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肾上腺素能肛受体在人膀胱逼尿肌中作用的年龄相关性研究

李振华 马智勇 李刚 王平 孔垂泽

【摘要】 目的研究肾上腺素能B受体膀胱逼尿肌反应性的年龄相关性改变及其可能机制。方法采用细

胞功能试验来检测10位老年患者逼尿肌细胞对异丙肾上腺素(肾上腺素能p受体激动剂)、BRL37344(选择性岛受

体激动剂)、forskolin(腺苷酸环化酶激活剂)和DBcAMP(二丁基环腺苷酸)的反应性。同样用非选择性。肾上腺素能B

受体配基[3H]一双氢心得舒来进行放射性配基结合测定。并以青年人的膀胱逼尿肌标本作为对照。结果对照

组和老年组之间KCl诱导的逼尿肌收缩程度无显著性差异；与对照组相比，老年组对异丙肾上腺素、BRl27344和

forskolin的反应性分别下降了15．0％、17．6％和12．6％(P<0．001)，异丙肾上腺素和BRL37344的pD2(一lgEQo)值也

显著降低；两组间对DBcAMP的反应性并无差别；随年龄增加逼尿肌细胞的肾上腺素能口受体的最大结合部位显著

下降，但平衡解离常数却无明显差别。结论老年人膀胱平滑肌存在对肾上腺素能8受体的反应性下降，这可能

是造成老年人膀胱顺应性减退的原因。受体密度的降低和腺苷酸环化酶活性的下降导致的cAMP合成减少可能是

造成肾上腺素能8受体反应性下降的分子基础。

【关键词】膀胱平滑肌；肾上腺素能B受体；逼尿肌

Age--dependent changes of beta--adrenoceptor function in

human detrusor urinae and possible mechanisms

L／Zhenhua，MA Z矗iyDng，LI Gang，et al

Department of Urology，the First Affiliated Hospital of China Medical University，Shenyang 1 10001，China

【Abstract】 Objective To study age-dependent chanses of beta-adrenoceptor responsiveness and their possible mecha—

nism＆ Methods Responsiveness of detrusor urinae from 10 old patients to the beta-adrenergic agonists isoprenaline，

BRl37M4，forskolin，and dibutyryl cyclic AMP(DBcAMP)was examined by using acellular function test．A radioligand binding

assay was performed using the non-selective beta-adrenergic receptor hgand[3 H]-dihydroalprenolol([3 H]-DHA)．Specimens

from 10 young men were used a8 controls． Results There were no age-dependent changes in contractile response to KCl．The

relaxation responses to isoprenaline，BRl37544，and forskolin decreased by 15．0％，17．6％，and 12．6％，respectively(P<

0．001)in the aged group．The pD2 values for isoprenaline and BRl37：M4 also declined significantly．There was no difference in

the responsiveness to DBcAMP between the two groups．The maximuln binding site decreased significantly with increasing age，but

the equilibrium-dissociation constant did not change． Conelmiom There is an age-related decline in beta-adrenergic

responsiveness which milght be one of the causative factors of reduced bladder compliance in the elderly．A decrease in cAMP level

caused by reduced receptor density and adenylyl cyclase activity might be the underlying molecular mechanism of the changes in

beta-adrenoceptor responsiveness．
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老年人中存在年龄相关性膀胱功能变化，提示

老年人下尿路症状的病理生理基础中存在与年龄相

关的膀胱平滑肌、尿路上皮、血管及神经病变⋯。作

者采用细胞功能试验和放射性配基结合试验的方法
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对老年人逼尿肌细胞中肾上腺素能B受体的表达、

受体功能年龄相关性变化及发生的分子机制进行：『．

研究。

1材料与方法

1．1标本来源膀胱平滑肌来源于手术切除标本，

并于术前进行尿动力学及神经学检查以证实患者的

膀胱功能正常。老年组10例，年龄63—68岁，男性

7例，女性3例；对照组7例，年龄24—32岁，均为男
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性。切除黏膜及周围脂肪组织，置于40C氧合的

Kreb氏液。

1．2 8受体mRNA的检测 按照使用说明方法用

TRIzol(GibcoBRL公司)提取总RNA，无RNase的

DNase消化以去除污染的基因组DNA，分光光度计

(DU．640，Beckman公司)以检测总RNA的量，肾上腺

素能p，、陉、岛受体的引物序列见参考文献[2]，p—ac．

tin引物作为内标。用Titan单管RT-PCR系统

(Roche分子生物化学公司)进行RT-PCR反应幢J。

1．3细胞功能实验具体步骤详见参考文献[3]。

用连有影像分析系统的倒置显微镜来测量随机选择

细胞的长度；以40mmol的KCl溶液收缩细胞，检测

不同浓度(10一。10"5 m01)的异丙肾上腺素、

BRL37344、forskolin和DBcAMP(Sigma公司)对逼尿

肌细胞的松弛效应。以细胞的长度变化计算各种药

物的效能，从浓度反应曲线计算激动剂的p现值

(．]gEC巧0)，每种药物的内在活性(intrinsic activity，IA)

为相对于对照组异丙肾上腺素最大松弛作用的比值。

1．4放射性配基结合实验①逼尿肌质膜成分的

分离：加入40一50倍体积的冰冷缓冲液(250 mmol

蔗糖，5 mmol M[gCl2，1mmol EDTA，10 mmol riffs．HCl)

后对逼尿肌标本进行匀浆，匀浆物过滤后在

60 000 r／rain、4℃下离心15 min，沉渣用含150 mmol

NaCl和10 mmol Tris．HCl的缓冲液悬浮，储存在

一70℃待测。Lowry法进行蛋白定量；②饱和实验：

在有或无106mol心得安存在下，将不同浓度的肾上

腺素能13受体配基[3H]一双氢心得舒(dihydroalpreno—

lol，DHA)(国家原子能研究所)加入含0．5 g蛋白／

L的检测缓冲液(10 mmol MgCl2，50 mmol riffs．HCl)

中，37℃下孵育30 min，进行饱和实验，液闪计数器

检测放射性Scatchard法计算最大结合部位(B～)和

平衡解离常数(K)。

1．5统计学处理数据以平均值±标准差表示，组

间差异比较采用t检验。P<0．05认为差异具有显

著性意义。

2结果

2．1细胞功能试验在40 mmol KCl作用下，对照

组和老年组的逼尿肌细胞分别缩短(18．6±1．4)％

和(17．4±1．5)％，两组间差异无显著性意义(P>

0．05)。各种药物抑制KCI诱导的逼尿肌细胞收缩

的内在活性与pD2值结果见表1。

各种药物对40 mmol／L KCl诱导的逼尿肌细胞

收缩都产生浓度依赖性抑制。与对照组相比，老年

组膀胱平滑肌细胞对非选择性肾上腺素能j3受体激

动剂异丙肾上腺素、选择性肾上腺素能133受体激动

剂BRL37344和腺苷酸环化酶激活剂forskolin的反

应性明显下降(P<0．01)，但对细胞内第二信使

cAMP的类似物DBcAMP的反应性与对照组比较差

异无显著意义(P>0．05)。老年组中异丙肾上腺

素、BRL37344的pD2值明显下降(P<0．05，P<

0．01)，但DBcAMP的pn2值与对照组相比差异无显

著意义(P>0．05)。

2．2人逼尿肌细胞中肾上腺素能三受体mRNA的

表达用3种8受体序列相应的特异性引物进行了

RT-PCR反应，4例标本中均检测到p1、＆和岛受体

的PCR产物，大小约为265、329和314 bp；同时内标

p-actin的PCR产物也被检出，大小为452 bp。

2．3逼尿肌细胞放射性配基结合实验非选择性

受体配基DHA与两组逼尿肌细胞膜标本的结合均

有饱和性，Seatchard图分析显示对照组和老年组的

最大结合部位分别为(32．36±2．30)pmol／g蛋白和

(26．90-I-1．80)pmol／g蛋白，平衡解离常数分别为

(0．18±0．02)nmol及(0．17±0．02)nmol。与对照组

相比，老年组肾上腺素能8受体的最大结合部位明

显减少(P<0．01)，但平衡解离常数差异无显著意

义(P>0．05)。

表1老龄化对药物抑制KCl诱导的逼尿肌细胞收缩作用的影响(贾±s)

注：与对照组相比，’P<0．05，一P<O．01
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老化进程与膀胱功能改变密切相关。老龄人口

中排尿功能障碍是最常见的疾病，其发病率要高于

心血管系统疾病；15％～30％的60岁以上的老人

受尿失禁、膀胱排空困难或排尿刺激症状困扰，并随

着年龄的增长而逐渐加重HJ。虽然老年人存在下尿

路病理生理变化的性别上的差异，但是女性和男性

有类似的排尿症状。男性下尿路功能的尿动力学变

化并不依赖于膀胱出口梗阻程度，女性的尿动力学

变化也与尿失禁程度无关。因此，老年人中膀胱功

能障碍与年龄有关，而与性别无关⋯。

膀胱平滑肌存在三种肾上腺素能G受体亚型的

mRNA。近年用逆转录聚合酶链反应等方法研究证

实人类膀胱平滑肌存在三种肾上腺素能三受体亚

型，&、』32和岛，其中只有岛亚型可以介导膀胱平滑

肌松弛，在膀胱充盈过程中抑制其收缩、维持正常的

顺应性bJ。肾上腺素能三受体是一种G蛋白偶联

的跨膜受体，G蛋白是一种由a、p、7三个亚单位构

成的异三聚体。8受体与激动剂结合后可以导致刺

激性G蛋白Gs解离为Gso、GsB和Gs，，Gs。能活化

细胞内腺苷酸环化酶，腺苷酸环化酶能够催化ATP

降解成腺苷3’，5 7．环磷酸(cAMP)，cAMP可以激活蛋

白激酶A，使其催化亚单位与调节亚单位分离，催化

亚单位能磷酸化细胞内关键的靶蛋白，通过改变细

胞收缩装置的磷酸化状态、抑制肌球蛋白轻链激酶

激活、增加细胞内钙离子的再摄取及排出和细胞膜

超极化等途径最终导致平滑肌松弛；磷酸二酯酶可

以水解cAMP参与调节肾上腺素能p受体的细胞内

水平[5]。肾上腺素能j3受体与激动剂结合还可以激

活抑制性G蛋白G；，后者能通过其a亚单位抑制腺

苷酸环化酶的功能[6]。Nishimoto等¨1报道与年轻鼠

相比，老龄鼠中异丙肾上腺素对KCl和电场刺激引

起的逼尿肌条收缩的最大松弛作用减弱。这说明鼠

逼尿肌细胞上存在肾上腺素能p受体反应性的年龄

相关性变化。人逼尿肌细胞上是否也有同样的变化

还不明确。本研究显示，对照组和老年组之间KCl诱

导的逼尿肌收缩程度差异无显著性，提示老化对膀胱

收缩功能无影响。老年人膀胱平滑肌对非选择性肾

上腺素能8受体激动剂异丙肾上腺素产生的松弛减

少15．0％，其pD2值也明显下降，这说明老年人逼尿

肌细胞对8受体激动剂的敏感度下降。这些结果提

示，老年人膀胱平滑肌的肾上腺素能p受体反应性减

退。突触后胆碱能M2受体能够抑制肾上腺素能口受

体对腺苷酸环化酶的刺激，并与胆碱能地受体协同

引起逼尿肌收缩，M受体和B受体之间的平衡状态对

于维持正常的膀胱功能极为重要[8]。尿动力学检查

显示，男性及女性老年人都有最大尿流率、排尿量及

膀胱容量的下降以及排尿后残余尿量、逼尿肌不稳定

的增加。最大尿流率的下降与伴随年龄增加逐渐减

少的排尿量密切相关。另外，老年人的最大逼尿肌压

与最大尿流率时逼尿肌压不存在年龄相关性变化，证

实老年人膀胱顺应性下降而收缩功能无明显变化¨J。

本组研究结果与尿动力学检查相符，提示肾上腺素能

p受体反应性下降可能是老年人膀胱顺应性下降的

细胞学基础，并进而导致了胆碱能M受体功能相对

亢进和膀胱过度活动。用非选择性放射性配基[3 H]一

DHA进行受体饱和实验发现，老年组中逼尿肌细胞

的肾上腺素能13受体的最大结合部位显著下降，但平

衡解离常数与对照组相似，说明老年人逼尿肌细胞中

肾上腺素能13受体的密度降低，但受体亲和性无明显

变化，提示8受体的密度降低也可能是老年人膀胱顺

应性减退的重要原因之一。

此外，还研究了逼尿肌细胞对于forskolin及DB—

cAMP(水溶性膜透过性cAMP类似物)的反应。

BR／37344的松弛效果下降了17．6％，其pD2也下降

了。这提示老年人不缺乏肾上腺素能岛受体，但是

其反应性下降了。由于肾上腺素能岛受体是主要

的逼尿肌松弛药物，这说明其反应性下降可能是老

年人逼尿肌细胞肾上腺素能8受体反应性降低的主

要原因之一。老年人逼尿肌细胞中forskolin对K(：l

引起的逼尿肌收缩抑制效能与对照组相比下降了

12．6％，这可能与腺苷酸环化酶的含量或者生物活

性下降有关。Wheeler等旧1报道Fischer鼠膀胱中存在

年龄依赖的腺苷酸环化酶涪l生下降，与本组结果一致。

老年组与对照组对DBcAMP的反应性没有差

别，提示老年人逼尿肌细胞p受体反应性下降与腺

苷酸环化酶活性降低引起的cAMP合成减少有关，

而与cAMP合成后的生化机制无关。
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辛伐他汀致横纹肌溶解症1例报告

孔凡龙樊启光吴平 李智元龚蕾 陈洋

患者，女性，76岁，工人，住院号：61349。主因“间断胸闷

8年，持续心前区疼痛1 d”于2003年9月25日于我院急诊就

诊，心电图示v，击Sr段弓背向上抬高，最高可达10 nlv(v3、

v4)，V3R—v5。QS型。肌酸激酶(CK)：1073 U／L(正常值25～

170 U／L)，肌钙蛋白T(TnT)：0．63 ng／ml(正常值：<
0．05 ng／m1)。患者既往高血压病史30余年，血压最高可达
200／110 mmHg。糖尿病史10余年。慢支、肺气肿病史近10

年。脑梗死病史9年，遗留右侧肢体活动不利。以“急性广

泛前壁心肌梗死、冠心病、心功能Ⅲ级、高血压3级(极高危

组)、2型糖尿病、慢性喘息性支气管炎急性发作、慢性阻塞性

肺气肿、脑梗死后遗症”收入院。入院后心电图示：I、avL、V。．，

sI，段弓背向上抬高，最高达7 my(v3)，遂予尿激酶1 500 000

U溶栓治疗，溶栓后2 h心电图示v。sI’段回落，V3 sI’段下降

近50％，胸痛基本缓解，CKMB于14 h达峰值，考虑溶栓部分

再通。10月8日患者CK、CKMB恢复正常，肝肾功能正常，乙

肝5项正常。遂行冠状动脉造影术。结果示：冠脉供血右优

势，LAD近端Dl发出处可见90％节段性狭窄，LCX．。可见

70％节段性狭窄，LC)(d可见60％节段性狭窄，Rc凡可见

80％局限性狭窄，前向血流均TIMI 3级。术中患者心电突然

示Ⅲ导sr段弓背向上抬高，并出现急性左心功能不全，遂行

主动脉球囊反搏术(IABP)治疗并转入同仁医院重症监护室，

当日开始予以硝酸甘油、多巴酚酊胺、利普定、呋塞米、辛伐

他汀(舒降之)40 rag每晚1次治疗，仍多次出现左心衰，持续

HBP治疗，病情平稳后，行UCG示：EF 25％，室壁瘤形成(下

壁、心尖)。因心功能极差，无法行冠状动脉搭桥术，于10月
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·病例报告·

21日转回我院继续内科保守治疗。转回后示心肌酶谱、TnT

正常，心电图示V。之Qs型v3 6型V¨sI’段成弓背型，但无抬

高，I、aVL、v2J T波倒置，V6 T波低平，遂予爱倍、多巴酚酊

胺静点、阿司匹林肠溶片、硝酸异山梨酯、蒙诺、倍他乐克、双

氢克尿塞、安体舒通口服，并继续辛伐他汀(舒降之，杭州默

沙东制药有限公司，批号：p1020)dO nag每晚1次1：1服，低分子

肝素钙腹壁皮下注射及保守治疗，多次行心电图较前无改

变，IABP应用20余天后顺利拔除，后病情平稳，CK正常，11

月3日(服用辛伐他汀26 d)患者诉乏力，双下肢疼痛，予对

症处理。11月3日CK正常，11月10日(服用辛伐他汀33 d)

cK突然升高至1780 U／L，TnT(0．05 n∥rnl，心电图无变化，未

诉胸痛，不支持再次心梗诊断，考虑不除外口服辛伐他汀致

横纹肌溶解，致CK升高，故停用辛伐他汀，2 d后患者CK：

6918 U／L，但心电图及TnT无动态变化，11月13日CK达最高

12 089 U／L，并出现茶色尿，行尿常规RBC：3—5个／lip，尿蛋

白(+)，肝转氨酶示虬T：170 U／L(正常值5—40 U／L)、AST：

285 U／L(正常值3～40 U／L)，肾功能示BUN：9．75 mmol／L(正

常值2．86～8．20 mmol／L)、Cr：110．00 pmol／L(正常值44．00—

133．00 tanol／L)考虑若为横纹肌溶解症，则有可能引起肝肾损

害，遂予谷光甘肽1200 mg每天静点保护肝肾，复查心肌酶谱

示CK逐渐下降，尿色逐渐恢复正常，11月21日心肌酶谱示

CK：291 U／L，于当日行左股直肌活检并送病理，病理回报：

“镜下未见明显异常。”此病理结果考虑与取活检时已处于疾

病恢复期且病变可逆有关。此后患者生命体征平稳，心肌酶

谱、TnT正常，尿常规、肝肾功能正常，并于12月16日痊愈出

院。

该病例提示当服用辛伐他汀出现肌痛、CK明显升高、肝

肾功能损伤、尿色改变(非血尿)时，要注意发生横纹肌溶解

症的可能，应及时停药并及取活检明确诊断。
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