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钙通道在大鼠逼尿肌不稳定膀胱中的表达及变化
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　　提　要:目的　探讨电压依赖钙通道与逼尿肌功能变化之间的关系。方法　根据膀胱压力容积测定结果将动物分

为稳定组(29 只)和不稳定组(9 只), 其中稳定组分为 BOO(11 只)、SCI 模型(9只)和对照组(9 只), 通过 RT-PCR技术测定

逼尿肌中 L型和T 型钙通道mRNA表达及变化。结果　正常大鼠中逼尿肌不稳定发生率为 24.3%。L型和T型钙通道在

逼尿肌中均有表达。正常对照组膀胱逼尿肌 L型钙通道 mRNA含量明显多于 T型钙通道 mRNA , 两者之比约 2.1∶1;BOO

组 、SCI组和不稳定组中 L和T 型 mRNA 含量均有不同程度增加 , T型钙通道 mRNA增加更明显(P <0.01),两者比值明显

缩小 ,分别为 1.53、1.41和 1.83。结论　钙通道的表达增加可能是导致平滑肌细胞自发性除极易化 、兴奋性增高 、引起逼

尿肌不稳定的重要原因 ,其中 T 型钙通道起着重要的作用。
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Expressions and changes of Ca
2+
channels in detrusor instability in rats

LIXin , SONG Bo , LI Yi-ren , XIONG En-qing , JIN Xi-yu(Department of Urology , Southwest Hospital , Third Military Medical Universi-

ty , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the relationship between Ca
2+

channels and the function of detrusor in

rats.Methods　A total of 38 rats were divided into stable(29 cases)and instable(9 cases)groups according to the

changes of cystometric studies.The bladder outlet obstruction models(11 cases)and L1-2 level spinal cord injury

models(9 cases)were established with rats in the stable group.The mRNA expressions of L and T type Ca
2+

chan-
nels in the detrusor of different groups were measured by RT-PCR.Results　The occurrence rate of detrusor insta-

bility was 24.3% in normal rats.Both L- and T-type Ca
2+

channels were found in rat detrusor , and the expressions

in instable , BOO and SCI groups were much higher than that of control.The increase in the expression of T type

Ca
2+

channel was more obvious.Conclusion　The up-regulation of calcium channels , especially T-type Ca
2+

chan-
nel , may be the key factor to lead to detrusor instability.
　　Key words:Ca

2+
;channel;detrusor

　　逼尿肌不稳定(Detrusor instability ,DI)是多种病变
(如神经疾病 、膀胱出口梗阻等)的共同病理生理环节 ,

是引起尿频 、尿急 、紧迫性尿失禁等临床症状的最重要
的原因。有关 DI 发生机制不清 ,目前多以对症治疗为

主 ,治疗效果不佳
[ 1]
。近年研究表明逼尿肌不稳定可

能与其兴奋与收缩特性的改变有关
[ 2]
。Ca

2+
作为细胞

内最普遍和最重要的信号转导成分 ,广泛存在于各种
兴奋细胞及许多非兴奋细胞中 ,细胞内钙离子浓度的

升高对维持平滑肌细胞的兴奋性和收缩力起重要作用 ,
而细胞外钙离子主要通过电压依赖性钙通道进入细

胞
[ 3]
。我们通过制作逼尿肌不稳定模型 ,采用 RT-PCR
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技术对不稳定膀胱逼尿肌电压依赖钙离子通道的表达

和含量进行测定 ,探讨其在逼尿肌不稳定发生中的意

义 ,为临床治疗提供指导 。

1　材料与方法

1.1　实验对象
　　雌性Wistar 大鼠 , 38只 ,体质量 200 ～ 220 g 。

1.2　主要试剂及仪器
　　Taq DNA 聚合酶为 TaKaRa 产品;DEPC 为 Sigma 产品;Tri-

pure为博大公司产品;dNTPs 、琼脂糖 、RNasin 、AMV逆转录酶 、寡

聚六核苷酸随机引物(oligdT)购自 Promega 公司。 100 bp DNA

Marker购自华美生物工程公司。PCR引物均由上海 SANGON公

司合成。GeneAmp2400 型 PCR仪 , 美国 Bio-Rad 公司。

1.3　尿动力学检查
　　所有动物均行膀胱压力容积测定(膀胱灌注速率为 0.2

ml min),记录膀胱压力波形 、大小变化 ,根据尿动力学检查结果
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将分为不稳定组(9 只 , 24.3%)和稳定组(29 只)。其中稳定组

又分为脊髓横断组(9只)、膀胱流出道梗阻组(11 只)和对照组

(9只),并行尿动力学鉴定 。

1.4　模型制作
1.4.1　麻醉方式　　腹腔注射 1%苯巴比妥溶液 40 mg kg 。

1.4.2　膀胱流出道梗阻模型(Bladder outlet obstruction , BOO)　

　以直径为 1 mm 的探子插入尿道 , 分离尿道 , 2-0 丝线结扎前

尿道 , 松紧以牵拉探子周围组织可随之移动 , 而探子又可轻易
拔出为度 , 5～ 6 周后模型可用。

1.4.3　脊髓横断模型(Spinal cord transection , SCI)　　先行膀

胱造瘘。1 周后实验组于 L1-2横断脊髓 , 3周后模型可用 。

1.5　逼尿肌中电压依赖钙离子通道亚型含量测定
　　参照文献[ 4 , 5] 合成引物 , 引物序列及扩增片段见表 1。 阳

性对照 β-actin的上下游引物来自不同外显子序列 , 确保不发生

基因组 DNA 污染。

表 1　L、T型钙通道和 β-actin的 PCR引物序列

Tab 1　PCR primers for L and T type calcium channels and β-actin

Primer Upstream downstream Expected length(bp)

L atc ggt acc cgg acc agc atg aag ctg ctg 218

gag aag ctt cgt cgg atc tca ggc ccg atg

T cat tgg cca tgg aac att acc 284

ctt cag aac tcg agc aat g c

β-actin tgg aat cct gtg gca tcc atg aaa c 250

taa aaa cgc agc tca gta aca gtc cg

1.5.1　组织总 RNA 的提取　　大鼠断头后迅速取出膀胱平滑

肌 ,置于液氮中保存 , 用 TRIzol按一步法提取总 RNA。 所提的

总 RNA 在 A260 A280大于 1.8 , 且 EB 染色后 28S 和 18S 两条带清

晰可见呈 2∶1。

1.5.2　逆转录反应　　取 4.2 μg 总 RNA , 加入 DEPC-H2O 至

10.5μl ,混匀后 70 ℃变性5 min ,迅速冰浴 。然后分别加入下列

成分:dNTPs 混合物(每种 dNTP 各 2.5 mmol L)2.0μl;随机引物

2.0μl;Rnasin 0.5μl , AMV酶 1μl;5×缓冲液 4 μl使总反应体系

为 20μl。上述混合物在 37 ℃反应 1 h , 接着 70 ℃变性 10 min

后冰浴 ,待进行扩增反应或在-70 ℃保存待用。
1.5.3　扩增反应　　取以上逆转录产物 1.5μl , 分别加入以下

成分:dNTP(每种 dNTP 各 2.5 mmol L)0.5 μl;特异引物(10

pmol L)1.5 μl;MgCl2 溶液(25 mmol L)1.5 μl ;10×缓冲液 2.5

μl;Taq 酶(5 U μl)0.5 μl;DEPC-H2O 至 17.0 μl。整个反应体系

为 25μl。

　　反应条件:① T型钙通道:变性温度 94 ℃ 4 min , 退火温度

54 ℃1 min , 延伸温度 72℃ 2 min , 共 35 个循环 , 再延伸 72 ℃
10 min;② L型钙通道:变性温度 95 ℃ 1 min , 退火温度 56 ℃

1 min ,延伸温度 72 ℃ 1 min , 共 35 个循环 , 再延伸 72 ℃

10 min;
1.5.4　电泳及成像　　将 L型钙通道或 T 型钙通道和 β-actin

(内参照)等量的 PCR扩增产物(10 μl)一起上样 , 经 2%琼脂

糖凝胶电泳(1×TBE , 5 V cm)辨认 、拍照。照片经扫描后 ,图像

分析仪测量 DNA 区带整合吸光值。根据 cDNA 的整合吸光值

计算其相对含量 , L型钙通道和 T型钙通道与 β-actin 的比值表
示其相对表达水平。

1.6　统计学方法
　　计量资料采用 x±s表达 ,两个样本均数比较采用 student' s

t 检验 ,多个样本均数比较采用方差分析。

2　结果

2.1　尿流动力学检查结果
　　BOO组中有 9 只(81.8%)、SCI组全部(100%)表现为逼尿

肌不稳定 ,同不稳定组(24.3%)一样 , 在膀胱充盈过程中出现

多个无抑制收缩波。 BOO组膀胱顺应性和 40 cm H2O 时膀胱容

积较对照组明显增加(P <0.05), SCI 组膀胱顺应性和 40 cm

H2O时膀胱容积较对照组明显减少 ,而不稳定组与对照组之间

膀胱顺应性和容量与稳定组差异不明显(P>0.05), 见表 2。

表 2　大鼠膀胱的最大容积及顺应性( x±s)

Tab 2　Maximum capacity and compliance of rat bladder( x±s)

n Maximum capacity(ml) Compliance(ml cmH2O)

BOO 9 1.9482±0.0521＊＊ 0.1724±0.093＊

SCI 9 0.6044±0.0214＊ 0.0151±0.0035＊

Instable 9 1.1041±0.0271 0.0262±0.0032

Control 9 1.1562±0.0263 0.0289±0.0020

＊:P<0.05 vs control

2.2　逼尿肌不稳定电压依赖性钙离子通道亚型 mR-

NA含量变化
　　各组膀胱逼尿肌组织均含有 L和 T型钙通道 mRNA。正常

对照组膀胱逼尿肌 L型钙通道 mRNA 含量明显多于 T 型钙通

道mRNA ,两者之比约 2.13∶1;BOO 组 、SCI 组和不稳定组中 L

型mRNA含量均高于对照组(P <0.05), T型钙通道mRNA 增加

更明显(P <0.01), 两者比值明显缩小 , 分别为 1.53 、1.41 和

1.83 ,见图 1 、2。

M:PCR marker;1:control;2:β-actin;3:instable;4:β-actin;

5:BOO;6:β-actin;7:SCI;8:β-actin

图 1　L型钙离子通道在逼尿肌不稳定时表达变化

Fig 1　Result of RT-PCR for L-type Ca2+ channel in different groups

M:PCR marker;1:control;2:β-actin;3:instable;4:β-actin;

5:BOO;6:β-actin;7:SCI;8:β-actin

图 2　T型钙离子通道在逼尿肌不稳定时表达变化

Fig 2　Result of RT-PCR for T-type Ca2+ channel in different groups

3　讨论

　　逼尿肌是一种特殊的平滑肌 ,但有关其兴奋的产

生和调节尚无系统的描述。我们的研究显示:逼尿肌
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在一定前负荷下都可产生收缩 ,不稳定膀胱逼尿肌在

更小的前负荷下即发生收缩 ,在同等的前负荷下不稳
定膀胱逼尿肌的收缩频率明显增加 ,表明不稳定膀胱

与逼尿肌自发兴奋能力增强有关;同时我们用多种神
经因素干预并不能阻断 DI 逼尿肌的自发兴奋性 ,提示
发生不稳定膀胱的最终环节是肌细胞的兴奋性增高 ,

是一种肌源性兴奋性改变 , 并不依赖于神经因素
[ 6]
。

Ca
2+
作为细胞内最普遍和最重要的信号转导成分 ,介

导各种细胞功能包括兴奋收缩耦联 、信号转导 、神经递

质的释放等 ,对增加和维持平滑肌细胞兴奋性和收缩
力起重要作用。从理论上推论 ,如果能有效抑制逼尿

肌钙通道 ,将可打断兴奋收缩耦联等生理过程 ,从而达
到治疗逼尿肌不稳定的目的 。但目前临床上应用
Ca

2+
通道阻断剂来治疗不稳定膀胱 ,并未取得预期的

效果 ,因此有必要对膀胱平滑肌上钙离子通道的表达
和变化进行深入的研究

[ 7]
。

　　钙离子通道广泛存在于各种兴奋细胞中 ,细胞膜

上钙离子通道开放引起的钙离子内流是导致细胞内钙

离子浓度升高的重要途径。Van Breemen
[ 8]
把细胞膜

Ca
2+
通道分为电压依赖性Ca

2+
通道(VDC)和受体操纵

性Ca
2
通道(ROC)两种 ,ROC的开放与膜去极化无关 ,

仅与膜受体激活有关 ,目前对它的特性还未完全明了。
目前已较明确的按激活电压高低将 Ca

2+
通道主要分

为 L 、T 、 N 、P、Q 、R等多种类型电压依赖性钙通道
(Voltage dependent calcium channel , VDCC),其中仅有 L

和T 型存在于心肌和平滑肌组织 ,但上述两种钙通道

在逼尿肌中的表达机器与逼尿肌功能之间的关系上未

见报道。为进一步证实逼尿肌不稳定中钙离子通道的

表达及变化以及这种变化与逼尿肌不稳定之间的关

系 ,我们利用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术对膀
胱平滑肌细胞的钙离子通道进行了研究 。结果显示各

组膀胱逼尿肌组织均含有 L 和 T 型钙通道 mRNA。正
常对照组膀胱逼尿肌 L型钙通道mRNA含量明显多于

T 型钙通道 mRNA ,两者之比约 2.13∶1。Tao 等
[ 9]
利用

膜片钳技术对 L和T 型钙通道电流分别进行测定并计

算其通道密度 ,发现气道平滑肌组织中 L 型钙通道密

度与 T型钙通道密度之比为 2.2∶1。提示在正常生理
条件下 ,平滑肌中钙通道的表达以 L 型钙通道为主。

当然 ,由于两种通道开放电压并不一致 , L型钙通道为
-40 mV ,T型钙通道为-90 mV ,在不同生理状况下两
种通道所起作用与其表达密度可能并无关联 。但是这

给我们在临床中使用钙离子通道拮抗剂治疗不稳定膀

胱疗效不佳提供了一个良好的答案:常规使用的钙通

道拮抗剂(如异搏定 、维拉帕米等)均为 L 型钙通道拮

抗剂 ,对逼尿肌中存在T 型钙通道作用不明显 ,未能完
全阻断钙离子的内流 ,因此疗效不佳。

　　我们制作了多种逼尿肌不稳定模型并对其 L 和 T

型mRNA含量进行了测定 。研究表明 BOO组 、SCI 组

和不稳定组中 L 和 T 型 mRNA 含量均有不同程度增

加。因此我们可以推论 ,不稳定膀胱平滑肌细胞钙通
道开放增加引起细胞内钙离子浓度上升 ,此时虽然平

滑肌没有开始收缩 ,但平滑肌细胞的活性却明显增加 ,
从而产生易激性 ,此时即使轻微的刺激就可以诱发膀
胱逼尿肌收缩。因此膀胱逼尿肌钙通道数量及特性的

改变可能是产生逼尿肌不稳定主要原因之一 。同时我
们对 L和 T 型mRNA含量进行了比较 ,发现在逼尿肌

不稳定组中 , T 型钙通道 mRNA 增加更明显(P <
0.01),两者比值明显缩小 ,分别为 1.53 、1.41 、1.83和

2.13。这较充分的提示在逼尿肌不稳定的发生机制
中 ,钙通道的变化起着重要作用 ,其中T 型钙通道的作

用更加明显。Triggle
[ 10]
在研究中发现在心肌病的起搏

细胞中 ,L型钙通道的表达和开放电流并无明显变化 ,
但是 T型钙通道却有较明显增加 ,二者比值 1.3∶1 ,而

T 型钙通道 电流是心脏起搏细胞自发性除极产生起
搏活动的重要因素 ,这可能是产生室上性心动过速的

重要原因 。
　　结合我室即往研究结论 ,我们推测由于钙通道的
表达异常(增多),引起平滑肌细胞自发性除极易化 ,兴

奋性增高 ,从而表现为不稳定膀胱 ,其中 T型钙通道起

着重要的作用。如果能对 T型钙通道的功能及特性进

行深入研究 ,研制一种针对膀胱的型钙通道的特异性
拮抗剂 ,对于我们认识和解决逼尿肌不稳定具有重要

意义 。
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