮＳ治疗无
效。见表１。

表１　各组大鼠膀胱湿质量、黏膜损伤评分及肥大细胞计数
比较（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 膀胱湿质量（ｇ）膀胱湿质量／体质量 黏膜损伤评分　肥大细胞数（个）
ＮＳ组 ０．１４±０．０５ ０．６７±０．２１ ０．７５±０．７０ １．２２±１．０２
ＰＳ组 ０．２５±０．０５ １．１６±０．４５ ２．７５±０．４６ ３．４０±２．１９
ＮＳ＋ＰＳ组 ０．２３±０．０６ １．３５±０．３５ ２．５０±０．５３ ４．３６±２．５９
ＮＡＣ＋ＰＳ组 ０．１６±０．０６ｂ ０．７７±０．３５ｂ １．３７±０．９１ｂ １．９３±１．３４ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＰＳ组及ＮＳ＋ＰＳ组比较
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２．２　病理学检测结果
　　ＨＥ染色（图１，表１）显示ＰＳ组和ＮＳ＋ＰＳ组均表现出较严
重的上皮损伤、炎细胞浸润、黏膜及固有层明显水肿，而ＮＡＣ＋
ＰＳ组上皮组织有较好的完整性，炎细胞浸润较轻，水肿不明
显。ＰＳ组和 ＮＳ＋ＰＳ组炎症指数较 ＮＳ组升高明显（Ｐ＜
００１），ＮＡＣ＋ＰＳ组炎症指数较 ＰＳ组及 ＮＳ＋ＰＳ组明显降低
（Ｐ＜０．０１），提示ＮＡＣ有较好的抗炎作用。ＰＳ组与ＮＳ＋ＰＳ组
间炎症指数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），提示 ＮＳ对黏膜无
保护作用。

　　甲苯胺蓝染色（图２，表１）显示，ＰＳ组较ＮＳ组肥大细胞数
量升高（Ｐ＜０．０１），ＮＡＣ＋ＰＳ组肥大细胞数较ＰＳ组和 ＮＳ＋ＰＳ
组有所减少（Ｐ＜０．０５），ＰＳ组和 ＮＳ＋ＰＳ组间差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。说明ＮＡＣ有效抑制了肥大细胞浸润。
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Ａ：ＮＳ组；Ｂ：ＰＳ组；Ｃ：ＮＳ＋ＰＳ组；Ｄ：ＮＡＣ＋ＰＳ组
图１　各组大鼠膀胱组织ＨＥ染色评分膀胱黏膜损伤　（×２００）
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Ａ：ＮＳ组；Ｂ：ＰＳ组；Ｃ：ＮＳ＋ＰＳ组；Ｄ：ＮＡＣ＋ＰＳ组
图２　各组大鼠膀胱组织甲苯胺蓝染色计数肥大细胞　（×２００）

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　ＰＳ组和 ＮＳ＋ＰＳ组 ＴＮＦα及 ＩＬ６表达较 ＮＳ组显著升高
（Ｐ＜０．０１），ＮＡＣ＋ＰＳ组ＴＮＦα及ＩＬ６表达较ＰＳ组和ＮＳ＋ＰＳ
组明显下降（Ｐ＜０．０１），ＰＳ组和ＮＳ＋ＰＳ组间ＴＮＦα及ＩＬ６表
达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３、４）。
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１：ＮＳ组；２：ＰＳ组；３：ＮＳ＋ＰＳ组；４：ＮＡＣ＋ＰＳ组

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠ＴＮＦα及ＩＬ６的表达
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＳ、ＮＡＣ＋ＰＳ组比较

图４　半定量分析各组大鼠ＴＮＦα（Ａ）及ＩＬ６（Ｂ）的表达

２．４　尿动力学检测结果
　　尿动力学检测表明 ＮＡＣ＋ＰＳ组大鼠尿动力学指数较
ＰＳ组及ＮＳ＋ＰＳ组明显改善（表２）。ＰＳ组、ＰＳ＋ＮＳ组、ＮＡＣ＋
ＰＳ组膀胱容量及收缩间歇均较 ＮＳ组显著减小（Ｐ＜０．０１）；如
图５所示，ＮＡＣ＋ＰＳ组膀胱容量及收缩间歇较ＰＳ组和ＰＳ＋ＮＳ
组均明显升高（Ｐ＜０．０１）；ＰＳ组和 ＰＳ＋ＮＳ组间差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。膀胱基压在 ４个组间无差异，均低于
１０ｃｍＨ２Ｏ，提示大鼠未发生尿路梗阻或结石，尿动力检测系统
正常；ＮＳ组膀胱峰压低于其余３组（Ｐ＜０．０５）；ＮＡＣ＋ＰＳ组基
线压较ＰＳ组和ＮＳ＋ＰＳ组稳定，提示 ＮＡＣ治疗组逼尿肌不稳
定程度减轻。
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表２　各组大鼠尿动力学指标比较（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 收缩间歇（ｓ） 膀胱容量（ｍＬ）
膀胱基压

（ｃｍＨ２Ｏ）

膀胱峰压

（ｃｍＨ２Ｏ）

ＮＳ组 ４１８．４３±２２．６６ ０．９２±０．０５ ６．１３±２．４８ ３５．４６±９．６１
ＰＳ组 １６１．３２±５８．１７ａ ０．３５±０．１２ａ ７．７５±２．８２ ６７．８８±２７．７０ｂ

ＮＳ＋ＰＳ组 １７５．０３±６３．９２ａ ０．３９±０．１４ａ ８．２５±２．９６ ６３．３８±２５．８８ｂ

ＮＡＣ＋ＰＳ组 ３３０．０２±６９．４９ｃ ０．７３±０．１５ｃ ６．７５±２．４９ ５１．７５±１９．８５ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＳ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＰＳ组及ＮＳ＋

ＰＳ组比较
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Ａ：ＮＳ组；Ｂ：ＰＳ组；Ｃ：ＮＳ＋ＰＳ组；Ｄ：ＮＡＣ＋ＰＳ组
图５　各组大鼠膀胱测压结果

３　讨论

　　间质性膀胱炎病因以及发病机制尚未阐明，其病
理学特征是：膀胱上皮变薄，甚至缺损；间质炎性浸润；

逼尿肌肥大细胞浸润及增生。目前有数种理论提出如

感染、自免疫紊乱、炎症、尿液有毒物质、膀胱上皮功能

紊乱、神经源性炎症［７］，但这些理论都没有很好地解

释ＢＰＳ／ＩＣ，实际上 ＢＰＳ／ＩＣ很可能是一种由多因素引
发的膀胱功能紊乱。目前以 Ｐａｒｓｏｎｓ等［８］为代表的上

皮损伤学说为多数学者接受，认为泌尿上皮葡萄糖氨

基聚糖层及黏膜损伤造成尿液渗入膀胱组织形成慢性

炎症及肥大细胞浸润，而慢性炎症和肥大细胞浸润进

一步加重泌尿上皮损伤从而形成恶性循环。由此可

见，炎症和免疫应答紊乱在其中发挥着重要的作用。

　　硫酸鱼精蛋白是一种强碱性蛋白质，其与膀胱黏
膜上皮有高度的亲和性，可以灭活泌尿上皮表面的粘

多糖层。研究表明泌尿上皮表层的阴离子粘多糖层被

硫酸鱼精蛋白中和后，泌尿上皮表现出对尿素、钙离子

和水分的高度通透性。本实验采用的大鼠间断硫酸鱼

精蛋白膀胱灌注，模拟ＩＣ泌尿上皮ＧＡＧ层损伤，形成
慢性膀胱炎［９－１０］。结果显示ＰＳ组表现出明显的黏膜
损伤及间质炎性浸润，逼尿肌肥大细胞数量有明显升

高。这些现象和以往的报道一致，说明鱼精蛋白诱导的

大鼠膀胱炎模型模拟了间质性膀胱炎的病理学特征。

　　ＮＡＣ是Ｌ型半胱氨酸及谷胱甘肽的前体，可作为

细胞巯基基团的来源，能有效地清除活性氧基团，并被

认为有抗炎作用［１１］。Ｒｙａｎ等［１２］发现 ＮＡＣ可以抑制
ＴＮＦα诱导的ＮＦκＢ激活，而ＮＦκＢ是介导炎症信号
的重要因子。Ｃｈａｎｄｅｌ等［１３］发现 ＮＡＣ也可以抑制
ＴＮＦαｍＲＮＡ的合成。以上研究表明 ＮＡＣ可以在蛋
白及基因水平抑制 ＴＮＦα的活性。在人 ＩＣ中，泌尿
上皮的损伤进一步刺激了多种炎症介质的产生，其中

ＴＮＦα和ＩＬ６就是 ２种重要的炎症信号。ＩＬ６表达
和患者膀胱炎症程度呈正相关。本研究结果显示

ＮＡＣ有效地抑制了 ＮＡＣ＋ＰＳ组大鼠膀胱 ＴＮＦα和
ＩＬ６的表达，说明ＮＡＣ发挥了其明显抗炎作用。ＮＡＣ
有效地降低ＴＮＦα和ＩＬ６的表达，也使大鼠膀胱病理
损伤和功能得到了较好的改善。病理学检测显示

ＮＡＣ治疗组膀胱黏膜损伤指数降低，证明 ＮＡＣ对大
鼠膀胱黏膜也有保护作用。ＮＡＣ＋ＰＳ组大鼠膀胱肥
大细胞数量显著降低，可能和 ＮＡＣ抑制氧化应激有
关，而氧化应激可刺激肥大细胞释放 ＴＮＦα［１４］，从另
一方面佐证了ＮＡＣ对 ＴＮＦα表达的抑制作用。本研
究中尿动力学测试显示ＮＡＣ＋ＰＳ组大鼠在排尿频率、
膀胱容量方面较ＰＳ组有较好的改善。ＮＡＣ在硫酸鱼
精蛋白诱导的大鼠膀胱炎中抗炎和改善膀胱的作用机

制可能和ＪＮＫ通路抑制有关。ＮＡＣ可以通过抗氧化
机制对抗ＪＮＫ通路的活性，而ＪＮＫ通路的下游转录因
子ＡＰ１的活性直接调控多种炎症因子的转录表
达［１５］。ＮＡＣ通过抗炎从而发挥了保护膀胱上皮功能
的作用。

　　综上，ＮＡＣ可以通过抑制ＴＮＦα和ＩＬ６的表达以
及降低肥大细胞浸润来降低膀胱炎症和改善膀胱功

能。本实验结果为 ＮＡＣ治疗间质性膀胱炎提供了新
的思路。
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Ｃ型臂Ｘ线机辅助定位下喉深部组织金属异物取出１例
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１　临床资料

　　患者，男性，４６岁，因颈部外伤后疼痛不适６ｈ以颈部外伤
就诊。患者６ｈ前和家人玩耍气弹枪时不慎被铅弹击中颈部正
中，顿感疼痛不适，说话费力，吞咽稍有困难，但无明显咳嗽、咯

血、气喘，伤后即被送往当地医院就诊。颈椎正侧位片检查提

示：颈椎骨质增生，颈５／６椎间隙平面前方可见类圆形高密度
影，考虑喉部异物。初步诊断为“颈部外伤、喉部异物”，为行手

术治疗遂转来我院。入院时查体：生命体征平稳，颈前正中可

见一直径约０．５ｃｍ类圆形弹孔（图１Ａ），少量渗血，局部未见
血肿，触痛明显，未触及明显异物。颈部正侧位 Ｘ线片可见颈
椎前方金属异物（图１Ｂ、Ｃ）；颈部ＣＴ提示颈部椎体平面前方可
见类圆形高密度影，考虑（喉部）异物（图１Ｄ）。三维成像提示
异物存留位置在右侧劈裂或杓间区。电子喉镜检查提示右侧

劈裂明显肿胀，未见血迹及黏膜破口。

　　患者逐渐出现声嘶、呼吸费力，于是急诊行气管切开，同时
在全麻下行支撑喉镜下喉部异物探查术，术中仔细检查，见喉

腔结构清晰，黏膜完整无破损，左侧声带稍有充血，右侧声带充

血明显，中前份可见息肉样新生物，黏膜轻微糜烂，右侧劈裂肿

胀明显，金属钳多次探查劈裂及杓间区，未探及异物。术后给

予肌注破伤风抗毒素及抗感染、消炎治疗。
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Ａ：患者颈前正中，可见弹孔；Ｂ、Ｃ：Ｘ线正、侧位片；Ｄ：ＣＴ表现；
↑：示金属异物

图１　喉深部金属异物损伤患者Ｘ线片与ＣＴ表现

　　１周后全麻下行喉裂开术。沿颈前甲状软骨中段作横切
口，见右侧甲状软骨板中部有一直径约１ｃｍ类圆形弹孔，沿中
线垂直破开甲状软骨板，仔细检查喉腔，未见弹道、弹孔，右侧

劈裂仍肿胀。在杓间区、右侧劈裂肿胀处用探针通过Ｃ形臂Ｘ
线机反复定位，明确异物的准确位置及深度（图２）后，在定位
的右侧劈裂处切开黏膜、黏膜下组织，切口长约１ｃｍ，用直止血
钳稍行钝性分离（深度约０．５ｃｍ）即可触及并看到球形金属异
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