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逼尿肌不稳定中钙激活钾 氯通道 mRNA表达差异的实验研究

杨　航 ,宋　波 ,金锡御 ,杨　昕　　(第三军医大学西南医院全军泌尿外科中心 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨钙激活钾 氯通道在正常和不稳定逼尿肌组织中的 mRNA 表达变化。方法　雌性Wistar 大鼠采

用会阴部尿道结扎法制作成膀胱出口梗阻(bladder outlet obstruction , BOO)模型 , 经清醒状态膀胱测压确定逼尿肌不稳定

(detrusor instability , DI)后 , 提取正常与 DI 逼尿肌组织mRNA , 以 RT PCR方法研究组织中大电导钙激活钾通道(big conduc-

tance calcium activated potassium channel , Bkca)、小电导钙激活钾通道(small conductance calcium activated potassium channel ,

Skca)、钙激活氯通道(calcium activated chloride channel , Clca)的 mRNA表达 ,凝胶成像分析比较其差异性变化。结果　大鼠

尿道梗阻后 DI 发生率 76.17%, 膀胱容量及最大逼尿肌压显著增加(P <0.01)。钙激活钾 氯通道在两组大鼠逼尿肌中均

有表达 ,其中 Bkca、Skca2、Skca3 明显降低 ,而 Clca明显升高。结论　钙激活钾 氯通道的表达改变可影响逼尿肌兴奋性的

反馈调节 ,在逼尿肌不稳定的发病机制中有重要作用。
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Different mRNA expressions of calcium activated channels in normal and instable

detrusors
YANG Hang , SONG Bo , JIN Xi-yu , YANG Xin(Urology Research Center , Southwest Hospital , Third Military Medical Uni-

versity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the different mRNA expressions of big and small conductance calcium activated

potassium channels(Bkca and Skca), and calcium activated chloride channels(Clca)in normal and instable detru-

sors.Methods　Model of bladder outlet obstruction(BOO)of female Wistar rats was prepared by ligating the proxi-

mal urethra in the perineum.Detrusor instability (DI)was confirmed by conscious cystometry.The mRNA was ex-

tracted from the detrusors of normal and DI rats for the detection of the expressions of Bkca , Skca2 , Skca3 , and Clca

by RT-PCR.The different channel expression between normal and instable detrusors was identified by gel imaging.

Results　The incidence of DI in BOO rats was 76.17%.Bladder capacity and the maximal detrusor pressure in-

creased significantly (P<0.01).Both Kca and Clca expressed in normal and instable detrusors.The expressions of

Bkca , Skca2 , and Skca3 significantly decreased , whereas Clca significantly increased in DI.Conclusion　Kca and

Clca may play an important role in the modulation of detrusor activity and the development of DI.

　　Key words:detrusor instability;calcium activated potassium channels;calcium activated chloride channels;

RT-PCR;mRNA expression

　　逼尿肌不稳定(detrusor instability , DI)表现为逼尿

肌自发性的无抑制收缩 ,近年研究表明肌源性因素是

其重要机制之一 ,其中钙是调节肌细胞兴奋和收缩的

主要离子 ,钙内流增加是 DI发生的重要原因
[ 1]
,但临

床应用钙阻断剂并未取得预期疗效
[ 2]
。因此钙相关的

调节机制在维持逼尿肌正常功能及其在 DI 中的变化
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和作用值得深入研究 。

　　本实验观察了正常与 DI逼尿肌中与钙相关并起

重要调节作用的钙激活钾 氯离子通道的 mRNA表达

变化 ,为深入探讨钙相关的调节机制在 DI发生中的作

用提供实验依据 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　动物　　健康雌性Wistar 大鼠 30 只(第三军医大学实

验动物中心提供), 体质量 120～ 150 g , 分为正常组 8只 ,梗阻组

22 只。

1.1.2　仪器设备　　Gene Cycler PCR仪 , 凝胶成像扫描仪 Doc
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Gel 2000 均为美国 Bio-Rad 公司产品。紫外分光光度仪 Du-640

(Beckman , USA), 尿动力仪(成都维信有限公司 Nidoc970型), 微

量灌注泵(美国 3M公司)。

1.1.3　试剂　　TaqDNA 聚合酶(5 U μl), AMV 逆转录酶(10 U 

μl), Oligo(dT), dNTP(10 mmol L), RNAsin(RNA 酶抑制剂)(40 U 

μl), PCR Marker 均购自 Promega 公司。 Tripure 购自 BM 公司。

DEPC(焦磷酸二乙酯)购自 Sigma公司。溴化乙啶 ,琼脂糖购自

华美生物工程公司 ,其它均为国产分析纯试剂 。

1.1.4　引物　　Bkca、SKca2、SKca3 引物以 DNAstar 软件设计 ,

并经 BLAST验证 , Clca引物参照文献[ 3] ,由上海 Sangon 公司合

成 ,以三蒸水配制成工作液(浓度为 10 pmol μl),序列见表 1。

表 1　钙激活钾 氯通道及内参照 RT PCR 引物序列

Tab 1　Primers for calcium activated channels and controls

GenBank
№.

Length
(bp) Sequence(sense reverse)

Annealing
temp.

Bkca AF135265 412 GCGGGGGCAAGACGAAGGA 58 ℃

ACGGGAGGGACTGTGAAGAAATC

Skca2 U69882 414 CTTCTCCTATGCCCCTTCCACAAC 57 ℃

ATTCCGGTAAGCAAGCAGACTCCT

Skca3 AF284345 483 GAAGCATCGGGGCCCTCAACAA 58 ℃

TGGCGTGGTCAATCTTCTTTAGCA

ClCa AF077303 110 ACTTCCGGTCTGATACCTAA 50 ℃

TTGGCCAGAATTGCAATGTA

β-actin NM_031144 240 TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT

CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC

1.2　方法
1.2.1　Wistar大鼠 DI 模型制备　　大鼠麻醉后仰卧固定 , 直

径1 mm 探子插入尿道。于会阴部尿道与阴道之间分离尿道 ,

在尽量靠近膀胱颈处 1 号丝线缝扎 , 6周后经下腹部于膀胱顶

部导入测压导管 ,对照组同期置管。

1.2.2　充盈性膀胱测压　　大鼠置于测压笼中 , 导管于背部

引出 , 经三通管分别与尿动力仪及微量灌注泵相连 , 充盈性膀

胱测压并确定 DI。

1.2.3　逼尿肌总 RNA的提取　　大鼠击昏后迅速取出膀胱 ,于

冰DEPC 水中去除粘膜和浆膜并剪碎,按 Tripure 说明书一步法提

取总 RNA ,测定 A260 A280比值并定量,以比值大于 1.8者为可用。

1.2.4　逆转录反应　　各样品 RNA取 2μg , 加入Oligo dT 1μl ,

DEPC 水补足至 13.5 μl , 混匀后低速离心 , 70 ℃孵育5 min , 冰浴

2 min ,转录体系中依次加入:RNAsin 0.5 μl , dNTP 1 μl , 5×Buffer

4 μl , AMV 1 μl , 42 ℃孵育 60 min , 95 ℃×10 min , 冰浴 10 min , 合

成的 cDNA于-20 ℃保存。

1.2.5　PCR扩增反应　　采取多重 PCR反应体系 , 分别加入:

10×PCR Buffer 2.5 μl , MgCl2(25 mmol L)1.5 μl , dNTP 0.5 μl ,

cDNA 产物 1.5μl , 离子通道及 β-actin 引物各 1.5 μl , Taq 酶 0.5

μl , 补水至总体积 25 μl。 PCR循环设定:95 ℃×5 min 预变性

后 , 94 ℃变性 30 s , 褪火 30 s , 72 ℃延伸 30 s , 共 35 个循环 , 随

后 72 ℃延伸5 min。PCR产物 5μl于1.5%琼脂糖凝胶电泳 , 紫

外光凝胶成像并测定光密度值 ,与相应的内参照 β-actin 比值表

示为最终结果。

1.3　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 采用SPSS 程序 t检验。

2　结果

2.1　大鼠膀胱测压
　　梗阻组存活17 只 , 测压有不稳定收缩波的13 只 , 模型成功

率76.17%(13 17), 单位时间无抑制性收缩发生率为(1.38 ±

0.80)次 min。正常组膀胱测压曲线平滑 , 排尿反射波形正常 ,

梗阻组可见锯齿状无抑制收缩波 ,无明确排尿反射。

2.2　RT-PCR

　　两组逼尿肌中均有钙激活钾 氯通道的 mRNA 表达 , 其中

梗阻组 Bkca、SKca2、SKca3 较对照组降低 , 而 ClCa则明显升高 ,

两组差别具有显著性。结果见表 2 , 图 1。

表 2　正常及 DI逼尿肌中钙激活钾 氯通道 mRNA 表达差异比较

( x±s)

Tab 2　mRNA expression of calcium activated channels in normal and

DI detrusors( x±s)

Bkca SKca2 SKca3 ClCa

Contro l 0.65±0.09 0.45±0.06 0.65±0.09 0.39±0.05

DI 0.39±0.07＊＊ 0.36±0.07＊ 0.34±0.08＊＊ 0.79±0.12＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs cont rol

a:Bkca;b:Skca2;c:Skca3;d:Clca;M:Marker;C:Control;D:DI;Internal control:β-actin

图 1　正常及 DI大鼠逼尿肌中钙激活钾通道及氯通道表达差异比较

Fig 1　Different mRNA expressions of calcium activated K+ channels and Cl- channels in control and DI rat detrusors
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3　讨论

　　DI发生的原因以 BOO最为常见。国外大鼠 DI模

型制作多经下腹部切口 ,分离并结扎近端尿道
[ 4 ,5]
。作

者于会阴部分离尿道 ,不须解剖大鼠盆腔结构 ,创伤小

且无神经损害 ,术后局部瘢痕少 ,避免了膀胱变形和尿

道缩窄程度的差异 ,使同组大鼠的梗阻程度更为接近。

假手术可能造成局部瘢痕压迫尿道 ,因此并无必要 。

　　多数麻醉药物可抑制排尿反射 , 麻醉时正常与

BOO大鼠膀胱测压曲线均缓慢上升 ,并随麻醉深度的

变化而出现波动 ,与对照大鼠之间并无明显差别。而

清醒测压时 BOO大鼠则有无抑制性收缩波形 ,膀胱容

量 、顺应性及自发性收缩强度与正常鼠有显著差

异
[ 4 ,5]
。不抑制排尿反射的药物如乌拉坦和氯胺酮则

可能使正常大鼠出现无抑制性收缩
[ 6]
,因此 ,清醒测压

是准确判断DI发生的可靠方法。

　　本实验结果显示对照组测压曲线平滑 ,BOO组有

明显的无抑制性收缩波 ,表明会阴部尿道结扎及清醒

测压是制作DI模型的一种简单和成功率较高的方法 。

　　肌源性因素是 DI 发生的重要机制之一 ,其中钙内

流增加和钾外流减少是重要的原因
[ 7]
,钙在调节细胞

兴奋和收缩中起主要作用 ,但钙相关通道在 DI 逼尿肌

中的表达和作用尚缺乏深入研究。

　　Kca 和 Clca 是平滑肌中与钙相关的两种主要通

道。胞内肌浆网钙释放和胞外钙内流可激活 Bkca 和

Skca ,分别参与动作电位的复极与快速超极化和细胞

电位的后超极化
[ 8～ 10]

,因此Kca开放将降低膜电位 ,抑

制细胞兴奋性 。而 Clca激活后产生的内向电流使细

胞膜电位趋于去极化 ,增强细胞兴奋性 ,这两类通道共

同对细胞膜电位进行稳态调节 ,并进一步调控肌细胞

的收缩
[ 10]
。

　　实验结果显示 , DI 逼尿肌 Kca 整体表达水平下

降 ,而 Clca表达增加 ,提示促进复极化和超极化的外

向钾电流减弱 ,而引起去极化的内向氯电流增强 ,使逼

尿肌细胞趋于去极化 ,兴奋性增加 。因此 ,钙相关调节

机制改变将影响细胞膜电位的稳定性 ,从而导致 DI的

发生 。由于DI逼尿肌细胞间具有广泛的电偶联 ,局部

的电活动极易传递到整个膀胱 , 形成无抑制性收

缩
[ 11]
。

　　本实验提示 ,钙激活钾 氯通道的表达的改变影响

了逼尿肌兴奋性的反馈调节机制 ,深入研究其在 DI中

的作用有助于阐明 DI 的发生机制 。
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