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外源性干细胞因子对逼尿肌活动低下大鼠Ｃａｊａｌ间质细胞数及逼尿肌收缩力的影响
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　　［摘要］　目的　探讨干细胞因子（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，ＳＣＦ）对活动低下逼尿肌中 Ｃａｊａｌ间质细胞
（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣｓ）数及逼尿肌收缩力的影响。方法　将ＳＤ大鼠分为３组：对照组、逼尿肌活
动低下（ｄｅｔｒｕｓｏｒｕｎｄｅｒａｃｔｉｖｅ，ＤＵ）组以及ＤＵ＋ＳＣＦ组。采用ＥＬＩＳＡ检测血清ＳＣＦ水平，免疫荧光组织化学
法检测ＩＣＣｓ细胞数目，ＲＴＰＣＲ以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃｋｉｔ以及ＳＣＦ的组织水平表达；体外肌条实验检测
逼尿肌收缩能力。结果　活动低下逼尿肌组织中ＩＣＣｓ数显著减少（Ｐ＜０．０５），ＳＣＦ及ｃｋｉｔ表达显著降低
（Ｐ＜０．０５），逼尿肌收缩频率及收缩幅度显著下降（Ｐ＜０．０５）；外源性ＳＣＦ可以显著增加活动低下逼尿肌
组织中ＩＣＣｓ数（Ｐ＜０．０５），增加 ＳＣＦ及 ｃｋｉｔ的表达（Ｐ＜０．０５），显著提升逼尿肌收缩幅度和收缩频率
（Ｐ＜０．０５）。结论　外源性ＳＣＦ可以影响活动低下逼尿肌组织中ＩＣＣｓ数，进而改变逼尿肌收缩能力。
　　［关键词］　 膀胱功能障碍；逼尿肌活动低下；干细胞因子；间质细胞；膀胱出口梗阻
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　　逼尿肌活动低下（ｄｅｔｒｕｓｏｒｕｎｄｅｒａｃｔｉｖｅ，ＤＵ）是临床
常见的膀胱功能障碍性疾病，严重影响患者的生活质

量，病理生理机制不清楚［１］。Ｃａｊａｌ间质细胞（ｉｎｔｅｒｓｔｉ
ｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣｓ）是一种首先发现于胃肠道的特
殊间质细胞。ＩＣＣｓ细胞的增殖分化及其功能维持与
其表面的ｃｋｉｔ受体激活密切相关，ｃｋｉｔ受体激活依赖
于其配体干细胞因子（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，ＳＣＦ）［２］。因此，
ＳＣＦ对于ＩＣＣｓ的增殖分化及其功能维持具有重要作
用［３－４］。研究表明，ＩＣＣｓ在胃肠道具有起搏作用［５］，

且其表达改变可以导致ＩＣＣｓ数改变，进而导致胃肠道
动力功能紊乱［６］。在泌尿道，ＩＣＣｓ已经被证实存在于
肾盂、输尿管组织中并发挥起搏作用［７－８］。目前，ＩＣＣｓ
在膀胱中的存在也已被证实［９－１０］，其与膀胱功能障碍

性疾病的关系研究正逐渐成为研究的热点。膀胱过度

活动症是一种常见的膀胱功能障碍性疾病，研究发现

其发生与ＩＣＣｓ数增加关系密切［１１－１２］。逼尿肌活动低

下是一种与逼尿肌过度活动症相反的膀胱功能障碍性

疾病，但其与ＩＣＣｓ的关系目前研究较少。我们推测，
逼尿肌活动低下的发生可能与 ＳＣＦ介导的 ＩＣＣｓ表达
改变密切相关。为证实此推测，本研究观察 ＤＵ逼尿
肌中ＩＣＣｓ的表达改变，并进一步分析外源性 ＳＣＦ对
ＩＣＣｓ表达及逼尿肌收缩力的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　雌性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠５０只，２月龄，体
质量１９０～２２０ｇ，购自第三军医大学实验动物中心（动
物批准号：ＳＹＸＫＰＬＡ２０１２００３１），清洁级条件下饲养。
近端尿道结扎法制作膀胱出口梗阻（ｂｌａｄｄｅｒｏｕｔｌｅｔ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＢＯＯ）大鼠动物模型［１３］。８周后行膀胱充
盈性测压，筛选出ＤＵ动物模型。实验分为３组：对照
组、ＤＵ组、ＤＵ＋ＳＣＦ组，每组 １８只。给药方法：将
ＳＣＦ以ＰＢＳ进行稀释，按照０２μｇ／（ｋｇ·ｄ）对１８只
ＤＵ大鼠进行腹腔注射，对照组及ＤＵ组以等量的 ＰＢＳ
进行处理。２周后行膀胱充盈性测压观察膀胱功能改
变，然后腹腔内注射３％戊巴比妥钠（１００ｍｇ／ｋｇ）处死
大鼠，收集膀胱标本，检测各组逼尿肌组织中ＩＣＣｓ数、
ｃｋｉｔ及ＳＣＦ的表达，体外肌条实验检测逼尿肌收缩力
的改变。

１．２　免疫组织荧光化学法检测逼尿肌组织中ＩＣＣｓ的
表达

　　大鼠处死后，经尿道注入４％多聚甲醛至膀胱明
显膨胀，快速结扎近端尿道及双侧输尿管后将膨胀的

膀胱完整取出置于４％多聚甲醛２１℃放置约３０ｍｉｎ，
置于０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中２１℃过夜。第２天于膀胱侧
壁剪取大小约４ｍｍ×４ｍｍ的组织片，剥离黏膜层及

浆膜层后置于１％ ＢＳＡ室温放置封闭１ｈ，置于羊抗大
鼠一抗中（１∶１００）４℃孵育２４ｈ，再加入兔抗羊荧光标
记二抗室温孵育１ｈ。以０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗２ｈ后
置于载玻片上用激光共聚焦显微镜观察 ｃｋｉｔ阳性细
胞表达情况。每个标本取５个随机视野，由观察者在
不清楚组别的情况下计数ｃｋｉｔ阳性细胞数。
１．３　ＥＬＩＳＡ检测血清中ＳＣＦ表达
　　在大鼠处死前取２ｍＬ血液样本，应用 ＥＬＩＳＡ试
剂盒按照说明书检测血清 ＳＣＦ浓度。ＳＣＦ标准曲线
根据已知的ＳＣＦ浓度制作，每个样本的血清ＳＣＦ浓度
根据标准曲线进行计算得出。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测逼尿肌组织中 ｃｋｉｔ以及 ＳＣＦ
的表达

　　取大约２５ｍｇ逼尿肌组织标本，常规提取总蛋白
质并测定浓度。取各组总蛋白５０μｇ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，电转移至硝酸纤维素膜，以５％脱脂奶粉ＰＢＳ室
温封闭 ２ｈ后加入一抗，包括 ＳＣＦ（１∶２００）、ｃｋｉｔ
（１∶１００）以及 ＧＡＰＤＨ（１∶５００）。室温放置半小时，然
后４℃过夜，ＰＢＳＴ洗涤３次，加入辣根过氧化物酶标
记的二抗（１∶５００），３７℃孵育 １ｈ，ＰＢＳＴ洗涤 ３次，
ＤＡＢ染色，适时终止，光密度扫描，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像
分析系统分析显色条带。相关蛋白表达采用目标条带

与ＧＡＰＤＨ条带的光密度比值表示。
１．５　半定量 ＲＴＰＣＲ检测逼尿肌组织中 ｃｋｉｔ以及

ＳＣＦ的表达
　　取膀胱侧壁组织约３０ｍｇ，常规提取组织总 ＲＮＡ
并进行定量，凝胶电泳检测总ＲＮＡ完整性。取各组总
ＲＮＡ各２μｇ作为模板进行逆转录。设计扩增用 ｃｋｉｔ
正义链：５′ＴＧＣＣＧＧＴＣＧＡＴＴＣＣＡＡＧＴＴＴ３′，反义链：５′
ＧＣＣＧＡＣＧＧＡＡＴＴＧＡＣＣＣＴＣ３′，目的片段为 ２６９ｂｐ。
ＳＣＦ正义链：５′ＣＣＴＧＣＡＡＴＡＴＧＡＡＧＣＣＣＣＡＡＧＡＣ３′，
反义链：５′ＧＧＴＧＣＣＣＴＣＣＴＧＣＴＡＣＴＴＴＴＡＣ３′，目的片
段为１６６ｂｐ。ＧＡＰＤＨ正义链：５′ＣＣＧＣＣＣＣＴＴＣＣＧＣＴ
ＧＡＴＧ３′，反义链：５′ＣＣＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴ３′，
目的片段为４３２ｂｐ。循环参数：９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，
５６℃ １ｍｉｎ，６８℃ ２ｍｉｎ，共３０个循环，６８℃ ７ｍｉｎ。
反应结束后行２％琼脂糖凝胶电泳，采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
图像分析系统分析计算曲线下面积，以目标条带与

ＧＡＰＤＨ光密度比值表示相关基因相对表达水平。
１．６　体外肌条实验检测逼尿肌收缩功能
　　快速处死大鼠后于膀胱侧壁取大小约 ７ｍｍ×
２ｍｍ肌条组织，置于通以９５％ Ｏ２和５％ ＣＯ２３７℃内
含５ｍＬＫｒｅｂ’溶液（ｐＨ７．４）的器官槽中，肌条两端纵
向置于两个金属钩之间，上端通过张力传感器与生物

实验数据收集系统相连接。肌条在器官槽内平衡约

３０ｍｉｎ后开始记录等张收缩情况，初始张力为０．３ｇ。
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收缩波的幅度为其基底至其波峰的高度，收缩频率取

其每５分钟收缩次数的平均值。
１．７　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
两样本均数比较采用独立样本 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　膀胱充盈性测压检测膀胱收缩功能
　　ＤＵ组膀胱排尿收缩幅度［（１２．３±１．４）ｃｍＨ２Ｏ］及
排尿收缩频率［（０．５６±０．０４）次／ｍｉｎ］较对照组膀胱排
尿收缩幅度［（２４．８±２．６）ｃｍＨ２Ｏ］及排尿收缩频率
［（０．８２±００７）次／ｍｉｎ］显著降低（Ｐ＜０．０５），膀胱活动
明显低下。加入外源性ＳＣＦ后，ＤＵ＋ＳＣＦ组膀胱排尿收
缩幅度［（２１．６±１．９）ｃｍＨ２Ｏ］及排尿收缩频率［（０．７３±
００６）次／ｍｉｎ］较ＤＵ组显著增强（Ｐ＜０．０５，图１），提示外
源性ＳＣＦ可以显著改善活动低下逼尿肌的收缩功能。
２．２　ＥＬＩＳＡ检测血清中ＳＣＦ水平
　　ＤＵ组大鼠血清ＳＣＦ水平为（２０６．１±１４．１）ｎｇ／Ｌ，
较对照组［（３９０．８±１９．８）ｎｇ／Ｌ］降低（Ｐ＜０．０５）。加
入外源性 ＳＣＦ后，ＤＵ＋ＳＣＦ组大鼠血清 ＳＣＦ水平
［（３８７．５±１７．９）ｎｇ／Ｌ］显著提升（Ｐ＜０．０５），提示外
源性ＳＣＦ可以显著恢复ＤＵ大鼠血清ＳＣＦ水平。
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图１　膀胱充盈性测压检测膀胱收缩功能

２．３　免疫组织荧光化学法检测ＩＣＣｓ数
　　典型的梭形 ＩＣＣｓ细胞广泛分布于膀胱黏膜下层
以及肌层。ＤＵ组大鼠膀胱黏膜下层 ＩＣＣｓ数（４．１±
０．３）较对照组（１２．３±１．１）显著减少（Ｐ＜０．０５），肌层
ＩＣＣｓ数（３．７±０．２）较对照组（１０．９３±０．９）亦显著减
少（Ｐ＜０．０５）。加入外源性 ＳＣＦ后，ＤＵ＋ＳＣＦ组黏膜
下层（６．８±０．５）及肌层（５．９±０．４）ＩＣＣｓ数较 ＤＵ组
显著提升（Ｐ＜０．０５，图２），提示外源性 ＳＣＦ可以显著
恢复活动低下逼尿肌组织中的ＩＣＣｓ数。
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蓝色为细胞核，绿色为ＩＣＣｓ
图２　ＩＣＣｓ激光共聚焦成像观察
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２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＣＦ及ｃｋｉｔ蛋白水平
　　ＤＵ组 ＳＣＦ蛋白水平（０．４３±０．０３）较对照组
（０８８±０．０７）显著降低（Ｐ＜０．０５）；ｃｋｉｔ蛋白水平
（０３７±０．０３）亦较对照组（０．９０±０．０８）显著降低
（Ｐ＜０．０５）。加入外源性 ＳＣＦ后，ＤＵ＋ＳＣＦ组 ＳＣＦ
（０．７９±０．０７）及 ｃｋｉｔ（０．８１±０．０７）蛋白水平较 ＤＵ
组均显著提高（Ｐ＜０．０５），提示外源性 ＳＣＦ可以显著
恢复ＤＵ膀胱中ＳＣＦ以及ｃｋｉｔ蛋白水平（图３）。
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１：对照组；２：ＤＵ组；３：ＤＵ＋ＳＣＦ组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＣＦ及ｃｋｉｔ蛋白表达

２．５　半定量ＲＴＰＣＲ检测ＳＣＦ及ｃｋｉｔ基因表达
　　ＤＵ组ＳＣＦｍＲＮＡ（０．２１±０．０１）较对照组（０．９１±
００７）显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＤＵ组ｃｋｉｔｍＲＮＡ（０３４±
０．０２）较对照组（０．９２±０．０８）亦显著降低（Ｐ＜
００５）。加入外源性 ＳＣＦ后，ＤＵ＋ＳＣＦ组 ＳＣＦｍＲＮＡ
（０．５２±０．０４）及 ｃｋｉｔｍＲＮＡ（０．７３±０．０５）较 ＤＵ组
均显著提高（Ｐ＜０．０５），提示外源性 ＳＣＦ可以显著恢
复ＤＵ膀胱中ＳＣＦ及ｃｋｉｔ基因表达水平（图４）。
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Ｍ：标准；１：ＤＵ＋ＳＣＦ组；２：ＤＵ组；３：对照组
图４　ＲＴＰＣＲ检测ＳＣＦ（Ａ）及ｃｋｉｔ（Ｂ）ｍＲＮＡ表达水平

２．６　体外肌条收缩实验检测逼尿肌收缩能力
　　ＤＵ组大鼠逼尿肌收缩幅度［（０．０９±０．０１）ｇ］较对
照组［（０．２２±０．０２）ｇ］显著降低（Ｐ＜０．０５）；收缩频率

［（１．６１±００１）次／ｍｉｎ］较对照组［（２．９２±０．０２）次／ｍｉｎ］
亦显著降低（Ｐ＜０．０５）；加入外源性ＳＣＦ后，ＤＵ＋ＳＣＦ
组逼尿肌条收缩幅度［（０．１８±０．０１）ｇ］及频率［（２．７８±
００２）次／ｍｉｎ］较 ＤＵ组均显著提高（Ｐ＜０．０５），提示
外源性ＳＣＦ可以显著恢复活动低下逼尿肌的收缩能
力（图５）。
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图５　肌条实验检测逼尿肌收缩能力

３　讨论

　　大鼠膀胱出口梗阻动物模型为研究膀胱功能障碍
的发生机制提供了良好的平台。既往研究发现膀胱出

口部分梗阻可以导致膀胱过度活动［１４－１５］。本研究发

现，膀胱出口部分梗阻较长时间后膀胱逼尿肌出现收

缩幅度及频率的显著降低，提示出现 ＤＵ。既往研究
多集中于膀胱过度活动，对 ＤＵ关注较少。近年 ＤＵ
发病率逐渐升高，引起人们的重视，其病理生理机制研

究逐渐成为新的热点领域。

　　ＩＣＣｓ是一种广泛存在于多种平滑肌器官的间质
细胞，与多种器官功能障碍性疾病的发生密切相关。

我们前期研究发现，梗阻６周后膀胱逼尿肌功能活动
明显增强，逼尿肌 ＩＣＣｓ数显著增加［１３］，与 Ｋｉｍ等［１６］

的研究结果一致，提示ＩＣＣｓ与逼尿肌功能活动改变密
切相关，为研究 ＤＵ提供了新的切入点，即 ＤＵ的发生
可能与逼尿肌组织内ＩＣＣｓ的改变有关。
　　本研究表明，活动低下逼尿肌组织中黏膜下层及
肌肉层ＩＣＣｓ数均显著降低，但导致 ＩＣＣｓ数改变的病
理生理机制不清楚。ｃｋｉｔ是存在于 ＩＣＣｓ表面的一种
酪氨酸激酶受体，其天然配体是ＳＣＦ［１７］。ＩＣＣｓ的分化
和增殖有赖于 ｃｋｉｔ和 ＳＣＦ的结合［４－５］。研究表明，

ＩＣＣｓ细胞数的减少并不是由于细胞死亡造成的，而是
由于 ＩＣＣｓ细胞表型再分化导致［３］，而这可能与 ＳＣＦ
有密切关系。Ｌｉｎ等［６］研究发现，糖尿病小鼠结肠中

ＩＣＣｓ细胞减少与 ＳＣＦ减少关系密切。本研究结果显
示，ＤＵ膀胱中ＳＣＦ及ｃｋｉｔ表达均显著减少，伴随逼尿
肌收缩功能减弱，提示 ＳＣＦ可能影响 ＩＣＣｓ的增殖分
化，进而导致逼尿肌出现动力功能障碍。
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　　虽有很多研究提示 ＩＣＣｓ数减少可以导致脏器功
能受损，但对于如何逆转或修复这种损伤目前尚不清

楚。Ｎａｋａｈａｒａ等［１８］进行体外细胞实验证实 ＩＣＣｓ表现
出对于 ＳＣＦ剂量依赖及时间限制的增殖应答反应。
研究证实，外源性 ＳＣＦ可以通过 ＳＣＦ／ｃｋｉｔ途径促进
ＩＣＣｓ细胞数及功能恢复，且高浓度的 ＳＣＦ作用更
强［１９］。本研究亦证实，外源性ＳＣＦ可以一定程度上提
高受损逼尿肌中ｃｋｉｔ的表达，增加 ＩＣＣｓ数，进而部分
恢复受损逼尿肌的收缩能力。这些结果提示，ＩＣＣｓ数
及功能改变可以通过外源性 ＳＣＦ／ｃｋｉｔ途径对其加以
调控，通过局部应用外源性ＳＣＦ可以改善由于ＩＣＣｓ改
变导致的脏器功能受损状况，为给包括 ＤＵ在内的器
官功能障碍性疾病研究提供方向。
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