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逼尿肌过度活动中 ＲｙＲ２开放程度变化及其发生机制的研究
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［摘　要］　目的　探讨逼尿肌过度活动（ＤＯ）中Ｒｙａｎｏｄｉｎｅ受体亚型２（ＲｙＲ２）开放程度的变化及其发生的机制。方法　构建
膀胱逼尿肌过度活动的动物模型，通过激光扫描共聚焦显微镜检测正常对照组和 ＤＯ组钙火花，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常对照组
和ＤＯ组大鼠磷酸化ＲｙＲ２（ｐＲｙＲ２）和ＦＫＢＰ１２．６的表达情况。结果　相比于正常对照组，ＤＯ组大鼠膀胱逼尿肌细胞钙活动明显
降低，ＦＫＢＰ１２．６蛋白表达明显增加，而ｐＲｙＲ２表达明显下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＯ组 ＦＫＢＰ１２．６明显增
加，ｐＲｙＲ２表达明显下降，可能是ＤＯ逼尿肌ＲＹＲ２开放降低发生的关键原因。
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　　逼尿肌过度活动（ｄｅｔｒｕｓｏｒｏｖｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ＤＯ）是临床
最常见的兴奋异常，是指在膀胱充盈时自发或者诱发

的逼尿肌不自主收缩，最终导致膀胱过度活动征（ｏｖｅｒ
ａｃｔｉｖｅｂｌａｄｄｅｒ，ＯＡＢ）相关的一系列症状，如尿频、尿急、
夜尿增多等，严重影响患者生活质量［１］。储尿期逼尿

肌自发性（肌源性）兴奋异常增强是ＤＯ发生的重要环

节。既往国内外研究发现：①正常膀胱平滑肌在离体
的条件下可出现节律性的自发收缩；②使用手术切除
或阻断剂阻断神经因素影响后，膀胱的收缩活动依然

存在，提示其具有肌源性兴奋机制［２］；③在膀胱流出道
梗阻和神经源性异常引起时的ＤＯ，这种肌源性的自发
兴奋和收缩明显增强［３］。多项研究提示肌浆网上的
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Ｒｙａｎｏｄｉｎｅ受体亚型 ２（ｒｙａｎｏｄｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ２，
ＲｙＲ２）是调控逼尿肌兴奋性的关键通道，但目前 ＤＯ
逼尿肌 ＲｙＲ２开放减弱的机制尚不清楚，深入研究
ＲｙＲ２开放减弱的机制将有可能为 ＤＯ的治疗提供新
的策略和靶点［４５］。本研究基于本课题组前期在 ＦＫ
ＢＰ１２．６基因敲除鼠ＤＯ模型上的新发现，结合新近研
究进展，提出科学假说：ＤＯ逼尿肌结合在 ＲｙＲ２上的
ＦＫＢＰ１２．６增加，引起 ＲｙＲ２通道磷酸化水平下降，最
终导致ＲｙＲ２开放减弱［６］。故本研究拟通过构建膀胱

逼尿肌过度活动的动物模型，激光扫描共聚焦显微镜

检测正常对照组和 ＤＯ组钙火花，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正
常对照组和ＤＯ组大鼠磷酸化 ＲｙＲ２（ｐＲｙＲ２）和 ＦＫ
ＢＰ１２．６表达情况，探讨ＤＯ中ＲｙＲ２开放的变化及其发
生的机制，为深化认识ＤＯ肌源性兴奋调控机制和相关
疾病的临床诊治提供新思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物和试剂
健康雌性ＳＤ大鼠２０只（购自陆军军医大学实验

动物中心），３月龄，体质量２５０～３２０ｇ。通过尿道结
扎法构建膀胱出口梗阻模型，６周后再进行膀胱测压，
根据结果选取１０只为逼尿肌过度活动组，另外１０只
大鼠为正常对照组。

Ｆｌｕｏ４ＡＭ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｂｅｓ公司，美国），倒置显
微镜（ＩＸ８１，Ｏｌｙｍｐｕｓ），增强化学发光检测液（ＥＣＬ，
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），抗 ＲＹＲ２小鼠单克隆抗体（ｃｌｏｎｅＣ３３３，
１∶２００；ＡＢＲ，Ｇｏｌｄｅｎ，ＣＯ，ＵＳＡ），抗 ｆｋｂｐ１２．６兔多克隆
抗体（１∶１０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ），抗 ＧＡＰＤＨ山羊
多克隆抗体（１∶２０００００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ），过氧化
物酶标记绵羊抗小鼠 ＩｇＧ（１∶２５００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，
ＵＳＡ），ＩＲ染料７００驴抗兔 ＩｇＧ和 ＩＲ染料８００山羊抗
小鼠ＩｇＧ（１∶２５００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ）。
１．２　方法
１．２．１　正常对照组和逼尿肌过度活动组钙火花检测
　　将大鼠处死，取出膀胱置于含双抗（青霉素
１００Ｕ／ｍＬ和链霉素１００Ｕ／ｍＬ）的０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶
液中浸泡１０ｍｉｎ，解剖显微镜下剔除外膜和黏膜层，用
酶消化法将膀胱壁肌层细胞分离。离心收集膀胱肌肉

细胞。在室温下使用全细胞电压钳的方法记录膜电

流。为了更准确比较 ２组细胞的 ＲｙＲ２通道开放差
异，将细胞膜电位钳夹定位在 －４０ｍＶ。细胞内溶液
由１３０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ、１．８ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＡＴＰ、０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ ＣａＣｌ２ 和 ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＧＴＡ

（ｐＨ７．３）组成。细胞外溶液由１３７ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、
５．４ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ、１．８ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２、１．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、
１０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖和１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）组成。
在室温下，将１０μｍｏｌ／Ｌ钙荧光指示剂Ｆｌｕｏ４和细胞一
起孵育１０ｍｉｎ，然后将其转移到倒置显微镜（１×８１，
Ｏｌｙｍｐｕｓ）的载物台上，细胞黏附在记录室的底部
１５ｍｉｎ，然后灌注细胞外溶液４０ｍｉｎ后用４８８ｎｍ氩激
光的激光共聚焦头对准倒置的显微镜上的细胞，收集

线扫描图像。利用 ＭＡＴＬＡＢ７．１软件（ＭａｔｈＷｏｒｋｓ）处
理并分析图像。为了记录钙火花，将共聚焦系统触发

膜片钳系统工作，使得逼尿肌细胞膜电压控制在

－４０ｍＶ。将平滑肌基础钙荧光强度设定为 Ｆ０，将钙
火花的幅度设定为Ｆ。分别观察正常对照组和逼尿肌
过度活动组大鼠膀胱肌肉细胞钙火花的数量、强度、

ＦＷＨＭ、上升时间以及半衰期长短。
１．２．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ２组大鼠 ｐＲｙＲ２和
ＦＫＢＰ１２．６表达情况　　将正常对照组和逼尿肌过度
活动组大鼠逼尿肌细胞裂解，分别收集裂解液，并制备

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹样本，用４％ ～２０％丙烯酰胺梯度凝胶将
其进行分离，然后电泳转移到硝基纤维素膜上。在室

温下，用含５％ＢＳＡ的三聚氰胺缓冲液（ＴＢＳＴ）将膜封
闭２ｈ，依次孵育一抗，４℃孵育一抗过夜。然后加入
二抗孵育１ｈ，用增强化学发光检测液（ＥＣＬＭｉｌｌｉｐｏｒｅ）
检测ｐＲｙＲ２、ＦＫＢＰ１２．６、ＧＡＰＤＨ的表达。使用以下抗
体：抗 ｐＲｙＲ２小鼠单克隆抗体（ｃｌｏｎｅＣ３３３，１∶２００；
ＡＢＲ，Ｇｏｌｄｅｎ，ＣＯ，ＵＳＡ），抗 ｆｋｂｐ１２．６兔多克隆抗体
（１∶１０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ），抗 ＧＡＰＤＨ山羊多克
隆抗体（１∶２０００００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ），过氧化物酶
标记绵羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶２５００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ），
ＩＲ染料 ７００驴抗兔 ＩｇＧ和 ＩＲ染料 ８００山羊抗小鼠
ＩｇＧ（１∶２５００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ）。
１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学分析，检验资料
结果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　正常对照组和逼尿肌过度活动组大鼠膀胱肌肉
细胞钙火花检测

与对照组的大鼠肌肉细胞（ｎ＝７１）相比，逼尿肌
过度活动组的大鼠肌肉细胞（ｎ＝８５）的钙火花的频
率明显降低（图１ａ）。同样，逼尿肌过度活动组大鼠
肌肉细胞的 Ｆ／Ｆ０、ＦＷＨＭ、上升时间和半衰期明显减
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少（图１ｂ～ｃ），提示在逼尿肌过度活动组大鼠肌肉细
胞钙火花的活性明显改变，这些改变可能是导致膀胱

过度活动患者膀胱肌肉不稳定收缩的原因。

ａ：对照组钙火花检测；ｂ：逼尿肌过度活动组钙火花检测；ｃ：对照组及逼尿肌过度活动组钙火花的数量、强度、ＦＷＨＭ、上升时间以及
半衰期长短　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

图１　正常对照组和逼尿肌过度活动组大鼠膀胱肌肉细胞钙火花检测

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组大鼠ｐＲｙＲ２和ＦＫＢＰ１２．６
表达情况

ＲｙＲ２是分布于膀胱平滑肌的 ＲｙＲ主要亚型。在
心肌细胞中，ＦＫＢＰ１２．６是ＲｙＲ２通道开放的关键调控
蛋白，结合在ＲｙＲ２上的ＦＫＢＰ１２．６数量与 ＲｙＲ２通道
的开放程度成反比［７］。同样，我们可以假设，在膀胱

逼尿肌细胞中，ＦＫＢＰ１２．６表达量增加可能导致 ＲｙＲ２
通道开放降低，进一步引起膀胱过度活动。本研究显

示，与正常对照组相比，膀胱过度活动组（ｎ＝１２）大鼠
逼尿肌细胞 ＦＫＢＰ１２．６蛋白表达明显增加，而ｐＲｙＲ２
表达明显下降（图２）。

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测图；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ定量分析图　：与对照

组比较，Ｐ＜０．０５

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组大鼠ｐＲｙＲ２和ＦＫＢＰ１２．６表达

３　讨论

ＤＯ是指在某种致病因素下，处于储尿期的膀胱
出现非排尿性的收缩，主要表现为尿频、尿急，甚至可

以诱发尿失禁［８］。目前，有关膀胱逼尿肌不稳定的发

生机制目前尚未完全阐明，占主流的两大学说为神经

源性学说和肌源性学说，其中神经源性学说长期占据

主导地位［９］。在临床治疗过程中，兴奋性异常主要采

用神经受体活性药物，如 Ｍ受体的阻断剂及 β３受体
激动剂等，但疗效尚不理想［１０］。近来年，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临床诊治该
病变有着极为重要的意义。

本课题组前期研究还发现，利用 Ｒｙａｎｏｄｉｎｅ特异
性阻断ＲｙＲ２开放后，对ＤＯ逼尿肌组织兴奋性无显著
影响，提示ＤＯ逼尿肌细胞 ＲｙＲ２开放程度显著下降，
而ＲｙＲ２通道兴奋剂 Ｃａｆｆｅｉｎｅ可显著降低 ＤＯ逼尿肌
组织兴奋性，提示ＤＯ逼尿肌 ＲｙＲ２开放减弱，其对逼
尿肌兴奋性抑制的降低是ＤＯ逼尿肌兴奋性异常增强
的关键环节［１１］。但ＤＯ中，ＲｙＲ２开放是否存在降低，
目前尚无直接研究证据。本研究通过激光共聚焦显微

镜首次发现，ＤＯ逼尿肌钙火花减少，提示 ＤＯ逼尿肌
ＲｙＲ２开放降低。

ＦＫＢＰ１２．６是调控ＲｙＲ２开放的关键蛋白，本课题
组前期利用 ＦＫＢＰ１２．６基因敲除鼠的研究发现，ＦＫ
ＢＰ１２．６基因敲除导致 ＲｙＲ２开放较野生鼠显著增强；
而利用ＪＶＴ５１９增强ＦＫＢＰ１２．６与ＲｙＲ２结合后可一定
程度上减轻ＲｙＲ２的异常开放［６］。在心肌细胞的多个

研究中发现，ＦＫＢＰ１２．６是ＲｙＲ２通道开放的关键调控
蛋白，结合在ＲｙＲ２上的ＦＫＢＰ１２．６数量与 ＲｙＲ２通道
的开放程度成反比［１２１３］。本研究首次发现，ＤＯ中ＦＫ
ＢＰ１２．６表达明显上调，提示增加的 ＦＫＢＰ１２．６可能通
过稳定ＲｙＲ２，降低 ＲｙＲ２开放，这与心肌细胞中的研
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究类似［１２１３］。

ＲｙＲ２通道磷酸化状态是决定通道开放程度的关
键因素，是多个病理、生理状态下细胞兴奋性改变的关

键环节［１４１６］。在心脏疾病的多项研究发现，ＦＫＢＰ１２．６
可能通过 ＰＫＡ导致 ｐＲｙＲ２开放下降［７，１７１８］。本研究

发现，ＤＯ逼尿肌细胞 ＲｙＲ２通道磷酸化水平显著降
低，ｐＲｙＲ２表达明显下降，提示在逼尿肌细胞中也同
样存在这一机制，值得进一步探讨。
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