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摘要　目的　探讨脱细胞异体神经移植物（ＡＮＡ）对坐骨神经损伤（ＳＮＩ）大鼠脊髓前角运动神经元的保护作用及其机制。方
法　将ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠随机分为正常组、模型组、ＡＮＡ桥接组（桥接组）和自体神经移植组（自转组），每组６只。切除右
侧坐骨神经１０ｍｍ制备ＳＮＩ大鼠模型。桥接组将ＡＮＡ桥接于损伤神经的两断端处，自转组将自体神经首尾翻转后桥接于两
断端处。应用紫外光吸收法测定正常神经与ＡＮＡ中ＤＮＡ含量，足迹试验测定各组大鼠坐骨神经功能指数（ＳＦＩ），计算胫前肌
湿重比率，ＨＥ染色观察各组大鼠脊髓前角运动神经元的形态结构，免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｌ４－６脊髓中 Ａｐａｆ－１、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和ＣｙｔＣ蛋白的表达。结果　所制备的ＡＮＡ中 ＤＮＡ含量低于正常神经（Ｐ＜００５）。与正常组相比，模
型组ＳＦＩ和胫前肌湿重比率降低（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，桥接组和自转组ＳＦＩ和胫前肌湿重比率均升高（Ｐ＜０００１，Ｐ＜
００５），且自转组高于桥接组（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１）。ＨＥ染色结果显示，正常组大鼠脊髓前角运动神经元结构完整，胞体边界
清晰；模型组神经元溶解坏死，胞体边界模糊；桥接组神经元溶解坏死减少，仍可见核移位现象；自转组神经元形态结构相对

完整，胞体边界清晰。与正常组相比，模型组Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达增加（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜
００５）。与模型组相比，桥接组和自转组 Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达减少（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００５，Ｐ＜００５，Ｐ＜
００５）；Ｂｃｌ２蛋白表达增加（Ｐ＜００５）。并且自转组Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达低于桥接组（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００５，
Ｐ＜００５，Ｐ＜００５）。结论　ＡＮＡ可通过改善 ＳＮＩ大鼠脊髓前角运动神经元的形态结构，增加脊髓中 Ｂｃｌ２蛋白表达，减少
Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达，对ＳＮＩ大鼠脊髓前角运动神经元发挥保护作用，其机制可能与 Ｂｃｌ２／ＣｙｔＣ／Ａｐａｆ１介
导的线粒体凋亡信号通路相关。
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　　周围神经损伤（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ，ＰＮＩ）是
临床常见的神经系统损伤性疾病之一［１］。目前临

床上修复长距离神经损伤最好的方法是自体神经移

植［２］，但存在二次创伤、供体选择受限、供区功能障

碍等缺点［３］。脱细胞异体神经移植物（ａｃｅｌｌｕｌａｒ　
ｎｅｒｖｅａｌｌｏｇｒａｆｔｓ，ＡＮＡ）保留了施万细胞的基底板层
结构，且具有较好的组织相容性和低免疫原性，在长

距离ＰＮＩ修复中具有良好的桥接性能［４］。然而其

作用机制尤其是在线粒体凋亡方面尚不明确。该研

究建立ＳＮＩ模型，制备 ＡＮＡ以桥接损伤的神经，通
过检测各组大鼠坐骨神经功能指数（ｓｃｉａｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｌｉｎｄｅｘ，ＳＦＩ）、胫前肌湿重比率以及观察脊髓前角
运动神经元的形态结构，阐明ＡＮＡ对ＳＮＩ大鼠脊髓
前角运动神经元的保护作用；通过检测脊髓中凋亡

蛋白酶活化因子１（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ
１，Ａｐａｆ１）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（ｃｙｓｔｅｉｎａｓ
ｐａｒａｔｅｐｒｏｔｅａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ３）、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂ
ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）和细胞色素Ｃ（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ，ＣｙｔＣ）蛋白的表达，探讨 ＡＮＡ发挥保护 ＳＮＩ大
鼠脊髓前角运动神经元的机制，以期为 ＡＮＡ修复
ＰＮＩ提供理论基础和实验支撑。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠３２只（购自
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北京华阜康科技有限公司），体质量（２００±２０）ｇ，动
物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８。实验动物
置于承德医学院实验动物中心实验室饲养，大鼠饲

养在温度为２２～２４℃，相对湿度为４０％ ～６０％的
舒适环境中，１２ｈ／１２ｈ光暗循环，自由摄食饮水，动
物实验内容经承德医学院实验动物伦理委员会批准

（批准号：ＣＤＭＵＬＡＣ２０２２１００５）。
１．１．２　主要试剂和仪器　兔抗 Ｂｃｌ２抗体、兔抗
Ｂａｘ抗体、兔抗Ｃａｓｐａｓｅ３抗体、兔抗Ａｐａｆ１抗体、兔
抗ＣｙｔＣ抗体、兔抗 βａｃｔｉｎ抗体、ＨＲＰ标记山羊抗
兔ＩｇＧ、花青素３标记的山羊抗兔ＩｇＧ抗体、ＦＩＴＣ标
记的山羊抗兔ＩｇＧ抗体，均购自美国Ａｂｃｌｏｎａｌ公司；
ＴｒｉｔｏｎＸ１００、脱氧胆酸钠购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＲＩ
ＰＡ组织细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、快速凝
胶试剂盒购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司。

ＥＣＬ化学发光底物试剂盒购自兰杰柯科技有限公
司。ＢＸ４３光学显微镜、荧光显微镜及图像采集分析
系统购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；电泳仪、转印仪购自美
国ＢｉｏＲａｄ公司；冰冻切片机购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司；Ｔａｎｏｎ全自动化学发光仪购自上海天能科技有
限公司。

１．２　方法
１．２．１　ＡＮＡ制备　参照文献［５］，随机选取８只大
鼠，采用２％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射法麻
醉大鼠。在无菌条件下，用显微剪切取双侧约 １５
ｍｍ长的坐骨神经，剥除覆于神经外膜上的脂肪组
织后将其置于蒸馏水中浸泡 １２ｈ，随后置于 ４％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００内消化１２ｈ，用蒸馏水清洗３ｈ进行脱
细胞处理，再使用３％脱氧胆酸钠溶液进行脱色处
理，摇床持续震荡１２ｈ并维持１００次／分的速度，重
复以上操作１次，蒸馏水清洗过夜，最后放置于含抗
生素的ＰＢＳ缓冲液（００１ｍｏｌ／Ｌ）中，于４℃下储存。
１．２．２　实验分组及处理　将２４只大鼠随机分为正
常组、模型组、ＡＮＡ桥接组（桥接组）、自体神经移植
组（自转组），每组６只。正常组不做任何处理。模
型组采用离断坐骨神经１０ｍｍ制备ＳＮＩ。桥接组皮
肤肌肉切开位置同模型组，切除１０ｍｍ坐骨神经，
将制备好的 ＡＮＡ使用显微缝合技术，吻合于断端
处。自转组切口位置同上，切除１０ｍｍ坐骨神经，
将其首尾翻转后吻合于断端处。

１．２．３　ＤＮＡ含量测定　将正常神经和制备的ＡＮＡ
用组织研磨仪充分研磨，根据ＤＮＡ含量提取试剂盒
的说明进行组织ＤＮＡ提取，超微量分光光度计测定
ＤＮＡ含量。

１．２．４　大鼠ＳＦＩ测定　自制长７０ｃｍ、宽１０ｃｍ、高
１２ｃｍ的纸箱跑道，底部放入一张白纸，大鼠两足均
匀沾满黑色墨水后放入跑道内，让大鼠通过跑道，以

双足留有清晰足印为宜。选取最为清晰的足印进行

测量，测量指标包括：患侧足趾宽度（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｔｏｅｓｐｒｅａｄ，ＥＴＳ）、正常足趾宽度（ｎｏｒｍａｌｔｏｅｓｐｒｅａｄ，
ＮＴＳ）、患侧足印长度（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｒｉｎｔｌｅｎｇｔｈ，
ＥＰＬ）、正常足印长度（ｎｏｒｍａｌｐｒｉｎｔｌｅｎｇｔｈ，ＮＰＬ）、患
侧中间三趾宽度 （ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙｔｏｅ
ｓｐｒｅａｄ，ＥＩＴ）、正常三趾宽度（ｎｏｒｍａｌｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙｔｏｅ
ｓｐｒｅａｄ，ＮＩＴ）。测量数值需精确到毫米，测量结束后
代入公式计算，公式为：ＳＦＩ＝１０９５×（ＥＴＳ－ＮＴＳ）／
ＮＴＳ－３８３×（ＥＰＬ－ＮＰＬ）／ＮＰＬ＋１３３×（ＥＩＴ－
ＮＩＴ）／ＮＩＴ－８８。ＳＦＩ值越小则坐骨神经功能越差：
０代表坐骨神经功能完全正常，－１００代表坐骨神经
功能完全损伤。

１．２．５　大鼠胫前肌湿重比率计算　使用２％戊巴
比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大鼠，生理盐水灌
注取材。取大鼠跟腱近止点至股骨内、外髁的胫前

肌，用电子分析天平称量患侧和健侧胫前肌质量。

根据公式：胫前肌湿重比率＝患侧胫前肌质量／健侧
胫前肌质量×１００％计算各组大鼠胫前肌湿重比率。
１．２．６　ＨＥ染色实验　每组取３只大鼠，将 Ｌ４－６节
段的脊髓置于多聚甲醛中固定后，ＯＣＴ包埋并制成
厚度约３０μｍ的切片，依次放入苏木精染液１８～２５
ｍｉｎ，分化液（１％盐酸乙醇溶液：７０％乙醇９９ｍｌ、盐
酸１ｍｌ配制而成）分化５ｓ，氢氧化胺水溶液３～５
ｍｉｎ，伊红染液１ｍｉｎ，水洗２ｍｉｎ，放入纯水中２０ｓ。
后续依次放入７５％乙醇溶液，８０％乙醇溶液，８５％
乙醇溶液，９５％乙醇溶液Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ，１００％乙醇溶液
Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ中进行脱水处理，每次２０ｓ。放入二甲苯
溶液Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ，每次２ｍｉｎ进行透明，中性树脂封片
后待其自然晾干即可置于显微镜下拍照观察。

１．２．７　免疫荧光实验　每组３只大鼠，取Ｌ４－６节段
脊髓进行冰冻切片，０２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００透膜处理２５
ｍｉｎ，放入００１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸 －枸橼酸钠抗原修复
液持续间断微波修复１０ｍｉｎ，用５％ＢＳＡ于３７℃恒
温水浴箱内封闭孵育 １ｈ，加入 Ａｐａｆ１抗体（１∶
１００）、Ｃａｓｐａｓｅ３抗体（１∶１００）、Ｂｃｌ２抗体（１∶
１００）、Ｂａｘ抗体（１∶１００）、ＣｙｔＣ抗体（１∶１００），放入
４℃冰箱孵育过夜。次日将切片取出复温后滴加
Ｃｙ３标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２００）、ＦＩＴＣ标记的山
羊抗兔ＩｇＧ（１∶２００），置于３７℃恒温水浴箱内孵育
１ｈ，防荧光淬灭剂进行封片，置于荧光显微镜下观
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察并采集图像。使用 ＩｍａｇｅＪ分析各组平均荧光强
度，每组重复３次。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　每组３只大鼠，取 Ｌ４－６
节段脊髓组织，使用裂解液裂解后提取蛋白，ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒测定每组蛋白浓度。在９５℃下使
用干式孵育器煮沸１０ｍｉｎ使蛋白充分变性，将蛋白
冷却后放入 －２０℃冰箱用于后续实验。取２０μｇ
的蛋白进行垂直电泳分离蛋白，将蛋白转至 ＰＶＤＦ
膜上，５％脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ后分别加入一抗
Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）、Ｂｃｌ２（１∶１０００）、Ｂａｘ（１∶
１０００）、ＣｙｔＣ（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶１００００），在４
℃下孵育过夜，次日取出加入ＨＲＰ标记的山羊抗兔
ＩｇＧ二抗（１∶８０００），常温摇床孵育１ｈ，加入适量
超敏发光液，成像。使用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件进行
蛋白条带的灰度值分析，以目的蛋白条带与对应内

参条带的灰度值之比作为目的蛋白的相对表达水

平。

１．３　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件进
行统计学分析，以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两组样
本间的比较采用独立样本 ｔ检验，多组样本的组间
比较采用单因素方差分析法。以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＮＡ与正常神经中 ＤＮＡ含量变化　与正常
神经相比，ＡＮＡ中的ＤＮＡ含量减少（Ｐ＜００５）。说
明制备的ＡＮＡ细胞脱除良好。见图１。

图１　正常神经与ＡＮＡ中ＤＮＡ含量

Ｆｉｇ．１　ＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｎｏｒｍａｌｎｅｒｖｅａｎｄＡＮＡ

　　ａ：ｎｏｒｍａｌｎｅｒｖｅ；ｂ：ＡＮＡ；Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌｎｅｒｖｅｓ．

２．２　ＡＮＡ对大鼠ＳＦＩ值的影响　各组大鼠 ＳＦＩ值
见图２。与正常组相比，模型组 ＳＦＩ值降低（Ｐ＜
０００１）；与模型组比较，桥接组、自转组 ＳＦＩ值均升

高（Ｐ＜０００１）；与桥接组比较，自转组 ＳＦＩ值升高
（Ｐ＜０００１）。说明ＡＮＡ可提高大鼠ＳＦＩ值。

图２　各组大鼠ＳＦＩ比较

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＦＩｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　ａ：ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｂｒｉｄｇｅｇｒｏｕｐ；ｄ：ａｕｔｏｇｒａｆｔ

ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；
＆＆＆Ｐ＜０００１ｖｓｂｒｉｄｇｅｇｒｏｕｐ．

２．３　ＡＮＡ对大鼠胫前肌湿重比率的影响　正常
组、模型组、桥接组和自转组胫前肌湿重比率见图

３。与正常组比较，模型组大鼠胫前肌湿重比率降低
（Ｐ＜０００１）；与模型组比较，桥接组与自转组大鼠
胫前肌湿重比率升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１），自转组
大鼠胫前肌湿重比高于桥接组（Ｐ＜００１）。说明
ＡＮＡ可增加大鼠胫前肌湿重比率。

图３　各组大鼠胫前肌湿重比率

Ｆｉｇ．３　Ｗｅｔｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆａｎｔｅｒｉｏｒｔｉｂｉａｌｍｕｓｃｌｅ

ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　ａ：ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｂｒｉｄｇｅｇｒｏｕｐ；ｄ：ａｕｔｏｇｒａｆｔ

ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；＆＆Ｐ＜００１ｖｓｂｒｉｄｇｅｇｒｏｕｐ．
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图４　各组大鼠脊髓ＨＥ染色结果 ×４００

Ｆｉｇ．４　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×４００

ａ：ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｂｒｉｄｇｅｇｒｏｕｐ；ｄ：ａｕｔｏｇｒａｆｔｇｒｏｕｐ．

２．４　ＡＮＡ可改善大鼠脊髓前角运行神经元的形态
结构　ＨＥ染色结果显示：正常组大鼠脊髓前角运
动神经元细胞结构完整，细胞排列整齐，胞体边界清

楚，染色均匀；模型组脊髓前角运动神经元胞体边界

不清楚，细胞核碎裂，出现细胞溶解、坏死，细胞排列

紊乱；桥接组脊髓前角运动神经元细胞溶解坏死明

显减少，细胞边界比较清楚，染色均匀；自转组脊髓

前角运动胞体相对边界清楚，染色较均匀，细胞结构

相对完整。说明 ＡＮＡ可改善大鼠脊髓前角运行神
经元的形态结构。见图４。
２．５　免疫荧光染色法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测脊髓
中 Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白的表
达情况　免疫荧光染色后大鼠脊髓中的 Ａｐａｆ１、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２蛋白被标记为绿色，Ｂａｘ和ＣｙｔＣ蛋
白被标记为红色；结果显示，阳性产物主要位于脊髓

前角运动神经元的细胞核。进一步荧光定量分析结

果显示：与正常组比较，模型组大鼠脊髓中 Ａｐａｆ１、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达增高（Ｐ＜０００１），
Ｂｃｌ２蛋白表达降低（Ｐ＜０００１）；与模型组比较，桥
接组与自转组大鼠脊髓中 Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、
ＣｙｔＣ蛋白表达减少（Ｐ＜０００１），Ｂｃｌ２蛋白表达增
加（Ｐ＜０００１）；与桥接组比较，自转组大鼠脊髓中
Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达量减少（Ｐ＜
０００１），Ｂｃｌ２蛋白表达增加（Ｐ＜０００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示：与正常组比较，模型组大鼠脊髓
中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达增高（Ｐ＜００１，Ｐ
＜００１，Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２蛋白表达差异无统计学意

义；与模型组比较，桥接组与自转组大鼠脊髓中

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达减少（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ
２蛋白表达增加（Ｐ＜００５）；与桥接组比较，自转组
大鼠脊髓中 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达量减少
（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２蛋白表达差异无统计学意义。见
图５、６。

３　讨论

　　ＳＮＩ后远端神经纤维发生 Ｗａｌｌｅｒｉａｎ变性，轴突
和髓鞘碎裂、崩解，轴突与其神经元胞体断开连接，

轴浆运输受到阻碍，使得神经元胞体的功能状态发

生变化，继而引起神经元的坏死或者凋亡［６－７］。课

题组前期研究［５，８－９］已经证明，ＡＮＡ可通过促进神
经营养因子的表达，改善脊髓神经元中尼氏体的形

态以及增加其数量等方式有效促进 ＳＮＩ的修复，可
作为长距离神经损伤中良好的桥接支架。Ｓｍａｉｌｅｔ
ａｌ［１０］研究发现，ＡＮＡ搭载骨桥蛋白可以促进巨噬细
胞的极化，从而减少促炎细胞因子的分泌，增强轴突

生长，以促进损伤神经的修复。本研究应用紫外光

吸收法检测 ＡＮＡ的 ＤＮＡ含量，结果显示，ＡＮＡ中
的ＤＮＡ含量显著低于正常神经，说明制备的 ＡＮＡ
脱细胞效果良好，引发组织间排异反应低或者无，因

而具有较好的组织相容性和较低的免疫原性，是后

续实验研究良好的桥接物。

　　ＰＮＩ后会导致神经元变性凋亡，神经元轴突与
远端靶器官失去连接，由于神经再生缓慢，肌肉长时

间失神经支配，导致肌肉萎缩，神经运动功能障碍，
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图５　各组大鼠脊髓Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白免疫荧光图 ×４００

Ｆｉｇ．５　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆＣｙｔＣ，Ｂａｘ，Ｂｃｌ２，Ｃａｓｐａｓｅ３，ａｎｄＡｐａｆ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×４００
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０００１ｖｓｂｒｉｄｇｅｇｒｏｕｐ．

行为异常，如钩状足或足下垂。胫前肌湿重比率用

来检测胫前肌萎缩情况，其值越低，代表萎缩越明

显。Ｈｏｎｇｅｔａｌ［１１］研究发现ＳＮＩ大鼠给予ＦＫ５０６治
疗后大鼠肌肉重量增加，坐骨神经功能得到恢复。

ＳＦＩ可作为判断坐骨神经损伤运动功能恢复情况的
指标。本研究结果显示，桥接组大鼠胫前肌湿重比

率和ＳＦＩ显著高于模型组，说明在 ＡＮＡ建立的通道
下，损伤神经得以再生，远端胫前肌重新建立起神经
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图６　各组大鼠脊髓Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表达

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｙｔＣ，Ｂａｘ，Ｂｃｌ２，ａｎｄＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓｂｒｉｄｇｅｇｒｏｕｐ．

支配，因此大鼠的运动功能得到恢复。ＳＮＩ后，近端
神经元因缺乏营养支持而发生凋亡或者死亡，阻碍

神经再生的进程。Ｇｕｅｔａｌ［１２］研究发现神经损伤后
脊髓前角运动神经元数量减少，尼氏体变小甚至溶

解，髓鞘神经纤维排列疏松。李安特 等［５］研究发现

ＳＮＩ后脊神经节中尼氏体溶解，排列紊乱，神经元胞
核移位，数量减少，ＡＮＡ组脊神经节中尼氏体有所
改善，尼氏体数量增加，形态相对完整，表明ＡＮＡ可
改善脊神经节中尼氏体形态。本研究通过 ＨＥ染色
观察脊髓前角运动神经元的形态，结果显示桥接组

脊髓前角运动神经元形态完整，细胞边界相对清楚，

这可能因为一方面 ＡＮＡ搭建了损伤神经与近端神
经元间的连接，使得神经再生得以实现；另一方面，

ＡＮＡ为神经修复提供了良好的微环境，使神经营养
因子等能够运输到神经元胞体，从而使神经元的形

态结构得到改善。

　　细胞凋亡在各种疾病发生发展中有着重要作
用，主要分为线粒体凋亡、内质网凋亡和死亡受体三

种通路，其中线粒体凋亡通路是哺乳动物常见的凋

亡方式。在线粒体凋亡中 Ｂｃｌ２家族是其中重要的
一类蛋白，主要包括促凋亡蛋白和抑制凋亡蛋白两

种类型［１３］。正常状态下，促凋亡蛋白和抑制凋亡蛋

白维持平衡，保障正常的生理功能［１４］。但在病理条

件下，抑制凋亡蛋白和促凋亡蛋白蛋白在线粒体上

形成离子通道，改变了线粒体的通透性，从而导致线

粒体内促凋亡蛋白ＣｙｔＣ的释放，ＣｙｔＣ释放到细胞
质中与Ａｐａｆ１等凋亡因子组成凋亡小体，引起下游

Ｃａｓｐａｓｅ级联激活反应，最终引起细胞凋亡［１５－１６］。

Ｘｕｅｔａｌ［１７］研究发现重复磁刺激可使ＤＲＧ神经元中
Ｂａｘ蛋白表达降低，Ｂｃｌ２蛋白表达增加，减少神经
元的凋亡，加速神经的再生。谭慧敏 等［１８］证明栀

子苷可通过降低脑缺血再灌注损伤大鼠神经元中

Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白的表达来抑制神经元凋亡，减轻组
织损伤程度。本研究免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示，模型组的Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白表
达明显升高，表明 ＳＮＩ后脊髓前角运动神经元发生
了凋亡。桥接组 Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ蛋白
表达明显下降，Ｂｃｌ２蛋白表达明显升高，提示桥接
组脊髓前角运动神经元凋亡得到缓解。说明在

ＡＮＡ搭建的有效再生通道下，轴浆流动得以维持，
为近端神经元的存活提供了营养支持，为神经的再

生修复提供了保证。

　　综上所述，ＳＮＩ大鼠在给予 ＡＮＡ桥接后，胫前
肌湿重比、ＳＦＩ以及脊髓前角运动神经元的形态结
构得到了改善，促凋亡蛋白 Ａｐａｆ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、
ＣｙｔＣ表达减少，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２增加。ＡＮＡ对
ＳＮＩ大鼠脊髓运动神经元发挥了保护作用，其机制
可能与Ｂｃｌ２／ＣｙｔＣ／Ａｐａｆ１介导的线粒体凋亡通路
相关，即ＡＮＡ可通过 Ｂｃｌ２／ＣｙｔＣ／Ａｐａｆ１信号通路
保护ＳＮＩ大鼠脊髓运动神经元。
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