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【摘+ 要】目的：研究实验性脊髓空洞前状态神经元凋亡及

IT#!S，SA/#$，S52 的调控作用, 方法：选用新西兰白兔，用

-MI1X 法和免疫组化技术检测脊髓空洞前状态脊髓神经元

凋亡情况和 IT#!S，W!S，SA/#$，S52 表达变化, 结果：高岭土

组动物在术后各个时段均有神经元凋亡发生，以 % Y !) J 最

为多见；IT#!S 于术后 ! J 就有表达增高，在 0 J 达到高峰，维

持至 % J 后开始回落，!) J 时基本恢复正常水平；W!S 的表达

与 IT#!S 的表达呈负相关依存关系；SA/#$ 和 S52 表达则于术

后 ! J 开始增加，到术后 % J 达高峰，持续至 !) J 后开始下降,
结论：脊髓空洞前状态发展过程中，作为多向转录调节作用

的核蛋白因子 IT#!S 表达增高，主要上调其靶基因 S52，诱导

神经元凋亡，参与实验性脊髓空洞前状态神经功能损害,
【关键词】IT#!S；脊髓空洞症；-MI1X 法；免疫组化；细胞

凋亡

【中图号】Z%)), )+ + + 【文献标识码】[

GH 引言

脊髓空洞症（ B?G69:@4?./65，BL）是一种发病隐

匿、缓慢进展的脊髓退行性病变，发病机制尚不完全

清楚, 由于缺乏有效治疗方法，故预后不佳, 我们先

前的研究［!］证实，BL 在形成前 $ UR 内存在着缺血水

肿，称之为脊髓空洞形成前期，国外称其为空洞前状

态（PG.D?G692 D353.）［$］, 近年来，有证据表明在神经系

统发育和急慢性损伤中可见到凋亡发生［0 \ )］，但脊髓

空洞前状态中是否存在细胞凋亡少见报道, 为此，我

们检测脊髓空洞前状态中神经元凋亡情况和 IT#!S，

W!S，SA/#$，S52 表达变化，探讨 IT#!S，SA/#$ 和 S52
对神经元凋亡的调控作用，为阐明其发病机制和探索

有效的治疗手段开辟一条新的途径,

IH 材料和方法

I, IH 材料H 健康新西兰大白兔 (’ 只（河北医科大学

实验动物中心）、体质量 !, ( Y $, " R:，雌雄不拘, 一

抗为鼠抗 IT#!SF(’ 多克隆抗体（P5G469:.9 公司）；

鼠抗 W!S" 4[=、鼠抗 SA/#$ 4[=、鼠抗 S52 4[=（B59#
35 OGC7 公司）, B[SO 免疫组化试剂盒、细胞凋亡检

测试剂盒（武汉博士德公司产品）, 高岭土（分析纯，

上海试剂四厂）, KPW[B#!""" 彩色病理图文分析系

统（同济医科大千屏影像公司）,
I, ’H 方法

!, $, !+ 动物分组和模型制作 + 将动物随机分为 0
组，高岭土组 )" 只，生理盐水组和假手术组各 * 只,
动物在氯胺酮（0" 4: ] R:）耳缘静脉麻醉下，经皮枕

大池穿刺，缓慢抽出无色透明脑脊液 ", ’ 4X 后，高岭
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土组动物注入 !"#，$%& ’ ( ) 高岭土悬浊液 &* + ,)；

生理盐水组动物注入 !"#生理盐水 &* + ,)；假手术

组动物仅行枕大池假穿刺*
-* $* $. 术后神经功能判定. 按改良的 /01234 评分法

对动物进行行为学检查评分* & 分：肢体完全瘫痪；-
分：有肢体运动，但不能站立；$ 分：可站立，但不能行

走、负重；! 分：可行走、负重，但步态不稳；5 分：正常*
-* $* !. 标本的制作和采集. 生理盐水组和假手术组

在术后、高岭土组在第 -，!，"，-5，$- 日各随机选取动

物 6 只，在氯胺酮过度麻醉下，5& ’ ( ) 多聚甲醛经心

脏灌注，经后正中切口，咬除脊突和椎弓根，取出上

颈髓置入相同固定液中后固定 $5 7，常规脱水、透明、

石蜡包埋、5 !, 切片并裱于经 -& ’ ( ) 多聚赖氨酸处

理的清洁载玻片，用于 89 染色和免疫组织化学染色

观察*
-* $* 5. 免疫组化染色. :;<"=，>"=，=?2<$ 和 =0@ 的

表达按免疫组织化学常规步骤进行* 细胞内有棕黄

色粗颗粒分布或棕黄色细腻颗粒分布者为阳性反应

细胞* 采用病理图文分析系统，每张切片任取 % 个视

野，高倍镜下记数总细胞数和阳性细胞数*
-* $* %. /A:9) 法检测细胞凋亡 . 按试剂盒说明书

操作* 阳性判定：细胞核中有棕黄色颗粒者为 /A:9)
阳性细胞，即凋亡细胞*

统计学处理：各组实验数据以 ! " # 表示，采用

BCBB --* & 专用统计程序进行方差分析* 检验结果以

$ D &* &% 为差异有统计学意义*

!" 结果

!* #" 术后动物神经功能" 高岭土组动物于术后第 "
日出现神经功能障碍，包括厌食、精神萎靡、四肢无

力，甚至瘫痪，并随时间的延长逐渐加重，与生理盐水

组和假手术组对比有显著差异（$ D &* &%，表 -）*

表 -. 各组动物的 /01234 评分及脊髓空洞前状态中上颈髓组

织中 :;<"=，>"= 的表达阳性面积百分比（% E 6，分，F，! " #）

组别 /01234 评分（分） :;<"=（F ） >"=（F ）

生理盐水 5* && G &* && -6* 5$ G $* -- +%* "! G -* $5

假手术 5* && G &* && -H* %! G -* !$ +!* $5 G -* $"

高岭土

. - I 5* && G &* && %+* $& G $* -50? $"* -5 G $* !%0?

. ! I !* "% G &* 5+ 6$* %5 G -* -!0? $!* $5 G -* %!0?

. " I $* %& G &* +&0 %"* "% G $* !$0? !&* +5 G -* "$0?

. -5 I $* $% G &* "-0 $%* "6 G -* %+0 %6* "6 G -* "!0

. $- I -* "% G &* $$0 $!* -% G -* +50 %"* +5 G -* $"0

0$ D &* &% &# 生理盐水组和假手术组；?$ D &* &% &# 高岭土组 -5，$- I*

!* !" 光镜观察" 高岭土组动物于术后第 ! 日出现神

经元、血管周围间隙增宽，表现为轻度水肿；第 "，-5
日水肿程度加重（图 -），核膜、核仁稍显模糊，神经元

胞体内尼氏体减少，胶质细胞增生，中央管饱满，室管

膜细胞受压变平，管周组织疏松，呈明显水肿改变，蛛

网膜下腔可见高岭土沉积，大量炎性细胞浸润* 第 $-
日水肿稍显减轻，但持续存在，胞质空泡出现，前角细

胞数量减少，胶质细胞增生明显，中央管张力增加，室

管膜上皮断裂、脱落，高岭土肉芽肿形成* 生理盐水

组和假手术组动物脊髓神经元轮廓正常，核及核仁清

楚，胞质内尼氏体分布均匀，神经胶质细胞亦正常*

图 -. 高岭土注入后 -5 I 上颈髓前角水肿的神经元. 89 J-+&

!$ %" 脊髓空洞前状态中不同时段 &’(!)，*!) 的表

达" 高岭土组动物上颈髓组织中 :;<"= 在神经元和

神经胶质细胞质及胞核中均有表达，于术后第 - 日明

显升高，第 ! K " I 日达高峰（图 $），到 $ LM 时基本恢

复正常* >"= 主要在神经元和神经胶质细胞质中表

达，与 :;<"= 表达呈负相关，于术后第 - 日明显降

低，维持低水平至第 " 日，到 $ LM 时基本恢复正常*
生理盐水组和假手术组动物上颈髓组织中仅有弱表

达* 彩色病理图文分析系统测定的切片中阳性反应

物中的面积百分比结果见表 -*

图 $. 高岭土注入后 " I :;<"= 在上颈髓前角神经元中的表

达. BN=O J 5&
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!" #$ 脊髓空洞前状态中细胞凋亡情况和 %&’(!，%)*
表达$ 高岭土组动物术后不同时段中脊髓灰质神经

元均有凋亡发生，以 ! " #$ % 最为多见（图 &）’ 典型

的凋亡细胞表现为染色质凝集、边集化，呈新月形聚

集于核膜下’ 因切面的不同，凝集的染色质以不同形

态散在于核切面的任意位置，或以圆形位于核膜下，

或位于核中央’ 神经元凋亡于术后第 # 日增加，! "
#$ % 达高峰，以后逐渐降低，(# % 仍可见到凋亡发

生’ )*+,(，)-. 阳性表达与神经元凋亡基本一致（图

$，/）’ 正常对照组和假手术组动物上颈髓内可见到

少量凋亡的少突胶质细胞，)*+,(，)-. 仅有少量弱阳

性反应细胞’ 阳性细胞的百分比结果见表 (’

图 &0 高岭土注入后 ! % 上颈髓前角 12345 阳性神经元 0
12345 6 $7

图 $0 高岭土注入后 #$ % )*+,( 在上颈髓前角神经元中的表

达0 89): 6 $7

+$ 讨论

本研究表明，脊髓空洞前状态发展过程中存在两

种细胞死亡形式，一种为死亡，另一种为凋亡，两者共

同引起脊髓神经功能损害’ 其中，后者于术后 # % 出

现增加，! % 达高峰，以后逐渐降低，(# % 时仍可见到

凋亡发生，表明细胞凋亡参与了脊髓空洞前状态的发

展过程’ 也有类似报道脊髓缺血诱导凋亡发生’ ;-<=

等［/］用导管阻塞降主动脉使脊髓急性缺血，观察到

凋亡于 # " ( % 出现，主要位于灰质后根背侧的小神

经元’ 8->?@-A 等［B］在兔脊髓缺血模型中发现运动神

经元存在凋亡现象，高峰时间在 ! %，脊髓缺血后产生

大量自由基、兴奋性氨基酸、3C 积聚，并导致细胞内

钙离子超载，最终引起某些原癌基因的表达，诱导细

胞凋亡的发生’

图 /0 高岭土注入后 #$ % )-. 在上颈髓前角神经元中的表达

0 89): 6 $7

表 (0 脊髓空洞前状态上颈髓组织中凋亡细胞、)*+,(，)-. 阳

性细胞数百分比 （! D E，F ，" # $）

组别 凋亡细胞 )*+,( )-.

生理盐水 #’ $( G 7’ #E &’ !& G #’ $$ /’ $( G #’ EB

假手术 #’ &E G 7’ $E $’ #! G (’ 7( /’ !B G (’ #$

高岭土

0 # % #$’ EB G #’ !$- !’ /7 G #’ #/- #E’ (! G (’ //-

0 & % (&’ /E G (’ (&- #(’ H( G &’ !!- (/’ H( G #’ !E-

0 ! % &!’ !/ G $’ &B-* #!’ B$ G $’ /(-* $7’ (H G &’ BE-*

0 #$ % &/’ &$ G &’ /(-* #H’ !E G &’ BH-* &H’ &/ G &’ #7-*

0 (# % (B’ (/ G (’ B$- #(’ (/ G &’ (!- &(’ #$ G (’ HH-

-% I 7’ 7/ &$ 生理盐水组和假手术组；*% I 7’ 7/ &$ 高岭土组 #，&，(#

%’

0 0 有研究证实 3J,!) 也具有促进中枢神经系统神

经凋亡的作用’ 在静息情况下其位于胞质内，与 K!)
结合成复合物处于失活状态’ 细胞受到刺激后，K!)"
磷酸化后被降解，从 3J,!) L K!)" 复合物上解离下

来，3J,!) 恢复活性，通过核膜上的受体进入细胞核，

与靶基因 !) 位点结合，迅速诱导靶基因的转录而发

挥作用’ 8*MNONA%N@ 等［!］发现小鼠后脑缺血半球的

3J,!) 激活使 ’B/ 基因敲除小鼠的缺血性脑损伤明

显减轻，从而首次利用基因技术证明 3J,!) 在局灶

性脑缺血中具有促神经元凋亡的作用’ 2NO= 等［E］利

用靶向 3J,!) 的圈套脱氧寡核苷酸（%N*=P CQ3）方
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法证实了 !"#!$ 的活化可加重大鼠全脑缺血模型的

神经元凋亡，进一步证明了 !"#!$ 具有促进神经细

胞凋亡的作用% &’() 等［*］观察到鼠脑局部缺血时海

马中 !"#!$ 激活能上调促凋亡基因 $+, 蛋白表达%
-+.+/+01 等［23］也证实，在鼠海马中 !"#!$ 激活能上

调 $+,，$45#6 的表达且这些种作用能被 7!$#+ 抑制%
但 !"#!$ 与脊髓空洞前状态神经细胞凋亡的关系尚

未见相关报道%
本实验结果显示，在脊髓空洞前状态形成过程

中，!"#!$ 和 7!$ 与 $45#6 和 $+, 无论在空间上还是

在时间上均存在特定的依赖性% 7!$ 的表达与 !"#!$
的表达呈负相关依存关系% 而 $45#6 和 $+, 表达则于

术后 2 8 开始增加，到术后 9 8 达高峰，持续至 2: 8
后开始下降，其中 $+, 表达明显高于 $45#6% 提示脊

髓空洞前状态神经元凋亡的发生机制可能是由于：高

岭土注入枕大池后，广泛地分布于上颈髓蛛网膜下

腔，随着病程的进展，逐渐形成无菌性蛛网膜炎，加之

其对脊髓前后动脉、静脉产生直接压迫，导致上颈髓

髓缺血、水肿，诱导 !"#!$ 表达增加，上调靶基因 $+,
和 $45#6，但 $+, 表达明显高于 $45#6，继而引起细胞

凋亡%
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