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流式细胞仪检测椎动脉型颈椎病动物模型脑神经细胞凋亡
Study on brain nerve cell apoptosis of vertebral artery in cervical spondylosis animal model

with assaged by flow cytometry method
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� � 椎动脉型颈椎病 ( vertebral ar ter y of cerv ical spondylosis,

CSA )能引起脑缺血系列症状 ,对脑细胞缺血神经细胞影响如

何? 本实验从细胞自身调控的角度研究 CSA 对脑缺血损伤

的机制, 不仅对 CSA 对脑缺血的机制有新的认识, 而且对如

何减轻 CSA对脑缺血性损伤提供了思路。

1 � 材料与方法
1�1 � 动物模型制作及实验分组 � Wistar 大鼠 96 只, 雌雄各

半,平均体质量 200 g, 由中国中医研究院动物中心提供。大

鼠用 20%乌拉坦行腹腔内注射麻醉, 按剂量为 8 ml/ kg 注射

给药。麻醉成功后,行俯卧位, 用自制的大鼠固定器 ,将大鼠

四肢固定,手术视野剃毛, 常规手术视野碘酒、酒精消毒 ,铺无

菌手术巾。枕骨下 C1 正中切口, 切开头颈部皮肤, 切口约

3 cm,用牵开器将颈部肌肉牵开, 从上方分离 C1 横突, 暴露椎

动脉, 血管夹夹闭。模型 1 组: 夹闭双侧椎动脉 30 min 后放

松。模型 2组: 夹闭双侧椎动脉 30 min 后放松 30 min, 再夹

闭30 min后放松 30 min, 再夹闭 30 min 后放松。假手术组,

麻醉及手术入路同手术组,手术至显露两侧横突及椎动脉,不

作椎动脉的夹闭。将大鼠随机分为 4 组,每组 24 只。A 组为

正常组, B 组为假手术组, C 组为模型 1 组, D组为模型 2 组。

1�2� 实验仪器及实验试剂 � 流式细胞仪 ( Becton Dickinson

Facsclibu,美国 BD公司) , 流式细胞分析系统( Modfit LT 软件,

美国BD公司) , 流式细胞获取系统( Cell Quest软件, 美国BD公

司) ,低速离心机( LDZ5�2 型,北京医用离心机厂) , 快速混均器

( SK�1型,江苏仪器厂) , 碘化丙啶 ( propidium iodide, PI ) (美国

Singma公司) , RNA酶 A( Rnase A) (美国 Singma公司)。

1�3 � 实验方法 � 将各组动物于动物造模后1、3、5 d直接断

头, 迅速取新鲜脑组织, 冠状切开, 小心剥离海马组织。水盘

中分离双侧鼠脑海马组织,低温均浆, 制成单细胞悬液。收集

细胞悬液, 分别置于 5 ml 玻璃离心管中, 用 PBS 冲洗细胞,

1 000 r/ min离心 4 min。再次 PBS 冲洗细胞, 1 000 r/ min 离

心4 min, 用终浓度为 75%预冷乙醇固定细胞过夜。取出固

定好的细胞用 PBS 冲洗 2 次,最后于离心管中留取 0� 5 ml细

胞悬液, 轻轻混匀,加入 20 �g/ ml Rnase A 酶, 37  培养箱中
孵育 30 min, 然后用 50 �g / ml P I 染色,避光放置 60 min。上

机检测: 将细胞悬液混匀, 过 200 目尼龙网,然后在流式细胞

仪上检测。应用 Cell Quest软件获取 1 000 个,进行凋亡细胞

计数。以 ModFit 软件进行凋亡峰抑合,并绘制 DNA 分布图,

G1 期前 G 1亚峰( Ap)为凋亡峰。

1�4 � 统计方法 � 实验数据均采用  x ! s 表示,全部数据应用

SPSS 10� 0 进行计算机统计分析,计量资料应用方差分析。

2 � 结果
� � 正常组与假手术组海马区域细胞凋亡百分率比较无显著

性差异( P > 0� 05) , 随着时间的延长 1、3、5 d, 细胞凋亡百分

率无明显改变。模型 1组细胞凋亡百分率与正常组比较有非

常显著性差异( P< 0�01) , 模型 1 组随着时间的延长 1、3、5 d,
细胞凋亡百分率有下降趋势 , 无显著性差异。模型2组细胞

表 1 � CSA动物模型海马区细胞凋亡百分率计数比较(  x ! s )

Tab. 1� Counting comparison on percentage of apoptosis in Hippocampus of CSA animal model(  x ! s)

组别 例数 1 d 3 d 5 d

正常组 24 1�42 ! 0�87 2�44 ! 1�69 2�17 ! 1�02

假手术组 24 3�16 ! 1�97 3�03 ! 2�01 2�73 ! 0�97

模型 1组 24 9�54 ! 2�24* * 8�97 ! 3�23* * 7�47 ! 2�23* *

模型 2组 24 11�91 ! 4�67* * � 14�47 ! 5�23* * � � 10�91 ! 5�65* * �

� 注:与正常组比较, * P < 0�05, * * P < 0�01;模型 1组与模型 2组比较, � P < 0�05, � � P < 0�01
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凋亡百分率与正常组比较有非常显著性差异 (P < 0�001) , 模

型 2组随着时间的延长1、3 d, 细胞凋亡百分率增加, 5 d 凋亡

比例反而下降,说明随着时间的延长, 模型 2 组 3 d 细胞凋亡

达高峰, 5 d 后细胞凋亡百分率下降可能与反复缺血造成神经

细胞不可逆性损伤,发生急性坏死有关。

3 � 讨论
� � 本实验采用流式细胞技术及免疫荧光双染技术对 CSA

动物模型进行细胞凋亡的测定,研究结果提示, 本实验造成了

CSA 动物模型脑组织海马神经细胞凋亡百分率改变, 本实验

能引起脑神经细胞凋亡,其程度、缺血时间与凋亡比例成正相

关。CSA 动物模型反复发作造成脑组织缺血性损害, CSA 动

物模型反复缺血次数不同,大鼠脑神经细胞凋亡程度也不同,

反复缺血次数越多,缺血时间越长, 损伤程度加重, 神经细胞

凋亡百分率越高。凋亡细胞数增加, 细胞死亡以及由此导致

的不可逆性损伤病灶的进一步扩大 ,表明主要是通过细胞凋

亡机制实现的。模型 2 组 5 d 凋亡比例下降, 表现峰前的荧

光道上大量碎片, 可能与反复缺血细胞损伤较重, 造成神经细

胞不可逆性损伤, 发生急性坏死有关。这与反复缺血可使神

经细胞发生急性坏死, 而轻微短时或一过性缺血导致细胞迟

发性死亡即凋亡相符合[ 1, 2]。

另外, 细胞凋亡是细胞接受外来信号后发生的一种主动

自杀过程, 因此需要有新的基因表达。目前研究表明许多基

因例如 bcl�2、bax、C�fos、c�jun 等都与细胞凋亡有着密切的关

系, 这些控制细胞凋亡基因的异常表达,也是细胞凋亡发生的

主要机制[ 3]。
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三种方法治疗青壮年股骨颈骨折疗效比较
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(漳州市中医院骨三科, 福建 � 漳州 � 363000)

� � 青壮年股骨颈骨折不愈合和股骨头坏死率较高, 选择合

理的手术方法是减少骨折愈合并发症的关键。自 1994 年 1

月以来,我院采用三种方法治疗 136 例, 现分析报告如下。

1 � 临床资料
我院 1994 年 1 月- 2003 年 6 月收治 136 例青壮年股骨

颈骨折患者,男 88 例, 女48 例;年龄 18~ 59 岁, 平均42 岁;入

院后均先予胫骨结节骨牵引,于 3~ 7 d内分别采用中空加压

螺钉内固定加骨瓣移植术 ( A 组) ; 中空加压螺钉内固定

( B 组) ; DHS 内固定( C 组)等三种术式进行治疗。A 组( 50

例)头下型 (包括头颈型) 18 例, 经颈型 24 例, 基底型 8 例。

B 组( 46 例)头下型(包括头颈型) 13 例, 经颈型 23 例, 基底型

10 例。C 组( 40例)头下型(包括头颈型 ) 10 例, 经颈型 20 例,

基地型 10 例。

2 � 治疗方法
A 组 34 例取髋前侧弧形切口, 将髂嵴、腹股沟韧带中点

及大粗隆下约 3 cm 连成弧形切口,采用 3 枚加压螺钉内固定

加旋髂深血管骨瓣移植; 16 例取髋后外侧切口, 采用 3 枚加

压螺钉内固定加股方肌骨瓣移植; B 组取髋外侧切口, 采用加

压螺钉内固定; C 组取髋外侧切口, 采用 DHS 内固定。

3 � 结果
全部病例均获随访,平均 3�5 年( 10 个月~ 7 年) , 疗效标

准参照马元璋分级法 [中华骨科杂志, 1984, 4( 2) : 111. ] 进行评

定。随访结果, A组: 优 26 例,良 22 例,差 2 例,优良率 96% ,

其中 1 例未愈合, 1 例股骨头坏死; B 组:优 22 例,良 14例 ,差

10例,优良率 78�3% , 其中 4 例未愈合 6 例股骨头坏死; C

组: 优 16 例, 良15 例,差 9 例,优良率 77� 5%。其中 3 例未愈

合, 6例股骨头坏死。

4 � 讨论

本组资料表明骨瓣移植可以明显提高疗效,减少并发症

的发生。这充分说明了骨折端血运的重建是减少骨不愈合及

骨坏死的关键。本组采用股方肌骨瓣治疗 16 例,有 2例因过

早负重导致 1例股骨头坏死, 1 例骨不愈合,后均用旋髂深骨

瓣治愈。而采用旋髂深骨瓣治疗 34 例, 均正常愈合, 未出现

骨折不愈合及股骨头坏死等并发症,取得较好疗效。青壮年

股骨颈骨折治疗中值得注意的事项: ∀ 术前应常规胫骨结节
骨牵引复位, 避免因暴力复位而破坏残存血运, 同时手术应尽

早进行。# 股方肌骨瓣移植时, 分离股方肌时需注意骨膜下
分离且不宜太靠近其起点处, 以免损伤血管; 旋髂深髂骨瓣移

植时注意血管不能过分扭曲,以免影响血供。∃ 术后不宜过
早负重, 应定期拍片复查,待骨折端有大量骨痂生成时才能逐

步负重, 一般至少应 3 个月后。
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