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　 　 【摘要】 　 目的 　 观察电针对不同平面脊髓损伤排尿障碍大鼠尿动力学及膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ 的调控作用ꎮ
方法　 将 ＳＤ 雌性大鼠分别制作胸髓和骶髓全横断脊髓损伤模型ꎮ 于实验第 ２２ 天将造模成功并进入脊髓损

伤后期的大鼠按随机数字表分为胸髓损伤组、胸髓损伤电针组、骶髓损伤组、骶髓损伤电针组ꎬ每组取 １０ 只ꎬ
并与 １０ 只假手术组对照ꎮ ２ 个电针组均取关元、三阴交穴位电针刺激ꎬ每日 １５ ｍｉｎꎬ共 １４ ｄꎮ 干预结束后ꎬ对
各组大鼠进行尿动力学检测ꎬ采用 ＨＥ 染色观察膀胱形态学改变ꎬ采用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检

测膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ 的表达ꎮ 结果　 与假手术组比较ꎬ胸髓损伤组膀胱容量及顺应性均明显降低ꎬ残余尿量明显增加

(Ｐ<０.０５)ꎬ骶髓损伤组的残余尿量、膀胱容量及顺应性均明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ２ 组膀胱的组织形态也发生

了异常改变ꎮ 胸髓损伤组大鼠的膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ骶髓损伤组则明显降低

(Ｐ<０.０５)ꎮ 分别与 ２ 个造模组比较ꎬ电针干预增加了胸髓损伤大鼠的膀胱容量和顺应性(Ｐ<０.０５)ꎬ电针干预

还降低了骶髓损伤大鼠的残余尿量、膀胱容量和顺应性(Ｐ<０.０５)ꎬ改善了膀胱的组织形态结构ꎻ并使胸髓损

伤大鼠膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ ｍＲＮＡ 及蛋白表达均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ骶髓损伤大鼠则明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 电针

对膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ 的良性双向调控作用ꎬ可能是其改善不同平面脊髓损伤尿失禁及尿潴留的效应机制ꎮ
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　 　 脊髓损伤导致的排尿功能障碍是影响患者生活质
量和寿命的重要因素[１]ꎮ 脊髓损伤平面不同ꎬ所导致
的排尿障碍的临床症状亦不同ꎬ骶上脊髓损伤表现为
储尿期尿失禁ꎬ骶髓损伤表现为排尿期尿潴留ꎬ其发病
机制与膀胱逼尿肌活动的兴奋性改变有关[２]ꎮ 膀胱
逼尿肌活动不仅受神经支配ꎬ本身也有一定的自主兴
奋性[３]ꎮ 膀 胱 Ｃａｊａｌ 间 质 细 胞 ( ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ
ＣａｊａｌꎬＩＣＣｓ)是关键的起博细胞[４￣５]ꎬ酪氨酸激酶受体
ｃ￣Ｋｉｔ 是 ＩＣＣｓ 特异性标志物[６]ꎮ ｃ￣Ｋｉｔ 及其配体干细胞
因子的表达与 ＩＣＣｓ 的增殖、分化和表型维持密切相
关[７]ꎮ 有研究表明ꎬ骶上脊髓损伤大鼠膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ 表
达、ＩＣＣｓ 数量及膀胱兴奋性均较正常大鼠明显增加ꎬ
骶髓损伤大鼠膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ 表达、ＩＣＣｓ 数量及膀胱兴奋
性则均较正常大鼠减少[８]ꎮ

电针不仅能改善脊髓休克期的尿潴留症状ꎬ也能
改善脊髓损伤后期骶上脊髓损伤的尿失禁及骶髓损伤
的尿潴留症状[９￣１０]ꎮ 电针对脊髓损伤尿失禁和尿潴留
治疗效应的良性双向调节作用ꎬ是否与电针对膀胱
ｃ￣Ｋｉｔ表达的调控作用有关值得深入探讨ꎮ 因此ꎬ本研
究以电针干预不同平面脊髓损伤(胸髓损伤、骶髓损
伤)排尿障碍大鼠模型ꎬ在评价电针治疗效应的基础
上ꎬ探讨电针对膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ 的调控作用ꎮ

材料与方法

一、实验动物及分组
健康成年 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只ꎬ体重(２２０±

２０) ｇꎬ购自上海西普尔必凯实验动物有限公司(许可
证号 ＳＣＸＫ(沪)２００８－００１６)ꎬ适应性饲养 １ 周后进行
实验研究ꎮ 研究方案取得南京中医药大学伦理委员会
的批准[ＡＣＵ－２１(２０１５１２０１)]ꎮ

将实验大鼠分为假手术组、胸髓损伤组、胸髓损伤
电针组、骶髓损伤组、骶髓损伤电针组ꎬ共 ５ 组ꎮ

二、各组脊髓损伤模型的制备
实验第 １ 天ꎬ取 ３０ 只大鼠建立胸髓损伤模型ꎮ

１０％水合氯醛(３００ ｍｇ / ｋｇ)腹腔注射麻醉ꎬ碘伏消毒ꎬ
从 Ｔｈ８－１２ 作正中线纵向切口ꎬ暴露棘突和椎板ꎬ咬除
Ｔｈ９－１１椎板ꎬ以眼科剪横断 Ｔｈ１０椎体水平的硬脊膜和脊

髓ꎬ以显微眼科镊可抬起脊髓两端证实脊髓完全横断ꎮ
止血后依次关闭各层ꎬ并浸润庆大霉素ꎮ 造模 ２４ ｈ
后ꎬ根据改良 ＢＢＢ 评分[１１] 及在耻骨联合上缘触及胀
大的膀胱确定造模成功ꎮ 实验第 ２２ 天ꎬ在耻骨联合上
缘不再能触及膀胱ꎬ且出现急迫性自主排尿(即尿失
禁)ꎬ则确定大鼠进入脊髓损伤后期ꎮ 术后 ２４ ｈꎬＢＢＢ
评分 ２９ 只大鼠均为 ０ 分ꎬ且可触及胀大的膀胱ꎬ提示
２９ 只胸髓损伤大鼠造模成功ꎮ 实验第 ３ ~ １５ 天ꎬ胸髓
损伤大鼠死亡 ２ 只ꎻ实验第 ２２ 天ꎬ３ 只胸髓损伤大鼠
可触及胀大的膀胱ꎬ表明仍处于脊髓休克期ꎬ予剔除ꎻ
剩余的 ２４ 只随机选取 ２０ 只分为胸髓损伤组和胸髓损
伤电针组ꎬ每组 １０ 只ꎬ然后进行下一步干预ꎮ

取 ２０ 只大鼠建立骶髓损伤模型ꎬ脊髓横断部位在
Ｌ３ 椎体水平ꎬ术后 ２４ ｈ 内ꎬ２０ 只大鼠耻骨联合上缘均
可触及胀大的膀胱ꎬ提示骶髓损伤大鼠均造模成功ꎻ实
验第 ２２ 天ꎬ随机分为骶髓损伤组和骶髓损伤电针组ꎬ
每组 １０ 只ꎮ

剩余 １０ 只大鼠进行假手术处理ꎬ５ 只暴露 Ｔｈ９－１１

棘突和椎板ꎬ５ 只暴露 Ｌ２－４棘突和椎板ꎬ不做任何损伤
处理ꎬ５ ｍｉｎ 后在手术伤口浸润庆大霉素直接缝合ꎮ
假手术组(１０ 只)大鼠及骶髓损伤模型大鼠 ＢＢＢ 评分
均为 ２１ 分ꎬ全部进入后继实验ꎮ

所有实验大鼠术后当天予腹腔注射庆大霉素
５０００ Ｕ / ｋｇ 抗感染ꎬ１ 次 /日ꎬ持续 ７ ｄꎮ 手法辅助尿潴
留大鼠排尿ꎬ并按摩腹部帮助排便ꎬ保持动物笼清洁干
燥ꎮ

三、电针干预
实验第 ２２ 天ꎬ２ 个电针组(胸髓损伤电针组、骶

髓损伤电针组)大鼠取仰卧位固定ꎬ穴位皮肤碘伏消
毒后ꎬ以一次性针灸针进行针刺操作ꎮ 脐下 ２５ ｍｍ
处取关元穴ꎬ针尖朝耻骨联合方向斜刺 ５ ｍｍꎻ后肢
内踝尖直上 １０ ｍｍ 处取三阴交穴ꎬ直刺 ３ ｍｍꎮ 华佗
牌 ＳＤＺ￣Ⅱ电针仪负极接关元穴ꎬ正极接三阴交穴(左
右三阴交穴隔日交替使用)ꎮ 采用 ２ / １５ Ｈｚ 疏密波ꎬ
电流强度 １ ~ ２ ｍＡꎬ持续电刺激每日 １５ ｍｉｎꎬ共 １４ ｄꎮ
其余 ３ 组大鼠不予电针刺激ꎬ仅仰卧位固定每日
１５ ｍｉｎꎬ共 １４ ｄꎮ
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四、尿动力学检测
实验第 ３７ 天ꎬ麻醉大鼠后ꎬ手术暴露膀胱ꎬ将

４.５ 号头皮针作为测压管穿刺插入膀胱顶部并固定ꎬ
连接注射器ꎬ抽尽残余尿液ꎮ 再将测压管经 Ｔ 型三通
管与 ＲＭ６２４０ 多道生理信号采集处理系统及 ＷＺ￣５０Ｃ６
微量灌注泵相连ꎮ 用微量灌注泵以 ０.２ ｍｌ / ｍｉｎ 速率向
膀胱内灌注室温生理盐水ꎬ同步记录膀胱压力变化
(包括漏尿点膀胱压)ꎻ至尿道外口开始连续流出灌注
液ꎬ停止灌注ꎬ并收集经尿道排出的尿液ꎬ记录排尿量ꎻ
待大鼠排尿结束后ꎬ更换连接 １ ｍｌ 注射器ꎬ缓慢抽出
膀胱内的残余尿液ꎬ记录残余尿量ꎮ 膀胱容量 ＝排尿
量＋残余尿量ꎬ膀胱顺应性＝膀胱容量 /漏尿点膀胱压ꎮ

五、形态学及分子生物学检测
完成尿动力学检测后处死大鼠ꎬ剪取膀胱尖组织ꎬ

分为 ２ 份ꎬ一份平铺后固定于 ４％多聚甲醛ꎬ另一份冻
存于液氮ꎮ

１. ＨＥ 染色观察:每组取 ５ 个经甲醛固定的样本ꎬ
逐级酒精脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ石蜡包埋ꎬ防脱切片ꎬ常规
ＨＥ 染色ꎬ经脱水、透明、晾干ꎬ中性树胶封片ꎮ １００ 倍
光镜下观察膀胱组织形态学改变ꎬ并拍照ꎮ

２. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 检测:每组取 ５ 个冻存于液氮
的样本ꎬ抽提 ＲＮＡꎬ进行逆转录ꎬ以 β′￣Ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ
设 ３ 个复孔进行 ｑＰＣＲ 反应ꎮ

ｃ￣Ｋｉｔ 引物序列ꎬ上游 ５′￣ＧＡＡＡＴＣＴＣＴＣＣＣＣＡＣＧ￣
ＧＡＣＣ￣３′ꎬ 下游 ５′￣ＧＴＣＡＧＡＣＣＧＣＡＴＣＣＡＴＴＴＧＣ￣３′ꎮ

β′￣Ａｃｔｉｎ 引物序列ꎬ上游 ５′￣ＴＧＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＣＣＴ￣
ＧＴＧＧＣＡ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴ￣
ＴＡＣＧＧ￣３′ꎮ

反应条件为:预变性 ９５ ℃ (１０ ｍｉｎ) 后ꎻ ９５ ℃
(５ ｓ)ꎬ６０ ℃ (１０ ｓ)ꎬ循环 ４０ 次ꎮ 测得 ＣＴ 值后ꎬ采用
２－ΔΔＣＴ方法计算 ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ

３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测:每组取 ４ 个冻存于液氮
的样本ꎬ提取组织蛋白ꎮ 蛋白定量后ꎬ电泳分离ꎬ转膜ꎬ

封闭后洗膜ꎬ再分别加入一抗 ｃ￣Ｋｉｔ(１ ∶ １０００ꎬｂｓ３６２１ꎬ
Ｂｉｏｇｏｔ 公司)ꎬＧＡＰＤＨ (１ ∶ １０００ꎬＫＧＡＡ００２ꎬＥｎｏＧｅｎｅ
公司)４ ℃下摇床过夜ꎮ 洗膜后ꎬ加入二抗羊抗兔 ＩｇＧ￣
ＨＲＰ(１ ∶ ５０００ꎬＫＧＡＡ３５ꎬＥｎｏＧｅｎｅ 公司)室温孵育 １ ~
２ ｈꎮ 洗膜、显色后ꎬ放入化学发光成像系统中扫描、拍
片ꎬ分别读取 ｃ￣Ｋｉｔ 和内参 ＧＡＰＤＨ 的灰度值ꎬ计算两
者比值ꎮ

六、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ ２２.０ 版统计软件对所得数据进行统计

学分析处理ꎬ符合正态分布的计量资料以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ
多组间比较采用单因素方差分析ꎬ再用 ＬＳＤ(符合方差
齐性)或 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓ Ｔ３(不符合方差齐性)方法两两比
较ꎮ Ｐ<０.０５ 认为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠尿动力学检测
尿动力学检测显示ꎬ各组大鼠的膀胱容量、膀胱顺

应性、 残余尿量组间比较ꎬ 差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 与假手术组比较ꎬ胸髓损伤组的膀胱容量
和膀胱顺应性均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ残余尿量明显增
加(Ｐ<０.０５)ꎻ骶髓损伤组的膀胱容量、膀胱顺应性及
残余尿量均明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与胸髓损伤组比较ꎬ
胸髓损伤电针组的膀胱容量和膀胱顺应性均明显升高
(Ｐ<０.０５)ꎬ而残余尿量有所降低ꎬ但组间差异无统计
学意义(Ｐ＝ ０.１０３)ꎮ 与骶髓损伤组比较ꎬ骶髓损伤电
针组的膀胱容量、膀胱顺应性和残余尿量均明显降低
(Ｐ<０.０５)ꎮ 如图 １ 所示ꎮ

二、膀胱组织形态学的改变
假手术大鼠膀胱组织结构完整、层次分明ꎬ逼尿肌

肌束排列较整齐ꎮ 胸髓损伤和骶髓损伤大鼠均可见膀
胱壁增厚、结构不完整ꎬ层次欠清ꎬ逼尿肌肌束排列紊
乱ꎬ肌纤维断裂损坏ꎮ 胸髓损伤大鼠膀胱壁增厚更明
显ꎬ骶髓损伤大鼠黏膜上皮增生、炎细胞浸润、固有层

注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与胸髓损伤组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与骶髓损伤组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 １　 各组大鼠各项尿动力学指标变化
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充血更明显ꎮ 电针治疗后ꎬ胸髓损伤和骶髓损伤大鼠
膀胱壁结构层次有所改善ꎮ 胸髓损伤电针组与胸髓损
伤组相比ꎬ膀胱壁增厚、膀胱逼尿肌肌束排列紊乱、肌
纤维断裂损坏均有所减轻ꎮ 骶髓损伤电针组与骶髓损
伤组相比ꎬ膀胱逼尿肌肌束排列紊乱、肌纤维断裂损坏
及黏膜上皮增生、炎细胞浸润、固有层充血均有所减
轻ꎮ 如图 ２ 所示ꎮ

三、各组大鼠膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ ｍＲＮＡ 及蛋白表达的比较
各组大鼠 ｃ￣Ｋｉｔ ｍＲＮＡ 及蛋白表达的组间差异均

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与假手术组比较ꎬ胸髓损伤
组的 膀 胱 ｃ￣Ｋｉｔ ｍＲＮＡ 及 蛋 白 表 达 均 明 显 升 高
(Ｐ<０.０５)ꎬ骶髓损伤组膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ ｍＲＮＡ 及蛋白表达

则明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与胸髓损伤组比较ꎬ胸髓损伤
电针 组 膀 胱 ｃ￣Ｋｉｔ ｍＲＮＡ 及 蛋 白 表 达 明 显 降 低
(Ｐ<０.０５)ꎮ 与骶髓损伤组比较ꎬ骶髓损伤电针组的
ｃ￣Ｋｉｔ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 如图 ３
所示ꎮ

讨　 　 论

本研究中ꎬ胸髓损伤全横断手术位于 Ｔｈ１０椎体水

平ꎬ损伤部位在圆锥以上ꎬ排尿虽然失去了大脑的意愿
性控制ꎬ但是位于骶髓的排尿反射依然存在ꎻ骶髓损伤
全横断手术位于 Ｌ３ 椎体水平(即排尿低级中枢所在部
位Ｓ２节段) ꎬ损伤使排尿完全失去了中枢神经系统支

图 ２　 各组膀胱组织形态学改变(ＨＥ 染色ꎬ×１００)

注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与胸髓损伤组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与骶髓损伤组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ３　 各组大鼠 ｃ￣Ｋｉｔ ｍＲＮＡ 及蛋白表达的比较(条带图为 ｃ￣Ｋｉｔ 蛋白电泳图)
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配ꎮ 脊髓休克期结束后ꎬ胸髓损伤大鼠储尿期膀胱逼
尿肌处于高反射状态ꎬ尿道括约肌协同障碍ꎬ表现为尿
失禁ꎻ骶髓损伤大鼠排尿期膀胱逼尿肌处于低反射甚
至无反射状态ꎬ膀胱不能正常收缩ꎬ出现了尿潴留ꎮ 造
模后尿动力学的改变表现为:胸髓损伤大鼠的膀胱容
量及顺应性均明显降低ꎬ而骶髓损伤大鼠的膀胱残余
尿量及膀胱容量明显增加ꎬ膀胱顺应性也相应增加ꎬ符
合理论预期ꎬ也与以往的文献报道一致[２ꎬ８]ꎮ 而脊髓
休克期尿潴留所导致的膀胱过度充盈也破坏了模型大
鼠膀胱壁结构ꎬＨＥ 染色可见胸髓损伤和骶髓损伤大
鼠膀胱发生了相应的组织形态学改变ꎮ

脊髓损伤后期ꎬ不同平面脊髓损伤导致的排尿功
能障碍症状虽有不同ꎬ但治疗目标是一致的ꎬ即提高控
尿排尿能力ꎬ减少残余尿量ꎬ预防感染ꎬ提高患者生活
质量ꎮ 针灸干预脊髓损伤排尿功能障碍的研究中ꎬ关
元和三阴交均为常用穴ꎬ电针也是常用的干预手
段[９ꎬ１２]ꎮ 本研究中ꎬ经电针关元和三阴交穴的干预ꎬ不
同平面损伤动物模型的控尿排尿功能均得到明显改
善ꎬ电针后胸髓损伤大鼠的膀胱容量及顺应性良性升
高ꎬ与此同时经过电针刺激的骶髓损伤大鼠膀胱容量
和顺应性则良性降低ꎬ而残余尿量亦明显减少ꎮ 这种
电针相同穴组(关元￣三阴交)对尿失禁和尿潴留产生
两种相反的良性调节效应ꎬ在针灸学中被称为双向调
节作用ꎮ 而随着膀胱排尿功能的改善ꎬ电针也明显改
善了胸髓损伤和骶髓损伤大鼠膀胱的形态学结构ꎮ

ｃ￣Ｋｉｔ 受体是 ＩＣＣｓ 的标志性膜分子蛋白ꎬ能维持
ＩＣＣｓ 的增殖分化和表型[６￣７]ꎮ ｃ￣Ｋｉｔ 被特异性阻断或中
和时ꎬＩＣＣｓ 数量减少ꎬ膀胱的兴奋和收缩受到抑制ꎻ如
施加因素被去除ꎬＩＣＣｓ 又能恢复增殖ꎬ膀胱的兴奋性
也能得到恢复[１３￣１４]ꎮ 本研究中ꎬ胸髓损伤膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ
表达升高ꎬ骶髓损伤膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ 表达降低ꎬ与以往的研
究结果一致[８]ꎮ 经电针干预后ꎬ胸髓损伤膀胱异常增
高的 ｃ￣Ｋｉｔ 表达得到降低ꎬ而骶髓损伤膀胱异常降低的
ｃ￣Ｋｉｔ 表达则得到升高ꎮ 而这一结果ꎬ与尿动力学的改
变一致ꎮ

综上所述ꎬ电针通过良性调控膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ 的表达ꎬ
影响了逼尿肌的自主兴奋性ꎬ这可能是其改善脊髓损
伤后期控尿排尿功能部分效应的机制ꎮ 而值得关注的
是ꎬ本研究中ꎬ电针对膀胱 ｃ￣Ｋｉｔ 表达在分子层面发挥
了良性双向调控作用ꎮ 这在针灸学中也是一个有意义
的发现ꎬ值得今后进一步探索ꎮ
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