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·基础研究·

T10脊髓节段损伤后神经源性膀胱中
逼尿肌蛋白组学的生物信息分析*

唐丽亚1 瞿启睿1 刘 琼1 张雨辰1 吴 霞1 胡碧浓1 龙轶映1 许 明1 张 泓1 艾 坤1，2

摘要

目的：利用生物信息分析筛查骶上脊髓损伤后神经源性膀胱中逼尿肌的差异表达蛋白(differentially expressed pro-

teins，DEPs)和关键信号通路。

方法：采用Hassan Shaker脊髓横断法制作骶上脊髓损伤模型，利用TMT定量标记技术检测逼尿肌中表达的蛋白

质，将差异倍数(fold change，FC)>1.2或<1/1.2，P<0.05，独立肽段(unique peptide)≥2的蛋白质定义为DEPs，使用

Metascape对DEPs进行KEGG通路富集分析。利用STRING及Cytoscape软件构建PPI网络，使用CytoHubba插件

结合蛋白质的degree值筛选前10位的DEPs。

结果：模型组较空白组大鼠漏尿点压力、膀胱最大容量和逼尿肌收缩频率明显升高(P<0.01)；HE染色显示模型组逼

尿肌移行上皮增厚，肌纤维排列层次欠清晰。在逼尿肌中总共筛选出了244个DEPs，其中上调128个，下调116个；

KEGG中显著富集了磷酸戊糖途径、肌动蛋白细胞骨架调节和多巴胺能突触等15条信号通路；通过CytoHubba筛

选出前 10 位的 DEPs：6-磷酸葡萄糖脱氢酶(glucose dehydrogenase 6-phosphate，G6pd)、突触素(synaptophysin，

Syp)、微管相关蛋白(microtubule-associated protein，Mapt)等。

结论：糖代谢、细胞骨架信号系统、多巴胺能突触等方面可成为骶上脊髓损伤后逼尿肌无抑制性收缩的潜在干预靶点。
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Abstract
Objective：Bioinformational analysis was used to screen out the differentially expressed proteins(DEPs) and

key signaling pathways of bladder detrusor muscle in the pathogenesis of neurogenic bladder(NB) after suprasa-

cral spinal cord injury(SSCI).

Method： A modified Hassan Shaker spinal cord transection method was used to produce a SSCI model. The

proteins expressed in the bladder detrusor were detected by using TMT labeling quantitative proteomics. Pro-

teins that showed FC>1.2 or<1/1.2，P<0.05，and unique peptide≥2 were defined as DEPs. Kyoto encyclopedia

of genes and genomes(KEGG) pathway enrichment was performed on DEPs by using metascape. Constructing

PPI network by using string database and Cytoscape software. CytoHubba combined with degree value was

used to screen out the top 10 DEPs.

Result：Compared with the blank group，LPP，MCC and detrusor contraction frequency of the model group

significantly increased(P<0.01). HE staining showed that the transitional epithelium of the bladder detrusor in

the model group was thickened and the arrangement of muscle fibers was not clear. A total of 244 DEPs were

screened out in the bladder detractor，in which 128 were up- regulated and 116 were down- regulated. KEGG
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神经源性膀胱(neurogenic bladder，NB)是骶上

脊髓损伤(suprasacral spinal cord injury，SSCI)的

严重并发症之一[1]。根据括约肌是否能协同，可表

现为逼尿肌反射亢进(尿失禁)型或逼尿肌-括约肌协

同失调(尿潴留)型神经源性膀胱。两类神经源性膀

胱均有一个共同的病理特点，即逼尿肌无抑制性收

缩。在临床上，抑制逼尿肌收缩可明显改善膀胱的

功能，逼尿肌反射亢进型膀胱可有效改善尿失禁，逼

尿肌-括约肌协同失调型可有效防止尿液返流，减轻

肾损伤[2]。因此，缓解逼尿肌无抑制性收缩是治疗

骶上脊髓损伤后神经源性膀胱的主要思路之一。有

研究显示，脊髓损伤后膀胱中蛋白质的表达发生了

显著变化，这些差异表达蛋白 (differentially ex-

pressed proteins，DEPs)可能对脊髓损伤后NB的功

能改善产生重要影响[3]。开展蛋白组学生物信息分

析可从多个角度探讨逼尿肌无抑制性收缩的病理机

制，帮助我们挖掘潜在的治疗靶点[4]。

目前，关于骶上脊髓损伤所致NB 的机制探讨

主要从特定的角度展开研究，涉及逼尿肌末梢神经

递质的释放、传入神经 C 纤维的兴奋性、膀胱平滑

肌/间质细胞兴奋性等方面[5]。从蛋白组学生物信息

分析的角度展开的研究相对较少。本研究以骶上脊

髓损伤后逼尿肌-括约肌协同失调型大鼠为动物模

型[6]，以逼尿肌为靶点，使用TMT定量标记技术检测

逼尿肌中DEPs，并对DEPs进行生物信息学分析，以

期挖掘NB潜在的临床治疗靶点。

1 材料与方法

1.1 实验动物设计

1.1.1 实验动物来源及分组：由湖南中医药大学动

物实验中心(SPF级)提供的 40只 250—280g的健康

雌 性 成 年 SD 大 鼠 ( 合 格 证 编 号 ：

1107271911006889)，饲养于湖南中医药大学动物中

心实验室，饲养温度24—26℃，湿度50%—70%。

40只大鼠随机分为空白组(12只)和模型组(28)

只，其中模型组 28 只大鼠采用 Hassan Shaker 脊髓

横断法制备SSCI模型，脊髓休克过后共存活25只，

其中13只模型组大鼠符合模型标准，12只不符合模

型标准，予以剔除。符合模型标准的13只大鼠2次

随机抽取12只纳入模型组。

1.1.2 SSCI模型制备：大鼠造模前 2h腹腔注射青

霉素钠 20 万单位以抗炎。10%的水合氯醛，按

30mg/kg 腹腔麻醉，大鼠俯卧固定在鼠板上，于第

8—9 胸椎处备皮、消毒，做长约 2—3cm 的纵向切

口，暴露T8、T9的棘突和相邻的椎弓。用显微咬骨

器咬除T8椎板和两侧椎弓根，暴露脊髓，牙科弯钩

勾出脊髓，刀片横断。缝合肌肉，用 5%碘伏消毒切

口及周围，缝合皮肤。术后将大鼠放置在恒温电热

毯上直至苏醒，单笼饲养；术后1周早晚腹腔注射青

霉素钠；每天早、中、晚定时Crede手法辅助排尿；出

现压疮、自残现象用碘伏消毒。空白组大鼠正常喂

养直到尿流动力学检测，中途不做其它处理。

1.1.3 动物模型评估：①后肢运动功能评估：大鼠在

行走时后肢处于拖动状态，BBB(Basso-Beattie-Bres-

nahan)运动评分[7]为0分，则认为是成功的骶上脊髓

损伤模型。②膀胱排尿功能评估：逼尿肌-括约肌协

同失调型神经源性膀胱大鼠脊髓休克过后表现为膀

胱胀大，大鼠下腹部及笼内垫料轻度潮湿；手法排尿

时感觉尿道口有阻力；肌电图显示逼尿肌收缩频率

增高，尿流动力学结果显示膀胱漏尿点压力(leak

point pressure，LPP)、膀胱最大容量(maximum cys-

tometric capacity，MCC)增高，则提示造模成功。

mainly enriched 15 signaling pathways， such as Pentose phosphate pathway、actin cytoskeleton regulation and

Dopaminergic synaptic signaling pathway，etc. The top 10 DEPs were selected by CytoHubba：glucose dehydro-

genase 6-phosphate(G6pd)，synaptophysin(Syp)，microtubule-associated protein(Mapt)，etc.

Conclusion：Potential targets of the treatment of uninhibited detrusor contraction after SSCI can be explored

from the aspects of glucose metabolism，cytoskeleton signaling system and dopaminergic synapse.

Author's address College of Acupuncture，Massage and Rehabilitation，Hunan University of Chinese Medi-

cine，Changsha，Hunan，410208

Key word suprasacral spinal cord injury；neurogenic bladder；proteomics；bioinformatics analysis；differential-

ly expressed proteins；detrusor
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1.2 尿流动力学和逼尿肌肌电信号检测

手术后第 15天对对照组和模型组行尿流动力

学检查[8—9]：大鼠腹腔注射 10%的水合氯醛，麻醉满

意后取仰卧位，在耻骨联合上前正中线作纵向 3cm

切口，暴露膀胱，于膀胱顶处剪一小口，将F3导尿管

插入膀胱内，通过三通管将多通道生理记录仪、微量

注射泵与F3导尿管连接，打开微量注射泵以 0.1ml/

min注入温度为 25—35℃的生理盐水，记录膀胱压

力曲线、LPP、MCC。在膀胱体表面平行插入一对针

形电极，地线电极接腹部肌肉，与MP150多通道生

理记录仪相连，检测逼尿肌肌电信号。

1.3 HE染色

左心室灌注 0.9%的生理盐水直至右心耳流出

清亮液体，钝性分离膀胱组织，在冰上取膀胱逼尿

肌，0.4%的多聚甲醛固定，石蜡包埋，切片后用二甲

苯脱蜡，乙醇清洗，苏木精(Servicebio，China)染色

10min，自来水浸泡15min，1%伊红(Servicebio，Chi-

na)染色10min，乙醇和二甲苯脱水，中性树胶封片固

定，显微镜下观察膀胱逼尿肌的结构。

1.4 获取DEPs

提取大鼠膀胱逼尿肌；剪碎组织，加入工作液

(RIPA裂解液与蛋白酶抑制剂混合)混匀，冰浴超声

30min；14000r/min、4℃离心5min，收集上清液于EP

管中；使用BCA蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度。

经过TMT标记和高通量LC-MS/MS定量分析

后得到逼尿肌组织中表达的蛋白质，MaxQuant(ver-

sion 1.6.1.0)搜库。将差异倍数(fold change，FC)>

1.2 或<1/1.2，P<0.05，独立肽段≥2 的蛋白定义为

DEPs。

1.5 DEPs的生物信息分析

将 DEPs 对 应 的 基 因 名 (gene symbol) 导 入

Metascape(https：//metascape.org) [10]，选择物种 Rat-

tus. norvegicus 进行京都基因与基因组百科全书

(Kyoto encyclopedia of genes and genomes，

KEGG)通路富集分析；利用STRING数据库(https：//

string-db.org/)构建蛋白质-蛋白质相互作用(protein-

protein interaction，PPI)网络，下载 tsv 格式的分析

结果并导入到Cytoscape软件[11]，对PPI做进一步可视

化分析，利用 Cytoscape 中的 CytoHubba 插件 [12]和

DEPs的degree值筛选PPI网络中前10位的关键基因。

1.6 统计学分析

采用SPSS 25.0统计软件进行数据处理。计量

资料符合正态分布，以均数±标准差表示，两组均数

比较，满足正态性和方差齐性用 t检验，不满足则用

Wilcoxon检验。显著性水平为α=0.05。

2 结果

空白组 12只大鼠一般情况良好。模型组 12只

大鼠脊髓休克期过后，后肢随意运动消失，行走时后

肢处于拖动状态，膀胱胀大，大鼠下腹部及笼内垫料

轻度潮湿，手法排尿时感觉到尿道口有阻力。

2.1 尿流动力学和逼尿肌肌电信号

与空白组相比，模型组 LPP、MCC 和逼尿肌收

缩频率明显增高(P<0.01)(表 1)，膀胱内压力变化曲

线和逼尿肌肌电信号见图1、图2。

2.2 HE染色观察结果

空白组逼尿肌上皮整齐紧密排列但有轻微脱

落，无炎细胞浸润及充血水肿，肌纤维束排列层次较

清晰(图3)。模型组移行上皮增厚，伴有大量单核细

胞浸润，组织充血水肿明显，部分区域伴有微血管破

裂出血改变，肌纤维排列层次欠清晰(图4)。

图1 空白组膀胱内压力曲线与逼尿肌肌电信号对照图

图2 模型组膀胱内压力曲线与逼尿肌肌电信号对照图
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2.3 串联质量标签（tandem mass tag，TMT）定量

分析

TMT定量分析共检测到6043个蛋白，根据FC>

1.2 或<1/1.2、P<0.05、独立肽段（unique peptide）≥2

筛选出模型组/空白组中 244 个 DEPs(图 5)。其中，

上调的蛋白有128个，下调的蛋白有116个。

2.4 DEPs的生物信息分析

2.4.1 DEPs的KEGG通路富集分析：本实验共检测

到了 405条通路，设置P<0.05共筛选出 15条KEGG

通路：碳代谢、帕金森病(多巴胺能突触)、肌动蛋白

细胞骨架调节等(图6、表2)。

2.4.2 DEPs的PPI分析：利用STRING和Cytoscape

制作 244个DEPs的PPI图(图 7)，使用CytoHubba插

件筛选出前 10 位的关键蛋白(图 8)，其生物学作用

见表3。

3 讨论

本实验结果显示，模型组膀胱组织移行上皮增

厚，伴有大量单核细胞浸润，组织充血水肿明显，肌

纤维排列层次欠清晰；逼尿肌收缩频率明显增高，处

于持续兴奋状态，但此时最大膀胱容量却明显增大，

这说明在逼尿肌收缩的同时，由于括约肌无法协同

松弛，导致尿液潴留于膀胱，膀胱容量和漏尿点压力

均增大。这反映逼尿肌与括约肌协同失调，提示造

模成功。

逼尿肌中DEPs的KEGG通路富集分析结果显

示，碳代谢、磷酸戊糖途径和胰高糖素信号通路等参

与了该病的病理过程，CytoHubba筛选出的前 10位

关键基因中 G6pd[13]、Ldha[14]、Eno1、Pkm[15]、Aldoa 和

表1 大鼠膀胱漏尿点压力（LPP）、最大膀胱容量（MCC）和
逼尿肌收缩频率比较 (x±s)

组别

空白组
模型组

P值
注：与空白组比较，①P<0.01。

例数

12
12

LPP
(mmHg)

19.36±6.31
40.35±10.66①

<0.01

MCC
(ml)

0.44±0.28
4.72±1.24①

<0.01

逼尿肌收缩频率
(Hz)

7.5±2.26
14.88±1.55①

<0.01

图3 空白组膀胱逼尿肌
（HE染色，×100)

图4 模型组膀胱逼尿肌
（HE染色，×100)

图6 244个DEPs的KEGG通路富集分析结果

图5 244个差异表达蛋白（DEPs）的火山图

注：绿色代表下调的DEPs，橙色代表上调的DEPs，棕色代表无显著
性意义的蛋白。
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Pygl[16]6个上调基因参与了细胞的糖酵解过程。研

究表明，脊髓损伤后机体代谢发生了重大变化[17]，肌

肉中与糖酵解有关的基因表达增加[18]，基因表达水

平改变也暗示在骶上脊髓损伤后膀胱逼尿肌的代谢

方式发生改变，这可能与逼尿肌通过糖酵解来满足

无抑制性收缩时需要的能量有关 [19]。近期研究发

现，Pkm2可促进平滑肌细胞表型转换和内膜增生，

这可能是膀胱壁增厚的原因之一[20]。因此，逼尿肌

表2 244个DEPs的KEGG通路富集分析

KEGG信号通路

ko01200：Carbon metabolism
M00004：pentose phosphate pathway (pentose phosphate cycle)
ko05010：Alzheimer's disease
ko04922：glucagon signaling pathway
ko04512：ECM﹣receptor interaction
ko00982：drug metabolism﹣cytochrome P450
ko04610：complement and coagulation cascades
ko04270：vascular smooth muscle contraction
ko00500：starch and sucrose metabolism
rno05012：Parkinson's disease
ko00051：fructose and mannose metabolism
ko04360：axon guidance
ko00564：glycerophospholipid metabolism
ko05146：Amoebiasis
ko04810：regulation of actin cytoskeleton

中文名称

碳代谢
磷酸戊糖途径
阿尔茨海默病
胰高糖素信号通路
细胞外基质受体相互作用
药物代谢﹣细胞色素P450
补体系统
血管平滑肌收缩
淀粉和蔗糖代谢
帕金森病(多巴胺能突触)
果糖和甘露糖的代谢
轴突导向
甘油磷脂代谢
阿米巴病
肌动蛋白细胞骨架的调节

输入蛋白质数

11
4
11
7
6
5
5
6
3
6
3
6
4
4
6

%

5.24
1.9
5.24
3.33
2.86
2.38
2.38
2.86
1.43
2.86
1.43
2.86
1.9
1.9
2.86

Log10(P)

﹣6.85
﹣5.24
﹣5.08
﹣3.73
﹣3.42
﹣2.86
﹣2.58
﹣2.48
﹣2.21
﹣2.11
﹣2.04
﹣1.77
﹣1.59
﹣1.59
﹣1.39

表3 10个关键蛋白

蛋白 IDs

P05370
P04642
M0R5J4
P02770
P07825
P11980
F1LST4
P05065

R9PXU6
P09811

蛋白质中文名

6-磷酸葡萄糖脱氢酶
L-乳酸脱氢酶A链
2-磷酸-D-甘油酸水解酶
白蛋白
突触素
丙酮酸激酶
微管相关蛋白
果糖二磷酸醛缩酶A
肌动蛋白结合蛋白

糖原磷酸化酶

基因名

G6pd
Ldha
Eno1
Alb
Syp
Pkm
Mapt
Aldoa
Vcl
Pygl

蛋白质的作用

催化戊糖磷酸途径，参与糖酵解的另一种途径
参与丙酮酸发酵成乳酸
参与糖酵解过程
结合水，Ca2+，Na+，K+

将囊泡定位于质膜，参与调节短期和长期突触可塑性
参与糖酵解过程；催化生成ATP；调节转录和翻译
参与细胞骨架的形成
在糖酵解和糖异生中起关键作用
参与肌动蛋白丝结合
糖代谢中重要的变构酶

独立肽段

21
11
16
37
7
3
9
21
75
19

差异倍数
（FC值）

1.24
1.30
1.4
0.69
0.44
1.38
0.65
1.39
1.50
1.26

P值

0.006
0.02
0.004
0.02

0.0005
0.006
0.009
0.049
0.03
0.02

图7 244个DEPs的PPI图 图8 244个DEPs中前10位关键蛋白图
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产生无抑制性收缩可能与糖酵解相关蛋白质的表达

增加有关。

KEGG 结果还发现细胞外基质 (extracellular

matrix，ECM)-受体相互作用、轴突导向以及肌动蛋

白细胞骨架调节等途径在逼尿肌中显著富集，模型

组中微管相关蛋白(microtubule-associated protein，

Mapt)表达发生改变。研究表明，神经源性膀胱中

ECM成分的改变可能影响ECM与细胞内的信号传

递，从而调节肌动蛋白细胞骨架系统[21—22]。此外，微

管也是细胞骨架的组成部分之一，其中Mapt是微管

的重要组成部分，微管系统的聚合与解聚通过调节

细胞骨架系统起到外耦合作用，使平滑肌细胞膜上

钙通道活性发生改变，进而调节平滑肌收缩[23]。研

究表明，在心脏中微管系统可以通过与肌动蛋白之

间的交联，从而改变心肌收缩力[24]。细胞骨架调节

可以激活一系列下游信号通路，最终影响肌动蛋白

聚合[25](图9)，而平滑肌收缩是由于肌节中肌动蛋白

相对于肌球蛋白产生滑动引起的，此外，其收缩强弱

也与细胞质中Ca2+浓度、逼尿肌细胞上突触的形成

以及囊泡释放神经递质有关。研究表明，突触中肌

动蛋白骨架的改变与突触末端的可塑性调节、囊泡

运输和神经递质的释放有关[26]。因此，骶上脊髓损

伤后膀胱逼尿肌中ECM和细胞骨架的改变可能是

逼尿肌无抑制性收缩的原因之一。

本次分析还富集到了一条多巴胺能突触通路。

研究显示，在脊髓中含有大量可以产生多巴胺(do-

pamine，DA)的酪氨酸羟化酶(TH)+神经元，在胸段

脊髓横断后，腰髓和骶髓中DA的合成增加，从而调

节脊髓损伤后膀胱的排尿反射[27]。DEPs中突触核

蛋白 (synuclein Alpha，SNCA)参与了该条信号通

路。研究表明，SNCA参与了突触小泡运输和神经

递质的释放[28]。此外，存在于轴突末梢突触囊泡中

的突触素(synaptophysin，Syp)与突触的可塑性和突

触囊泡释放神经递质有关 [29]。最新的一项研究显

示，多巴胺可更好地协调逼尿肌-括约肌，改善脊髓

损伤大鼠的排尿功能 [30]，这与本次分析结果相符。

因此，多巴胺能信号通路可成为今后治疗骶上脊髓

损伤后逼尿肌无抑制性收缩的潜在靶点之一。

从本次对骶上脊髓损伤后神经源性膀胱逼尿肌

的生物信息分析中发现，膀胱出现无抑制性收缩可

能与逼尿肌中糖代谢水平改变、细胞外基质和细胞

骨架改变以及多巴胺能突触信号通路激活有关。这

些可能是骶上脊髓损伤后缓解逼尿肌无抑制性收

缩，提高膀胱排尿效率的潜在治疗靶点。本项目从

模型角度探讨了骶上脊髓损伤后逼尿肌无抑制性收

缩的可能病理机制，能否通过干预这些途径对骶上

脊髓损伤后神经源性膀胱起到治疗作用，还有待进

一步验证。
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