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钳夹损伤后轴突再生对脊髓前角神经元脂褐素含量的影响
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摘 要
: 【目的 ] 研究神经元轴突损伤后再生过程中对神经元胞体内脂褐素生成和累积的变化

,

了解神经再生

对衰老进程的影响
。

【方法】钳夹法损伤 W ist ar 大鼠右侧几 一 T , 神经根
,

按钳夹次数和存活时间分为 6 组
,

观察损

伤侧脊髓前角神经元内脂褐素变化
,

用图像分析系统进行定量分析
。

【结果〕12 月龄大鼠脊髓前角神经元胞浆内

已有脂褐素分布
,

自发出黄或黄绿色荧光
,

呈散在细小颗粒
,

含量呈随增龄而增加
,

且呈团块状堆积在核周围
。

钳

夹侧的脂褐素含量较正常侧的脂褐素含量均有明显减少 ( 尸 < 0
.

05 ) ;二次钳夹后脂褐素含量较一次钳夹更为减

少
,

但二者之间无明显差异 ( 尸 > 0
.

05 )
。

直线相关回归分析显示正常侧
、

一次钳夹侧和二次钳夹侧脂褐素累积均

随存活时间而增加
,

呈正相关关系 (
r

分别为 0
.

967
、

0
.

994 和 0
.

995
,

尸 < 0
.

05 )
,

回归系数分别为 0
.

0 78 3
、

0
.

0 54 8

和 0
.

0 377
。

钳夹侧小于正常侧
,

表明损伤后再生使胞体内脂褐素累积速度减慢
。

【结论】轴突损伤后再生可以使

神经元内脂褐素的累积较正常情况下减少
,

提示轴突再生可减缓神经元衰老进程
。
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钳夹损伤后轴突再生对脊髓前角神经元脂褐素含量的影响

脂褐素作为衰老的指标之一
,

广泛存在于神

经细胞
、

心肌细胞和肝细胞等多种细胞内
,

其含量

随增龄而明显增加
。

它可 自发呈黄
、

黄绿或橘红色

的荧光
。

外周神经组织损伤后
,

神经元的核周体发

生
“

胞体反应
” 。

其特点为细胞体肿胀
、

核偏位和尼

氏体消失 (染色体溶解 )
。

在生物化学方面表现为

R N A 和蛋白质合成水平增加
,

具体表现为与神经

递质有关的蛋白质合成减少
,

与再生有关的结构蛋

白和膜成分的合成增加 [` 〕
。

业 已证实钳夹离断轴

突
,

而不破坏神经内膜的纵向连续性
,

轴突可成功

再生
,

完全恢复功能
。

有理论认为神经再生重复神

经发育过程
。

那么神经再生是否对神经元 的衰老

进程发挥影响
,

尚不清楚
。

本研究以胞体内脂褐素

累积为指标
,

观察轴突损伤后再生对神经元衰老的

影响
。

1 材料和方 法

后
,

以上
、

下神经根之间中点为标志
,

取 蛛
_

8
节段脊

髓
,

并在正常侧侧索内以微量注射器针头扎孔作为

标记
。

取材后置于相同固定液内后固定 4 h
。

常规

石蜡切片 (5 拼m )
,

脱蜡后甘油封片
。

1
.

4 显微拍照
、

图像分析及数据统计学分析

用 L e i e a
荧光显微镜

,

激发光源 4 0 0一 4 4 6 n
m

,

4 0 倍物镜下
,

在脊髓前角内观察并选取核仁清晰

的大多角神经元进行观察拍照
,

并记录其位置坐标

值
。

每只实验大鼠随机选取钳夹侧和正常侧各 10

个细胞进行拍照 ;对照组大鼠随机选取左侧与右侧

各 10 个细胞进行拍 照
。

拍照后 的切片经 l % 的中

性红复染胞浆后
,

根据坐标值确定细胞位置再次对

其拍照
。

照片输人 L e i ca 图像分析系统 (广东省 昆

虫研究所图像分析室 )
,

测定神经元内脂褐素自发

荧光的灰度值并计算出细胞在该层面脂褐素面积

占胞浆面积 的比例
。

用 SP SS 10
.

0 统计分析软件

进行数据统计学分析
, a = 0

.

05 为显著性水准
。

1
.

1 实验动物和钳夹手术

本实验选用 12 月龄健康雌性 W ist
a r
大鼠 30

只
,

由中山大学动物中心提供
,

随机分为对照组和

实验组
。

对照组 5 只于实验开始时 (存活 O d) 处

死
,

同时实验组 25 只行钳夹手术
,

术后分别存活

4 0
、

7 0 和 r ZO d
,

在存活 7O d 组和存活 12 O d 组中

各自随机抽取 5 只
,

在第一次钳夹术后 40 d 再行

二次钳夹
。

钳夹手术
:

戊巴比妥钠 ( 40 m g众 g )腹腔麻醉
,

暴露和分离 q 一 T l
神经根

,

以长 12
.

5 c m 直止血

钳尖
、

第一格为力度标准钳夹 几一 T ,
神经根

,

时间

1 im
n 。

手术后在钳夹处 以神经外膜缝线作为标

记
。

行二次钳夹时
,

在第一次钳夹处 的近侧端约

0 5 c m 处以同样方法钳夹 几一 T l
神经根

。

1
.

2 抓握钢丝试验

在钳夹术后 5
、

10
、

1 5
、

2 0
、

2 5
、

3 0 和 4 0 d 时
,

分

别对大鼠右前肢功能恢复情况进行观察
。

若大鼠

右前肢功能恢复
,

则在向上提起的过程中
,

其双侧

前肢可用力抓握住钢丝
,

前肢肌肉紧张
,

呈拉伸状

态
,

并产生反抗力
,

阻止上提
,

结果为阳性 ;若右前

肢功能尚未恢复
,

则只有左侧前肢可抓握住钢丝
,

右侧前肢无肌力
,

呈 自然下垂状态
,

结果为阴性
。

1
,

3 组织切片的制备

各实验大鼠经腹腔注射戊巴比妥钠 ( 40 m g /

k g )
,

麻醉后快速开胸
,

灌注 4 ℃ 预冷的 40 m L几

多聚甲醛 ( 0
.

1 mo l几 BP 配制
,

p H 7
.

4 )
。

灌注固定

2
.

结 果

2
.

1 钳夹后对大鼠前肢功能恢复的观察

在一次钳夹 2 0 d 左右
,

大鼠右前肢功能逐渐

开始恢复
,

可 以右前肢着地起支撑作用 ;在术后

30 d 时
,

约 80 % 的大鼠右前肢抓握钢丝试验阳性
,

并能以双侧前肢抱食物 ; 至 40 d 时
,

所有实验大鼠

右前肢均达到恢复功能
。

在二次钳夹术后
,

以同样

方法和标准进行观察发现
,

大鼠右前肢功能在 15 d

左右便开始恢复
,

至 30 d 时
,

所有实验大鼠右前肢

功能基本恢复
。

2
.

2 脂褐素的观察

4 0 倍物镜的荧光显微镜下
,

12 月龄大鼠脊髓

前角的神经元内已有脂褐素分布
,

自发 出黄或黄绿

色荧光
。

它们主要分布在神经元的核周质内
,

呈散

在的细小颗粒
,

集结程度小 ;随存活时间延长
,

脂褐

素集
1

结程度较高
,

甚 至呈块状堆积在核周 围 (图

1 )
。

定量分析结果显示
,

各实验组大鼠神经元内脂

褐素含量呈随增龄而增加的趋势
。

各组与对照组

(存活 O d 组 )之间 比较
,

差 异均有显著性 ( 尸 <

0
.

Q5 ) (表 1 )
。

在术后不同存活时间各组中
,

一次

钳夹侧的脂褐素含量较正常侧的脂褐素含量均有

明显减少
,

且差异均有显著性 ( 尸 < 0
.

05 )
。

二次

钳夹后脂褐素含量较一次钳夹更为减少
,

但二次钳

夹后钳夹侧脂褐素含量与一次钳夹后钳夹侧脂褐

素含量之间的差异无显著性 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。
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表 1

Ta b

轴突损伤再生后脊髓前角神经元脂褐素含量变化
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,

2 )
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2 )
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.
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,
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,
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7 1 土 7
.

4 3
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.

57 士 4
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35
1 )

,

2 )

1) 励m p
are d w i t h g二 u p o于

vsur
iva l 0 d a y ,

P ( 0
.

0 5 : 2 ) 山m
-

Par e d w i t h 11o r m a s id e ,

P ( 0
.

0 5

2
.

3 轴突再生对脂褐素累积速度的影响

将各组正常侧脂褐素含量
、

一次钳夹侧脂褐素

含量和二次钳夹侧脂褐素含量与手术后存活时间

分别进行直线相关和回归分析 (表 2 )
。

结果显示
,

在 3 种条件下
,

脂褐素含量与手术后存活时间呈高

度正相关关系
,

即脂褐素含量随存活时间的增加而

直线增加
。

而且 3 个方程 回归系数 (回归直线的斜

率 )逐渐减小
,

其中正常侧回归系数最大
,

一次钳夹

侧次之
,

二次钳夹侧最小
,

即正常侧
、

一次钳夹侧
、

二次钳夹侧脂褐素累积速度逐渐减小 (图 2)
。

3 讨 论

在神经细胞老化过程中
,

脂褐素沉积是一种重

表 2 存活时间与脂褐素含量之间的直线相关和回归

T
a b le

2 R el a t io n
皿 d r

等ess ion b e tw ee n s u

助
v i眼 t irn e a n

d

amou
n t o f 11卯壬

u sc in

R el a t i
o n e o ef fie

i
e n t R哪ess ion 明
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N O l l l l a l s id e

T ha f又r s t e n 巧 l、

T h e s e e 。 口 d C r u s h

0
.

9 67

0
.

99 4

0
.

99 5

< 0
.

05

< 0
.

05

< O
、

0 5

Y = 6
.

95 9 + 0
.

078 3X

Y 二 5
.

80 1 + 0
.

0 54 8X

Y 二 5
.

89 1 + 0
.

0 3 7 7 X

< 0
.

05

< 0
.

05

< 0
.

0 5

要的变化
。

但它本身是否直接损害神经元的功能
,

尚无证据说明
。

本实验结果显示
,

对轴突钳夹后导

致的再生可 以减慢神经元内脂褐素的累积速度
。

在神经再生过程中
,

与神经递质有关的蛋白质开始

减少
,

而与再生有关的结构蛋 白和膜成分的合成代

谢更为活跃
。

研究已经发现
,

细胞的氧化代谢活动

越旺盛
,

脂褐素的沉积越多川
。

而上述神经细胞的

再生过程中
,

高分子量 的神经递质合成明显减少
,

主要合成以低分子量的结构蛋白为主
,

这就好比给

神经细胞一个
“

休息
”

的机会
,

使其总体氧化代谢量

降低
,

从而减少了脂褐素的形成
。

此外
,

形态学研究发现生长中的轴突几乎都是

由微管
、

滑面内质网和小泡构成的 仁̀」
。

再生时从每

一根轴突发出多数轴突芽
,

这就需要包括微管和膜

成分的原料
。

在细胞除了通过加大这些物质的合

成来满足需要
,

还可能通过另一个更为经济有效的

途径
:
降低这些物质正常分解

。

而脂褐素的形成就

是来源于这些膜性物质分解后的残留物
,

形成脂

褐素原料的减少必然导致脂褐素累积量的减少
。

因此
,

我们推测在轴突再生过程中
,

膜性物质正常

分解的减少也是脂褐素累积速度减缓的可能机制

之一
。

有研究 已经证实
,

在胚胎神经系统的轴突

中
,

细胞骨架几乎都是由微管组成
,

只含有相当少

的神经微丝川
,

而在再生 的轴突芽中情况也是如

此 4j[
。

在出生后的成熟阶段中
,

轴突中神经微丝 的

量以一个比微管快得多的速度增加
。

这种在神经

微丝数量上不成比例的增加可能是出生后神经系

统的某些区域可塑性降低的因素之一
。

因此
,

有人

认为在对损伤的再生反应中
,

神经元可能通过减少

轴突内的神经微丝 的量使整个神经元处于一个更

具有可塑性的状态 [ 5〕
。

根据文献和本实验结果
,

我

们推论再生是神经元发育过程的重复
,

轴突损伤作

为一个启动因子
,

启动了神经元发育有关的代谢过

程
,

使神经元回到了更
“

年轻
”

的状态
。

这种神经元

的再年轻化也可能是脂褐素累积速度减慢的原因
。

本实验的结果还显示二次钳夹后
,

大鼠右前肢

功能开始恢复的时间较一次钳夹提早
,

而且恢复所

需的时间缩短
。

根据由于胞体反应与靶组织神经

支配的恢复有关系
,

且神经远侧端的非神经元细胞

数量能够影响轴突再生的速度的观点 6[]
。

本实验

两次钳夹的间隔时间是 40 d
,

此时实验大鼠均能恢

复神经支配
,

且远侧端的 cS hw an
n
细胞和非神经元

性细胞正处于增生状态
。

从以上的观点可知
,

本实

(下转第 34 页 ot p
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验二次钳夹时
,

胞体反应对加快再生速度的影响作

用不占主导地位
,

从而推断远侧端的 S hc
~

n 细

胞和非神经元性细胞对神经再生速度的影响可能

解释本实验的结果
。

同时
,

二次钳夹后脂褐素累积

速度较一次钳夹更为减小
。

在二次钳夹时
,

神经元

仍处在一次损伤后 的再生
、

修复的状态中
,

结构蛋

白合成较正常多
,

此时对再次钳夹的胞体反应敏感

度下降
,

于是细胞轴突的再生便可以利用由条件

性损伤导致的已经增多的微管蛋白及其它细胞骨

架蛋白
。

那么总体上说
,

细胞在二次再生时蛋白合

成的增加较第一次少
,

而且主要以结构蛋白合成的

减少为主
。

由于细胞总体的氧耗代谢较一次再生

时减少
,

因而二次再生对脂褐素累积速度减慢的影

响应该较一次再生时更大 ;但是
,

细胞对膜性成分

的原料需求的减少
,

缓解了其合成的压力
,

使其依

靠另一途径一减少对正常膜性成分的分解获得原

料的程度减轻
,

那么通过这一途径使脂褐素累积速

度减慢的程度较一次再生时变小
。

由于这两个因

素同时作用
,

就表现为二次钳夹再生后脂褐素累积

速度较一次钳夹再生更为减慢
,

但减慢的程度并不

是两次钳夹效应的单纯叠加
。

总之
,

本实验显示轴

突损伤后再生可以使神经元内脂褐素的累积较正

常情况下减少
,

即减慢了神经元内脂褐素的累积速

度
,

这提示了轴突损伤后再生可减缓神经元的衰老

进程
。
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验二次钳夹时
,

胞体反应对加快再生速度的影响作

用不占主导地位
,

从而推断远侧端的 S hc
~

n 细

胞和非神经元性细胞对神经再生速度的影响可能

解释本实验的结果
。

同时
,

二次钳夹后脂褐素累积

速度较一次钳夹更为减小
。

在二次钳夹时
,

神经元

仍处在一次损伤后 的再生
、

修复的状态中
,

结构蛋

白合成较正常多
,

此时对再次钳夹的胞体反应敏感

度下降
,

于是细胞轴突的再生便可以利用由条件

性损伤导致的已经增多的微管蛋白及其它细胞骨

架蛋白
。

那么总体上说
,

细胞在二次再生时蛋白合

成的增加较第一次少
,

而且主要以结构蛋白合成的

减少为主
。

由于细胞总体的氧耗代谢较一次再生

时减少
,

因而二次再生对脂褐素累积速度减慢的影

响应该较一次再生时更大 ;但是
,

细胞对膜性成分

的原料需求的减少
,

缓解了其合成的压力
,

使其依

靠另一途径一减少对正常膜性成分的分解获得原

料的程度减轻
,

那么通过这一途径使脂褐素累积速

度减慢的程度较一次再生时变小
。

由于这两个因

素同时作用
,

就表现为二次钳夹再生后脂褐素累积

速度较一次钳夹再生更为减慢
,

但减慢的程度并不

是两次钳夹效应的单纯叠加
。

总之
,

本实验显示轴

突损伤后再生可以使神经元内脂褐素的累积较正

常情况下减少
,

即减慢了神经元内脂褐素的累积速

度
,

这提示了轴突损伤后再生可减缓神经元的衰老

进程
。

体 文图 1
,

2 见插 页 2
.

co lo u r
de p a g e Z )

iF g
.

1
,

2 s ll o w
l l

i
n b a e k

参考文献
:

【l] 刘湘梅
.

神经生长的生物学与病理学 [M」
.

北京
:

科学出

版社
,

198 5
.

167一 2 36
.

【2〕李 澈
,

老年生物学〔M 」
.

北京
:

中国人口 出版社
,

19 95
.

1 94 一 2 1 1
.

[3 〕 P
e t

esr A
,

V
a u g h n J E

.

M ie
or t u b u les an d if lam

e n t s in t h e

a

xon
s

an d
a s t

ocr
y t es

o f ea lr y l汉 ) S t n a t al o p t i
。 n e vr es [J〕

.

J

段11 B io l
,

1 967
,

3 2 ( 1 )
:

1 1 3
.

[ 4」M
u二 a y M

.

R笔
e n

ear
t io n o f r e t i

n al a x o n s
i
n t h e g o ld fi s h

o p t iC t e e t

um 仁J ]
.

J O 〕 rl l p N eu or l
,

197 6
,

168 ( 2 )
: 17 5

.

[5 〕H ea coc k A M
,

A g r a zl o f f B W
.

R eu t il iz a t io n o f p r e e

auxr
fo llo俪

n g

axon
沮 t r a n 5 1沐〕r t o f [“ H〕 p or li n --e la bel 司 p or t e

i
n

仁J ]
.

价 ia n R es
,

19 97
,

12 2 ( 3 )
: 2 4 3

.

〔6 〕B司 1 K S
,

W in ter J
,

B e订 y M
, ` t a l

.

A d u lt r a t d

aosr
l cor

t

g a ll g lion n eu ~ ex t en d
neu

r it i
s

on p r e d馆 en
e ar t司 b u t

no
t on

~
al p州 p h e r al

~
es in vi tr 姚J」

.

E
u r

J N eu
-

osr
e i

,

1992
,

4 ( 3 )
: 193

.

(编辑 张恩健 )


