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益气化瘀方对大鼠腰神经根受压后

神经肌肉终板再生修复的作用

周重建 , 王拥军 , 施  杞 , 侯宝兴 , 刘  梅

(上海中医药大学脊柱病研究所 , 上海中医药大学龙华医院伤骨科 , 上海 200032 )

[摘要 ]  目的  探讨大鼠 L5 神经根受压后 ,在神经再生修复过程中 ,益气化瘀方对神经肌肉接头部神经元的作用。方法  

48 只大鼠随机分为 10、20、30、60 d对照组和益气化瘀方组。制作大鼠 L5 神经根受压模型 ,益气化瘀方组给予益气化瘀方灌

胃 ,对照组给予等量生理盐水。造模后 10、20、30、60 d取大鼠比目鱼肌 ,采用多克隆蛋白基因产物 9 .5 作为神经元标记 ,应用

免疫组织化学法结合激光共聚焦扫描显微技术 ,观察神经肌肉接头部末梢神经再生修复的过程。α环蛇毒素荧光结合剂显示

运动终板 , NIH 图像分析技术测定末梢神经与运动终板的重叠面积。结果  肌肉失神经支配后 ,益气化瘀方组的末梢神经在

神经肌肉接头部的聚集、出芽及延伸均显著地早于对照组。在神经再生修复期间 ,益气化瘀方组的末梢神经与运动终板的重

叠速度、范围及神经肌肉接头的再构筑 ,亦显著地优于对照组。结论  益气化瘀方能促进神经元的增生 ,增强其再生能力 ,加

快神经肌肉接头的重建 ,显著地缩短神经再生修复的进程。
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Effect of Yiqi Huayu Recipe on regeneration process after L5 nerve root compression in rats
Z HOU Chong-Jian , WANG Yong-Jun , SH I Qi, HOU Bao-Xing , LI U Mei

(Institute of Spinal Disease , Longhua Hospital , Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 200032 , China)

[ABSTRACT]  Objective  To study the effect of Yiqi H uayu Recipe on neurons in neuromuscular junction afte r L5 nerve root

compression in rats . Methods  By using immunohistochemist ry , confocal laser scanning techniques and pro tein gene product 9 .

5 as a neuronal marker , the motor endplates were visualized with fluorescein-conjugatedα-BTX . The effect of Yiqi H uayu Reci-

pe on nerve terminals of neuromuscular junction a t 10 ,20 , 30 ,60 days after L5 nerve root compression was observed in rat soleus

muscles dur ing regeneration . The over lap areas of terminals and endplates were measured with NI H image technique . Results  

As for the aggregates , sprouts , ex tension of nerve te rminal during regeneration , the connecting speed and range of nerve termi-

nal with endplates , as well as the reformation of neuromuscular junctions during regeneration , Yiqi H uayu Recipe group was

bet ter than that of the cont rol group . Conclusion  Yiqi H uayu Recipe can promote the hyperplasia of neurons and enhance the

regenera tion function . It also can accelerate the neuromuscular junction reformation and s hor ten the process of regeneration .

[KEY WORDS]  drugs, Chinese herbal ; spinal nerve roots ; t rauma ,nervous system ; regenera tion ; motor endplate ; gene prod-

ucts , pro tein
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①
 在神经肌肉接头部 ,神经-肌肉之间的信号传递

必须通过突触予以实施和维持 ,突触传递是其中最

具特征性的功能[ 1 ]。由于神经肌肉接头部的突触区

域较易接近 ,且可观察单个的神经末梢 ,因此特别适

于作为研究轴突终端细胞支架成分的模型[ 2 ]。周围

神经损伤后 ,再生神经通常能自发地找到原先的突

触并对原先的运动终板优先进行神经再支配。然而

尚不清楚肌纤维是如何促使这些易感神经再生的。

一种假设是变性可导致某些可溶性因子的释放 ,它

们能刺激轴突生长和突触的重建
[ 3 ]
。在哺乳类动物

的周围神经系统中 ,轴突的生长存在 3 种形式 : ( 1)

损伤轴突的神经再生 ; ( 2)轴突终端的局部重建 ; ( 3)

未受损轴突的侧芽进入失神经支配区域。蛋白基因

产物 9 .5 ( pro tein gene products 9 .5 , PGP9 .5 )可出

现在所有损伤神经的轴突成分中 ,包括原轴突和来

自神经节的再生神经芽
[ 4 ]

,是显示轴突生长的特定

标记。我们曾采用激光共聚焦扫描显微技术结合免

疫组织化学法确定了 PGP9 .5 在大鼠肌肉突触部的

分布
[ 5 ]

,表明 PGP9 .5在研究和证实神经肌肉接头部

神经元和细胞间关系的实验中是一种很好的示踪物

质。

随着社会的老龄化 ,骨赘相关疾病不断增多 ,严
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重影响人类的健康及生活质量。目前用于临床治疗

的各种神经营养因子虽对神经元胞体具有一定的保

护作用 ,但由于来源不易、价格昂贵及有一定的副作

用等原因 ,使其临床应用受到了限制。我们自拟的

益气化瘀方由黄芪、麝香、川芎等组成 , 具有益气化

瘀、行气通络的作用 ,在临床上长期用于治疗因骨赘

导致的神经根受压疾病 ,疗效显著。为了探求益气

化瘀方治疗失神经支配及在神经再生修复过程中的

作用机制 ,我们采用 PG P9 .5 作为特定标记 , 对大鼠

比目鱼肌的轴突进行免疫染色 ,并与对照组比较 ,观

察肌内神经分支的分布特征及再生神经的生长参

数 ,结果表明 ,益气化瘀方对于神经再生修复过程中

神经肌肉接头的重建 (包括神经末梢的生长 )具有明

显的促进作用。

1  材料与方法

1 .1  实验动物与分组  3 月龄雄性 SD 大鼠 48 只

(上海中医药大学动物实验中心提供 ) ,体重 300～

320 g ,随机分为 10、20、30、60 d 对照组和 10、20、

30、60 d 益气化瘀方组 ,共 8 组 ,每组 6 只。

1 .2  模型制备与取材  采用本研究所 1999 年建立

的腰神经根压迫造模方法
[ 6 ]
。大鼠经氯胺酮 0 .10

～0 .12 g/ kg腹腔注射麻醉后 ,以 L4、5椎体间隙为中

心 ,后背正中切开长度约 4 cm ,逐层切开后暴露椎

板 ,去除 L4、5棘突、椎板及 L4、5 右侧关节突 ,充分暴

露马尾神经及右侧 L5 神经根 , 将 ( 30±1 .5 ) mg 的

硅胶片置于 L5 神经根与硬膜囊交界处的腋部 ,局部

固定 ,逐层缝合 ,待大鼠苏醒后 ,放回笼中饲养。术

后第 2 天 ,益气化瘀方组给予益气化瘀方灌胃 ,对照

组给予等量生理盐水灌胃。按预定时间分别观察

10、20、30、60 d 后 , 用乙醚麻醉大鼠 , 打开胸腔 , 用

0 .01 mol/ L pH 7 .6 的磷酸盐缓冲盐水 ( phos phate

buffe r saline, PBS )行心内灌注 ,再用以 0 .01 mol/ L

pH 7 .4 的 PBS液稀释的 4%多聚甲醛固定液进行

前固定 ,取右侧比目鱼肌 ,用别针将标本固定在小盘

中 (以防止肌肉收缩 ) , 然后用上述固定液再行后固

定约 6～8 h ,去除肌肉周围的结缔组织后 ,将肌肉

浸入 0 .01 mol/ L pH 7 .4 的 PBS 液中 ,放置于 250

g/ L的蔗糖溶液中 48 h 用于冻结保护 ,然后将标本

置于包埋液中 ,立即用液氮冷冻 ,放置于深低温冰箱

中备用。标本用 F rigocut Germany 恒冷 ( - 20℃ )

切片机行纵切片 ,切片厚 50μm ,并保存于含有0 .01

mol/ L PBS液的容器内。

1 .3  中药  益气化瘀方由黄芪、川芎、人工麝香、人

工牛黄、汉防己等中药组成 , 水煎浓缩后 , 按生药

5 .03 g·k g
- 1
·d

- 1
给大鼠鼻饲灌胃 ,按不同分组分

别给药 10、20、30 和 60 d。

1 .4  免疫组织化学实验  实验均采用游离切片染

色。切片经 0 .01 mol/ L PBS液和 0 .4% T riton-X/

PBS液 2 次冲洗后 ,放入含有 0 .05% NaN3 的 1 %

小牛血清白蛋白的 PBS液中孵化 2 h ,末梢神经用

多克隆蛋白基因产物 PGP9 .5 作为神经元标记 ,稀释

度为 1∶1 600～1∶2 000 ,置室温过夜后 ,再加入 2

抗 Texas 红抗兔 IgG( Jack son) ,稀释度为 1∶200 ,

置于室温中 4 h 进行显色。用稀释度为 1∶50 的α-

环蛇毒素荧光结合剂对比目鱼肌突触后膜的乙酰胆

碱受体进行染色 ,置于室温中 4～6 h 进行染色。切

片经多次 PBS液洗涤约 1～2 h 后用封片液 ( Vec-

tor )封片。

1 .5  激光共聚焦扫描显微技术  用荧光显微镜

(Zeiss Axiophot )观察异硫氰酸荧光素和 Texas 红

双重染色的切片 ,然后用装有氩和氩离子的激光共

聚焦显微镜 ( CLSM-GB200 Olympus )观察其复染

物质 ,使用 488 nm激发异硫氰酸荧光素 , 568 nm 激

发 Texas 红 ,为了降低假阳性率 ,每张切片分别于 1

波道和 2 波道进行拍摄。

1 .6  图像分析  在神经肌肉接头部 ,可以清晰地观

察到被α-环蛇毒素荧光结合剂染色并显示绿色异

硫氰酸荧光的乙酰胆碱斑以及覆盖于乙酰胆碱区域

的红色 PGP9 .5 标记。采用 NIH 图像分析系统 (美

国 Apple公司 ) , 分别对 10、20、30、60 d 对照组和

10、20、30、60 d 益气化瘀方组大鼠的运动终板与末

梢神经的重叠面积进行三维形态测定及定量分析。

每组随机选取 10～12 张切片 ,共有 50 个运动终板。

为确保测量的精确性 ,剔除侧面像的运动终板。

1 .7  统计学方法  采用 SPSS 8 .0 统计软件包进行

数据处理 ,计量资料用 ( x± s)表示 ,采用两样本均数

比较的 t检验。

2  结  果

2 .1  L5 神经根受压后的组织化学观察

2 .1 .1  L5 神经根受压后 10 d  大鼠 L5 神经根受

压 10 d 后 , 运动终板区域不仅丢失了乙酰胆碱受

体 ,也缺乏覆盖的神经末梢 ,乙酰胆碱受体斑的形态

亦变小、变细、崩解成碎片 ,或由于变性肌纤维的萎

缩而使终板发生皱缩等 [图 1 ( A、B ) ,见封三 ]。对

照组 [图 1 ( A ) ,见封三 ]除肌内神经被 PGP9 .5 轻度

着染外 , 其末 梢分支尚未到达运动终板 区域

[图 1 ( A^) ,见封三 ] ;而益气化瘀方组 [图 1 ( B ) , 见

封三 ]无论是肌内神经的染色强度还是其直径均明

显大于对照组 ,同时能看到其末梢已接近 [图 1 ( B

^) ,见封三 ]或进入了运动终板区域 [图 1 ( B↑ ) , 见
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封三 ]。

2 .1 .2  L5 神经根受压后 20 d  对照组和益气化瘀

方组的 PGP9 .5染色开始逐渐增强 ,再生的末梢神经

开始朝运动终板方向延伸。对照组神经末梢已到达

运动终板区域 ,但仅极少数与乙酰胆碱斑发生重叠

[图 1 ( C↑ ) ,见封三 ] ,而益气化瘀方组的重叠面积

[图 1(D↑ ) ,见封三 ]远远大于对照组 ,同时可以见到

从运动终板边缘已延伸出数十微米长的神经芽 [图 1

(D̂ ) ,见封三 ]。

2 .1 .3  L5 神经根受压后 30 d  此时大部分再生神

经末梢已到达运动终板 ,表现出较为成熟的形态 ,乙

酰胆碱斑形态亦渐趋规则 , 与神经末梢重叠面积逐

渐扩大 ,以精细的结构覆盖在终板区域 , [图 1 ( E、

F ) ,见封三 ]。对照组 [图 1 ( E) ,见封三 ]可见到 3 种

情况 : ( 1)部分重叠较好的运动终板和正在延伸的神

经芽 [图 1 ( E^) ,见封三 ] ; ( 2 )重叠不完全的终板 ;

(3 )重叠较差的运动终板。而益气化瘀方组 [图 1

( F ) ,见封三 ]除偶尔见到再生不全的终板及短小的

神经芽外 [图 1 ( F^) ,见封三 ] ,大部分神经肌肉接头

已开始趋于正常 ,末梢神经与乙酰胆碱斑亦已很好

地发生了重叠 [图 1 ( F↑ ) ,见封三 ]。

2 .1 .4  L5 神经根受压后 60 d  此时 , 除肌内神经

和末梢神经表现为不规则与无序外 ,益气化瘀方组

绝大部分的再生神经末梢三维结构及乙酰胆碱斑形

态已恢复正常 [图 1 ( H ) ,见封三 ] ;而对照组仍能看

到不少与末梢神经重叠不完全的运动终板 , 并可见

到正在退缩中的神经芽 [图 1 ( G^) ,见封三 ]和多神

经支配现象 [图 1 ( G↑ ) ,见封三 ] ,提示整个神经再

生修复过程尚未完成。

2 .2  末梢神经与运动终板重叠面积的测定  采用

NIH 图像分析技术 ,测定正常大鼠、对照组及益气

化瘀方组大鼠 L5 神经根受压后 10、20、30、60 d 末

梢神经与运动终板的重叠面积 (μm
2

) ,结果见图 2。

图 2  大鼠 L5 神经根受压后末梢神经与

运动终板的重叠面积 (μm2 )

正常大鼠为 (320 .0±81 .8)μm2 ;对照组失神经支配

后 10、20、30、60 d ,分别为 ( 26 .2±19 .9 )μm
2
、( 71 .5

±45 .3 )μm2、( 140 .1± 57 .5 )μm2、( 242 .2± 76 .1 )

μm
2

;益气化瘀方组则分别为 ( 67 .9±47 .2 )μm
2
、

(148 .6±72 .5 )μm2 、( 222 .9±79 .1 )μm2、( 296 .5±

83 .2 )μm
2
。益气化瘀方组与对照组比较 ,有显著性

差异 ( P < 0 .05 或 P < 0 .01 )。提示在整个神经再

生修复过程中 ,益气化瘀方对神经元具有明显的促

进作用。

3  讨  论

PGP9 .5 是一种神经元胞质蛋白 ,是良好的周围

细小神经纤维的标记物 ,已被广泛地应用于舌乳头

和味蕾的神经支配研究 [ 7～ 9 ]。本实验采用 PG P9 .5免

疫组织化学法结合激光共聚焦扫描技术 ,显示了神

经再生修复期间最早阶段再生运动神经末梢非常细

微的结构以及自腰神经根受压起的 60 d 内再生神

经末梢的成熟过程。L5 神经根受压后 ,肌肉失神经

支配和神经再支配导致了运动终板、轴突及神经末

梢形态发生了一系列的变化。我们发现 ,肌肉短暂

失神经支配后 ,伴随着神经末梢的消退 ,运动终板区

域失去了部分乙酰胆碱受体。上述变化与突触的竞

争有关 : ( 1)它们发生在轴突撤退期间 ; ( 2)它们大多

优先发生在多神经支配的运动终板上。与此同时 ,

原来的运动终板区域开始进行神经肌肉接头的重

建 ,大部分局限在窄沟内的亚突触膜逐渐被再生神

经末梢所覆盖。尽管神经支配形态与正常形态之间

存在多处差异 ,但这些精确的神经再支配表明 ,原始

的突触与再生神经之间可能有某种特异的亲和力。

实验结果显示 ,益气化瘀方组无论是乙酰胆碱受体

斑的形态复原 , 还是 PG P9 .5 的染色强度 ,轴突末梢

的出芽速度及到达运动终板的时间均明显优于对照

组 ,表明益气化瘀方具有显著促进再生神经生长的

作用。我们通过测量沟内的细胞结构来估算被再生

神经末梢覆盖的后突触膜量 [ 10 ]。应用 NIH 图像分

析技术 ,我们测量了神经末梢与突触的重叠面积 ,结

果发现整个神经再生期间 ( < 60 d ) ,对照组和益气

化瘀方组的重叠面积均呈由低到高趋势 ,而益气化

瘀方组神经末梢与乙酰胆碱受体的接触面积明显高

于对照组 ,至神经再支配 2 个月时 ,其最终的改变几

乎接近于正常肌肉 ,而此时对照组的后突触膜也与

再生的神经末梢发生重叠 ,但仍有 30 %的终板没有

被覆盖。益气化瘀方能促进神经细胞生长 , 加快其

到达运动终板的速度 , 因此较对照组能明显缩短神

经再生修复的进程 ,且其末梢神经无论是早期的出

芽数量还是后期的突起退缩以及运动终板神经再支
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配的形态表现均明显优于对照组 ,证明益气化瘀方

还能明显改善神经再生期神经纤维的质量。研究表

明 ,雪旺氏细胞是促进神经再生的重要因素 ,神经末

梢雪旺氏细胞对运动轴突的变性反应是一个主动的

过程 [ 11 ] ,它们的相互作用维持着运动终板正常的细

胞结构。雪旺氏细胞含有促进细胞黏附、迁移及轴

突生长的各种分子 ,还可合成多种促进轴突生长的

因子 ,如神经生长因子、脑源性神经营养因子、胰岛

素样生长因子等 [ 12 , 13 ] 。我们过去的实验也证实 ,益

气化瘀方对神经根损伤后神经末梢雪旺氏细胞的增

殖及轴突生长具有明显的促进作用 [ 14 ] 。

依据中医理论 ,骨赘的基本病机为“气虚血瘀 ,

本虚标实”,对此我们采用“益气化瘀 ,标本兼顾”法

治疗因骨赘所致的神经根受压疾病 ,自拟益气化瘀

方。方中黄芪益气升阳、固表内托、利水退肿 ;麝香

活血通络、散结止痛 ;川芎行气活血、祛风止痛等 ,通

过补气 ,使气行血活 ,从而达到治疗的目的。现代药

理研究证实 ,上述中药可扩张血管 ,改善局部血液循

环 ,为雪旺氏细胞的增生创造有利的微环境 ,促进巨

噬细胞和雪旺氏细胞释放各种能增强再生神经生长

的促神经营养因子 ,促进雪旺氏细胞浆膜或基底膜

的分泌以形成适合神经末梢生长的介面。
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