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摘要：目的 建立盆神经损伤后神经源性膀胱的大鼠模型，研究引起神经源性膀胱的相关因素。方法 将16只雄性SD大鼠

采用随机数字表法分为神经损伤组和假手术组，每组8只，神经损伤组损伤双侧盆神经，假手术组仅显露神经但不做处理。4
周后行膀胱功能检测，并留取膀胱组织行Masson染色及VAChT阳性神经纤维免疫荧光染色。结果 术后4周，神经损伤组大

鼠膀胱质量（123.6±16.8）mg较假手术组（87.2±11.2）mg显著增加（P＜0.05）。神经损伤组大鼠膀胱最大容量（3.45±0.45）mL较

假手术组（1.46±0.11）mL显著增加（P＜0.05）。神经损伤组大鼠膀胱逼尿肌收缩力明显下降，最大排尿压峰值为（12.1±6.5）
mmHg，明显低于假手术组（42.9±10.5）mmHg（P＜0.05）。Masson染色示神经损伤组大鼠膀胱壁组织中平滑肌含量减少，胶原

纤维增生明显，其胶原占比（19.75±5.46）%显著高于假手术组（9.95±3.25）%，（P＜0.05）。免疫荧光结果显示神经损伤组膀胱

壁内VAChT阳性神经纤维占比（7.46±1.68）%较假手术组（12.67±3.24）%显著减少（P＜0.05）。结论 损伤大鼠双侧盆神经可

成功建立神经源性膀胱动物模型，表现为膀胱逼尿肌纤维化，VAChT阳性神经纤维减少及排尿功能受损。
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Abstract：Objective To establish a rat model of neurogenic bladder after pelvic nerve injury and study the relatedfactors causing⁃
neurogenic bladder.Methods Sixteen male Sprague⁃Dawley rats were randomly divided into the nerve injury group and the sham
operation group（n＝8per group）.Rats in the nerve injury group underwent bilateralpelvic nerve injury.Rats in the sham group un⁃
derwent sham operation.Four weeks postoperatively，the bladder function was detected，and the bladder tissues were harvested for
Masson staining andVAChT⁃immunofluorescence staining.Results At 4 weeks postoperatively，bladder weight was significantly in⁃
creased in the nerve injury group（123.6±16.8）mg compared with the sham group（87.2±11.2）mg（P＜0.05）.The maximum blad⁃
der volume in the nerve injury group（3.45±0.45）mL was significantly higher than that in the sham operation group（1.46±0.11）
mL（P＜0.05）.The voiding function of rats was significantly decreased in the nerve injury group.The peak urinary pressure of the
injured group was（12.1±6.5）mmHg，which was significantly less than that in the sham group（42.9±10.5）mmHg（P＜0.05）.Mas⁃
son staining of the bladder tissue showed a decrease of smooth muscle cells and an intensification of collagen in nerve injury group，
and the proportion of collagen（19.75±5.46）% was obviously higher than that in sham group（9.95±3.25）%（P＜0.05）.Immunoflu⁃
orescence staining showed that the proportion of VAChT⁃positive nerve fibers of the bladder wall in the nerve injury group（7.46±
1.68）% was significantly less than that in the sham group（12.67±3.24）%（P＜0.05）.Conclusion A neurogenic bladder animal
model can be successfully established through bilateral pelvic nerve injury in male rats，characterized by bladder detrusor fibrosis，
VAChT positive nerve fiber reductionand impaired voiding function.
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近年来，由于诊疗技术的不断提高，更多的盆

腔肿瘤如卵巢癌、直肠癌及前列腺癌等在疾病早期

即可被发现和诊断，并接受根治性手术治疗［1］。然

而，盆腔根治术中为了使病人获得更高的术后生存
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率，手术范围相对较大，极易造成神经的牵拉、压

迫、电刀灼热伤以及局部炎症反应的发生，其中就

包括了支配膀胱功能的自主神经的损伤［2⁃3］。自主

神经又分为腹下神经和盆内脏神经，神经交叉走形

之后汇合成盆丛。Aizawa等［4］发现盆神经损伤后可

导致膀胱逼尿肌收缩无力，同时伴有膀胱敏感度下

降，从而引起膀胱排空障碍及尿潴留的发生，严重

影响了病人的生活质量。因此，盆腔根治术后所致

的神经源性膀胱（neurogenic bladder，NB）是一个亟

待解决的医学难题，近些年来越来越被重视。我们

自 2017年 6月至 2018年 6月建立了一种盆神经损

伤后的神经源性膀胱动物模型，现报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 选取雄性 SPF 级 Sprague⁃
Dawley 大鼠（8周龄；n＝16），体质量为 250~300 g，
在光照/黑暗周期为12 h、自由饮水和定期提供食物

的条件下饲养。本研究中所有动物均由安徽医科

大学实验动物中心所提供。采用随机数字表法将

16只大鼠随机分为两组：A为神经损伤组（n＝8），损
伤双侧盆神经；B为假手术组（n＝8），显露但不损伤

盆神经。

1.2 建模方法 10%水合氯醛腹腔注射（300 mg/
kg）麻醉后，仰卧位固定大鼠，取下腹部正中切口，在

手术显微镜下于前列腺背外侧显露大鼠双侧盆神

经节，游离显露大鼠盆神经，血管钳钳夹2 min造成

神经损伤大鼠模型。假手术组显露双侧盆神经但

不损伤。检查大鼠腹腔内无活动性出血后逐层缝

合关腹。每日定时进行人工挤尿，将大鼠抓起使之

直立位后，两手食指从上向下挤压腹部到大鼠骨盆

处，重复动作3次。

1.3 清醒状态下大鼠膀胱功能检测 术后4周，参

照Gao W的方法对两组大鼠进行尿动力学检测［5］。

将大鼠以 10%水合氯醛麻醉，取腹部正中切口，5F
聚乙烯导管插入膀胱的顶部，并用荷包缝合适当固

定。将导管从皮下穿过并用缝线固定在背部皮肤

上，以防止导管被大鼠拉拽。微量注射泵、压力传

感器与T形管相连，排空空气后，将压力传感器连接

至 BL⁃420生物机能实验系统（生物信号转换系统

BL⁃420，成都泰盟科技有限公司，成都，中国），并进

行调零。将大鼠置于限制笼内，待麻醉完全清醒

后，轻压下腹部排空膀胱，调节灌注泵以0.2 mL/min
速度向大鼠膀胱内灌注室温下的生理盐水，在尿液

漏出时停止灌注，尿道口首次流出液体时的灌注容

积记为膀胱最大容量。观察BL⁃420系统中记录出

的膀胱压力曲线，记录最大膀胱排尿压（MVP）。重

复以上操作3次，取平均值进行统计学分析。

1.4 组织学检测 膀胱测压后，取两组大鼠膀胱称

重，之后取材部分膀胱壁组织以 4%多聚甲醛固定

24 h，常规脱水、石蜡包埋，制备成厚约6 μm的石蜡

切片，分别进行Masson染色和VAChT免疫荧光染

色。Masson染色切片于显微镜下观察并拍照，蓝染

的为胶原成分，红染的为平滑肌。VAChT免疫荧光

染色步骤：使用修饰的柠檬酸盐缓冲液（Target Rre⁃
trieval solution；Dako，carpinteria，CA，USA）进行抗原

修复并且淬灭内源性过氧化物酶。切片经3%山羊

血清封闭，0.3% Triton X⁃100破膜后，加入VAChT抗

体（1∶50；Mouse；Santa Cruz）4 ℃孵育过夜，PBS漂洗

后，加入二抗羊抗兔，室温孵育 1 h，PBS漂洗。PBS
漂洗后置于荧光显微镜下观察并拍照。

利用 Image Pro Plus图像分析软件计算出各组

大鼠膀胱逼尿肌组织Masson染色切片中胶原纤维

的面积比值和VAChT免疫荧光染色切片中VAChT
阳性神经纤维占比，组间进行比较。

1.5 统计学方法 应用 SPSS 20.0统计软件分析，

计量资料以 x̄ ± s表示，两样本均数比较采用独立样

本 t检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况 术后 4周，神经损伤组 8只大鼠中

其中1只因切口感染合并血尿而死亡，存活7只；假

手术组 8只大鼠均存活。取得膀胱组织，神经损伤

组大鼠膀胱体积明显大于假手术组，神经损伤组大

鼠膀胱质量（123.6±16.8）mg较假手术组（87.2±11.2）
mg明显增加（t＝5.099，P＝0.000）。
2.2 膀胱功能检测 膀胱功能检测中测得损伤组

大鼠膀胱最大容量（3.45 ± 0.45）mL 较假手术组

（1.46±0.11）mL明显增加（t＝12.150，P＝0.000）。
图1是两组大鼠在清醒状态下膀胱最大排尿压

（MVP）的结果。从图中可以看出损伤组大鼠排尿

压上升幅度很小，其峰值为（12.1±6.5）mmHg，而假

手术组大鼠膀胱内压在排尿前达峰值为（42.9±
10.5）mmHg。因此，损伤组大鼠最大排尿压较假手

术组明显降低（t＝7.054，P＝0.000）。
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图1 两组大鼠清醒状态下最大排尿压（MVP）:
A为神经损伤组，B为假手术组
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2.3 组织学结果 如图2所示，膀胱组织的Masson
染色显示神经损伤组（19.75±5.46）%的胶原沉积面

积比例较假手术组（9.95± 3.25）%明显增多（t＝

4.362，P＝0.001）。免疫荧光结果显示损伤组（7.46±
1.68）% VAChT 阳性神经纤维占比较假手术组

（12.67±3.24）%明显减少（t＝4.038，P＝0.001）。
3 讨论

神经源性膀胱是由于神经控制机制出现紊乱

而导致的下尿路功能障碍，通常需在存有神经病变

的前提下才能诊断［6］。病因包括中枢神经系统因

素、外周神经系统因素、感染性疾病、医源性因素，

其中盆腔根治性手术是最常见的医源性因素。研

究显示 50%以上的直肠癌经腹会阴直肠切除术病

人术后会出现下尿路功能障碍，主要原因是手术过

程中损伤了盆神经支配逼尿肌的纤维［7］。Katepra⁃
toom等［8］的一项调查显示，约 62.9%的病人在根治

性子宫切除术后出现储尿期症状，如尿频、尿急、尿

失禁等，42.9%的病人伴有排尿期症状，如排尿困

难，尿潴留等。因此，建立盆腔根治术后的神经源

性膀胱动物模型对于研究此类疾病和如何提升病

人生活质量意义深远。

Hannan等［9］曾通过夹闭雌性大鼠双侧盆神经丛

发出支配膀胱神经 15 s×3次建立神经源性膀胱模

型，结果显示神经损伤后导致大鼠逼尿肌收缩力受

损，逼尿肌纤维化。但由于夹闭时间较短，神经损伤

可能不彻底，从而导致神经自我修复，以至恢复部分

膀胱功能，影响实验结果，因此本实验通过延长夹闭

时间至2 min，以消除客观因素可能对实验结果带来

的影响。并且，雌性大鼠盆神经缺乏典型解剖标志，

建立统一的模型较为困难，而雄性大鼠盆神经解剖

标志明确，位于膀胱内上方、前列腺背外侧，由盆神

经节发出，因此，本研究选用雄性SD大鼠研究，操作

步骤较为简单，大鼠模型统一可靠。此外，长期以来

神经源性膀胱动物模型的建立多选择Hassan Shaker
脊髓横断法［10］，本研究采用的模型制备方案的优势

在于：①本研究术后大鼠不会出现双后肢属于拖行

状态不能参与行走的情况，避免了褥疮的发生；②双

侧盆神经损伤更符合临床盆腔根治术后神经源性膀

胱的发生情况，更具临床意义；③本研究术后大鼠避

免了继发性脊髓感染等严重并发症的发生，降低了

术后护理难度及减少了大鼠死亡率。

盆腔根治术后神经源性膀胱的根本原因在于

逼尿肌纤维化，即大量胶原纤维沉积、平滑肌细胞

凋亡，导致膀胱顺应性下降，逼尿肌收缩无力，因而

出现膀胱贮尿和排空障碍。本研究中，损伤组大鼠

最大排尿压较假手术组明显降低，表明盆神经损伤

后大鼠逼尿肌收缩力明显受损。Masson染色示神

经损伤组逼尿肌中平滑肌减少而胶原含量增加，逼

尿肌发生纤维化，免疫荧光示胆碱能（VAChT）阳性

神经纤维明显减少，功能学和形态学均符合神经源

性膀胱的特征。

众所周知，对于这种盆腔根治术后神经源性膀

胱，临床上多数病人需行间歇导尿或接受耻骨上膀

胱造瘘［11］，不仅容易造成反复感染，且生活质量严重

低下。而近年来，越来越多的研究表明利用干细胞

移植治疗可对脊髓损伤或糖尿病等原因所致神经源

性膀胱有较明显的改善［12⁃13］。这是由于干细胞一方

面在体内或体外特定的诱导条件下，可定向分化为

神经细胞、平滑肌细胞、基质细胞；另一方面干细胞

可通过分泌多种促进神经生长修复的神经营养因

子，促进神经的再生修复［14］。因此后续可以通过干

细胞移植治疗观察是否能够改善排尿功能，而具体

选择何种干细胞和移植途径需要更深入的研究。

本研究证明通过损伤大鼠双侧盆神经以建立

神经源性膀胱模型的方法是有效、简便且可重复

的，为盆腔根治术后神经源性膀胱的研究提供了理

论和实验依据。

（本文图2见插图5⁃1）
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摘要：目的 探讨深刺针法联合手法推拿治疗神经根型颈椎病疗效及对实验室指标水平的影响。方法 选取2016年5月至

2018年5月上海市第一康复医院收治神经根型颈椎病病人共140例，采用随机数字表法分为对照组（70例）和观察组（70例），

两组均西医治疗，同时对照组给予手法推拿，而观察组则在对照组基础上加用深刺针法治疗，比较两组临床疗效、治疗前后中

医证候评分、视觉模拟疼痛（VAS）评分、颈椎病临床评价量表（CASCS）评分、全血黏度、血浆黏度、肿瘤坏死因子α（TNF⁃α）、白
细胞介素1β（IL⁃1β）及白细胞介素6（IL⁃6）水平。结果 观察组临床治疗总有效率92.86%显著高于对照组77.14%（P＜0.05）；
观察组治疗后中医证候评分及CASCS评分均显著优于对照组及治疗前（P＜0.05），观察组治疗后VAS疼痛评分（1.77±0.36）分
显著优于对照组（2.52±0.58）分及治疗前（6.69±1.53）分（P＜0.05）；观察组治疗后血液流变学指标和血清炎症细胞因子水平均

显著优于对照组、治疗前（P＜0.05）。结论 深刺针法联合手法推拿治疗神经根型颈椎病可显著提高症状控制效果，提高颈部

活动能力，降低血液黏稠度，并有助于拮抗炎性细胞因子表达。

关键词：颈椎病； 针刺疗法； 推拿，脊柱； 血液黏度； 肿瘤坏死因子α； 白细胞介素1β； 白细胞介素6

Clinical effects of deep needling combined with manipulative
massage in the treatment of patients with cervical spondylotic
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Abstract：Objective To investigate the clinical effects of deep needling combined with manipulative massage in the treatment of
patients with cervical spondylotic radiculopathy and the influence on laboratory indexes.Methods 140 patients with cervical spon⁃
dylotic radiculopathy were chosen in the period from May 2016 to May 2018 and randomly divided into the control group（70 pa⁃
tients）with western medicine and the observation group（70 patients）with deep needling combined with manipulative massage on
the basis of control group.The clinical efficacy，TCM syndrome score，VAS pain score，CASCS score，the levels of whole blood vis⁃
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