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·实验研究·

光修复对脊髓栓系伴神经源性膀胱

大鼠的作用研究

呼　 和　 蒋　 飞　 姬广春　 侯利民　 乔　 飞

【摘要】 　 目的　 初步评估光感基因技术治疗脊髓栓系伴神经源性膀胱未成年大鼠模型的疗效。
　 方法　 将 ４６ 只未成年雌性大鼠随机分为健康对照组（１５ 只）、脊髓栓系有光感基因组（１５ 只）和脊髓
栓系无光感基因组（１６ 只），通过免疫荧光染色观察腺病毒载体 ＡｄＥＧＦＰＣｈＲ２ 转染情况；经特定蓝光
照射 ２ 周后进行膀胱尿动力学测定，采用 ＥＬＩＳＡ法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法分别检测尿液、膀胱组织中 ＮＧＦ的
表达情况。 　 结果　 与脊髓栓系无光感基因组相比，脊髓栓系有光感基因组膀胱逼尿肌漏点压降低、最
大容量增加、顺应性升高、残余尿量减少、尿液中 ＮＧＦ含量减少、 ＮＧＦ ／ Ｃｒ值降低、膀胱组织中 ＮＧＦ蛋白
表达量降低，上述指标的变化差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与健康对照组相比，脊髓栓系无光感基
因组中以上各项指标差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 　 结论　 动物实验结果表明，光感基因技术对
恢复脊髓栓系诱发的神经源性膀胱功能有一定的帮助，为儿童脊髓栓系伴神经源性膀胱功能障碍的治

疗提供了实验理论基础。
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　 　 脊髓栓系综合征（ ｔｅｔｈｅｒｅｄ ｃｏｒｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＴＣＳ） 多见于儿童或青少年，处于生长发育期的患儿往往

会呈现进行性加重，严重者可导致肾功能衰竭。 目

前多采用脊髓栓系松解术来防止神经损伤进一步

恶化，但对于已存在的神经损伤基本无治疗意

义［１］ 。 因此，重建 ＴＣＳ患儿的膀胱功能可能对治疗
儿童 ＴＣＳ伴神经源性膀胱功能障碍具有重要意义。
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Ｃｈａｎｎｅｌｒｈｏｄｏｐｓｉｎ２ （ＣｈＲ２）作为一种感光性蛋
白质，来自于单细胞绿色藻类［２］ 。 在特定的光谱照

射条件下，ＣｈＲ２ 可快速形成光电流，使细胞发生去
极化，引发兴奋，从而实现对体内神经细胞的精准

调控［３］ 。 该技术目前已经应用于多个生理学研究

领域，但在治疗儿童 ＴＣＳ 伴发神经源性膀胱功能障
碍方面还未见报道［４］ 。 本研究通过动物实验，将重

组后的 ＡｄＥＧＦＰＣｈＲ２ 腺病毒载体精确转染至支配
膀胱逼尿肌骶髓中间外侧柱的副交感神经核（ ｓａｃｒａｌ
ｐａｒａｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ ｎｕｃｌｅｕｓ，ＳＰＮ）内，给予特定光谱照射
刺激活化兴奋 ＳＰＮ，模拟排尿中枢的神经活动，旨在
评估光感基因技术对修复 ＴＣＳ 伴神经源性膀胱功
能的可行性，为儿童 ＴＣＳ 伴神经源性膀胱的临床治
疗提供实验理论基础。

材料与方法

一、实验材料

（一）实验动物

实验动物由中国人民解放军军事医学科学院

动物所提供，本研究共纳入雌性大鼠 ４６ 只，体重
（６０ ± １０）ｇ，鼠龄 ４ 周。 常规饲养 １ 周，饲养间室温
２１℃～２５℃，相对湿度 ４０％～ ６０％ ，供应无菌饲料和
无菌水并自由摄食、饮水，每日光照 ８ ｈ，检疫合格，
实验在伦理委员会动物指导协议下进行，建模前

１２ ｈ禁食禁饮。 尿动力学检查指标（膀胱最大容量、
逼尿肌漏点压、残余尿量）均无异常。 随机分为健

康对照组（１５ 只，仅作背部皮肤肌肉切开和缝合）、
脊髓栓系有光感基因组（１５ 只，转染光感基因
ＣｈＲ２）和脊髓栓系无光感基因组（１６ 只，未转染光
感基因 ＣｈＲ２）。

（二）主要试剂和仪器

１０％水合氯醛溶液（中国人民解放军陆军总医
院，用于麻醉）；ＭＰ１５０ 生物机能实验系统（美国泰
德科技有限公司，用于尿动力学测定）；ＵＶＰ 凝胶成
像系统（美国 ＵＶＰ 公司，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测）；
ＮＧＦ酶联免疫（ ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒［中国宝生物工程有限公司，用于尿
液中神经生长因子（ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）含量
的定量分析］；ＮＧＦβ 一抗（中国宝生物工程有限公
司，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测）；辣根过氧化物酶标记
的鼠抗兔二抗（中国宝生物工程有限公司，用于

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测）。

二、实验方法

（一）动物模型的建立

未成年雌性大鼠麻醉后沿背部腰骶正中打开

椎管腔，剪开硬脊膜，显露脊髓及终丝，将质量为 ５ ｇ
的砝码悬吊在终丝下纵向牵拉，使脊髓牵拉下移，

人为造成脊髓组织变性坏死，引起神经损害。 为形

成永久性脊髓栓系，把下移的脊髓固定在椎管旁的

组织上，然后缝合肌层及皮肤，后行尿流动力学检

测。 采用 ＫＥＹＰＯＩＮＴ ４Ｍ ／ ４Ｃ 标准型肌电图仪及多
导诱发电位仪分别对所有动物进行术前、术后体感

诱发电位（ ｓｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ＳＥＰ） 检
测。 根据诱发电位学规律，建模后的动物与建模前

相比 ＳＥＰ波幅降低（不超过 １ ／ ３），潜伏期延长（不
超过 ２． ５ ｍｓ）可认为建模成功［５］ 。

（二）ＣｈＲ２ 基因载体的构建及转染
腺病毒载体 ＡｄＥＧＦＰＣｈＲ２ 由中国科学院北京

基因组研究所构建。 将构建成功的腺病毒载体 Ａｄ
ＥＧＦＰＣｈＲ２ 转染至支配膀胱逼尿肌的骶髓中间外
侧柱内的副交感神经核，免疫荧光反应观察发现转

染组阳性细胞的胞体和突起有绿色荧光表达，表明

腺病毒载体 ＡｄＥＧＦＰＣｈＲ２ 转染成功。
（三）蓝光刺激

建立脊髓栓系神经源性膀胱动物模型后，显

微镜下用显微器械切开腰骶段硬膜囊，根据定位

坐标值（脊髓正中两侧 ０． ２ ｍｍ，深度 ０． ５ ｍｍ）在
双侧 ＳＰＮ内上中下各三点注射 ０． １ μＬ 的 ＡｄＥＧ
ＦＰＣｈＲ２ 腺病毒载体（病毒量为 １． ０ × １０８ 单位），
注射后留针 １０ ｍｉｎ。 选择合适大小的蓝光 ＬＥＤ 发
光二极管缝合于切口，光源朝向硬膜囊，距离硬膜

囊约 ２ ｍｍ 处将二极管与周围肌肉筋膜缝合固定，
因二极管较椎板减压范围大，借助剩余椎板的阻挡

作用，从而避免二极管对脊髓的压迫，可将发光二

极管正负极置于皮下，以便与电源连接。 用电脑程

序掌控二极管的发光频率和节律。 每次持续 １５
ｍｉｎ，每日重复 ３ 次，照射至 ２ 周（图 １）。

三、观察指标

（一）尿动力学测定

固定四肢及头部，大鼠在无麻醉状态下切开组

织显露膀胱，将头皮针穿入膀胱穹窿处当作膀胱测

压管，在穿刺处行浆肌层荷包缝合；膀胱测压导管

通过三通管一端与尿动力仪连接，另一端和微量灌

注泵连接；生理盐水灌注膀胱，通过 ＭＰ１５０ 生物机
能实验系统观察尿动力学变化的各项指标（图 ２）。
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图 １　 ＬＥＤ蓝光光源置入　 图 ２　 尿动力学测定　 Ａ． ＭＰ１５０ 生理信号分析系统　 Ｂ． ＢＹＺ８１０ 单通道
注射泵　 Ｃ．膀胱穿刺测尿动力
Ｆｉｇ． １　 ＬＥＤ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ ｓｏｕｒｃｅ ｐｌａｃｅｍｅｎｔ　 Ｆｉｇ． ２　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ｄｙｎａｍｉｃｓ

　 　 （二）神经生长因子 ＮＧＦ的测定
１． 尿中 ＮＧＦ检测方法　 用离心管采集不同组

间动物的尿液 ２ ｍＬ，离心 ８ ｍｉｎ，温度 ５℃，６ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ，离心机离心后取上清液置于 １． ５ ｍＬ 冻存管
中， － ８０℃保存。 尿液中 ＮＧＦ含量通过 ＥＬＩＳＡ法测
定。 ＮＧＦ酶联免疫试剂盒由中国宝生物工程有限
公司提供，具体操作步骤严格按照试剂盒说明书进

行，用每组样本尿液中 ＮＧＦ含量 ／尿肌酐值 Ｃｒ 进行
标准化［６］ 。

２． 膀胱组织 ＮＧＦ蛋白的检测　 ①组织蛋白的
提取：取 ９０ ｍｇ 膀胱组织剪碎后置于 ＲＩＰＡ 组织裂
解液中并在冰上匀浆，充分裂解后将其置于 ５ ℃离
心机 １５ ０００ ｒ·ｍｉｎ －１离心 １０ ｍｉｎ，移去上清液； ②
ＢＣＡ 蛋白定量：检测蛋白表达分别配制 １０％分离胶
和 ５． ０％的浓缩胶，将上样样品与缓冲液等体积混
合，１００℃加热 ８ ｍｉｎ使蛋白变性。 将变性的蛋白用
微量进样器每孔加入 １０ μＬ，８０ Ｖ恒流电泳，之后在
２ ｍＡ ／ ｍ２ 恒定电流作用下进行转膜。 通过上样后
浓缩胶与分离胶分别采用 ９０ Ｖ、１２０ Ｖ 电压进行电
泳，电泳后 ２００ ｍＡ 湿转至 ＰＶＤＦ 膜上，将 ＰＶＤＦ 膜
用 ５％脱脂牛奶封闭过夜后，一抗 ＮＧＦβ（１ ∶ ５００，
兔多克隆 ＩｇＧ） 室温下放置 ２ ｈ，清洗 ＰＶＤＦ膜，辣根
过氧化物酶标记的鼠抗兔二抗（１ ∶ １ ０００） 室温下
放置 １． ５ ｈ，清洗 ＰＶＤＦ膜，进行 ＤＢＡ显色反应。 用
凝胶成像分析系统分析图像。

四、统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１８． ０ 软件包进行统计学分析，计量资
料以（ｘ ± ｓ）表示。 三组间计量资料的对比采用单
因素方差分析，两两比较采用 ＳＮＫＱ 检验。 Ｐ ＜

０． ０５为差异有统计学意义。

结　 果

一、尿动力学结果

与健康对照组比较，脊髓栓系无光感基因组膀

胱容量减小，顺应性降低，逼尿肌漏点压升高，残余

尿量增多，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 脊髓栓
系有光感基因组与脊髓栓系无光感基因组相比，膀

胱最大容量增加，顺应性升高，逼尿肌漏点压降低，

残余尿量减少，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 脊
髓栓系有光感基因组与健康对照组相比，尿动力学

各项指标差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），见表 １。
二、不同组间尿液 ＮＧＦ、ＮＧＦ ／ Ｃｒ值的比较
与健康对照组相比，脊髓栓系无光感基因组

ＮＧＦ含量、ＮＧＦ ／ Ｃｒ值均增加，差异有统计学意义（Ｐ
＜ ０． ０５）；与脊髓栓系无光感基因组相比，脊髓栓系
有光感基因组 ＮＧＦ 含量、 ＮＧＦ ／ Ｃｒ 值均减少，差异
有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；脊髓栓系有光感基因组
ＮＧＦ含量、ＮＧＦ ／ Ｃｒ 值与健康对照组相比差异无统
计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），见表 ２。

三、膀胱组织中 ＮＧＦ蛋白表达结果
膀胱组织中 ＮＧＦ蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

结果显示，脊髓栓系无光感基因组的蛋白表达量高

于健康对照组（Ｐ ＜ ０． ０５）；脊髓栓系有光感基因组
与脊髓栓系无光感基因组相比，ＮＧＦ 蛋白表达量降
低（Ｐ ＜ ０． ０５）；与健康对照组相比，脊髓栓系有光感
基因组 ＮＧＦ蛋白表达量无显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。
见图 ３。
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表 １　 不同组间尿动力学指标对比（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｕｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ（ｘ ± ｓ）

组别 膀胱最大容量（ｍＬ） 逼尿肌漏点压（ｃｍＨ２Ｏ） 残余尿量（ｍＬ） 顺应性（ｍＬ ／ ｃｍＨ２Ｏ）

健康对照组 １． ２８ ± ０． １２ ２２． ６７ ± １． ２５ ０． ０２１ ± ０． ０１９ ０． ０５６８ ± ０． ０１２４

脊髓栓系无光感基因组 ０． ５８ ± ０． ０３ａ ２９． ８３ ± １． ６４ａ ０． ３４２ ± ０． ０２８ａ ０． ００２１ ± ０． ０００９ａ

脊髓栓系有光感基因组 １． ９６ ± ０． １１ｂｃ ２１． ９９ ± １． １７ｂｃ ０． ０３９ ± ０． ０１６ｂｃ ０． ０７９１ ± ０． ０１３８ｂｃ

　 注　 与健康对照组相比：ａ 表示 Ｐ ＜ ０． ０５，ｂ 表示 Ｐ ＞ ０． ０５；与脊髓栓系无光感基因组相比：ｃ 表示 Ｐ ＜ ０． ０５

表 ２　 不同组间尿液 ＮＧＦ、ＮＧＦ ／ Ｃｒ值的比较（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ＮＧＦ ａｎｄ ＮＧＦ ／ Ｃｒ ｖａｌｕｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ（ｘ ± ｓ）
ＮＧＦ（ｐｇ ／ ｍ） Ｃｒ（ｍｍｏｌ ／ ｄ） ＮＧＦ ／ Ｃｒ

健康对照组 ９． ２２ ± １． ０８ １３． ３８ ± ０． ９６ ０． ６９ ± ０． ０８

脊髓栓系无光感

基因组
１９． ２６ ± ３． ５４ａ ３． ８１ ± ０． ２３ ５． ０５ ± ０． ４２ａ

脊髓栓系有光感

基因组
１０． ８２ ± ２． ２７ｂｃ １２． ３９ ± ０． ４５ ０． ８６ ± ０． １３ｂｃ

　 注　 与健康对照组相比：ａ 表示 Ｐ ＜ ０． ０５，ｂ 表示 Ｐ ＞ ０． ０５；与脊髓
栓系无光感基因组相比：ｃ 表示 Ｐ ＜ ０． ０５

图 ３　 不同组间膀胱组织 ＮＧＦ的表达情况
Ｆｉｇ． ３ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＧＦ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓ

讨　 论

近年来对儿童 ＴＣＳ 诱发的神经源性膀胱的治
疗多采用在间歇式导尿的基础上联合抗胆碱药物

及手术进行综合治疗的方法，但因无菌操作要求

高，易产生耐药性，术后并发症较多，常不易被患儿

及家属接受。 骶神经前根电刺激重建膀胱功能虽

已运用于临床，但尚未取得满意疗效［７］ 。 因此，探

索新的方法治疗儿童 ＴＣＳ 诱发的神经源性膀胱功
能障碍具有重要意义。

既往研究发现，将 ＣｈＲ２ 基因载体转染至哺乳
动物细胞后在保持细胞完整性的前提下可安全、稳

定、持久表达［８］ 。 Ｋａｒｌ［９］成功将 ＣｈＲ２ 光感基因通过
基因转染技术转入动物细胞内，在特定波长的蓝光

刺激下使细胞兴奋。 随后，该技术在脑神经回路研

究方面被大量应用。 本研究成功建立脊髓栓系动

物模型，将构建的腺病毒载体 ＡｄＥＧＦＰＣｈＲ２ 转染
至未成年大鼠骶髓双侧 ＳＰＮ内。

尿动力学检查被认为是诊断儿童 ＴＣＳ 伴神经
源性膀胱临床类型、评估严重程度的理想方法，进

而为临床治疗提供客观依据［１０］ 。 有研究表明 ＴＣＳ
患儿上尿路损害与逼尿肌顺应性降低、逼尿肌漏点

压升高、残余尿量增多的关系均较为密切［１１］ 。 本研

究给予特定蓝光照射，脊髓栓系有光感基因组的尿

动力学指标均接近于健康对照组，表明 ＣｈＲ２ 可以
通过激活 ＳＰＮ参与排尿中枢的神经活动，进而改善
膀胱功能。

在泌尿系统中，ＮＧＦ 主要分布在膀胱上皮、黏
膜下组织、平滑肌和神经纤维，而尿液中 ＮＧＦ 主要
由尿路上皮细胞和平滑肌细胞形成［１２］ 。 Ｓｔｅｅｒｓ
等［１３］已通过动物实验证实 ＮＧＦ 与膀胱功能存在直
接的关系。 Ａｌｌｅｎ 等［１４］ 则通过动物模型证实，当膀

胱处于过度活动状态时，其上皮及平滑肌细胞可释

放大量 ＮＧＦ。 与脊髓栓系无光感基因组相比，脊髓
栓系有光感基因组中 ＮＧＦ 的表达量降低且接近于
健康对照组。 因此可以认为，蓝光刺激转染 ＣｈＲ２
的 ＳＰＮ后，会降低膀胱上皮组织 ＮＧＦ表达。 同时与
正常者相比，神经源性膀胱患者尿液中 ＮＧＦ、ＮＧＦ ／
Ｃｒ水平显著上升，且与症状的严重程度呈正相
关［１５］ 。 我们通过 ＥＬＩＳＡ 试验进行不同组间尿液
ＮＧＦ、ＮＧＦ ／ Ｃｒ值的比较，发现脊髓栓系无光感基因
组尿液 ＮＧＦ、ＮＧＦ ／ Ｃｒ 值增加，而经过一定蓝光照射
后，脊髓栓系有光感基因组尿液 ＮＧＦ、ＮＧＦ ／ Ｃｒ 值降
低，神经源性膀胱的症状减轻。

综上所述，本研究通过观察未成年大鼠尿动力

学指标、膀胱组织 ＮＧＦ 的表达及尿液中 ＮＧＦ 的含
量变化情况，进一步验证了光感基因技术修复 ＴＣＳ
伴神经源性膀胱的可行性。
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