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人和大鼠膀胱平滑肌细胞存在低水平的自噬
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　　［摘要］　目的　探讨人和大鼠膀胱平滑肌细胞是否存在自噬，以阐明自噬在膀胱疾病中的作用。方法 　雌性ＳＤ大
鼠８只，２～３月龄，体质量２００～２３０ｇ。人膀胱标本（ｎ＝４）来自于西南医院泌尿外科膀胱癌全切患者。ＨＥ染色观察膀胱
肌层定位。透射电镜（ＴＥＭ）用于人和大鼠膀胱平滑肌细胞自噬小体鉴定。免疫荧光双标用于人和大鼠微管相关蛋白１
轻链３（ＬＣ３）和平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）共定位。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ检测人和大鼠膀胱肌层组织ＬＣ３蛋白和ｍＲＮＡ
表达。结果 　ＴＥＭ证实人和大鼠膀胱平滑肌细胞存在自噬小体。免疫荧光双标和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实人和大鼠膀胱平滑
肌细胞存在自噬标记蛋白ＬＣ３的表达。ＲＴＰＣＲ证实人和大鼠膀胱平滑肌细胞存在自噬标记蛋白ＬＣ３ｍＲＮＡ的表达。结
论 　人和大鼠膀胱平滑肌细胞存在自噬，这种低水平自噬可能在维持膀胱平滑肌细胞自身稳态中起到重要作用。
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　　在真核生物细胞中，自噬是一个高度保守的蛋白
降解途径，通过隔离损伤以及衰老的细胞器和蛋白并

交给溶酶体溶解，从而精细地调控细胞的生理功能，扮

演细胞管家角色［１］。基础水平的自噬是维持细胞稳

态的一种重要机制［２］。当细胞面对不同应激（如饥

饿、感染、内质网应激、线粒体损伤等）时，自噬将提供

细胞多样化功能以应对外界环境的应激［１］。此时，自

噬演变为一种重要的细胞保护机制，这种保护机制提

供了细胞面对严峻环境改变时的适应能力。目前大量
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研究提示，自噬相关蛋白和通路的改变参与了机体多

种器官和组织的炎症、衰老、代谢以及感染等疾病的病

理生理过程［３－４］，在这些疾病中，自噬扮演的保护功能

受到了阻止或者降低。这提示自噬的紊乱与疾病的发

生存在较为密切的关系。膀胱平滑肌作为膀胱的重要

组成成分，其生理性的舒张和收缩在维持膀胱尿液存

储和排空中占有重要的地位。其结构和功能改变不但

影响了膀胱的正常功能，而且还是多种膀胱疾病（如

膀胱出口梗阻、糖尿病膀胱、老年膀胱等）发病机制的

重要原因［５－７］。自噬作为维持细胞稳态和细胞保护的

重要机制，其在膀胱平滑肌中是否存在以及其作用尚

少见报道。事实上，平滑肌自噬在气道、血管以及阴茎

上已被证实，并且自噬在其中发挥着重要的保护作

用［８－１０］，可见自噬在平滑肌功能的维持中占有重要的

地位。本研究主要探讨膀胱平滑肌是否存在自噬，旨

在为下一步研究其在膀胱疾病中的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验对象　　雌性 ＳＤ大鼠８只，２～３月龄，体质量
２００～２３０ｇ，购自第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验
动物中心，过量戊巴比妥麻醉处死，迅速取出膀胱并沿纵轴切

开，膀胱在解剖显微镜下迅速去除黏膜，肌层组织用于后续实

验。人膀胱标本（ｎ＝４）来自于西南医院泌尿外科膀胱癌全切
患者，在解剖显微镜下迅速去除人膀胱癌旁２ｃｍ组织黏膜，肌
层组织用于后续实验。本研究经第三军大学伦理委员会批准，

患者均签署知情同意书。

１．１．２　主要试剂　　小鼠单克隆 βａｃｔｉｎ抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司，兔多克隆微管相关蛋白ｌ轻链３Ｂ（ＬＣ３Ｂ）抗体购自Ｓｉｇｍａ
公司，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔和山羊抗鼠二抗购自北

京中杉公司，ＦＩＴＣ标记的山羊抗鼠二抗购自武汉博士德公司，
罗丹明标记驴抗兔购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＤＡＰＩ和ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ
提取液购自碧云天生物技术研究所，逆转录试剂盒购自ＴａＫａＲａ
公司，ＰＣＲ试剂盒购自康为世纪生物技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　ＨＥ染色　　人和大鼠膀胱组织经１０％福尔马林固定，
梯度酒精脱水，石蜡包埋并切片（５μｍ）用于ＨＥ染色。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人和大鼠膀胱肌层ＬＣ３蛋白表达　　
人和大鼠膀胱肌层组织各 ５０ｍｇ用于 ＬＣ３蛋白表达检测。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ具体方法和步骤同文献［１１］。抗体浓度为 βａｃｔｉｎ
（１∶１０００），ＬＣ３Ｂ（１∶６００），山羊抗兔二抗（１∶４０００），山羊抗鼠
二抗（１∶１０００）。
１．２．３　透射电镜（ＴＥＭ）观察自噬小体结构　　人和大鼠膀胱
肌条（ｎ＝４）４ｍｍ×８ｍｍ，迅速放入电镜固定液（１％多聚甲
醛，２．５％戊二醛）中固定，梯度酒精脱水，环氧化树脂包埋。随
后，各肌条被切为５０ｎｍ超薄切片并用醋酸铅铀酰柠檬酸染
色。制作好的标本在 ＰｈｉｌｉｐｓＣＭ１０（ＰｈｉｌｉｐｓＣＭ１０；Ｅｉｎｄｈｏｖｅｎ，

Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）透射电镜下观察自噬小体的结构。
１．２．４　ＬＣ３和平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）免疫荧光双标　　人
和大鼠新鲜膀胱肌条（ｎ＝４）５ｍｍ×１０ｍｍ制作冰冻切片
（５μｍ），经多聚甲醛常温下固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次。切片
经０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００打孔５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，１％ ＢＳＡ常温
下封闭２ｈ。接着αＳＭＡ（１∶１００）和ＬＣ３Ｂ（１∶３００）４℃过夜孵
育。随后，切片ＰＢＳ清洗３次，ＦＩＴＣ标记山羊抗鼠（１∶１００）和罗
丹明标记驴抗兔（１∶３００）常温下孵育２ｈ。切片ＰＢＳ清洗３次，
ＤＡＰＩ常温下孵育５ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗３次，甘油封片。制作好的标
本在莱卡激光显微镜下观察。人和大鼠新鲜标本切片用于阴性

对照研究，阴性对照为不含一抗的处理标本，其他步骤同前。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测人和大鼠膀胱肌层 ＬＣ３ｍＲＮＡ表达　　
人和大鼠膀胱肌层（ｎ＝４）组织各６０ｍｇ和１５０ｍｇ，用ＴＲＩｚｏｌ总
ＲＮＡ提取液提取总 ＲＮＡ，通过逆转录试剂盒将 ＲＮＡ逆转为
ｃＤＮＡ后，用ＰＣＲ试剂盒配置如下２０μＬ体系：１０μＬ的 ＰＣＲ
Ｍｉｘ，２μＬ的ｃＤＮＡ，上、下游引物各１μＬ，６μＬ的无 ＲＮａｓｅ水。
扩增条件：２ｍｉｎ，９４℃预变性，９４℃变性３０ｓ，大鼠 ＬＣ３、大鼠
ＧＡＤＰＨ、人ＬＣ３和人ＧＡＤＰＨ退火分别为５８、５９、５６℃和５８℃，
３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，终延伸７２℃ ５ｍｉｎ。反应结束后，取 ＬＣ３
及ＧＡＰＤＨ扩增产物各５μＬ分别与６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ１μＬ混
合，２％琼脂糖凝胶电泳鉴定。扩增引物见表１。

表１　人和大鼠ＬＣ３、ＧＡＤＰＨ扩增引物序列及长度

基因 引物序列 长度（ｂｐ）
ＬＣ３（大鼠） 上游：５′ＣＣＡＴＴＣＡＣＣＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧ３′ ３１９

下游：５′ＧＧＡＧＡＣＡＣＡＣＡＡＧＧＧＡＡＧＴＧ３′
ＬＣ３（人） 上游：５′ＧＴＡＡＡＣＧＧＧＣＴＧＴＧＴＧＡＧＡＡＡ３′ ３７４

下游：５′ＡＡＧＧＣＡＧＡＡＧＧＧＡＧＴＧＴＧＴＣＴ３′
ＧＡＰＤＨ（大鼠） 上游：５′ＴＣＣＧＣＣＣＣＴＴＣＣＧＣＴＧＡＴＧＣ３′ ４３４

下游：５′ＧＣＣＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴ３′
ＧＡＰＤＨ（人） 上游：５′ＡＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡ３′ ２３９

下游：５′ＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＡＧＧ３′

２　结果

２．１　ＨＥ染色观察
　　 ＨＥ染色可见大鼠和人膀胱黏膜完整，肌层较为厚实，固
有膜和肌层分界相对不明显。与大鼠相比，人黏膜层较为厚

实，提示在标本处理时应完整去除黏膜层（图１）。
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Ａ：大鼠膀胱；Ｂ：人膀胱

图１　ＨＥ染色显示大鼠和人膀胱形态结构
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２．２　ＴＥＭ观察人和大鼠膀胱平滑肌细胞
　　ＴＥＭ观察结果证实人和大鼠膀胱平滑肌细胞存在自噬小
体，电镜下人和大鼠膀胱平滑肌细胞自噬小体为双层膜结构，中

间包裹一些胞质货物（如衰老的细胞器等），形态较典型（图２）。
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Ａ：大鼠膀胱肌层定位；Ｂ：人膀胱肌层定位；Ｃ：大鼠平滑肌细胞自
噬小体；Ｄ：人平滑肌细胞自噬小体

图２　ＴＥＭ显示大鼠和人膀胱平滑肌细胞自噬小体

２．３　人和大鼠膀胱平滑肌ＬＣ３和αＳＭＡ免疫荧光双
标变化

　　ＬＣ３和αＳＭＡ免疫荧光双标证实（图３）人和大鼠膀胱平
滑肌细胞存在自噬标记蛋白ＬＣ３表达，自噬标记蛋白呈现为斑
点状和颗粒状，在正常的大鼠和人膀胱平滑肌细胞中ＬＣ３表达
量相对较少。
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Ａ：大鼠阴性对照；Ｂ：大鼠平滑肌细胞 ＬＣ３荧光；Ｃ：人阴性对照；
Ｄ：人平滑肌细胞ＬＣ３荧光　绿色：αＳＭＡ；红色：ＬＣ３；蓝色：ＤＡＰＩ

图３　免疫荧光双标检测人和大鼠膀胱平滑肌细胞ＬＣ３和αＳＭＡ表达

２．４　人和大鼠膀胱肌层ＬＣ３蛋白表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示人和大鼠膀胱肌层存在自噬标记蛋
白ＬＣ３的表达（图４）。正常情况下人和大鼠存在少量自噬标
记蛋白ＬＣ３的表达，其中作为存在自噬小体上的标记蛋白
ＬＣ３Ⅱ含量相对较少，提示正常情况下膀胱平滑肌细胞存在低
水平的自噬活动。
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１～４：代表４个标本
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠（Ａ）和人（Ｂ）膀胱肌层ＬＣ３蛋白的表达

２．５　人和大鼠膀胱肌层ＬＣ３ｍＲＮＡ表达
　　ＲＴＰＣＲ结果（图５）证实人和大鼠膀胱肌层存在ＬＣ３ｍＲＮＡ
的表达，从基因水平上证实人和大鼠膀胱平滑肌存在自噬。
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Ｍ：标准；１～４：代表４个标本；５：阴性对照
图５　ＲＴＰＣＲ检测大鼠（Ａ）和人（Ｂ）膀胱肌层ＬＣ３ｍＲＮＡ的表达

３　讨论

　　电镜、ＬＣ３免疫荧光以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ是可靠并被
广泛运用的自噬检测和评价的方法［１２－１３］。本研究通

过电镜观察到人和大鼠膀胱平滑肌细胞中存在自噬小

体这种典型的细胞亚结构。此外，通过免疫荧光和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实了人和大鼠膀胱平滑肌细胞上存在
自噬标记蛋白ＬＣ３表达，人和大鼠膀胱肌层ＬＣ３Ⅱ的
表达量较少，结合免疫荧光 ＬＣ３荧光斑点数目较少的
结果，我们认为正常生理情况下，人和大鼠膀胱平滑肌

细胞存在低水平的自噬。同样，运用 ＲＴＰＣＲ我们证
实了人和大鼠膀胱肌层存在 ＬＣ３ｍＲＮＡ的表达。综
合电镜、免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ结果，证实
人和大鼠膀胱平滑肌细胞存在低水平自噬，这种低水

平自噬可能在维持膀胱平滑肌细胞稳态和结构功能完

整中起着重要的作用。

　　无论是在国内，还是在国外，女性和男性下尿路症
状（ｌｏｗｅｒｕｒｉｎａｒｙｔｒａｃｔｓｙｍｐｔｏｍｓ，ＬＵＴＳ）与老年呈高度
相关性［１４－１６］。临床资料和基础实验提示老年相关的

盆底血管紊乱在ＬＵＴＳ中扮演着较为重要的角色［１６］。

在经直肠彩色超声检查中，与正常年轻人相比，老年
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ＬＵＴＳ患者膀胱血供显著减少［１７］。在盆底动脉功能障

碍和膀胱出口梗阻动物模型研究中，同样发现动物膀

胱存在供血不足的情况［１６］。这提示膀胱慢性缺血缺

氧可能是ＬＵＴＳ的一个重要发病机制。在活体和细胞
水平上，研究发现，慢性缺血缺氧将导致逼尿肌细胞线

粒体以及内质网肿胀、变形，细胞膜结构损伤等改变，

这些变化最终导致平滑肌细胞氧化应激的发生［１６］。

氧化应激发生将引起一系列下游的瀑布效应，其中包

括蛋白氧化、细胞膜破坏、细胞凋亡信号诱导等，这些

因素最终引起膀胱平滑肌细胞收缩功能损伤和细胞数

量减低以及纤维化的发生［１６］。逼尿肌作为膀胱收缩

和舒张的主要功能细胞，其结构和功能的破坏，将影响

膀胱正常的尿液存储和排空，进而导致尿急、尿频、尿

不尽等一系列ＬＵＴＳ症状产生。
　　自噬作为调控氧化应激的一种重要方式得到了广
泛的研究。研究提示当细胞线粒体遭到损伤时，损伤

的线粒体将产生较多的活性氧族（ＲＯＳ）和活性氮族
（ＲＮＳ）以及损伤其他细胞器，作为自噬激活因素
ＲＯＳ、ＲＮＳ以及损伤的细胞器将激活自噬，激活的自噬
将通过清除损伤的线粒体和细胞器以及损伤蛋白等发

挥抗氧化应激保护细胞的作用［１８－１９］。然而，事实上自

噬与老年疾病的发生存在较为密切的关系，老年时氧

化应激增加但自噬的水平却有不同程度的降低，导致

氧化应激的损伤持续从而加速老年化的进程［２０］。在

老年相关的 ＬＵＴＳ中，膀胱平滑肌细胞因缺血缺氧发
生氧化应激，导致逼尿肌细胞结构和功能的破坏，进而

导致尿急、尿频、尿不尽等 ＬＵＴＳ症状的产生。自噬作
为维持细胞稳态和调控氧化应激的重要方式，其在老

年相关的ＬＵＴＳ中如何变化？干预自噬是否能改善膀
胱功能？

　　在未来的１０～１５年里，中国作为老年化人口大
国，老年相关疾病将成为我国医疗负担的重要组成部

分。老年相关的ＬＵＴＳ也将成为泌尿科医师面临的棘
手问题，因此阐述自噬在老年相关的 ＬＵＴＳ中的作用
和地位可能对我们处理和对待ＬＵＴＳ提供新思路。
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