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经尿道联合灌注 ＳＣＬ 和 Ｃｘ４３ 基因慢病毒
对糖尿病膀胱功能的影响

轩留明，马路平，欧阳松，孙 鹏，谭明辉，张永强，王勤章

摘要　 目的　 探究干细胞白血病基因（ＳＣＬ）重组慢病毒和

缝隙连接蛋白基因（Ｃｘ４３）重组慢病毒联合作用对豚鼠糖尿

病膀胱（ＤＣＰ）功能的影响。 方法　 ９０ 只健康豚鼠适应性喂

养 １ 周后，按照 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 一次性腹腔注射链脲佐菌素

（ＳＴＺ），定期每周监测随机血糖，正常饲养 １２ 周后，通过尿

流动力学检查筛选出 ４０ 只符合标准的豚鼠，将其随机分成

４ 组：糖尿病组、ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组、ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组。 糖尿病组

经尿道向膀胱内灌注 ０. ２ ｍｌ 不含基因的空慢病毒，ＳＣＬ 组、
Ｃｘ４３ 组使用同样方法分别灌注 ＳＣＬ 慢病毒和 Ｃｘ４３ 慢病毒

０. ２ ｍｌ，ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 慢病毒组经尿道灌注 ＳＣＬ、Ｃｘ４３ 慢病毒

各 ０. ２ ｍｌ。 转染 １４ ｄ 后进行尿流动力学检查，检查后处死

豚鼠，并迅速摘取膀胱，进行冰冻膀胱切片及荧光双染。 结

果　 与糖尿病组相比，ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组在尿流动力学检查中

差异无统计学意义 （Ｐ ＞ ０. ０５），ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组尿流动力学检
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查可见逼尿肌压力、腹压、膀胱压均有改善（Ｐ ＜ ０. ０５）。 糖

尿病组激光共聚焦可见 Ｃａｊａｌ 间质细胞（ ＩＣＣ）的数量减少，
梭形结构及细胞突起明显被破坏，出现细胞裂解状态。 ＳＣＬ
组、Ｃｘ４３ 组可见 ＩＣＣ 样细胞的梭形结构和细胞突起有所改

善，细胞数量无明显变化。 ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组可见 ＩＣＣ 样细胞的

数量增多，梭形结构及细胞突起有改善，并可形成 ＩＣＣ⁃二聚

体。 结论　 经尿道联合灌注 ＳＣＬ 和 Ｃｘ４３ 基因重组慢病毒可

以成功在豚鼠 ＤＣＰ 膀胱中转染，可恢复损伤的 ＩＣＣ 细胞的

数量及结构，并形成 ＩＣＣ 二聚体结构，提高糖尿病膀胱逼尿

肌压力，改善排尿无力、腹压排尿等特点，为治疗 ＤＣＰ 提供

了新的方向。
关键词　 糖尿病膀胱病变；Ｃａｊａｌ 样间质细胞；干细胞白血病

基因；Ｃｘ４３ 基因
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　 　 糖尿病发展过程中，可导致多系统并发症，其中

泌尿系统常见的是糖尿病膀胱病变（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃｙｓｔｏｐ⁃
ａｔｈｙ， ＤＣＰ），发生率为 ２５％ ～８７％ ［１］。 目前 ＤＣＰ 的

发病机制仍存在争议，研究［２］ 显示哺乳动物膀胱内
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有一种 Ｃａｊａｌ 间质细胞 （ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｃａｊａｌ，
ＩＣＣ），并证实 ＩＣＣ 可能是膀胱逼尿肌兴奋的起搏细

胞。 有学者在 ＤＣＰ 组织中发现 ＩＣＣ 数量减少，结构

被破坏，并明确 ＩＣＣ 损伤是 ＤＣＰ 发病原因之一［３］。
细胞缝隙链接蛋白⁃４３（ ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３， Ｃｘ４３）表达下

调可促进 ＤＣＰ 的发生［４］。 前期课题组通过尿道向

豚鼠 ＤＣＰ 中灌注干细胞白血病（ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＳＣＬ）基因慢病毒，恢复 ＩＣＣ 的数量及功能，但膀胱

功能恢复欠佳［５］。 笔者推测在 ＤＣＰ 中，ＩＣＣ 及 Ｃｘ４３
都有一定的损害，仅仅恢复 ＩＣＣ 的数量及结构时，细
胞间信息传递功能尚未恢复，其膀胱功能恢复欠佳。
该研究通过制作豚鼠糖尿病膀胱模型，向膀胱内联

合灌注 ＳＣＬ 和 Ｃｘ４３ 基因重组慢病毒，通过尿流动

力学检查和激光共聚焦显微镜评估膀胱功能及 ＩＣＣ
和 Ｃｘ４３ 变化情况。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物 　 普通级荷兰种健康雄性豚鼠 ９０
只，２ ～ ３ 月龄，购于新疆医科大学实验动物中心，实
验动物许可证号：ＳＣＸＫ（新） ２０２０ － ０００３，体质量

（３４５ ± ７） ｇ。 饲养条件：室温 ２１ ～ ２４℃，相对湿度

５０％ ～８０％ 。
１． ２　 试剂与仪器 　 ＳＣＬ 基因重组慢病毒、Ｃｘ４３ 基

因重组慢病毒（上海吉凯公司），链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐ⁃
ｔｏｚｏｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ）（货号：Ｓ０１３０，美国 Ｓｉｇｍａ 公司），Ｃ⁃
ｋｉｔ 一抗（货号：ＳＮＢＰ１⁃４３３５９，美国 ＮＯＶＵＳ 公司），
Ｃｘ４３ 一抗 （货号： ａｂ２３５５８５，美国 Ａｂｃａｍ 公司），
ＦＩＴＣ 标记抗小鼠和 ＴＲＩＴＣ 标记抗兔免疫荧光染色

二抗（货号：ＺＦ⁃０３１１，北京中杉金桥生物技术有限公

司）。 尿流动力学检查仪（型号：ＰＲＣ ０２６６３２，加拿

大 Ｌａｂｏｒｉｅ 公 司 ）， 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 （ 型 号：
ＬＳＭ５１０，德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司）。
１． ３　 方法　
１． ３． １　 豚鼠 ＤＣＰ 模型的制备　 ９０ 只健康豚鼠正常

饲养 １ 周后禁食 ８ ｈ，根据体质量，一次性腹腔注射

ＳＴＺ（２００ ｍｇ ／ ｋｇ）制作糖尿病膀胱模型。 ６ 周后检测

随机血糖，连续监测 ４ 周，以随机血糖≥１６. ７ ｍｍｏｌ ／
Ｌ 为界线筛选出糖尿病豚鼠［６］。 将符合标准的豚鼠

分笼继续正常饲养 ２ 周。 有研究［７］显示 ２ 周后糖尿

病豚鼠出现尿频、尿急、尿潴留等糖尿病膀胱的相应

表现，行尿流动力学检查，豚鼠出现逼尿肌收缩无

力、借助腹压排尿等特点，认为豚鼠 ＤＣＰ 模型建立

成功。
１． ３． ２　 经尿道灌注 ＳＣＬ、Ｃｘ４３ 基因重组慢病毒 　

从糖尿病豚鼠中随机挑选 ４０ 只豚鼠，随机分成 ４
组：糖尿病组、ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组、ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组，禁食

８ ｈ，使用七氟烷吸入麻醉，将麻醉好的豚鼠取仰卧

位，使用一次性导尿包，将特制导尿管插入膀胱，在
豚鼠耻骨联合上方膀胱区轻轻按压促使排出残余尿

液或将其缓慢抽出，使用无菌生理用水冲洗膀胱 ３
次后灌注病毒。 前期课题组研究［８］ 显示 ＳＣＬ 和

Ｃｘ４３ 慢病毒的最佳感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｉｅｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃ⁃
ｔｉｏｎ， ＭＯＩ）为 ２ × １０７ ＴＵ ／ ０. ２ ｍｌ。 ＳＣＬ 组和 Ｃｘ４３ 组

灌注慢病毒液 ０. ２ ｍｌ，ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 慢病毒组灌注

ＳＣＬ 和 Ｃｘ４３ 基因慢病毒液各 ０. ２ ｍｌ，糖尿病组灌注

空病毒液 ０. ２ ｍｌ。 灌注完毕后，使用特制阴茎夹，夹
住豚鼠阴茎 ２ ｈ 后将其继续放回笼中饲养。
１． ３． ３ 　 膀胱尿流动力学检查 　 豚鼠用水合氯醛

（３００ ｍｇ ／ ｋｇ）进行腹腔内注射麻醉，麻醉后将豚鼠

固定于操作台上，使用石蜡油润滑特制导尿管，顺豚

鼠阴茎尿道口缓慢插入膀胱，插入膀胱后使用 １ ｍｌ
注射器将膀胱内尿液缓慢抽出，使用三通阀将特制

尿道管分别于测压管及灌注管相连接，使用特制直

肠测压管与尿动力仪腹压压力感受器相连接，每根

管连接之前排出空气。 将灌注管排出空气后与微量

注射泵连接，灌注液为无菌生理用水，设置灌注泵灌

注速度为 １０ ｍｌ ／ ｈ。 开启所有操作后体内调零，当有

尿液尿出后，记录此时的尿流动力学相关的数值，包
括最 大 膀 胱 压 （ ｍａｘｉｍｕｍ ｖｅｓｉｃａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， Ｐｖｅｓ
Ｍａｘ）、膀胱压（ｖｅｓｉｃａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， Ｐｖｅｓ）、腹压（ａｂｄｏｍ⁃
ｉｎａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， Ｐａｂｄ）、逼尿肌压力（ｄｅｔｒｏｓｕｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，
Ｐｄｅｔ）以及曲线变化，连续记录 ５ 个排尿周期。
１． ３． ４　 激光共聚焦显微镜观察 ＩＣＣ 及 Ｃｘ４３ 表达　
膀胱组织进行冰冻切片，丙酮固定 １０ ｍｉｎ；使用 ＰＢＳ
浸洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ（可放在摇床，调节合适速度，
充分浸洗）；ＰＢＳ 浸洗后擦去多余液体，每张切片滴

加 ５％ ＢＳＡ ＋０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 封闭 １ ｈ（放入湿盒

内，避免干片）；同法 ＰＢＳ 浸洗后，滴加一抗，确保组

织可以被完全覆盖，４ ℃冰箱孵育过夜； 调节恒温

浴箱温度为 ３７ ℃，切片浸洗后，滴加二抗放入孵育

箱 ２ ｈ（滴加二抗以后全程避光操作）；切片浸洗，
ＤＡＰＩ 染核 １ ｍｉｎ；切片滴加抗荧光淬灭剂，盖上盖玻

片；使用激光共聚焦显微镜观察 ＩＣＣ 和 Ｃｘ４３ 的表达

情况。
１． ４　 统计学处理　 所有数据均采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软

件进行统计学处理，数据以均数 ± 标准差（�ｘ ± ｓ）的
形式表示，采用配对 ｔ 检验、方差分析、ＳＮＫ⁃ｑ 检验

等方法进行比较，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。
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２　 结果

２． １　 ＤＣＰ 模型建立　 按照豚鼠体质量一次性腹腔

注射 ＳＴＺ（２００ ｍｇ ／ ｋｇ） ６ 周后，有 ５ 只豚鼠死亡，考
虑与应激或 ＳＴＺ 的毒性有关，８５ 只豚鼠存活，均出

现“三多一少”等糖尿病临床表现。 在注射 ６ 周后，
连续监测 ４ 周随机血糖，以随机血糖≥１６. ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
为条件筛选出糖尿病豚鼠，造模成功率达 ９５. ３％ 。
行尿流动力学检查，此时糖尿病豚鼠出现膀胱容量

增加、顺应性降低、逼尿肌收缩无力、腹压排尿等特

点，见图 １。
２． ２　 尿流动力学检查结果　 ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组与糖尿

病组、ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组比较，Ｐｄｅｔ 增加明显，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组与糖尿病组、
ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组比较，腹压下降明显，差异有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０５）， ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组与糖尿病组、ＳＣＬ
组、Ｃｘ４３ 组比较，Ｐｖｅｓ 增加明显，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 糖尿病组、 ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组的 Ｐｄｅｔ、
Ｐａｂｄ、Ｐｖｅｓ 之间的差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。
见图 ２、３。

图 １　 豚鼠 ＤＣＰ 模型造模前后尿动力学检查对比

Ａ：豚鼠 ＤＣＰ 造模前；Ｂ：豚鼠 ＤＣＰ 造模后

图 ２　 经尿道灌注基因后四组尿流动力学检查对比

Ａ：糖尿病组；Ｂ：ＳＣＬ 组；Ｃ：Ｃｘ４３ 组；Ｄ：ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组

图 ３　 四组 Ｐｄｅｔ、Ｐａｂｄ、Ｐｖｅｓ参数对比

Ａ：糖尿病组；Ｂ：ＳＣＬ 组；Ｃ：Ｃｘ４３ 组；Ｄ：ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组；与 ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ３　 激光共聚焦显微镜检查结果　 糖尿病组可见

ＩＣＣ 样细胞的数量减少并且梭形双极结构明显被破

坏，沿胞体沿伸的突起消失，出现细胞裂解状态。
Ｃｘ４３ 组与 ＳＣＬ 组可见 ＩＣＣ 样细胞的梭形双极结构

有所恢复但数量上没有明显改变。 其中 ＳＣＬ 组在

细胞形态及细胞突起方面的改善明显优于 Ｃｘ４３ 组，
Ｃｘ４３ 组的细胞结构未呈现明显的梭形结构，但沿胞

体方向沿伸的细胞突起有一定的改善。 ＳＣＬ 组的

ＩＣＣ 样细胞有明显的梭形结构，细胞突起也有明显

的恢复，但 ＩＣＣ 样细胞数量未见明显增多。 ＳＣＬ ＋
Ｃｘ４３ 组的 ＩＣＣ 样细胞呈现明显的梭形双极结构，数
量明显增多，ＩＣＣ 样细胞之间有细胞突起连接，相邻

的 ＩＣＣ 样细胞之间紧密连接，形成 ＩＣＣ 二聚体结构。
见图 ４。

３　 讨论

　 　 研究［２］显示膀胱逼尿肌中 ＩＣＣ 细胞与肠道 ＩＣＣ
相似，具有类似的形态学和免疫表型，主要分布在膀

胱顶部和三角区。 有研究发现 ＩＣＣ 样细胞可能是膀

胱逼尿肌的起搏细胞［９］，ＩＣＣ 细胞表面存在酪氨酸

蛋白激酶受体（Ｃ⁃ｋｉｔ 蛋白），Ｃ⁃ｋｉｔ 与其配体—干细

胞因子（ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒ， ＳＣＦ） 结合后启动 ＳＣＦ ／ Ｃ⁃
ｋｉｔ 信号通路，对 ＩＣＣ 细胞的发育、分化及表型维持

至关重要。 在 Ｃ⁃ｋｉｔ 基因调控区上存在 ＳＣＬ 结合位

点，ＳＣＬ 主要是通过作用于 Ｃ⁃ｋｉｔ 基因启动子调节

Ｃ⁃ｋｉｔ 表达来发挥其“生存基因”的功能，既而影响

ＩＣＣ 的结构及功能。
　 　 在糖尿病长期发展引起的膀胱病变中，ＩＣＣ样

图 ４　 四组激光共聚焦显微镜结果 × ４００
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细胞的结构被破坏，数量减少，从而引起 ＩＣＣ 样细胞

相关功能减弱，出现 ＤＣＰ。 前期课题组成员通过建

立豚鼠 ＤＣＰ 模型和体外高糖环境下培养 ＩＣＣ 等方

式，结果显示体内及体外高糖环境下 ＩＣＣ 样细胞的

结构被破坏，膀胱功能出现障碍［１０］。 前期课题组成

员通过尿道向膀胱灌注 ＳＣＬ 基因重组慢病毒并成

功转染膀胱，发现 ＳＣＬ 基因可以在 Ｃａｊａｌ 样细胞中

表达［１１］，使 ＩＣＣ 样细胞的数量及结构有一定程度恢

复，但对膀胱功能只起到部分改善作用，课题组成员

推测在 ＤＣＰ 中，受损的不仅仅是 ＩＣＣ 样细胞，其信

号通路也有一定的损害。 ＩＣＣ 细胞与各细胞之间以

及其他细胞间依靠丰富的细胞连接进行信号分子、
离子及物质交换，有研究［１２］ 表明 Ｃｘ４３ 是其主要成

分，当细胞之间的连接方式被破坏，蛋白表达异常，
则细胞之间进行信息、物质传递的功能出现障碍，这
是导致糖尿病相关并发症的主要病因之一。 Ｃｘ４３
在膀胱逼尿肌中也有分布，在 ＤＣＰ 中，ＩＣＣ 及 Ｃｘ４３
的数量减少，细胞形态及电生理功能等出现一定程

度的损害，最终影响膀胱的生理功能。 研究［１３］ 表

明，在 ＤＣＰ 膀胱中，Ｃｘ４３ 的结构被破坏，其细胞间

通讯功能降低，电信号传输异常，动作电位无法正常

传导。
　 　 通过上述研究的结果，笔者对 ＤＣＰ 的发病机制

有了全新的认识并且有了新的推测，在 ＤＣＰ 中，ＩＣＣ
样细胞和 Ｃｘ４３ 都出现了损害，当单独恢复 ＩＣＣ 或者

Ｃｘ４３ 的功能时，细胞起搏信号以及信号传导通路都

不能恢复正常，为了验证上述推论，课题组进行了初

步研究。
　 　 通过一次性腹腔注射 １％ ＳＴＺ 制作豚鼠糖尿病

模型，１２ 周后使用尿流动力学检查筛选出符合 ＤＣＰ
标准的糖尿病模型，豚鼠出现逼尿肌收缩无力、腹压

排尿、残余尿量增加、膀胱顺应性下降等糖尿病膀胱

特点，与前期研究［１４］结果相符。 通过吸入麻醉方式

麻醉豚鼠，豚鼠糖尿病膀胱模型成功后，豚鼠机体应

激能力降低，采用吸入麻醉可减小对豚鼠的刺激，保
证存活率。 麻醉成功后使用特制尿管插入豚鼠膀胱

进行慢病毒灌注，通过尿道灌注可贴近临床实际情

况，避免不必要的损伤。 前期课题组实验结果提示

病毒灌注最佳 ＭＯＩ 浓度为 ２ × １０７ ＴＵ ／ ０. ２ ｍｌ，可满

足大多数转染实验需求［８］。 另外，前期实验发现在

灌注 １４ ｄ 后行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示

Ｃ⁃ ｋｉｔ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平上的转染效果较转染 ２、
７、２８ ｄ 更好［１５］，这也提示最佳药物半衰期可能为

１４ ｄ 左右。

　 　 通过灌注慢病毒 １４ ｄ 后行尿流动力学检查，
ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组与糖尿病组、ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组相比，在
Ｐｄｅｔ、Ｐｖｅｓ、 Ｐａｂｄ 方面的差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０. ０５），提示在 ＤＣＰ 膀胱中，ＳＣＬ 联合 Ｃｘ４３ 可改善

ＩＣＣ 细胞的结构及数量，并且使细胞间的信号通路

也有改善，使 ＩＣＣ 细胞产生的起搏信号电位变化传

导至效应器，最终使膀胱收缩功能有一定程度的改

善。 ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组、糖尿病组之间 Ｐｖｅｓ、Ｐｄｅｔ、Ｐａｂｄ
差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５），笔者考虑单一灌注

ＳＣＬ 或 Ｃｘ４３，膀胱收缩信号传导通路功能恢复不完

全，动作电位产生不够或者下传受阻，最终导致膀胱

功能改善欠佳。 激光共聚焦显微镜观察结果显示，
ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组的 ＩＣＣ 样细胞结构恢复其梭形双极结

构，数量也有增多，沿细胞胞体方向沿伸的细胞突起

将 ＩＣＣ 样细胞连接在一起形成 ＩＣＣ 二聚体结构，有
研究［１６］通过膜片钳技术检测显示膀胱 ＩＣＣ 二聚体

的内向电流明显高于单体 ＩＣＣ 细胞，ＩＣＣ 二聚体之

间有广泛的细胞突起相互连接，提示 ＩＣＣ 二聚体是

膀胱收缩主要的起搏细胞，说明 ＳＣＬ 联合 Ｃｘ４３ 可

使 ＩＣＣ 样细胞的结构及数量有所恢复，并且在功能

上也有改善，为膀胱发挥功能提供基础。 当单一灌

注 ＳＣＬ 或 Ｃｘ４３ 时，ＩＣＣ 样细胞结构或细胞突起及细

胞间连接改善不明显，可能导致膀胱功能恢复欠佳。
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