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ＦＫＢＰ１２．６敲除对小鼠逼尿肌过度活动的影响及其机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨他克莫司结合蛋白１２．６（ＦＫ５０６ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１２．６，ＦＫＢＰ１２．６）敲除对小鼠
逼尿肌过度活动（ｄｅｔｒｕｓｏｒｏｖｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ＤＯ）的影响及其作用机制。方法　８～１０周龄１２９系雌性野生型
（ＷＴ组）和ＦＫＢＰ１２．６基因敲除小鼠（纯合子，ＫＯ组）各３０只，通过膀胱出口部分梗阻（ｐａｒｔｉａｌｂｌａｄｄｅｒ
ｏｕｔｌｅｔｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＰＢＯＯ）建立小鼠ＤＯ模型。ＨＥ染色观察２组小鼠膀胱逼尿肌形态，尿斑实验（３ｈ内
小鼠的排尿情况）比较尿频症状，尿动力学实验比较储尿末期膀胱压力变化情况，腹腔脏器充盈反应

（ｖｉｓｃｅｒｏｍｏｔｏｒｒｅｓｐｏｎｓｅｓ，ＶＭＲｓ）及膀胱平滑肌充盈期电活动比较膀胱对压力的反应情况，膀胱平滑肌肌
条自发性收缩实验判断其对张力的敏感性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ比较雷尼丁受体 ２（ＲｙａｎｏｄｉｎｅＲｅｃｅｐｔｏｒ２，
ＲｙＲ２）表达的变化。结果　ＦＫＢＰ１２．６敲除不会使小鼠逼尿肌形态发生明显的改变，但能加重小鼠尿频
症状：与ＷＴ组比较，ＫＯ组排尿次数明显增多［（４３．５００±１９．１６４）ｖｓ（２２．０００±１４．７１７）次／３ｈ，Ｐ＜
０．０５］；使ＤＯ模型鼠储尿末期ＤＯ程度更加严重：与ＷＴ组比较，ＫＯ组储尿期膀胱压力的波动次数明
显增加［（１３．９００±５．４３０）ｖｓ（８．０００±３．２３２）次／３０ｍｉｎ，Ｐ＜０．０５］；并使小鼠逼尿肌条对张力的敏感性
增高（３．２００±０．６４８ｖｓ１．２００±０．２４５，Ｐ＜０．０１）。与ＷＴ组比较，ＦＫＢＰ１２．６敲除小鼠 ＲｙＲ２表达出现明
显下调（０．１５４±０．１０６ｖｓ１．０００±０．４４４，Ｐ＜０．０１）。结论　ＦＫＢＰ１２．６基因敲除可能通过下调ＲｙＲ２导致
小鼠ＤＯ程度加重。
　　［关键词］　他克莫司结合蛋白１２．６；逼尿肌过度活动；雷尼丁受体２；小鼠
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ｍｏｄｅｌｓｏｆＤＯｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｐａｒｔｉａｌｂｌａｄｄｅｒｏｕｔｌｅｔｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ（ＰＢＯＯ）ｉｎ３０ｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ（ＷＴ）ａｎｄ
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ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｄｅｔｒｕｓｏｒｔｏｔｅｎｓｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｙａｎｏｄｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２（ＲｙＲ２）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＦＫＢＰ１２．６ｋｎｏｃｋｏｕｔｄｉｄｎｏｔｃａｕｓｅｏｂｖｉｏｕｓｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｅｔｒｕｓｏｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｂｕｔ
ａｇｇｒａｖａｔｅｄｔｈｅｓｙｍｐｔｏｍｏｆｆｒｅｑｕｅｎｔｕｒｉｎａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｍｉｃｅ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＷＴｍｉｃｅ，ｔｈｅｍｉｃｅｉｎＫＯｇｒｏｕｐ
ｓｈｏｗｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｉｃｔｕｒｉｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（４３．５００±１９．１６４ｖｓ２２．０００±１４．７１７ｅｖｅｒｙ３ｈ，Ｐ＜
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０．０５）ｗｉｔｈａｇｇｒａｖａｔｅｄＤＯ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｂｌａｄｄｅｒｐｒｅｓｓｕｒｅｄｕｒｉｎｇｔｈｅｕｒｉｎｅ
ｓｔｏｒａｇｅｐｅｒｉｏｄ（１３．９００±５．４３０ｖｓ８．０００±３．２３２ｐｅｒ３０ｍｉｎ，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｔｈｅｄｅｔｒｕｓｏｒｓｔｏｔｅｎｓｉｏｎ（３．２００±０．６４８ｖｓ１．２００±０．２４５，Ｐ＜０．０１）．ＲｙＲ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｄｅｔｒｕｓｏｒｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎＦＫＢＰ１２．６ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＷＴｍｉｃｅ（０．１５４±０．１０６ｖｓ
１．０００±０．４４４，Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＦＫＢＰ１２．６ｋｎｏｃｋｏｕｔｒｅｓｕｌｔｓｉｎａｇｇｒａｖａｔｉｏｎｏｆＤＯｉｎｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｓ
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　　膀胱储尿期兴奋性异常增高所致的逼尿肌过度活
动（ｄｅｔｒｕｓｏｒｏｖｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ＤＯ）是临床最常见的膀胱兴
奋性异常［１］。有关 ＤＯ的发生机制目前尚未完全阐
明，神经源性／肌源性两大学说一直存在争议，且神经
源性学说长期占据主导地位，临床治疗膀胱兴奋性异

常也主要采用神经受体活性药物，如 Ｍ受体阻断剂
等，但许多患者的治疗效果并不理想［２］。近年来，逼

尿肌自发性（肌源性）兴奋异常在ＤＯ发生中的作用日
益受到重视，阐明 ＤＯ的肌源性兴奋调控机制将对其
临床治疗起到重要的作用。

　　雷尼丁受体（Ｒｙａｎｏｄｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＲｙＲ）是位于细胞
肌浆网上的一种钙释放通道，现已发现有 ＲｙＲ１、ＲｙＲ２
和ＲｙＲ３三种亚型，ＲｙＲ２是分布于膀胱平滑肌的主要
亚型［３］。既往研究发现：肌浆网上ＲｙＲ２的开放可降低
逼尿肌的兴奋性［４］。前期的研究也证实：逼尿肌中

ＲｙＲ２的下调是ＤＯ逼尿肌兴奋性增高的关键因素［５］。

　　他克莫司（ＦＫ５０６）结合蛋白１２．６（ＦＫ５０６ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ１２．６，ＦＫＢＰ１２．６）是一种 ＦＫ５０６结合蛋白，其
能与ＲｙＲ２通道特异性结合，稳定其于关闭状态［６］。

在心肌和平滑肌中，结合在ＲｙＲ２通道上的ＦＫＢＰ１２．６
可显著影响肌肉的兴奋性［７－８］。目前，ＦＫＢＰ１２．６对
ＤＯ的影响尚不清楚。本研究拟利用 ＦＫＢＰ１２．６全敲
纯合子小鼠，探讨 ＦＫＢＰ１２．６敲除对小鼠 ＤＯ的影响
及其作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）和ＦＫＢＰ１２．６
敲除型（全敲鼠，纯合子；ｋｎｏｃｋｏｕｔ，ＫＯ）雌性８～１０周龄
１２９系小鼠，来源于中科院生物物理所实验动物中心。
动物实验按照陆军军医大学和中国科学院生物物理研

究所动物护理委员会批准的相关指南和规定进行。

１．１．２　相关试剂　　ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、ＭｇＣｌ２、ＨＥＰＥＳ、
Ｇｌｕｃｏｓｅ购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＦＫＢＰ１２．６，ＲｙＲ２
抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司，βａｃｔｉｎ抗体购自中杉金桥
公司；生物机能实验系统来自成都泰盟软件有限公司。

１．２　方法
１．２．１　建立ＤＯ模型　　小鼠分为 ＷＴ组和 ＫＯ组，
参考ＬＩ等［９］的方法，在麻醉状态下将２６Ｇ的留置针沿
尿道插入膀胱，下腹部开５ｍｍ左右切口，使用４０尼
龙线结扎尿道。术后 ６周，以储尿期出现≥１ｍｍＨｇ
的膀胱压波动为判断ＤＯ建模成功的标准。
１．２．２　小鼠尿斑实验　　参考文献［１０］的方法，将小
鼠放于２５ｃｍ×１５ｃｍ铺有中性滤纸的盒中，记录３ｈ内
小鼠的排尿情况。使用 ＩｍａｇｅＪ７．０统计面积在０．１～
１０．０ｍｍ２的尿斑数以反映尿频状态。
１．２．３　小鼠尿动力实验　　参考文献［５］的方法，５％
水合氯醛麻醉小鼠，以直径０．６１ｍｍ的塑料导管做耻
骨上膀胱造瘘，导管另一端沿皮下从小鼠肩胛部穿出。

２４ｈ后，在三溴乙醇麻醉下，以２ｍＬ／ｈ的速度向小鼠
膀胱内泵注生理盐水，使用生物机能实验系统记录小

鼠膀胱压和直肠压。

１．２．４　腹腔脏器充盈反应（ｖｉｓｃｅｒｏｍｏｔｏｒｒｅｓｐｏｎｓｅｓ，
ＶＭＲｓ）和膀胱平滑肌电活动　　膀胱造瘘方法与上
述相同。ＶＭＲｓ使用 ＳＣＨＷＡＲＴＺ等［１１］的方法，在三

溴乙醇麻醉下，将小鼠膀胱压力分别稳定在 ４０、５０、
６０、７０、８０ｍｍＨｇ，１０ｓ，使用生物机能实验系统记录小
鼠腹部骨骼肌的电活动情况。同样将小鼠膀胱压力稳

定在４０、５０、６０、７０、８０ｍｍＨｇ，１０ｓ，使用生物机能实验
系统记录不同膀胱压力情况下小鼠膀胱平滑肌的电活

动情况。计算肌电图曲线下面积，并以静息状态下的

电活动情况做标准化。

１．２．５　膀胱平滑肌肌条实验　　处死小鼠，在冰上的
生理液中（ＮａＣｌ１４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２
２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２ ２ ｍｍｏｌ／Ｌ， ＨＥＰＥＳ ５ ｍｍｏｌ／Ｌ，
Ｇｌｕｃｏｓｅ１０ｍｍｏｌ／Ｌ）取膀胱平滑肌条（３ｍｍ×１ｍｍ，去
内膜）。将处理好的肌条在３７℃的生理液中拉伸，稳定
于３ｍＮ，６０ｍｉｎ，观察肌条的自发性收缩情况。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　参考文献［５］的方法，蛋
白提取物 １００℃加热 １０ｍｉｎ，使用 ６％（ＲｙＲ２）、１５％
（ＦＫＢＰ１２．６）ＳＤＳＰＡＧＥ胶，４５ｍＡ衡流电泳 ６０ｍｉｎ，
４００ｍＡ恒流转移到硝酸纤维素膜（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｆｉｌｔｅｒ
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ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＮＣ）上（ＲｙＲ２转膜过夜，转膜液中加入
０．１％ＳＤＳ；ＦＫＢＰ１２．６转膜 ４５ｍｉｎ）。５％脱脂奶粉封
闭１ｈ，４℃一抗孵育过夜。ＴＢＳＴ清洗 ３次，每次
１０ｍｉｎ，二抗常温孵育１ｈ。再使用ＴＢＳＴ清洗３次，每
次１０ｍｉｎ，使用化学发光成像系统（ＳＡＧＥＣＲＥＡＴＩＯＮ）
曝光。结果采用 ＩｍａｇｅＪ７．０分析。目标蛋白都以
βａｃｔｉｎ作为内参，并以ＷＴ组的均值做均一化。
１．２．７　膀胱组织 ＨＥ染色观察　　小鼠的膀胱组织
在４％多聚甲醛溶液中固定４８ｈ，保存于７５％酒精中。
石蜡包埋后，使用半自动切片机（Ｌｅｉｃａ公司）切成５μｍ
连续切片，４５℃下烘干１５ｍｉｎ，３７℃过夜，进行ＨＥ染
色。在全景扫描仪（Ｌｅｉｃａ公司）上进行拍摄，观察组
织形态特征。

１．３　统计学分析
　　使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ６．０１对数据进行统计分析，数据

以 珋ｘ±ｓ表示，组间数据比较采用独立样本 ｔ检验。检
验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＦＫＢＰ１２．６敲除不会对小鼠的膀胱逼尿肌形态
产生明显的影响

　　ＦＫＢＰ１２．６敲除并不会对ＤＯ模型小鼠的膀胱／体
质量比例产生明显的影响（图１Ａ）。两组膀胱逼尿肌
组织学形态比较也没有明显的差异（图１Ｂ、Ｃ）。
２．２　ＦＫＢＰ１２．６敲除使小鼠排尿频率增加，并使储尿

期膀胱压力波动增多

　　尽管形态上的变化不明显，但 ＫＯ组小鼠的膀胱
ＤＯ程度要明显高于ＷＴ组。在排尿频率方面，尿斑实
验证实ＦＫＢＰ１２．６敲除使小鼠的排尿频率增加了９８％
（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、Ｂ）。
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图１　ＦＫＢＰ１２．６敲除对小鼠膀胱形态无明显影响
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图３　两组小鼠膀胱敏感性和平滑肌电活动分析
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图４　两组小鼠逼尿肌条的自发性收缩频率及收缩幅度

　　尿动力实验进一步说明，ＦＫＢＰ１２．６敲除将导致
ＤＯ模型小鼠的逼尿肌在储尿期出现更加明显的不稳
定现象，以３０ｍｉｎ内储尿期膀胱压大于１ｍｍＨｇ的波
动数对这种不稳定现象进行量化，ＦＫＢＰ１２．６敲除使
ＤＯ模型小鼠储尿期膀胱压力的波动明显增加（Ｐ＜
０．０５，图２Ｃ）。
２．３　ＦＫＢＰ１２．６敲除使膀胱对压力的敏感性增高
　　ＦＫＢＰ１２．６的敲除使 ＶＭＲｓ反映的膀胱敏感性在
６０、７０、８０ｍｍＨｇ时升高（Ｐ＜０．０１，图 ３Ａ、Ｃ）。此外，
ＦＫＢＰ１２．６敲除也会导致小鼠膀胱逼尿肌对压力反应
的电活动增强（图 ３Ｂ、Ｄ），在膀胱压为 ５０、６０ｍｍＨｇ
时，ＫＯ组逼尿肌电活动增强（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而
在膀胱压为７０、８０ｍｍＨｇ时，ＫＯ组的膀胱逼尿肌电活
动也呈现出更加活跃的趋势（Ｐ＝０．０６）。
２．４　ＦＫＢＰ１２．６敲除使逼尿肌自发性收缩增强
　　ＦＫＢＰ１２．６敲除使逼尿肌条大于０．１ｍＮ的自发

性收缩频率由（１．２００±０．２４５）次／ｍｉｎ提高到了
（３．２００±０．６４８）次／ｍｉｎ（Ｐ＜０．０１）。但是在收缩的幅
度上，两组间并没有明显差异（图４）。
２．５　ＦＫＢＰ１２．６敲除导致ＲｙＲ２表达明显下调
　　ＦＫＢＰ１２．６敲除后，与 ＷＴ组（１．０００±０．４４４）比
较，ＫＯ组ＲｙＲ２表达下降（０．１５４±０．１０６，ｎ＝６），下降
了８５％（Ｐ＜０．０１，图５）。提示 ＦＫＢＰ１２．６敲除加重小
鼠的ＤＯ症状很可能与ＲｙＲ２的显著下调有关。

WT组 KO组

RyR2→

!"

actin→

←565×103

←43×103

图５　Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ检测ＦＫＢＰ１２．６敲除后小鼠逼尿肌中
ＲｙＲ２的表达
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２．６　ＤＯ发生后ＦＫＢＰ１２．６表达量下调
　　此外，相较于正常对照组（１．０００±０．０８２），ＤＯ模
型小鼠逼尿肌中的ＦＫＢＰ１２．６表达也会出现明显的下
调（０．６６８±０．１４５，ｎ＝６，图 ６）。说明 ＦＫＢＰ１２．６缺失
在ＤＯ的发生过程中起到了一定的作用。

正常对照组 DO组

FKBP12.6→

!"

actin→

←12.6×103

←43×103

图６　Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ检测ＤＯ发生后小鼠逼尿肌中
ＦＫＢＰ１２．６的表达

３　讨论

　　前期的研究认为：ＦＫＢＰ１２．６的敲除将导致小鼠
出现心脏肥大，从而影响心脏功能［１２］。本研究发现：

ＦＫＢＰ１２．６对膀胱形态无明显的影响，提示 ＦＫＢＰ１２．６
敲除引起的ＤＯ加重是非形态依赖性的。在膀胱功能
方面，ＦＫＢＰ１２．６敲除对 ＤＯ的影响显而易见，无论是
在活体功能（尿斑、尿动力、ＶＭＲｓ、逼尿肌电活动），还
是在逼尿肌条的自发性收缩方面，ＦＫＢＰ１２．６的敲除
都将导致ＤＯ的进一步加重。以往的研究提示：ＲｙＲ／
Ｋｃａ介导的负调控机制在调控逼尿肌兴奋性及 ＤＯ的
发生中起着重要作用［１３］。利用Ｒｙａｎｏｄｉｎｅ选择性阻断
ＲｙＲ２通道后，正常离体逼尿肌条自发性收缩频率和幅
度均显著上升，提示ＲｙＲ２开放通过ＲｙＲ２／Ｋｃａ介导的
负调控机制显著抑制逼尿肌的自发性兴奋和收缩［５］。

ＨＯＴＴＡ等［１４］进一步利用 ＲｙＲ２基因敲除鼠发现：
ＲｙＲ２＋／－小鼠 ＲｙＲ２开放显著低于 ＲｙＲ２＋／＋鼠，导致
ＲｙＲ２＋／鼠出现尿频、尿急、急迫性尿失禁等类似于 ＤＯ
膀胱的表现。

　　以上研究提示：ＲｙＲ２／Ｋｃａ介导的负调控作用在
抑制储尿期逼尿肌兴奋、防止逼尿肌出现不稳定收缩

（ＤＯ）中起到重要作用，这一结论越来越被广泛接
受［１５］。ＦＫＢＰ１２．６和 ＲｙＲ２主要表达于心肌和平滑
肌，通过 ＦＫＢＰ１２．６与 ＲｙＲ２复合物的解离，使 ＲｙＲ２
激活并已经在心肌［１６］、冠状动脉平滑肌细胞［１７］、肺动

脉平滑肌细胞［１８］、气道平滑肌［１９］和胰岛［２０］等组织中

有所报道。既往关于ＦＫＢＰ１２．６的研究提示：ＦＫＢＰ１２．６
的上调能够通过减少 ＲｙＲ开放，导致家兔蛛网膜下腔
出血模型的脑动脉平滑肌兴奋性增高，这被认为是蛛网

膜下腔出血时脑动脉平滑肌收缩增强的重要原因［８］。

　　与预期相反，本研究发现 ＦＫＢＰ１２．６的敲除使小
鼠的ＤＯ症状更加严重，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验也进一步证

实：ＫＯ组中 ＲｙＲ２的表达量出现了明显的下调，仅为
ＷＴ组的１５．４％。我科前期的研究已经证明：ＲｙＲ２的
表达下调在促进 ＤＯ的发生中起到了关键性的作用，
其表达量显著下调导致的 ＲｙＲ２／Ｋｃａ功能减弱是 ＤＯ
发生的重要原因［５］。

　　在膀胱逼尿肌功能的正常发挥中，ＦＫＢＰ１２．６起
到了重要的作用，相较于正常对照组逼尿肌，ＤＯ模型
小鼠逼尿肌中的 ＦＫＢＰ１２．６表达会出现明显的下调，
这就说明 ＦＫＢＰ１２．６与 ＤＯ的发生、发展有着密切的
联系，其表达量的下调很可能是小鼠 ＤＯ发生的原因。
本研究也发现：ＦＫＢＰ１２．６敲除将进一步加重小鼠的
ＤＯ症状，且 ＦＫＢＰ１２．６的敲除会导致 ＲｙＲ２表达出现
明显下调，这很可能是 ＦＫＢＰ１２．６敲除后小鼠 ＤＯ症
状加重的重要原因。因此，在ＤＯ的治疗过程中，提高
逼尿肌中ＦＫＢＰ１２．６的表达量或增强其功能，可能会
起到意想不到的效果，这也将为 ＤＯ的治疗提供全新
的思路。

　　综上所述，本研究发现 ＫＯ组中 ＲｙＲ２的表达较
ＷＴ组显著下降可能是ＦＫＢＰ１２．６ＫＯ导致小鼠ＤＯ症
状进一步加重的主要原因。其相关机制仍值得进一步

探讨。可以预见的是：ＦＫＢＰ１２．６作为一类重要的蛋
白，其在ＤＯ诊治中的作用将越来越受到重视。
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