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　　［摘要］　目的　探讨内质网应激在大鼠间质性膀胱炎发病过程中的作用，以及４ＰＢＡ的治疗价
值。方法　４５只雌性ＳＤ大鼠按随机数字表法分为３组：对照（Ｃ）组、炎症（ＩＣ）组和炎症＋４ＰＢＡ（ＩＣ＋
４ＰＢＡ）组，每组１５只。Ｃ组用生理盐水处理；ＩＣ组用鱼精蛋白联合 ＬＰＳ诱导；ＩＣ＋４ＰＢＡ组由炎症模
型建立时予以内质网应激抑制剂４ＰＢＡ处理。５ｄ后应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别测定内质网应激标记物
（ＧＲＰ７８）、自噬流标记物（Ｐ６２）、自噬标记物（ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ１）的表达量；免疫荧光检测膀胱 ＬＣ３Ａ／Ｂ
的表达；ＨＥ染色检测膀胱组织病理学变化；尿动力学检测膀胱功能改变。结果　ＩＣ组 ＧＲＰ７８、Ｐ６２、
ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ１表达显著高于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）；４ＰＢＡ＋ＩＣ组 ＧＲＰ７８、Ｐ６２、ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ１表达显著
低于ＩＣ组；免疫荧光结果显示ＩＣ＋４ＰＢＡ组 ＬＣ３Ａ／Ｂ表达显著低于 ＩＣ组且高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＥ
染色结果显示ＩＣ＋４ＰＢＡ组膀胱上皮组织完整性，炎细胞浸润和组织水肿程度都较 ＩＣ组明显改善；在
膀胱功能学上，ＩＣ＋４ＰＢＡ组大鼠较 ＩＣ组排尿频率显著降低，排尿间隔显著延长。结论　在鱼精蛋白
联合ＬＰＳ诱导的大鼠间质性膀胱炎模型中，使用４ＰＢＡ抑制膀胱内质网应激恢复自噬流有可能降低膀
胱兴奋性，改善膀胱功能。
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　　间质性膀胱炎（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｙｓｔｉｔｉｓ，ＩＣ）是一种原因
未明的以尿急、尿频、膀胱充盈后耻骨上区或盆腔疼

痛，排尿后减轻为表现的临床综合征［１］，又称膀胱疼

痛综合征，严重影响患者生活与心理。其病因复杂，目

前尚无特效的治疗方式。研究证实自噬在间质性膀胱

炎的发病中起重要作用，且自噬功能可能受到一定程度

的抑制［２］。目前其原因并未阐明，内质网应激抑制自噬

流是多种疾病发病的重要因素［３－４］，故探索在间质性膀

胱炎中自噬功能受阻是否与内质网应激有关对其发病

机制的补充及提供新的临床诊治方案有着重要意义。

　　细胞自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是一种降解细胞内的长寿
蛋白质和受损的细胞器维持细胞内平衡的代谢过

程［５］，细胞自噬的形成过程包括双侧膜结构包裹部分

细胞质和细胞内需降解的细胞器、蛋白质等形成自噬

小体（ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ），然后与溶酶体融合形成自噬溶
酶体（ａｕｔｏｐｈａｇｏｌｙｓｏｓｏｍｅ），降解其所包裹的内容物，产
生氨基酸、游离的脂肪酸等物质又被细胞重新利用。

这种包裹废物形成自噬小体然后与溶酶体结合最终降

解废物的过程也被称为自噬流（ａｕｔｏｐｈａｇｙｆｌｕｘ）。Ｐ６２
是一个多功能蛋白，可与泛素化错误折叠蛋白结合，依

赖与ＬＣ３／ＧＡＢＡＲＡＰ家族蛋白经自噬途径降解，因此抑
制自噬流将导致Ｐ６２水平增高。本课题组前期研究结
果表明在间质性膀胱炎中存在低水平表达的自噬［６］，且

增强自噬后膀胱炎症减轻且排尿功能得到一定程度恢

复［２］。但增强自噬后虽然自噬小体的数量有所增加，却

不能彻底包裹、清除细胞内损害的细胞器，提示其自噬

流可能受到一定程度阻碍，即自噬功能受到抑制。

　　在动脉粥样硬化［３］及酒精性肝炎［４］等疾病中，内

质网应激阻碍自噬流是其重要的发病机制。内质网

（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）应激是真核细胞的一种保
护性应激反应，但长期、严重的内质网应激则会诱导细

胞凋亡或死亡。近来研究发现，内质网应激在机体的

炎症反应中发挥重要作用，参与多种炎症性疾病的发

生、发展。内质网应激下游通路 ＩＲＥ１可通过 ＩＲＥ１凋
亡信号调节激酶１（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｋｉｎａｓｅ１，
ＡＳＫ１）ｃＪｕｎＮ端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）
通路介导凋亡。ＩＲＥ１活化后能够募集肿瘤坏死因子

受体相关因子 ２（ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，
ＴＲＡＦ２），并与之形成复合体，然后激活 ＡＳＫ１，激活
ＪＮＫ［７］。Ｄｕｇａｎ等［８］研究发现在间质性膀胱炎大鼠模

型中活化的ＪＮＫ通路会影响膀胱功能，阻断ＪＮＫ通路
后膀胱排尿功能恢复。故而内质网应激过度激活可能

是间质性膀胱炎发病的重要环节，且可能与自噬流受到

抑制有关。４苯基丁酸钠（４ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，４ＰＢＡ）
是一种小分子量的脂肪酸［９］。已被批准使用治疗小

儿遗传性尿素代谢障碍、镰刀形细胞贫血和地中海贫

血的一种临床用药，可以作为一种分子伴侣逆转蛋白

质分子的错误移位或错误聚集，帮助其建立正常的空

间结构，从而减轻内质网的负担、抑制内质网应激信号

感应。Ｓａｗａｄａ等［１０］在膀胱出口梗阻诱发凋亡的研究

中发现４ＰＢＡ对假手术组膀胱组织无明显影响。故
本研究拟通过４ＰＢＡ抑制内质网应激观察自噬流的
变化以及对膀胱兴奋性的影响，进而探讨４ＰＢＡ对间
质性膀胱炎可能的治疗作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　主要试剂　　全蛋白提取试剂盒及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ凝胶试剂盒购自碧云天生物技术公司，鱼精蛋白
及ＬＰＳ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，乌拉坦及水合氯醛购自
美国Ｓｉｇｍａ公司，ＧＲＰ７８兔抗大鼠购自 Ａｂｃａｍ公司，
ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ１兔抗大鼠购自 ＣＳＴ公司，ＧＡＰＤＨ
购自碧云天生物技术公司，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雌性成年大鼠４５只购
自第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中

心，体质量２２０～２５０ｇ，按随机数字表法［１１］分为：对照组

（Ｃ组）、炎症组（ＩＣ组）和炎症 ＋４ＰＢＡ组（ＩＣ＋４ＰＢＡ
组），每组１５只。Ｃ组大鼠给予生理盐水持续灌注膀胱
处理。ＩＣ组用１０ｍｇ／ｍＬ鱼精蛋白灌注大鼠膀胱３０ｍｉｎ，
然后用生理盐水冲洗膀胱３次，再用２ｍｇ／ｍＬＬＰＳ灌注
大鼠膀胱 ４５ｍｉｎ，最后用生理盐水冲洗 ３次。ＩＣ＋

１７２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１１）



４ＰＢＡ组在建立大鼠炎症模型时给予５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）
的４ＰＢＡ灌胃处理５ｄ。５ｄ后每组５只大鼠用于尿
动力检测，其余用于分子生物学及形态学相关检测。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　首先预实验取 Ｃ组、ＩＣ
组各５只大鼠膀胱组织，应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃ组与
ＩＣ组ＧＲＰ７８、ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ１表达量；确定在间
质性膀胱炎中自噬流是否受阻及是否存在高水平的内

质网应激后，Ｃ组、ＩＣ组、ＩＣ＋４ＰＢＡ组各取５只大鼠，
处死后取出部分大鼠膀胱组织，全蛋白提取试剂盒提

取膀胱组织总蛋白，其余膀胱组织速冻于 －８０℃冰
箱。应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃ组、ＩＣ组及 ＩＣ＋４ＰＢＡ
组ＧＲＰ７８、ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ１表达量。具体方法参
见文献［１２］报道的方法。抗体浓度为ＧＲＰ７８（１∶１０００），
ＬＣ３Ａ／Ｂ（１∶１０００），Ｐ６２（１∶１０００），Ｂｅｃｌｉｎ１（１∶１０００），
ＧＡＰＤＨ（１∶１０００），山羊抗鼠二抗（１∶５０００），山羊抗
兔二抗（１∶４０００）。
１．２．３　ＨＥ染色　　将每组５只大鼠处死后取出膀
胱，取１／２置于１０％多聚甲醛液中固定，在梯度酒精
脱水后石蜡包埋并切片（５μｍ）用于 ＨＥ染色，另外
１／２膀胱组织速冻于－８０℃冰箱，用于制作冰冻切片。
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

［１３－１４］，以盲法行病理学检测和评价。
１．２．４　免疫荧光染色　　取每组５只大鼠膀胱组织
制作冰冻切片（５μｍ），经多聚甲醛常温下固定１５ｍｉｎ，
去离子水洗１０ｍｉｎ，然后用 ＰＢＳ清洗１０ｍｉｎ。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ＬＣ３Ａ／Ｂ（１∶３００）４℃过夜
孵育。随后，切片 ＰＢＳ清洗３次，荧光二抗山羊抗小
鼠（１∶１００）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。

１．２．５　大鼠尿动力学检测　　采用文献［１５－１６］报
道的方法。每组５只大鼠用１．２ｇ／ｋｇ乌拉坦腹腔内
注射麻醉，然后经尿道将导管置入大鼠膀胱，连接好多

道生理信号采集处理系统，以速度为１０ｍＬ／ｈ向大鼠
膀胱内灌注生理盐水并记录大鼠膀胱收缩间歇（ＩＣＩ）
及排尿频率（ＭＦ）。
１．３　统计学处理
　　实验数据处理采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行单因
素方差分析，两组间差异比较应用独立样本 ｔ检验。
检验水准α＝００５。

２　结果

２．１　大鼠膀胱ＧＲＰ７８、ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ１表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果（图１）显示 ＩＣ组内质网应

激标记物ＧＲＰ７８及自噬流标记物 Ｐ６２水平明显高于
Ｃ组，ＩＣ组自噬标记物ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ１也明显高于Ｃ
组（Ｐ＜０．０５）。图２显示ＩＣ＋４ＰＢＡ组内质网应激标
记物ＧＲＰ７８、自噬流标记物Ｐ６２、自噬标记物ＬＣ３Ａ／Ｂ、
Ｂｅｃｌｉｎ１明显低于ＩＣ组（Ｐ＜０．０５）。
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图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃ组、ＩＣ组ＧＲＰ７８、Ｐ６２、ＬＣ３Ａ／Ｂ和

Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃ组
比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣ组比较
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＧＲＰ７８、Ｐ６２、ＬＣ３Ａ／Ｂ和

Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
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图３　免疫荧光观察Ｃ组、ＩＣ组和ＩＣ＋４ＰＢＡ组ＬＣ３Ａ／Ｂ的表达
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Ａ：Ｃ组；Ｂ：ＩＣ组；Ｃ：ＩＣ＋４ＰＢＡ组
图４　ＨＥ染色观察各组大鼠膀胱组织病理学变化

２．２　大鼠膀胱ＬＣ３Ａ／Ｂ免疫荧光变化
　　自噬相关标记物 ＬＣ３Ａ／Ｂ免疫荧光检测结果见
图３。ＩＣ＋４ＰＢＡ组带荧光的细胞数占全视野细胞数
百分比（５．８％±１．４％）明显低于ＩＣ组（１２．１％±１６％），
高于Ｃ组（１．２％±０．４％），差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５）。
２．３　ＨＥ染色观察
　　ＨＥ染色结果（图４）显示，ＩＣ组表现出明显的上
皮损伤，炎细胞浸润，黏膜及固有层明显水肿，而 ＩＣ＋
４ＰＢＡ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；膀胱组织学评分 ＩＣ＋４ＰＢＡ
组（２．６±０．５）显著低于 ＩＣ组（４．２±０．４），高于 Ｃ组
（１．４±０．５），差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２．４　尿动力学检测结果
　　尿动力学研究结果（图５）显示，ＩＣ组较 Ｃ组表现
出大鼠膀胱收缩间歇缩短、排尿频率加快。而 ＩＣ＋４
ＰＢＡ组收缩间歇较 ＩＣ组明显增加、排尿频率较 ＩＣ组
明显减低。
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Ａ：Ｃ组；Ｂ：ＩＣ组；Ｃ：ＩＣ＋４ＰＢＡ组

图５　各组大鼠膀胱测压结果

３　讨论

　　本研究首先通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现ＩＣ组内质
网应激标记物ＧＲＰ７８表达明显高于Ｃ组，证实在间质
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性膀胱炎中存在很高的内质网应激水平；自噬标记物

ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ１表达 ＩＣ组也明显高于 Ｃ组，表明在
间质性膀胱炎中自噬水平升高，与课题组前期研究结

果相符［３］；自噬流标记物 Ｐ６２表达升高表明在间质性
膀胱炎中自噬流受到阻滞，进一步解释了课题组前期

研究发现自噬无法彻底吞噬胞内废物现象，即自噬清

除废物功能降低。为进一步证实间质性膀胱炎中自噬

流受到阻滞是否与过度增强的内质网应激有关，我们

通过内质网应激抑制剂４ＰＢＡ［９］处理ＩＣ组，结果显示
抑制间质性膀胱炎内质网应激后 Ｐ６２水平明显降低，
自噬流得到一定程度恢复，故在间质性膀胱炎中自噬

流受到阻滞可能与过度增强的内质网应激有关。

　　李龙坤等［１５］在胰岛素抵抗实验研究中发现应用

衣霉素增强脂肪细胞内质网应激后可诱发自噬反应，

但胰岛素抵抗加强，进一步研究证实虽然其自噬水平

升高但其功能受到抑制，由此可推测内质网应激虽可

诱导自噬水平升高但对自噬功能产生抑制作用。本实

验通过 ４ＰＢＡ抑制内网应激后 ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ１及
Ｐ６２蛋白表达较ＩＣ组明显降低，表明虽然自噬水平降
低，但其自噬功能得到加强。本研究进一步应用免疫

荧光技术检测ＬＣ３Ａ／Ｂ表达水平，结果显示ＩＣ＋４ＰＢＡ
组明显低于ＩＣ组但高于 Ｃ组。作为可靠并被广泛运
用的自噬检测和评价指标［１７］，ＩＣ组 ＬＣ３Ａ／Ｂ升高，提
示自噬反应得到加强，并可能由过度激活的内质网应

激导致。抑制内质网应激后自噬功能得到恢复，但自

噬水平也随即降低，一方面可能与内质网应激受到抑

制从而对自噬的诱导减弱有关；另一方面可能因抑制

内质网应激后自噬功能得到增强，从而对过度堆积的

废物进行有效清理，膀胱内环境得到改善，最终细胞自

噬水平出现反应性降低。

　　进一步观察膀胱组织学变化结果发现ＩＣ经４ＰＢＡ
处理后的大鼠膀胱组织有较好的上皮组织完整性，炎

细胞浸润和组织水肿程度也较ＩＣ组明显减轻；尿动力
学检测结果发现ＩＣ＋４ＰＢＡ组膀胱收缩间歇较 ＩＣ组
延长、排尿频率较ＩＣ组降低。以上研究结果提示在间
质性膀胱炎中通过４ＰＢＡ抑制内质网应激后膀胱组
织结构及排尿功能得到明显改善。本课题组前期研究

结果表明应用雷帕霉素增强自噬后 ＩＣ的膀胱组织结
构及排尿功能也能得到一定程度的改善，可能与自噬

流得到一定程度恢复有关，但电镜结果显示增强自噬

后自噬小体虽不断增多，其清除胞内废物能力却仍然

有限［２］，本研究结果证实与内质网应激阻滞自噬流影

响自噬功能有关。故在 ＩＣ中抑制内质网应激后自噬
流得到很大程度恢复，对膀胱组织细胞中废物清理作

用加强，维持膀胱内环境稳态，从而对疾病的控制起重

要作用，膀胱组织结构及排尿功能得到明显改善。本

研究结果显示，自噬标记物 ＬＣ３Ａ／Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ１在 ＩＣ组
中升高，在其他学者的研究中得到了证实［２，６］，但我们

通过检测内质网应激标记物 ＧＲＰ７８及自噬流标记物
Ｐ６２发现在间质性膀胱炎中存在高水平的内质网应激
且自噬流受到阻滞，利用 ４ＰＢＡ抑制内质网应激后
Ｐ６２水平降低，在间质性膀胱炎中为自噬流受阻找到了
科学根据，并证实可能与内质网应激有关。但本实验未

对内质网应激在间质性膀胱炎中调控自噬流的具体作

用通路做进一步研究，将成为我们下一步的研究重点。

　　大量研究证明内质网应激通过 ＩＲＥ１信号通路影
响自噬流，在胰岛素抵抗实验［１８］及亨廷顿病［１９］研究

发现内质网应激主要通过活化 ＩＲＥ１信号通路干预自
噬流。研究证明 ＩＲＥ１干预自噬流主要通过以下途
径：①内质网应激通过 Ｒａｂ７阻止自噬小体与溶酶体
融合［２０］。②内质网应激通过ＩＲＥ１通路抑制溶酶体内
吞作用从而抑制溶酶体功能来抑制自噬流［２１］。③由
于自噬小体双膜结构来源于内质网／高尔基体学说，
ＩＲＥ１又调节内质网／高尔基体的产生，从而内质网应
激ＩＥＲ１通路调控自噬小体双膜结构的形成［２２］。故在

间质性膀胱炎内质网应激可能通过 ＩＲＥ１信号阻碍自
噬流对膀胱功能产生影响。

　　综上所述，我们认为在间质性膀胱炎中４ＰＢＡ通
过抑制内质网应激改善自噬功能，使自噬清除废物能

力增强，最终降低间质性膀胱炎膀胱兴奋性，改善膀胱

功能，为间质性膀胱炎的发病机制及其治疗提出了新

的观点和补充。
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