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大鼠脊髓损伤后运动终板内乙酰胆碱酯酶和降钙素基因相关肽的变化
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≈摘要  目的 观察大鼠不同类型脊髓损伤后降钙素基因相关肽k≤ �� °l与乙酰胆碱酯酶k� ≤«∞l在后肢腓肠肌运动终板内的

变化 o以探讨不同类型脊髓损伤后 ≤ �� ° 和 � ≤«∞与运动终板退变的关系 ∀方法 ys 只成年 • ¬¶·¤µ大鼠随机分为假手术组k �

组l !切割型脊髓损伤组k�组l和撞击型脊髓损伤组k≤ 组l o术后 t !u !w !ts周分别用 �¤µ±²√¶®¼2 � ²²·¶直接法染色检测 � ≤«∞ !免疫

组化法检测 ≤ �� °的变化 ∀结果 两损伤组大鼠术后运动终板中 ≤ �� °和 � ≤«∞浓度均下降 o但 ≤ 组 ts周时有了明显恢复 o而 �

组一直处于较低水平 ~≤ �� °的改变早于 � ≤«∞∀结论 在大鼠不同类型脊髓损伤后 o≤ �� °和 � ≤«∞的活性和浓度与运动终板退

变的程度不同 ∀
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在过去的 us年 o随着各种脊髓损伤k¶³¬±¤̄ ¦²µ§

¬±­∏µ¼ o≥≤�l动物模型的出现 o对于脊髓损伤的研究也

取得了重大发展 ∀神经系统损伤修复后运动功能的恢

复最终要依赖于运动终板结构的保存及其生理功能的

恢复 ~许多研究已经证实 o降钙素基因相关肽k≤ �� °l

和乙酰胆碱酯酶k� ≤«∞l在维持外周靶肌肉形态 !发挥

运动终板功能中发挥着重要作用 ∀

1 材料和方法

1 q1 材料  雌性 • ¬¶·¤µ大鼠 o首都医科大学实验动物

中心提供 o体重 uux ∗ uxs ªo随机分成假手术组k� 组 o

± � {l !切割型脊髓损伤组k�组 o± � uyl和撞击型脊髓

损伤组k≤ 组 o± � uyl ~小鼠来源抗人 ≤ �� ° 多克隆抗

体 }≥¬ª°¤~生物素化抗鼠 �ª� !辣根过氧化物酶标记链

基金项目 }北京市自然科学基金项目kzswtssul ~北京市教育委员会

科技发展计划项目k��ussvtssuxss{l ∀

作者单位 }t q首都医科大学附属友谊医院口腔科 o北京市 tsssxs ~

u q首都医科大学北京神经科学研究所 o北京市神经再生修复研究重点实

验室 o教育部神经变性病学重点实验室 o北京市 tsssy| ∀作者简介 }张

皑峰kt|x{2l o男 o北京市人 o副主任医师 o主要研究方向 }周围神经损伤

与修复 ∀通讯作者 }李晓光 ∀

霉卵白素 }中杉试剂公司 ~碘化乙酰硫代胆碱 }≥¬ª°¤∀

1 q2 方法

1 q2 q1 动物模型制备  大鼠用 y h水合氯醛 y ° r̄®ª

腹腔注射麻醉 o俯卧位固定于鼠板上 o显微镜下暴露

×{ ∗ ×| 脊髓 ∀

1 q2 q1 q1 切割型脊髓损伤模型  将脊髓硬脊膜打开 o

使用显微外科剪刀将一段长约 v °°脊髓全部切除 o

然后用吸引器于软膜下吸断未横断的脊髓组织 o确认

此段无组织残留 ∀术中采用压迫和电凝进行止血 o|rs

显微缝合线缝合硬脊膜 o分层缝合肌肉 !皮肤 o碘酒消

毒切口 ∀

1 q2 q1 q2 撞击型脊髓损伤模型  采用 �≠ �k北京军

区总医院全军骨科中心实验室进行l脊髓打击器 o以

ys ªr¦°打击 ×| 平面脊髓 o冲击重物为圆柱形 o横断

面直径 u1 x °° o质量 ts ªo从距离 ×| 表面 ys °°高

度自由下落造成重度撞击伤模型 ∀

1 q2 q1 q3 假手术组  同法暴露 ×| 段脊髓而不造成脊

髓损伤 ∀

术后给予青霉素 u ≅ tsx �r次 ou次r§~按摩膀胱 u

∗ v次r§o防止泌尿系统及其他并发症的发生 ∀
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1 q2 q2 � ∞染色  损伤组大鼠手术 t周后 o经 w h多

聚甲醛溶液灌注固定 o取脊髓损伤处组织作常规石蜡

包埋 o纵行连续切片 o片厚 { Λ° o进行常规苏木精2伊

红染色 ∀

1 q2 q3 � ≤«∞染色k �¤µ±²√¶®¼2� ²²·¶直接法l  术后

t周 !u周 !w周 !ts周 o� !≤ 组大鼠各取 y只进行灌注

固定 o取 �u ∗ �w 脊髓节段进行恒冷箱k p us ε l脊髓

横行冰冻切片 o片厚 vs Λ° ∀染色方法 }切片入 � ≤«∞

孵育液≈含醋酸缓冲液k³� � y1 vly1 x °¯!碘化硫代乙

酰胆碱 x °ª!s1 t °²̄ r �枸橼酸钠 s1 x °¯!vs °°²̄ r

�无水硫酸铜 t1 s °¯!双蒸水 t1 s °¯!x °°²̄ r�高铁

氰化钾k�� 及 � � 级lt1 s °  ̄vz ε 孵育 t1 x ∗ u «o蒸

馏水洗 v次 o脱水 o透明 o树胶封片 ∀

1 q2 q4 ≤ �� °免疫组织化学染色  取材同 �≤«∞ 染

色 o�u ∗ �w 脊髓节段脊髓横行冰冻切片 o片厚 vs Λ° ∀

染色方法 }s1 st °²̄ r�°�≥2s1 v h ×µ¬·²±2÷tss 浸洗

切片 v次 o每次 x °¬± ~蒸馏水浸洗 v遍 o共 ts °¬± ~v h

�u �u 室温孵育 tx °¬±清除内源性过氧化物酶 ~s1 t

°²̄ r�°�≥2s1 v h ×µ¬·²±2÷tss 浸洗切片 v 次 o共 ts

°¬±∀x h山羊血清室温孵育 vs °¬±o以封闭非特异性

抗原 o降低染色背景 ∀直接入兔来源的 ≤ �� °多克隆

抗体kt Βusssl ow ε 过夜 ∀s1 t °²̄ r�°�≥浸洗 v遍 o

共 ts °¬±∀加入生物素化的山羊抗兔 �ª�kt Β vssl o

室温孵育 v «∀s1 t °²̄ r�°�≥浸洗 v遍 o共 ts °¬±∀

加入辣根过氧化物酶标记链霉卵白素kt Β vssl o室温

孵育 v «∀ ⁄��显色 o室温 us °¬±o⁄• 终止显色 ~苏

木素复染细胞核 ∀脱水 o透明 o树胶封片 ∀

1 q2 q5 运动终板的形态组织学观察和形态定量分析

 应用 �̈¬¦¤ ± º¬± 图像分析系统测定 �≤«∞ 和

≤ �� °阳性染色部位的透光度值 ∀

1 q3 统计学方法  数值以kmξ ? σl表示 o采用 ≥°≥≥

tt1 x统计软件进行单因素方差分析 ∀

2 结果

2 q1 � ∞染色  �组大鼠损伤处组织行 � ∞染色 o均

证实为脊髓完全横断 o切片上可见脊髓无明显肿胀 o切

口较整齐 o脊髓组织在损伤处直径略微变细 ∀ ≤ 组大

鼠脊髓损伤处腹侧可见软脊膜完整 o有约 s1 t ∗ s1 u

°°厚正常白质结构残留 ∀

2 q2 � ≤«∞染色  � 组大鼠腓肠肌运动终板为棕黑

色 !细颗粒状亚铁氰化铜沉淀 o在纵切面上其形状为椭

圆形或卵圆形 o大小为 us ∗ ws Λ° o边缘清晰锐利 o着

色均匀 o一根肌纤维上只能见到一个运动终板 ∀术后

t周 o� !≤ 组大鼠前角运动神经元 � ≤«∞着色与正常

组无明显差异 ~术后 w周 o�组明显变浅 o≤ 组稍有变

浅 ~术后 ts周 o�组大鼠前角运动神经元 �≤«∞ 着色

仍较浅 o但 ≤ 组大鼠与 w周时相比有了明显的恢复 ∀

�̈¬¦¤ ± º¬± 图像分析显示 o� !≤ 组术后 t 周

�≤«∞阳性染色部位的透光度与 � 组相比无显著性差

异kΠ� s1 sxl ~术后 w周与 � 组相比透光度明显增加

kΠ � s1 stl o� !≤ 组间相比也有显著性差异 k Π �

s1 sxl ~术后 ts周 o≤ 组大鼠与 �组相比有了明显恢复

kΠ� s1 stlk图 tl ∀

2 q3 ≤ �� °免疫组织化学染色  � 组大鼠腓肠肌中

可见运动终板被 ≤ �� °抗体清晰标记 o显示 ≤ �� °免

疫阳性标记与 � ≤«∞组织化学所显示的运动终板分布

一致 o并且阳性部分k运动终板区域l分布较为均匀 o着

色清晰 o颜色相对较深 o结构界限较清晰 ∀ � !≤ 组大鼠

术后 t周 ≤ �� ° 免疫染色阳性部分明显变浅 o结构不

甚清楚且部分运动终板出现染色模糊 ~术后 w周 o� !≤

组大鼠阳性部分仍较浅 ~�组术后 ts周 o≤ �� °免疫

染色阳性部分仍较 � 组浅 o结构模糊 ~≤ 组术后 ts周

与 t周时相比 ≤ �� °免疫阳性染色部分结构较清晰 o

且着色变深 ∀

�̈¬¦¤ ± º¬±图像分析显示 o� !≤ 组大鼠损伤 t周

后运动终板 ≤ �� °阳性染色部位的透光度值较 � 组

大鼠明显增大k Π� s1 stl o� !≤ 两组相比无显著性差

异kΠ� s1 sxl ~术后 w周 ≤ 组透光度值有所降低 ~�组

术后 ts周与 � 组相比透光度值明显增加kΠ� s1 stl o

而 ≤ 组术后 ts周与 � 组相比无显著性差异 o并且 � !

≤ 两组相比有显著性差异kΠ� s1 sxlk图 ul ∀

图 1  大鼠脊髓损伤后腓肠肌 ΑΧηΕ的变化 图 2  大鼠脊髓损伤后腓肠肌 ΧΓΡΠ的变化
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3 讨论

本实验采用的切割型脊髓损伤模型≈t 是在显微镜

直视状态下 o于软脊膜内小心细致地切断 !吸除脊髓组

织 o由于外侧及腹侧软脊膜可以完整保留 o透明的软脊

膜可帮助判断组织是否残留 o并且组织学检验也证实

为脊髓完全横断 ∀使用 �≠ � 脊髓打击器≈u 制作的重

度撞击损伤模型 o能够在相当程度上模拟人类脊髓受

损的受力过程 o但脊柱脊髓的偏移常常造成损伤结果

的不一致性 o损伤后仍会有部分轴突残留于脊髓的周

边区域 o通过 � ∞染色发现 ≤ 组大鼠脊髓腹侧仍有明

显厚薄不一的白质纤维残留 o证实了其损伤结果的不

一致性与不完全性 ∀由于残留纤维的代偿作用 o导致

两组大鼠脊髓损伤后运动终板退变的程度也不同 ∀

正常生理条件下 o运动神经元通过终板与骨骼肌

相联系 o支配骨骼肌完成各项生理功能 ∀ � ≤«∞主要

来源于运动神经元胞体 o通过轴突快速运输到达神经

终末 ∀各种形式的 �≤«∞都能在脊髓运动神经元和

骨骼肌细胞中找到≈v2w  ∀ � ≤«∞活性的强弱可反映运

动神经元的功能状态≈x  o终板区 � ≤«∞浓度也能够反

映终板退变及再生情况≈y  ~研究显示 o周围神经离断后

远端及去神经支配骨骼肌的 �≤«∞活性明显减低 o之

后 �≤«∞阳性反应的出现可认为是神经纤维再生标

志之一≈z  ∀本实验结果显示 o在脊髓损伤后 t周时 o运

动终板 � ≤«∞水平与正常组相与比无明显变化 ~w周

时两组模型大鼠均出现染色变浅 o并且 �组大鼠更明

显 ~ts周时 ≤ 组大鼠由于残留纤维的代偿作用 o运动

终板 �≤«∞染色与正常组相比无显著性差异 o但 �组

大鼠 ts周时损伤平面以下运动神经元和骨骼肌运动

终板 �≤«∞的活性仍处于较低水平 o可能与损伤的程

度较重有关 ∀

≤ �� °在神经细胞胞体合成 o在感觉和运动神经

纤维中经逆行和顺行轴浆运输在神经元和神经末梢之

间进行传递≈{2|  ∀ ≤ �� °能调节中枢神经系统及周围

神经系统的突触传递 ∀脊髓横断后 o脊髓前角运动神

经元失去了上运动神经元对其 ≤ �� °合成的促进信

号≈ts  o≤ �� °合成减少 o神经末梢释放的 ≤ �� °也减

少 o其对肌细胞的作用随之减弱 ∀本研究显示 o在脊髓

损伤后 t周 ≤ �� °免疫组化染色阳性部位的着色已

经明显变浅 o≤ �� °的变化早于 �≤«∞的变化 ~术后

ts周 o由于残留纤维的代偿 o≤ 组大鼠 ≤ �� °在运动

终板的活性和浓度均有明显提高 o且 ≤ �� °的改变早

于 �≤«∞的改变 ∀已有研究证实 o≤ �� °不仅调节乙

酰胆碱受体k� ≤«� ¶l的代谢 o而且还直接或者间接参

与终板处 � ≤«∞四聚体和其他形式 �≤«∞的调节≈tt  ∀

≤ �� °主要通过顺行轴浆运输 o调节 ¦� � °信号传导

通路激活的肌肉 �≤«� 的合成与聚集≈tu  ∀因此在检

测上运动神经元损伤后骨骼肌运动终板是否退变时 o

≤ �� °免疫组化检测较 �≤«∞更为敏感 ∀

本研究显示 o大鼠不同类型脊髓损伤后 o运动终板

存在不同程度的退变 o脊髓不完全性损伤后 o� ≤«∞和

≤ �� °的水平由低变高的这一动态变化 o反映了运动

终板功能从受损到逐渐恢复的变化过程 o且随着时间

的延长 o双下肢的运动功能也逐渐恢复 ∀
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