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脊髓损伤%

G0()*8 H/-@ ()M2-E

&

=&R

$是一种临床上

常见的创伤&可导致终生残疾并给个人'家庭及社会

都带来了巨大损失和负担(

;

)

* 近年来脊髓损伤的发

病率呈现逐年上升(

!

)

* 成年哺乳动物脊髓损伤后的

神经再生受限& 轴突很少能长距离再生并重新和靶

组织形成新的突触&造成永久性的功能丧失(

%

)

* 然而

成年动物的轴突能够在外周神经移植物中再生&说

明中枢神经系统神经元并不缺乏再生的潜能& 而微

环境似乎是影响再生的重要因素(

$

)

* 近年来研究发

脊髓损伤后神经轴突导向分子 =D3*0'/-() %4

表达的研究

王国毓!程志坚!贺西京!杨宝辉!李浩鹏

%西安交通大学第二医院骨二科&陕西 西安
S;"""$

$

!摘要" 目的! 研究后脊髓损伤大鼠
=D3*0'/-() %4

表达的变化" 探索脊髓损伤后轴突再生受到抑制的可能机

制# 方法!

$"

只雌性健康
=I

大鼠"

<

周龄"体质量$

!;"9""TU9<<

%

A

"随机分为对照组$

4

组"

!6

只%和模型组$

V

组"

!"

只%&

4

组仅切开
1

;"

全椎板及
1

U

'

1

;;

部分椎板"对脊髓未作其他处理(

V

组切开
1

;"

全椎板及
1

U

'

1

;;

部分椎板采用脊

髓横切法制作脊髓损伤的动物模型& 两组分别在术后
%

'

S

'

;$

'

!<

'

$! @

$每组每个时间点
$

只%进行灌注'获取脊髓组

织"然后进行
PL

染色"同时按照
=K

试剂盒的操作步骤进行
=D3*0'/-() %4

的表达& 结果!单纯脊髓横切损伤后"损伤

局部发生出血坏死"局部水肿"神经变性'坏死以及囊腔形成"胶质细胞增生胶质瘢痕形成& 对照组
=D3*0'/-() %4

只

在灰质区有低水平表达& 模型组术后
% @

脊髓损伤损伤区
=D3*0'/-() %4

无表达"

;$ @

时脊髓损伤损伤区
=D3*0'/-()

%4

的表达显著增加"处在较高的水平"

!< @

时
=D3*0'/-() %4

的表达呈中等水平"

$! @

时
=D3*0'/-() %4

阳性表达恢复

到正常水平& 结论!脊髓损伤后
=D3*0'/-() %4

表达升高"可能是抑制轴突再生的机制之一&

!关键词" 脊髓损伤( 组织病理(
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现!在中枢神经系统损伤后
;<3*0'/-() %4

的表达明

显升高!参与构成抑制受损后轴突再生的微环境!对

中枢系统神经元和胶质细胞均有明显的排斥作用!

同时影响突触的形成"

=>?

#

$ 本研究采用脊髓横断法制

作 脊 髓 损 伤 的 动 物 模 型 ! 观 察 脊 髓 损 伤 后

;<3*0'/-() %4

表达的变化!探索脊髓损伤后轴突再

生受到抑制的可能机制!报告如下$

!

材料与方法

!" !

主要试剂及仪器

;@

免疫组化染色试剂盒%北京中杉金桥生物技

术有限公司&!

A4B

显色试剂盒%北京中杉金桥生物

技术有限公司&!

C*DD(. 4).>;EF4%4 @,GH&G,:4G

4:1IB,AH

%

JK >!LL?M

&

;4:14 &CNO BI,1E&PQ

:,G,RH

! 德国
G<(K*

显微镜及
S=="&T

图像信号

采集与分析系统$

!" #

动物及分组

成年雌性健康
;A

大鼠
$"

只!

L

周龄! 体质量

%

!U"9""VW9LL

&

X

! 购自西安交通大学医学院实验动

物中心! 应用随机对照表将其随机分为对照组%

4

组&

!"

只和模型组%

B

组&

!"

只$ 本项目动物实验过

程中将严格遵守西安交通大学医学部生物医学伦理

委员会的相关要求!最大限度地降低实验动物痛苦!

包括严格遵守实验动物处死步骤' 合理脊髓损伤相

关后护理等$

!" $

实验方法

!" $" !

脊髓横断模型的建立 按照脊髓横切法"

M>L

#

制作脊髓损伤的动物模型$ 两组动物均应用腹腔注

射
%Y

水合氯醛%

% 38 Z [X

体重&麻醉动物$ 麻醉成功

后将动物俯卧位固定于操作台上!手术野周围剪毛!

常规碘伏消毒$ 取以
1

U"

为中心的后正中切口!长约

% K3

!依次切开皮肤'皮下组织!钝性剥离椎旁肌肉!

显露棘突和椎板!切除
1

U"

棘突和椎板!切除棘突及

1

W

'

1

UU

部分椎板!

B

组显露脊髓!剪开硬膜及软膜!并

将
$

号丝线置于待切断脊髓的腹侧硬膜外$ 以剃须

刀片于预置线头侧
"5= 33

%

1

U"

水平&将脊髓横断!将

预置线由腹侧向背侧提起!确保脊髓完全横断(

4

组

仅仅切开
1

U"

全椎板及
1

W

'

1

UU

部分椎板!对脊髓未作

其他处理!明胶海绵轻柔压迫止血$ 随后缝合切口$

术后动物!每日挤尿
!\%

次!给予抗感染'预防褥疮

等处$

!" $" #

光镜标本的制作与观察 术后
%

'

M

'

U$

'

!L

'

$! ]

%每组每个时间点
$

只动物&进行灌注'获取脊

髓组织$ 实验动物麻醉生效后! 打开胸腔后显露心

脏!经左心室'主动脉插管!先灌注生理盐水
!66 38

!

剪开右心耳放血!灌注至肠系膜血管变白为止$再先

快后慢灌注含
$Y

多聚甲醛
69U 3

磷酸盐缓冲液共

=66 38

进行前固定!总时间约
! '

!完整取出脊髓全

长$ 取距断段头尾侧各
69= K3

的脊髓!投入固定液

中继续固定
!$ '

后!修剪并石蜡包埋切片$

!" %

观察项目与方法

两组在术后
U

'

%

'

M

'

U$

'

!L

'

$! ]

每个标本损伤

区和头尾侧各取
$

张切片!进行
PE

染色!光镜下观

察( 按照
;@

试剂盒的操作步骤进行
;<3*0'/-() %4

免疫组化检测$显微镜下观察!并用图像分析议对阳

性细胞进行计数
G<(K*> S=66IT

上进行图像分析$

!" &

统计学处理

对两组不同时间点脊髓切片中
;<3*0'/-() %4

的表达结果! 在
G<(K*>S=66IT

上进行图像分析!实

验数据采用
;@;; U%96

软件进行统计处理$样本算术

平均数'标准差'概率值分别以
^

'

J

'

!

表示$ 两个均

数比较采用独立样本
"

检验$以
!_"5"=

和
!_"5"U

代

表相差显著和相差非常显著$

#

结果

#" !

大体观察结果

4

组未见异常(

B

组动物行
1

U"

脊髓横断后!出

现尿潴留!大便失禁!每日需人工挤尿
!\%

次(大鼠

双后肢拖步爬行!不能站立!部分动物膝踝关节处出

现溃疡和褥疮!呈典型失神经支配征象$

#" # PE

染色结果

术后
U

'

% ]

标本可见脊髓损伤部位的脊髓断端

碎裂!形成组织碎片(缺损区内散布着组织碎片'残

渣以及数量不等的红细胞!炎性细胞浸润(可见散在

的斑片状出血区域及神经元坏死$

U$ ]

可见髓鞘组

织坏死!多数神经元变性或消失!星性胶质细胞大量

增生$

!L ]

时脊髓损伤区纤维走行结构紊乱!方向扭

曲'不一致!有明显空洞存在!有轴突再生$

$! ]

时模

型组损伤区有大量的胶质瘢痕增生!有囊性变!有许

多大小不等的空洞形成!神经细胞数目较少!组织结

构紊乱!神经纤维含量少且扭曲%图
U

&$

#" $ ;<3*0'/-() %4

的免疫组化染色

对照组只在灰质区有低水平表达$ 模型组术后

% ]

脊髓损伤区免疫组化染色显示
;<3*0'/-() %4

无

表达$

M ]

时脊髓损伤区可见
;<3*0'/-() %4

呈低水

平表达$

U$ ]

时脊髓损伤区
;<3*0'/-() %4

的表达显

著增加 !处在较高的水平 $ 脊髓损伤
!L ]

时

;<3*0'/-() %4

呈中等水平表达! 比
U$ ]

时明显降

低$ 到
$! ]

时
;<3*0'/-() %4

阳性表达恢复到正常

水平%图
!

&$ 术后不同时间点两组脊髓
;<3*0'/-() %4

检测结果见表
U

$

$

讨论

$" ! ;<3*0'/-() %4

在脊髓损伤后的表达

;<3*0'/-()

是一类由分泌信号分子和细胞结合

%?W

" "
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组别 鼠数 术后
; <

术后
=$ <

术后
!> <

术后
$! <

对照组
$ $#%?@$%; ?$%%@;!$ $?>!@A== !==;@!>A

模型组
$ =>B!@!"=

!

=BB!@=B%

"

=>?>@=>B

#

=B%;@!="

$

图
!

脊髓损伤后模型组脊髓
CD

染色结果 !

E!66

"

!"#

脊髓损伤
% <

# 神经元坏死断端碎

裂#形成组织碎片
!$#

脊髓损伤
#$ <

白质中轴索溃变#成为空洞
!%#

脊髓损伤
!> <

囊腔

形成$胶质瘢痕开始出现
!&#

脊髓损伤
$! <

有大小不等的空腔#胶质瘢痕增生

'()#! CD F.*()()G -HF28.F /I F0()*8 J/-< () 3/<H8 G-/20 *I.H- F0()*8 J/-< ()K2-L

!

M !66

"

!"# 4. %

<*LF *I.H- F0()*8 J/-< ()K2-L

#

)H2-/) )HJ-/F(F *)< I-*G3H).*.(/)

#

I/-3()G .(FF2H I-*G3H).F !$# 4.

=$ <*LF *I.H- F0()*8 J/-< ()K2-L

#

*N/)*8 28JH-*.(/) /I O'(.H 3*..H-

#

PHJ/3()G '/88/O !%# 4.

!> <*LF *I.H- F0()*8 J/-< ()K2-L

#

JLF.F I/-3H< *)< G8(*8 FJ*-F PHG*) ./ *00H*- !&# 4. $! <*LF *I.H-

F0()*8 J/-< ()K2-L

#

.'H-H OH-H J*Q(.(HF /I <(IIH-H). F(RHF

#

*)< G8(*8 FJ*- 'L0H-08*F(*

表
!

两组术后不同时间点
*+,"-./0(1 23

检测结果

!!

!

!"

#

)G S 38

"

4"$#! 5/,-"0(6/1 /7 *+,"-./0(1 23 "8 &(77+0+18 8(,+

-/(186 "78+0 690)+0: $+8;++1 8;/ )0/9-6

!!

!

!"

#

)G S 38

"

注% 与对照组比较#

!

#T;5$$

#

$U"5"A

&

"

#T="5%!

#

$U"5"=

&

#

#T>5$?

#

$U

"5"=

&

$

#T"5AB

#

$VW9"A

:/.H

%

&/30*-H< O(.' J/).-/8 G-/20

#

!

#T;9$$

#

$U"9"A

&

"

#T="9%!

#

$U"9"=

&

#

#T>9$?

#

$U"9"=

&

$

#T"9AB

#

$V"9"A

!"

!# !$

%&

信号分子组成的家族# 共分为
>

类# 由一个常见的

A""

个 氨 基 酸 信 号 域 的 特 定 结 构 来 定 义 '

XH3*0'/-() %4

属于第
%

类
XH3*0'/-()

家族#是第一

个在脊椎动物中发现的
XH3*0'/-()

家族成员 (

B

)

*

XH3*0'/-() %4

在神经发育期抑制或排斥轴突生长

锥# 影响生长锥伸展方向# 引导和新突触连接的形

成#确保其向靶组织定向生长(

?

)

* 研究发现#中枢神

经系统损伤后
XH3*0'/-() %4

的表达明显升高(

="

)

*本

实验结果显示% 术后
=

+

% <

脊髓损伤损伤区免疫组

化染色显示
XH3*0'/-() %4

无表达*

; <

时脊髓损伤

区可见
XH3*0'/-() %4

呈低水平表达*

=$ <

时脊髓损

伤区
XH3*0'/-() %4

的表达显著增加#处在较高的水

平* 脊髓损伤
!> <

时
XH3*0'/-() %4

的表达呈中等

水平表达 # 比
=$ <

时明显降低 & 到
$! <

时

XH3*0'/-() %4

阳性表达恢复到正常水平#与其结论

一致*

2# < XH3*0'/-() %4

与胶质瘢痕

近年来许多实验表明# 胶质瘢痕对
XH3*0'/-()

的表达分泌关系密切 (

==

)

#

Y*F.H-Z*30

等 (

=!

)发现成年

大鼠嗅球以及脊髓损伤后瘢痕组织中
XH3*0'/-()

%4

及其受体的
3[:4

水平升高#对这些细胞特性的

进一步双标记发现#大部分
XH3*0'/-() %4 3[:4

阳

性细胞位于瘢痕的核心部位# 表达成纤维细胞特有

的蛋白#如
D\=$

$

D\=A

#却不表达雪旺细胞标志物

X=WW

* 推测这些阳性细胞可能来源于脑脊膜成纤维

细胞#

XH3*0'/-() %4

的表达增加一方面直接抑制或

排斥轴突生长#构成胶质瘢痕分子性屏障&

\H ]().H-

等 (

=W

)研究认为#在脊髓横断和脊髓挫伤的大鼠应用

原位杂交及蛋白印迹技术# 发现在脊髓横断和脊髓

挫伤损伤部位
XH3*0'/-() %4

表达明显升高#脊髓横

断比脊髓挫伤的表达高#认为
XH3*0'/-() %4

阳性成

纤维细胞位于瘢痕的核心部位及损伤的周围# 认为

阳性细胞可能来源于脑脊膜成纤维细胞* 另一方面

XH3*0'/-() %4

与星形胶质细胞表面的受体结合#调

节星形胶质细胞的迁移$增殖和分化#促进胶质瘢痕

形成#构成胶质瘢痕物理性屏障(

=%

)

#与中枢神经系统

!

JH).-*8 )H-Q/2F FLF.H3

#

&:X

"不同#外周神经组织损

伤时
XH3*0'/-() %4

的表达下降#允许新生轴突向远

端神经残体延伸# 为周围神经系统 !

0H-(0'H-*8 )H-^

Q/2F FLF.H3

#

Y:X

"再生提供条件(

=$

)

* 国内外有学者发

现 (

=A

)

%体外培养的脊神经后角的神经节细胞!

</-F*8

-//. G*)<8(/)

#

\[_

" 细胞生长冠末端膨大成帆幕状#

有突起向四周伸展# 加入神经生长抑制因子后生长

冠末端萎缩*再加入抗
&/88*0F() =

的抗血清后#原来

%;W

" "



!"#$ !"!#% $&' %$(' $) &'()* + ,-.'/0 1-*23*

!

40-5!6!#

!

7/89%$

!

:/5$

图
!

各组脊髓
;<3*0'/-() %4

免疫组织染

色结果 !

=!66

"

!"#

模型组术后
> ? ;<3*0

'/-() %4

表达低水平表达
!$#

模型组术后

@$ ? ;<3*0'/-() %4

表达显著增加
!%#

模型

组术后
!A ? ;<3*0'/-() %4

呈中等水平表达

!&#

模型组
$! ? ;<3*0'/-() %4

表达明显下

降
!'

!

!(

!

!)

!

!*#

分别为对照组术后
>

#

@$

#

!A

#

$! ?

时染色$可见
;<3*0'/-() %4

持续低

水平表达

+,)#! ;<3*0'/-() %4 (332)/B.*()()C -<B28.B

/D B0()*8 E/-? () <*E' C-/20

!

=!""

"

!"# 1'< <F0-<BB(/) /D ;<3*0'/-() %4 () 3/?<8 C-/20 *. > ? *D.<- B2-C<-G !$# 1'< <F0-<BB(/) /D ;<3*0'/-() %4 ()H

E-<*B<? B(C)(D(E*).8G () 3/?<8 C-/20 *. #$ ?*GB *D.<- B2-C<-G !%# 1'< <F0-<BB(/) /D ;<3*0'/-() %4 I*B 3/?<-*.< *. !A ?*GB *D.<- B2-C<-G !&# 1'< <FH

0-<BB(/) /D ;<3*0'/-() %4 ?<E-<*B<? B(C)(D(E*).8G () 3/?<8 C-/20 *. $! ? *D.<- B2-C<-G !'

!

!(

!

!)

!

!*# ;.*()<? *. >

$

#$

$

!A

$

*)? $! ?*GB *D.<- B2-C<-G ()

E/).-/8 C-/20 -<B0<E.(J<8G

$

<F0-<BB(/) /D ;<3*0'/-() %4 -<3*()<? 8/I

萎缩的生长冠又重新伸展$ 而加入它的免疫前血清

和去除抗体的抗血清对萎缩反应没有影响%所以$认

为天然的和重组的
&/88*0B() #

都能导致生长冠的萎

缩% 这种致萎缩活性可被抗
&/88*0B() #

的抗体所阻

断% 也证明了
;<3*0'/-() %4

对
KLM

细胞生长冠抑

制作用%脊髓损伤后损伤部位
;<3*0'/-() %4

表达明

显升高$

;<3*0'/-() %4

的抑制剂
;NO!#P!AQ

已被证

明可以促进轴突再生$ 增强雪旺细胞向病变部位的

迁移$抑制细胞凋亡$并显著改善成年大鼠脊髓横断

后肢的功能恢复%

-# - ;<3*0'/-() %4

对轴突再生的抑制作用

;<3*0'/-() %4

具有干扰神经细胞的保护$诱导

神经元凋亡$ 排斥轴突生长$ 抑制损伤部位血管再

生$降低巨噬细胞对脊髓损伤部位髓磷脂的清除#

抑制髓鞘的再生等作用 &

#P O#>

'

% 因此 $通过抑制

;<3*0'/-() %4

表达$ 解除
;<3*0'/-() %4

对中枢神

经再生的抑制作用$ 改善胶质瘢痕化学分子性屏障

作用及胶质瘢痕物理性屏障$ 从而允许新生轴突向

远端延伸$促进脊髓损伤后轴突恢复$从而促进损伤

后中枢神经的再生$可能是治疗脊髓损伤的一种方法%
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颈椎前路融合手术中钢板摆放角度对颈椎稳定性

影响的有限元分析

武建超!师政伟!潘亦欣!李绍平!周建伟!汪玉良

$兰州大学第二医院骨科#甘肃 兰州
F%""%"

%

!摘要" 目的!利用有限元分析的方法"比较颈前路融合手术中钢板偏离颈椎长轴与钢板标准摆放的生物力学性

能# 方法!选取一名健康女性志愿者并进行
&1

扫描$

&

;

H1

;

%"应用
^(3(B< ;I5"

"

M?/3*=(B D.2@(/ !";G

"

D/8(@U/-]< !";K

"

4)<Y< L/-]V?)B' ;F5!

等软件建立下颈椎$

&

%

H&

F

%模型进而验证模型的可靠性"随后置入不同角度&不同长度的颈前路

钢板"从而建立颈前路椎间盘切除减压融合术$

*).?-(/- B?->(B*8 @(<B?B./3Y A2<(/)

"

4&SE

%模型"在
&

%

上施加
F%5J :

轴

向压力及
; :^

的纯力矩"使模型产生屈曲&后仰&侧弯及旋转活动"观察模型应力云图"记录器械最大应力值及椎间

活动度并进行分析比较' 结果!建立下颈椎(

&

%

H&

F

%有限元模型"与已发表的关于颈椎活动度的文献相对比"验证了模

型的有效性) 钢板摆放偏移轴线对内固定器械的应力分布&最大应力值及椎间活动度影响较小*单节段钢板相比于双

节段钢板对钢板偏移的力学影响更小) 结论!在颈椎前路钢板与颈椎长轴存在角度时对颈椎的力学稳定性影响不大)

在临床手术钢板倾斜小于
!"b

时"无须重新调整钢板位置)
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