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在大鼠脊髓损伤后炎症因子介导继发损伤中的机制研究&
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#摘要$

!

目的
!

探讨细胞凋亡信号调节蛋白
!

"

7&X!

#在炎症因子介导的大鼠脊髓损伤"

&'(

#中的作用$方法
!

采用大鼠脊

髓夹伤模型!

)6

只大鼠分为假手术组"

&B>O

组#&生理盐水组"

&>P04@

组#及炎症因子组"

'

A

C/[04@

组#!用
T@3C@?4 P̂/C

法检测

7&X!

和磷酸化的
7&X!

"

D

7&X!

#的表达!用
:::

评分及
\?0.T>P[04

Q

法检测后肢行为学变化!用体感诱发电位"

&8E

#及运动诱

发电位"

S8E

#检测电生理变化$结果
!

&'(

后
!

周各组
7&X!O9I7

及蛋白水平的表达无明显变化!

'

A

C/[04@

组
D

7&X!

的表达

较
&>P04@

组显著上调"

!d%1%%*

#'

&'(

后
-

&

)

周时!

'

A

C/[04@

组
:::

评分较
&>P04@

组明显下降"

!d%1%%%

&

%1%%%

#'
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后
)

周!与

&>P04@

组相比!

'

A

C/[04@

组大鼠后肢踏空率增加"

!d%1%-*

#!

&8E

及
S8E

潜伏期延长"

!d%1%)-

&

%1%)+

#!波峰值无显著变化

"

!d%166"

&

%1)-)

#$结论
!

炎症细胞因子可导致大鼠
&'(

后后肢运动功能障碍加重!机制可能与
7&X!

磷酸化水平升高有关$
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"后在损伤局部星形胶质

细胞开始增殖#胞体肥大#突起交织成网状#中间丝蛋白胶质纤

维酸性蛋白!

\H7E

"与波形蛋白!

L0O@4C04

"积聚#最终导致胶

质瘢痕的形成%主流观点一直认为胶质瘢痕是中枢神经系统

!

=@4C?>P4@?_/Z33

A

3C@O

#

'I&

"损伤后神经再生的主要障碍之

一+

!

,

%近年来#炎症机制在胶质瘢痕形成过程中的作用越来越

受到重视+

*

,

%

'I&

损伤后#以小胶质细胞为主要的炎症细胞

在损伤区局部浸润#且与
&'(

后血脊髓屏障通透性明显增强的

区域一致&损伤区内活化的小胶质细胞
&'(

后长达
*

周的时间

内持续分泌白细胞介素!

(K

"

5!

"

$肿瘤坏死因子!

;IH

"

5

*

等多

种炎症因子+

-

,

#提示在
&'(

后炎症因子可能参与了损伤区胶质

瘢痕形成的启动与成熟%细胞凋亡信号调节蛋白
!

!

>

D

/

D

C/303

30

Q

4>P?@

Q

ZP>C04

Q

[04>3@!

#

7&X!

"属促分裂原活化蛋白激酶家

族成员#其可能在星形胶质细胞反应性增生及
\H7E

和
_0O5

@4C04

的表达中起重要作用+

)

,

%前期研究发现#抑制磷酸化的

7&X!

!

D

B/3

D

B/?

A

P>C@. 7&X!

#

D

7&X!

"后
&'(

大鼠损 伤 区

\H7E

$

_0O@4C04

表达明显下调#同时行为学有明显改善+

+

,

%本

实验拟通过大鼠
&'(

模型#给予外源性炎症因子#观察其对

&'(

后
7&X!

的表达及其磷酸化的影响#以进一步明确炎症细

胞因子在
&'(

后继发性损伤的相关机制%

!

!

材料与方法

!1!

!

实验动物
!

&F

雌性大鼠
)6

只#购自重庆医科大学实验

动物中心#生产许可证号)

&JcX

!渝"

*%%*5%%%!

#体质量!

!6%h

!%

"

Q

&分为假手术组!

&B>O

组"$生理盐水组!

&>P04@

组"及炎症

因子组!

'

A

C/[04@

组"#每组
!#

只%本研究符合重庆医科大学

实验动物伦理委员会所制订的伦理学标准%

!1"

!

主要试剂
!

试剂)炎症因子+

;IH5

*

$

(K5!

"

$干扰素!

(HI

"

+

各
!%%4

Q

*

OK

,

+

#

,购自美国
7̂=>O

公司#

7&X!

及
D

7&X!

单

体购自美国
&0

Q

O>

公司#山羊抗兔二抗购自上海碧云天公司#

T@3C@?4 P̂/C

凝胶试剂盒购自北京康为世纪公司#磷酸盐缓冲

液!

E:&

"$

E:&;

$

!%M

血清封闭液为实验室配制%

!1#

!

方法

6#6

重庆医学
*%!6

年
-

月第
),

卷第
,

期

&

基金项目!国家自然科学基金资助项目!

6!!%%"%#

"&国家临床重点专科建设项目经费!财社+

*%!!

,

!,%

号"%

!

作者简介!夏永智

!

!",,$

"#主治医师#博士#主要从事中枢神经系统损伤的研究%

!

'

!

通信作者#
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!1#1!

!

大鼠
&'(

模型的建立
!

参照
V&VK

等+

,

,建立大鼠脊

髓夹伤模型#并作适当改进%以苯巴比妥钠!

)%O

Q

*

[

Q

#腹膜

腔内注射"麻醉大鼠#于显微镜下打开
;!!

脊髓节段椎板#显

露硬脊膜#使用
J>3>?

Q

0P

动脉瘤夹#以
%166I

力夹持脊髓

!+3

#移除动脉瘤%于大鼠立体定向仪下#以
!%

-

K

微量注射

器缓慢注射生理盐水或炎症因子
!%

-

K

至硬膜下#注射时间

!%O04

%

&B>O

组只打开椎板#不进行损伤%术后给予人工按

摩膀胱辅助排尿#每日
*

次%

!1#1"

!

9;5E'9

法检测
7&X!O9I7

的表达
!

&'(

后
!

周#

每组大鼠选取
)

只#以损伤区中点为中心#取出长
#OO

脊髓

组织#采用
9/=B@

公司
;?0

D

Z?@

试剂提取总
9I7

#采用
;>X>5

9>

公司
9I7E'9L@?1-1%

试剂盒行
9;5E'9

%设计
7&X!

的上游引物序列为
+]5''\'7\'''7';'\;;;5-]

#下游

引物序列为
+]5'7\;'\'''\\'7'';7'5-]

#扩增基因

片段产物长度
**+^

D

&以
"

5>=C04

作为内参照#上游引物序列为

+]5'';;'';;'';\\\'7;\\7\;'';\5-]

$下游序

列为
+]57\\7\'77;\7;';;\7';;'5-]

#扩增基因片

段产物长度
!#+^

D

%设定
E'9

反应条件为
")i*O04

#

")i

-%3

#

+)i-%3

#

,*i!O04

#

-%

个循环&

,*i

延伸
!%O04

%产

物以
!1+M

琼脂糖凝胶行电泳检测#用
NZ>4C0C

A

R4@)1#1*

软

件进行结果分析#以
7&X!

与
"

5>=C04

条带的面积与光密度乘

积的比值作为
7&X!O9I7

相对表达量%

!1#1#

!

T@3C@?4 P̂/C

法检测
7&X!

$

D

7&X!

的水平
!

&'(

后
!

周#每组动物随机取
)

只#以损伤区中点为中心#取出长
#OO

脊髓组织提取总蛋白#置
$6%i

保存%

:?>.Y/?.

法测定蛋白

质浓度#聚丙烯酰胺凝胶!

&F&

"电泳#

:0/59>.

法转膜#封闭液

-,i

封闭
"%O04

#一抗
)i

孵育过夜#

E:&;

洗涤
-

次!每次
+

O04

"#辣根过氧化物酶标记的二抗
-,i

孵育
#%O04

#

E:&;

洗

涤
-

次!每次
+O04

"#

F7:

显色%以
\7EFG

为内参照#条带

经扫描后采用
NZ>4C0C

A

R4@)1#1*

软件分析结果%

!1#1$

!

\?0.T>P[04

Q

法检测大鼠后肢网格踏空率
!

&'(

前
!

周行网格行走适应性训练%正常大鼠后爪几乎均能踩到构成

网格的铁丝上#而
&'(

大鼠的后肢常踏空到网格内#计算大鼠

双侧后爪踏空次数与总步数的比值#每次计时
-O04

#计数
-

次#取平均值%

!1#1%

!

:::

评分法检测大鼠后肢运动功能
!

分别于
&'(

后

!.

$

!

周$

*

周$

-

周及
)

周行大鼠后肢运动功能
:::

评分观

测%

:::

评分主要观察后肢$尾部及后部躯干的活动及协调

能力#是针对大鼠
&'(

后运动功能的评分标准%运动能力完全

丧失计
%

分#完全正常计
*!

分#作为
&'(

后后肢运动功能的间

接反应%实验采用双盲法评估%

!1#1D

!

体感诱发电位!

&8E

"及运动诱发电位!

S8E

"检测神经

电生理变化
!

&'(

后
)

周#以
X@

AD

/04C)

诱发电位仪测定
&8E

和
S8E

%

&8E

检测时予直流方波电脉冲刺激#刺激电极固定

于后肢#记录电极安放于冠状缝和矢状缝交汇处皮下#电流强

度
+

#

!+O7

#波宽
%1*O3

#频率
-G̀

#叠加次数
+%

#

#%

次#记

录潜伏期和波福变化%

S8E

检测时刺激电极置于冠状缝前

*OO

$矢状缝旁
*OO

处头皮下!即皮层后肢运动区"#电流强

度
)%O7

#波宽
%1!O3

#频率
!G̀

#叠加次数
-%%

#

+%%

次%

!1$

!

统计学处理
!

采用
&E&&!,1%

软件进行统计学处理#计

量资料以
Hh=

表示#双样本均数的比较采用单因素方差分析#

两两比较采用
K&F5:

法#检验标准
*

d%1%+

%以
!

$

%1%+

为差

异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"1!

!

9;5E'9

法检测
7&X!O9I7

的表达
!

&'(

后
!

周#各

组
7&X!O9I79;5E'9

条带见图
!

%软件分析#

&B>O

组$

&>P04@

组及
'

A

C/[04@

组
7&X! O9I7

相对表达量分别为

%1)-!h%1%)-

$

%1)-6h%1%,,

$

%1)#*h%1!%,

#各组之间差异无

统计学意义!

?d%16#"

#

!d%1)-"

"#见图
!

%

!!

S>?[@?

)相对分子质量标记物&

43

)

!

%

%1%+

图
!

!!

7&X!9;5E'9

产物及半定量分析

"1"

!

T@3C@?4 P̂/C

检测
7&X!

$

D

7&X!

的水平
!

&'(

后
!

周#

各组
7&X!

$

D

7&X!

条带见图
*

%

&B>O

组$

&>P04@
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