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大鼠慢性脊髓受压及减压后骨骼肌细胞的
凋亡
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� � 摘要 � 目的:研究大鼠慢性脊髓损伤受压及减压后骨骼肌细胞的凋亡。方法: 45 只 SD大鼠分成 3

组:  受压组 15只, 作成慢性脊髓受压损伤模型; ! 减压组 25 只, 在压迫模型作成 10 d 后取出压迫装

置; ∀ 正常对照组 5 只, 不做任何处理。应用HE 染色、TUNEL 和原位杂交技术研究慢性脊髓受压及减

压后肌细胞的萎缩和凋亡。结果:正常组鲜见凋亡细胞, 受压组出现骨骼肌细胞凋亡, bcl�2 mRNA表达

减弱, BaxmRNA 表达增强; 减压后肌细胞凋亡数量明显减少, bcl�2mRNA 表达增强而 Bax mRNA 表达

减少。结论 :慢性脊髓受压肌细胞凋亡是失神经骨骼肌萎缩的机制之一, bcl�2 和 Bax 基因参与肌细胞

的凋亡。
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Abstract Objective: To study the apoptosis of skeletal musculocytes after chronic compression and decom�

pression of the r at�s spinal cord injury. Methods: For ty�five SD rats were divided into t hree g roups: Group A

( chronic degree compressive injur y of spinal co rd) of fifteen samples and group B ( decompression) of twenty�

five samples and gr oup C ( normal control) of fiv e samples. HE and TUNEL staining and hybridization in situ

w ere used to investigate the apoptosis and atrophy of muscles. Results: Apoptosis nucleus o f skeletal muscle

w ere r ar ely seen in group C, but incr eased in g roup A and decreased in group B. T he expression of bcl�2mRNA

w as decreased in g roup A and increased in g roup B, on the contr ar y, the expr ession of BaxmRNA increased in

g roup A and decr eased in group B.Conclusion:Apoptosis of muscleus is an important morpholog ical change af�
ter chronic compressive injur y of spine cord. Aopotosis is one of the reason fo r at rophy of skeletal muscle. The

expression of bcl�2 and Bax mRNA related w ith apoptosis of muscle follow ing chronic compressed injury of

spinal cord.
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� � 慢性脊髓受压性损伤的治疗已取得了显著的进步, 但神

经功能和运动功能的恢复仍不能令人满意, 研究骨骼肌失神

经支配后发生一系列生理、生化和形态上的改变[ 1] ,防止或延

缓周围神经损伤后的肌萎缩有重要临床价值[ 2]。因此要进一

步提高慢性压迫性脊髓损伤后运动功能恢复的疗效, 必须深

入研究骨骼肌。本课题主要通过观察慢性压迫及减压后骨骼

肌的凋亡及 bcl�2mRNA 和 BaxmRNA 的变化规律来探讨骨

骼肌萎缩的机制。

1 � 材料与方法
1�1 � 动物模型制作 � 45 只体质量 200~ 250 g SD大鼠,雌雄

不限。用 1%异戊巴比妥钠( 40 mg/ kg)腹腔注射麻醉。 受压
组15只:取后正中切口, 切除 L6 棘突和部分椎板, 暴露硬脊

膜,置入后路压迫装置。以后每隔 15 d 切开背部约 5 mm, ,显

露螺钉,将螺钉旋入 0�25 mm, 分 2, 4, 6 次,制成轻、中和重度

脊髓受压; ! 减压组25 只:在受压模型制作完成后 10 d取出压

迫装置, 分别于术后 1, 3, 7, 14, 28 d取材; ∀ 正常对照组 5 只:

不做任何处理。

1�2 � 病理标本制作 � 在各取材时间点先腹腔麻醉, 开胸左心

室插管后剪开右心耳, 先灌注等渗盐水 200 ml, 再灌注体积分

数为 4%的多聚甲醛 200 ml,然后取出腓肠肌, 立即在分析天

平上称重后于肌肉中段切取一肌条放入多聚甲醛固定 48~

72 h,常规石蜡包埋连续切片, 片厚 4�m, 分别做HE、TUNEL

和原位杂交。

1�3 � T UNEL � TUNEL法检测凋亡,试剂盒为华美生物工程

公司进口分装产品。步骤:  石蜡切片脱蜡入水; ! 20 �g/ ml

蛋白酶 K 37 # 孵育 30 min; ∀ 三蒸水浸洗5 min; ∃体积分数
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为30% 的过氧化氢, 室温孵育 30 min; % 三蒸水浸洗5 min;

&滴加标记缓冲液, 1 min 后加入生物素化 dUT P及终末脱氧

核苷酸转移酶( TDT ) 37 # 孵育 60 min; ∋封闭液终止反应,

PBS 液浸洗 5 min; (加 HRP 37 # 孵育 30 min; ) PBS 液浸

洗5 min; ∗二氨基联苯胺( DAB)显色; ���苏木素复染, 分化,

梯度酒精脱水,中性树胶封片。阴性对照以蒸馏水代替终末

脱氧核糖核苷酸转移酶。阳性对照组先用 DNA 酶作用再行

上述操作。每张玻片选取 5 个视野测灰度值。

1�4 � 原位杂交 � 切片经 68 # 烘烤 2 h, 脱蜡,水化, 蛋白酶 K

消化,预杂交 2 h。每片滴加 0� 02 ml含地高辛标记 RNA 探

针的杂交液, 42 # 温箱 36 h 杂交, 滴加抗地高辛�AP复合物,

37 # 1 h,显色, 脱水封固, 常规设立阴性对照。每张玻片选

取 5 个视野测灰度值。

1�5 � 统计学处理 � 所有数据均用均数 + 标准差表示, SAS 软

件做方差分析。

2 � 结果
2�1 � 组织学检查结果 � 光镜下见对照组及轻度受压组呈正

常肌肉形态结构,重度受压组肌束间结缔组织增生; 减压后肌

纤维逐渐增粗,肌束间结缔组织减少。(见图 1)

2�2 � 腓肠肌湿重 � 轻度受压组肌肉湿重与正常组基本相同,

中度受压组腓肠肌湿重减小,失去正常弹性; 重度受压组肌萎

缩进一步加重; 随着减压时间的延长, 腓肠肌逐渐饱满有弹

性,湿重增加; 重度受压组与减压 28 d 组、正常对照组比较,

差异有显著性(P < 0� 05)。(见图 2)

2�3 � TUNEL � 阳性的细胞核呈棕褐色,细胞核部位异常,细

胞核比正常小 1/ 2或大 1 倍以上, 细胞核外形异常核边缘呈

扇形或波浪状。结果正常的骨骼肌细胞鲜见凋亡细胞, 慢性

脊髓受压组骨骼肌中发生凋亡的细胞增多, 减压后凋亡细胞

逐渐减少。(见表 1)

2� 4 � bcl�2和Bax基因的表达 � bcl� 2mRNA在正常组表达较

表 1� 慢性脊髓受压及减压后骨骼肌凋亡和 bcl�2、Bax mRNA的灰度值( x + s )
Tab. 1� Apoptosis of skeletal muscle and expression of bcl�2 and Bax mRNA af ter compression and

decompression of chronic spinal cord injury(  x + s)

项目 正常组
受压组

轻 中 重

减压组

1 d 3 d 7 d 14 d 28 d

T UNEL 273. 48 + 2. 6 256. 14 + 6. 5 236. 82 + 3. 8 209. 49 + 0. 8 217. 85 + 0. 6 223. 45 + 5. 7 231. 11 + 9. 2 235. 51 + 5. 7 239. 77 + 1. 5

bcl�2 223. 63 + 4. 7 249. 14 + 5. 1 269. 15 + 7. 2 253. 25 + 1. 1 256. 61 + 4. 8 247. 43 + 7. 3 239. 67 + 4. 2 233. 87 + 7. 7 228. 27 + 7. 2

Bax 218. 84 + 2. 4 203. 67 + 6. 5 186. 47 + 3. 7 160. 10 + 1. 5 167. 96 + 0. 4 173. 56 + 5. 7 180. 23 + 9. 1 183. 62 + 5. 7 190. 87 + 1. 6

弱,随着受压程度的加重其表达进一步下调, 减压后表达开始

上升, 28 d时达到峰值, 减压 28 d 组与对照组之间有显著性

差异(P < 0� 05)。BaxmRNA 在对照组中仅能见到少量表达,

受压组中表达增强,减压后表达减弱(见图 3)。

3 � 讨论
脊髓减压是治疗急慢性脊髓压迫症的有效方法之一, 结

合本研究提供的资料我们认为减压通过以下途径来缓解肌肉

萎缩:  脊髓损伤后神经元有三种情况:死亡、存活但进入一

种相对休眠状态和成活能参与再生[ 3]。通过脊髓减压可恢复

脊髓的血运或一些条件依赖可恢复神经元复苏而起作用[ 4]。

!减压后部分骨骼肌功能恢复, 其合成分泌的各种靶源性神

经营养因子可促进运动神经元的存活, 而存活的神经元又可

支配更多的骨骼肌。但脊髓损伤后处于存活状态的神经元数

量是有限的,减压后运动功能的恢复也是有限的, 因此我们强

调即使对于中度慢性脊髓压迫也要积极行有效的脊髓减压

术, 对于重度慢性脊髓压迫行脊髓减压仍是很必要的。

�475�中国骨伤 2004年 8月第 17卷第 8期 � China J Orthop & T rauma, Aug. 2004, Vol. 17,No. 8



�手法介绍�

俯卧高垫胸定位旋转法治疗上颈段失稳症
Treatment of instability on upper cervical spine by rotating reduction after localizing cervi�
cal vertebrae in prone and blocking up the chest posi tion

莫亚仿

MO Ya�f ang

关键词 � 颈椎; � 手法, 整骨 � � � Key words� Cervical vertebrea; � Manipulation, osteopat hic

浙江省中医药研究院,浙江 � 杭州 � 310012

� � 上颈段失稳症属于颈椎病范围,多发于中老年, 近年来有

年轻化的趋势,因而日益受到临床的重视。自 2003 年 1 月以

来,采用俯卧高垫胸定位旋转法治疗上颈段失稳症 53 例, 疗

效满意,现报告如下。

1 � 临床资料
1�1 � 一般资料 � 本组 53 例,男 21 例, 女 32 例; 年龄 23~ 74

岁,平均 42 岁。寰齿侧间隙不等宽 23 例, C2 棘突偏左11 例,

C2棘突偏右 9 例, 混合型 10 例; 病程 2 d ~ 11 个月, 平均

45 d。

1�2 � 临床症状与体征 � 本组病例均以眩晕为主证。常在头

颅后枕部、头颅两侧或整个头颅部, 产生短暂性或持续性压迫

感、钝痛或酸痛, 有些患者表现为带状式头痛或者头部呈空虚

感;常伴有恶心欲呕、耳呜、视物不清、甚至体位性猝倒等; 彩

色颈颅多普勒超声检查, 提示椎动脉硬化、狭窄、弹性减退及

血流量减少; X 线片提示颈椎均有不同程度退行性改变, 如生

理曲度变直、反弓、成角, 椎间孔变小, 钩椎关节增生 ,寰齿侧

间隙不等宽,棘突偏左或偏右等。体征以两侧乳突下 C1�4横

突处触诊明显不对称及左侧或右侧压痛; 在乳突与风池之间

可有明显的压痛和触及条索结节。

2 � 治疗方法

2�1 � 颈椎触诊 � 嘱患者取坐位, 术者用左右手拇指分别轻轻

置于患者两侧下颌角后方,先从乳突尖处触及 C1 横突, 然后

向下方移至 C2�6横突处,用上下滑动对比方法, 触摸比较两侧

横突是否对称,有无硬结、肌痉挛的条索状物、摩擦感及压痛。

2�2 � 放松手法 � 嘱患者俯卧, 胸口垫一软枕, 术者立患者头

顶部, 首先以轻柔手法, 顺枕后颈肌走行方向揉拿颈肩肌肉,

再按肩井穴、风池穴, 力量由轻到重, 以患者能耐受为度。施

术约 5~ 8 min, 手法要求持久,有力均匀、柔和。

2�3 � 俯卧高垫胸定位旋转法 � 此法用于寰枕、寰枢及 C2�4后

关节旋转式错位。患者头颈伸出床头之外并前屈,胸下垫枕。

术者坐于床头之前, 面对患者头部。以 C2 棘突左偏为例, 术

者左手扶按于患者枕部, 拇指按于偏歪的 C2 横突左侧,右手

扶托患者下颌将其头稍拉向前并向左旋转,至最大限度时, 用

, 闪动力− , 同时拇指按偏歪棘突向右侧推按, 可闻, 咯−声, 说

明已达到复位目的, 手法结束,每日 1次, 10 次为 1 疗程。

3 � 治疗结果
� � 疗效评定标准: 治愈,头痛、头晕等症状消失, 颈部活动正

常, 棘突无压痛,能参加正常劳动和工作;显效, 症状和体征基

本消失, 不影响正常劳动和工作; 好转,症状减轻, 体征有所改

善为; 未愈,症状、体征无改善。本组治愈 45例, 显效 4 例, 好

转 2 例, 未愈 2 例。

4 � 讨论

施法前必须按照三步定位。首先神经定位诊断, 其二是

触诊、检诊定位诊断; 其三是 X 线片定位诊断。符合三个条

件后, 方可施用俯卧高垫胸定位旋转整复手法。对中老年患

者, 术者实施手法要轻巧、柔和、特别是作定位旋转整复手法

时, 应严格掌握动作要领, 做到轻快而稳准, 旋转的幅度要注

意控制在生理许可范围, 不要强求复位的弹响声, 如果复位不

完全, 不宜再复位,应留下次治疗时再施行,如颈椎退变严重,

有心脑血管疾患者, 不宜应用此法。安全首务, 切忌使用暴

力。

(收稿日期: 2004- 06- 15 � 本文编辑:王宏)
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