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·短篇论著·

大鼠坐骨神经损伤后不同部位注射鼠神经生长因子对
脊髓运动神经元的保护

孙鸿安1 张冬艳1 郝永红1 李 阔1 林巧茂1 徐文玉1 穆德兴1

目前随着社会生产的发展，周围神经损伤的临床病例越

来越多[1]，但目前临床药物治疗的手段仍很单一，近年来仅鼠

神经生长因子（nerve growth factor,NGF）得到商用并广泛应

用于临床治疗周围神经损伤，且获得很好的疗效，它也是首

个被发现，研究最清楚的一个神经营养因子，其具有神经营

养与促进神经突触再生的作用，对神经细胞的生长发育与再

次分化发挥重要调节作用，是参与损伤神经再生和修复的重

要物质[2—3]，本研究以大鼠坐骨神经离断后再吻合创造损伤

模型，研究大鼠躯体不同部位肌注NGF对脊髓组织运动神

经元的保护和周围神经损伤再生修复的作用,为临床上NGF

治疗外周神经损伤寻找更好疗效的注射办法。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选取健康9—10周龄、体重250—300g的清洁级SD雄性

大鼠120只，北京维通利华公司提供。随机分为4组：离断吻

合后臀部吻合处注射盐水组（A组，n=30），离断吻合后左上

肢肌肉注射NGF组（B组，n=30），离断吻合后右下肢肌肉注

射NGF组（C组，n=30），离断吻合后臀部吻合处注射NGF组

（D组，n=30），各组吻合术后统一饲养 5d后随机处死 15只，

21d后处死剩余15只。

1.2 实验方法

1.2.1 建立周围神经损伤模型：10%的水合氯醛（3ml/kg）腹

腔注射麻醉，成功暴露右侧坐骨神经后，距梨状肌下孔约

0.5cm处切断坐骨神经，以 10—0医用尼龙缝合线行神经外

膜端-端吻合，每端4针，针距夹角90°，手术步骤均在手术显

微镜下完成，给予适量抗生素预防术区感染，分笼喂养。

1.2.2 药物干预：术后鼠神经因子（采用武汉海特生物制药

股份有限公司生产商品名金路捷mNGF 20ug生物活性不低

于 9000AU）即按 30μg/kg/d mNGF 分别给予左上肢肱二头

肌、右下肢股二头肌及臀部吻合处注射，盐水组臀部吻合处

每日肌注等量生理盐水。

1.2.3 标本采集固定：各组在吻合术后5d处死，方法为10%

的水合氯醛（3ml/kg）腹腔麻醉后，处死动物开胸暴露心脏，

37℃含镧离子的生理盐水行主动脉灌注后，沿坐骨神经逆行

追踪暴露并取出与之相连的L4—6节段脊髓（以L5为中心）

1cm；饲养21d后麻醉后处死动物，用钝粗针头经心尖部入主

动脉后，剪开右心耳放血，快速注入温生理盐水200ml，待流

出血液变清亮后，快速注入含 4%多聚甲醛的 PBS 固定液

200ml，再以 200ml相同固定液维持滴注约 1h后取材。暴露

右侧近段坐骨神经，取出以吻合口为中心，长约 1cm的神经

段。沿坐骨神经逆行追踪暴露并取出与之相连的L4—6节

段脊髓（以L5为中心）1cm。标本浸泡于上述固定液24h。

1.2.4 Ca2+浓度测定：37℃含镧离子的生理盐水行主动脉灌

注后，取出脊髓段，置入 37℃溶液温育 20min。置 70—80℃
烤箱烘干72h至恒重，称量后加入浓硝酸和高氯酸各1ml，常

温消化，48h置于80—100℃烤箱，蒸发12h。再放入石棉炉，

使样本无机化，稀释离心，取上清液，用原子吸收分光光度计

测血钙浓度。Ca2+离子质量浓度(μmol/L)=测定液Ca2+离子浓

度/样品烘干后的质量×稀释倍数。

1.2.5 TUNEL检测：采用原位细胞凋亡（TUNEL）检测试剂

盒（武汉博士德生物科技公司）进行检测，实验方法严格按照

说明书进行。统计各组脊髓切片TUNEL检测凋亡细胞，计

算阳性数。

1.2.6 神经纤维镀银染色：采用改良Glees法行神经组织镀

银染色，观察神经吻合口处神经纤维的生长形态。

1.3 数据采集及统计学分析

Hpias-1000彩色病理分析系统下每种检测至少选两张

切片，每张切片取2个（×100）或3个（×200）不重叠视野进行

观察，测量照片至少每组需 30张以上。用SPSS11.5软件进

行统计学分析，所有数据以均数±标准差表示。各组均数两

两比较用 t检验。

2 结果

2.1 大鼠术后表现

术后 4 组过半数的大鼠双后肢出现不同程度水肿、自
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食、糜烂等表现，而C、D组大鼠出现上述症状的时间较晚、程

度较低，出现者也能较早的恢复。B、C、D组大鼠在3周左右

双后肢的运动功能都有不同程度的恢复，D组则在2周左右

就有恢复且较其余组早，A组运动功能恢复最差。

2.2 大鼠脊髓运动神经元HE染色

光镜下，各组运动神经元均出现细胞核偏位，尼氏小体

浓缩、减少，细胞数目减少，B、C、D组组间细胞数目差异有

显著性意义，D组与A、B、C组相比，残存运动神经元细胞数

目较其他组数目最多。（表1）

2.3 Ca2+浓度测定

Ca2+在脊髓神经元凋亡中细胞内Ca2+释放与钙超载是造

成神经元损害的重要因素。术后5d时取L5为中心1cm脊髓

节段使用原子吸收光谱分析仪做Ca2+浓度测定，按照Ca2+离

子质量浓度(μmol/g)=测定液Ca2+离子浓度/样品烘干后的质

量×稀释倍数计算公式，D组Ca2+离子质量浓度数值低于B、

C、A组，t（8.478）≥t0.01（3.653）差异有显著性意义。见表2。

2.4 TUNEL染色阳性细胞计数

光镜下，脊髓凋亡前角运动神经元细胞阳性表达在细胞

核，阳性凋亡细胞表现为细胞核呈棕黄色，细胞核染色质浓

聚致密的斑点状,核固缩,细胞皱缩,细胞碎裂,形成凋亡小体

(apoptsis body)，术后 21d 时各组均发现有凋亡细胞存在。

经TUNEL检测发现凋亡细胞数目D组<C组<B组<A组，各

组两两比较 t 检验有显著性意义且发现 D 组均数值最低

（4.95±0.47）。见表2，图1—4。

2.5 神经纤维镀银染色

各组术后21d处死时从神经纤维镀银染色切片可见：各

组均有部分神经纤维通过吻合口；而C、D组较A、B组有较

多神经纤维通过吻合口，且神经纤维排列较好，A组神经纤

维通过最差，但C、D组银染图片差异不明显（图5—6）。

3 讨论

3.1 周围神经损伤后外源性NGF在脊髓运动神经元的凋亡

与神经损伤再生修复中的作用

周围神经损伤的再生需要一定数量神经元的存活[3]，在

表1 脊髓前角神经元HE染色计数 （x±s）

组别

A组
B组
C组
D组

①与A组比较P<0.05；②与B组比较P<0.05；③与C组比较P<0.05

动物数

30
30
30
30

5d处死大鼠前
角神经元计数

53.67±3.30
72.26±3.18①

78.76±2.43①②

91.84±2.95①③

21d处死大鼠前
角神经元计数

60.29±4.52
71.54±3.51①

84.01±3.34①②

99.19±3.67①③

表2 术后5d时术后以L5为中心1cm脊髓节段Ca2+浓度
（x±s，μmol/g dry wt）

组别

Ca2+浓度
凋亡前角运动

神经元数目（个）
①与A组比较P<0.05；②与C组比较P>0.05；③与D组比较P<0.05。

A组
（n=15）

9.35±0.32①

9.12±0.64①

B组
（n=15）

8.37±0.24①②

7.12±0.69①②

C组
（n=15）

8.41±0.40①③

5.99±0.33①③

D组
（n=15）

6.20±0.27①

4.95±0.47①

图1 离断吻合后臀部吻合处
注射盐水组（A组）（TUNEL，×100）

图2 离断吻合后左上肢肌肉
注射NGF组（B组）（TUNEL，×200）

图3 离断吻合后右下肢肌肉
注射NGF组（C组）（TUNEL，×200）

图4 离断吻合后臀部吻合处
注射NGF组（D组）（TUNEL×200）

图5 离断吻合后臀部吻合处
注射NGF组（D组）（镀银染色，×100）

图6 离断吻合后臀部吻合处
注射盐水组（A组）（镀银染色，×50）
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周围神经损伤后早期, 因神经血管损伤，造成了脊髓直接的

损伤，脊髓神经元的细胞膜上Ca2+通道即开始开放（主要是L

型钙离子通道），使得细胞内钙离子超载,造成神经细胞内

Ca2+浓度增高，钙泵失活，Ca2+清除功能障碍，线粒体膜电位

减少，启动了细胞凋亡的信号系统并阻断了逆行轴浆营养作

用，使脊髓前角运动神经元失去了靶器官的营养支持和刺激

因素，引起了运动神经元的萎缩和凋亡 [4—5],而给予外源性

NGF能显著促进神经元的有丝分裂、分化、修复，促进雪旺胞

及胶质细胞生长，促进血管再生，使髓鞘修复，能保护受损神

经元免遭继续损害，减少神经细胞的死亡，支持神经元的存

活[2,6—8],可明显促进脊髓前角神经元重新表达神经生长因子

受体，使神经元的胞体增大[9]。已有研究表明[10—12]，周围神经

损伤后可诱导成熟的雪旺细胞等非神经细胞表达 NGF 及

NGF受体,外源性NGF可以利用相应的胞体和轴突通过损伤

的轴突逆行运输,使NGF达到相应胞体,经过合成代谢促进

轴突再生及髓鞘化。国内学者进一步研究发现[13—15],周围神

经损伤局部给予NGF，脊髓残存的运动神经元更多，更能保

证神经轴索再生，这也跟本实验结果相符，早期应用NGF后

可以降低急性期脊髓组织Ca2+离子水平，TUNEL检测也发

现注射药物D组较ABC组凋亡的前角运动神经元数目少、

残存的神经元（HE染色）数目多且坐骨神经的轴突再生修复

较好。

3.2 不同部位注射NGF对大鼠坐骨神经修复的影响

外源性NGF对周围神经损伤虽有上述明确的积极肯定

作用，但目前临床上因连续的肌肉注射引发了进行性肌肉疼

痛及扩大了皮肤的疼痛范围[16]，导致注射NGF疼痛剧烈，患

者不能耐受，一般采用双侧臀部、双侧三角肌等部位轮换注

射NGF，但这些临床不同部位注射NGF对脊髓神经营养保

护的差异性未曾有相关基础研究，不能证实不同部位注射

NGF的有效性。本研究通过动物实验观察早期及中期（5d、

21d）不同损伤治疗时间给予神经元HE染色、脊髓Ca2+离子

浓度、神经元 TUNEL 凋亡细胞测定、坐骨神经纤维镀银染

色，进一步发现了不同躯体部位注射NGF，臀部注射药物D

组（注射部位最靠近神经损伤处）Ca2+离子平均浓度最低，残

存的运动神经元最多，凋亡的运动神经元最少，证明了不同

部位注射有差异性，损伤局部肌注效果最佳，结合最近郑湘

予等的研究发现其健侧肌肉给予NGF注射对周围神经再生

没有发现明显的疗效[17]，说明NGF可能在损伤局部促进神经

再生的作用较全身给药明显，这跟本实验结果相近，可能局

部注射NGF浓度更高、局部药物浓度持续时间更长[18]，或者

外源性 NGF 更能诱导局部的雪旺细胞等非神经细胞表达

NGF及NGF受体[19]，总之，这为临床上NGF用药方式提出了

新的指导，未来可在周围神经损伤局部肌肉注射NGF以达

到更好的神经恢复效果。
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