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HGK

%后脊髓组织中肿瘤坏死因子
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分别采用酶联免疫吸附试验"
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蛋白水

平!其效果接近于
C>

!且在抑制
MNO/

&
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HGK

在我国也属于高发疾病#

具有较高的致残率和病死率'

HGK

的损伤机制包括各种致伤

因素造成的原发性损伤#以及随之而来的继发性损伤'继发性

损伤可以破坏中枢神经系统!
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"的

血脑屏障#导致脊髓组织出血&水肿#免疫细胞和抗体可以通过

受损的血脑屏障侵入
GNH

#损伤局部而引起剧烈的免疫炎性

反应'炎性反应是促使脊髓神经细胞发生变性坏死的重要环

节#而介导炎性反应发生和发展的是一些重要的细胞因子#其

中肿瘤坏死因子
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中的作用逐渐受到重视'
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&

不仅可以对脊髓组织造成直接损害#还可以启动和上

调多种炎症介质及细胞因子#诱发炎性反应的级联放大效应#

进一步加重继发性损伤*
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'近年来有研究发现#刺激外周迷走

神经能够显著和快速地抑制
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的释放#减轻全身及局部

的炎性反应#从而提出了胆碱能抗炎通路 !
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基础上#观察和比较电刺激迷走神经及甲基泼尼松龙!
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的影响

作用#为治疗
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提供新的思路'
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方法
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HGK

模型制作
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的戊巴比妥钠耳缘静

脉注射麻醉#剂量约
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"'常规备皮&消
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肋"#分离并显露
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棘突#小心咬除
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棘突及椎板#显露相应节段脊髓组织#注意不伤及硬膜囊'采

用改良
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打击法建立兔
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模型#用造模器自带夹持器扣

住
M

!!

和
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棘突#以固定脊柱#使用自制的打击装置打击致伤

脊髓组织#硬脊膜完好无破损'新西兰兔双后肢成软瘫#刺激

无反应后#逐层关闭切口'伤口撒以抗生素'
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实验过程及样本采集
!
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组仅行椎板切除#

不损伤脊髓#仅暴露双侧迷走神经#无其他特殊处理,!
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组采用改良
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打击法建立
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模型,!
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组对
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模

型先行双侧迷走神经暴露并予以切断#
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后即刻采用电刺激

治疗仪!
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组对
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模型即刻予以右侧迷
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各个时间点各处死
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只新西兰兔并取材'取材

时以伤段为中心取邻近两端的脊髓组织#长约
!)3DQ

#称质量

后均分为两部分#一部分进行酶联免疫吸附试验!

S_KHI

"法检

测
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&

水平#另一部分进行
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QJNI

测定'所取脊髓

组织均迅速浸入液氮
3Q'-

后转移到
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冰箱保存备用'
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逆转录
>GJ

!

JM/>GJ

"检测
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QJNI

表达
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取
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保存的脊髓组织标本#严格按照
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说明书提取

脊髓组织总
JNI

'提取的总
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经高精度分光光度计!
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#美国"检测合格后进行逆转录实验'按照逆

转录试剂盒 !
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#立陶宛"说明书完成实验并保

留
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#在进行
>GJ

实验之前根据
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浓度将
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稀释

成一致水平'应用
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设计
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引物#由上海

博亚公司合成'兔
MNO/

&

引物序列上游
3n/MGMMGMPGG

MPGMPG IGM MG/*n

#下游
3n/GMM PGP PPM MMPGMI

GMIGP/*n

,兔三磷酸甘油醛脱氢酶!

PI>L5

"引物序列为上

游
3n/IPIPGIGGIPIPPIPPIGPI/*n

#下游
3n/MPP

PIMPPIIIGMPMPIIPIPP/*n
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的步骤和条

件按试剂盒!
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#北京"及定量
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分析软
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蛋白表达
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取
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保存的脊髓

组织于冰上解冻#以每克组织加入
!Q_

裂解液冰浴超声匀

浆#匀浆后低温离心#取提取的上清液及不同浓度的标准品各

孔
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#按照
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试剂盒!
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国"说明书操作#用酶标仪!
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测定光密度!
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"值'
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表达的
49,;9:- F̂&;

测定
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取出液氮中冻存

的标本#将组织块剪碎#加入冰预冷的细胞裂解液进行匀浆#
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离心
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#取上清液#采用蛋白质定量试剂
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"法测定蛋白浓度'配制
!(U

分离胶和
3U

浓缩胶#上

样#十二烷基硫酸钠
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聚丙烯酰胺凝胶!

HLH/>IPS

"电泳'根

据蛋白
CE:Z9:

的位置切胶#将聚偏二氯乙烯!

>eLO

"膜和滤

纸剪成与需印迹凝胶相似的小块'随后#先将
>eLO

膜在甲

醇中浸泡约
*(,

#再在转移缓冲液中浸泡
!(Q'-

#后与滤纸&凝

胶一起放入电转移缓冲液中'按夹心法依次将滤纸&凝胶&

>eLO

膜&滤纸叠放于转膜板上夹紧#插入电泳槽中#倒入转膜

缓冲液#

!((QI

稳流电转移
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,取出
>eLO

膜#去离子水

洗涤#将
>eLO

膜浸入含
3U

脱脂奶粉的封闭液中#置摇床上

缓慢摇动#室温封闭
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,取出已封闭的
>eLO

膜#浸于
M̂ HM

缓冲液中#于摇床上缓慢洗涤
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'然后#加入一抗#
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孵

育过夜,弃去一抗#

M̂ HM

缓冲液漂洗
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遍#每次
!3Q'-

,加入

二抗#于室温摇床上孵育
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,弃去二抗#
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缓冲液漂洗
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遍#每次
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,电化学发光!
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"发光液发光'凝胶成像系

统采集及分析!
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统计学处理
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软件处理#计量资料用
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表示#组间比较采用
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检验,计数资料用率表示#组间采用
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2 检验,不同时间点各组样本间采用单因素
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分析#检

验水准
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#以
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为差异有统计学意义'
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结
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果
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的
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检测结果
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少量表达#
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&

的蛋白水平均受到不同程度的抑制#差异均有统

计学意义!

!

%

()(!

",

C>

组和
HMC

组相比#于伤后
0B

和
21

B

的
MNO/

&

蛋白水平差异有统计学意义!

!

%

()(!

",

HMC\

C>

组伤后
!

&

1

&

0

&

!2

&

21B3

个时间点
MNO/

&

蛋白水平均低

于
C>

组和
HMC

组!

!

%

()(!

",

H5IC

组术后
MNO/

&

蛋白水

平低#与其他组比较差异有统计学意义!

!

%

()(!

"#见图
!

&

表
!

'

图
!

!!

各组脊髓组织中
MNO/

&

蛋白水平

表
!

!!

各组
MNO/

&

蛋白水平的变化#

FmB

(

RA

'

Q_

$

组别
&

术后
!B

术后
1B

术后
0B

术后
!2B

术后
21B

HGK

组
23 0.1)2"m3.)#* !!21)(#m#*)2( !*"()("m.()31 !3"0)3!m0*)#2 !*2.)*3m#.)20

HMC

组
23 1*1)!.m*1)20

E

#**)*1m1.)*3

E

"01)23m3#).1

E

!!!.)*.m30)"*

E

!(.0)33m#!)0#

E

23(2
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2(!#

年
3

月第
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续表
!

!!

各组
MNO/

&

蛋白水平的变化#

FmB,

(

RA

'

Q_

$

组别
&

术后
!B

术后
1B

术后
0B

术后
!2B

术后
21B

C>

组
23 13")*2m*!)3"

E

#(*)3*m*")*(

E

02.)1!m11).(

E?

!(.#)!1m#3).#

E

"(*).#m#*)"!

E?

HMC\C>

组
23 *(#)#3m*2)21

E?D

1.0).*m*.)2#

E?D

.!3)0*m12)12

E?D

002)#*m31)"*

E?D

02.)!#m32)3.

E?

H5IC

组
23 1!).1m1)"1

E?D%

1!)03m1)1.

E?D%

1!)1!m3)20

E?D%

12)*3m1)#2

E?D%

1!)0!m1)0.

E?D%

- *1#)03 1(.)!3 3(!).1 13*)!1 *01)(0

!

%

()(!

%

()(!

%

()(!

%

()(!

%

()(!

!!

E

(

!

%

()(!

#与
HGK

组比较,

?

(

!

%

()(!

#与
HMC

组比较,

D

(

!

%

()(!

#与
C>

组比较,

%

(

!

%

()(!

#与
HMC\C>

组比较'

")"

!

各组脊髓组织中
MNO/

&

的
49,;9:-?F&;

检测结果
!

H5IC

组脊髓组织中
MNO/

&

仅有少量表达#

HGK

后
21B

时脊

髓组织中
MNO/

&

的表达明显升高#经迷走神经刺激或!和"

C>

冲击治疗#脊髓组织中的
MNO/

&

的表达均有下降#见图
2

'

图
2

!!

HGK

后
21B

时
MNO/

&

的表达情况

")#

!

脊髓组织中
MNO/

&

QJNI

的变化
!

HGK

后#

MNO/

&

QJ/

NI

水平在
!B

内迅速达到高峰#然后逐步下降,

HMC

组和

HGK

组相比#各个时间点的
MNO/

&

QJNI

水平均差异无统计

学意义!

!

(

()(3

",与
HGK

组和
HMC

组相比较#

C>

组和

HMC\C>

组的
MNO/

&

QJNI

水平下降明显#各个时间点的

差异均有统计学意义!

!

%

()(3

",

C>

组和
HMC\C>

组相比#

于术后各时间点的
MNO/

&

QJNI

水平差异无统计学意义

!

!

(

()(3

",

H5IC

组术后
MNO/

&

QJNI

水平低#与其他组比

较差异有统计学意义!

!

%

()(!

"#见图
*

&表
2

'

图
*

!!

各组脊髓组织中
MNO/

&

QJNI

水平

表
2

!!

各组
MNO/

&

QJNI

水平的变化#

FmB

$

组别
&

术后
!B

术后
1B

术后
0B

术后
!2B

术后
21B

HGK

组
23 ()"**m()(3* ()"!2m()(#1 ()0#.m()(#0 ()0!"m()(#. ()..3m()(#"

HMC

组
23 ()"2.m()(3! ()001m()(30 ()0"2m()(31 ()0((m()(3. ().3"m()(30

C>

组
23 ()#3"m()(.!

E?

()#!(m()(#.

E?

()312m()(#2

E?

()3("m()(31

E?

()11"m()(3.

E?

HMC\C>

组
23 ()#*3m()(3.

E?

()#*2m()(32

E?

()32!m()(1"

E?

()103m()(1(

E?

()1#3m()(*0

E?

H5IC

组
23 ()!*.m()(2!3

E?D%

()!12m()(221

E?D%

()!11m()(!"2

E?D%

()!1(m()(2("

E?D%

()!12m()(2!*

E?D%

- !01)#0 !3#)"" !#1)(* !#3)!3 !20)!2

!

%

()(!

%

()(!

%

()(!

%

()(!

%

()(!

!!

E

(

!

%

()(!

#与
HGK

组比较,

?

(

!

%

()(!

#与
HMC

组比较,

D

(

!

%

()(!

#与
C>

组比较,

%

(

!

%

()(!

#与
HMC\C>

组比较'

#

!

讨
!!

论

!!

HGK

的病理生理过程包括原发性损伤和继发性损伤两个

阶段#原发性机械损伤是不可逆的#而继发性
HGK

是一个可以

在细胞和分子水平主动调节的过程#具有可逆性而且可以被控

制*

2

+

'多种细胞因子在
HGK

后早期即可明显上调#诱导和参与

损伤局部的炎性反应#在继发性损伤的病理过程中起着重要作

用*

!

+

#其中
MNO/

&

是起关键作用的一组细胞因子*

#

+

'有研究

发现#在
HGK

后
!B

损伤部位的
MNO/

&

QJNI

水平和蛋白水

平均有显著增加#在伤后
!

%

0B

内
MNO/

&

的蛋白水平达到最

高峰#伤后
21B

仍显著高于对照组,此外#

HGK

后
MNO/

&

通过

血脑屏障的转运也明显增加*

!

#

.

+

'作为
HGK

后早期出现上调

的细胞因子#

MNO/

&

可以激活一系列的蛋白#如蛋白激酶
G

&磷

脂酶
I2

等#加重继发性
HGK

的程度*

!

#

0

+

'因此#通过抑制

MNO/

&

的表达#可以减轻损伤后脊髓组织中过度的炎症级联

反应#发挥抗炎作用#可保护脊髓组织和促进受损脊髓功能

恢复*

0

+

'

C>

被用于治疗
HGK

已经有
1(

多年历史#目前大剂量
C>

是美国急性
HGK

的标准治疗方法#已经成为规范治疗的一部

分*

"

+

'

C>

的抗炎机制是先激活胞质中糖皮质激素受体#形成

复合物进入胞核#阻止基因调控蛋白核因子
-

^

!

NO/

-

^

"与

MNO/

&

基因启动子部位
-

^

点结合#抑制
MNO/

&

的基因转录和

MNO/

&

QJNI

的翻译#阻止
MNO/

&

合成表达#从而减轻
HGK

后的炎性反应*

0

+

'但也有学者认为
C>

并不能明显改善
HGK

患者的预后*

!(

+

'

近几年发现#免疫炎性反应还可以通过另外一条通路即

GI>

来进行调节#该通路通过迷走神经能够显著&快速地抑制

巨噬细胞
MNO/

&

的释放#参与和调节外周炎性反应*

*

#

!!

+

'

4E-

A

等*

!!

+发现#

GI>

是通过迷走神经的主要递质乙酰胆碱

*3(2
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!

IDB

"与巨噬细胞上的特异性受体
E.-IGBJ

相结合#从而抑

制
MNO/

&

的释放'有国外学者相继发现#不仅巨噬细胞上存

在有
&

.-IGBJ

#在神经系统中#神经元及不同的神经胶质细胞

中同样有
&

.-IGBJ

的表达*

!2

+

#提示这些神经系统细胞也有可

能成为胆碱能抗炎作用的靶标*

!*

+

'

L&@

A

9FE,

等*

!1

+通过研究

证明在
GNH

中确实存在有通过激活
E.-IDBJ

而诱导的
GI>

#

这为控制
HGK

后的继发性炎性反应提供了一个新的思路和

方向'

目前已经证明了通过电刺激迷走神经可以促进释放大量

乙酰胆碱#进而激活
GI>

#抑制
MNO/

&

等促炎性因子的上调#

减轻全身炎性反应'因此#本研究建立兔
HGK

模型#采用刺激

迷走神经的方法来调节
HGK

后的继发性炎性反应'结果显示#

迷走神经剌激能够降低
HGK

后脊髓组织内的促炎因子
MNO/

&

的水平#与经典药物
C>

的作用基本相当'其调节机制可能与

外周炎性反应的调节机制相类似#

GNH

的小胶质细胞和星形

胶质细胞等参与炎性反应的细胞通过自分泌&旁分泌或内分泌

的方式接受循环血液及组织液中神经递质
IDB

的调控#激活

其表面的
&

.-IGBJ

#抑制促炎因子
MNO/

&

的产生#从而实现

其免疫抑制功能'实验中还发现#刺激迷走神经只能减少
HGK

部位的
MNO/

&

的蛋白水平#对
MNO/

&

QJNI

没有抑制作用#

这与
&̂:&8'Z&8E

等*

*

+的研究结果相一致#表明
IGB

的抗炎靶

点是作用于蛋白#而非转录水平'实验结果显示#在刺激迷走

神经的同时结合使用
C>

#可以进一步降低损伤部位的
MNO/

&

的表达水平#表明两种方法具有协同作用#可能的机制是由于

二者的抗炎靶点不同#不存在竞争性抑制'

C>

的作用靶点是

抑制
MNO/

&

的基因转录和翻译*

0

+

#当
MNO/

&

QJNI

转录已经

开始进行#

C>

则不能抑制
MNO/

&

的表达#而激活
GI>

可以对

MNO/

&

的转录后水平发挥抑制作用*

*

+

#从而实现持续性免疫

调节过程'

综上所述#

HGK

后脊髓组织中的
MNO/

&

表达水平快速&显

著升高#加剧了继发性
HGK

'而刺激迷走神经能够通过
GI>

抑制损伤后脊髓组织中的
MNO/

&

的合成及分泌#发挥有效的

抗炎和脊髓保护作用#同时可以辅助或部分替代
C>

#以避免

或减少
C>

的毒副作用#对继发性
HGK

的治疗具有非常重要的

意义'
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