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含川芎嗪ＵＷ液保存不同时间对异体神经再生的影响

钟　建１，阳明明２，蒋电明２　　（４０２１６０重庆，重庆医科大学附属永川医院骨科１；４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院
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　　［摘要］　目的　探讨在４℃条件下用含川芎嗪的ＵＷ液保存不同时间后大鼠异体神经再生的影响，阐明川芎嗪在短
期内能促进异体神经再生。方法　 取３月龄雄性清洁级成年健康Ｗｉｓｔａｒ大鼠５６只（受体），体质量２００～２５０ｇ，随机数字
表法分为Ａ、Ａ′、Ｂ、Ｂ′、Ｃ、Ｃ′、Ｄ组，每组８只。取３月龄雄性清洁级成年ＳＤ大鼠２４只（供体），体质量２００～２５０ｇ，切取双
侧坐骨神经干约１５ｍｍ，共取４８条神经，经生理盐水冲洗后随机放入２４根冻存管中（每根冻存管含２条供体神经），随机
分为６组，于４℃条件下，任选３组分别经含川芎嗪的ＵＷ液分别保存４、６、１２周后，作为实验Ａ、Ｂ、Ｃ组神经修复供体，剩
余３组用不含川芎嗪的ＵＷ液分别保存４、６、１２周后，作为对照Ａ′、Ｂ′、Ｃ′组神经修复供体。Ｄ组为新鲜自体神经移植组。
术后４、８、１２周行大体观察，术后１２周行电生理检测，光镜、电镜观察神经再生情况。结果 　 术后１２周检测腓肠肌湿质
量、电生理情况，Ａ、Ｄ两组优于其他组，但Ｄ组优于Ａ组，组间有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。术后１２周移植神经段行ＨＥ染
色光镜观察结果显示，Ｃ组及Ｃ′组炎症反应最重且空泡变性最为明显，Ｄ组炎症反应最轻，镜下见Ａ、Ｄ两组神经纤维排列
较规则。术后１２周行透射电镜检测结果显示，Ａ、Ｄ两组再生的有髓神经纤维较多，并可见少许无髓神经纤维，髓鞘完整，
呈同心圆排列，细胞器丰富；Ｂ组镜下情况差于 Ａ组，Ｃ、Ｃ′组再生的有髓神经纤维较少，并见结缔组织结构。结论　 在
４周内保存异体神经，川芎嗪可改善其神经再生效果。
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　　自体神经移植是治疗周围神经损伤的金标准。周
围神经缺损的治疗方式，目前的临床标准是移植一段

“相对不重要”的自体神经，感觉神经诸如腓肠神经是

常用的供体神经［１］。然而周围神经损伤的治疗对于

重建外科来说始终是个挑战，因为供体神经的稀缺且

供区的并发症不可避免。异体神经可能是自体神经移

植极佳的替代物［２］。大多数周围神经损伤患者需行

急诊手术治疗，故要求异体神经的保存时间较长且保

存条件简便。川芎嗪（ＴＭＰ）是中药川芎所含的生物
碱，对清除氧自由基的作用极强，其作为中国传统医学

药物广泛用于心、脑、肾等疾病的治疗［３－６］。随着研究

的进展，在兔和大鼠实验中发现川芎嗪能减轻神经元

细胞的缺血性或创伤性脑脊髓损伤，并有助于功能恢

复［７－８］。另有研究报道，川芎嗪在创伤性脊髓的治疗

中能降低促炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β的表达，上调抗炎
症因子ＩＬ１０的表达，并抑制 ＮＦκＢ活化［９］。我们在

前期实验中发现异体神经在 ４℃条件下经川芎嗪预
处理后保存４周移植，与自体神经移植效果相近，为使
异体神经移植应用于临床，本实验延长异体神经保存

时间进一步探讨神经再生效果。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
　　供体为成年健康雄性 ＳＤ大鼠２４只，体质量２００～２５０ｇ，
由重庆医科大学实验动物中心提供［生产许可证号：ＳＣＸＫ
（渝）２０１２－０００１］。受体为成年健康雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠５６只，体
质量２００～２５０ｇ，由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实
验动物中心提供［生产许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１２－０００５］。实
验大鼠在重庆医科大学附属第一医院动物实验室屏障系统动

物饲养室中分笼饲养，饲养室按照１０ｈ：１４ｈ昼夜明暗交替的
控光，室内温度（２２±２）℃，湿度（５０±５）％。实验大鼠自由采
食，饮水。本实验研究方案得到了重庆医科大学附属第一医院

伦理委员会的许可。４８只Ｗｉｓｔａｒ大鼠按随机数字表法分为Ａ、
Ａ′、Ｂ、Ｂ′、Ｃ、Ｃ′６组，每组８只，其中 Ａ、Ｂ、Ｃ组分别用于含川芎
嗪的ＵＷ液保存４、６、１２周后的异体神经移植（实验组），Ａ′、
Ｂ′、Ｃ′组用于不含川芎嗪的 ＵＷ液保存４、６、１２周后的异体神
经移植（对照组）。另８只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠被切取部分坐骨神经后
立即做原位移植，即为新鲜自体神经移植组（Ｄ组）。
１．２　主要仪器及材料
　　盐酸川芎嗪注射液（中国北京市燕京药业有限公司），ＵＷ
液（美国ＢｒｉｓｔｏｌＭｙｅｒｓｓｑｕｉｂｂ公司），双目显微镜（日本奥林巴
斯），肌电图仪（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ２０００），透射电镜（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公

司），显微手术器械（中国上海市泽强医疗器械公司）。

１．３　方法
１．３．１　神经保存液的配制　　川芎嗪（４０ｍｇ／支），按比例加
入３０ｍＬＵＷ液，配备成含川芎嗪浓度为２００ｍｇ／Ｌ的 ＵＷ液，
同时添加１６ｍｇ／Ｌ地塞米松、４０Ｕ／Ｌ胰岛素以及１００Ｕ／ｍＬ盘尼
西林。对照组用不含川芎嗪的ＵＷ液保存。液体均即用即配。
１．３．２　供体神经的获取与保存　　以 １０％水合氯醛
０．２ｍＬ／１００ｇ将ＳＤ大鼠腹腔麻醉，麻醉成功后手术部位脱毛，
常规消毒铺巾，沿股后外侧做约３５ｍｍ纵向切口，于股外侧肌、
股二头肌及外展短肌肌间隙钝性分离，拉钩牵开两侧肌肉，清

晰暴露双侧坐骨神经，于无菌条件下距梨状肌下缘以远５ｍｍ
处游离并平整切取双侧坐骨神经干，所取神经长约１５ｍｍ。共
取得４８条神经，经生理盐水冲洗后随机放入２４根冻存管中，
每根冻存管含２条供体神经。２４根冻存管又随机分为６组，
３组分别经含川芎嗪的 ＵＷ液保存４、６、１２周后，依次移植于
Ａ、Ｂ、Ｃ组（实验组），另外３组分别用不含川芎嗪的保存液保
存４、６、１２周后，依次移植于Ａ′、Ｂ′、Ｃ′组（对照组）。
１．３．３　建立动物模型　　操作步骤同１．３．２，暴露受体 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠右侧坐骨神经，在距梨状肌下缘以远５ｍｍ处整齐切除受
体Ｗｉｓｔａｒ大鼠部分坐骨神经，造成１０ｍｍ的神经缺损，将保存
的ＳＤ大鼠神经修成１０ｍｍ长的神经段，于手术显微镜下以１１０
尼龙线缝合神经外膜４～６针，对合满意。Ｄ组为将 Ｗｉｓｔａｒ大
鼠坐骨神经切断后立即原位移植。术后３ｄ抗生素预防感染，
按移植神经来源，各组分笼饲养。

１．４　检测指标
１．４．１　大体观察　　神经移植术后当天观察所有大鼠麻醉苏
醒及进食情况，移植术后４、８、１２周观察实验动物术后肢体功
能及足底溃疡，移植术后１２周取材时肉眼进一步仔细观察移
植神经的肿胀情况及与受体组织的粘连情况。

１．４．２　神经电生理检测　　移植术后１２周，各组８只 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠麻醉成功后取股后外侧纵向切口暴露移植神经，刺激电极

放置于移植神经近端吻合口以近约２ｍｍ处，接收电极放置于
移植神经远端吻合口以远约２ｍｍ处，地线放置于两电极之间
的股二头肌，线路检查准确无误后测定神经动作电位潜伏期和

传导速度。

１．４．３　腓肠肌湿质量　　移植术后１２周，取各组Ｗｉｓｔａｒ大鼠
腓肠肌后立刻于电子天平称质量，观察腓肠肌萎缩情况。

１．４．４　透射电镜观察　　移植术后１２周行电生理检测后，各
组每组随机取４只移植神经段，即刻置入戊二醛溶液中，行透
射电镜检查，进一步观察再生神经超微结构情况。

１．４．５　光镜观察　　移植术后１２周，各组取４只大鼠移植神
经段，即刻置入１０％甲醛溶液中，行ＨＥ染色后切片，光镜下观
察炎性细胞浸润及移植神经结构形态。
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１．５　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＡＳ９．１软件，组间差异比较行
ＧＬＭ方法，两两比较行ＳＮＫ法。

２　结果

２．１　大体观察
　　术后４周每组动物均出现右后肢功能障碍及患肢肿胀，尤
以Ｃ及Ｃ′组肿胀程度为重，Ａ组及 Ｄ组大鼠患肢肿胀程度最
轻，患肢拖行、足趾并拢。Ｃ组３只、Ｃ′组４只大鼠出现足底溃
疡。术后８周，Ａ、Ａ′、Ｄ组动物跛行情况减轻明显，Ｂ′组动物跛
行稍改善。Ｃ、Ｃ′组跛行无明显改变，两组足底溃疡情况较术后
４周观察情况好转，溃疡面积较术后４周观察时稍缩小。术后
１２周Ａ、Ｄ组中部分大鼠恢复四足行走，Ａ′、Ｂ′组大鼠右后肢跛
行明显改善，Ｃ、Ｃ′组中大鼠跛行较前仍无明显改变且两组中部
分大鼠仍残存足底溃疡。术后１２周进一步观察发现Ａ、Ｄ组移
植段神经与周围组织粘连较轻，稍加钝性分离后即可取出。Ｃ、
Ｃ′组移植神经段肿胀情况明显，粘连严重，不易钝性分离。Ａ′、
Ｂ两组移植神经段与周围组织粘连情况介于Ａ组及Ｄ组之间。

２．２　神经电生理检测
　　术后１２周行神经电生理检测，测定各组神经动作电位潜
伏期和传导速度，Ｄ组神经传导速度最高，潜伏期最短，Ａ组两
项指标次之，２组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｃ组及Ｃ′组
神经传导速度相对其他组慢，潜伏期相对其他组最长，２组间差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。

表１　各组大鼠动作电位潜伏期及传导速度和腓肠肌湿质量
检测结果 （ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 神经传导速度（ｍ／ｓ） 潜伏期（ｍｓ） 腓肠肌湿质量（ｇ）

Ａ ９．４３±０．４０ａｃ １．３５±０．０４ａｃ １．２５±０．０５ａ

Ａ′ ８．５２±０．３７ｃ １．４１±０．０４ｃ １．１５±０．０６ｃ

Ｂ ７．９３±０．３５ｂｃ １．５０±０．０５ｂｃ １．０２±０．０７ｂｃ

Ｂ′ ７．０６±０．５４ｃ １．６２±０．０６ｃ ０．８２±０．０８ｃ

Ｃ ４．８７±０．６９ｃ １．９１±０．０６ｃ ０．６５±０．１０ｃ

Ｃ′ ４．８９±０．６２ｃ １．８９±０．０７ｃ ０．６７±０．０９ｃ

Ｄ １０．２０±０．５２ １．２１±０．０３ １．２６±０．０４

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ａ′组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｂ′组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与Ｄ组比较

２．３　腓肠肌湿质量
　　术后１２周取腓肠肌后即刻于电子天平称质量，各组检测
结果中以Ａ、Ｄ组最高，两组间无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。Ｃ及
Ｃ′组检测结果最差。见表１。

２．４　光镜观察
　　术后１２周移植神经段行ＨＥ染色光镜观察，Ｃ组及Ｃ′组炎
症反应最重且空泡变性最为明显，Ｄ组炎症反应最轻，镜下见
Ａ、Ｄ两组神经纤维排列较规则。

２．５　透射电镜观察
　　术后１２周行透射电镜检测，Ａ、Ｄ两组再生的有髓神经纤
维较多，并可见少许无髓神经纤维，髓鞘完整，呈同心圆排列，

细胞器丰富；Ｂ组镜下情况差于 Ａ组，Ｃ、Ｃ′组再生的有髓神经
纤维较少，并见结缔组织结构（图１）。

３　讨论

　　自体神经移植是治疗周围神经损伤的金标准，却
有其诸多弊病，如造成相应供区的功能障碍等［１０］。神

经套管技术应用于临床已有较长时间，但仅适用于修

复较短的神经缺损，且临床效果欠佳［１１］。异体神经因

其含有正常神经的三维结构，有可能成为极佳的自体

神经替代移植物。理想的异体神经移植应有满意的神

经修复效果，保存时间较长及保存方便。雪旺细胞

（ｓｃｈｗａｎｎｃｅｌｌ，ＳＣ）是周围神经系统的神经胶质细胞，
并是周围神经主要的细胞成分。雪旺细胞所生成的神

经营养因子对周围神经系统的再生至关重要［１２］。现

有冷冻保存、酒精处理、甘油处理、化学去细胞等方法

用以降低异体神经免疫原性，但处理过程较为繁琐，不

适于临床工作的应用开展。

　　ＵＷ液目前广泛用于组织、器官的保存。在心、
肝、肾器官的保存中，ＵＷ液是最为常用及首选的保存
液并成为保存液中的金标准［１３－１４］，ＵＷ液通过其强大
的抗氧化作用减轻移植组织器官的缺血性损伤［１５］。
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缺血性损伤可能在一定程度上与有活性雪旺细胞的减

少有关，因其激发一系列反应进而导致雪旺细胞坏死、

凋亡［１６］。故本实验选用ＵＷ液作为神经保存液。
　　为进一步提高保存神经的活性，我们在保存液中
加入ＴＭＰ。ＴＭＰ对清除氧自由基有极强的作用，其作
为中国传统医学药物广泛用于心、脑、肾等疾病的治

疗［３－６］，多年来对 ＴＭＰ在体内外的代谢、毒性及分布
已做了大量的研究。随着研究的进展，在兔和大鼠的

动物实验中发现 ＴＭＰ能减轻神经元细胞的缺血性或
创伤性脑脊髓损伤，并有助于功能恢复［７－８］。另有研

究发现，ＴＭＰ在创伤性脊髓的治疗中能降低促炎症因
子ＴＮＦα、ＩＬ１β的表达，上调抗炎症因子 ＩＬ１０的表
达，并抑制 ＮＦκＢ活化［９］。研究发现 ＴＭＰ可能通过
增加硫氧化蛋白的表达，降低一氧化氮合酶系统的表

达，进而对缺血性脑损伤发挥神经保护作用［１７－１８］。此

外，ＴＭＰ还有一定的免疫抑制作用，实验结果显示淋
巴细胞 ＤＮＡ的合成可被 ＴＭＰ所抑制，其机制可能为
ＴＭＰ通过对过度活化的ＣＤ４Ｔ淋巴细胞的直接抑制，
从而抑制免疫功能［１９］。

　　前期研究发现异体神经在４℃条件下经 ＴＭＰ预
处理后保存４周移植，与自体神经移植效果相近［２０］。

为进一步延长异体神经保存时间并探讨移植效果，本

实验分别保存异体神经４、６、１２周。实验结果显示 Ａ
组神经电生理及腓肠肌湿质量结果与 Ｅ组相近，Ｂ组
结果尚可，但与 Ａ组相较有统计学差异，Ｃ组与 Ｃ′组
效果最差，且两组之间无统计学差异。考虑由于 ＴＭＰ
具有神经保护作用及免疫抑制作用，一定程度上减轻

了免疫排斥反应及雪旺细胞的凋亡，进而促进周围神

经再生，但随着保存时间的延长，有活性的雪旺细胞逐

渐减少。本实验一定程度上证实了川芎嗪在短期内能

促进异体神经再生，但ＴＭＰ的具体作用机制及进一步
简便神经保存条件有待进一步探讨。
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ｗｉｔｈＨＴＫａｆｔｅｒｐｒｏｌｏｎｇｅｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｇｒａｆｔｓ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇ
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ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＬｅｔｔ，２００９，４４９（１）：２４－２７．
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ＮｅｕｒｏｌＲｅｓ，２０１０，３２（５）：５４７－５５５．

［１９］王建杰，罗文哲，张涛，等．川芎嗪对类风湿性关节炎患者ＰＢＭＣ
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经再生影响的实验研究［Ｊ］．重庆医科大学学报，２０１２，３７（４）：

３４１－３４４．
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