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摘要 目的 采用 17β-雌二醇联合去势建立大鼠慢性非细
菌性前列腺炎模型，检测膀胱逼尿肌蛋白在慢性前列腺炎大

鼠膀胱的表达。方法 取 2 月龄 SD 雄性大鼠 60 只随机分
为 6 组，每组 10 只，即: 空白对照组、生理盐水组、假手术组、

单纯 17β-雌二醇组、单纯去势组、17β-雌二醇联合去势组。
HE染色判定大鼠慢性前列腺炎模型建造成功后，采用 SP免
疫组化法、Western blot检测 6 组大鼠膀胱组织肌动蛋白( α-
actin) 、肌球蛋白( MLC 2 ) 及高分子量钙调素结合蛋白( h-
cad) 表达的差异。结果 免疫组化结果显示 17β-雌二醇联
合去势组中 α-actin、MLC 2、h-cad 蛋白表达增多，Western
blot显示 α-actin在各组的表达，与空白对照组相比，生理盐
水组、假手术组、单纯 17β-雌二醇组、单纯去势组联合去势
组差异有统计学意义。MLC 2、h-cad 在各组的表达与空白
对照组相比，生理盐水组、假手术组差异无统计学意义，单纯
17β-雌二醇组、单纯去势组、联合去势组差异有统计学意义。

结论 α-actin、MLC 2、h-cad表达变化可能参与慢性前列腺
炎排尿相关症状的发病。
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慢性前列腺炎是泌尿外科门诊最常见的一种疾

病，多发于青壮年男性，发病率约为 2% ～ 15%［1］，
约占门诊量 8% ～ 25%，其中 90%左右为慢性非细
菌性前列腺炎( CAP) ［2］，大约 50%男性在一生的不
同时期曾有过慢性前列腺炎症状，复发率高达 25%
～50%［3 － 4］。该病常表现为排尿异常、局部疼痛、性
功能障碍［5］以及精神症状［3］等，其中尤以排尿异常

症状如尿频、尿急、尿痛、尿分叉等为常见［6］，但慢
性前列腺炎排尿相关症状的发病机制至今尚不清

楚。该研究通过建立大鼠慢性非细菌性前列腺炎模

型，运用 SP免疫组化法、Western blot法测定大鼠膀
胱组织肌动蛋白( α-actin ) 、肌球蛋白( myosin light
chain 2，MLC 2 ) 及高分子量钙调素结合蛋白( h-
cadesmon，h-cad) 表达的差异，初步探讨慢性前列腺
炎尿频、尿急等相关症状发病机制。

1 材料与方法

1． 1 材料 17β-雌二醇购自美国 Sigma公司; 抗 α-
actin抗体、抗 MLC 2 抗体购自英国 Abcam 公司，抗
cad抗体购自美国 Santa Cruz 生物技术公司; SP 免
疫组化检测试剂及 DAB 试剂盒购自北京中杉金桥
生物技术有限公司; PVDF 膜购自美国 Millipore 公
司; ECL Plus发光试剂盒购自美国 Thermo 公司; 甲
叉双丙烯酰胺、丙烯酰胺、甘氨酸、Tris 碱、过硫酸
铵、TEMED SDS 均购自合肥奥达生物科技有限公
司。
1． 2 动物模型制备 2 月龄雄性 SD大鼠 60 只，由
安徽医科大学实验动物中心提供，采用随机单位设

计分组法分为 6 组，每组 10 只，即空白对照组( 不给
予任何处理) ，生理盐水组( 仅皮下注射生理盐水) ，

假手术组( 无菌条件下切开阴囊皮肤，不行去势手

术) ，单纯去势组( 仅行单纯睾丸切除术) ，单纯雌二

醇组［仅皮下注射 17β-雌二醇 ( 0. 25 mg /2 ml /
kg) ］，联合去势组( 17β-雌二醇皮下注射联合去
势) 。
假手术组、单纯去势组、联合去势组 SD 大鼠使

用 10%水合氯醛 3 ml /kg 麻醉，假手术组仅在无菌
条件下切开阴囊皮肤，不行去势手术，单纯去势组、
联合去势组在无菌条件下行大鼠双侧睾丸切除术，

手术当日及术后 2 d 给予肌肉注射青霉素 5 万 U /
( kg /d) 。在手术日后第 1 天，单纯雌二醇组、联合
去势组 SD 大鼠开始连续皮下注射 17β-雌二醇
( 0. 25 mg /2 ml /kg) 至第 30 天，生理盐水组 SD大鼠
开始连续皮下注射生理盐水( 2 ml /kg) 至第 30 天。
6 组大鼠在最后一次给药 24 h 内，在无菌条件下取
出大鼠前列腺及膀胱组织，快速放入 D-Hanks液中。
仔细剥除前列腺包膜及周围脂肪、结缔组织等其他
组织，获得无菌的前列腺和膀胱组织，前列腺组织放

置入 10%甲醛后石蜡包埋切片、HE 染色，然后使用
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光镜观察以评估组织炎症情况，留取膀胱组织用于

免疫组化及 Western blot实验。
1． 3 慢性前列腺炎模型的判定 HE 染色镜下可
见联合去势组炎症细胞聚集于腺泡腔内和周围，部

分腺体上皮组织破坏或淋巴样小结 /滤泡形成; 空白
对照组大鼠前列腺组织结构完整，无炎症细胞浸润，

腺泡上皮组织整齐，无淋巴样小结 /滤泡形成。
1． 4 实验方法
1． 4． 1 免疫组化染色 标本均经 4%多聚甲醛固
定后常规石蜡包埋连续切片用免疫组化 SP法进行。
α-actin、MLC 2、cad一抗工作浓度为 1 ∶ 100。阴性
对照以 pH = 7. 4、0. 01 mmol /L PBS 缓冲液代替一
抗。肌细胞中细胞质以棕黄色染色为阳性表达。
Nikon Eclipse 80i 型显微镜下观察并放大 400 倍后
拍照，随机选取 6 个视野，采用图像分析系统计算积
分光密度值，最后取各组染色 3 次非连续切片的平
均值。
1． 4． 2 Western blot 法 取 100 mg 标本碾碎后加
400 μl单去污剂裂解液( 含 PMSF) ，在匀浆器中匀
浆至无明显的组织块为止。将裂解液用移液器移至
1. 5 ml离心管中，4 ℃裂解 30 min，裂解时候轻轻摇
晃几次。在 4 ℃、12 000 r /min 离心 10 min，取上清
液按 Western blot 常规方法进行。ECL 发光试剂盒
显影，以 GADPH为内参，相应蛋白与内参光密度比
值代表该蛋白相对表达水平。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行
分析，数据用 珋x ± s 表示，多组间比较采用 One-Way
ANOVA分析，组间两两比较采用 Bonferroni检验。

2 结果

2． 1 SD大鼠前列腺组织学 HE切片光镜观察 空
白对照组、生理盐水组、假手术组大鼠腺体表面较光
滑、排列整齐，间质未见明显炎症细胞浸润。单纯去
势组、单纯雌二醇组间质有少量炎细胞浸润，间质充
血水肿、增宽。联合去势组有较多的炎细胞浸润、炎
症范围广并伴有腺体的破坏。见图 1。
2． 2 免疫组化结果 采用免疫组化观察空白对照
组、生理盐水组、假手术组、单纯去势组、单纯雌二
醇组、联合去势组大鼠膀胱组织 α-actin、MLC 2、h-
cad的表达，发现单纯去势组、单纯雌二醇组 α-ac-
tin、MLC 2、h-cad蛋白表达水平高于空白对照组、生
理盐水组、假手术组( P ＜ 0. 05 ) ，联合去势组 α-ac-
tin、MLC 2、h-cad 蛋白表达水平显著高于其余各组
( P ＜ 0． 01) 。见图 2 ～ 5。

图 1 各组前列腺组织 HE染色结果 × 20

A: 空白对照组; B: 生理盐水组; C: 假手术组; D: 单纯去势组; E:

单纯雌二醇组; F: 联合去势组

2． 3 Western blot 结果 采用 Western blot 法，使
用空白对照组、生理盐水组、假手术组、单纯去势
组、单纯雌激素组、联合去势组大鼠膀胱组织蛋白提
取液，分别测定 α-actin、MLC 2、h-cad 及相应样本
GAPDH的表达，发现联合去势组 α-actin、MLC 2、h-
cad蛋白表达水平高于空白对照组、生理盐水组、假
手术组、单纯去势组、单纯雌二醇组( P ＜ 0. 05) 。见
图 5。

3 讨论

Li et al［6］对 25 例 CAP 患者及 15 例健康男性
进行尿流动力学检查，发现 CAP患者普遍出现排尿
中断、逼尿肌 －括约肌协同失调，最大尿流率降低，
最大逼尿肌压力及最大尿道闭合压均较对照组有所

升高。这提示慢性前列腺炎患者存在膀胱功能的异
常，但具体发病机制不清。
本研究采用国际公认的去势后皮下注射 17β-

雌二醇的造模方法成功建立了 CAP模型［7］，通过模
型进一步研究 CAP大鼠的膀胱相关蛋白表达情况。
对于了解慢性前列腺炎排尿相关症状的发病机制有

一定的意义。
目前国内外学者对于膀胱排尿生理的研究［8 － 9］
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图 2 α-actin在各组的表达 × 40

A: 空白对照组; B: 生理盐水组; C: 假手术组; D: 单纯去势组; E:

单纯雌二醇组; F: 联合去势组; 与空白对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P

＜ 0. 01

较为深入，众所周知，膀胱肌肉由逼尿肌和三角区肌

两部分平滑肌组成，排尿时三角区浅层肌肉收缩使

膀胱颈张开，尿道外括约肌及尿道旁括约肌松弛，同

时逼尿肌收缩完成排尿动作。如果膀胱逼尿肌、尿
道平滑肌及尿道外括约肌功能失调，则可发生排尿

功能障碍。探讨排尿异常时膀胱逼尿肌的细胞和分
子基础，对于慢性前列腺炎引起的膀胱功能异常的

治疗有一定的意义。国内外大量学者［8 － 10］对膀胱

出口部分梗阻对于膀胱功能改变的影响及相关蛋白

水平改变的意义进行了大量研究，但对于慢性前列

腺炎影响膀胱功能的相关报道并不多见。

图 3 各组MLC 2 表达情况 × 40
A: 空白对照组; B: 生理盐水组; C: 假手术组; D: 单纯去势组; E:

单纯雌二醇组; F: 联合去势组; 与空白对照组相比: * P ＜ 0． 05，＊＊P
＜ 0． 01

与膀胱逼尿肌相关的蛋白包括肌动蛋白、原肌
球蛋白、肌球蛋白、钙调蛋白、钙调素结合蛋白等。
膀胱逼尿肌属平滑肌，细肌丝由肌动蛋白及原肌球

蛋白构成，其中肌动蛋白构成了细肌丝的主干，粗肌

丝主要有肌球蛋白构成，肌球蛋白轻链的磷酸化使

横桥三磷酸腺苷酶活性升高从而引发肌丝滑行和肌

肉收缩。Gao et al［11］发现限制肌球蛋白轻链激酶活
性可导致平滑肌收缩功能失调，Boopathi et al［12］认
为蛋白激酶 C 抑制蛋白 CPI-17 可通过抑制肌球蛋
白轻链激酶活性降低肌球蛋白轻链磷酸化水平，从

而导致平滑肌收缩减弱。钙调素结合蛋白在平滑肌
及非平滑肌细胞中均有表达，但分为两种不同亚型，
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图 4 各组 h-cad表达情况 × 40

A: 空白对照组; B: 生理盐水组; C: 假手术组; D: 单纯去势组; E:

单纯雌二醇组; F: 联合去势组; 与空白对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P

＜ 0. 01

平滑肌细胞内表达 h-cad，分子量为 90 ～ 150 ku，非
平滑肌细胞内表达低分子量钙调素结合蛋白( l-
caldesmon，l-cad) ，分子量为 60 ～ 80 ku。两种亚型
的 cad都可连接肌动蛋白、原肌球蛋白及肌球蛋白，
从而调节平滑肌肌肉收缩或稳定非平滑肌细胞内的

微丝网络。Yang et al［13］研究膀胱出口部分梗阻兔
模型逼尿肌的 h-cad / l-cad表达的变化，发现代偿期
的膀胱逼尿肌收缩增强，h-cad 表达增加，随着时间
推移，l-cad也逐渐增加，导致逼尿肌失代偿，收缩功
能减弱。本研究结果显示在单纯去势组及单纯雌二
醇组中，膀胱组织 α-actin、MLC 2 及 h-cad 表达相对
空白对照组、生理盐水组、假手术组轻度升高，这提

图 5 α-actin、MLC 2、h-cad在各组的表达
A: 空白对照组; B: 生理盐水组; C: 假手术组; D: 单纯去势组; E:

单纯雌二醇组; F: 联合去势组; 与空白对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P

＜ 0. 01

示单因素的雄激素阻断效应可以导致轻度慢性前列

腺炎而引起膀胱功能的变化，而在双因素全雄激素

阻断的模型组中，3 种蛋白的表达相对其他组别均
有显著升高，提示慢性前列腺炎大鼠膀胱功能可能

存在异常。
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临床上，部分前列腺患者存在膀胱颈和前列腺

尿道的平滑肌痉挛、逼尿肌 －括约肌协同失调、逼尿
肌纤维化，引起前列腺尿道内压增高，产生前列腺及

射精管内尿液返流，从而加重前列腺炎，引起膀胱收

缩力增强，可能导致相关的逼尿肌蛋白代偿性增高，

其表达水平的改变可能是慢性前列腺炎引起膀胱功

能异常的分子基础。
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Expression of detrusor-related proteins in chronic prostatitis rats model
Wang Jing，Liang Chaozhao，Fan Song，et al

( Dept of Urology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To establish rats chronic non-bacterial prostatitis model by castration combined injection of
17 beta-estradiol，and to discuss the relationship between chronic prostatitis and bladder dysfunction by the research
of detrusor-related proteins． Methods 60 2-month-old SD rats were randomly taken and divided into 6 groups，10
rats for each，as follows: Blank control group，Saline group，Sham operation group，17 beta Estradiol ( 0． 25 mg /
ml /kg) group，Simple Castration group，Combined Castration group． To evaluate the results of rat CP model by he-
matoxylin-eosin staining，then expression of α-actin，MLC 2 and h-cad in bladder tissues of 6 groups of rats were
analyzed via western-blot and S-P immunohistochemical staining． Ｒesults Immunohistochemistry showed that ex-
pressions of α-actin，MLC 2 and h-cad in Combined Castration group were higher than other groups． Western blot
qualitative study showed that expression of α-actin in combined castration group was higher than other groups． Com-
pared with the blank control group，expression of MLC 2 and h-cad was moderately elevated in 17 beta estradiol
group，simple castration group，and significantly elevated in combined castration group． Conclusion Altered ex-
pression of α-actin，MLC 2 and h-cad is likely involved in the pathogenesis of bladder dysfunction following chronic
prostatitis．
Key words actin; myosin; caldesmon; chronic prostatitis; bladder dysfunction
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