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重组人红细胞生成素对大鼠脊髓损伤后神经细胞凋亡的保护作用

王金光  郑启新  王运涛  赵铭  郭晓东

≈摘要  目的 观察大鼠脊髓损伤k≥≤�l后损伤段脊髓神经细胞凋亡机制和相关因子的表达 o以及重组人红细胞生成素kµ�∏2

∞°�l对其的影响 ∀方法 vs只 ≥⁄大鼠分为 w组 o建立 ≥≤�模型 o观察µ�∏2∞°� 对大鼠神经功能的影响 ~免疫组化法检测损伤脊髓

神经细胞凋亡因子k�¦̄2u !�¤¬!ƒ¤¶l的表达 ~× ��∞�标记凋亡细胞 ~比较各组间差别 ∀结果 治疗组的神经功能较损伤组提高k Π�

s1 sxl ~损伤组的凋亡阳性细胞多于治疗组 ~治疗组 �¦̄2u阳性表达细胞多于损伤组k Π� s1 sxl ∀结论 凋亡是 ≥≤�后神经细胞死亡

的一种重要方式 ~µ�∏2∞°� 能抑制脊髓神经细胞凋亡 o对损伤脊髓的神经功能有保护作用 ∀

≈关键词  脊髓损伤 ~凋亡 ~重组人红细胞生成素 ~Β2七叶皂甙钠 ~大鼠
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复理论与实践 oussx ottkul }{w ) {y q

脊髓损伤k¶³¬±¤̄ ¦²µ§¬±­∏µ¼ o≥≤�l后 o除创伤造成

的直接损伤外 o脊髓局部还将发生一系列继发性病理

改变 o而且造成的损害超过原发性损伤≈t  ∀近年来的

研究显示 o中枢神经系统损伤后 o神经细胞的凋亡在继

发性损伤中发挥重要作用≈u  ∀本研究选用重组人红细

胞生成素kµ̈¦²°¥¬±¤±·2 �∏°¤± ∞µ¼·«µ²³²¬̈·¬±oµ�∏2

∞°�l和 Β2七叶皂甙钠治疗 ≥≤�o探讨其抑制神经细胞

凋亡的作用 o研究神经细胞的凋亡机制及相关凋亡因

子的表达≈v  ∀

1 材料与方法

1 q1 实验动物及分组  雌性成年 ≥⁄大鼠 vs只 o购自

同济医学院动物中心 o体重 uws ∗ uys ªo随机分成 w

组 }≠空白组k± � yl }只暴露脊髓 o不损伤 ~�损伤组k±

� {l }损伤脊髓 o不治疗 ~≈ 治疗 �组k± � {l }损伤后

作者单位 }wvssuu 湖北武汉市 o华中科技大学同济医学院附属协和

医院骨外科 ∀作者简介 }王金光kt|yx2l o男 o河南焦作市人 o博士研究

生 o副主任医师 o主要研究方向 }脊柱脊髓损伤 ∀

仅用 µ�∏2∞°� 治疗 ~…治疗 �组k± � {l }损伤后用

µ�∏2∞°� 和 Β2七叶皂甙钠联合治疗 ∀

1 q2 ≥≤�模型制作  采用改良 �¯̄ ±̈氏法 o腹腔内注

射 v h戊巴比妥钠kws °ªr®ªl麻醉大鼠 o以 ×tu为正中

切口 o暴露硬脊膜 o用自制 | ª重锤在玻璃导管引导下

从 v ¦°高度自由下落打击脊髓 o以双下肢猛烈收缩为

有效打击 ∀

1 q3 药物治疗  造模成功后 t «开始经尾静脉给药 ∀

治疗 �组注射 Β2七叶皂甙钠 s1 t °ªr®ªr§o每天 t次 o

连用 tt §~µ�∏2∞°� vss �r®ªr§o静脉推注 o每日 t

次 o共治疗 x次k术后 t §!v §!x §!{ §!tt §l ∀治疗 �

组仅给µ�∏2∞°� o用药方法同治疗 �组 ∀空白组及损

伤组尾静脉推注生理盐水 ∀

1 q4 神经功能评定

1 q4 q1 行为观察  参照 �¤̄¨的神经功能行为分析法 o

结合 � ¤̈±¶及胥少汀等的方法加以改良 o按以下标准

计分评估≈w  }≠ s分 }损伤平面以下无任何反应 o双后

肢肌力为零 o感觉丧失 ~� t分 }有感觉存在 o对针刺有
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保护性反应 o但无自主运动 ~≈ u分 }双后肢有轻微运

动 o但无功能 o不能负重 ~…v分 }双后肢有明显运动 o

但不能负重 ~  w分 }能负重行走数步 o但不稳定 o不能

持久 ~¡x分 }能缓慢行走 o不灵活 o存在一定的缺陷 ~

¢ y分 }正常行走和跑动 ∀

1 q4 q2 斜板试验  将大鼠俯卧于一块 ws ≅ {s ¦° 的

平整木板上 o头侧逐渐抬高至出现动物向下滑行 o此时

木板与地面的夹角为斜板角度 o以此观察大鼠的功能

恢复情况 ∀倾斜角度的大小决定于大鼠的抓握能力 o

因而该项实验能反映神经功能恢复情况 ∀

在动物造模后 t §!tu §分别由同一实验者记录功

能评分 ∀

1 q5 组织学检查  术后 tu §处死大鼠 o心脏灌注冰盐

水及 w h多聚甲醛缓冲液 o取损伤段脊髓约 x °° ow h

多聚甲醛缓冲液固定过夜 o脱水 o石蜡包埋 o横切面

w Λ°厚度连续切片 o� ∞染色 o观察脊髓组织的形态 !

结构变化 ∀

1 q6 神经细胞凋亡因子检测  术后 tu §所取各组标

本做免疫组织化学染色 o检测细胞凋亡因子 �¦̄2u !

�¤¬!ƒ¤¶∀免疫组织化学染色方法按 ≥��≤ 法 o阳性

细胞呈棕色 ∀高倍镜下计数阳性染色细胞 o计算阳性

率 ∀

1 q7 凋亡神经细胞检测  采用原位末端标记k×§×2

° §̈¬¤·̈§¬2⁄� × ° ±¬¦® ±̈§ ¤̄¥̄¬±ªo× ��∞�l法 o镜下

观察阳性标记的凋亡细胞k细胞核呈棕褐色l o计算凋

亡指数k¤³²³·²¶¬¶¬±§̈ ¬o��l ∀

1 q8 统计学处理  所得数据以k mξ ? σl表示 o采用

≥°≥≥统计软件进行 τ检验 ∀

2 结果

2 q1 神经功能  空白组大鼠神经功能稳定 o运动正

常 ∀ ≥≤�大鼠双后肢软瘫 o肌张力低 o损伤平面以下各

种反射不同程度减弱或消失 o排尿需人工按压 ∀治疗

组大鼠神经功能较治疗前提高 o治疗 �组的神经功能

好于治疗 � 组k见表 t !表 ul ∀
表 1  各组行为评分比较

组别 t § tu § Π值

空白组 y y t qss

损伤组 s q{z ? s qyw t qxs ? s qxv s qsxv

治疗 � 组 s qzx ? s qzsz v qux ? s qzsz s qsss

治疗 �组 t qss ? s qzxy w qux ? s qzsz s qsss

  注 }损伤组 !治疗 � 组和治疗 �组组间比较 oΦ� wt1 yw oΠ

� s1 sx ∀

表 2  各组斜板试验比较(β)

组别 t § tu § Π值

空白组 zu qty ? v qzy y| qxs ? w qzu s qvxs

损伤组 uu q{z ? u quv ux q{z ? v quu s qsw{

治疗 � 组 uv qtv ? t q{{ vz qzx ? w quv s qsss

治疗 �组 uw qss ? u qv| xw qss ? w qxv s qsss

  注 }损伤组 !治疗 � 组和治疗 �组组间比较 oΦ� wt1 yw oΠ

� s1 sx ∀

2 q2 组织学检查  损伤组表现为损伤范围固定 o损伤

段脊髓变细 o有大片坏死 !囊腔及空洞形成 o周围有炎

性细胞侵润 o大量胶质细胞增生 o白质区仍有部分正常

结构 ∀治疗组脊髓灰 !白质界限清楚 o大部分神经组织

k细胞及轴突l正常 o少数神经细胞及轴突退变 ~治疗 �

组的脊髓组织结构变化好于 � 组 ∀

2 q3 免疫组化检测  空白组脊髓组织未见或仅见极

少凋亡细胞 ∀损伤组损伤局部节段神经元及神经胶质

细胞中 �¤¬大量表达 o�¦̄2u表达较低 ~治疗组 �¦̄2u表

达明显增加 o且治疗 �组高于治疗 � 组 ∀损伤组中

ƒ¤¶表达较高 o凋亡阳性细胞广泛分布于脊髓灰 !白质

中 ~治疗组 ƒ¤¶表达较低k见表 vl ∀
表 3  各组免疫组化检测结果比较( %)

组别 �¦̄2u �¤¬ ƒ¤¶

损伤组 | qzx ? t q{v ux qzx ? v qvz wt qvz ? u q{v

治疗 � 组 tw qyv ? u q{v¤ t| q{z ? v qxy¤ uy qss ? v qu|¤

治疗 �组 ut qyv ? x qvw¤o¥ tu qss ? u q|z¤o¥ tz qxs ? u qus¤o¥

  注 }¤}与损伤组比较 oΠ� s1 sx ~¥}与治疗 � 组比较 oΠ�

s1 sx ∀

2 q4 × ��∞�染色  空白组未见凋亡阳性细胞 ∀损伤

组及治疗 � !�组可见 × ��∞�阳性细胞 o��分别为

kxs1 zx ? x1 v|l !kvw1 zx ? v1 stl和kuw1 ss ? v1 wylk Φ

� {y1 zu oΠ� s1 sxl ∀

3 讨论

µ�∏2∞°� 能增加血液红细胞数 o使血氧饱和度和

血氧含量增加 ∀最近有人报道用 µ�∏2∞°� 治疗缺血

性脑病 !脊髓缺血性损害≈x  o显示该药具有神经保护功

能 o可抑制调亡和炎症反应 o改善局部血流及氧供应 o

对 ≥≤�有潜在的保护和治疗意义≈y  ∀

Β2七叶皂甙钠系由中药娑罗子的成熟果实提取的

皂钠盐经冷冻干燥而成 ∀Β2七叶皂甙钠能提高机体促

肾上腺皮质激素 k¤§µ̈±²2¦²µ·¬¦²·µ²³¬¦ «²µ°²±¨o

�≤ × �l和可的松的血浆浓度 o促进血管壁增加前列腺

素k³µ²¶·¤ª̄¤±§¬±o°�lƒuΑ分泌 o清除机体内的自由基 o

从而起到抗炎 !抗渗出作用 o以及抗水肿 !提高静脉血

流 !促进淋巴回流 !改善微循环和保护血管壁作用 ∀

≥≤�后应用 Β2七叶皂甙钠能改善 ≥≤�处组织淋巴和血

液循环 o逆转电解质紊乱及失调 o抑制炎症 o减少自由

基 o保护脊髓神经细胞亚微结构 o抑制凋亡 o促进神经

功能恢复 ∀

凋亡在神经系统的发育过程中起重要作用≈z2{  o在

神经系统损伤及神经系统退行性疾病的过程中也可见

凋亡的发生≈|  ∀目前发现 o有多种凋亡相关基因参与

这一过程 ∀本实验中 o作者检测了 �¦̄2u !�¤¬和 ƒ¤¶

这 v 个凋亡因子 o并用 × ��∞�标记法检测凋亡细
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胞≈ts  ∀

�¦̄2u家族中的 �¤¬和 �¦̄2u分别对细胞凋亡起正

负调控作用 o�¤¬相对优势时促进细胞调亡 ∀ �¤¬的

表达无严格组织特异性 o很多组织器官中均可检出其

产物 ∀而 �¦̄2¬基因由于其 °� �� 接拼方式的差异 o

可产生两种不同的产物 }�¦̄2¬̄ 和 �¦̄2¬¶o前者的作用

与 �¦̄2u相同 o可抑制凋亡 o而后者的作用与 �¤¬相

同 ∀ �¦̄2u是一种胞浆蛋白 o在中枢神经系统发育过程

中表达水平较高 o随着神经系统的逐渐完善其表达水

平逐渐降低 ∀ �¦̄2u属原癌基因 o可能通过抑制活性氧

的产生≈tt 而抑制 �u �u 诱导的凋亡及脂质过氧化物的

产生 ∀

ƒ¤¶属于肿瘤坏死因子受体k·∏°²µ± ¦̈µ²¶¬¶©¤¦2

·²µµ̈¦̈³·²µo× �ƒ � l家族成员 o为跨膜糖蛋白 o其胞浆

区含有与 × �ƒ � 胞浆区高度同源的序列 o参与 ƒ¤¶介

导细胞凋亡信号的传递 o称为 / 死亡区0 k§̈ ¤·« §²2

°¤¬±l ∀ ƒ¤¶广泛表达于多种机体组织细胞k尤其是免

疫细胞l表面 ∀抗 ƒ¤¶抗体或 ƒ¤¶配体kƒ¤¶�l与 ƒ¤¶

结合后 o可诱导 ƒ¤¶n细胞调亡 o故 ƒ¤¶又称为/死亡受

体0≈tu  ∀ ƒ¤¶途径由 ƒ¤¶�2ƒ¤¶结合所介导的一系列激

活事件组成 }各种内外刺激因子首先作用于细胞膜上

的 ƒ¤¶系统 oƒ¤¶�形成同源 v聚体与 v个 ƒ¤¶分子交

联 o使胞内鞘磷脂酶活化 o水解各种鞘磷脂产生神经酰

胺 o神经酰胺作为第二信使 o传递凋亡信号 o通过活化

≤¤¶³¤¶̈2{继而活化 ≤¤¶³¤¶̈2v而引发级联反应 o最终

引起 ⁄�� 降解 ∀ ƒ¤¶系统在维持组织正常发育 !调控

免疫应答 !调节机体生理平衡及某些病理过程中起重

要作用≈tv  ∀

本实验显示 o≥≤�后 o脊髓发生明显的细胞凋亡 ~

µ�∏2∞°� 具有抑制细胞凋亡 !潜在保护神经细胞的作

用 o为临床治疗 ≥≤�提供了一种新的治疗思路 ∀
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