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ABSTRACT：Objective To explore the changes of mechanosensitive channels Piezos （Piezo 1 and Piezo 2）in neurogenic

bladder （NB）of young rats and their effects，so as to provide reference for clinical search of new therapeutic targets.Methods

A total of 30 female young SD rats were divided into 5 groups based on random number table method：sham operation group

（sham），2-week nerve transection group （NB-2W），6-week nerve transection group （NB-6W），2-week nerve transection +

Piezos inhibitor group （NB-P-2W）and 6-week nerve transection + Piezos inhibitor group （NB-P-6W），with 6 rats in each

group.TheNBmodels were constructed by transecting the L6 and S1 spinal nerves of young rats.TheNB-2W andNB-6W groups

were not intervened after modeling，while the NB-P-2W and NB-P-6W groups were intraperitoneally injected with Piezos

inhibitor GsMTx4 （10 mg/kg）every 2 days after modeling.Bladder cystometry and ultrasound were performed after 2 and

6 weeks of transection.The expressions of Piezos and fibrosis-related indexes （Collagen Ⅰ andα-smooth muscle actin）were

detected in bladder tissues.Results The results of bladder cystometry showed that the basal bladder pressure in NB-2W group

was significantly increased，while it was slightly decreased but was still higher in NB-6W group than in the sham group （P＜

0.05）.Basal bladder pressure was lower in NB-P-2W group than in NB-2W group，but was higher than that in the sham group；

basal bladder pressure was lower in NB-P-6W group than in NB-6W group，but higher than that in the sham group （P＜0.05）.

Compared with the sham group，the NB-2W and NB-6W groups had firstly increased and then decreased maximum cystometric

capacity （MCC）（P＜0.05）.Compared with NB-2W group，NB-P-2W group had lower bladder leakage point pressure （BLPP），

but higher MCC and bladder compliance （BC）（P＜0.05）.Compared with NB-6W group，NB-P-6W group had significantly

lower BLPP but higher MCC and BC （P＜ 0.05）.HE and MASSON staining and ultrasound results showed that，with the

extension of nerve transection time，bladder fibrosis gradually worsened，the bladder wall became rough and thickened，calculi

were visible inside，and hydronephrosis gradually appeared；the degree of fibrosis in NB-P-2W and NB-P-6W groups was less

than that in NB-2W and NB-6W groups，and no hydronephrosis was observed in the upper urinary tract.In addition，Western

blotting and immunohistochemical results showed that NB-2W and NB-6W groups had significantly higher relative expression

levels of Piezos，Collagen Ⅰ andα-SMA than the sham group （P＜0.01），while NB-P-2W and NB-P-6W groups had lower

relative expression levels of Piezos，Collagen Ⅰ andα-SMA than NB-2W and NB-6W groups （P＜0.01）.Conclusion The

increased expressions of mechanosensitive channels Piezos in NB young rats may be involved in the progression of bladder

fibrosis，but its mechanism needs further study.
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摘要：目的 探究机械敏感通道 Piezos（Piezo 1 和 Piezo 2）在神经源性膀胱（NB）幼鼠中的变化及其对膀胱纤维化的作用，为临床

寻找治疗 NB的新靶点提供参考。方法 将 30 只雌性幼年 SD大鼠按随机数表法分为 5 组：假手术组（Sham组）、神经离断 2 周

组（NB-2W组）、神经离断 6 周组（NB-6W组）、神经离断+Piezos抑制剂 2 周组（NB-P-2W组）和神经离断+Piezos抑制剂 6 周组

（NB-P-6W组），每组 6 只。通过离断幼鼠 L6 及 S1 脊神经构建 NB动物模型，神经离断组造模后不进行干预，神经离断+Piezos

抑制剂组则在造模后每 2 天腹腔注射 Piezos抑制剂 GsMTx4（10 mg/kg）。在离断后 2 周和 6 周进行幼鼠膀胱测压和超声检查，

并取膀胱组织检测 Piezos及纤维化相关指标Ⅰ型胶原蛋白（Collagen Ⅰ）及α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）的相对表达水平。结果

膀胱测压显示，NB-2W组幼鼠基础膀胱压力明显升高，NB-6W组略有下降但仍高于 Sham组（P＜0.05）。NB-P-2W 组的基础膀

胱压力低于 NB-2W组但较 Sham组高，NB-P-6W组的基础膀胱压力低于 NB-6W 组但高于 Sham组（P＜0.05）。与 Sham组比

较，NB-2W组和 NB-6W组最大膀胱测压容量（MCC）出现先升高后下降趋势（P＜0.05）。与 NB-2W组比较，NB-P-2W组的漏尿

点压（BLPP）更低，MCC和膀胱顺应性（BC）更高（P＜0.05）；与 NB-6W 组比较，NB-P-6W 组的 BLPP更低，MCC和 BC更高（P

＜0.05）。HE、MASSON染色及超声结果显示，随着神经离断时间延长，膀胱纤维化逐渐加重，膀胱壁粗糙增厚，内可见结石，肾

脏逐渐出现肾盂扩张积水，而NB-P-2W组和NB-P-6W组纤维化程度轻于NB-2W组和NB-6W组，未见上尿路扩张积水。此外，

Weston blot及免疫组化结果显示 NB-2W组和 NB-6W组的 Piezos、Collagen Ⅰ及α-SMA的相对表达水平明显高于 Sham组（P

＜0.01）；NB-P-2W组和 NB-P-6W组的 Piezos、CollagenⅠ及α-SMA的相对表达水平则分别低于 NB-2W组和 NB-6W组（P＜0.

01）。结论 机械敏感通道 Piezos在 NB幼鼠中表达升高，可能参与膀胱纤维化进展，但其机制有待进一步研究。

关键词：Piezo 1；Piezo 2；神经源性膀胱；膀胱纤维化；幼鼠；机械敏感通道
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  神经源性膀胱（neurogenic bladder，NB）是指各

种原因导致的控制膀胱排尿的神经受损造成排尿功

能障碍，进而产生一系列下尿路症状及并发症的疾

病[1-2]，常表现为膀胱内高压、顺应性下降、膀胱壁纤

维化、膀胱输尿管反流、肾积水和肾功能损伤，最终发

展为终末期肾病[3]。膀胱纤维化是 NB的主要病理

改变，其发生、发展机制尚不完全明确。NB 的治疗

目标是帮助患者排尿以维持膀胱低压，缓解患者症状

及预防并发症发生[4-5]，主要治疗方法包括清洁间歇

导尿、α受体阻滞剂及手术干预等，但上述方法对延

缓和治疗膀胱纤维化的直接作用有限。因而研究膀

胱纤维化发生、发展的机制，开发预防及治疗膀胱纤

维化的新方法，有重要的临床意义[6-7]。文献调查发

现，机械敏感通道 Piezos（包括 Piezo 1 和 Piezo 2）可

感知膀胱压力[8-10]，其对器官纤维化的作用也引起了

临床的关注[11-12]。多项研究表明 Piezos可能参与多

种器官的纤维化过程[13-15]，但其在 NB中的作用尚未

见报道。基于此，本文拟探究 Piezos在NB中的变化

及其是否影响膀胱纤维化，以期为临床寻找治疗 NB

的新靶点提供参考。

1 资料与方法

1.1 NB幼鼠模型的构建及膀胱标本留取 根据预

实验结果并遵循实验动物 3R 原则（替代、减少和优

化），选择健康无特定病原体（specific pathogen free，

SPF）级雌性幼年 SD大鼠 30 只进行实验，大鼠体质

量 160～180 g，6 周龄，购自郑州大学动物中心同一

批次[动物实验许可证号：SYXK（豫）2021-0017]，所

有动物在 SPF条件下饲养。适应 1 周后，将幼鼠按

随机数表法分为 5 组：假手术组（Sham 组）、神经离

断 2 周组（NB-2W 组）、神经离断 6 周组（NB-6W

组）、神经离断+Piezos抑制剂 2 周组（NB-P-2W 组）

和神经离断+Piezos 抑制剂 6 周组（NB-P-6W 组），

每组 6 只，各组体质量无显著差异。采用郑州大学第

一附属医院泌尿外科（后文简称“本团队”）之前研究

中所采用的方法构建幼鼠 NB 模型
[16]，主要步骤包

括异氟烷气体麻醉下行腰骶部正中切口，打开椎管显

露脊髓及双侧 L4到 S1 的神经前后根，从 L6 水平离

断马尾神经并剪断双侧 L6 及 S1 的前后根，并各剪

除一段神经，形成长约 1 cm的缺损，将离断神经的近

端结扎并缝在邻近肌肉组织内避免可能存在的自发

性神经再生。术后连续腹腔注射青霉素 3 d，神经离

断组造模后不进行干预，神经离断+Piezos抑制剂组

则在造模后每 2 天腹腔注射 Piezos 抑制剂 GsMTx4

（MCE，HY-P1410）10 mg/kg。造模后 2 周和 6 周进

行膀胱测压和超声检查，随后对幼鼠实施 CO2吸入

法进行安乐死处理，所有幼鼠无中途死亡，留取幼鼠

膀胱标本，一半常规福尔马林固定，石蜡包埋；另一半

立即放入液氮，-80 ℃冰箱保存。本研究经郑州大

学第一附属医院伦理委员会批准（2023-KY-0480-

001）。

1.2 膀胱测压 参考本团队以往研究进行幼鼠膀胱
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测压[17]，主要步骤包括幼鼠取仰卧位行低流量异氟

烷轻微麻醉，使用 T 型管分别连接灌注泵和直径

1 mm的硬膜外导管，另一端连接 BL-420S生物机能

实验系统（成都泰盟）测压通道，硬膜外导管经幼鼠尿

道插入膀胱约 1 cm，以 12 mL/h 的速度灌注室温

（20 ℃）生理盐水并同步记录膀胱压力容积曲线。主

要测定参数有膀胱基础压力（即膀胱空虚时膀胱内压

力）、充盈末期压力（即储尿期最大膀胱压力）、膀胱漏

尿点压 力 （即 充 盈 性 尿 失 禁 时 膀 胱 内 的 压 力）

（bladder leak point pressure，BLPP）、最大膀胱测压

容量（maximum cystometric capacity，MCC）和膀胱

顺应性 （即最大膀胱测压容量/充盈期压力差）

（bladder compliance，BC）等。

1.3 动物超声 使用低流量异氟烷吸入维持幼鼠麻

醉，肾脏和膀胱部位备皮后采用彩色多普勒超声仪

（mindray）及高频超声探头（L20-5U）进行检查。

1.4 苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色 将

留取的膀胱标本常规使用福尔马林固定，石蜡包埋，

切片按照 HE标准程序进行苏木素和伊红染色，然后

使用显微镜镜检，并采集和分析图像。

1.5 MASSON染色 将留取的膀胱标本用福尔马林

固定，石蜡包埋，切片按照 MASSON 的标准程序分

别用重铬酸钾、铁苏木素染色、丽春红酸性品红、磷钼

酸和苯胺蓝染色等处理后使用显微镜镜检，图像采集

分析。

1.6 蛋白印迹法（Western blot，WB） 将膀胱标本

匀浆后提取总蛋白，上样后进行凝胶电泳，100 V 转

移 1 h至膜上，脱脂奶粉封闭液室温封闭 2 h，分别使

用 Piezo 1（proteintech，15939-1-AP）、Piezo 2（no-

vusbio，NBP1-78624）、Ⅰ型胶原蛋白（Collagen Ⅰ）

（proteintech，14695-1-AP）和α-平滑肌肌动蛋白（α-

smooth muscle actin，α-SMA）（proteintech，14395-1-

AP）等一抗进行 4 ℃孵育过夜。洗膜 3 次后二抗室

温孵育 1 h，再次洗膜 3 次，用超敏化学发光液进行显

影，用 Image J软件进行分析。

1.7 免疫组织化学染色 将石蜡包埋组织标本制成

4μm厚切片，脱蜡至水后进行抗原修复，用双氧水溶

液室温避光孵育 25 min后洗涤 3 次，封闭 30 min后

加一抗 4 ℃孵育过夜，洗涤 3 次后二抗室温孵育

50 min滴加显色液，终止显色后进行苏木素复染

3 min左右，最后脱水封片，光镜下观察膀胱组织中

Piezos蛋白表达情况。

1.8 统计学方法 采用 GraphPad Prism 9 统计软

件分析数据及作图，计量资料均符合正态分布或近似

正态分布并符合方差齐性，以-x±s 表示，多组间数

据比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

Tukey检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 NB幼鼠模型构建及膀胱功能和上尿路改变 

通过离断幼鼠 L6 及 S1 脊神经建立膀胱瘫痪 NB模

型，并通过膀胱测压评估各组幼鼠膀胱压力随时间的

变化情况（表 1、图 1），超声评估各组幼鼠的上尿路情

况（图 2）。

膀胱测压结果显示，Sham组幼鼠有明显的充盈

期和排尿期，排尿期逼尿肌明显收缩，出现压力高峰，

随着神经离断后时间延长。NB-2W 和 NB-6W 组基

础压力较 Sham组升高，排尿期出现间歇性尿失禁，

逼尿肌无明显收缩，而 NB-P-2W 和 NB-P-6W 组膀

胱压力分别较 NB-2W 和 NB-6W 组低（图 1）。与

Sham组比较，NB-2W 组和 NB-6W 组 MCC 出现先

升高后下降趋势；NB-6W 组 BLPP明显低于 NB-2W

组；与 NB-2W 组比较，NB-P-2W 组的 BLPP 更低，

MCC和 BC更高；与 NB-6W 组比较，NB-P-6W 组的

BLPP更低，MCC和 BC更高（P 均＜0.05，表 1）。超

声结果显示，NB 组幼鼠均出现尿潴留、膀胱壁粗糙

增厚，NB-6W 组出现肾积水，可见结石（红色箭头），

而 NB-P-2W、NB-P-6W 和 Sham 组幼鼠无肾积水

（图 2）。

表 1 神经源性膀胱幼鼠神经离断后不同时间膀胱测压结果 （-x±s，n=6）

指标 Sham组 NB-2W组 NB-P-2W组 NB-6W组 NB-P-6W组

基础压力/cmH2O 2.22±1.19 7.90±2.03a 5.91±0.35ab 5.48±0.54ab 4.69±0.46abc

充盈末期压力/cmH2O 10.86±1.78 - - - -

BLPP/cmH2O - 34.53±4.64 28.31±1.80b 22.23±4.96b 13.63±1.87bc

MCC/mL 0.99±0.56 6.28±0.87a 7.31±0.32ab 3.89±0.43ab 4.83±0.78abc

BC/（mL/cmH2O） 0.11±0.05 0.24±0.06a 0.33±0.03ab 0.25±0.08a 0.56±0.15abc

 
a与 Sham组比较，P＜0.05；b与 NB-2W组比较，P＜0.05；c与 NB-6W组比较，P＜0.05。NB：神经源性膀胱；BLPP：膀胱漏尿点

压力；MCC：最大膀胱测压容量；BC：膀胱顺应性；1 cmH2O=0.098 kPa；—表示无数据。
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A：Sham组；B：NB-2W组；C：NB-P-2W组；D：NB-6W组；E：NB-P-6W组；1 cmH2O=0.098 kPa。

图 1 神经源性膀胱幼鼠神经离断后不同时间膀胱压力随时间的变化（每组 1 只代表）

红色箭头指膀胱内结石，黄色横线指膀胱壁厚度。

图 2 神经源性膀胱幼鼠神经离断后不同时间肾脏及膀胱超声图（每组 1 只代表）
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2.2 NB幼鼠模型膀胱纤维化改变 膀胱组织大体

标本显示 NB-6W 组较 NB-2W 组和 Sham 组膀胱重

量明显增加[（0.99±0.28）g vs.（0.28±0.06）g vs.（0.

05±0.01）g；F=54.11，P ＜0.000 1；图 3）。HE 和

MASSON染色显示，随着神经离断时间延长，膀胱

纤维化逐渐加重，炎症浸润、膀胱壁增厚、胶原沉积和

肌束增厚程度也明显更重。NB-P-2W 组和 NB-P-

6W 组膀胱重量较对应的 NB-2W 组和 NB-6W 组轻

[（0.19 ± 0.02）g vs.（0.28 ± 0.06）g，t = 3.46，

P＜0.01；（0.59±0.07）g vs.（0.99±0.28）g，t=3.49，

P＜0.01），炎症和纤维化程度也较轻（图 3）。WB结

果显示，NB-2W 组和 NB-6W 组的 Collagen Ⅰ和

α-SMA相对表达水平较 Sham组明显升高，而 NB-P-

2W 组和 NB-P-6W 组的 Collagen Ⅰ和α-SMA相对

表达水平则低于对应的 NB-2W 组和 NB-6W 组

（P 均＜0.05，图 4A、B）。

膀胱标本显示 NB组（NB-2W组和 NB-6W 组）膀胱增大，Piezos抑制组（NB-P-2W 组和 NB-P-6W 组）相对

较小；HE染色显示膀胱上皮层逐渐增厚和炎症浸润加重；MASSON染色显示 NB组胶原沉积（蓝色）和肌

束增厚（红色），而 Piezos抑制组相对较轻。

图 3 神经源性膀胱幼鼠膀胱大体标本、HE及 MASSON染色结果代表图

A：蛋白印迹图；B：相对表达水平图；Collagen Ⅰ：Ⅰ型胶原蛋白；α-SMA：α-平滑肌肌动蛋白；GAPDH：3-磷酸甘

油醛脱氢酶；****P＜0.000 1。

图 4 神经源性膀胱幼鼠膀胱 Collagen Ⅰ和α-SMA蛋白印迹表达图

2.3 NB幼鼠膀胱组织中 Piezos表达及其与纤维化

关系 WB结果显示，NB-2W 组和 NB-6W 组幼鼠膀

胱组织中 Piezos（Piezos 1 和 Piezos 2）蛋白相对表达

水平较 Sham组明显升高，而 NB-P-2W 和 NB-P-6W

组 Piezos蛋白相对表达水平低于对应的 NB-2W 组

和 NB-6W 组（P 均＜0.05，图 5A、B）。为了进一步

研究 Piezos 蛋白在膀胱组织中的定位情况，本团队

对幼鼠组织切片进行了免疫组化检测，结果显示与
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Sham组相比，纤维化程度较重的 NB-2W 组和 NB-

6W 组的 Piezos在上皮层表达逐渐增加（棕色），而纤

维化程度较轻的 NB-P-2W 组和 NB-P-6W 组的表达

相对增加较少（图 6）。

A：蛋白印迹图；B：相对表达水平图；Tubulin：微管蛋白；*P＜0.05；**P＜0.01；****P＜0.000 1。

图 5 神经源性膀胱幼鼠膀胱 Piezo 1 和 Piezo 2蛋白印迹表达图

免疫组化显示：相较于 Sham组（黑色箭头），NB-2W 组和 NB-6W 组（红色箭头）的 Piezos 在上皮层表达逐

渐增加，而 NB-P-2W组和 NB-P-6W组（蓝色箭头）相对增加较少。

图 6 神经源性膀胱幼鼠膀胱 Piezo 1 和 Piezo 2表达免疫组化代表图

3 讨 论

儿童 NB临床多见，多为腰骶部脊髓神经发育不

良所致，常伴随终生[3]，临床常表现为尿失禁和排尿

困难，并伴有膀胱感知功能异常[18]。该病常随病程

延长出现膀胱容量及顺应性下降，膀胱压力升高，同

时伴有膀胱感知功能的改变，继而发生膀胱纤维化，

引起膀胱挛缩和上尿路损害，最终导致肾功能不全，

严重影响患者生活质量[3，5]。尿动力主要表现为膀

胱高 压、顺 应 性 下 降、逼 尿 肌 过 度 活 动 或 无 收

缩[16，19]。本研究发现 NB幼鼠膀胱组织中机械敏感

通道 Piezos 表达升高并与纤维化程度变化趋势一

致，通过腹腔注射 Piezos 抑制剂可以减轻膀胱纤维

化程度。

正常膀胱感觉是指能主观感知膀胱的充盈和尿

意，并随着膀胱充盈尿意感觉逐渐增强，直到出现强

烈尿意感[20]。NB患者常见的膀胱感觉异常有膀胱

过度敏感（表现为尿急、尿痛等症状）或膀胱感觉减弱

或缺如（表现为尿潴留或充盈性尿失禁）。WYN-

DAELE等
[18]观察了 170 例脊髓损伤患者，有 74 例

（43.5%）尿动力报告膀胱感觉缺如。文献报道

Piezos在膀胱感知功能中起重要作用
[8，10]。Piezo 1

主要存在于非神经元细胞中[21]，在尿路上皮细胞中

丰富表达[22]。Piezo 2 主要在初级感觉神经元细胞

中表达，是启动初级感觉神经元和特殊细胞类型（如

麦克尔细胞）去极化的主要机械传导通道，介导轻触

觉、痛觉、本体感受等[8-9，23-25]。Piezos 能够在储尿阶

段感受细胞膜机械力变化，将细胞膜感受到的机械信

号转化为电信号或化学信号，刺激激活传入神经将这

些感觉信息不断地发送到中枢神经系统，产生膀胱充

盈感觉从而触发排尿反射[23]。NB患者常出现早期

膀胱过度活动，后期出现膀胱活动不足和感觉缺如。

本研究结果显示，Piezos的相对表达水平在 NB幼鼠

造模后 2 周和 6 周时均较 Sham组明显升高，这是否

与 NB的临床表现变化相对应仍待进一步探究。

文献报道 Piezo 1 在肺纤维化
[26-27]、心脏纤维

化[14]和肾脏纤维化[15]等疾病发展中通过感知压力

变化发挥着重要作用。文献报道小鼠胸段脊髓损伤

6 周后 L6 至 S1 背根神经节中的 Piezo 2 升高，通过

鞘内注射 GxMTx4 可以改善排尿
[28-29]，但感知蛋白
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Piezos在 NB中的表达情况及其与膀胱纤维化的关

系尚未见报道。本研究结果发现，NB 幼鼠（NB-2W

组和 NB-6W 组）膀胱组织 Piezos的相对表达水平均

高于 Sham组，膀胱组织纤维化程度也明显增加，两

者变化趋势一致，腹腔注射 Piezos 抑制剂 GsMTx4

（NB-P-2W 组和 NB-P-6W 组）在相同时间点可以减

小膀胱压力，减轻膀胱纤维化，这表明 Piezos的升高

可能参与 NB 幼鼠模型膀胱组织的纤维化，抑制

Piezos可以减轻其进展。免疫组化结果显示 Piezos

的激活主要发生在膀胱上皮细胞中，NB-2W 组和

NB-6W 组上皮层 Piezos 的表达较 Sham 组增加，提

示膀胱上皮层可能通过感受压力引起纤维化发展。

这些结果证实膀胱压力升高介导的 Piezos 上调可能

参与脊髓损伤后膀胱纤维化和排尿功能障碍。NB

的主要治疗目标是降低膀胱内压力，但患者多由于排

尿困难或尿失禁就诊，此时膀胱可能已经维持相当长

时间的高压状态[30]，因此如何减轻膀胱高压引起的

相关纤维化进展对于改善患者预后至关重要。

本研究仍存在一定的局限性：首先，为了提高幼

鼠模型的存活率及经尿道测压的可能性和一致性，本

研究只使用了雌性幼鼠，可能会造成性别偏倚。其

次，只使用了 Piezos抑制剂在体内验证，未分组研究

药物剂量的影响，观察时间也有待延长。最后，未分

别干预 Piezo 1 或 Piezo 2 以探究二者之间的作用差

异。因此，我们计划在后续研究中增加不同药物剂量

分组，或使用混合性别的 Piezo 1 或 Piezo 2 基因敲除

幼鼠模型，以充分阐明 Piezos 在 NB 纤维化中的

作用。

综上所述，本研究发现机械敏感通道 Piezos 在

NB幼鼠中感知压力变化并可能参与膀胱纤维化进

展，抑制 Piezos 可以减轻纤维化。抑制 Piezos 通路

可能成为开发改善 NB相关膀胱纤维化新药的潜在

靶点。
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