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二甲基亚砜通过降低炎症和氧化应激改善鱼精蛋白诱导的大鼠膀胱炎

林 斌，董兴有，赵 江，王 亮，龙 州，朱景振，丁国林，李龙坤 ( 400037 重庆，第三军医大学新桥医院泌
尿外科)

［摘要］ 目的 探讨二甲基亚砜( dimethyl sulfoxide，DMSO) 对鱼精蛋白( protamine sulfate，PS) 诱
导的大鼠间质性膀胱炎( interstitial cystitis，IC) 治疗作用。方法 SD雌性大鼠 48 只，按随机数字表法分
为正常组、PS灌注组、PS + DMSO组、盐水灌注组( NS 组) ，每组 12 只大鼠。正常组大鼠未给予任何处
理; PS 组用 0． 5 mL，30 mg /mL 的 PS 膀胱内灌注并在膀胱内保留 30 min; PS + DMSO 组使用 50%
DMSO溶解 PS，按照 0． 5 mL，30 mg /mL的 PS膀胱内灌注并在膀胱内保留 30 min; NS组用 0． 5 mL生理
盐水膀胱灌注并保留 30 min，各组大鼠每周处理 1 次，连续处理 4 周。4 周后，HE和甲苯胺蓝染色用于
病理学评分和肥大细胞计数; 尿动力学和肌条实验被用于评价大鼠膀胱功能和肌肉收缩性改变;

Western blot检测 SOD2、GSH-Px 、IL-6、IL-1B、TNF-α的表达量。结果 与 PS组相比，PS + DMSO组大
鼠膀胱病理学评分［( 3． 00 ±0． 00) vs( 0． 83 ±0． 40) ，P ＜0. 05］、肥大细胞计数［( 19． 66 ±2． 16) vs ( 6． 16 ±
1． 16) ，P ＜ 0. 05］以及炎症因子 IL-6、IL-1B 和 TNF- α 表达 ( P ＜ 0. 05 ) 显著降低，而抗氧化应激酶
( SOD2 和 GSH) 显著恢复( P ＜ 0. 05) ;在膀胱功能学上，与 PS 组相比，PS + DMSO 组大鼠膀胱排尿频率
［( 24． 83 ±3． 06) vs ( 9． 83 ± 1． 47) ，P ＜ 0. 05］显著降低，排尿间隔［( 2． 42 ± 0． 37) vs ( 6． 40 ± 0. 57 ) ，P ＜
0. 05］显著延长，肌肉收缩频率［( 6． 93 ± 0． 97) vs ( 4． 94 ± 0． 73) ，P ＜ 0. 05］显著降低。结论 DMSO 可
能通过降低炎症和氧化应激改善鱼精蛋白诱导的大鼠膀胱炎。
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Dimethyl sulfoxide alleviates protamine sulfate-induced rat cystitis by reducing
inflammation and oxidative stress
Lin Bin，Dong Xingyou，Zhao Jiang，Wang Liang，Long Zhou，Zhu Jingzhen，Ding Guolin，Li Longkun ( Department
of Urology，Xinqiao Hospital，Third Military Medical University，Chongqing，400037，China)

［Abstract］ Objective To investigate the effect of dimethyl sulfoxide ( DMSO) on the treatment of
protamine sulfate ( PS) -induced interstitial cystitis in rats． Methods Totally，48 SD rats were randomized
into a normal group，a PS perfusion group，a PS + DMSO group，and a saline perfusion group ( NS group) ，
12 rats in each group． The normal group was not given any treatment． The PS group was treated with 0． 5 mL，
30 mg /mL PS by bladder perfusion for 30 min． The PS + DMSO group was treated with 0． 5 mL，30 mg /mL
PS + DMSO ( PS dissolved in 50% DMSO) by bladder perfusion for 30 min． The NS group was treated with
0． 5 mL normal saline by bladder perfusion for 30 min． The rats were treated once in a week and the treatment
lasted for 4 weeks． After 4 weeks，HE staining and toluidine blue staining were used for pathological scoring
and mast cell counting． Urodynamics and muscle strip test were used for the evaluation of bladder function and
muscle contraction． The changes of superoxide peroxidase 2 ( SOD2 ) ，glutathione peroxidase ( GSH-Px ) ，
interleukin 6 ( IL-6 ) ，interleukin-1β ( IL-1β ) ，and tumor necrosis factor-α ( TNF-α ) were measured by
Western blotting． Ｒesults Compared with the PS group，the rat bladder pathological scores ( 3． 00 ± 0． 00 vs
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0． 83 ± 0． 40，P ＜ 0. 05 ) ，mast cell count ( 19． 66 ± 2． 16 vs 6． 16 ± 1． 16，P ＜ 0. 05 ) ，and expression of
inflammatory cytokines ( IL-6，IL-1β and TNF-α，P ＜ 0. 05) were significantly decreased in the PS + DMSO
group，and the antioxidant enzymes ( SOD2 and GSH-Px ) were significantly increased ( P ＜ 0. 05 ) ． For
bladder function，compared with the PS group，the PS + DMSO group showed lower micturition frequency
( 24. 83 ±3． 06 vs 9． 83 ±1． 47，P ＜0. 05) ，shorter intercontraction interval ( 2． 42 ±0． 37 vs 6． 40 ± 0． 57，P ＜
0. 05) ，and lower muscle contraction frequency ( 6． 93 ± 0． 97 vs 4． 94 ± 0． 73，P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion
DMSO alleviates the PS-induced rat cystitis by reducing inflammation and oxidative stress．
［Key words］ dimethyl sulfoxide; interstitial cystitis; protamine sulfate; cystitis

Supported by the National Natural Science Foundation of China ( 81170704) ． Correspondence author: Li Longkun，E-mail: lilongk@ hotmail． com

膀胱疼痛综合征 /间质膀胱炎 ( bladder pain
syndrome / interstitial cystitis，BPS /IC) 是一种病因不明
的膀胱慢性炎症性疾病，该疾病临床症状表现为尿急、
尿频、盆腔疼痛以及其他不适为特点［1］。关于 BPS /IC
的病理生理假说有: 上皮损伤，毒性物质损害，神经炎

症，自身免疫紊乱等，但上述假说也无法完全阐述
BPS /IC的具体发病机制，故对 BPS /IC 尚无特效的治
疗手段和方法［2］。目前来说膀胱内药物［二甲基亚砜
( dimethyl sulfoxide，DMSO ) ，西施泰］灌注是治疗
BPS /IC较为有效的手段和方法，但 DMSO在我国尚未
得到运用。研究表明 BPS /IC 膀胱组织有过量炎症介
质如 IL-6，TNF-a等表达［3］，这提示炎症反应参与了该
疾病的发生。DMSO 是一种无色的有机溶剂，具有较
好的渗透性，目前发现 DMOS 具有较强的干扰自由基
生成，清除已生成的自由基、降低炎症介质和细胞因
子，发挥抗炎症和氧化应激反应作用［4 － 5］。据此，本研
究采用鱼精蛋白( protamine sulfate，PS) 诱导的大鼠 IC
模型，阐述 DMSO对 IC 的治疗作用及其相关机制，以
便为临床运用提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 实验材料
1． 1． 1 主要试剂 SD雌性大鼠购自第三军医大学
大坪医院野战外科研究所实验动物中心，全蛋白提取

试剂盒购自凯基公司，Western blot凝胶试剂盒购自碧
云天生物技术公司，PS 购自美国 Sigma 公司，乌拉坦
购自美国 Sigma 公司，异戊巴比妥钠购自德国 Merck
公司，TNF-α、L-1B、SOD2、GSH 兔抗大鼠以及 β-actin
小鼠抗大鼠抗体购自美国 SantaCruz公司，IL-6 兔抗大
鼠购自于 Abcom公司，HＲP和羊抗鼠二抗购自北京中
杉公司，ECL化学发光显色液购自美国 Thermo公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 动物模型建立 SD雌性大鼠 48 只，体质量
220 ～ 250 g，按随机数字表法分为正常组、鱼精蛋白灌
注组( PS组) 、DMSO 灌注组( PS + DMSO 组) 、盐水灌
注组( NS组) ，每组 12 只大鼠。正常组大鼠未给予任

何处理; PS 组用使用生理盐水溶解 PS 按照0． 5 mL，
30 mg /mL的 PS膀胱内灌注并在膀胱内保留 30 min;
PS + DMSO组使用 50% DMSO 溶解 PS 按照 0． 5 mL，
30 mg /mL的 PS膀胱内灌注并在膀胱内保留 30 min ;
NS组用 0． 5 mL生理盐水膀胱灌注并保留 30 min，各
组大鼠每周处理 1 次，连续处理4 周。各组大鼠用 5%
异戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后硬膜外导管经大鼠尿道

膀胱灌注。4 周后其中 6 只大鼠膀胱组织被收集并称
取湿质量，计算膀胱湿质量与大鼠体质量之比 ( 膀胱
mg /大鼠体质量 g) ，随后将膀胱标本分为若干份用于
后续实验;另外 6 只大鼠被用于尿动力学研究。
1． 2． 2 HE 和甲苯胺蓝染色 将收集的大鼠膀胱
( n = 6) 标本组织置于 10%福尔马林液中固定，在梯度
酒精脱水后石蜡包埋并切片 ( 5 μm) 用于 HE 和甲苯
胺蓝染色。对于 HE 染色切片，在光镜下随机选取
5 个视野，观察炎症及黏膜损伤指数并进行炎症评分，
评分标准参照文献［6］，甲苯胺蓝染色用于肥大细胞
计数研究，计数标准为在 200 倍光镜下随机选取 5 个
视野，统计视野中肥大细胞数目。病理学检测和评价
由对本实验不了解的病理医师完成。
1． 2． 3 Western blot检测 取各组部分大鼠膀胱组

织 40 mg，全蛋白提取试剂盒提取膀胱组织总蛋白。
Western blot 检测 SOD2、GSH-Px、IL-6、IL-1B、TNF-α
表达量，具体方法参见文献［7］。抗体浓度为 SOD2
( 1∶ 1 000) ，GSH ( 1 ∶ 1 000 ) ，IL-6 ( 1 ∶ 600 ) ，IL-β1
( 1∶ 800) 、TNF-α( 1 ∶ 1 000 ) ，β-actin ( 1 ∶ 1 000 ) ，LC3B
( 1 ∶ 600 ) ，山羊抗鼠二抗 ( 1 ∶ 3 000 ) ，山羊抗兔二抗
( 1∶ 4 000) 。
1． 2． 4 大鼠尿动力学检测 大鼠尿动力学检测采

用文献［8 － 9］报道的方法。1． 2 g /kg 乌拉坦皮下注
射，麻醉大鼠后硬膜外将导管置入大鼠膀胱，连接好多

道生理信号采集处理系统，向大鼠膀胱内以速度为
8 mL /h 灌注生理盐水并记录大鼠膀胱基线压( BP) 、
最大膀胱收缩压 ( MP) 、收缩间歇 ( ICI ) 、排尿频率
( MF) 、膀胱容量( BC) 。
1． 2． 5 大鼠肌条实验研究 新鲜的膀胱组织修剪
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为 6 mm ×2 mm ×2 mm大小的肌条，将肌条悬挂于装
有 Kreb’s营养液的 37℃恒温水浴槽中，下端固定于
槽底，上段连接张力传感器，并将传感器连接到多通道

信号采集器上，Kreb’s液中通 95% O2和 5% CO2混合

气体。孵育 10 min后给予肌条 0． 75 g初始张力，记录
肌条收缩的幅度和频率。
1． 3 统计学处理
实验数据处理采用 SPSS 16． 0 统计软件，数据以

珋x ± s表示，多组间差异使用单因素方差分析或非参数
检验。

2 结果

2． 1 各组大鼠膀胱湿质量和膀胱湿质量 /体质量比值
变化

如表 1 所示: 与正常组相比，PS 组和 NS 组膀胱
湿质量和膀胱湿质量 /体质量比值显著增加 ( P ＜
0. 05) ，其中 PS 组较为严重; 然而 PS + DMSO 组膀胱
湿质量( P ＜ 0. 05 ) 和膀胱湿质量 /体质量比值得到显
著改善( P ＞ 0． 05) 。
2． 2 组织学改变情况

HE染色( 图 1) 结果显示 PS 组和 NS 组都表现出
上皮损伤，炎细胞浸润，黏膜及固有层明显水肿，炎症

评分显著增加( 表 1，P ＜ 0. 05) ，其中 PS灌注组更为严
重;而 PS + DMSO 治疗组表现为上皮组织有较好的完
整性，炎细胞浸润和组织水肿明显减轻。甲苯胺蓝染
色( 图 2) 结果显示 PS组和 NS组都表现固有膜和肌层
大量肥大细胞浸润数目显著增加( 表 1，P ＜ 0. 05 ) ，其
中 PS灌注组更为严重，而 PS + DMSO 治疗组表现为
肥大细胞浸润显著减少，上述结果提示 DMSO 有较好
的保护作用。

表 1 各组大鼠膀胱湿质量改变以及病理学检测指标
( n = 6，珋x ± s)

组别
膀胱湿质
量( mg)

膀胱湿质量 /
体质量比值
( mg/g)

炎症评分
(分)

肥大细胞
计数(个)

正常组 85． 33 ±5． 85 0． 37 ±0． 03 0． 17 ±0． 41 1． 83 ±0． 75
NS组 149． 33 ±10． 78a 0． 69 ±0． 06a 1． 83 ±0． 41ab 11． 33 ±1． 21ab

PS组 217． 17 ±12． 99a 1． 05 ±0． 07ab 3． 00 ±0． 00a 19． 66 ±2． 16a

PS +DMSO组 127． 50 ±12． 27ab 0． 57 ±0． 05b 0． 83 ±0． 40abc 6． 16 ±1． 16abc

a: P ＜ 0． 05，与正常组比较; b: P ＜ 0． 05，与 PS组比较;
c: P ＜ 0． 05，与 NS组比较

2． 3 Western blot检测 SOD2、GSH-Px、IL-6、IL-β1 和
TNF-α蛋白表达量变化
Western blot 检测结果( 图 3) 显示 PS 组和 NS 组

IL-6、IL-β1 和 TNF-α 三种炎症因子表达明显增强，而
SOD2 和 GSH两种抗氧化应激的物达明显减少，其中
PS组这种变化趋势较为显著。与 PS 灌注组和盐水灌

注组相比，PS + DMSO灌注组表现出 IL-6、IL-β1、TNF-
α三种炎症因子表达明显降低，SOD2 和 GSH 两种抗
氧化应激物达上升，这提示 DMS0 通过减低炎症和抗
氧化应激发挥保护作用。

BA

DC

A:正常组; B: NS组; C: PS组; D: PS + DMSO灌注组
图 1 各组大鼠膀胱组织病理学变化 ( HE ×200)
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A:正常组; B: NS 组; C: PS 组; D: PS + DMSO 灌注组; ↑:
示肥大细胞

图 2 各组大鼠膀胱组织甲苯胺蓝染色计数肥大细胞 ( ×200)
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图 3 Western blot检测各组大鼠膀胱 SOD2、GSH-Px 、
IL-6、IL-β1 和 TNF-α的表达
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表 2 各组大鼠尿动力学指标改变情况 ( n = 6，珋x ± s)

组别 BP ( cmH2O) MP ( cmH2O) MF ( Nu /h) ICI ( min /s) BC

正常组 10． 83 ± 2． 31 57． 83 ± 4． 62 7． 33 ± 1． 03 7． 93 ± 0． 70 1． 10 ± 0． 13
NS组 13． 17 ± 1． 72 53． 33 ± 2． 80 14． 83 ± 2． 31ab 4． 67 ± 0． 48ab 0． 55 ± 0． 08ab

PS组 15． 33 ± 1． 96a 56． 66 ± 5． 57 23． 83 ± 2． 14a 2． 42 ± 0． 37a 0． 35 ± 0． 04a

PS + DMSO组 12． 17 ± 1． 94 57． 00 ± 4． 24 9． 67 ± 0． 87bc 6． 40 ± 0． 57abc 0． 85 ± 0． 09abc

a: P ＜ 0. 05，与正常组比较; b: P ＜ 0. 05，与 PS组比较; c: P ＜ 0. 05，与 NS组比较

2． 4 尿动力学检测结果
尿动力学研究( 图 4，表 2) 显示 PS 组和 NS 组都

表现出大鼠膀胱容量降低、收缩间歇缩短、排尿频率加
快，但 PS 组这种变化趋势更为显著 ( P ＜ 0. 05 ) 。与
PS灌注组和盐水灌注组相比，PS + DMSO 灌注组表现
出大鼠膀胱功能得到改善、收缩间歇增加、排尿频率明
显减低( P ＜ 0. 05 ) ，这提示 DMS0 能显著改善大鼠膀
胱功能。
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A:正常组; B: NS组; C: PS组; D: PS + DMSO组
图 4 各组大鼠膀胱测压结果

2． 5 肌条检测结果
肌条研究结果( 图 5，表 3) 显示 PS 组和 NS 组肌

肉收缩紊乱，肌肉收缩不稳定和频繁，其中 PS 组这种
变化趋势更为显著 ( P ＜ 0. 05 ) 。与 PS 组和 NS 组相
比，PS + DMSO灌注组表现出肌肉收缩较为稳定，肌肉
收缩频率显著( P ＜ 0. 05 ) 恢复，这提示 DMS0 能显著
改善大鼠膀胱收缩功能。

表 3 各组大鼠肌肉收缩频率和幅度改变情况 ( n = 6，珋x ± s)

组别 收缩幅度( g) 收缩频率( 次 /min)

正常组 46． 03 ± 4． 14 4． 94 ± 0． 82

NS组 42． 14 ± 3． 20ab 5． 57 ± 0． 57ab

PS组 39． 07 ± 2． 43ab 6． 93 ± 0． 97ab

PS + DMSO组 45． 85 ± 2． 19bc 4． 94 ± 0． 73bc

a: P ＜ 0. 05，与正常组比较; b: P ＜ 0. 05，与 PS 组比较;
c: P ＜ 0. 05，与 NS组比较
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A:正常组; B: NS组; C: PS组; D: PS + DMSO组
图 5 各组大鼠肌肉收缩频率和幅度变化

3 讨论

BPS /IC的发病机制目前尚未阐明，目前认为肥大
细胞激活和膀胱黏膜上皮损伤是其主要发病机制。肥
大细胞激活和膀胱黏膜上皮损伤理论认为: 膀胱泌尿

道上皮损伤后，尿液中毒性物质渗入膀胱组织，导致膀

胱局部微环境改变，进而引起浆细胞、肥大细胞等炎症
细胞浸润，浸润的肥大细胞在局部炎症的诱导下激活

并释放血管活性物质和促炎因子，最终加重了膀胱局

部炎症和上皮损伤［10 － 11］。PS是一种亲水性强碱性蛋
白质，该物质对泌尿道黏膜上皮具有高度的亲和性，其

同泌尿道黏膜上皮接触后，可导致上皮细胞损伤、脱落
以及溃疡的形成，据此该物质被用于 IC /PBS 动物模
型的制作和研究。本研究使用 PS 膀胱灌注构建模拟
IC /PBS动物模型，研究的结果发现 PS 灌注后大鼠膀
胱表现出明显的黏膜损伤以及肥大细胞等炎性细胞浸

润，在病理学上同 IC /PBS 的病理表现相似，这提示动
物模型建立成功。
间质性膀胱炎患者膀胱组织以及尿液中有过量炎

症介质 IL-6 和 TNF-α等表达，其中 IL-6 水平的含量同
IC /PBS的这些严重程度成正比，这些研究提示着炎症
在 IC /PBS发病中不可替代的作用［3，12］。目前研究认
为氧化应激反应是炎症复合体和炎症瀑布反应的激动

剂［13］。细胞和组织的氧化应激反应的发生最终激活
和启动炎症反应导致组织损伤和炎症性疼痛持续性发

生，据此降低氧化应激和炎症反应是改善组织损伤和
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疼痛的重要方式之一。
DMSO是一种较强的有机溶剂，具有较好的渗透

性，研究提示 DMSO 具有较强的干扰自由基生成，清
除已生成的自由基、降低炎症介质和细胞因子，发挥抗
炎症和氧化应激反应作用［4 － 5］。尽管 DMSO 治疗 IC /
PBS的临床试验数据有限，但 1960 年 FDA 仍然批准
使用 50% DMSO用于 IC /PBS 膀胱灌注治疗，然而至
今为止，DMSO 的确切机制尚未完全阐明，目前推测
DMSO在 IC /PBS治疗中具有镇痛、抗炎、抑菌、阻止疼
痛物质释放以及肌肉松弛等特性［14］。我们使用
DMSO膀胱灌注 PS诱导的 IC /PBS大鼠发现，与 PS组
和盐水组相比，DMSO 灌注后大鼠膀胱大体形态上表
现为膀胱湿质量和膀胱湿质量 /体质量比值得到显著
改善;组织学表现为上皮组织有较好的完整性，组织水

肿明显减轻，固有膜和肌层肥大细胞浸润数目显著减

少;在功能学上表现为膀胱组织 IL-6、IL-β1 和 TNF-α
三种炎症因子表达明显降低，而 SOD2 和 GSH 两种抗
氧化应激物达明显升高;大鼠肌肉收缩频率显著恢复，

膀胱收缩间歇期增加、排尿频率明显减低，膀胱收缩功
能显著改善。我们部分研究结果在其他学者的动物实
验研究中同样也得到了证实［16 － 17］。但是我们发现
DMSO灌注后能显著的改善膀胱氧化应激反应和膀胱
功能，并能显著降低肥大细胞在膀胱中的浸润和激活，

该研究结果的发生可能是 DMSO 通过阻断氧化应激
反应，降低炎症介质 IL-6、IL-β1 和 TNF-α 的产生，减
少肥大细胞趋化物质( IL-6、IL-β1 和 TNF-α) 对肥大细
胞的趋化和激活作用，最终发挥调控炎症和免疫反应

阻断膀胱组织结构和功能的破坏。
总之，我们认为 DMSO 通过发挥其抗氧化应激反

应、降低炎症物质产生，最终改善膀胱黏膜上皮损伤、
膀胱收缩功能以及减轻炎症性疼痛，发挥保护膀胱的

作用，本实验结果为 DMSO 治疗间质性膀胱炎提供了
新的观点和思路。
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