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要"目的
!

研究白细胞介素
.

&

"

TV5.
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#对失神经支配骨骼肌的作用$方法
!

将
)(

只健康
<!

大鼠制备失神经支配腓肠肌

模型!随机分成实验组和对照组!每组
.=

只$

0

组于腓肠肌不同的
E

个点注射
TV5.

&

->.KV

"浓度
.9

L

'

KV

#!

O

组注射同等剂量

的生理盐水!术后每天注射
.

次$于术后
@

%

,

%

=

周各取
(

只大鼠处死!取右侧腓肠肌观察!测定肌湿质量维持率%肌细胞横截面

积%肌肉蛋白总含量!检测运动终板!细胞凋亡等指标$结果
!

术后
@

%

,

%

=

周实验组的肌湿质量维持率%肌细胞截面积%肌肉蛋白

含量均明显高于对照组"

!

$

->-E

#$术后
=

周两组的运动终板平均灰度值和平均光密度值差异有统计学意义"

!

$

->-E

#$实验

组肌细胞凋亡率明显低于对照组!差异有统计学意义"

!

$

->-E

#$结论
!

靶肌肉局部注射
TV5.

&

能减轻失神经骨骼肌形态的改

变!对失神经骨骼肌和运动终板具有保护作用!能在短时间内有效延缓失神经支配骨骼肌萎缩$

关键词"白细胞介素
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&失神经支配&肌萎缩
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周围神经损伤后#其所支配的骨骼肌因失去神经的营养及

废用发生从生化到形态的改变#最终出现运动终板及肌肉的纤

维化#失去收缩功能#最终会导致不可逆的萎缩'目前国内外

学者曾用电刺激*被动活动*药物*感觉神经元植入和基因阻断

肌细胞凋亡等方法#对延缓和防治失神经肌萎缩进行了诸多研

究#取得了不同程度的成功'最近的研究表明#白细胞介素
.

&

$

TV5.

&

%对周围神经损伤后轴突再生具有促进作用#并有保护

脊髓运动神经元的作用(

.

)

'而
TV5.

&

是否能够防止和延缓失

神经肌肉的萎缩尚未见有文献报道'作者的实验采用大鼠坐

骨神经切断造成腓肠肌失神经支配模型#取得了较好的实验

结果'

A

!

材料与方法

A>A

!

材料
!

选用健康成年
<!

大鼠
)(

只#体质量
@--

L

左右#

雌雄不限$华中科技大学同济医学院实验动物中心提供%'重

组大鼠
TV5.

&

$英国
6"

'

8;$"I3S*

公司%&

d05&

"

d.

系列电子分

析天平$上海精密科学仪器有限公司%&

QWT0<5@---

型高清晰

度彩色医学图文分析系统$武汉千屏影像技术有限责任公司%&

@---

型
khZ5@---

型分光光度计$上海龙尼柯仪器有限

公司%'

A>B

!

方法

A>B>A

!

分组
!

将
)(

只大鼠随机分为两组#每组
.=

只#对照

组!靶肌肉注射生理盐水&实验组!靶肌肉注射
.9

L

"

KVTV5.

&

'

A>B>B

!

建立失神经支配腓肠肌模型
!

用
.A

异戊巴比妥钠

$

)-K

L

"

N

L

%行腹腔内麻醉成功后#右侧臀背部去毛#俯卧位固

定于手术台上#

.A

活力碘消毒右侧臀部及腿部#铺无菌巾#严

格无菌条件下手术'取纵切口#沿肌间隙分离肌肉#暴露坐骨

神经'于距梨状肌下缘约
=>-KK

处用锐刀片切断坐骨神经#

在手术显微镜下远断端结扎#近断端翻转约
.=-l

固定于附近的

臀肌肌膜上#仔细止血#逐层缝合切口#皮肤表面缝一小块纱

布#覆盖切口'

@)E

重庆医学
@-.@

年
@

月第
,.

卷第
(

期



A>B>C

!

实验方法
!

确定腓肠肌的位置#用微量注射器在肌腹

中央刺入皮肤#通过改变方向在
E

个不同的点进行肌内注射'

实验组注射
TV5.

&

$

.9

L

"

KV

%#每点注射
@-

#

V

#总注射量为
->.

KV

#术后按上述方法每天注射'对照组按上述方法注射同等

体积的生理盐水'术后腹腔注射青霉素
.(-

万单位"千克#连

续
)B

'每笼
E

!

(

只群养#同一饲养条件#笼底铺以锯末#自然

昼夜#温度
@E^

#自由饮水和饮食'

A>B>D

!

观察指标与方法

A>B>D>A

!

肌湿重维持率的测定
!

分别于术后
@

*

,

*

=

周#实验

组和对照组各取
(

只大鼠#用致死剂量的
.A

异戊巴比妥钠

$

)-K

L

"

N

L

%行腹腔麻醉#麻醉成功后#在手术显微镜下仔细分

离并将双侧腓肠肌股骨内外髁起点至跟骨结节止点完整取下#

迅速置分析天平上准确称取肌肉湿质量'右侧除以左侧得出

肌湿质量维持率'

A>B>D>B

!

骨骼肌细胞横截面积的测定
!

将上述右侧腓肠肌用

,A

的甲醛溶液浸泡'标本在中性甲醛液中浸泡
,=3

后#取腓

肠肌中段横切面及纵切面#石蜡包埋#切片#作
QS

染色#光镜

下观察纵横切面肌纤维形态#并采用图像分析仪测定骨骼肌细

胞的横截面积'每张切片中测量
.--

个肌细胞的截面积#计算

均数'

A>B>D>C

!

肌肉蛋白含量测定
!

用考马斯亮蓝法测定肌肉总蛋

白含量!用牛标准血清蛋白配制成
->.KV

中含蛋白质
.-

*

@-

*

,-

*

(-

*

=-

#

L

的一系列标准液#每管各加考马斯亮蓝试剂
)>-

KV

#于
ECE9K

波长比色#以光密度值为纵坐标#以蛋白质含量

为横坐标#绘制标准曲线'取各组组织块加入等渗盐水#用匀

浆仪制成
.--K

L

"

KV

肌肉匀浆#各取
->-EKV

#加入
)>-KV

考马斯亮蓝染液#静置
.-K19

后在分光光度计上于波长
ECE

9K

处比色'对照标准曲线求得蛋白总量'

A>B>D>D

!

运动终板的检测
!

于腓肠肌中段深部切取长
.-

KK

*直径
,KK

的长条肌肉#放入
.-A

甲醛溶液中
,^

固定
@

3

#经生理盐水洗涤等后续处理#组织在固定后置入
)-A

蔗糖

溶液过夜以防冰晶形成#然后恒冷箱
\@E^

切片法连续冷冻

切片'厚约
E

#

K

的组织切片可立即裱贴于涂有铬矾明胶粘

贴剂的载玻片上#在空气中干燥
)-K19

'切片行乙酰胆碱酯酶

及镀银染色检测运动终板'

A>B>D>E

!

检测骨骼肌细胞的凋亡率
!

将从腓肠肌中段深部切

取的长
.-KK

#直径
,KK

的长条肌肉石蜡块#纵切'采用

4h&SV

法检测肌细胞的凋亡率#利用图像分析系统在每张切

片上随机选取
.-

个视野#计数
.-

个视野的阳性细胞百分率#

取其平均数#计算肌细胞的凋亡率'

A>C

!

统计学处理
!

采用
<6<<.)>-

统计软件包进行数据分

析#实验数据用
Ea>

表示#两组结果比较采用
9

检验#

!

$

->-E

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B>A

!

大体观察及肌湿质量维持率
!

术后第
.

周#所有大鼠右

后肢活动不灵#均拖膝行走#后肢肌肉出现萎缩'第
@

周肌肉

较左侧明显萎缩#对照组
@

只大鼠足部出现溃疡'第
)

周足部

溃疡不愈合并加重#肌肉萎缩较第
@

周明显'第
,

周较第
)

周

无明显变化'术后
@

*

,

*

=

周取材#实验组腓肠肌饱满*有弹性*

光滑*色泽佳#但较正常稍差&而对照组腓肠肌明显萎缩*变薄*

色泽苍白'两组肌湿质量维持率相比差异有统计学意义$

!

$

->-E

%#见表
.

'

B>B

!

光镜下组织学观察及骨骼肌细胞横截面积
!

实验组较对

照组更接近于正常肌纤维#对照组肌束间结缔组织增生明显#

并且肌纤维断裂较明显'术后
@

*

,

*

=

周#实验组腓肠肌横截面

积明显大于对照组$

!

$

->-E

%#见表
@

*封
@

图
.

'

表
.

!!

两组不同时间肌湿质量维持率#

Ea>

%

A

$

组别
@

周
,

周
=

周

实验组
(->?Ea,>=? ,?>=Ea(>() @E>.,a)>(?

对照组
E)>((aE>() ),>))a?>?@ @.>@(a@>).

9 @>E.= )>(=C @>,=?

!

$

->-E

$

->-.

$

->-E

表
@

!!

两组肌细胞横截面积#

Ea>

%

#

K

@

$

组别
@

周
,

周
=

周

实验组
C.)>E,a)->), ??E>,)aEE>@- (=C>,.a)E>E)

对照组
??.>,(aEE>@E (,@>)(a@@>?C ()@>)(a),>,C

9 E>E@. E>,E= @>=@@

!

$

->-.

$

->-.

$

->-E

B>C

!

肌肉蛋白含量
!

术后
@

*

,

*

=

周#实验组腓肠肌蛋白含量

高于对照组$

!

$

->-E

%#见表
)

'

表
)

!!

两组不同时间骨骼肌蛋白含量#

Ea>

%

K

L

'

KV

$

组别
@

周
,

周
=

周

实验组
?=>@=a(>.- (,>(CaE>,@ E.>E=a,>?E

对照组
(,>)@aE>)? E,>(.a,>@@ ,E>ECa.>?.

9 ,>@-E )>EC@ )>)C-

!

$

->-.

$

->-.

$

->-.

B>D

!

运动终板染色
!

术后
@

*

,

周#实验组和对照组运动终板

形态*数量及分布与正常无明显差别'术后
=

周实验组终板体

积无明显变小#边缘仍清晰#乙酰胆碱酯酶染色较深'对照组

终板体积变小#边缘模糊#呈毛刺状#且终板乙酰胆碱酯酶染色

较浅'两组平均灰度值和平均光密度值比较#差异有统计学意

义$

!

$

->-E

%#见表
,

*封
@

图
@

'

表
,

!!

术后
=

周两组运动终板图像分析结果#

Ea>

$

组别
鼠数

$只%

平均灰度值

银染色
0I3"

染色

平均光密度值

银染色
0I3"

染色

实验组
( ,E>=)a,>E( =E>,@a)>=E ->?Ea->-, ->,=a->-)

对照组
( EC>C=a,>@C..@>??a(>=C ->(.a->-) ->)Ea->-)

9 E>E), =>,C@ (>,(E (>C@?

!

$

->-.

$

->-.

$

->-.

$

->-.

表
E

!!

不同时间两组肌细胞凋亡率#

Ea>

%

A

$

组别
@

周
,

周
=

周

实验组
..>.Ca.>C, @?>)?a@>)= EE>,?a@>()

对照组
@.>-.a@>,@ EE>.)a(>=) (.>,Ca,>.E

9 ?>?( C>)C @>-)

!

$

->-.

$

->-.

$

->-E

B>E

!

骨骼肌细胞的凋亡率
!

各组均可见少量肌纤维细胞被特

异性地标记上很强的绿色荧光#同时显示出核固缩等其他的凋

))E
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亡形态学特征'可见失神经支配的骨骼肌中存在细胞凋亡现

象'正常肌肉组织检测未见凋亡细胞'术后
@

*

,

*

=

周#对照组

肌细胞凋亡率高于实验组$

!

$

->-E

%#见表
E

*封
@

图
)

'

C

!

讨
!!

论

目前认为失神经肌萎缩的机制主要表现为以下几个方面!

$

.

%神经
5

肌肉接头处的变化及营养因子的代谢障碍&$

@

%进行

性肌纤维萎缩&$

)

%肌卫星细胞减少&$

,

%肌细胞的程序性死

亡---细胞凋亡&$

E

%废用因素'防止或延缓失神经肌肉萎缩

的发生#为神经的再生赢得时间#对于提高周围神经损伤的疗

效具有重要的意义#也受到了国内外学者的重视'但目前还没

有一种特效手段能治疗失神经肌萎缩'

炎症过程在骨骼肌损伤和修复过程中发挥重要的作

用(

@5)

)

#肌肉损伤可以引起炎症反应#在这个过程中首先是中性

粒细胞的浸润#接着巨噬细胞浸润'与此同时肌肉通过肌卫星

细胞激活增殖和肌肉的终极分化进行修复#再生'炎症反应是

一个具有众多细胞因子和调控因子参与且调控机制复杂的过

程&并且炎症反应是一个具有损伤与修复双重作用的过程'所

以可以通过调控使其发挥修复作用#减少损伤作用'

TV5.

&

是

炎症反应过程中重要的介质之一#它是一种具有多方面生物学

功能的细胞因子#能刺激细胞增殖*增生#促进其他细胞因子产

生及调节代谢的多种作用#一般认为它主要具有介导特异性的

免疫反应和调节免疫系统的功能'几乎各种有核细胞都能产

生
TV5.

&

#主要有单核巨噬细胞*淋巴细胞*成纤维细胞*中性粒

细胞等'最近的研究发现#

TV5.

&

能促进施万细胞分泌神经生

长因子$

9"8R"

L

8;J#$3H%I$;8

#

&Ud

%#在周围神经损伤后具有促

进轴突再生和保护脊髓运动神经元的作用(

,

)

'并且还有研究

表明
TV5.

&

对体外培养及在体脊神经节感觉神经元有保护

作用(

E

)

'

本实验结果表明
TV5.

&

对失神经后的肌肉萎缩及运动终

板的变性有显著的延缓作用'可能是通过如下途径起作用!

$

.

%

TV5.

&

抑制
&%

g

*

*%

@g通道电流#使细胞离子内流减少#缓

解细胞
&%

g

"

Q

@

_

潴留引起的细胞水肿和
*%

@g超载引起的细

胞破坏#从而起到直接的保护作用'$

@

%

TV5.

&

在局部通过激活

有丝分裂原激活蛋白$

W06

%酶信号途径和活化
&d5

%

O

而刺激

TV5(

的产生(

(

)

'目前的研究表明#骨骼肌是产生
TV5(

重要的

场所#尤其是在体育锻炼*炎症*血灌注量不足*失神经支配及

肌肉局部损伤时更为显著'研究发现#

TV5(

是一种重要的多

效能细胞因子#具有组织营养作用#并且可能参与组织损伤后

的修复*肌肉营养不良及失神经支配后肌肉的再生过程(

?

)

'

TV5.

&

在体内可能通过上述的两种途径使得
TV5(

产生量增加#

进而发挥其对失神经支配肌肉的再生作用#延缓了肌肉的萎

缩'$

)

%

TV5.

&

能促进施万细胞*成纤维母细胞等非神经细胞增

生分泌神经生长因子$

&Ud

%

(

=

)

#失神经支配的靶器官也产生

一定量的
&Ud

(

C

)

'

&Ud

能有效地减轻外周神经损伤后肌肉

的萎缩程度#并能促进其恢复(

.-5..

)

#其中
&45)

是神经生长因

子家族中的重要一员#

&45)K/&0

在骨骼肌*肝和肠等外周

组织有高水平的表达'

&45)

可阻止轴突和运动终板退变#调

节发育的神经肌肉突触的功能(

.@

)

'

作者对于肌肉内注射
TV5.

&

能延缓肌萎缩的实验研究表

明
TV5.

&

对失神经肌肉具有保护作用'

TV5.

&

作为炎症介质的

重要成员之一#对神经损伤后肌肉萎缩的延缓作用#为以后研

究炎症介质在周围神经损伤后的作用提供了实验依据'
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