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补肾活血方对 BPH模型大鼠膀胱逼尿肌
缝隙连接蛋白表达的影响
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3．湖北中医药大学中心实验室，湖北 武汉 430061)

摘 要:目的: 观察补肾活血方补肾活血方对前列腺增生大鼠膀胱逼尿肌缝隙连接蛋白 43( Cx43) mRNA 及
蛋白表达的影响。材料与方法: 清洁级雄性 Wistar大鼠 48 只，随机分为正常组、模型组、模型加补肾活血方组、模
型加坦索罗辛组四组。除正常组外，其它实验大鼠以去势加睾酮注射法复制大鼠 BPH 模型。于去势第一天起，
各组大鼠分别给予相应药物灌胃。模型 +补肾活血方按 1mL /100g /日体重予补肾活血方( 由淫羊藿、枸杞子、穿
山甲、丹参、菟丝子等组成，含生药量 2． 34g /ml) 灌胃，模型加坦索罗辛组按 1． 8μg /100g /日体重予坦索罗辛灌胃。
其余各组予等体积生理盐水灌胃。均每日 1 次，连续 38 天后检测各组大鼠膀胱逼尿肌组织 Cx43 mRNA 及蛋白
表达。结果: 与空白组相比，模型组 Cx43 mRNA表达明显上升( 2． 08 vs 30． 69，P ＜ 0． 01) ，坦索罗辛及补肾活血方
组 Cx43 mRNA表达与空白组相比也有升高，但无统计学差异( 16． 05，12． 74，2． 08，P ＞ 0． 05) 。与模型组相比，补
肾活血方( 12． 74 vs 30． 69，P ＜ 0． 01) Cx43 mRNA表达明显下降。与空白组相比，模型组及补肾活血方、坦索罗辛
等各组 Cx43 蛋白表达明显上升( 分别为 1． 44，3． 89，1． 86，2． 73) ，而补肾活血方、坦索罗辛各组与模型组相比，
Cx43 蛋白表达均明显下降( P ＜ 0． 01) 。结论: 补肾活血方组可以明显降低 BPH 模型大鼠膀胱组织 Cx43 mRNA
及蛋白表达，这可能是补肾活血方有效改善 BPH继发膀胱改变的机制之一。
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Abstract: Objective: To observe the effect of Bushen Huoxue Formula on mRNA/protein expression of connexin 43
( Cx43) in the detrusor of benign prostatic hyperplasia( BPH) rats． Methods: Clean grade 48 male Wistar rats were random-
ly divided into four groups( A － D group) ． Except A group，the other groups received castration plus estosterone injection
to make model of BPH． On the first day of castration，the rats were given the appropriate medication orally． C group ga-
vaged with Bushen Huoxue Formula( 1mL / ( 100g·day) ，including herbs with 2． 34g /mL) ，D group received Tamslusin
with 1． 8μg / ( 100g·day) ，and A and B groups received the same volume saline． The mRNA/protein expression of Cx43
in the detrusor tissue of all groups was detected after 38 days． Results: Compared with the control group，the Cx43 mRNA
expression of B group was significantly increased( 2． 08 vs 30． 69，P ＜ 0． 01) ． The Cx43 mRNA expression also increased
in C and D groups compared with the blank group，but without statistical difference( 16． 05，12． 74，2． 08，P ＞ 0． 05) ． Com-
pared with the B group，Cx43 mRNA expression was significantly decreased in C group( 12． 74 vs 30． 69，P ＜ 0． 01) ． The
protein expression of Cx43 was significantly increased in B，C，D groups compared with that in the A group( 3． 89，1． 86，
2． 73 respectively vs 1． 44) ． But protein expression of Cx43 was significantly decreased( P ＜ 0． 01) compared with that in
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the B group． Conclusion: Bushen Huoxue Formula can significantly downregulate the mRNA/protein expression of connexin
43( Cx43) in the detrusor of benign prostatic hyperplasia rats，which may be one of the mechanisms of Bushen Huoxue
Formula protecting bladder function of BPH rats．

Key words: benign prostatic hyperplasia; bladder; collagen; Bushen Huoxue Formula

良性前列腺增生( BPH) 是老年男性最常见泌尿系统
疾病之一。在美国，70%的 60 ～ 69 岁男性患有 BPH，而
70 岁以上男性 BPH 发病率高达 80%［1］。2002 － 2004 年
期间上海浦东地区 50 岁以上男性 BPH 总发病率高达
62. 9%［2］。症状性 BPH使患者睡眠变差、性能力下降，拒
绝社交，甚至引起焦虑、忧郁，严重影响了老年男性的生
活质量［3］。
近年来的研究发现，BPH患者的下尿路症状( LUTs) 并

不完全与增大的前列腺体积导致的膀胱出口梗阻( BOO)
直接相关。由 BOO 引起的膀胱改变也是引起 LUTs，尤其
是储尿期症状的重要原因。为了明确中药保护 BPH 膀胱
功能的可能机制，我们观察了验方补肾活血方对 BPH大鼠
模型膀胱缝隙蛋白 Cx43 表达的影响，报道如下。
1 材料及方法
1． 1 动物 3 月龄清洁级雄性 Wistar大鼠 48 只。
1． 2 主要实验试剂 乌拉坦( 分析纯) Sigma 公司，美国;
Trizol RNA提取试剂盒( Invitrogen 公司，美国) ; CyberGreen
mix荧光染料( TOYOBO公司) ; 焦磷酸二乙酯( DEPC) ( 深
圳晶美生物工程有限公司，深圳) ; Olig( dT) 15 Primer( Pro-
mega公司，美国) ; dNTP( Promega 公司，美国) ; RNase( Pro-
mega公司，美国) ; TaqDNA 聚合酶( 4u /ul) ( Promega 公司，
美国) ; M － MLV逆转录酶( Promega公司，美国) ; 考马斯亮
蓝 R －250( Coomassie Blue) ( 深圳晶美生物工程有限公司，
深圳) ; 考马斯亮蓝 G － 250 ( 深圳晶美生物工程有限公司，
深圳) ; PVDF膜( NEN 公司，美国) ; X 光感光胶片( 厦门柯
达公司) ; 辣根酶标记兔抗羊 IgG( H + L) ( 北京中山生物技
术有限公司) 。
1． 3 分组 随机分为正常组、模型组、模型加补肾活血方
组、模型加坦索罗辛组 4 组。
1． 4 造模 除正常组外，其它实验大鼠在戊巴比妥钠麻醉
后，常规消毒皮肤，经阴囊摘除双侧睾丸，残端处结扎，以确

保止血，缝合皮肤。去势后，将去势大鼠随机分为模型组、
模型加补肾活血方组、模型加坦索罗辛组。并于去势后第
8 天起，每只大鼠皮下注射丙酸睾酮 1mg / ( 300g·d) ，连续
30 天，造模结束。
1． 5 给药 自由饮食。于去势第一天起，各组大鼠分别给
予相应药物灌胃。模型 +补肾活血方按 1mL / ( 100g·日)
体重予补肾活血方( 由淫羊藿、枸杞子、穿山甲、丹参、菟丝
子等组成，含生药量 2． 34g /mL) 灌胃，模型加坦索罗辛组按
1． 8μg /100g /日体重予坦索罗辛灌胃。其余各组予等体积
生理盐水灌胃。均每日 1 次，连续 30 天。
2 检测方法
2． 1 以实时荧光定量 PCR方法检测膀胱逼尿肌组织 Cx43
表达 引物序列见表 1，由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成。
表 1 引物序列

扩增对象 上游引物 下游引物 片段长度

Cx43 GCCGCAATTACAACAAGCAA ACCAACTCCACGGGAACGAA 354bp

β － actin CGTTGACATCCGTAAAGACCTC TAGGAGCCAGGGCAGTAATCT 110bp

以 TRLzol法提取总 mRNA 后，进行逆转录，反应条件
为 42℃，25min，95℃ 5min，4℃，5min。将获取的 cDNA 进
行实时荧光定量 PCR 扩增，反应体系为 SYBR Green mix
12． 5μL，引物( 5pmol /μL) 2μL，cDNA( 10 倍稀释) 2． 5μL，
ddH2O 8μL。反应条件为 50℃ 2min 后，95℃退火 2min，扩
增条件为 95℃ 15s，61℃ 20s，72℃ 40s，扩增 40 个循环。采
用 2ΔΔCt方法计算 Cx43 的表达水平。首先利用 PCR仪自带
软件求得各基因的 Ct 值，以 β － actin 的 Ct 值标准化 Cx43
基因 Ct值，得到基因初始模板相对量，再计算 Cx43 基因初
始模板相对量与前 β － actin 基因初始模板相对量的比值，
分析 Cx43 表达相对量的变化。
2． 2 Western blot法检测膀胱组织中 Cx43 水平 提取膀
胱组织总蛋白后，按如下方法操作: ( 1 ) 电泳: 灌制聚丙烯
酰胺凝胶后，膀胱组织总蛋白上样电泳，电泳电压浓缩胶为

95V，分离胶为 160V; ( 1 ) 转膜: 电泳结束后，取出凝胶，将
之与大小相同的 PVDF 膜( 事先用 95%乙醇固定) 置于 6
层( 上下 3 层) 滤纸中间，置入转移槽中，加满转移液，95mA
电泳转膜约 12h后，取出 PVDF 膜，自然凉干，置于 95%乙
醇中固定; ( 3 ) 洗膜: 0． 01M PBST 洗 15min × 3 次; ( 4 ) 封
闭: 0． 01M配制的 PBST － 5%脱脂奶粉中封闭非特异性蛋
白，37℃的空气摇床中振动约 4h，0． 01M PBST洗 15min × 3
次; 加Ⅰ抗体( 1 ∶ 1000 用 0． 01M PBST 配制) ，37℃的空气
摇床中摇动 3 ～ 4h; 0． 01M PBST 洗 15min × 3 次; 加兔抗羊
IgG二抗( 1 ∶ 2000 用 0． 01M PBST 配制) ，37℃的空气摇床
中摇动 1 ～ 2h; 0． 01M PBST 洗 15min × 3 次; ( 5 ) 显影: 将
PVDF膜置于 NEN化学发光试剂中反应 1 ～ 3min; 在暗室
中使 X光片曝光，常规方法显影、定影; ( 6 ) 凝胶扫描成像
系统进行分析，蛋白表达量用密度( Odu* mm2 ) 表示。
3 结 果

RT － PCR结果显示模型组与空白组相比，Cx43 mRNA
表达明显上升( P ＜ 0． 01) ，坦索罗辛及补肾活血方组 Cx43
mRNA表达与空白组相比也有升高，但无统计学差异( P ＞
0． 05) 。补肾活血方与模型组相比 Cx43 mRNA表达明显下
降( P ＜ 0． 01) 。Western blot结果与 RT － PCR类似，模型组
( P ＜ 0． 01) 及补肾活血方( P ＜ 0． 05) 、坦索罗辛( P ＜ 0． 01)
等各组与空白组相比，Cx43 蛋白表达明显上升，而补肾活
血方、坦索罗辛各组与模型组相比，Cx43 蛋白表达均明显
下降( P ＜ 0． 01) 。详见表 2。
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表 2 各组大鼠膀胱逼尿肌 Cx43 表达比较

组别 Cx43 mRNA( OD Radio) Cx43 蛋白( Odu* mm2 )

空白组 2． 08 ± 1． 02 1． 44 ± 0． 25
模型组 30． 69 ± 18． 71※※ 3． 89 ± 0． 25※※

坦索罗辛组 16． 65 ± 7． 35★ 2． 73 ± 0． 33※※★★

补肾活血方组 12． 74 ± 7． 22★★ 1． 86 ± 0． 49※★★

注:※与空白组比较有显著性差异，P ＜ 0． 05，※※与空白组比

较有非常显著性差异，P ＜ 0． 01; ★与模型组比较有显著性差异，P

＜ 0. 05，★★与模型组比较有非常显著性差异，P ＜ 0． 01。

4 讨 论
BPH患者前列腺体积增大引起的下尿路症状( LUTs)

是 BPH困扰中老年男性的最重要原因。然而在通过手术
等方法解除膀胱出口梗阻( BOO) 后仍有 30%患者存在逼
尿肌过度活动而需要进一步治疗［4］。BPH患者的 LUTs 还
可能与继发于 BOO 的各种膀胱功能改变有关［5 － 6］。因此
我们有必要寻找有效而且安全的方法保护 BPH 患者膀胱
功能，这也要求我们对 BPH继发的膀胱改变及其机制有更
加清晰、深入的了解。
膀胱逼尿肌是维持膀胱低压储尿，低压排尿的重要结

构。它在储尿期时能在一定容量下维持较高张力而不收
缩，当需要排尿时，膀胱颈口开放，膀胱所有逼尿肌协同收

缩，产生高于尿道压的膀胱内压，使尿液排空。这一过程需
要逼尿肌平滑肌细胞之间的协同，因此细胞间通讯对维持

正常膀胱功能非常重要。
逼尿肌平滑肌细胞之间通过两种方式传递信息。一种

是由中间连接介导的机械耦联，其特点是传递速度较慢，传

递肌细胞产生的收缩力; 一种是基于缝隙连接的电耦联，其

特点是传递速度较快，传递肌细胞收缩的电信号。缝隙连
接可以连接相邻的两个细胞，提供低电阻通路，从而使选择

性地使小于 1KDa 的低分子物质如各种离子和 cAMP、
cGMP等通过自由扩散由一个细胞传递到另一个细胞。在
传递离子的同时，实际也传递了电信号。这种通过缝隙连
接的细胞间通讯对在细胞间维持和传递刺激非常重要［7］。
在 Cx家族中共有 12 个不同的亚单位，其中 Cx43 是最

主要的一种［［8］］。近年来，人们认为细胞间通讯可能是引
起逼尿肌过度活动的重要原因之一［9］。有研究者观察到
在复制 PBOO模型 6 周后，逼尿肌过度活动的逼尿肌 Cx43
mRNA表达比对照组高 75 倍以上［10］。而在使用 Cx43 阻
断剂后，能有效改善 BOO 继发的 DI［11］，说明 Cx43 在 BPH
继发的 DI发病过程中起着重要作用。
我们的研究数据显示，BPH 模型大鼠膀胱逼尿肌组织

Cx43 mRNA和蛋白表达均明显上升，均为空白组的 4 倍。
而补肾活血方治疗组逼尿肌组织 Cx43 mRNA 和蛋白表达
明显下降，接近空白组水平，与之相比无统计学差异。提示
补肾活血方可能通过降低逼尿肌 Cx43 水平，改善了逼尿肌
细胞之间的信息传递，从而有效控制 BPH 继发的 DI，这也
可能是中医补肾活血法治疗 BPH的另一有效机制。
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英国丙肝疫苗临床试验取得初步成效

英国研究人员日前报告说，他们对一种丙肝疫苗进行

的临床试验取得初步成效。这种疫苗的效果能至少持续 1
年，并且没有太大不良反应。
英国牛津大学等机构的研究人员在学术刊物《科学转

化医学》上报告了这项成果。目前，医学上一直缺少有效
的丙肝疫苗。本次研究中所使用的疫苗是以一种腺病毒为
基础开发的，它没有模仿丙肝病毒易变韵外壳，而是模仿了

其内部相对长期稳定不变的结构。
共 41 名健康志愿者注射了这种疫苗，结果显示在用该

疫苗“培训”过一种名为 T 细胞的免疫细胞后，T 细胞能够
长期对丙肝病毒进行攻击，这种效果在为期 1 年的跟踪研
究期间内都有效。
试验还显示这种疫苗没有太大的不良反应，受试者最

多出现轻微头痛或局部疼痛等症状。
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