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【摘要】　目的 　探讨大鼠脊髓损伤后 ,后肢肌 GDNFmRNA 表达的变化及其意义。方法 　选用 SD

雄性大鼠 30 只 ,根据脊髓损伤时间随机分为 5 组 ,即伤前、伤后 3、7、10 及 21 天组。采用 Allenπs 方法致

大鼠脊髓 T13段不完全性损伤 ,以β2Actin 为内参照物 ,半定量 RT —PCR 方法 ,观察大鼠腓肠肌在脊髓

损伤前、后不同时间 GDNFmRNA 表达。结果 　脊髓损伤前 GDNFmRNA 在大鼠腓肠肌微量表达 ,脊髓

损伤后 3 天表达上调至 3 倍 ,7 天上调至 10 倍 ,10 天上调至 4 倍 ,21 天仍高于正常水平。结论 　脊髓损

伤后骨骼肌 GDNFmRNA 表达上调 ,可能是神经元通过“胞体 —轴突 —靶器官”途径的一种自我保护反

应 ,用 GDNF 治疗脊髓损伤时应长期用药。
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【Abstract】　Objective 　To investigate the varieties and its significance of GDNF gene expression on

hindlimbs of rats with crushed injury of the spinal cord (SCI) Methods 　30 male SD rats were divided ran2
domly into 5 groups(pro2operation ,3th ,7th ,10th and 21st after operation) based on the time of spinal cord in2
jury produced with Allenπs method. GDNFmRNA expression on gastrocnemius mucle of the rats with spinal

cord injury at different times after the injury were observed using semi2quantitaive RT2PCR method withβ2
Actin as a inner consult . Results 　Minimal expression of GDNFmRNA was found in gastrocnemius mucle in

the normal rats ,and it up2regulated 3 times 3 days after SCI ,10 times 7 days ,4 times 10 days and slight high2
er than normal level 21 days after SCI. Conclusion 　It may be one kind of self2protective reaction of skeletal

muscle to express high standard GDNFmRNA through“motorneuron2axon2target”route in the early stage af2
ter SCI. GDNF should be supplied early and long term treatment of SCI.
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　　脊髓神经元通过“胞体2轴突2靶器官”轴 ,顺轴向转运神

经营养因子 (N TFs) ,维持肌肉正常生理机能、对损伤修复起

促进作用 ;反之 ,当脊髓神经元损伤时 ,肌组织也应激产生大

量 N TFs ,逆轴向转运至神经元胞体 ,表现出自我保护反

应[1 ] 。胶质细胞源性神经营养因子 ( Glial cell line2derived neu2
rotrophic factor , GDNF) 是新近发现的效能最强的神经营养因

子 ,对离体及在体的运动、感觉神经元的存活起促进作用 [2 ] ,

在大鼠胚胎时期广泛高表达于神经系统及其靶组织 ,促进其

发育和分化 ,出生后表达明显降低 [3 ] ,但在组织损伤后其表达

呈现上调趋势 ,呈现自我保护作用。故神经元损伤后 ,靶组织

GDNF 表达的程度可以从侧面反映其对神经组织的营养作

用 ,为此设计该实验。

1 　材料

1. 1 　试验动物与模型制备 　SD 雄性大鼠 30 只 ,体质量 (230

～300) g ,由第二军医大学动物试验中心提供。根据脊髓损伤

时间 ,随机分成 5 组 :损伤前、损伤后 3 天、7 天、10 天、21 天。

Allenπs方法致伤 T13段脊髓 ,致伤力为 10g ×715cm (即 10g 质

量的冲击棒自 715cm 高处自由坠落 ,冲击面用厚 1mm、直径

为 3mm 硬质尼龙材料制成、底端制成 120°凹面的撞杆) 。撞

击成功的标志为 :大鼠尾巴痉挛性摆动 ,双下肢及躯体回缩样

扑动 ,双下肢呈弛缓性瘫痪。截取脊髓损伤前、后右侧后肢腓

肠肌 (神经2肌肉接头段) ,标本质量 150～200mg ,剥离肌肉外

膜 ,迅速冻存于 - 80 ℃冰箱中 ,备用。

1. 2 　主要试剂 　RNA 抽提试剂盒 TRIZOL ÒReagent ( GIB2
COBRL ,L IFE TECHNOLO GIES) ,逆转录聚合酶链式反应试
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剂盒 Ready2To2Go ÒRT2PCR Beads (Amersham Pharmacia Biotech

Inc. ) ,Tris 碱、溴酚蓝、EB、EDTA 、琼脂糖2分子生物级 (AM2
RESCO 公司) , DEPC ( Rluka 公司) , DNA 分子量标准 DNA

MarkerⅠ100bp ladder ( GibcoBRL 公司) ,SDS(Calibiochem 公司) 。

β2Acitn 因引物按文献提供的序列资料[4 ] ,由 Sangon 生物公司

合成 ,上游引物 : 5πTTGTAACCAACTGGGACGA TA TGG3π,

下游引物 :5πGA TCTTGA TCTTCA TGGTGCTA G3π; GDNF 引

物设计及合成引自文献[5 ] ,上游引物 : 5πGACA TA TGTCAC2
CA GA TAAACAAA TGG3π,下游引物 : 5πGGAA GCTTTCA GA2
TACA TCCACACC3π。所有试剂均以 DEPC 处理的双蒸水配

制。

2 　方法

2. 1 　大鼠肌肉总 RNA 的抽提 　采用 Trizol 一步法获得 ,取

少量作紫外扫描分析和琼脂糖电泳分析 ,其余 - 80 ℃保存。

2. 2 　RT2PCR 反应过程 　PCR 扩增反应体系为 50μl ,含

210uTaqDNA 聚合酶、10mmol/ L Tris. HCl (p H910) 、60mmol/ L

KCl、115mmol/ L MgCl2 、200μmol/ L 的 dN TP , Molony Murine

leukemia Virua ( M2MuLV) 逆转录酶 ,包括无 RNase/ Dnase

BSA 的 RNAguardTM核酸酶保护剂和稳定剂 ,以 2μg 大鼠肌肉

总 RNA 为模板 ,加入 1μl 015μg/μl pd( T) 12218为合成第一链的

引物 ,5π、3π引物浓度各为 015μmol/ L 。42 ℃30s 合成第一链 ,

进入热循环前 95 ℃保温 5min 灭活逆转录酶 ,按 95 ℃1min 变

性 →55 ℃ 1min 退火 →72 ℃ 1min 链延伸的程序反应 25

(iNOS)或 32 (iNOS)个循环 ,72 ℃延伸 7 分钟 ,4 ℃保存。

2. 3 　PCR 产物检测与数据处理 　按常规方法用含溴化乙锭

的 2 %琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。凝胶扫描系统进行密

度扫描后 ,以对应组β2actin 密度为 100 %对照 ,用图像分析系

统 (由四星生物技术开发公司研制图像采取卡和 Petium Ⅲ主

机组成)处理 ,作扩增产物的半定量分析 ,结果以 �x ±s 表示 ,

用 t 检验。

3 　结果

3. 1 　大鼠肌肉总 RNA 抽提 　在 1 %琼脂糖凝胶电泳上 ,可

见 28S和 18S两个清晰条带 ,28S 与 18S 比值约为 2∶1 ,未见

明显 降 解。用 紫 外 分 光 光 度 计 测 抽 提 的 总 RNA 的

OD260nm、OD280nm 和 OD230nm。结果显示 , OD260nm/

OD280nm > 116 ,OD260nm/ OD230nm > 210。表明抽提的总

RNA 没有蛋白质和其他杂质的污染 ,可以用作反转录的模

板。根据 OD260nm 计算其浓度约为 180ng/μl。RNA 得率约

为 2μl/ mg(肌肉组织) 。

3. 2 　大鼠肌肉β2Actin 表达 　β2Actin (β2肌动蛋白) 是肌动蛋

白家族中非肌细胞型肌动蛋白的一种 ,其基因表达无肌细胞

特异性 ,在组织细胞中均有稳定的高表达 ,故常用作 RT2PCR

检测基因表达时的阳性对照 [6 ] 。本组大鼠肌肉总 RNA 扩增

出 764bp DNA 片段 ,与预计结果吻合。产物表达稳定、丰度

高 ,灰度扫描时定为 100 %标准。

3. 3 　大鼠肌肉 GDNF mRNA 的表达 　本组逆转录产物经

PCR 扩增得到约 400bp 的片段 (图 1) ,与预期的结果相同[6 ] 。

可见在脊髓损伤前 ,肌肉表达少量 GDNF mRNA ,脊髓损伤后

3 天 ,表达明显上调 (约为伤前的 3 倍) ,7 天达到高峰 (约为伤

前的 10 倍) ,10 天为伤前的 4 倍 ,21 天仍明显高于正常水平

(表 1) 。

表 1 　大鼠肌肉 GDNF mRNA表达 ( �x ±s)

脊髓损伤时间 n 相对灰度 ( %)

伤前 6 10. 04 ±2. 47

伤后 3d 6 39. 71 ±4. 52 3

伤后 7d 6 108. 65 ±13. 13 3 3

伤后 10d 6 54. 93 ±5. 34 3 3

伤后 21d 6 23. 75 ±3. 76 3

　　注 :伤后各组与伤前相对灰度比较 : 3 P < 0101 , 3 3 P < 01001 ,

4 　讨论

4. 1 　关于半定量 PCR 　细胞因子 cDNA 经 RT2PCR 扩增后

进行 6 %聚丙烯酰胺电泳 ,EB 染色后在 uv 照射下直接拍照 ,

进行密度扫描 ,可测定不同细胞因子的含量。由于不同引物

检测不同细胞因子具有不同的灵敏度 ,故不能比较不同样本

或同一样本中不同的细胞因子的多寡。因此 ,本实验中用β2
Actin 作为参照物同时扩增。尽管这些参照物表达量大大高

于细胞因子 ,有时不能显示低表达样本之间的差别 ,但当细胞

因子与参照物的引物灵敏度相近 ,且两者反应都在指数扩增

时 ,可用来校正不同样本之间的差异 [6 ] 。

4. 2 　脊髓损伤后肌组织表达 GDNF mRNA 意义 　对大鼠不

同发育期间 GDNF mRNA 的分布作了较为全面的检测 ,发现

大多数接受 GDNF 营养作用的神经元及其靶组织一般都表

达 GDNF mRNA[7 ] ,而且当组织生长或修复活跃时 GDNF

mRNA 及其相关受体表达亦明显上调[8 ] 。Springer 等[3 ,8 ]发

现坐骨神经损伤后 ,损伤灶远侧 GDNF mRNA 表达迅速上

调 ,1～2 周时去神经支配骨骼肌 GDNF mRNA 表达上调 ,并

且表达程度与神经再生密切相关。Suzuki 等[9 ] 研究发现 ,

GDNF 在人体骨骼肌内高表达 ,在神经、肌接头区域尤为突

出 ,神经轴突及雪旺细胞周围亦有少量表达 ,但脊髓前角细胞

未发现表达。结果提示 , GDNF 在肌内产生 ,在神经末梢吸

收 ,并在特定时期 (如神经元损伤) 由轴突逆向转运至脊髓神

经元胞体 ,作为靶源性神经营养因子促进神经元存活。Ya2
mamoto 等[10 ]发现在 ALS病人中 ,腰髓 GDNF mRNA 与正常

对照组相比表达明显上调 ,且主要反应在病变严重的脊髓前

角、前柱及侧柱 ,而在肌中则明显下调 , GDNF mRNA 表达水

平与病理变化相关密切。

本实验后肢肌表达 GDNF mRNA 上调增加 ,可能是由于
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脊髓损伤后产生刺激信号 ,通过轴突反馈到靶器官 ,刺激骨骼

肌产生大量 GDNF ,并经轴突逆行运输至脊髓神经元胞体 ,对

其发挥营养作用[1 ,9 ] 。由于表达水平与对神经元的营养作用

程度及对脊髓损伤反应程度呈正相关 ,可以推断 ,脊髓损伤后

神经元对 GDNF 的需求增加 ,导致靶器官高表达 GDNF ,这是

神经元通过“胞体 —轴突 —靶器官”途径自我保护的一种反应

形式。本系列研究还表明 ,脊髓损伤后脊髓组织表达 GDNF

mRNA 明显上调 ,3 天时达到高峰 ,7 天仍明显高于正常 ,10

天接近正常 (另文发表) ,结合本组脊髓损伤后 7 天肌肉

GDNF mRNA 表达达高峰 ,说明损伤脊髓神经元早期即对

GDNF 的需求反应强烈 ,并持续较长时间。结果提示 ,在应用

GDNF 治疗脊髓损伤时应早期、长期用药 ,以适应神经细胞对

GDNF 的需要。
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·短篇报道·

经皮骨圆针内固定治疗胸锁关节脱位 9 例

张东辉
(平泉县中医院 ,河北 　平泉 　067500)

　　自 1990 年以来 ,笔者运用闭合复位

经皮骨圆针内固定治疗胸锁关节脱位 9

例 ,取得了满意效果 ,现总结如下 :

1 　临床资料

本组 9 例中男 7 例 ,女 2 例 ;右侧 5

例 ,左侧 4 例 ;伤后至治疗时间最短 5 小

时 ,最长 10 天 ,平均 3 天。

2 　治疗方法

　　患者取仰卧位 ,背部略垫高 ,头略低

后仰。常规消毒 ,铺无菌巾 ,1 %利多卡

因局麻 , 根据锁骨粗细选用 2mm 或

215mm 骨圆针 ,将针尾钝头端用钳子咬

一斜面装入骨钻锁紧 ,针尖对准脱出锁

骨之胸骨关节面 ,与锁骨纵轴呈 30°角 ,

向前上方钻入 ,针尖一般从锁骨内 1/ 3

段前上侧皮质穿出 ,至皮外 5～10cm。

卸下骨钻连接穿出端骨圆针锁紧后 ,向

外退针 ,尾端针尖与锁骨之胸骨关节平

齐 ,施手法将其复位。复位满足后 ,令助

手双手拇指按压住锁骨胸骨头 ,术者摇

动骨钻使骨圆针缓缓进入胸骨柄。进针

方向以平行于胸骨柄指向胸骨柄健侧第

一肋切迹处 ,切忌偏向胸骨后方 ,以免损

伤胸骨后血管和气管 ,进针深度不超过

胸骨柄宽度 ,一般钻入 2cm 即可 ,卸下

骨钻 ,在距皮外 3cm 处剪断骨圆针 ,消

毒后盖敷料。患肢用布带悬吊于胸前。

术后酌情应用抗生素 3～5 天 ,5 周左右

拔出骨圆针。

3 　治疗结果

本组病例全部达到解剖复位 ,无局

部隆起及异常活动与针眼感染。随访时

间半年～8 年 ,肩关节活动正常。

4 　讨论

　　胸锁关节脱位以向前脱位多见 ,本

组 9 例均为前脱位 ,一般复位容易 ,但维

持对位困难 ,用前“8”字绷带固定或用上

肢外展位皮牵引锁骨近端加压制动法很

难维持对位 ,故效果较差。采用经皮骨

圆针内固定治疗胸锁关节脱位 ,能有效

地维持对位 ,从而达到治疗目的 ,故疗效

肯定。该法勿需特殊设备 ,只要操作得

法 ,则手术简便快捷 ,安全可靠 ,易于在

基层推广。

注意事项 :操作忌粗暴 ,缓慢进针 ,

掌握好进针方向和角度 ,严防损伤胸骨

后血管、气管及胸膜肺组织 ,本组 9 例未

发生以上情况。
(收稿 :1999209222 　编辑 :李为农)
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