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·论　　著·

热休克蛋白２０在大鼠急性尿潴留膀胱中的表达及意义
闫书贤，王永权，熊智勇，邓建平，卢根生　（第三军医大学西南医院全军泌尿外科研究所，重庆４０００３８）

　　［摘　要］　目的　研究热休克蛋白２０（Ｈｓｐ２０）在大鼠急性尿潴留（ＡＵＲ）模型膀胱中的表达及其与逼尿肌收缩功能的关系。
方法　通过结扎尿道口的方法建立大鼠急性尿潴留动物模型，利用充盈性膀胱测压的方法检测膀胱收缩功能，采用免疫荧光染色
的方法分别检测急性尿潴留膀胱排空后不同时相点（０ｈ、１ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３ｄ、５ｄ、７ｄ）大鼠膀胱逼尿肌Ｈｓｐ２０的表达情况，采用
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法比较尿潴留后不同时相点Ｈｓｐ２０含量的差异。结果　ＡＵＲ后１ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ组大鼠逼尿肌收缩力呈时间依赖
性递减，均较０ｈ组显著下降（Ｐ＜０．０５）；３ｄ、５ｄ、７ｄ组最大逼尿肌压较１ｈ、６ｈ、１２ｈ和２４ｈ组显著回升，但仍低于０ｈ组和对照组
（Ｐ＜０．０５）；ＡＵＲ各组Ｈｓｐ２０表达明显高于对照组，梗阻后２４ｈ内Ｈｓｐ２０表达呈逐步上升趋势，而２４ｈ至７ｄ则是逐渐降低的，其
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＵＲ后膀胱逼尿肌中Ｈｓｐ２０表达的上调很可能对逼尿肌细胞有一定的保护作用，但ＡＵＲ
后Ｈｓｐ２０的高表达可能也是逼尿肌细胞收缩功能受到抑制的重要因素之一。
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　　急性尿潴留（ａｃｕｔｅｕｒｉｎａｒｙｒｅｔｅｎｔｉｏｎ，ＡＵＲ）是临床
常见严重的排尿功能障碍，其病因多为下尿路梗阻、神

经源性膀胱、硬膜外麻醉后或某些药物作用所致。

ＡＵＲ常导致严重逼尿肌收缩乏力（ｄｅｔｒｕｓｏｒｕｎｄｅｒａｃｔｉｖｉ
ｔｙ，ＤＵ），以至于很多患者在解除下尿路梗阻或去除其
他病因之后，排尿功能仍未得到有效缓解［１］。研究表

明，热休克蛋白２０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ２０，Ｈｓｐ２０）在稳
定细胞骨架、调节肌细胞收缩方面发挥了重要作用［２］，

但在膀胱逼尿肌中的作用研究尚未见报道。本研究采

用充盈性膀胱测压、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光染色及激光
共聚焦等技术，通过对比研究ＡＵＲ大鼠不同时相点膀
胱逼尿肌收缩力及 Ｈｓｐ２０的表达情况，初步探讨 ＡＵＲ
后膀胱收缩功能和 Ｈｓｐ２０表达的关系及相关机制，旨
在为临床治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　急性尿潴留大鼠模型构建
按照Ｓａｉｔｏ等人的方法建立 ＡＵＲ大鼠模型［３］。健康雌性

ＳＤ大鼠（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）４５只，３月龄，体质量２２０～２５０ｇ，完全随机分为对照组
（ｎ＝５）和ＡＵＲ组（ｎ＝４０）。对照组用戊巴比妥钠（３５ｍｇ／ｋｇ）
腹腔注射达浅麻醉，以硬膜外导管经尿道插入膀胱。轻压下腹

·９２２·
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部排空膀胱，将导管经三通管与尿动力仪及微量灌注泵相连。

标定零点，用生理盐水以０．２ｍＬ／ｍｉｎ的速度灌注膀胱，用多道
生理信号采集系统记录膀胱充盈过程中压力、容积变化情况，

记录开始灌注到出现排尿的时间和最大逼尿肌压。ＡＵＲ组行
充盈性膀胱测压后完全排空膀胱，丝线结扎大鼠尿道，以３７℃
生理盐水０．２ｍＬ／ｍｉｎ持续灌注膀胱，灌注量达到测定膀胱容
量的２倍后停止灌注，保持膀胱内高压２ｈ，然后排空膀胱，根据
术后不同时相点（０ｈ、１ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３ｄ、５ｄ、７ｄ）又分为
ＡＵＲ０ｈ、ＡＵＲ１ｈ、ＡＵＲ６ｈ、ＡＵＲ１２ｈ、ＡＵＲ２４ｈ、ＡＵＲ３ｄ、ＡＵＲ５ｄ和
ＡＵＲ７ｄ组。充盈性膀胱测压在不同时相点分别测定膀胱排尿
期最大逼尿肌压。构成 ＡＵＲ模型后，在不同时相点将动物处
死，取出膀胱标本备用。

１．２　Ｈｓｐ２０免疫荧光染色
取出部分膀胱标本用４％多聚甲醛溶液固定６～８ｈ，然后

在１０％～３０％蔗糖溶液梯度脱水过夜，－２０℃下 ＯＣＴ冰冻包
埋液包埋组织，冰冻切片机沿垂直于肌层方向行１０μｍ冰冻切
片备用。标本在４％多聚甲醛溶液中固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３
次，每次１０ｍｉｎ，兔抗大鼠 Ｈｓｐ２０一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳ漂洗
３次后加羊抗兔ＡＦ５５５标记荧光二抗，室温孵育１ｈ，ＤＡＰＩ复染
细胞核１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ。在激光共聚焦显微
镜下观察逼尿肌组织Ｈｓｐ２０的表达情况。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＵＲ大鼠膀胱Ｈｓｐ２０表达
将部分膀胱标本称重并匀浆后提取总蛋白，配 置 ５％ＳＤ

Ｓ２ＰＡＧＥ浓缩胶及１０％ＳＤＳ２ＰＡＧＥ分离胶。将１５μｇ样品溶液
与相等体积２×ＳＤＳ上样缓冲液混合，用微量上样器上样。电
泳仪电压设定为８０Ｖ，２０ｍｉｎ；１００Ｖ，７０ｍｉｎ。电泳完成后转膜，
电压设定为１００Ｖ，９０ｍｉｎ。将 ＰＶＤＦ膜放入５％脱脂奶粉 ＰＢＳ
溶液中封闭２ｈ。将Ｈｓｐ２０一抗按１∶４００稀释，４℃孵育过夜；
１∶５００稀释ＡＦ５５５标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗孵育１ｈ。ＰＢＳ
充分漂洗后行增强化学发光。用 ＢＩｏＲａｄ公司 ＱｕａｎｔＩｔｙＯｎｅ软
件对Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果灰度扫描 。

１．４　统计学处理
所有数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统

计软件进行ｔ检验。Ｐ＜０．０５为有显著差异。

２　结果

２．１　ＡＵＲ大鼠充盈性膀胱测压
对大鼠膀胱在 ＡＵＲ后不同时相点进行充盈性膀胱测压，

ＡＵＲ１ｈ、ＡＵＲ６ｈ、ＡＵＲ１２ｈ和ＡＵＲ２４ｈ组最大逼尿肌压均显著低
于ＡＵＲ０ｈ组和对照组（Ｐ＜０．０５），ＡＵＲ３ｄ、ＡＵＲ５ｄ、ＡＵＲ７ｄ组最
大逼尿肌压较 ＡＵＲ１ｈ、ＡＵＲ６ｈ、ＡＵＲ１２ｈ和 ＡＵＲ２４ｈ组显著回
升，但仍低于ＡＵＲ０ｈ组和对照组（Ｐ＜０．０５），见表１。

２．２　Ｈｓｐ２０表达检测
　　对照组和ＡＵＲ组大鼠膀胱免疫荧光染色结果显示 Ｈｓｐ２０
主要表达在膀胱逼尿肌细胞质内，各组膀胱逼尿肌内均有表

达。总体而言，对照组大鼠 Ｈｓｐ２０染色较 ＡＵＲ组浅淡（图１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果可见ＡＵＲ大鼠膀胱逼尿肌中Ｈｓｐ２０的表达在
２４ｈ内有随梗阻后时间逐渐升高的趋势，２４ｈ后 Ｈｓｐ２０的表达

随时间逐渐下降，这种变化趋势跟最大逼尿肌压的变化呈负相

关。灰度扫描的结果提示ＡＵＲ各组 Ｈｓｐ２０表达明显高于对照
组，梗阻后２４ｈ内Ｈｓｐ２０表达呈上升趋势，而２４ｈ至７ｄ则是
逐渐降低的，其差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　ＡＵＲ大鼠膀胱测压和Ｈｓｐ２０表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 最大逼尿肌压（ｃｍＨ２Ｏ） Ｈｓｐ２０表达（Ｈｓｐ２０／βａｃｔｉｎ）

对照组 ５２．５７±３．９５ ０．７４±０．２３

ＡＵＲ０ｈ ６０．６５±４．８１ １．１２±０．１４

ＡＵＲ１ｈ ５２．９４±２．４０ １．２１±０．２４

ＡＵＲ６ｈ ４１．１３±２．１８ １．３５±０．１４

ＡＵＲ１２ｈ ３９．１４±３．７６ １．５０±０．３３

ＡＵＲ２４ｈ ３２．１６±２．３０ １．７４±０．２９

ＡＵＲ３ｄ ４２．３２±４．４７＃ １．３２±０．２４＃

ＡＵＲ５ｄ ４５．２８±４．６４＃ １．０１±０．３６＃

ＡＵＲ７ｄ ４９．７１±２．１７＃ ０．８２±０．３２＃

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

　　急性尿潴留是下尿路梗阻常见的一种并发症，常

可导致膀胱功能的损害，严重者可造成膀胱收缩功能

的丧失［４］。但是，目前临床上针对ＡＵＲ除了留置尿管
等待逼尿肌功能恢复之外，各种药物（氯贝胆碱、新斯

的明等）治疗或非药物治疗（神经刺激等物理治疗）效

果均令人失望［５］。长期留置尿管严重影响患者的生活

质量，而且很多患者在拔除尿管后短时间内再次出现

ＡＵＲ。究其原因，除考虑出现新的梗阻因素之外，大多
数患者均伴有不同程度的逼尿肌收缩乏力［６］。

Ｈｓｐ２０是小分子热休克蛋白家族中的一员，在全
身各组织器官中都有表达，主要分布在骨骼肌、心肌、

血管平滑肌、胃肠平滑肌和膀胱逼尿肌等组织中［７９］。

研究表明，Ｈｓｐ２０具有抑制缺血性心肌凋亡、调节血小
板功能和调节血管、胃肠、子宫平滑肌收缩等生物学功

能［１０］。血管平滑肌细胞中 Ｈｓｐ２０可通过稳定细胞骨
架的作用对于血管适应外源性或内源性的牵张刺激或

血流剪切力刺激起到有效地保护作用［１１］。对子宫平

滑肌的研究发现，晚期妊娠状态下的子宫肌层 Ｈｓｐ２０
表达和磷酸化显著上调很有可能是维持子宫平滑肌松

弛的重要因素之一［１２］。

　　膀胱逼尿肌作为一种特殊的平滑肌，其收缩的调
控机制似乎与骨骼肌更为相似，即对于收缩力和收缩

精确性要求较高，因此，稳定和精密的肌丝结构是保证

逼尿肌正常收缩的基础。目前建立 ＡＵＲ模型常采用
容积恒定法［１３］，即给动物以超过正常膀胱容量（一般

用生理盐水充盈膀胱，维持时间１～２ｈ，然后排空膀

·０３２·



局解手术学杂志　２０１２年 第 ２１卷　第 ３期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１２，Ｖｏｌ．２１，Ｎｏ．３

ａ：对照组；ｂ：ＡＵＲＯｈ；ｃ：ＡＵＲ１ｈ；ｄ：ＡＵＲ６ｈ；ｅ：ＡＵＲ１２ｈ；ｆ：ＡＵＲ２４ｈ；ｇ：ＡＵＲ３ｄ；ｈ：ＡＵＲ５ｄ；ｉ：ＡＵＲ７ｄ
图１　Ｈｓｐ２０在ＡＵＲ后不同时相点组织免疫荧光染色，红色显示Ｈｓｐ２０阳性染色，蓝色显示细胞核（×２５０）

胱。本实验对 ＡＵＲ大鼠进行充盈性膀胱测压，测压
过程始终保持大鼠处于浅麻醉状态，使测压过程更接

近于生理状态。结果显示，ＡＵＲ继发的膀胱逼尿肌收
缩功能障碍具有时相特异性。解除梗阻后早期膀胱收

缩功能受损相对较轻，甚至会出现代偿性增强。而随

着时间推移膀胱收缩功能障碍持续加重，ＡＵＲ发生后
２４ｈ膀胱收缩功能降至最低，之后 ６ｄ逐渐恢复，至
ＡＵＲ后７ｄ大致恢复正常。这个过程与临床 ＡＵＲ患
者膀胱收缩功能改变相似。同时，通过对 ＡＵＲ大鼠膀
胱不同时相点 Ｈｓｐ２０免疫荧光染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的
检测，我们发现大鼠膀胱逼尿肌中 Ｈｓｐ２０的表达在２４
ｈ内有随梗阻后时间逐渐升高的趋势，２４ｈ后 Ｈｓｐ２０
的表达随时间逐渐下降，这种变化趋势跟最大逼尿肌

压的变化呈负相关。因此，本文推测，ＡＵＲ后膀胱逼

尿肌中Ｈｓｐ２０表达的上调很可能对逼尿肌细胞有一定
的保护作用，但ＡＵＲ后Ｈｓｐ２０高表达也是逼尿肌细胞
收缩功能受到抑制的重要因素之一。进一步对 Ｈｓｐ２０
在逼尿肌收缩功能作用机制的研究，将有助于全面阐

明ＡＵＲ后膀胱收缩乏力的机制，为其临床治疗提供新
的切入点。
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·个案与短篇·

１例颈胸腹联体婴儿分离术后重症监护技术
马晓玲　（第三军医大学新桥医院心血管中心监护室，重庆４０００３７）

　　［关键词］联体婴儿；分离术；重症监护
　　［中图分类号］Ｒ４７３．７２　［文献标识码］Ｂ　［文章编号］１６７２５０４２（２０１２）０３０２３２０１

　［收稿日期］２０１１１２３１　　［修回日期］２０１２０１１３

　　联体婴儿为世界罕见的先天畸形，发病率低，其中胸腹联
体儿占４０％［１］，而颈胸腹联体儿世界仅有零星报道，存活率极

低。２０１０年７月２７日，我院收治１例了出生２１ｄ颈胸腹相联
的联体女婴，现将比例女婴分离术后重症监护技术及创新性护

理措施报告如下。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　联体儿（大双和小双）系第２胎第２产，足月，孕３８周外院
行剖宫产出生，双胎体重４．８ｋｇ，出生后Ａｐｇａｒ评分、羊水、胎盘
情况不详。患儿因双胎并联体２１ｄ，间断发热１７ｄ，呼吸困难
２ｄ急诊入院。ＴＣＢＭ：头为４，胸为５．２。精神差，面色苍白，对
外界刺激反应差，小双头颈后仰，胸腰椎背曲，呈“Ｃ”字形，呼
吸急促，可见鼻翼煽动，点头样呼吸及吸气性三凹征。患儿系

颈胸腹相连。外院ＣＴ示：①联体婴双侧头颅新生儿轻度缺血
缺氧性脑病可能；②联体婴双侧头颅蛛网膜下腔出血可疑；③
双侧胸腔相通，脊柱位于两侧，且共用一个心脏可能。Ｂ超示：
①联体婴儿心脏相通？心脏畸形？②联体婴儿一个肝脏？

１．２　手术情况
　　患儿病情危重，经抗感染，利尿，肠外营养等治疗，患儿病
情无明显好转，于２０１０年７月２９日晚急诊行分离术。术中发
现联体双胎共用一个心脏、肝脏，手术只能保留一个患儿，经与

家属沟通后，据患儿大器官畸形情况，决定放弃小双。７月３０

日８：１５分离心脏后小双死亡，大双于３０日急诊行颈胸腹联体
儿分离术，术后１３：００返回 ＩＣＵ。当晚因心率血压下降行床旁
开胸抢救后恢复，为减轻心脏负担考虑延迟关胸。患儿术后并

发急性肾功能衰竭，低心排血综合症，感染，肝功能损害，低氧

血症，高碳酸血症，代谢性酸中毒，高血糖，乳酸持续大于

１５．０ｍｍｏｌ／Ｌ等。行对症治疗，给予开放式辐射床，皮肤护理，
ＣＲＲＴ，抗感染，强心利尿，营养支持，伤口护理，保护性隔离，多
管道护理等治疗。

１．３　护理方法
１．３．１　伤口护理　　术前对联体儿行牵拉胸腹部皮肤以增加
皮肤弹性，利于术后皮肤缝合。术后以温水棉签刺激患儿吸吮

动作，促进胃肠排气，间断应用开塞露，下肛管减轻腹胀，减轻

腹壁张力，促进伤口的愈合。以维生素 Ｅ定时按摩胸腹部，四
肢及臀部皮肤，对于改善皮肤血液供应，改善水肿，硬肿，减轻

皮肤张力。引进开放式辐射床的操作应用：置患儿于开放式辐

射床，温度３２～３８℃，湿度５０％～６０％，定期检测温湿度，确保
应用安全，防止新生儿硬肿。

１．３．２　联合式抗感染综合治疗及护理　　单间监护病房实行
保护性隔离，持续空气净化，严格限制探视。每日２次彻底消
毒温箱及更换无菌湿化液，并对温箱表面及湿化液作细菌培养

定时监测体温。尽早拔除侵袭性导管，并做好导管培养。做好

气管插管的护理。合理安排集中采集标本：每日将血液，痰液，

引流渗出液，尿液等体液标本送检，以检验结果指导、规

范和调整使用抗生素。定期采集呼吸机及各种管道接头处，

（下转第２３５页）
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