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 摘要! 目的: 利用新型神经再生小室探讨神经生长因子 ( nerve g row th facto r, NGF )和睫状神经营养因子 ( ciliary

neurotroph ic factor, CNTF )促进周围神经再生的协同性作用。方法: 36只大鼠随机分为 A、B、C 3组,每组 12只,用自行

研制的梭形双通道桥接管桥接坐骨神经 10 mm缺损。A组, 2支管内均注入几丁糖凝胶 ( 100 l) ; B组,一侧支管内注

入几丁糖 ( 100 l) + NGF( 5 l) +生理盐水 ( 5 l) ,另一侧支管内注入几丁糖 ( 100 l) + NGF ( 5 l) + CNTF( 5 l) ; C

组, 一侧支管内注入几丁糖 ( 100 l) + CNTF ( 5 l) +生理盐水 ( 5 l), 另一侧支管内注入几丁糖 ( 100 l) + NGF

( 5 l) + CNTF ( 5 l)。术后 8、16周对再生神经的大体形态、常规病理及超微结构进行观察, 并用核黄逆行示踪评估

再生神经的轴浆运输功能。结果: NGF+ CNTF侧再生神经呈淡黄色, 质韧,弹性佳, 优于对照侧,形态学观察见再生神

经纤维数目多, 粗细均匀,排列整齐,有髓纤维髓鞘厚, 轴突直径大。其轴浆运输功能也明显优于对照侧。结论: NGF

与 CNTF对促进周围神经形态结构和功能的恢复均具有明显的协同作用。
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ABSTRACT Objective: To d iscuss the synerg istic effec ts on regenerative nerve fibers a ffec ted by nerve grow th fac to r

( NGF ) and c iliary neurotroph ic factor( CNTF ) w ith the new cab in o f per iphera l nerve regene ra tion.M ethods: Th irty six Spra

gue Daw ley rats w ith 10 mm gap of sciatic nerve w ere averaged d iv ided random ly into three groups( A, B, C ), wh ich had

been b ridged w ith the new doub le channel ne rve conduit o f fusiform shape. In g roup A, 100 l ch itin fo rm ed ica l usew as in

jected into the two branches o f the conduit; in g roup B, beside injection ch itin, 5 l NGF and no rm a l sa line, 5 l NGF and

CNTF we re respec tive ly injected into the two branche s; in group C, beside injection ch itin, 5 l CNTF and no rm a l saline,

5 lNGF and CNTF w ere respective ly injected into the tw o branches. A t 8 and 16 w eeks afte r ope ra tion, the mo rpho logy and

u ltrastructure of regenerativ e ne rve we re eva luated byHE sta in ing and electron m icro scope. The function of axoplasm ic trans

port w as ana ly zed by nuc lea r y ellow. Resu lts: The regenera tive ne rve in the side w he re NGF and CNTF w ere injected w ere

light ye llow, and the resilient is a lso sen ior to the ones in the con tro l side. The d iam eter o f the regenerativ e nerve fibers in the

syne rg istic s ide is co inc iden t and line up in o rder unde r ligh t m icroscope, the num ber of m yelinated o r unm ye lina ted fibers

are m ore, the th ickness o fm ye linated fibers is large r, the func tion o f axoplasm ic transport w as a lso better than the nerve in

thd contro l sides. C onc lu sion: There is s ignifican t synerg istic effe ct o fNGF and CNTF on prom o ting the regenera tion o f pe

ripheral nerv e.
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神经生长因子 ( ne rve grow th factor, NGF )和睫状神经营养

因子 ( c iliary neurotroph ic fac tor, CNTF )分别代表了神经营养

因子两大家族, 对其促进周围神经再生作用的差异性的研究

报道较多, 但关于其协同作用的研究报道较少 [ 1 4]。由于周

围神经是混合神经, 按纤维的类型可分为无髓和有髓纤维; 按

机能分为感觉和运动纤维, 再生过程相当复杂,其不仅受到多

种内外环境的调控, 而且有相当多的神经营养因子的参与。

为此,本研究利用创建的新型神经再生小室探讨 NGF与

CNTF促进周围神经再生的协同作用。

1 材料与方法

1 1 实验分组与造模 选取健康成年清洁级 Sprague- Daw ley
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( SD )大鼠 36只 ,雌雄不拘, 体重 200~ 250 g,平均 223 g (第

三军医大学附属大坪医院野战外科研究所动物中心提供 )。

随机分为 A、B、C 3组 , 每组 12只。造模: 1% 戊巴比妥钠

( 30 m g /kg)腹腔内注射麻醉。侧卧位, 剃毛、消毒后, 取股后

斜切口, 暴露右侧坐骨神经, 10倍显微镜下游离坐骨神经, 并

在梨状肌出口下方 5 mm处将坐骨神经切除约 8 mm,任其回

缩, 造成 10 mm缺损, 用消毒好的自行研制的梭形双通道桥

接管 (图 1)桥接缺损段, 用 10- 0无损伤显微缝合线将神经

远、近断端与桥接管缝合固定 2针,缝合方法采用两定点套接

法: 分别在神经干周径 180∀相对位置各缝合 1针, 使得再生

神经断端套入桥接管内,并距桥接管的分叉处约 1 mm。

1 2 实验方法 A组,桥接管的两支管内仅加入医用几丁糖

凝胶 100 l(上海其胜生物制剂有限公司 )。B组, 向两支管

内注入医用几丁糖凝胶 100 l后,一侧支管内注入 5 l NGF

( 20 ng / ,l美国 S igm a公司 )和 5 l生理盐水;另一侧支管内

注入 5 lNGF和5 l CNTF ( 60 ng / ,l美国 S igm a公司 )。 C

组, 向两支管内注入医用几丁糖凝胶 100 l后, 一侧支管内

注入 5 l CNTF和 5 l生理盐水; 另一侧支管内注入 5 l

NGF和 5 l CNTF。注入到两支管的中段 (图 1), 将桥接管置

于适宜的位置, 排除扭转现象,用 0- 0丝线套在两支管外, 并

缝合固定在邻近的软组织上, 防止大鼠麻醉清醒后, 活动下肢

致桥接管移位和扭转。逐层缝合股后肌肉及皮肤切口,按常

规标准统一分笼饲养。

图 1 双通道桥接管示意图

F ig 1 Schem at ic d iagram of b ridgedw ith doub le channel nerve condu it

1 3 术后观察与检测方法

1 3 1 一般观察 分别于术后 8、16周观察梭形双通道桥接

管有无移位、变形、塌陷及裂开, 并初步观察两支管内再生神

经的粗细、颜色、弹性等。

1 3 2 常规病理学观察 术后 8、16周分别取 6只动物, 再

次麻醉、固定后,剪开胸腔, 左心室主动脉插管, 剪开右心耳。

快速灌入生理盐水 150 ~ 200 m ,l待流出液体清亮后, 灌注

4%多聚甲醛约 200 m l。固定 2 h后取再生神经, 神经取出后

浸入 4%多聚甲醛中继续固定。然后将标本常规脱水、透明、

浸蜡、包埋后行石蜡切片, 片厚 5 m, H E染色观察再生神经

外膜的厚度, 神经纤维的排列、走行等。

1 3 3 超微结构观察 动物灌注后, 取两支管内再生神经的

中段, 并用 4%戊二醛及 1%四氧化锇 (磷酸盐配制 )作预固

定和后固定 ( pH 7 2~ 7 4)各 2 h, 乙醇及丙酮逐级脱水, 采

用环氧树脂 618定向包埋, 用 Re ichert Jung超薄切片机作

0 5 m厚半薄切片, 每个标本切 4张。经 1% 甲苯胺蓝 - 天

青#染色后在光镜下定位, 制备超薄切片,用醋酸双氧铀及枸

橼酸铅染色, 在 H itach i- 600透射电镜下观察再生神经纤维

的超微结构。

1 3 4 核黄示踪及激光共聚焦成像 术后 16周, 将各组余

下的 6只动物麻醉、消毒及显露桥接管。将桥接管两支管的

一侧支管及管内再生的神经于远侧端切除约 2 mm,保留另一

侧支管及管内再生神经。显露桥接管远侧的坐骨神经 2 mm

左右将荧光示踪剂核黄 (美国 S igm a公司 )用 0 01 m ol PBS稀

释成 0 5%的浓度。用微量注射器将 6 l的上述稀释液缓慢

注入坐骨神经干内 ( 15 m in),注射完毕后滞针约 10 m in,以防

溶液外溢。原位缝合肌肉、皮下组织及皮肤切口。于术后

16~ 18 h, 再次麻醉动物,固定、左心室插管 ,用生理盐水、4%

多聚甲醛常规灌注。取腰膨大部位的脊髓迅速投入 4%多聚

甲醛中固定 6 h后,置于 30%蔗糖溶液中脱水, 直至组织完全

下沉后,用德国 LE ICA CM1900冰冻切片机作连续冰冻切片,

片厚 20~ 25 m, 每切 5片取 1片, 置于德国 LE ICA TSC SP2

激光共聚焦显微镜下扫描成像, 参数选择: PMT: 600; P inho le:

1 5; 激光波长为 405 nm。核黄自大鼠坐骨神经逆行运输至

脊髓神经元细胞核内, 在波长为 405 nm激光的作用下, 呈黄

色荧光。

2 结果

2 1 一般观察 术后 8周,各组桥接管周围均由少量的薄膜

包绕,且有少量散在的新生血管,桥接管无移位、变形,管内医

用几丁糖凝胶已降解; 术后 16周,桥接管无裂口、变形、变薄、

变色、移位和塌陷,表面仍为膜状组织包绕, 肉眼可见新生血

管较多。B组 NGF侧再生纤维呈淡红色, 弹性差,质嫩, C组

CNTF侧再生神经则呈淡黄色, 稍细, 而 B、C组 NGF+ CNTF

侧再生神经明显粗大, 呈淡黄色,质韧, 弹性佳 (图 2, 3)。

2 2 再生神经常规病理学观察 术后 8周 HE染色显示 B、

C两组的 NGF+ CNTF侧再生神经明显较 B组 NGF侧和 C组

CNTF侧再生纤维的排列整齐 ,神经外膜薄; 术后 16周再生纤

维粗细均匀, 排列整齐,走行一致, 接近正常的波纹状,明显优

于对照侧 (图 4- 6)。

2 3 超微结构观察 术后 8、16周, B、C组 NGF + CNTF

侧再生神经有髓与无髓纤维比例适宜, 排列整齐 , 形态较

一致 , 髓鞘厚度及轴突直径均较对照侧大。术后 8周, B

组 NGF侧可见散在的有髓纤维被大量的成纤维细胞包

裹; C组 CNTF侧再生神经由无髓和有髓纤维组成, 但数量

少, 轴突直径较小, 大小欠一致 ; 至术后 16周, 再生纤维的

分布和排列、有髓纤维的髓鞘厚度及轴突直径仍不及 NGF

+ CNTF侧。

2 4 核黄示踪 B、C组呈阳性标记的神经元个数及荧光

强度明显多于 A组, 比较 B、C组 CNTF+ NGF侧和 CNTF

侧、NGF侧的示踪结果见 : CNTF+ NGF侧被标记的神经元

数目明显多于其 NGF侧和 CNTF侧 , 且荧光强度高 , 颗粒

大, 分布均匀而稠密, 被标记的神经元细胞并非特异性地

位于脊髓前角, 腹角、侧角和后角均可见被标记的神经元

(图 7 - 9)。
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3 讨论

周围神经再生的过程中不仅受到多种内、外环境的调控,

而且有相当多的神经营养因子参与, 因此研究神经营养因子

促进周围神经再生的协同作用,对提高周围神经的再生速度

和再生质量具有重要的理论意义和临床价值。既往用于比较

和筛选不同神经营养因子生物学作用的差异性和协同性的研

究方法主要是利用单通管直管桥接神经缺损, 在管内注入不

同的调节因子, 分别观察各调节因子促进神经再生的效果。

其实验结果常因不同个体的内、外环境的差异, 一定程度上影

响了研究结果的可靠性和精确性。本研究利用自行研制的梭

形双通道桥接管观察 NGF与 CNTF促进周围神经再生的协

同作用, 可提高实验结果的可靠性和说服力 [1]。

本研究观察到 NGF与 CNTF促进周围神经再生的协同

作用表现为:联合用药侧再生神经纤维的组织形态学明显优

于单独用药, 再生神经纤维粗细均匀, 有髓与无髓的比例适

宜,且排列也趋于合理。此外,通过对再生神经的轴浆运输功

能的研究观察到联合用药侧的再生神经轴浆运输功能明显强

于其对照侧。说明 NGF与 CNTF对促进周围神经的组织形

态和功能的恢复均具有较为明显的协同作用。而关于 NGF

与 CNTF协同作用的机制目前尚不明确, 但有研究认为产生

这一协同作用的机制除单一因子的作用外, 可能是两种因子

通过非共价键形成异二聚体的缘故 [ 5]。Semkova等 [6]研究发

现外源性 CNTF可提高星形胶质细胞内 p75( NTR ) mRNA的

水平和促进 NGF的合成, 当应用外源性的 CNTF 30 m in后 C

fo s表达首先增加, 3 h后 NGF mRNA 水平开始增加, 6 h后

NGF才分泌增加, 所以认为, 其协同作用的机制很可能与 C
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fos相关, 这也提示外源性 NGF发挥促进周围神经再生的机

制可能一定程度上与 CNTF有关。

然而, NGF与 CNTF的协同作用也可能与其生物学作用

的差异性和特异性密切相关。周围神经损伤后, 内源性 NGF

与 CNTF分布及代谢特点均不同,关于 NGF和 CNTF促进周

围神经再生的作用机制和作用特点也明显存在一定差异

性 [ 2 4]。研究表明这种差异性主要表现为 NGF主要促进感觉

纤维再生, 而 CNTF主要促进运动神经再生; NGF促进有髓纤

维的再生较强, 而 CNTF除对有髓纤维再生具有一定的促进

作用外, 还可促进无髓纤维的再生。此外, NGF除具有直接

促进神经再生的作用外,还具有促进周围神经血管形成的作

用, 一定程度上显示了其血管形成因子的作用 [ 7 8]。而周围

神经大多为混合神经 ,按神经纤维类型可分为无髓和有髓纤

维, 按机能分为感觉和运动纤维。NGF和 CNTF分别可促进

感觉和运动及有髓和无髓纤维再生, 这说明对促进混合神经

再生而言, NGF和 CNTF生物学作用的差异性和互补性可能

是其协同效应的理论基础, 但其内在的作用机制尚需进一步

研究证实。
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全国中西医结合脊柱相关疾病学术研讨会

暨 ∃中国骨伤 %杂志创刊 20周年纪念会征文通知

为促进脊柱医学的发展和学科建设,更好地为脊柱医学工作者提供展示不同学术观点的交流平台, 由中国中西医

结合学会和∃中国骨伤%杂志社主办的全国中西医结合脊柱相关疾病学术研讨会暨 ∃中国骨伤%杂志创刊 20周年纪念

会, 拟于 2007年 5月在北京召开。会议的主要议题: & 脊柱相关疾病的基础和临床研究成果的交流; ∋ 成立中国中西

医结合学会脊柱医学专业委员会; ( ∃中国骨伤 %杂志创刊 20周年纪念活动。欢迎全国各地从事脊柱医学工作及相关

专业的医务人员踊跃投稿 ,本次研讨会为国家级继续医学教育项目, 参会者将授予 )类学分。会议期间将聘请国内外

著名专家进行专题报告及举行∃中国骨伤%杂志创刊 20周年编委工作会。

1 征文内容: & 脊柱相关疾病的基础研究、临床研究、学术探讨、研究进展、诊疗方法等; ∋ 脊柱医学的基础理论、临

床实践、整脊手法操作技法; ( 颈肩腰腿痛理论研究和临床诊疗方法探讨等; ∗脊柱针法微创技术及科研成果、学术论
述、脊柱疾病的临床护理等; + 脊柱的生物力学研究以及生物信息系统的理论探讨和实验研究, 与脊柱相关的脊柱解剖

学和生物力学作用机制、脊柱生物力学评价方法等; ,脊柱外科的临床诊疗、基础研究、康复理疗、预防保健等方面的论
著、综述、技术介绍和经验交流; −脊柱微创手术的研究发展状况, 各种微创手术在脊柱手术中的临床应用, 微创器械的

研制等; .脊柱脊髓损伤基础与临床研究、脊柱脊髓损伤的康复及脊柱脊髓损伤并发症的预防和治疗、传统医学在脊柱
脊髓损伤疾患中的应用; /与脊柱医学相关的医疗器械和保健器材的研发以及一些相关药物的开发应用等。

2 征文要求:凡未在国家级以上学术会议交流或未在公开刊物上发表的论文均可投送。论文全文在 3 000字以内

并附 500字左右结构式摘要 1份,请用 A4纸打印, 并寄软盘, 欢迎通过 E m ail投稿。优秀论文将推荐在∃中国骨伤%
2007年增刊发表。

3 投稿请寄:北京市东直门内南小街甲 16号∃中国骨伤%杂志社范少云收, 请在信封上注明 0会议征文 1字样。邮
编: 100700 E m a i:l zgg szz@ sina. com 电话: 010 84020925 截稿日期: 2007年 4月 30日。
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