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糖尿病性膀胱病逼尿肌中 SCFmRNA 和 SCF 蛋白的表达
张少峰 谢 胜 甘 伟 罗茂华 李云飞△

（湖北医药学院附属人民医院泌尿外科 湖北 十堰 442000）

摘要 目的：检测 DCP 逼尿肌中 SCF 表达水平，探讨 SCF 基因表达与 DCP 关系及其发病机制。方法：按 1：2 病例对照研究，采用

链脲佐菌素 (STZ) 及尿动力学检测成功建立 DCP 豚鼠 20 只为实验组，并以同质豚鼠 40 为对照组，应用 RT-PCR 和

Western-blotting 方法分别检测各组膀胱逼尿肌中 SCF mRNA、SCF 蛋白的表达。结果：DCP 豚鼠组织中 SCF mRNA 表达与正常

对照组比较无明显显著差异（P＞0.05），DCP 豚鼠组织中 SCF 蛋白表达明显低于正常对照组（P＜0.01）。结论：DCP 组织中 SCF
蛋白表达减少与 SCF 基因翻译水平异常有关，因此高血糖环境下 SCF 基因表达异常可能是 DCP 的发病机制之一。
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ABSTRACT Objective: The aim of this study was to determine the expression of SCF mRNA and SCF protein in the bladders in

guinea pigs of diabetic cystopathy (DCP)．To explore the correlation and mechanisms between SCF gene expression and DCP．
Methods: Sixty guinea pigs were divided randomly into the normal group ( n=40) and the experimental group ( n=20) , the guinea pigs of
the experimental group were injected with streptozotocin (STZ) to induce DCP model．Expression of SCF mRNA was detected by
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and expression of SCF protein was tested and analyzed by Western-blotting．
Results: It is no significant difference (P> 0.05) that DCP group of SCFmRNA expression compared with control group, SCF protein
expression significantly declined in the DCP group．Conclusion: The declined expression of SCF gene at translation phases destroys the
SCF/c-kit signal pathway, which lead to the dysfunction of Cajal-like cells in DCP of guinea pig，so the abnormal expression of SCF gene
is one of pathogenesis of DCP
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前言

糖尿病性膀胱病（diabetic cystopathy , DCP）是糖尿病引起

的泌尿系统并发症之一。在糖尿病患者中，DCP 发病率为 25％
～85％。严重影响患者生活质量，但其发病机制目前尚不清楚。
最近研究表现 Cajal 样细胞异常在 DCP 中扮演重要角色 [1-3]，

大量研究显示 SCF 作为分子配体与其受体 c-kit 结合后起动的

SCF/c-kit 信号转导通路，对 Cajal 样细胞功能的发挥至关重要，

微环境中缺乏 SCF 刺激培养的 Cajal 样细胞其数量明显减少

及起搏功能丧失[4，5]。然而目前有关 DCP 逼尿肌中 SCF 基因表

达变化方面的研究未见相关文献报道，本研究通过检测 SCF
mRNA、SCF 的表达水平，探讨 SCF 基因表达与 DCP 的关系及

其发病机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物、主要要仪器及试剂

实验动物：普通级英国种雄性豚鼠体重（体重 220-250g）。
实验用药和主要试剂：链脲佐菌素(STZ)购于 sigma，TRLZOL
购自 invitrogen、RT-PCR 扩增试剂盒购于 Fermentas；凝胶扫描

成像系统、SCF 一抗（小鼠抗大鼠抗体，Millipore，美国）、二抗

(异硫氰酸荧光素标记的山羊抗大鼠抗体，中国)、紫外分光光度

仪、梯度 PCR 仪（EPENDORF，德国）。PCR 引物委托大连宝生

物合成：SCF：5'-GTCATTGTTGGATAAGCGAGAT-3'(forward)
5'-ATGGCTGCCCAGTGTAGG-3' (reverse)，GAPDH5'-ACCAC-
AGTCCATGCCATCAC-3' (forward)，5 '-TCCACCACCCTGTT-
GCTGTA-3 ' (reverse)。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 DCP 模型的建立 其具体方法见参考文献[6]

1.2.2 SCF mRNA 表达的检测 根据 GenBank 中 SCF 序列，用

Primer5.0 软件分别设计 SCF mRNA、内参照 GAPDH mRNA
的引物；取液氮保存膀胱组织约(100mg)抽取总 RNA；紫外分

光光度定量：取 1uL 样品用 99ulDEPC 水稀释，充分混匀，在紫

外分光光度计上测 OD260、OD280 及 OD260/OD280，OD260/OD280 的

比值在 1.6～2.0 之间时表示提取的 RNA 纯度较好。用无 RNA
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酶的水调零，根据 OD260= 40μg/mL 单链核昔酸来计算 RNA 浓

度；电泳检测 RNA 的完整性：采用 1.5%琼脂糖凝胶最后于紫

外灯下观察结果，若见清晰 28s、18s 条带，提示所提 RNA 完

整，无明显降解(图 1)可进行下一步实验；逆转录合成 cDNA：

取 1μg 总 RNA 用常规逆转录聚合酶链反应合成 cDNA；PCR
扩增：反应条件以 94℃预变性 5min、94℃变性 30s、54℃退火

30s、72℃延伸 60s、循环 30 次、最后延伸 10min；PCR 产物鉴

定、凝胶图像扫描及半量分析：以 1．5%琼脂糖凝胶电泳后用

凝胶扫描分析系统扫描电泳图片存盘，用 Quantity one 4.4
(Bio-Rad, USA)软件对目标条带进行光密度分析，测定各条带

光密度值，结果以积分吸光度值(integral absorbance，IA)表示。
将各个检测基因的 IA 值与 GAPDH 条带的 IOD 值相比较得

到相对 IA 值。
1.2.3 SCF 蛋白表达的测定 总蛋白抽提：取液氮保存膀胱组织

约(200mg)抽取蛋白样品；蛋白定量：取 5μl 样品用匀浆缓冲液

稀释 10 倍，充分混匀，在紫外分光光度计 595nm 波长下比色

测得每样品的蛋白含量，然后加载样缓冲液将每管样品稀释为

终浓度为 4μg/L；电泳及半干电转印；免疫印迹杂交：SCF 一

抗：小鼠抗大鼠抗体（1：50），二抗为山羊抗小鼠抗体（1：50）；5、

取免疫印迹化学发光试剂盒进行化学发光法检测；结果分析；

用扫描仪扫描化学发光定影的 X 光片存盘，用上述软件对目

标条带进行光密度分析，测定各条带光密度值，结果以 IA 值表

示。
1.3 统计学分析 尿动力学指标、SCF mRNA 数据采用 x±s 表

示，SCF 表达数据由于呈偏态分布及方差不齐，测定数据都计

算了中位数(M) 和四分位间距(OR) 及 M±QR 表示，并运用

SPSS16.0 统计软件包对尿动力学参数、SCF mRNA 表达数据

采用两独立样本 t 检验，对 SCF 蛋白表达数据进行非参数检

验。

2 结果

2.1 豚鼠膀胱在体充盈性尿动力学指标测定

豚鼠经尿动力学检测将糖尿病豚鼠筛选出 DCP 豚鼠 20
只，DCP 豚鼠尿动力学指标：最大膀胱容量（P＜0.05）、漏尿点

压（P＜0.01）、静息膀胱内压（P＜0.01）明显高于对照组，排尿期

最大逼尿肌压（P＜0.01）、顺应性（P＜0.05）明显低于对照组，结

果表明 DCP 组豚鼠逼尿肌功能障碍，各组豚鼠尿动力学检测

指标参数见表 1。

Index
Group

Control（n1） DCP（n2）

Maximum bladder pressure 41.56±2.42 ** 13.40±2.12

Maximum bladder capacity 3.51±0.46 * 2.82±0.11

Threshold 1.24±0.64 ** 3.42±1.26

Compliance 0.41±0.44 * 0.15±0.73

Resting pressure 1.52±0.07 ** 5.16±0.75

*P＜0.05，**P＜0.01 vs DCP group

Tab 1 The level of urodynamic index of three groups（x±s．n1=40；n2=20）

SCF mRNA SCF protein

Group n x±s Two-sample T test M±QR Man-whitney

Control 40 5.66±0.54
0.74

293.52±56.15
12.3

DCP 20 4.65±0.47▲ 144.69±23.13**

*P＜0.05，**P＜0.01 vs control group．▲P＞0.05 vs control group

Tab. 2 Expression of SCF mRNA and SCF protein in bladder of guinea pig

2.2 豚鼠膀胱组织 SCF mRNA 表达

各组 RT-PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳均在 400-500bp
之间获得特异性目的条带即 SCF457bp，GAPDH 扩增片段为

300bp，见(图 2)。计算 SCF 与 GAPDH 的相对积分光密度值提

示：DCP 组 SCFmRNA 表达与正常对照组比较无显著统计学

差异（p＞0.05），二组 SCF mRNA 表达水平见表 2。

2.3 豚鼠膀胱组织 SCF 蛋白表达

经聚丙烯酸胺凝胶电泳和硝酸纤维素膜蛋白质印迹显示

出一条 45KD 的条带，符合 SCF 蛋白的分子量大小。与对照组

相比，DCP 组 SCF 蛋白表达明显降低（P＜0.01），各组豚鼠膀

胱组织 SCF 蛋白的表达水平如下表 2。

3 讨论

膀胱 Cajal 样细胞在膀胱中具有两大功能：充当膀胱逼尿

肌兴奋收缩的起搏点及推进电活动的传播功能[2,7-10]；信息传递

和作为神经输出和膀胱逼尿肌联系的中介功能，然而其功能的

发挥依赖于 SCF/c-kit 信号通路。SCF 在膀胱组织中主要来源

于成纤维细胞及平滑肌细胞，Rich 报道微环境中 SCF 浓度对

ICC 的培养至关重要，不加 SCF 的培养基 Cajal 细胞本不能存

活。Cajal 细胞的培养必须依赖与其共培养的成纤维细胞等分

泌提供 SCF 才能成活。SCF 作为配体与 cajal 样细胞膜表面

c-kit 受体结合后启动 SCF/c-kit 信号通路，将信号传入胞内直
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图 3 SCF 蛋白表达(Western-blotting)。l，2：正常对照组；3，4：DCP 组。
Fig. 3 The expression of SCF protein by Western-blotting.

l，2：control group；3，4：DCP group

至胞核, 从而调节基因表达, 控制 Cajal 样细胞功能、生长、增

殖、分化和及表型维持[11-15]。SCF 作为 SCF/c-kit 信号通路的组

分成份配体，因此 SCF 基因的正常表达及膀胱组织正常数量

的 SCF 是维持该信号转导通路正常和 Cajal 样细胞发挥功能

的必要条件。

我们前期研究发现 cajal 样细胞功能异常是 DCP 逼尿肌

功能的重要原因之一 [1]，而 Cajal 样细胞这种功能异常是否与

SCF 基因表达异常有关？因此本实验从基因水平上对 DCP 膀

胱组织进一步研究，从基因表达来看，SCFDNA 转录 SCF mR-

NA 的量决定翻译 SCF 的表达量，但基因的表达在生物体存在

复杂的调控机制，如对 SCF mRNA 的剪接、修饰、翻译起始复

合物的调节等，可能存在两者水平不平行表达，为了考虑这些

因素，本实验利用 RT-PCR 和 Western-blotting 定量技术从转录

和翻译两个水平进行检测，结果显示：DCP 豚鼠组织中 SCF
mRNA 表达与正常对照组比较无明显显著差异 （P＞0.05），而

DCP 豚鼠组织中 SCF 表达明显低于正常对照组（P＜0.01），这

提示 DCP 膀胱组织 SCF 表达降低可能是体内高血糖环境作用

下 SCF 基因翻译能力降低所致，而非 SCF 基因转录水平异常

所致。正常膀胱逼尿肌兴奋收缩与 Cajal 样细胞功能密切相关，

而 Cajal 样细胞发挥其电生理功能必须依赖 SCF/c-kit 信号转

录通路调节胞浆中游离钙离子浓度[16-20]。而 DCP 逼尿肌中 SCF

表达降低，Cajal 样细胞胞浆中达不到有效游离钙离子浓度，则

丧失其在膀胱逼尿肌中发挥的起搏及信息传递功能，最终使逼

尿肌功能障碍发生 DCP。体内高血糖环境下为什么会发生 SCF

翻译效率降低，可能与高血糖抑制 SCF mRNA 翻译起始复合

物形成有关，其具体机制有待进一步研究证实。

综上所述，DCP 豚鼠膀胱逼尿肌由于 SCF mRNA 翻译成

SCF 含量降低，从而使膀胱 Cajal 样细胞失去 SCF/c-kit 信号通

路的刺激而发生该细胞在膀胱中的起博及兴奋信息传导功能

减弱，最终导致膀胱逼尿肌功能障碍而发生 DCP，因此基因表

达异常是 DCP 的发病机制之一。
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