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摘 要
:

【目的】研究脊髓损伤后神经元中神经丝蛋白 (N凡00) 及星形胶质细胞胶质纤维酸性蛋白 ( G FA )P 表达的

变化及其关系
,

探讨不同细胞在再生修复中的作用
。

【方法】s D 大鼠 30 只
,

分为正常
、

伤后 l d
,

3 d
,
7 d

,

14 d
,

Z l d6

组
,

每组 5 只
,

用免疫组化染色及图象分析方法观察神经元 N凡 , 及星形胶质细胞 G F AP 的表达
,

并对二者进行相关

性分析
。

[结果】脊髓损伤后 N F ooZ 及 G FA P 的表达均呈进行性增高
,

二者有显著的相关性 ; G FAP 表达的增高早于

N FooZ 的增高
,

而前角神经元 N
际 的表达早于后角神经元

。

【结论】脊髓损伤后
,

星形胶质细胞可能是刺激神经元功

能活跃
,

促进神经纤维再生的一个重要因素
,

不同类型神经元对损伤的反应存在着差异
。
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在脊髓损伤后的修复反应中
,

神经元及神经

胶质细胞均有明显 的形态和功能改变
,

以适应神

经纤维再生修复的需要
,

但有关其变化规律的研

究较少
。

我们于 2 002 年 6 月至 10 月间用免疫组

化的方法观察了神经元及星形胶质细胞在损伤后

的变化
,

以探讨其在脊髓损伤修复中的作用
。

1 材料和方法

主要试剂

小鼠抗大鼠 N FooZ 抗体
、

小鼠抗大鼠 G FA P 抗

生物素化山羊抗小鼠 Ig G
、

s A B e 试剂盒
、

D A B

L体抵
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试剂盒均购自武汉博士德公司
。

1
.

2 实验动物及处置

健康 s D 大鼠 30 只
,

体质量 220
一 250 9

,

雌雄

不限 (中山大学实验动物中心提供 )
,

随机分为正

常
、

伤后 1
,

3
,

7
,

14
,

21 d 6 组
,

每组 5 只
。

损伤组以

or o g / L 的水合氯醛 300 m g / k g 腹腔麻醉后
,

显露

T 12 节段脊髓后外侧
,

以自制的钳夹器行前后方向

挤压脊髓
,

挤压程度 10 0%
,

时间 30
5 ,

使成完全损

伤
。

伤后普通鼠笼喂养
,

人工排尿每日 2 次
。

1
.

3 取 材

分别于伤前
、

伤后 1
,

3
,

7
,

14
,

2 1 d 取相应组大

鼠以体积分数 10 % 中性福尔马林心脏灌注后取出

损伤段及距损伤边缘 0
.

5 c m 外邻近脊髓组织
,

继

续以体积分数 or % 中性福尔马林固定 24 h
,

石蜡

包埋
,

切片 (损伤段作纵形切片
,

损伤邻近段作横行

切片 )
,

片厚 5 林m 。

1
.

4 组织学及免疫组织化学检查

损伤处脊髓行常规 H E 染色
,

损伤邻近处行免

疫组化染色
。

神经丝蛋白 (N凡 oo ) 及胶质纤维酸性

蛋白 ( GF A )P 染色均采用链霉亲和素
一

生物素

( s A B C ) 法
,

参考试剂盒说明操作 (微波修复抗原
,

一抗稀释度均为 1 : 10 0
,

37 ℃ l h)
,

D AB 显色
,

苏

木精轻度复染
,

脱水
,

封片
,

对照以 0
.

02 m ol / L PB S

( pH
二 7

.

2) 代替一抗
。

光镜下观察
,

细胞内有棕黄

色颗粒者为阳性
。

并计数每张切片的 N凡 oo 阳性神

经元数
。

1
.

5 图象分析

采用德国 K ON T RO N BI AS 2
.

5 全自动图象分

析系统
,

放大 20 0 倍下
,

以切片的背景调整灰度
,

选

择灰质前
、

中
、

后各两个视野计算其内 G FA P 的平

均阳性面积
。

1
.

6 统计学方法

数据以 万土 :
表示

,

各组间行 : 检验
,

相关性采

用直线相关分析
。

2 结 果

2
.

1 伤处组织学检查

伤后 l d
,

见灰质结构破坏
,

可见大量出血
,

白

质也表现坏死
,

伤后 3 d
,

伤处结构完全坏死
,

断裂
,

出血及炎症细胞浸润
,

其中心远近 2 m m 内灰白质

均有坏死
,

细胞肿胀
,

结构不清
,

7 d 时无明显变化
,

以后伤处形成囊腔及胶质瘫痕 (图 1 )
。

2
.

2 免疫组化检查

各时点 N凡00 阳性神经元数量 及 G FA P 的阳性

面积见表 1
,

二者在伤后均持续增高
,

相互之间呈

明显 的正相关
,

但二者的变化也有不同之处
,

在时

间上 G FA P 的增高早于 N凡 oo 的增高
,

在分布上

G FA P 在整个灰质的变化相似
,

而 N FooZ 在伤后早

期只出现在前角运动神经元
,

后角神经元的阳性出

现较晚
,

伤后 1周仅有个别细胞阳性
,

以后逐渐增

多
,

3周时最为明显
。

在形态上
,

神经元胞体及胞核

均增大
,

星形胶质细胞则数量增多
,

体积增大 (图

2 一 4 )
。

aT b l e l

表 l 伤后 N凡oo 阳性神经元数量及 G FA P 阳性面积的变化
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l ) P < 0
.

0 1
,

2 ) P < 0
.

0 5

3 讨 论

成年哺乳动物脊髓损伤后的神经再生是指轴

突的再生
,

轴突无合成蛋白的能力
,

所需功能和结

构蛋白均由神经元胞体合成经轴浆转运供给
,

故

神经元的功能状态可 以反映神经纤维再生 的情

况
。

神经丝蛋白 ( N F )是构成神经元胞体和神经轴突

细胞骨架的主要成分
,

在维护神经元的功能和轴浆

转运等一系列与脊髓损伤修复相关的病理生理变

化中发挥着重要作用 `2] 。
N F 依相对分子质量的不

同可分为 N F 6 8
,

N F 14 0 和 N ZF oo 3种
。

其中 N ZF oo 在

正常情况下只存在于轴索中
,

而胞体不含或很少含
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有
,

故正常时 N FooZ 染色
,

胞体为阴性
。

当脊髓损伤

后
,

损伤区内的神经细胞受创伤及继发因素的直接

影响出现变性坏死
、

结构破坏及细胞崩解
,

失去对

创伤的反应能力
。

而损伤区外的邻近神经元在创伤

刺激及多种诱导因子的作用下
,

开始大量合成及积

存 N FooZ
,

以适应神经再生的需要
。

NF ooZ 积存于胞体

内而使胞体着色
`’

,

4 ’ 。

有研究表明脊髓不完全损伤

后 N F ooZ 阳性神经元的数量及神经元胞体着色的程

度与后肢的功能恢复情况有密切的关系
’ ” , ,

说明

N R
。。

染色不仅能显示伤后神经元的形态
,

也能反

映其功能状态
。

本实验选择损伤邻近段脊髓作为观

察对象能较好地反映神经细胞在创伤后 的修复反

应
。

本实验中观察到脊髓损伤后 N F ooZ 阳性神经元

的出现在时间上和分布上都有一定规律
。

在时间上

存在一个潜伏期
,

伤后 3 d 才明显变化
,

以后逐渐

增强
,

在分布上
,

伤后早期主要为前角运动神经元

着色
,

以后才出现侧角及后角神经元着色
,

至伤后

3 周时
,

后角神经元着色明显增强
。

不同部位神经

元着色在时间上的这种差别反映了不同类型的神

经元对创伤的反应是存在差别的
,

这可能与其功能

及信号传导方向的不同有关
。

其内在机制还有待深

人研究
。

胶质纤维酸性蛋白 (G FA )P 是构成神经胶质细

胞的主要细胞骨架蛋 白
,

其表达的高低可以反映胶

质细胞的功能状态
「6 ’ 。

在正常情况下
,

星形胶质细

胞是中枢神经系统的主要胶质细胞
,

对神经细胞起

保护
、

支持及参与代谢的作用
。

脊髓损伤后
,

星形胶

质细胞出现 明显的功能活跃及胶质化
,

表现为增

生
、

肥大
、

突起增多
,

并能分泌 B F G F
、

基膜素等多种

神经诱导因子促进神经再生
〔7

、
吕〕

。

本文中观察到伤

后 l d
,

G F A P 染色即明显增强
,

在时间上早于 N凡。

阳性神经元的出现
,

在整个观察期
,

二者的增高程

度有显著的相关性
。

提示了星形胶质细胞在脊髓损

伤后可能是刺激神经元功能活跃
、

促进神经纤维再

生的重要 因素
。

但已有文献 , ’指出星形胶质细胞功

能的持续活跃在损伤后期则表现为胶质细胞过度

增生
,

形成胶质瘫痕而对神经纤维生长及神经再通

起着机械性和化学性的阻碍作用
。

本实验中观察到

伤后 3 周时
,

G F AP 的表达仍在增高
,

而该时点 N F

阳性神经元的数量虽然增多
,

但单个神经元的染色

强度却开始下降
,

可能也与此有关
。

脊髓损伤后
,

N F 和 GF A P 表达的变化反映了

神经细胞的功能情况
,

对研究不同神经细胞在损伤

修复中的作用也有重要的参考价值
,

对其深人研究

将有利于加深对脊髓内在修复机制的认识
,

为促进

脊髓功能的恢复提供帮助
。
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