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大鼠低顺应性膀胱中 Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白的基因表达

刘　南 ,宋　波 ,金锡御 ,熊恩庆　　(第三军医大学附属西南医院全军泌尿中心 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　检测低顺应性膀胱组织中Ⅰ型 、Ⅲ型胶原蛋白基因表达。方法　用原位杂交的方法检测大鼠梗阻性

低顺应性膀胱组织中Ⅰ型 、Ⅲ型胶原蛋白 mRNA表达的改变。结果　与正常对照组相比 ,低顺应性膀胱组肌层内 Ⅰ型 、Ⅲ

型胶原蛋白基因表达被上调 ,且Ⅲ型胶原蛋白基因表达被上调的程度更为显著。结论　在大鼠的梗阻性低顺应性膀胱

中 ,发现膀胱组织肌层内Ⅰ型 、Ⅲ型胶原蛋白基因表达被上调 , 而这两种基因表达的上调与梗阻后低顺应性膀胱的形成存

在一定的关系。
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The gene expressions of collagen types Ⅰand Ⅲin obstructive low compliant bladder in

rats
LIU Nan , SONG Bo , JIN Xi-yu , XIONG En-qing(Center of Urology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing
400038 , China)

　　Abstract:Objective　To detect the gene expressions of collagen types Ⅰ and Ⅲ in obstructive low compliant

bladder in rats.Methods　The expressions of collagen types Ⅰ and Ⅲ mRNA in rat bladder tissues were detected

by in situ hybridization.Results　Compared with those in the normal control , the gene expressions of collagen types

Ⅰ and Ⅲ in smooth muscle of low compliant bladder were up-regulated.Type Ⅲ gene expression was more obvious

than type Ⅰ .Conclusion　The expressions of collagen types Ⅲ and Ⅰ in obstructive low compliant bladder in rats

are up-regulated , which is related with low compliant bladder after obstruction.
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　　在一些疾病的病理进程中常可观察到细胞外基质

成分(Extracellular matrix , ECM )的异常 ,损伤可引起组

织中胶原蛋白和其他基质成分的异常沉积从而导致器

官纤维化 。先前对肺纤维化 、肝纤维化 、心肌纤维化和

皮肤纤维性病变的研究显示 ,这些组织 、器官中均有胶

原蛋白的合成 、积聚增加 。这些研究表明不同器官 、不

同纤维病变的共同特点是有类似的胶原蛋白合成途径

和沉积。

　　在正常情况下 ,在膀胱充盈期 。随膀胱容量增加 ,

膀胱内应保持低压状态 ,即压力一般在 1.47 kPa 以

下 ,这种充盈期的■V/ ■P即为膀胱的顺应性 C(Com-

pliance)。在膀胱流出道梗阻后 ,膀胱壁由于结缔组织

积聚而发生结构重塑(Remodeling),其中主要是胶原蛋

白和弹性蛋白等细胞外基质成分发生了变化 ,从而引
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起膀胱纤维化 ,使正常膀胱变为一种小容量 、高压力的

低顺应性膀胱 ,这种膀胱贮尿时膀胱内压较正常高 ,升

高的膀胱内压可引起上尿路的功能损害。我室自

2001年起应用原位杂交技术对大鼠的低顺应性膀胱

模型中Ⅰ型 、Ⅲ型胶原蛋白基因表达做了研究 ,现报告

如下 。

1　材料和方法

1.1　大鼠低顺应性膀胱型的建立
1.1.1　动物选择　　体重为 150 ～ 200 g的雌性 Wistar大鼠 , 2

～ 3 月龄。

1.1.2　膀胱流出道梗阻的建立　　70 只雌性Wistar 大鼠按随

机排列表随机分为 2组 , 40只为梗阻组 , 30只为对照组。

　　梗阻组:40 只Wistar大鼠用异戊巴比妥行腹腔内注射麻醉

(50 mg/kg),然后行下腹正中切口 ,找到膀胱 ,仔细游离膀胱-尿

道交界处 , 于此处穿过 3-0 丝线 , 自尿道外口插入外径为 1 mm

的聚乙烯探子入膀胱 ,以此为支撑 , 轻轻结扎膀胱-尿道交界处

的丝线 , 结扎标准以尿道内支架管移动略紧为宜 , 逐层关闭切

口 ,每 2 周观测体重变化。
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　　对照组:选用 30 只雌性Wistar大鼠。采用同样的麻醉 、同

样的外科手术方法 、游离膀胱-尿道交界处 , 但不结扎 , 然后关

闭腹腔。

1.1.3　尿流动力学检测　　根据既往我们对大鼠流出道梗阻

的研究 , 2 个月以后对大鼠行尿流动力学检测(尿动力仪为

Nidoc-970尿动力学检测仪:成都电子科技大学维信有限公司 ,

AVI270 微量灌注泵:美国 3M 公司)。每月 1次 , 用外径为 1 mm

的导管插入膀胱 ,用灌注泵以 37 ℃温盐水行膀胱灌注 , 若导管

不能插入膀胱可直接行下腹切口 , 暴露膀胱后 , 导管插入膀胱

直接检测膀胱压力容积变化 ,梗阻组灌注率为 50 ml/ h , 对照组

为 12 ml/ h[ 1] 。

1.2　原位杂交
1.2.1　cDNA探针　　大鼠Ⅰ 型 、Ⅲ型胶原蛋白基因 cDNA 探

针为购自武汉博士德生物工程公司。

1.2.2　组织原位杂交　　冰冻切片厚约 6～ 8 μm , 4%多聚甲

醛固定 ,用 3%柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶暴露 mRNA 核酸片

段后 ,依次行预杂交 、杂交 、杂交后洗涤 、滴加封闭液 , 滴加生物

素化鼠抗地高辛。滴加 SABC , 滴加生物素化过氧化物酶 , DAB

显色(显色液中加 0.25%硫酸镍胺以增强其敏感性), 苏木精复

染镜检。

1.3　统计学处理
　　相关数据均应用 SPSS 统计学软件处理 , 结果以 x ±s 表

示 ,组间以 t 检验进行处理。

2　结果

2.1　低顺应性膀胱动物模型
　　40 只雌性Wistar 大鼠 , 膀胱流出道梗阻后 4 ～ 5 个月行尿

动力检测 , 16 只出现低顺应性膀胱 , 低顺应性膀胱发生率为

40%, 19 只死亡 ,还有 5 只未出现低顺应性膀胱。 16 只出现低

顺应性膀胱的大鼠被处死 ,取出膀胱置液氮罐中保存。

　　假手术对照组 Wistar大鼠共 30 只 , 梗阻后 5 个月仍有 21

只存活 ,处死大鼠 , 取下膀胱组织置液氮中保存。

　　梗阻性低顺应性膀胱组与正常对照组的顺应性 , 见表 1。

表 1　梗阻性低顺应性膀胱组与正常对照组的膀胱顺应性

的比较( x±s)

Tab 1　Comparison of the bladder compliance between the ob-

structive low compliant bladder group and normal con-

trol group( x±s)

n Compliance(ml/ cm H2O)

Low compliant bladder 16 0.059±0.012

Normal control 21 0.103±0.018＊

＊:P<0.01 vs low compliant bladder

2.2　原位杂交结果
　　大鼠Ⅰ 型 、Ⅲ型胶原蛋白 cDNA探针与各实验组膀胱组织

原位杂交 ,可观察到胶原 mRNA的分布特点。

　　Ⅰ型胶原蛋白:与正常对照组相比,低顺应性膀胱组膀胱组织

肌层中表达Ⅰ型胶原蛋白基因的数量增多 ,强度增加 ,见图 1、2。

　　Ⅲ型胶原蛋白:与正常对照组相比 , 低顺应性膀胱组膀胱

组织肌层中表达Ⅲ型胶原蛋白基因的细胞数量明显增多 ,强度

明显增加 ,细胞成群分布 , 且其程度超过了 Ⅰ型胶原蛋白基因

表达上调的程度 ,见图 3 、4。

图 1　正常对照组膀胱组织Ⅰ型胶原蛋白原位杂交　(ISH×100)

Fig 1　Result by in situ hybridization of col lagen type I in normal

bladder tissue in rats　(ISH×100)

图 2　低顺应性膀胱组膀胱组织肌层中Ⅰ型胶原蛋白基因表

达被上调　(ISH×100)

Fig 2　The up-regulated gene expression of collagen typeⅠ in bladder

muscular layer of low compliant bladder in rats　(ISH×100)

图 3　正常对照组膀胱组织Ⅲ型胶原蛋白原位杂交　(ISH×200)

Fig 3　Resul t by in situ hybridization of collagen type Ⅲ in normal

bladder tissue in rats　(ISH×200)
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图 4　低顺应性膀胱组膀胱组织肌层中Ⅲ型胶原蛋白基因表达

被明显上调　(ISH×200)

Fig 4　The up-regulated gene expression of collagen type Ⅲ in

bladder muscular layer of low compliant bladder in rats

　(ISH×200)

3　讨论

　　正常的膀胱有独特的能力:即在充盈期膀胱内贮

存的尿液逐渐增加 ,膀胱的体积逐渐增大但却没有相

应的压力增高 ,但膀胱这种独特的能力却可被疾病所

改变 。许多研究表明当膀胱流出道梗阻后最终可造成

膀胱纤维化 ,顺应性下降 ,当顺应性降低从而影响了膀

胱低压储存尿液的能力后 ,上尿路功能受损的可能性

明显增加了。有研究表明当人漏尿点压(A leak point

pressure)达到或超过 40 cmH2O 时 ,上尿路功能受损的

几率明显增加
[ 2]
。

　　先前对低顺应性膀胱所做的组织学和生物化学研

究表明:其组织学特点是膀胱壁细胞外基质蛋白异常

沉积[ 3 ,4] 。免疫组化的研究亦显示:在低顺应性膀胱

中 ,主要是 Ⅲ型胶原蛋白在固有层下的平滑肌束间浸

润。而 Ewalt等[ 5]还定量检测了低顺应性膀胱组织中

的胶原蛋白含量 ,与正常相比 Ⅲ型胶原蛋白含量增加

了33%。本实验成功构建了大鼠的梗阻性低顺应性

膀胱的模型 ,并应用原位杂交的方法对大鼠膀胱组织

中Ⅰ型 、Ⅲ型胶原蛋白的基因表达进行了研究 ,显示梗

阻性低顺应性膀胱中 ,主要是肌层内的 Ⅲ型胶原蛋白

基因表达被明显上调 ,同时亦表明 Ⅰ型胶原蛋白基因

表达亦有所上调 。

　　有作者对低顺应性膀胱的结构特点行进一步的研

究发现
[ 4 , 6]

:在低顺应性膀胱中 ,固有层中基质成分的

分布和排列与正常膀胱相比没有什么不同 ,但在肌层

中却有明显的差异 ,在肌束间区域主要是Ⅲ型 、Ⅰ型胶

原蛋白积聚于此 。正常情况下 ,固有层可以维持膀胱

的顺应性 。当在病理情况下 , 固有层中的基质成分向

平滑肌束间浸润后 ,增大了肌束间空隙并可改变膀胱

的顺应性 。

　　在膀胱流出道梗阻后又是什么原因引起胶原蛋白

基因表达的上调呢? 有作者通过研究提出可能是膀胱

的内压的变化启动了这个过程[ 7] ,膀胱流出道梗阻后 ,

由于在膀胱壁的不同层面的平滑肌束可遭受不同的张

力变化 ,因而其可相应地合成和沉积不同的细胞外基

质蛋白 。此外 ,更表浅的平滑肌束还受到局部分泌的

生长因子的作用而影响其细胞外基质成分的沉积 ,其

作用并不十分清楚。而细胞周围间隙基质的沉积到底

是因为合成增加还是降解减少
[ 8]
,目前尚不明确。目

前 ,虽然细胞周围间隙沉积的胶原蛋白的来源尚不知

晓 ,但它们与肌束间的关系提示平滑肌细胞在独特的

调控机制不可能为其来源[ 9] 。

　　通过本研究 ,我们发现在梗阻后低顺应性膀胱的

大鼠模型中 ,膀胱肌层内Ⅲ型胶原蛋白的基因表达被

明显上调 , Ⅰ型胶原蛋白的基因表达被上调 。我们的

研究仅表明梗阻后膀胱顺应性的减少与胶原蛋白的基

因表达间存在一定的关系 ,但没有确切的证据表明胶

原蛋白基因表达的增加就是膀胱顺应性减少的原因。

要阐明其确切的发病机制尚需进一步深入的研究 。
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