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基金项目!国家自然科学基金"编号!

$';"'!!&

#$陕西省自然科学基金%编号!

!"';-<$"'=

&$中央高校基本科研业务费专项资金资助

%编号!

''='&!=;&;

&

>4+? 2/1@/,5

!

:,04/,9 AB*C+BC >14+?,0*1+ 1D ()*+,

%

:17 $';E'!!&

&

通讯作者!贺西京
F 5,*9

!

G*H*+@I)JK*270157B15

(1//CL21+?*+@ ,40)1/

!

MF N* H*+@ F 5,*9

!

G*H*+@I)JK*2O0157B15

锂剂抑制脊髓损伤后大鼠细胞凋亡的机制研究

王放 '

!周超 !

!高正超 '

!李宇欢 '

!杨文龙 '

!王栋 '

!李浩鹏 '

!贺西京 '

%

'7

西安交通大学第二附属医院骨二科'陕西 西安'

;'P""%

$

!7

西安交通大学理学院'陕西 西安
;'"""%

&

!摘要" 目的!研究锂剂是否通过抑制脊髓损伤"

L2*+,9 B1/? *+H4/Q

#

A(R

$后大鼠神经细胞的凋亡产生神经保护作

用% 方法!将
%!

只
AS

雄性大鼠&体重为
!""T!UE @

&按随机数字法分成
&

组!空白对照组'

V

只$不做手术(生理盐水

)

:A

$组"

'$

只$经腹腔注射
:A

"

%" 5@ W X@

$(氯化锂"

Y*B9

$组"

#$

只$ 经腹腔注射
Y*B9

"

%P 5@ W X@

$%按照
699C+

法对大鼠建

模后&

Y*B9

组于脊髓损伤术后
#U 5*+

内开始腹腔注射
Y*B9

溶液 "

%P 5@

(

X@

Z'

(

?

Z'

$

!

周&

:A

组在同时间内注入等量的
:A

作为对照% 分别于术后
&

*

;

*

'% ?

进行
[[[

评分&利用免疫组化染色观察
[B9Z!

和
[,G

的表达&并采用
3\:FY

染色观

察神经细胞凋亡%结果!

[[[

评分!空白对照组大鼠为
!']P

&

Y*B9

组与
:A

组比较&术后
;

*

'% ?

时
Y*B9

组大于
:A

组"

!^

POPU

$%

[B9Z!

蛋白表达!空白对照组大鼠为
POP$']POPP&

&术后
;

*

'% ?

两个时间点
[B9Z!

蛋白表达
Y*B9

组分别为
PO'U']

POPP&

和
PO'V&]POPP&

&

:A

组为
PO'%&]POPP&

和
PO'U%]POPP!

&

Y*B9

组能明显升高其表达"

!^POPU

$%

[,G

蛋白的表达!空白

对照组大鼠为
POP;']POPP&

&术后
;

*

'% ?

两个时间点
[,G

蛋白的表达
Y*B9

组分别为
PO'!']POPP!

和
PO'PV]POPP!

&

:A

组

为
PO'!V]POPP'

和
PO'!P]POPP!

&

Y*B9

组可以明显降低其表达"

!^POPU

$% 神经细胞凋亡!

3\:FY

染色显示&空白对照组阳

性细胞较少&凋亡指数"

6R

$为
'O=$]PO'=

&术后
;

*

'% ?

两个时间
Y*B9

组分别为
'&O'!]POV=

和
%O!=]'OPP

&

:A

组为
'$O!V]

PO$;

和
UO%$]PO;P

&

Y*B9

组能显著抑制细胞凋亡"

!^POPU

$% 结论!锂剂能够促进
A(R

后大鼠的神经元细胞内
[B9Z!

蛋白

的表达&抑制神经元内
[,G

蛋白的表达&从而起到了抑制神经细胞凋亡的作用&这可能是锂剂促进大鼠运动功能恢复

的机制之一%

!关键词" 脊髓损伤( 锂剂( 神经元( 细胞凋亡
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`9,+X B1+0/19 @/142

"

(aV

&

_*0)140 L4/@C/Q

'

+1/5,9 L,9*+C

"

:A

&

@/142

"

(a'$

&

_*0) *+0/,2C/*01+C,9 *+HCB0*1+ 1D :A

"

%P 5@ W X@

&$

,+? Y*0)*45 B)91/*?C

"

Y*B9

&

@/142

"

(a'$

&

_*0) *+0/,2C/*01+C,9 *+HCB0*1+ 1D Y*B9

"

%P 5@ W X@

&

O 6D0C/ 699C+ 5C0)1? 51?C9*+@

'

Y*B9

@/142 L0,/0C? *+0/,2C/*01+C,9 *+HCB0*1+ 1D Y*B9 L1940*1+

"

%P 5@

+

X@

Z'

(

?

Z'

#

_*0)*+ 'U 5*+ ,D0C/ 12C/,0*1+ 01 0)C LCB1+? _CCXO :A

@/142

'

?4/*+@ 0)C L,5C *+0C/K,9

'

_,L *+HCB0C? _*0) , L,5C ,514+0 1D :AO b1L012C/,0*KC &

'

;

'

'% ?

'

[[[ LB1/CL *+ C,B) @/142

_C/C 5C,L4/C?

$

0)C CG2/CLL*1+ 1D [B9Z! ,+? [,G 2/10C*+ _C/C 1`LC/KC? `Q *554+1)*L01B)C5*L0Q L0,*+*+@

$

3\:FY L0,*+*+@ _,L

4LC? 01 1`LC/KC 0)C +C/KC BC99 ,21201L*LO <$'14*'

!

3)C [[[ LB1/CL *+ `9,+X B1+0/19 @/142 _C/C !'O b1L012C/,0*KC ;

'

'% ?

'

[[[

LB1/CL 1D Y*B9 @/142 _C/C )*@)C/ 0),+ 0),0 1D :A @/142

%

!^POPU

#

O 6L D1/ 0)C [B9Z! 2/10C*+ CG2/CLL*1+

'

`9,BX B1+0/19 @/142 ),L ,

9CKC9 1D POP$']POPP&

$

; ? ,+? '% ? 21L012C/,0*KC9Q

'

0)C 9CKC9 *+ Y*B9 @/142 _,L PO'U']POPP&

'

PO'V&]POPP& ,+? *+ :A @/142

'

PO'%&]POPP&

'

PO'U%]POPP!

'

/CL2CB0*KC9QO Y*B9 @/142 L)1_C? L*@+*D*B,+09Q *+B/C,LC? [B9Z! 2/10C*+ CG2/CLL*1+

%

!^POPU

#

O 6L D1/

0)C [,G 2/10C*+ CG2/CLL*1+

'

`9,BX B1+0/19 @/142 L)1_C? , 9CKC9 1D POP;']POPP&

$

; ? ,+? '% ? 21L012C/,0*KC9Q

'

0)C 9CKC9 *+ Y*B9

@/142 _,L PO'!']POPP!

'

PO'PV]POPP! ,+? *+ :A @/142 _,L PO'!V]POPP'

'

PO'!P]POPP!

'

/CL2CB0*KC9QO 3)C [,G 2/10C*+ CG2/CLc

L*1+ *L L*@+*D*B,+09Q *+)*`*0C? *+ 0)C Y*B9 @/142

%

!^POPU

#

O R+ +C/KC BC99 ,21201L*L `Q 3\:FY L0,*+*+@

'

0)C 21L*0*KC BC99L _C/C

DC_C/ *+ 0)C `9,BX B1+0/19 @/142 _*0) ,21201L*L *+?CG

%

6R

#

1D 'O=$]PO'=

$

_)*9C ;? ,+? '%? 21L012C/,0*KC9Q

'

0)C 6R 1D Y*B9 @/142

_,L '&O'!]POV=

'

%O!=]'OPP ,+? 1D :A @/142

'

'$O!V]PO$;

'

UO%$]PO;P

'

/CL2CB0*KC9QO Y*B9 @/142 L)1_C? L*@+*D*B,+0 *+)*`*0*1+ 1D

0)C BC99 ,21201L*L

%

!^POPU

#

O =-),41'/-)

!

Y*B9 B,+ 2/1510C 0)C [B9Z! 2/10C*+ CG2/CLL*1+ ,+? *+)*`*0 0)C [,G 2/10C*+L CG2/CLc
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脊髓损伤!

;2*+,9 <1/= *+>4/?

"

@(A

#指由于外界直

接或间接因素导致脊髓损伤" 在损害的相应节段出

现各种运动$感觉和括约肌功能障碍"给家庭和社会

造成巨大的经济$人力和精神负担%其机制主要分为

原发损伤和继发损伤" 原发损伤是由于脊髓功能受

外力创伤破坏所致"继发损伤是在原发损伤基础上"

其他相关因素导致的更持久的损伤" 其中细胞凋亡

是重要的机制之一&

'

'

% 锂剂作为最轻的金属"常被用

来治疗双相情感障碍疾病%最新研究发现"锂剂能对

中枢神经损伤后的恢复有显著地促进作用% 所以笔

者尝试使用锂剂对脊髓损伤大鼠进行治疗" 探究锂

剂能否对脊髓损伤大鼠有抑制细胞凋亡作用% 若能

证实锂剂对大鼠
@(A

后的神经细胞有抗凋亡的作

用"可将锂剂的应用范围进一步扩展"为
@(A

的研究

及治疗开创一条新的道路" 将锂剂应用于临床治疗

@(A

获得更有力的证据%

!

材料与方法

!" !

主要仪器与试剂

:BCD!

型
@(A

打击器!美国纽约大学()光学显

微镜*

(E%'D&!("!

"日本
.9?524;

公司()

F*<9

粉剂

*西安化学试剂厂()兔抗大鼠
G<9D!

单克隆抗体*美

国
HBIJK

公司()兔抗大鼠
G,L

单克隆抗体*美国

HBIJK

公司() 兔
@M

免疫组化染色试剂盒 *美国

HBIJK

公司()

K6G

显色试剂盒 *美国
HBIJK

公

司()

3C:JF

试剂盒*美国
M/15NO,

公司(%

!" #

实验动物

选用
@MP

级体重为
!QQR!S"

*

!!ST#S

(

O

的
@K

雄性大鼠 *实验动物由西安交大医学院动物中心提

供(

%!

只" 实验动物饲养严格遵循动物实验中心标

准进行" 所有动物处理得到西安交大二附院伦理委

员会批准%

!" $

分组与造模方法

根据随机数字法将大鼠分为
&

组+ 空白对照组

*

U

只("氯化锂组*

#$

只("生理盐水组*

#$

只(% 空白

对照组不进行手术操作"麻醉后直接灌注取材"进行

染色及数据分析) 氯化锂组及生理盐水组分别给予

相应药物后在
&

$

V

$

'% =

进行灌注取材%

造模方法采用
699N+

&

!

'方法以
'" O W!7S <5

致伤

力损伤
3

#Q

脊髓制作
@(A

模型% 将大鼠称重后"计算

所需
#QX

水合氯醛的量*

&QQ 5O Y ZO

("腹腔注射水合

氯醛"等大鼠麻醉后"在大鼠背部脊髓两侧触摸最下

肋与软组织分界处*浮肋与
3

'&

连接处(作为骨性定

位标志"向上下
S <5

范围备皮"将此范围内的毛减

掉"碘伏消毒
&

遍"铺洞巾"纵向切开大鼠背部皮肤"

& <5

左右"逐层切开皮下组织"暴露棘突"定位
3

'Q

棘突*最高的棘突为
3

''

"向前
'

个为
3

'Q

(后"用剪刀

分离椎旁肌肉" 使背部脊柱充分暴露" 应用骨剪将

3

'Q

与
3

[

和
3

''

连接处分离开% 将
3

'Q

两侧的横突剪

断"再用咬骨钳将
3

'Q

椎板咬除"向上进一步咬除
3

[

椎板的一半"修整咬除边缘"形成一个略呈长方形的

窗口"充分暴露脊髓% 应用
:BCD!

型打击器"致伤

力为
'Q O W!7S <5

"固定好大鼠后"垂直打击暴露的

脊髓"造成中度
@(A

% 当打击到脊髓瞬间可观察到双

下肢及尾巴抽搐"随后出现双下肢瘫痪"表明打击成

功% 打击后"剪一小块软组织铺放在暴露的脊髓处"

依次缝合肌肉$皮下筋膜$皮肤"在切口处再次给予

常规消毒%

!" %

干预措施

术后
'S 5*+

内给予氯化锂或者生理盐水"每隔

!% )

给药
'

次"直至术后
'% =

"终止给药% 每只大鼠

按体重的不同给药剂量不同" 氯化锂组以
%Q 5O Y ZO

的腹腔注射氯化锂" 生理盐水组以同样剂量注射生

理盐水%

!" &

观察项目与方法

!" &" !

运动功能
GGG

评分 对术后各组大鼠分别

于
&

$

V

$

'% =

进行运动功能
GGG

*

\,;;1 \N,00*N \/N;]

+,),+ ;<,9N

"

GGG

(评分 &

&

'

"该方法是将脊髓损伤动物

放入以开口盆"轻敲盆壁"使其爬行"观察动物的臀$

膝$踝关节行走$躯干运动及其协调情况"按照
GGG

评分表进行评分"正常大鼠
GGG

评分为
!'

分"评分

越高说明下肢运动情况越好% 每次评分均采用单盲

双人一起进行"取平均值作为最终结果%

!" &" #

免疫组化染色 按时间点对大鼠进行多聚

甲醛灌注"以受伤区域*

/NO*1+ 1^ *+0N/N;0

"

_.A

(为中

心上下各
! <5

取脊髓" 按照试剂盒进行
G<9D! Y G,L

染色和
3C:JF

*

3=3D5N=*,0N= =C3M +*<Z N+= 9,\N9]

*+O

(染色% 具体方法+*

'

(

G<9D! Y G,L

染色% 所得图片

采用专业图像分析软件
AMMU7Q

*

A5,ONDM/1 M94;

"

AMM

U7Q

(进行分析% 每张切片随机选取神经组织较多的

S

个
%QQW

高倍视野"每个组织随机选取
S

张切片"分

别测平均光密度 *

,`N/,ON 120*<,9 =N+;*0?

"

6.K

(

&

%

'

%

*

!

(原位末端转移酶标记*

3=3D5N=*,0N= =C3M +*<Z

N+= 9,\N9*+O

"

3C:JF

(染色% 通过专业图像分析软件

*

*5,OND2/1 294;

"

AMMU7Q

(计算凋亡指数*

,21201;*; *+]

;*1+ *+ +N/`N <N99; 1^ /,0 ,^0N/ @(A

"

0)N/N\? 29,?*+O , /19N *+ 0)N *+)*\*0*1+ 1^ +N/`N <N99 ,21201;*;7 3)*; 5,? \N 1+N 1^ 0)N 5N<)]

,+*;5; 0),0 F*<9 <,+ 2/1510N 0)N /N<1`N/? 1^ 5101/ ^4+<0*1+ 1^ /,0; ,^0N/ @(A7

'()*+,-. @2*+,9 <1/= *+>4/?

)

F*0)*45

)

:N4/1+;

)

621201;*;

H)1+OO41 a4 !),+O Y ()*+, - ./0)12 3/,45,

"

!Q'$

"

&'

*

%

(+

&V[D&$S bbb7cOO;cc7<15

&$Q

" "
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组别 鼠数 术后
& ;

术后
< ;

术后
'% ;

空白对照组
= !' !' !'

生理盐水组
= '7"=>"7!% !7?!>"7=< ?7"">'7!<

氯化锂组
= '7'<>"7&$

!"

&7<@>"7$<

!#

''7&&>'7=&

!#

表
!

不同时间点各组大鼠
"""

评分比较!!

!

!"

"分#

#$%&! '()*$+,-(. (/ """ -0(+1- $)(.2 34+11 2+(5* $3 6,//1+1.3 3,)1 *(,.3-

!!

!

!"

"

AB1/C

$

注%与空白对照组比较"

!

#

&;

D<7=!

"

$E"7"'

&

!

#

<;

D@7<!

"

$E"7"'

&

!

#

'%;

D@7%&

"

$E"7"'

' 与同时间内生理盐水组比较"

"

#

&;

D'7=<

"

$D"7'!

&

#

#

<;

D%7!&

"

$E"7"@

&

#

#

'%;

D%7'%

"

$E"7"@

' 同组术后
&

(

<

(

'% ;

分别两两比较"

%

& F<

D'<7@=

"

&E"7"'

&

%

< F'%

D'$7!&

"

&E"7"'

&

%

& F'%

D'=7&!

"

&E"7"'

:10C

%

(152,/C; G*0) H9,+I B1+0/19 J/142

"

!

#

&;

D<7=!

"

&E"7"'

&

!

#

<;

D@7<!

"

&E"7"'

&

!

#

'%;

D@7%&

"

&E"7"'7 (152,/C; G*0) :K J/142 ,0 0)C A,5C 0*5C

"

"

#

&;

D'7=<

"

&D"7'!

&

#

#

<;

D%7!&

"

&E"7"@

&

#

#

'%;

D%7'%

"

&E"7"@7 (152,/*A1+ 1L M*B9 J/142 ,0 &

"

< ,+; '% ; ,L0C/ 12C/,0*1+

"

/CA2CB0*NC9O

"

%

& F<

D'<7@=

"

&EP7"'

&

%

< F'%

D'$7!&

"

&E

"7"'

&

%

& F'%

D'=7&!

"

&E"7"'

;CQ

"

6R

$进行分析"每张切片随机选取神经组织较多

的
@

个
%""S

高倍视野" 每个组织随机选取
@

张切

片"计算视野内
3T:UM

染色阳性的神经元细胞数及

视野内所有神经元细胞数"两者比值即为
6R

)

@

*

'

!& 7

统计学处理

采用
KVKK '?7"

统计软件对所得数据进行统计

分析"计数资料以均数
>

标准差+!

!

'"

$表示"同时间点

内氯化锂组与生理盐水组及空白对照组比较分别采

用两独立样本均数的
#

检验" 氯化锂组组内比较应

用单因素方差分析+

6:.86

$进行检验"组内两两多

重比较应用
K:WX(

检验法进行检验' 以
&EP7P@

为

差异有统计学意义'

8

结果

8& !

运动功能
YYY

评分

&

组大鼠
YYY

评分见表
#

' 术后各时间点氯化

锂组
YYY

评分与空白对照组比较差异有统计学意

义' 术后
<

(

#% ;

氯化锂组与生理盐水组比较差异有

统计学意义' 氯化锂组术后
&

(

< ;

两个时间点
YYY

评分差异有统计学意义& 术后
<

(

#% ;

两个时间点

YYY

评分差异有统计学意义'

8& 8 YB9X!

蛋白染色及平均光密度

空白对照组脊髓灰质区神经细胞
YB9X!

蛋白染

色为阴性&术后
&

(

<

(

#% ;

氯化锂组神经细胞染色阳

性均强于生理盐水组+见图
#

$'

&

组大鼠不同时间点

脊髓神经元
YB9X!

蛋白
6.Z

值见表
!

' 术后
&

(

<

(

#% ;

氯化锂组与空白对照组
6.Z

值相比差异均有

统计学意义+

&EP7P#

$'术后
& ;

氯化锂组与生理盐水

组的
6.Z

值比较差异有统计学意义+

&EP7P@

$&术后

<

"

#% ;

氯化锂组与生理盐水组
6.Z

值差异均有统

计学意义+

&EP7P#

$' 术后
&

(

<

(

#% ;

"氯化锂组组内两

两比较差异均有统计学意义"术后
& ;

为最高"术后

< ;

为最低'

8& 9 Y,Q

蛋白染色及平均光密度

空白对照组脊髓灰质区
Y,Q

蛋白染色阳性的神

经细胞较少"术后
&

(

<

(

#% ;

氯化锂组神经细胞染色

阳性均弱于生理盐水组+见图
!

$' 各组大鼠脊髓神

经细胞
Y,Q

蛋白
6.Z

值见表
&

' 术后各时间点氯化

锂组与空白对照组
6.Z

值相比差异有统计学意义

+

&EP7P#

$' 术后
& ;

氯化锂组与生理盐水组的
6.Z

值比较差异有统计学意义+

&EP7P@

$&术后
<

"

#% ;

氯

化锂组与生理盐水组
6.Z

值比较差异均有统计学

意义' 氯化锂组进行组内两两比较" 术后
&

(

<

(

#% ;

6.Z

值不同"由高到低依次为
&

(

<

(

#% ;

"差异均有

统计学意义+

&EP7P#

$'

8& : 3T:UM

染色及凋亡指数

空白对照组
3T:UM

染色阳性细胞数较少"术后

表
8

不同时间点各组大鼠神经元
"0;<8

蛋白
=>?

比较+!

!

'"

$

#$%&8 '()*$+,-(. (/ =>? (/ "0;<8 *+(31,. ,. +$3 .15+(.- $)(.2 34+11 2+(5*- $3 6,//1+1.3 3,)1 *(,.3-

+!

!

'"

$

注%与空白对照组比较"

!

#

&;

D=7&%

"

&EP7P#

&

!

#

<;

D@7=!

"

&EP7P#

&

!

#

#%;

D=7&@

"

&EP7P#

'与同时间内生理盐水组比较"

"

#

<;

D=7#!

"

&EP7P#

&

"

#

#% ;

D@7$<

"

&EP7P#

&

#

#

& ;

D%7@=

"

&EP7P@

' 同组术后
&

(

<

(

#% ;

分别两两比较"

%

& F<

D#$7=@

"

&EP7P#

&

%

< F#%

D#<7!#

"

&EP7P#

&

%

& F#%

D#$7!@

"

&EP7P#

:10C

%

(152,/C; G*0) 0)C H9,+I B1+0/19 J/142

"

!

#

&;

D=7&%

"

&EP7P#

&

!

#

<;

D@7=!

"

&EP7P#

&

!

#

#%;

D=7&@

"

&EP7P#7 (152,/C; G*0) :K J/142 ,0 0)C A,5C 0*5C

"

"

#

<;

D

=7#!

"

&EP7P#

&

"

#

#% ;

D@7$<

"

&EP7P#

&

#

#

& ;

D%7@=

"

&EP7P@7 (152,/*A1+ 1L M*B9 J/142 ,0 &

"

< ,+; #% ; ,L0C/ 12C/,0*1+

"

/CA2CB0*NC9O

"

%

& F<

D#$7=@

"

&EP7P#

&

%

< F#%

D

#<7!#

"

&EP7P#

&

%

& F#%

D#$7!@

"

&EP7P#

组别 鼠数 术后
& ;

术后
< ;

术后
#% ;

空白对照组
= P7P$#>P7PP& P7P$#>P7PP& P7P$#>P7PP&

生理盐水组
= P7!P#>P7PP! P7#%&>P7PP& P7#@%>P7PP!

氯化锂组
= P7!P@>P7PP!

!#

P7#@#>P7PP&

!"

P7#=&>P7PP&

!"

&$#

" "
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表
!

不同时间点各组大鼠神经元
"#$

蛋白
%&'

比较!!

!

!"

"

(#)*! +,-.#/01,2 ,3 %&' ,3 "#$ ./,4502 02 /#4 256/,2 #-,27 48/55 7/,6.1 #4 90335/524 40-5 .,0241

!!

!

!"

"

注#与空白对照组比较$

!

#

& ;

<=7>?

$

$@A7"'

%

!

#

B ;

<>7B$

$

$@"7"'

%

!

#

'% ;

<>7=%

$

$@"7"'

& 与同时间内生理盐水组比较$

"

#

B ;

<>7&%

$

$@"7"'

%

"

#

'% ;

<=7'&

$

$@

"7"'

%

#

#

& ;

<%7>B

$

$<"7"!

& 同组术后
&

'

B

'

'% ;

分别两两比较$

%

& CB

<#$7!&

$

&@D7D'

%

%

B C'%

<'$7%'

$

&@D7D'

%

%

& C'%

<'B7B?

$

&@D7D'

:10E

#

(152,/E; F*0) G9,+H I1+0/19 J/142

$

!

#

& ;

<=7>?

$

&@D7D#

%

!

#

B ;

<>7B$

$

&@D7D#

%

!

#

#% ;

<>7=%

$

&@D7D#7 (152,/E; F*0) :K J/142 ,0 0)E L,5E 0*5E

$

"

#

B ;

<

>7&%

$

&@D7D#

%

"

#

#% ;

<=7#&

$

&@D7D#

%

#

#

& ;

<%7>B

$

&<D7D!7 (152,/*L1+ 1M N*I9 J/142 ,0 &

$

B ,+; '% ;

$

,M0E/ 12E/,0*1+

$

/EL2EI0*OE9P

$

%

& CB

<'$Q!&

$

&@D7D#

%

%

B C#%

<

#$7%#

$

&@D7D#

%

%

& C#%

<#B7B?

$

&@D7D#

组别 鼠数 术后
& ;

术后
B ;

术后
#% ;

空白对照组
= D7DB#RDQDD& DQDB'RDQDD& DQDB'RDQDD&

生理盐水组
= DQ'>DRDQDD& DQ'!=RDQDD' DQ'!DRDQDD!

氯化锂组
= DQ'%=RDQDD!

!#

DQ'!'RDQDD!

!"

DQ'D=RDQDD!

!"

的大鼠脊髓灰质区神经细胞染色阳性较强$ 神经细

胞凋亡较多%术后
&

'

B

'

'% ;

氯化锂组神经细胞染色

阳性数均少于生理盐水组!见图
&

"&

&

组大鼠脊髓神

经元
6S

值见表
%

&术后
&

'

B

'

'% ;

氯化锂组与空白对

照组
6S

值比较差异有统计学意义& 术后
& ;

和
B ;

氯化锂组生理盐水组
6S

值差异有统计学意义%术后

图
:

各组大鼠脊髓
TI9U!

蛋白免疫组化染

色结果!

',

为
V%"

$其余为
V%""

"

:#

!

:)*

空

白对照组可见脊髓组织灰质内神经元染色基

本呈阴性
:;

!

:9

!

:5*

分别为生理盐水组术

后
&

'

B

'

'% ;

时染色$可见脊髓灰质内出现棕

黄色颗粒$ 为脊髓神经元凋亡产生的
TI9U!

蛋白
:3

!

:7

!

:8*

分别为氯化锂组术后
&

'

B

'

'% ;

的染色$ 棕黄色颗粒为神经元凋亡产生

的
TI9U!

蛋白$在术后
& ;

时表达最强烈%术

后
&

'

B

'

'% ;

可见氯化锂组较生理盐水组神

经细胞阳性染色强

<07*: S554+1)*L01I)E5*I,9 L0,*+*+J 1M 0)E TI9U! 2/10E*+ *+ L2*+,9 I1/; *+ 0)/EE J/142L

!

',V%"

$

10)E/LV%""

"

:#

!

:)* :E4/1+L L0,*+*+J *+ 0)E J/,P 5,0W

0E/ 1M L2*+,9 I1/; 0*LL4E F,L +EJ,0*OE *+ G9,IH I1+0/19 J/142 :;

!

:9

!

:5* X1L012E/,0*OE &

$

B

$

,+; '%;

$

G/1F+ J/,+49EL I,+ GE LEE+ *+ 0)E J/,P 5,00E/ 1M

L2*+,9 I1/; 0*LL4E GP *554+1)*L01I)E5*I,9 L0,*+*+J *+ :K J/142

$

/EOE,9*+J 0)E TI9U! 2/10E*+ GP L2*+,9 I1/; +E4/1+L ,21201L*L :3

!

:7

!

:8* 3)E G/1F+

J/,+49EL FE/E TI9U! 2/10E*+ GP +E4/1+L ,21201L*L *+ N*I9 J/142 ,0 &

$

B

$

'% ; ,M0E/ 12E/,0*1+

$

/EL2EI0*OE9PQ 3)E EY2/ELL*1+ 1M TI9U! 2/10E*+ ,0 ;,P & ),L 0)E

51L0 *+0E+L*OE 2,00E/+ ,M0E/ 12E/,0*1+Q 3)E 21L*0*OE L0,*+*+J 1M N*I9 J/142 F,L L0/1+JE/ 0),+ 0),0 1M :K J/142 ,0 &

$

B

$

'% ; ,M0E/ 12E/,0*1+

!"

!# !$

%&

%' %(

%)

%*
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图
!

各组大鼠脊髓
;,<

蛋白免疫组化染色

结果!

!,

为
=%>

"其余为
=%>>

#

!"

!

!#$

空白

对照组可见脊髓组织灰质内神经元染色基本

呈阴性
!%

!

!&

!

!'$

分别为生理盐水组
&

$

?

$

#% @

时染色情况" 脊髓灰质内棕黄色颗粒为

;,<

蛋白" 说明脊髓凋亡后出现
;,<

蛋白且

在
& @

时
;,<

表达最强烈
!(

!

!)

!

!*$

分别为

氯化锂组
&

$

?

$

#% @

时脊髓染色"脊髓内棕黄

色颗粒为凋亡神经元产生的
;,<

蛋白"在
& @

时表达量最强%随着时间延长"两组内
;,<

蛋

白表达显著下降"但术后
&

$

?

$

#% @

可见氯化锂组较生理盐水组神经细胞阳性染色弱

+,)$! A554+1)*B01C)D5*C,9 B0,*+*+E 1F ;,< 2/10D*+ *+ B2*+,9 C1/@ *+ 0)/DD E/142B

!

!,=%"

"

10)D/B=%""

&

!"

!

!#$ :D4/1+B B0,*+*+E *+ 0)D E/,G 5,00D/ 1F

B2*+,9 C1/@ 0*BB4D H,B +DE,0*ID *+ J9,CK C1+0/19 E/142 !%

!

!&

!

!'$ A554+1)*B01C)D5*C,9 B0,*+*+E ,0 &

"

?

"

,+@ '% @ ,F0D/ 12D/,0*1+

"

0)D J/1H+ E/,+49DB BDD+

*+ 0)D E/,G 5,00D/ 1F B2*+,9 C1/@ *+ :L E/142 HD/D ;,< 2/10D*+

"

H)*C) C,+ D<29,*+ *0B ,22D,/,+CD ,F0D/ B2*+,9 C1/@ +D4/1+B ,21201B*B7 3)D ;,< 2/10D*+ D<M

2/DBB*1+ ,0 @,G & ,F0D/ 12D/,0*1+ ),B 0)D 51B0 *+0D+B*ID 2,00D/+ !(

!

!)

!

!*$ A554+1)*B01C)D5*C,9 B0,*+*+E 1F N*C9 E/142 ,0 &

"

?

"

,+@ '% @ ,F0D/ 12D/,0*1+

"

0)D J/1H+ E/,+49DB *+ B2*+,9 C1/@ HD/D ;,< 2/10D*+ JG +D4/1+B ,21201B*B7 3)D D<2/DBB*1+ 1F ;,< 2/10D*+ ,0 @,G & ,F0D/ 12D/,0*1+ ),B 0)D 51B0 *+0D+B*ID 2,0M

0D/+7 6B 0*5D HD+0 JG

"

0)D D<2/DBB*1+ 1F ;,< 2/10D*+ *+ D,C) E/142 ),@ B*E+*F*C,+09G @DC/D,BD@7 3)D 9DID9 1F +D4/1+B *+ N*C9 E/142 H,B HD,KD/ 0),+ 0),0 1F

0)D :L E/142 ,0 &

"

?
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表
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不同时间点各组大鼠
./

比较'!

!
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O

&

0"#$- 1234"5,627 2( ./ 2( 5"86 "327) 8*5'' )52946 "8 &,(('5'78 8,3' 42,786
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"

O

&

注(与空白对照组比较"

!

#

& @

PQ7R%

"

$S"7"'

%

!

#

? @

PQ7"!

"

$S"7"'

%

!

#

'% @

PR7$&

"

$S"7"'

)与同时间内生理盐水组比较"

"

#

& @

PR7'!

"

$S"7"'

%

"

#

? @

PR7?"

"

$S"7"'

%

#

#

'% @

P%7QR

"

$P"7"!

) 同组术后
&

$

?

$

'% @

分别两两比较"

%

& T?

P#$7!#

"

&S>7>#

%

%

? T#%

P#$7>R

"

&S>7>#

%

%

& T#%

P#?7%?

"

&S>7>#

:10D

(

(152,/D@ H*0) J9,+K C1+0/19 E/142

"

!

#
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PQ7R%

"

&S>7>#
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!
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&S>7>#
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"
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"

#

& @

PR7#!

"

&S>7>#

%
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#

? @

PR7?>
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&S>7>#

%

#

#
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P%7QR
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"

?
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,F0D/ 12D/,0*1+

"

/DB2DC0*ID9G

"

%

& T?

P#$7!#

"

&S>7>#

%

%

? T#%

P#$7>R

"

&S

>7>#

%

%

& T#%

P#?7%?

"

&S>7>#

组别 鼠数 术后
& @

术后
? @

术后
#% @

空白对照组
Q #7U$V>7#U #7U$V>7#U #7U$V>7#U

生理盐水组
Q &%7Q#V#7&> #$7!QV>7$? R7%$V>7?>

氯化锂组
Q &>7?QV#7$%

!"$

#&7#!V>7QU

!"$

%7!UV#7>>

!#$

!"

!# !$

%& %'

%(

%)

%*

#% @

氯化锂组与生理盐水组
6A

值差异有统计学意

义) 氯化锂组进行组内两两多重比较"术后
&

$

?

$

#% @ 6A

值均不同"由高到低依次为
&

$

?

$

#% @

"差异

有统计学意义)

&$&

" "
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图
!

各组大鼠脊髓神经元
3;:<=

染色结

果!

&,

为
>%"

"其余为
>%""

#

!"

!

!#$

空白对

照组可见脊髓组织灰质内神经元染色基本

呈阴性
!%

!

!&

!

!'$

分别为生理盐水组术后

&

$

?

$

'% @

时神经细胞凋亡的表达情况"褐色

颗粒为神经元凋亡小体
& @

时表达量最多

!(

!

!)

!

!*$

分别为氯化锂组
&

$

?

$

'% @

时神经

细胞凋亡情况"褐色颗粒为凋亡小体"在
& @

时表达量最多%随着时间延长"两组内神经

细胞凋亡表达显著下降" 但术后
&

$

?

$

'% @

可见氯化锂组较生理盐水组神经细胞凋亡情况少

+,)$! 3)A 3;:<= B0,*+*+C /AB490B 1D B2*+,9 E1/@ +A4/1+B *+ 0)/AA C/142B 1D /,0B

!

&,>%"

"

10)A/B>%""

&

!"

!

!#$ 3;:<= B0,*+*+C *+ 0)A C/,F 5,00A/ 1D

B2*+,9 E1/@ 0*BB4A G,B +AC,0*HA *+ I9,EJ E1+0/19 C/142 ,+@ ,951B0 +1 ,21201B*B G,B D14+@ !%

!

!&

!

!'$ 6212010*E AK2/ABB*1+ 1D :L C/142 ,0 &

"

?

"

,+@ '% @

,D0A/ 12A/,0*1+7 3)A I/1G+ C/,+49AB GA/A +A4/1+ ,212010*E I1@*AB

"

,+@ 0)A AK2/ABB*1+ G,B 0)A )*C)AB0 ,0 @,F & ,D0A/ 12A/,0*1+ !(

!

!)

!

!*$ 6212010*E AKM

2/ABB*1+ 1D =*E9 C/142 ,0 &

"

?

"

,+@ '% @ ,D0A/ 12A/,0*1+7 3)A I/1G+ C/,+49AB GA/A +A4/1+ ,212010*E I1@*AB

"

,+@ 0)A AK2/ABB*1+ G,B 0)A )*C)AB0 ,0 @,F & ,D0A/

12A/,0*1+7 6B 0*5A GA+0 IF

"

0)A +A4/1+B ,21201B*B *+ A,E) C/142 ),@ B*C+*D*E,+09F @AE/A,BA@7 60 0)A &

"

?

"

,+@ '% @ ,D0A/ 12A/,0*1+

"

0)A +45IA/ 1D +A4/1+B

,21201B*B 1D =*E9 C/142 G,B 91GA/ 0),+ 0),0 1D 0)A :L C/142

!"

!# !$

%& %'

%(

%)

%*

!

讨论

!$ -

锂剂治疗脊髓损伤后
NNN

评分变化

锂作为质量最轻的元素"能够透过血
O

脑屏障是

其发挥中枢神经保护作用的基础'已经证实"锂剂能

够选择性的活化神经元里
NP:Q

的催化剂" 并能够

增加海马区
NP:Q

水平 (

R

)

"而且还能够增加其他许

多的神经营养因子(

?O$

)

* 笔者对大鼠进行脊髓损伤造

模"并进行观察"采用行为学
NNN

评分证实了锂剂

对脊髓损伤大鼠的保护作用* 因为细胞的凋亡过程

一般持续在伤后
!

周左右" 所以本实验观测时段设

为
!

周* 在
!

周后"锂剂治疗组
NNN

评分最高"达到

了
''7&&S'7R&

" 表明脊髓损伤大鼠在经过锂剂治疗

后能有后肢的不规律抽动"并能负担自身部分重量*

!$ .

锂剂治疗脊髓损伤后
NE9O! T N,K

蛋白变化

当中枢神经系统损伤后"神经细胞死亡"神经细

胞的凋亡在这一过程中可能起到了主导作用 (

U

)

"而

NE9O! T N,K

蛋白主要与线粒体相互作用" 诱导抑制
T

活化凋亡蛋白酶"从而调控细胞凋亡*笔者对脊髓损

伤后大鼠进行染色" 发现脊髓损伤后大鼠脊髓
NE9O

! T N,K

蛋白染色阳性" 说明脊髓损伤后大鼠脊髓神

经元确实产生了凋亡现象* 而且在脊髓损伤大鼠应

用锂剂后"

NE9O!

蛋白表达程度均高于同时间点应用

生理盐水组的大鼠"但
N,K

蛋白表达程度则相反"说

明
NE9O!

蛋白有一种抗凋亡作用的效果(

#VO##

)

"而
N,K

蛋白则参与了诱导凋亡的过程(

#!O#%

)

* 而且通过本研

究发现"应用氯化锂治疗后"脊髓组织神经细胞凋亡

程度减轻" 从而证实了锂剂对脊髓损伤大鼠有抑制

神经细胞凋亡的作用* 这可能是因为应用氯化锂可

&$%

" "
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以上调
;<=;>!!

的表达!促进转录因子与线粒体膜

受体结合!进而有效地上调
=?9>!

蛋白水平"

本研究中还发现!氯化锂治疗
@(A

时!伴随治疗

时间的延长!

=?9>!

蛋白呈现短暂回落后回升的趋

势!

& B

时
6.C

值最高!

D B

时
6.C

值最低! 而
=,E

蛋白
6.C

值随时间延长呈现下降趋势"

3,+F

等 #

'G

$

经研究报道了! 在大鼠脊髓半切模型中! 测得的

=,E>!

蛋白及
=,E

蛋白有类似的变化趋势" 这可能

与神经元的凋亡时程及动力学特征存在多样性有

关!而神经元凋亡受局部微环境及损伤程度影响!从

而直接影响了
=?9>!

和
=,E

蛋白的表达" 本研究进

一步完善了应用氯化锂后!

=?9>!

和
=,E

蛋白在大鼠

脊髓组织凋亡神经元内的变化过程! 为
H*?9

治疗

@(A

抑制神经元凋亡的时间窗提供了一定的基础"

!" !

锂剂治疗脊髓损伤后
3I:<H

变化

3I:<H

可以检测细胞基因组
C:6

断裂时!暴

露的
&

%

>.J

可以在酶的催化下加上荧光素 &

KA3(

'

的标记!从而反应细胞凋亡情况" 本研究可以看到!

脊髓损伤后细胞均出现凋亡现象!而且随时间延长!

凋亡现象逐渐减弱! 这与生物体自然凋亡的规律是

一致的"但是!经过锂剂治疗的大鼠凋亡程度明显减

低! 能够在一定程度上减弱这种损伤后脊髓神经元

凋亡的现象!从而进行神经保护"

!" #

锂剂可以通过抑制凋亡治疗脊髓损伤

总之! 应用氯化锂治疗
@(A

的有效性已经得到

了很多实验的证实! 其能够抑制大脑及体外培养的

神经细胞凋亡!保护神经细胞的事实也被大量报道"

本研究主要证实了氯化锂对大鼠
@(A

后脊髓神经细

胞凋亡有抑制作用! 为长期应用氯化锂治疗
@(A

的

有效性提供了一定的依据! 同时为氯化锂治疗
@(A

抑制神经细胞凋亡的时间窗提供了一定的基础" 进

一步扩展了氯化锂的应用范围! 为
@(A

的治疗开创

了一条新的道路! 使氯化锂治疗
@(A

机制的研究也

得到了进一步的发展! 将氯化锂应用于临床治疗

@(A

获得了更有力的证据"
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