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基因治疗与传统非手术治疗对产后压力性
尿失禁模型大鼠的作用比较
程明军１，曹云桂１，丁景新２，黄健２，∗

（１． 上海市嘉定区妇幼保健院妇科，上海　 ２０１８２１；２． 复旦大学附属妇产科医院妇科， 上海　 ２０００１１）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究 ＴＧＦ⁃β１ 基因治疗对产后压力性尿失禁大鼠模型的作用，探索该疾病理想的新型非手术
治疗方法。 方法　 对 ２４０ 只 ＳＤ雌鼠水囊阴道扩张法建模，从 １８５ 只成功模型中随机选取 １４８ 只并分为 ５ 组，分别
进行 ＴＧＦ⁃β１ 基因治疗、氨哮素药物治疗、电刺激治疗、空质粒载体注射和未治疗，另外选取未建大鼠模型 ２０ 只作
为空白对照，于治疗后 １、２１、４２ ｄ和 ６３ ｄ进行喷嚏实验、尿动力学检测、盆底耻尾肌的肌力 ／肌重比值、ＥＬＩＳＡ 法检
测 ＴＧＦ⁃１、免疫组化检测因子 ＴＧＦ⁃β１。 结果　 在治疗后的 ２１ ｄ，不论是最大膀胱容量、漏尿点压力还是收缩力 ／肌
重比等，ＴＧＦ⁃β１ 基因治疗组治疗效果更佳，并且与电刺激组之间比较差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结论　 ＴＧＦ⁃β１ 基
因治疗可能成为新型非手术治疗方法，能对产后压力性尿失禁模型大鼠产生良好效果。
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　 　 产后压力性尿失禁 （ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｕｒｉｎａｒｙ ｉｎｃｏｎｔｉ⁃
ｎｅｎｃｅ，ＰＰＵＩ），表现为腹压突然增加导致的尿液不自
主漏出、发生于妊娠和分娩之后而出现的压力性尿
失禁（ｓｔｒｅｓｓ ｕｒｉｎａｒｙ ｉｎｃｏｎｔｉｎｅｎｃｅ， ＳＵＩ），发病率高达
１０％ ～ ６０％ ［１ － ２］，严重影响了广大妇女的身心健康
和生活质量，同时也带来了复杂的社会和家庭问题。
近年来，ＳＵＩ患者的手术治疗方法越发普遍开展，疗
效褒贬不一，尤其术后并发症没能有效规避，远期疗
效更是无大量临床依据支持，于是 ＰＰＵＩ 的非手术
治疗越来越受到广大临床医师的重视。
增强盆底支持组织的结构来预防和治疗产后压

力性尿失禁的发生发展成为该领域研究的热门项

目。 转化生长因子 β１ （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃
β１，ＴＧＦ⁃β１）是一种多功能的、与胶原蛋白代谢关系
最为密切的生长因子，其生物作用广泛，能促进成纤
维细胞、内皮细胞的生长，促进细胞外基质如胶原蛋
白、纤粘连蛋白的表达和抑制其的降解，有利于组织
和细胞损伤的修复［３］。 其中，ＴＧＦ⁃β１ 对胶原蛋白的
调控机制比较复杂，主要包括基因水平的转录、转录
后的加工修饰、翻译水平，甚至维持蛋白质的稳定性
等方面。 最近的研究表明，ＴＧＦ⁃β１ 是组织细胞外基
质合成的关键因子，能促进其合成并减少其降
解［４］，从而可能加强产后盆底支持组织的结构，减
轻盆底疾病的症状。 本研究拟通过压力性尿失禁模
型大鼠 ＴＧＦ⁃β１ 基因治疗、电刺激物理治疗、药物治
疗等的疗效评估，来探讨产后压力性尿失禁最佳的
非手术治疗方案。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 大鼠模型的制作和鉴定
１􀆰 １􀆰 １　 模型制作
实验动物及分组：ＳＰＦ 级雌性，未生产，６ 个月

龄 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ （ＳＤ）大鼠 ２６０ 只，体重 ３１０ ～ ３５０
ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司［ ＳＣＸＫ
（沪） ２０１２ － ０００２］。 无菌手术操作在复旦大学医学
院实验动物部［ＳＹＸＫ（沪）２０１４ － ００２９］屏障系统内
进行。 按照随机的原则将所有大鼠分为 ６ 组，２４０
只大鼠建模，２０ 只不建模作为正常对照。 根据之前
报道的建模方法［５］，建模大鼠在乌拉坦腹腔麻醉后
消毒、固定，将 ８ Ｆｒ 弗莱氏导尿管插入阴道内 ２ ｃｍ
左右，阴道外口“８”缝合防水囊滑出，注入生理盐水
后扩张阴道，给予阴道径向约 ３００ ｇ 拉力，８ ｈ 后取
出导尿管。 而空白对照组不进行造模处理。

１􀆰 １􀆰 ２　 大鼠模型的鉴定：喷嚏实验和尿动力学检测
大鼠排空膀胱后将细硬膜外导管经过尿道口插

入膀胱，外侧末端连接动物实验尿动力学检测仪
（ＡＤ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ⁃ＢＩＯ Ａｍｐ ＣＦ，ＱＵＡＤ Ｂｒｉｄｇｅ），采用
ＰＯＷＥＲ ＬＡＢ⁃ Ｃｈａｒｔ ｖ５􀆰 ２􀆰 １ 专用软件进行尿动力学
检测，试验中通过微量泵以 １０ ｍＬ ／ ｈ 的速度向大鼠
膀胱内注入含美蓝的温生理盐水，当观察到尿道外
口出现第一滴蓝色的尿液时，记录注入的时间以及
即刻的膀胱内压力（此值即为漏尿点压力），以微量
泵注入速度（１０ ｍＬ ／ ｈ）乘以注入时间即可得出最大
膀胱容量；如此反复测量三次，取其平均值。 再次排
空大鼠膀胱后缓慢注入最大膀胱容量一半的美蓝生

理盐水；剪取一小段鼠须，伸入大鼠鼻腔内，诱其出
现喷嚏反射，当观察到再次有蓝色液体从尿道外口
流出时为喷嚏实验阳性。
１􀆰 ２　 分组及处理
对建模成功的 １８５ 只 ＳＤ大鼠随机选取 １２８ 只，

平均每组 ３２ 只分入 ４ 组：转移生长因子基因治疗
（ＴＧＦ⁃β１）组，物理（电刺激）治疗组，氨哮素药物治
疗组，未治疗组。 另取 ２０ 只建模成功的大鼠作为空
质粒注射组，２０ 只未建模的大鼠作为空白对照组。
处理方法：第 １ 组（ＴＧＦ⁃β１ 组）：进行双侧耻尾肌内
注射，每侧注射 ＴＧＦ⁃β１ ＤＮＡ 质粒 ０􀆰 １ ｍＬ（总量为
５０ μｇ ／只，由上海吉满生物科技有限公司提供）；注
射位置为尿道外口旁 ０􀆰 ５ ｃｍ、与表皮夹角 ４５ｏ、深度
０􀆰 ５ ｃｍ。 第 ２ 组（物理治疗组）：进行电刺激物理治
疗（参数：刺激电压 １􀆰 ５ Ｖ，频率为 １ Ｈｚ，波宽 ０􀆰 １
ｍｓ，串长 ２ ｓ），电极插入阴道壁后壁顶端，每周两次
电刺激治疗，每次持续 ２０ 分钟，共 ３ 周。 第 ３ 组（药
物治疗组）：饮水中添加 ３０ μｇ ／ ｍＬ 氨哮素，供大鼠
饮用 ３ 周。 第 ４ 组（未治疗组）：为造模成功的大
鼠，但不予处理。 第 ５ 组（空质粒对照组）：注射方
法同基因治疗组，每侧耻尾肌中注射同等量的空载
体质粒 ０􀆰 １ ｍＬ ／只，共 １ 次。 第 ６ 组（空白对照组）：
为未建模的正常大鼠。
在模型建立开始治疗后 １、２１、４２ ｄ和 ６３ ｄ时分

别随机选取第 １ 至第 ４ 组各 ８ 只、第 ５ 和第 ６ 组各 ５
只进行检测。
１􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＴＧＦ⁃β１ 值
用眼眦静脉取血法采血，待血凝固后高速离心

获得大鼠血清约 ０􀆰 ５ ｍＬ， － ８０°冰箱内冻存；采用
ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＴＧＦ⁃β１ 浓度，检测试剂盒来自
美国 ＲＢ （Ｒａｐｉｄｂｉｏ）公司，采用北京普朗公司的
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ＤＮＭ⁃９６０２ 型酶标仪检测；所有操作均严格按产品
说明书进行。
１􀆰 ４　 免疫组化法检测
免疫组化法测定每组耻尾肌 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白的表

达：所有标本均于大鼠牺牲后 １０ ｍｉｎ 内收集，置于
４％中性多聚甲醛液中固定后常规制作成石蜡切片，
采用免疫组化 ＳＡＢＣ 法（试剂盒购自麦约尔生物科
技有限公司）测定耻尾肌 ＴＧＦ⁃β１ 的表达。 ＴＧＦ⁃β１
多克隆抗体（购自美国 Ａｂｃａｍ 公司，ａｂ９２４８６）的工
作浓度为 １ ∶ １００；具体操作同说明书。 每批染色均
设阳性对照和阴性对照。
１􀆰 ５　 盆底耻尾肌单刺激收缩力测定
大鼠采血后消毒、固定、游离耻尾肌体部，尽量

保留血供；沿耻尾肌远端切断肌腱，用丝线连接肌腱
与张力换能器（ ＪＨ⁃２），适度拉紧后保持连接线处于
水平位置。 张力换能器 ＳＫＹ⁃Ａ４ 生物信号处理系统
相连，采用 ＭＦＬａｂ ３􀆰 ０１ 功能学科实验软件（复旦大
学上海医学院生理与病理生理学系编写） 记录信
号。 用铂金丝双极电极在距入肌点 ２ ｍｍ 处插入耻
尾肌，调整好肌肉最适初长和阈上刺激电压，采 ３􀆰 ６
Ｖ电压、１ Ｈｚ 频率、２０ ｍｓ 脉宽的电流刺激耻尾肌，
记录下单次收缩的最大肌力。 测试结束后切断该耻

尾肌进行称重，算出各组耻尾肌单刺激的最大收缩
力与肌重的比值。
１􀆰 ６　 统计学处理
所有数据均采用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 统计分析软件处

理，结果以 Ｍｅａｎ ± ＳＤ表示，组间比较用单因素方差
分析，设 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有显著性差异。

２　 结果
２􀆰 １　 模型的鉴定与尿动力学测定

２４０ 只 ＳＤ大鼠建立 ＰＰＵＩ 模型后，进行喷嚏实
验和尿动力学检测，结果有 １８５ 只喷嚏实验阳性和
尿动力学检测均为异常的大鼠，建模成功率为
７７􀆰 １％ （ １８５ ／ ２４０），对照组为 ０（０ ／ ２０）。 鉴定完成
后再按前述的方法进行分组处理。
结果显示，与未造模的空白对照相比，治疗后 １

ｄ后其他各组大鼠的最大膀胱容量和漏尿点压力均
下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ），随后又逐渐恢复（见图 １、２）。 其
中，治疗 ２１ ｄ 后的 ＴＧＦ⁃β１ 组、电刺激组，与药物治
疗组、未治疗组、空载质粒组比较，恢复程度更好，差
异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ），说明了更佳的治疗效果；
而 ＴＧＦ⁃β１ 组与电刺激组之间比较，则差异无显著
性（ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ ）。

注： ∗： 与第 ２１ 天同次检测的药物治疗组、未治疗组和空载质粒组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 １　 大鼠的最大膀胱容量
Ｎｏｔｅ． ∗： Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ， ｕｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｎｕｌｌ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ Ｄ２１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． １　 ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

２􀆰 ２　 血清 ＴＧＦ⁃β１ 检测
大鼠血清 ＴＧＦ⁃β１检测结果显示（见图 ３），ＴＧＦ⁃

β１组与电刺激组、药物治疗组、未治疗组、空载质粒
组和空白对照组比较，在 １ ｄ 时 ＴＧＦ⁃β１ 表达明显升
高（Ｐ ＜０􀆰 ０５），说明基因治疗后，外源性 ＴＧＦ⁃β１ 基因
已经引起了肌肉等组织的 ＴＧＦ⁃β１ 并释放入血液，但
之后的表达与其他各组差异无显著性（Ｐ ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 免疫组化法检测　
ＴＧＦ⁃βｌ 在耻尾肌组织的定位表达对照组中，

ＴＧＦ⁃βｌ主要表达于肌纤维组织间的间质细胞，定位
于细胞质，且呈局灶性表达；结果表明，ＴＧＦ⁃βｌ 只表
达在 １ ｄ ＴＧＦ⁃βｌ组的肌组织中。 而其他组耻尾肌组
织均不表达 ＴＧＦ⁃βｌ，与大鼠血清 ＴＧＦ⁃β１ 检测结果
一致（见图 ４）。
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注： ∗与第 ２１ 天同次检测的药物治疗组、未治疗组和空载质粒组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ２　 大鼠的漏尿点压力
Ｎｏｔｅ． ∗： Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ， ｕｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｎｕｌｌ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ｄａｙ２１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅａｋ ｐｏｉｎｔ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

注： ∗与第 １ 天同次检测的药物治疗组、电刺激组、未治疗组和空载质粒组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 血清 ＴＧＦ⁃β１ 含量
Ｎｏｔｅ． ∗： Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ，ｐｈｙｓｉｃａｌ （ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ）， ｕｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｎｕｌｌ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ｄａｙ２１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ＴＧＦ⁃β１ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ

注：Ａ􀆰 ＴＧＦ⁃β１ 组；Ｂ􀆰 未治疗组；Ｃ􀆰 对照组。

图 ４　 耻尾肌组织 ＴＧＦ⁃β１ 表达（均为治疗后 １ ｄ， × ２００）
Ｎｏｔｅ： Ａ． ＴＧＦ⁃β１ ＴＧＦ⁃β１ ｇｒｏｕｐ； Ｂ． Ｕｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ； Ｃ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． × ２００

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｂｏｃｏｃｃｙｇａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｏｎｅ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
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２􀆰 ４　 收缩力 ／肌重比　
大鼠耻尾肌最大收缩力 ／肌重比结果显示（图

５），除空白对照组之外其他各实验组盆底肌肉的肌
力，在造模后均呈现出先下降、后逐渐恢复的趋势。
在治疗后 １ ｄ 时各肌力比较差异无显著性 （Ｐ ＞

０􀆰 ０５），治疗后 ２１ ｄ 时 ＴＧＦ⁃β１ 组、电刺激组与药物
治疗组、未治疗组、空载质粒组比较，肌力恢复更好
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）；而 ＴＧＦ⁃β１ 组与电刺激组两组之间比
较，同样差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ ）。 该结果与尿动
力检测结果相一致。

注： ∗与第 ２１ 天同次检测的药物治疗组、未治疗组和空载质粒组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 收缩力与肌重比值
Ｎｏｔｅ． ∗： Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ， ｕｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｎｕｌｌ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ｄａｙ２１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ５　 Ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｅ ｆｏｒｃｅ ／ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论
近年来压力性尿失禁认识和研究取得了很大的

进展，尤其是手术治疗后各种并发症以及复发的陆
续出现，使得非手术治疗再次成为研究的重点。 目
前被广泛接受的非手术治疗方法有盆底肌康复锻炼

（包括 ｋｅｇｅｌ训练和隔肌锻炼法）、电刺激和生物反
馈及瑜伽、药物治疗等方法［６，７］。 因产后哺乳以及
身体恢复的特殊性加上治疗方案需要长期锻炼，使
得患者难以坚持盆底肌康复锻炼，从而导致其疗效
个体差异过大［８］。 生物反馈联合电刺激治疗的特
点是针对性强，采用与生物电生理等医学高新技术
相结合的方法，成为治疗盆底功能障碍的有力工
具［９］。 可患者需要在一定时间内多次至医疗机构、
并使用特定的仪器才能进行治疗，造成患者的不便，
影响了治疗效果。 那么有效又能减少患者多次往返
就医的治疗方法逐渐使更多患者和医师产生了浓厚

的兴趣。 药物治疗如氨哮素等，由于长期药物治疗
副作用较大如心悸头晕等，目前难以在临床推
广［１０］。 ２００８ 年 Ｃａｒｒ等首次提出尿道周围局部注射
自源性干细胞的方法来治疗 ＰＰＵＩ 以来，先后有学
者采用骨髓干细胞、自体脂肪干细胞等应用于 ＰＰＵＩ
的治疗，且先后获得了一定的疗效［１１ － １３］，但该方法

技术要求非常高、程序繁琐，目前临床应用和推广的
难度很大；但局部注射基因治疗 ＳＵＩ的方法，已被临
床工作者越发重视［１４，１５］。
转化生长因子（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）

是一种多功能生长因子，对脏器纤维化、炎症、创伤
修复等疾病的发生发展中都具有十分重要的作

用［３］；其中，ＴＧＦ⁃β 有促进成纤维细胞生长、增殖和
ＥＣＭ合成的作用，其中 ＴＧＦ⁃βｌ 能够促进成纤维母
细胞分化［１６］。 近年来许多研究发现弹性蛋白及其
影响因素的变化与盆底脏器脱垂和 ＰＰＵＩ 等多种疾
病密切相关，胶原蛋白是一种结构蛋白也是盆底支
持组织 ＥＣＭ 的主要成分之一，其含量、构成及其超
微结构的变化已经成为女性 ＰＦＤ 发病机制研究中
的一个热点［１７］。 研究表明，ＴＧＦ⁃β１ 是弹性蛋白和
胶原蛋白合成最重要的的调控因子，能从分子水平
调节弹性蛋白和胶原蛋白基因的表达［１８］，所以
ＴＧＦ⁃β１ 可能与 ＰＦＤ的发生发展密切相关。
本研究通过采用人重组 ＴＧＦ⁃β１ 质粒耻尾肌局

部注射的方法治疗 ＰＰＵＩ，并以电刺激的物理治疗和
氨哮素的药物治疗做对照，探讨 ＴＧＦ⁃β１ 基因治疗
ＰＰＵＩ的可行性。 结果显示，在治疗后 １ ｄ，无论是大
鼠血清，还是耻尾肌局部组织均有 ＴＧＦ⁃β１ 表达，说
明基因治疗是成功的。 另外，在建模后，最大膀胱容
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量、漏尿点压力、收缩力 ／肌重比均下降 （ Ｐ 均 ＜
０􀆰 ０５），之后又逐渐恢复，与我们之前的研究实验结
果是一致的。 且在治疗后 ２１ ｄ 时，ＴＧＦ⁃β１ 组、电刺
激组，与药物治疗组、未治疗组、空载质粒组比较，不
论是最大膀胱容量、漏尿点压力还是收缩力 ／肌重比
等指标，其恢复情况会更好（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），说明了更佳
的治疗效果；但 ２１ ｄ 后这些差异逐渐变小甚至消
失，可能与该基因治疗的质粒量因代谢消耗而逐渐
下降有关；而 ＴＧＦ⁃β１ 组与电刺激组两组之间比较，
差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
综上所述，采用 ＴＧＦ⁃β１ 基因的质粒局部注射

方法来治疗产后压力性尿失禁模型大鼠的盆底肌肉

和神经以修复盆底组织，观察模型大鼠的盆底肌肉
功能和尿动力学等指标的变化，提供较为丰富的动
物实验基础数据，以此为基础力争探索早期临床预
防和治疗产后压力性尿失禁的新型非手术方法。
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