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【摘* 要】目的：探讨褪黑素（Z-）对大鼠慢性压迫脊髓损伤

半胱#天冬氨酸蛋白酶 (（N35<35.#(）表达和细胞凋亡的影响,
方法：将 %" 只大鼠建立慢性压迫损伤动物模型，随机分为 Z-
治疗组（I 组）和含 ’" 2K U K 无水乙醇的生理盐水对照组（V
组），于损伤 !，)，!!，$!，(’，+" 和 &" G 取材，采用 J1 染色观

察慢性压迫脊髓损伤脊髓组织病理变化，用免疫组化法染色

检测 N35<35.#( 表达阳性细胞，原位末端标记法（-LX1K 法）

标记凋亡细胞，并用改良的 -3F/;M 评分法和斜板实验观察大

鼠脊髓神经功能变化情况, 结果：J1 染色光镜下观察脊髓组

织病理学改变 I 组明显轻于 V 组, I，V 两组均发现 N35<35.#(
表达及 -LX1K 标记阳性凋亡细胞，N35<35.#( 表达和神经细胞

凋亡指数均 V 组 [ I 组（! Y ", "’），与大鼠脊髓神经功能变

化有平行的变化趋势, 结论：Z- 能抑制大鼠慢性压迫脊髓损

伤 N35<35.#( 表达和神经细胞凋亡,
【关键词】褪黑素；慢性脊髓损伤；细胞凋亡；N35<35.#(；神经

功能
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GH 引言

脊髓损伤一直是世界性重要的医学课题, 近年来

研究证实了脊髓损伤后存在大量神经细胞以凋亡的

形式死亡，可见细胞凋亡是脊髓损伤继发改变的重要

病理过程［! ] $］, 有效抑制神经细胞凋亡已成为脊髓损

伤治疗的一个途径, 褪黑素（2./3B;@4@，Z-）是松果体

分泌的一种激素，研究发现其具有强大的自由基清除

作用，对脑损伤、帕金森病、外周神经损伤等多种神经

系统疾病有保护作用［(］，但相关的机制却少见报道,
本实验 用 大 鼠 慢 性 压 迫 脊 髓 损 伤 模 型，腹 腔 注 射

Z-，通过观察其对细胞凋亡和半胱#天冬氨酸蛋白酶

（N35<35.#(）表达的影响，进一步探讨 Z- 保护神经细

胞的作用机制,

IH 材料和方法

I, IH 材料H $$" ^$0" T 健康成年雄性 S45B.F 大鼠 %"
只（由兰州军区总医院实验动物中心提供）；Z-（美国

H4T23 公司），用无水乙醇溶解，生理盐水稀释，最终

乙醇浓度为 ’" 2K U K；兔抗鼠 N35<35.#( <$" 亚单位一

抗，原位末端标记（-L1XK）试剂盒，HIVN 免疫组化

染色试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）,
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!! "# 方法

"! #! "$ 动物分组$ 将 %& 只大鼠随机分为脊髓压迫

’ () 治疗组（* 组）和脊髓压迫 ’ 含 +& ,- . - 无水

乙醇生理盐水对照组（/ 组），每组动物 0+ 只!
"! #! #$ 动物模型建立$ %& 只大鼠用 "&& ,- . - 水合

氯醛（0+& ,1 . 21）腹腔麻醉，常规消毒铺巾，以椎体

)"& 为中心取后正中切口，明确及咬除 )"& 棘突及部

分椎板，置入平头塑料螺钉对大鼠脊髓进行渐进性后

路压迫［3］（在螺钉中央钻孔插入细银丝以便于影像

学观察），以后每隔 "& 4 "+ 5 显露螺钉，将螺钉旋进

约 &! " 4 &! #+ ,,，共 + 4 6 次! 观察椎管狭窄率（789:
;<=>7<>?@ =A<@ 8B ;C>9AD 7A9AD，EF）即压迫物占椎管矢

状径的百分比，同时观察脊髓受伤平面以下的神经功

能状况，定期行受压脊柱脊髓影像学检查，直至脊髓

受压程度达 3&G 4 6&G（中度程度压迫）! 分别于损

伤 "，3，""，#"，0+，6& 和 H& 5 取材，每组各时相点 +
只动物!
"! #! 0$ 给药方法$ * 组：在暴露的硬膜下注射 ()

（+ ,1 . 21），伤后即刻经腹腔注射 ()（"& ,1 . 21），之

后每日 ""：&& 经腹腔注射同等剂量 () " 次! / 组：

注射方法同 * 组，给予等量的含 +& ,- . - 无水乙醇

生理盐水作为对照治疗!
"! #! 3$ 神经功能检查$ *，/ 两组各时相点动物处死

前分别行改良的 )A=D8? 评分、斜板试验，对大鼠进行

行为及肢体运动功能检查，观察慢性压迫脊髓损伤各

时相点大鼠后肢活动、肌力等的变化，以此评定 ()
对大鼠慢性压迫脊髓损伤脊髓神经功能的影响!
"! #! +$ 取材及固定$ 将两组大鼠在各相应取材时间

点用 "&& ,- . - 水合氯醛（0+& ,1 . 21）腹腔麻醉，经

左心室灌注生理盐水 #&& ,- 冲洗至流出澄清液，再

用 3& 1 . - 多聚甲醛约 #&& ,- 灌流固定，解剖椎管，

以损伤处为中心完整切除约 "! + 7, 脊髓组织，立即

用 3& 1 . - 中性甲醛固定 %# I 后，常规石蜡包埋连续

切片，片厚 3 !,，以备 JK 染色和免疫组化染色及

)LMK- 染色!
"! #! 6$ 免疫组化染色及 )LMK- 染色$ 免疫组化染

色参照 N*/E 试剂盒说明书进行操作，中性树脂封片

保存，镜下观察每张切片的阳性细胞，结果判定：细胞

胞质呈棕黄色染色定为阳性细胞，计数高倍视野（ O
3&&）内阳性细胞数并计算阳性细胞率；)LMK- 法标

记，严格按照检测试剂盒说明书对脊髓组织切片进行

染色，结果判定：细胞核中有棕黄色颗粒定为阳性细

胞，计算高倍视野（ O 3&&）下凋亡细胞指数（AC8C<8<>7
>95@P，*Q），即每张片选取 6 个阳性细胞最多的高倍

视野，计算出平均阳性细胞百分数!

统计学处理：数据用 ! " # 来表示，采用 NRNN
"&! & 软件包进行数据分析，差异统计学意义检验采

用 $ 检验，% S &! &+ 为差异具有统计学意义!

"# 结果

"! !# 病理组织学改变# / 组大鼠压迫初期脊髓灰质

水肿，点状出血，部分神经元肿胀，尼氏体淡染，消失，

有卫星现象，有少量小胶质细胞和星形胶质细胞增

生! 白质表现为轴突排列紊乱，有不规则的片状脱髓

鞘区! 压迫 # ,8 后灰质内神经元普遍肿胀，卫星现

象、噬神经元现象非常显著，可见软化灶! 白质内脱髓

鞘明显增多，空泡化改变，有少许炎性细胞浸润，胶质

细胞增生! * 组病理改变较 / 组有所减轻，早期脊髓

组织轻度水肿，无明显出血点，神经细胞肿胀不明显，

后期神经元、轴突改变亦较轻微，胶质细胞增生明显

（图 "）!

*：褪黑素治疗组；/：对照组!

图 "$ 损伤 6& 5 大鼠脊髓组织$ JK O 3&&

"$ "# %&’(&’)*+ 的表达 # / 组大鼠脊髓损伤 3 5 时

EA;CA;@:0 表达呈增加趋势，损伤 "" 5 时明显表达，#"
5 时达高峰，0+ 5 时表达仍较明显，6& 5 时明显下降，

H& 5 时仍有一定的表达! * 组大鼠用 () 治疗后，

EA;CA;@:0 表达较 / 组低，3 5 时有表达，"" 5 时达高

峰，以后呈下降趋势! * 组与 / 组 EA;CA;@:0 表达除 "
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! 外，其它时间点差异均有统计学意义（! " #$ #%，表 &，图 ’）$

表 &( 大鼠慢性压迫脊髓损伤不同时间点 )*+,*+-./ 表达阳性细胞率 （" 0 %，1，# $ %）

组别
慢性压迫损伤时间（!）

& 2 && ’& /% 3# 4#

5 6$ #7 8 /$ 72 &4$ 4# 8 2$ /#* /’$ /6 8 2$ &&9 ’4$ #/ 8 2$ &%9 ’#$ 34 8 /$ /69 &2$ 6’ 8 /$ %7* &&$ #2 8 &$ 44*

: 4$ 37 8 2$ 3# ’4$ ’7 8 3$ 26 %6$ &2 8 3$ &/ 32$ &4 8 %$ #% %/$ /’ 8 2$ 33 ’&$ && 8 2$ 6% &%$ #3 8 ’$ ’/

*! " #$ #%，9! " #$ #& &% :$ 5：褪黑素治疗组；:：对照组$

5：褪黑素治疗组；:：对照组$

图 ’( 损伤 && ! 大鼠 )*+,*+- ; / 的表达( <5:) = 2##

!" #$ %&’() 检测凋亡细胞$ : 组大鼠脊髓损伤 2 !
时在脊髓灰质及白质有标记阳性的凋亡细胞，损伤

&& ! 时凋亡指数明显增加，’& ! 时达高峰，/% ! 时仍

明显，3# ! 时凋亡指数明显下降，4# ! 时仍可见标记

的阳性细胞$ 5 组大鼠脊髓神经细胞凋亡指数较 : 组

低，高峰发生在损伤 && !，以后明显下降$ 5 组与 : 组

神经细胞凋亡指数除 & ! 外，其它时间点差异均有统

计学意义（! " #$ #%，表 ’，图 /）$
!$ *$ 神经功能变化$ 慢性压迫脊髓损伤模型制成后

脊髓神经功能无明显异常，随着压迫时间延长及程度

加重，脊髓神经功能出现不同程度的下降，5 组脊髓

神经功能明显好于 : 组，5 组与 : 组比较除 & ! 外，

其它时间点差异均有统计学意义（! " #$ #%，表 /）$

#$ 讨论

凋亡是一种自然的生理过程$ 在神经系统的发育

过程中对神经细胞的生长、发育、分化及维持细胞的

数量和质量、稳定突触联系和神经内环境起着重要作

用$ 研究表明在神经系统损伤和神经系统退行性疾病

的过程中也可有凋亡的改变$ >?@ 等［%］研究进一步证

明在大鼠的脊髓损伤模型中存在神经细胞和胶质细

胞凋亡现象$

表 ’( 大鼠慢性压迫脊髓损伤不同时间点的凋亡细胞率指数 （" 0 %，1，# $ %）

组别
慢性压迫损伤时间（!）

& 2 && ’& /% 3# 4#

5 %$ 3& 8 2$ ## &/$ 26 8 ’$ 27* ’#$ #6 8 ’$ /69 &3$ 67 8 2$ 429 &&$ 7# 8 %$ #6* 7$ ’% 8 ’$ /&* 3$ 24 8 ’$ %3*

: 6$ 76 8 %$ ’6 &3$ 7# 8 ’$ #’ /&$ 67 8 ’$ &3 /2$ 7/ 8 2$ /2 ’/$ 22 8 3$ &2 &/$ #3 8 /$ &2 &#$ /7 8 ’$ 36

*! " #$ #%，9! " #$ #& &% :$ 5：褪黑素治疗组；:：对照组$

( ( )*+,*+- 是一组与秀丽隐杆线虫 )AB./ 同源的

执行哺乳动物细胞凋亡的主要蛋白酶家族［3］，与凋

亡最为密切的蛋白酶$ 迄今发现有 &2 个家族成员，其

中 )*+,*+-./ 是最重要的终末剪切酶$ 正常情况下，

)*+,*+-./ 蛋白是以酶原的形式合成并存在于机体细

胞中，通过蛋白水解去除氨基酸的一段序列而被活

化，)*+,*+-./ 激活后可裂解细胞内固有的和保护性

的酶类导致细胞凋亡$ 本实验表明在慢性压迫脊髓损

伤 2 ! 时 )*+,*+-./ 开始表达，&& C ’& ! 达到高峰，以

后逐渐减少但仍然有一定数量的表达，推测可能随着

压迫时间的延长和程度的加重部分细胞以坏死的形

式死亡有关$ 与 DEFA> 所检测的阳性凋亡细胞在时
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间上相重叠! 从 "#$%#$&’( 阳性细胞先后出现的区域

上看，与脊髓损伤阳性凋亡细胞一致! 提示 "#$%#$&’(
参与了慢性脊髓损伤细胞凋亡的调节，进一步推测

"#$%#$&’( 表达增加可能在脊髓继发损伤的病理生理

发生发展中起重要作用! 对 "#$%#$&’( 进行选择性抑

制可能成为防治脊髓继发性损伤的有效途径之一!

)：褪黑素治疗组；*：对照组!

图 (+ 损伤 ,, - 大鼠凋亡细胞的表达+ ./012 3 455

表 (+ 大鼠慢性压迫脊髓损伤改良 .#6789 评分和斜板实验

（! : ;，" # $）

损伤时间

（-）

.#6789 评分（分）

) *

斜板实验（<）

) *

, 4! ;= > 5! (? 4! (@ > 5! 4, AB! ?5 > =! ;@ AA! @5 > =! 4,

4 4! (A > 5! =(# 4! 5A > 5! ,B AA! B5 > ,! ,5# A;! ,5 > ,! 5@

,, 4! 5( > 5! ,@C (! A5 > 5! ,5 A4! ?4 > ,! (,C A,! ?@ > ,! (4

=, (! ;A > 5! ,?C (! ,5 > 5! == A,! 55 > ,! 4AC ;@! ,5 > ,! ,?

(; (! 5; > 5! =,# =! A( > 5! =@ ;B! @5 > ,! 44# ;;! ;5 > ,! (B

A5 =! ;? > 5! ,4# =! (A > 5! ,B ;4! (5 > =! 5=# ;,! 45 > ,! @;

?5 =! (( > 5! ==# =! 54 > 5! ,; ;5! ?5 > ,! ,4# 4?! ,5 > ,! =?

#% D 5! 5;，C% D 5! 5, &$ *! )：褪黑素治疗组；*：对照组!

+ + E. 具有高度亲脂性及优先在核中积聚的特性，

与其他亚细胞结构相比，核中 E. 浓度更高［B］，因此

不仅能保护膜脂质，而且保护蛋白质，核酸及细胞其

它成分［@］! E. 以电子供体直接清除自由基，同时能

够影响氧化和抗氧化有关酶类的活性［?］起到间接抗

氧化作用! 最近研究 E. 能够上调 *F7’= 而抑制细胞

色素 " 的释放及 "#$%#$&’( 的活性减少培养的松果

体细胞凋亡［,5］! 本研究结果显示 * 组神经细胞凋亡

指数及 "#$%#$&’( 表达均于损伤 =, - 达高峰，(; - 开

始降低，?5 - 仍可见阳性染色细胞! 而 ) 组神经细胞

凋亡指数及 "#$%#$&’( 表达均较 * 组低，,, - 达到高

峰，=, - 开始降低，与文献报道的结果相一致! G1 染

色显示 ) 组早期及后期大鼠脊髓组织病理学改变明

显较 * 组轻! 这提示 E. 除了能通过清除自由基和抗

氧化，上调 *F7’= 而抑制细胞色素 " 的释放等防治继

发性脊髓损伤外，还抑制了脊髓损伤后 "#$%#$&’( 的

表达，减少细胞凋亡和损伤，从而对神经细胞起到保

护作用!
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