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背根神经节Ｐ２Ｘ３受体在结肠炎诱导的膀胱过度活动中的作用
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　　［摘要］　目的　通过三硝基苯磺酸（２，４，６ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＴＮＢＳ）灌肠方式建立大鼠
结肠炎模型，探讨背根神经节（ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎ，ＤＲＧ）中Ｐ２Ｘ３受体在结肠炎诱导的膀胱排尿功能障
碍中的作用。方法　按随机数字表法将雌性ＳＤ大鼠分为３组：对照组、ＴＮＢＳ３ｄ组和 ＴＮＢＳ７ｄ组。对
照组用生理盐水灌肠，后２组分别用５０％ＴＮＢＳ乙醇溶液（１００ｍｇ／ｋｇ）诱导大鼠结肠炎，灌肠３ｄ或７ｄ
后采用ＨＥ染色或尼氏染色分别观察大鼠结肠和膀胱的组织病理变化，应用膀胱测压技术检测大鼠膀
胱的排尿功能，免疫荧光染色检测ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３受体的表达情况，鞘内注射 Ｐ２Ｘ３抑制剂 Ａ３１７４９１观
察Ｐ２Ｘ３受体在结肠诱导的膀胱排尿功能障碍中的作用。结果　ＴＮＢＳ诱导结肠炎后，大鼠结肠表现出
黏膜充血水肿，炎性细胞浸润。大鼠膀胱未见明显组织病理学改变，但肥大细胞浸润增多。与对照组相

比，ＴＮＢＳ３ｄ组的大鼠表现出明显的膀胱过度活动，其中膀胱排尿间隔缩短（Ｐ＜０．０１）和最大排尿压增
加（Ｐ＜０．０１）。与对照组相比，ＴＮＢＳ７ｄ组的大鼠主要表现为膀胱排尿间隔缩短（Ｐ＜０．０１），最大排尿压
无明显变化。与对照组相比，ＴＮＢＳ３ｄ组和ＴＮＢＳ７ｄ组的大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３阳性神经元数量均明显增
加 （Ｐ＜０．０１），鞘内注射Ａ３１７４９１能显著延长ＴＮＢＳ３ｄ组和ＴＮＢＳ７ｄ组大鼠的膀胱排尿间隔（Ｐ＜０．０１），
同时显著降低ＴＮＢＳ３ｄ组大鼠的最大排尿压（Ｐ＜０．０５），但ＴＮＢＳ７ｄ组大鼠的最大排尿压无明显影响。
结论　ＤＲＧ中 Ｐ２Ｘ３受体在结肠炎诱导的膀胱过度活动起着重要作用，鞘内注射 Ｐ２Ｘ３抑制剂能明显
改善膀胱的排尿功能障碍。
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　　膀胱过度活动症（ｏｖｅｒａｃｔｉｖｅｂｌａｄｄｅｒ，ＯＡＢ）是泌尿
外科常见的膀胱功能障碍性疾病。是一种以尿急为特

征的症候群，常伴有尿频和夜尿症状。ＯＡＢ的发病率
高，严重降低患者生活质量，如不及时终止病程，还将

引起肾、输尿管积水和肾功能损害［１－２］。ＯＡＢ发生的
机制仍然不清楚，但ＯＡＢ症状常与肠道功能异常伴行
出现［３－４］。炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，
ＩＢＤ）的患者常表现出夜尿增多［５］、尿频［４］和膀胱排空

不完全［６］等下尿路症状。研究表明，支配结肠和膀胱

的传入神经一部分来自于同一个背根神经节（ｄｏｒｓａｌ
ｒｏｏｔｇａｎｇｌｉａ，ＤＲＧ）的感觉神经元。结肠炎症可以通过
影响ＤＲＧ感觉神经元的功能，进而导致膀胱传入神经
的敏感化，使肠膀胱感觉交叉致敏［７－８］。动物实验结

果显示，结肠炎大鼠表现出膀胱 Ｃ感觉纤维兴奋性增
强［９－１０］，而膀胱传入神经兴奋性的增加与ＤＲＧ和脊髓
中伤害性物质的改变有关，如降钙素基因相关肽

（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）［１１］、脑源性神
经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）
等［１２］。因此探索传入神经敏感化的具体机制，阻断

肠膀胱感觉交叉致敏，有希望改善结肠炎诱导的膀胱
过度活动。

　　Ｐ２Ｘ３受体作为一种ＡＴＰ的配体门控性离子通道
受体，主要表达在 ＤＲＧ中的初级感觉神经元。Ｐ２Ｘ３
受体在初级感觉神经介导的痛觉传入中发挥着重要作

用［１３］，同时还参与膀胱和肠的感觉传入调控。在结肠

和膀胱扩张时，ＡＴＰ从上皮细胞释放，激活了周围传
入神经末梢的 Ｐ２Ｘ３受体，从而控制结肠和膀胱的活
动［１４－１５］。研究表明，Ｐ２Ｘ３受体敲除的小鼠表现出膀
胱排尿反射和结直肠扩张诱导的内脏运动反射的减

弱［１４，１６］。有趣的是，在肠易激综合征和 ＯＡＢ的患者
和动物模型中，均发现结肠或膀胱传入神经的 Ｐ２Ｘ３
受体表达增多，并参与结肠和膀胱的疼痛过敏反

应［１６－１８］。然而，Ｐ２Ｘ３受体在结肠炎导致的膀胱过度
活动中的作用尚不清楚。

　　本研究建立三硝基苯磺酸（２，４，６ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ
ｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＴＮＢＳ）诱导的大鼠结肠炎模型，观察结肠
炎对大鼠膀胱组织形态和排尿功能的影响，并探索

ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３受体在结肠炎诱导的膀胱排尿功能障碍
中的作用，从而为肠膀胱跨器官感觉交叉致敏的治疗

提供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物和模型建立
　　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雌性大鼠购自陆军军医大学
实验动物中心，体质量（２５０±２０）ｇ，饲养本实验室 ＳＰＦ
动物房，健康状况良好。动物实验过程和操作均符合

陆军军医大学实验动物伦理委员会相关要求。根据文

献［１１－１２］报道，应用 ＴＮＢＳ灌肠的方式来诱导大鼠
的结肠炎模型。根据随机数字表法将大鼠分为对照

组、ＴＮＢＳ３ｄ组和ＴＮＢＳ７ｄ组，禁食不禁水２４ｈ。用异
氟烷吸入麻醉后，将一根 ＰＥ５０导管由肛门缓慢插入
结肠８ｃｍ，随后向ＴＮＢＳ３ｄ和ＴＮＢＳ７ｄ组的大鼠缓慢
灌入５０％ＴＮＢＳ乙醇溶液（１００ｍｇ／ｋｇ，Ｓｉｇｍａ公司），向
对照组的大鼠灌入等量生理盐水，最后将大鼠尾巴提

起，保持肛门高位３０ｓ后放回笼子。
１．２　组织取材与染色
　　大鼠用３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，将膀胱
和结肠取下。用生理盐水将结肠洗净后，把膀胱和结
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肠置于 ４％多聚甲醛中固定。固定后石蜡包埋，切成
５μｍ组织切片。石蜡切片脱蜡后进行 ＨＥ染色和甲
苯胺蓝染色。

１．３　免疫荧光
　　大鼠用３％戊巴比妥钠麻醉后经心脏灌注，取出
完整Ｌ６～Ｓ１背根神经节后置于４％多聚甲醛中固定。
３０％蔗糖多聚甲醛溶液脱水后包埋，用冰冻切片机切
成１０μｍ的切片，－２０℃保存。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗
切片３次后，用３％ＢＳＡ室温封闭３０ｍｉｎ。将切片置
于Ｐ２Ｘ３一抗稀释液（１∶２００，兔抗大鼠ＩｇＧ）中４℃ 孵
育过夜。用 ＰＢＳ漂洗 ３次后，将切片置于 ４８８抗兔
ＩｇＧ的二抗稀释液（１∶５００）中室温孵育２ｈ。ＰＢＳ漂洗
后ＤＡＰＩ复染细胞核，荧光封片剂封片。将染色后的
切片置于激光共聚焦显微镜下观察并拍照。

１．４　鞘内注射
　　将大鼠用异氟醚吸入麻醉后，剃掉大鼠背面毛发，
沿着中线在 Ｌ４～Ｌ５腰椎上面的背部皮肤做一个约
２ｃｍ的切口。小心解剖背侧韧带和肌肉显露Ｌ４和Ｌ５
棘突后，仔细解剖棘突和椎间韧带。然后用２０号针于
Ｌ４～Ｌ５椎间隙刺入大鼠的硬膜下间隙，在针管里缓慢
置入一根超细的聚乙烯导管（外径０．２５ｍｍ），缓慢地
将聚乙烯导管送入大鼠硬膜下间隙，使导管尖端位于

大鼠的Ｌ６～Ｓ１处。若大鼠出现轻微的甩尾或下肢运
动提示导管置入的位置正确。最后将导管固定于周围

的肌肉和韧带，缝合切口。Ｐ２Ｘ３抑制剂 Ａ３１７４９１
（１０μｇ）通过导管的另一端注入大鼠的硬膜下间隙。
１．５　膀胱测压
　　大鼠ＴＮＢＳ灌肠３ｄ和７ｄ后进行膀胱测压，观察
膀胱过度活动的表现。用乌拉坦腹腔注射麻醉大鼠

后，在大鼠的下腹部做一个１ｃｍ的切口暴露膀胱。然
后，在膀胱顶用显微剪做一个小切口后，将一根聚乙烯

ＰＥ５０导管插入膀胱腔０．５～１．０ｃｍ，荷包缝合膀胱切
口，固定导管，缝合切口。手术后，将 ＰＥ５０导管的另
一端通过三通阀分别连接到微量注射泵（ＡＶＩ２７０，
ＳｍｉｔｈｓＭｅｄｉｃａｌ，ＵＳＡ）和压力传感器（成都仪器厂）。
压力传感器的信号经一个多通道信号处理系统（成都仪

器厂）采集和记录。将生理盐水以１０ｍＬ／ｈ的速度持续
灌入膀胱，记录膀胱内压力的变化。最后统计和分析各

组大鼠的膀胱排尿间隔（ｉｎｔｅｒｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｅｉｎｔｅｒｖａｌ，ＩＣＩ）和
最大排尿压（ｍａｘｉｍｕｍｂｌａｄｄｅｒｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＢＰ）。
１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，３组
间比较采用单因素方差分析，给药前后比较采用配对

ｔ检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＴＮＢＳ诱导的结肠炎大鼠中结肠和膀胱的组织
病理学改变

　　ＨＥ染色结果提示：与对照组相比，ＴＮＢＳ３ｄ组大
鼠的结肠表现出黏膜充血水肿、肠壁增厚和大量的炎

性细胞浸润。ＴＮＢＳ７ｄ组大鼠的结肠病理改变有明显
减轻，但还未恢复正常（图１Ａ）。３组大鼠的膀胱 ＨＥ
染色结果未见有明显的差异（图１Ｂ）。甲苯胺蓝染色
结果显示：ＴＮＢＳ３ｄ组和 ＴＮＢＳ７ｄ组大鼠的膀胱肥大
细胞浸润均较对照组明显增多（图１Ｃ）。
２．２　ＴＮＢＳ诱导的结肠炎对膀胱排尿功能的影响
　　膀胱持续测压结果提示：ＴＮＢＳ诱导结肠炎后，大鼠
膀胱表现出过度活动的症状，主要表现为膀胱排尿频率

和最大排尿压明显增加（图 ２Ａ）。与对照组相比，
ＴＮＢＳ３ｄ组大鼠的膀胱排尿间隔为（６４．１±１２．２）ｓ，显著
短于对照组［（１９５．４±１９．３）ｓ，Ｐ＜０．０１，图２Ｂ］。ＴＮＢＳ
３ｄ组大鼠的膀胱最大排尿压为（４４．９±２．９）ｃｍＨ２Ｏ，显
著高于对照组［（３０．３±３．８）ｃｍＨ２Ｏ，Ｐ＜０．０１，图２Ｃ］。
与ＴＮＢＳ３ｄ组大鼠相比，ＴＮＢＳ７ｄ组大鼠的膀胱排尿
频率有明显的减少，排尿间隔为（１２０．６±１．０）ｓ，但仍
显著高于对照组（Ｐ＜０．０１，图２Ｂ）。但 ＴＮＢＳ７ｄ组大
鼠的膀胱最大排尿压和对照组相比差异无统计学意义

（图２Ｃ）。
２．３　ＴＮＢＳ诱导的结肠炎对 ＤＲＧ神经元 Ｐ２Ｘ３受体

的影响

　　免疫荧光染色检测大鼠 ＤＲＧ中 Ｐ２Ｘ３受体的表
达情况，结果显示：与对照组相比，ＴＮＢＳ３ｄ组和
ＴＮＢＳ７ｄ组大鼠的 ＤＲＧ中 Ｐ２Ｘ３阳性神经元数目均
增加（Ｐ＜０．０１，图 ３），并且神经元的细胞膜上 Ｐ２Ｘ３
受体表达明显增加。这些结果显示ＴＮＢＳ诱导的结肠
炎能增加ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３受体的表达和促进Ｐ２Ｘ３受体
向细胞膜的转位。

２．４　Ｐ２Ｘ３受体在结肠炎导致的膀胱过度活动中的作用
　　膀胱持续测压结果提示：鞘内注射（ｉｎｔｒａｔｈｅｃａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＩＴ）Ｐ２Ｘ３抑制剂 Ａ３１７４９１后，结肠炎诱导的
膀胱过度活动得到明显的改善（图４Ａ）。在 ＴＮＢＳ３ｄ
组的大鼠中，鞘内注射Ａ３１７４９１明显延长了膀胱的排
尿间隔［（１０９．４±１０．４）ｓ，Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ］，降低了最
大排尿压［（３０．９±２．０）ｃｍＨ２Ｏ，Ｐ＜０．０５，图 ４Ｃ］。在
ＴＮＢＳ７ｄ组的大鼠中，鞘内注射Ａ３１７４９１后大鼠膀胱
排尿功能基本恢复到正常，其中明显延长了膀胱的排

尿隔间［（２０９．３±２０．４）ｓ，Ｐ＜０．０１，图 ４Ｂ］，但对最大
排尿压无明显影响［（２８．３±１．８）ｃｍＨ２Ｏ，图４Ｃ］。
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图２　ＴＮＢＳ诱导的结肠炎对膀胱排尿功能的影响

８９１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



对照组
!"#$!%&

组
!"#$!'&

组

对照组
!"#$!%&

组
!"#$!(&

组

组别

)

)

*+

,+

-+

+

.
-
/
%

阳
性
神
经
元
数
目

0

#

1+ !2 1+ !2 1+ !2

Ａ：免疫荧光染色观察３组大鼠背根神经节Ｐ２Ｘ３受体的表达；Ｂ：３组大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３阳性神经元数目　 ａ：Ｐ＜
０．０１，与对照组比较

图３　ＴＮＢＳ诱导的结肠炎对ＤＲＧ神经元中Ｐ２Ｘ３受体的影响

!
"
#
$
!
%
&

组
!
"
#
$
!
'
&

组

(!%)'*+, -.

(!/)01+) -.

)
2
3
4
5

6

7

688 9

!"#$!:&

组
!"#$!0&

组
组别

给药前
给药后

628

688

,28

,88

28

8

排
尿
间
隔

;
9

<8

18

=8

8

最
大
排
尿
压

;
3
4
5

=

7

给药前
给药后

!"#$!%&

组
!"#$!0&

组
组别

>

?

>

@

( #

Ａ：ＴＮＢＳ３ｄ组和ＴＮＢＳ７ｄ组大鼠的膀胱测压典型图；Ｂ：两组大鼠的膀胱排尿间隔；Ｃ：两组大鼠的膀胱最大排尿
压　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与给药前比较

图４　Ｐ２Ｘ３受体在结肠炎导致的膀胱过度活动中的作用

３　讨论

　　越来越多的临床和动物研究证据表明，肠膀胱跨
器官交叉过敏是内脏疼痛过敏等相关的功能性胃肠和

膀胱疾病的基础［１９－２０］。结肠和膀胱都受自主神经系

统和中枢神经系统控制，并且受共同节段的背根神经

节和脊髓控制。因此，结肠炎等病理状态可能引起结

肠周围传入纤维和感觉神经元的初始敏化，进而通过

ＤＲＧ或脊髓交叉激活膀胱的传入神经［１０］。本研究发

现经ＴＮＢＳ诱导大鼠结肠炎后，膀胱的组织学形态并
未发生明显变化，却表现出膀胱过度活动的症状，主要

为排尿频率和排尿压增加。随着结肠炎的恢复，膀胱

过度活动有所改善，却不能恢复正常。既往研究同样

表明，在ＴＮＢＳ诱导结肠炎１０、１２ｄ甚至更长时间后，
组织学形态和正常的结肠已无明显差别，但膀胱过度

活动仍然存在［１０，２１－２２］。提示在初始的结肠炎症对膀

胱的刺激消失后，短暂性结肠炎可以对膀胱功能产生

深刻和长期的影响，而这种长期的影响可能和结肠炎

导致膀胱传入神经敏感化有关［２３－２４］。

　　研究表明，结肠炎诱导ＤＲＧ神经元的兴奋性和多
种伤害性物质的改变在膀胱的传入神经敏感化中起着

重要作用。结肠炎可以导致支配膀胱的 ＤＲＧ神经元
动作电位的阈值降低，兴奋性增加［２５－２６］。结肠炎也能

导致ＤＲＧ神经元多种伤害性物质和受体的表达增加，
如神经生长因子（ＮＧＦ）、脑源性神经营养因子
（ＢＤＮＦ）、ＴＲＰＶ１、ＣＧＲＰ、Ｐ物质和 ＴｒｋＢ等［１１，２６－２８］。

而这些伤害性物质和受体同样在膀胱炎症导致的膀胱

过度活动中起着重要作用［２８－２９］。在 ＴＲＰＶ１敲基因小
鼠中，ＴＮＢＳ诱导的结肠炎中膀胱过度活动和疼痛过
敏均得到了明显的改善［２７］。通过鞘内注射树脂毒素

（ＲＴＸ）使 ＴＲＰＶ１脱敏，能通过降低 ＢＤＮＦ、Ｐ物质和
ＣＧＲＰ的表达来减轻膀胱过度活动［１２，３０］。另外，本研

究发现ＴＮＢＳ诱导结肠炎后，膀胱肥大细胞浸润明显
增加。然而肥大细胞浸润的增加与膀胱传入神经敏感

化的关系需要更多研究来证实。

　　Ｐ２Ｘ３受体是一种表达在ＤＲＧ初级感觉神经元上
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的ＡＴＰ受体，并参与 ＡＴＰ介导的神经元兴奋性的调
控［２３］。研究证实初级感觉神经元的 Ｐ２Ｘ３受体参与
多种神经性疼痛的传导［１３］，同时也参与结肠和膀胱的

机械感觉传导。Ｐ２Ｘ３受体在膀胱中主要表达在 Ｃ感
觉纤维和移行上皮细胞［３１］。当膀胱上皮细胞损伤时，

释放的ＡＴＰ增多，作用于传入神经末梢的Ｐ２Ｘ３受体，
激活Ｐ２Ｘ３受体和促进Ｐ２Ｘ３受体转移到细胞膜上，进
而参与膀胱伤害性感觉传导［３２］。在间质性膀胱炎动

物模型中，Ｐ２Ｘ３介导的膀胱传入神经放电频率明显高
于正常［１７］。在ＴＮＢＳ诱导结肠炎模型中，同样也发现
膀胱Ｃ感觉纤维兴奋性增强［９－１０］。本研究发现 ＴＮＢＳ
诱导结肠炎后，ＤＲＧ神经元Ｐ２Ｘ３受体表达明显增加，
鞘内注射Ｐ２Ｘ３受体抑制剂能明显抑制结肠炎导致的
膀胱过度活动。由此可见，背根神经节 Ｐ２Ｘ３受体可
能通过调控膀胱传入神经的兴奋性参与结肠炎诱导的

膀胱过度活动。

　　综上，本研究建立ＴＮＢＳ诱导的大鼠结肠炎模型，
证实结肠炎对膀胱排尿功能的影响，并证明结肠炎中

ＤＲＧ神经元 Ｐ２Ｘ３受体表达明显增加，表明鞘内注射
Ｐ２Ｘ３受体抑制剂能明显改善结肠炎诱导的膀胱过度
活动。
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