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椎管减压对大鼠内质网跨膜蛋白斏旘斿棻毩与细胞凋亡的影响
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暋暋摘暋要暋目的暋观察椎管减压对于大鼠脊髓内质网跨膜蛋白斏旘斿棻毩与细胞凋亡表达变化的影响暎方法暋健

康成年斢斈大鼠椂棸只棳随机分为椇棻棭椎管减压组棬模型组棭棿棸只棳每个时相点棻棸只棳采用压迫装置制备椎管减压

模型椈棽棭对照组棻棸只棳行脊髓持续压迫椈棾棭假手术组棻棸只棳只做椎板切除暎模型组分别于脊髓受压棸灡 暍棾暍椂暍棻棽旇
后解除压迫暎采用免疫组化暍斣旛旑斿旍染色观察压迫段脊髓内斏旘斿棻毩的表达变化及细胞凋亡情况暎结果暋细胞凋

亡数与斏旘斿棻毩阳性细胞数均于棸灡 旇减压时开始增高棳二者随减压时间的延迟而不断增加暎假手术组与对照组暍
各减压组之间相比均有显著性差异棬 椉棸灡棸 棭暎结论暋大鼠脊髓压迫性损伤棳尽早进行椎管减压棳能够减轻内质

网应激反应棳减少斏旘斿棻毩的表达与细胞凋亡的发生棳促进神经功能恢复暎
关键词暋抑制物阻抗性酯酶棻椈减压椈内质网应激椈细胞凋亡
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暋暋脊柱骨折暍椎管内韧带钙化暍脊髓或椎管内肿

瘤等均可以引起脊髓压迫性损伤棳引起椎管内压力

升高棳脊髓内神经组织暍细胞水肿暍变性棳严重影响

患者的运动和感觉功能暎许多基础研究和手术学

资料表明棳尽早行椎管减压棳能够改善神经系统的

功能椲棻椵棳但其机制并不十分清楚暎经资料查阅棳椎
管减压后棳脊髓神经元内部出现了应激反应棳然而

对于内质网跨膜蛋白斏旘斿棻毩与神经细胞凋亡的情

况却知之甚少暎因此棳本实验在制作大鼠椎管减压

模型的基础上棳观察斏旘斿棻毩的表达变化规律及其与

细胞凋亡的关系棳探讨减压与内质网应激之间的联

系棳以明确减压在加快神经功能恢复的作用机制棳

为临床干预提供治疗策略暎
棻暋材料与方法

棻灡棻暋主要材料

羊抗鼠斏旘斿棻毩棬美国旙斸旑旚斸斻旘旛旡公司棭棳斣旛旑斿旍染

色盒棬德国斠旓斻旇斿公司棭棳免疫组化试剂盒暍斈斄斅显

色液暍细胞裂解液棬碧云天生物公司棭暎
棻灡棽暋实验动物分组

健康暍成年暍清洁级斢斈 大鼠椂棸只棳由山东大

学实验动物中心提供棳雌雄不限棳体重棽棸暲棽棸旂暎
动物随机分为椇棻棭椎管减压组棬模型组棭棿棸只棳每个

时相点棻棸只棳采用压迫装置制备椎管减压模型椈棽棭

棽棽棾
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持续压迫组棬对照组棭棻棸只棳行脊髓持续压迫椈棾棭假
手术组棻棸只棳只做椎板切除而不压迫脊髓暎
棻灡棾暋椎管减压模型制作

参照 斔斸旑斬旛椲棽椵的方法制作大鼠脊髓压迫模

型暎大鼠俯卧位棳棾灡 棩水合氯醛腹腔注射麻醉棳逐
层显露第一腰椎椎弓棳去除第一腰椎的部分椎弓

板棳直至暴露硬脊膜暎将一下端平整暍光滑棳长棽
旐旐棳直径为棽旐旐 的螺钉缓慢暍垂直拧入椎管中棳
脊髓压迫深度为棻旐旐棳缝合伤口暎模型组分别于

脊髓压迫棸灡 暍棾暍椂及棻棽旇后解除螺钉棳棻棽旇后处

死动物椈对照组待螺钉固定后棳将伤口缝合棳棽棿旇
后处死椈假手术组切除椎板后将伤口缝合暎
棻灡棿暋组织取材

每组动物棻棸只棳将动物麻醉后棳暴露心脏棳用
平头针经左心室插至升主动脉棳剪开右心耳棳用灌

注泵灌入棿曟生理盐水棽椄棸旐旍棳再灌入棿曟的棿棩
多聚甲醛棾棸棸旐旍棬棸灡棻旐旓旍棷斕斝斅斢配制棳旔斎椃灡棾
暙椃灡棿 棭椈取压迫段脊髓棳棿曟环境下棳棿棩多聚甲醛

固定棿椄旇棳棾棸棩蔗糖中脱水棳待组织块沉底后用制

作冰冻切片棳片厚棻棸毺旐棳用做 斎斉暍斘旈旙旙旍暍斣旛旑斿旍
染色及免疫组化检测暎
棻灡 暋免疫组织化学

将冷冻切片放置在棸灡棾棩 斎棽斚棽灢甲醇液中棳室
温下棻椂旐旈旑棳血清封闭棽 旐旈旑棳棻椇棿棸棸羊抗鼠斏旘斿棻毩
棿曟孵育棽棿旇椈生物素标记的二抗棾椃 曟反应棽灡
旇椈棬斢斄斅斆复合物棭棾椃曟反应棻灡 旇椈每次换液前均

用棸灡棸棻旐旓旍棷斕斝斅斢冲洗棾遍椈斈斄斅显色暎阳性产

物为胞质内棕黄色颗粒暎光学显微镜下棳每张切片

随机选取椂个视野对斏旘斿棻毩阳性细胞计数暎
棻灡椂暋原位细胞凋亡检测棬斣旛旑斿旍棭

按照说明书的步骤进行 斣旛旑斿旍染色暎阳性产

物为细胞核棕褐色颗粒暎光学显微镜下棳每张切片

随机选取椂个视野计数凋亡细胞暎
棻灡椃暋统计学方法

所 有 实 验 数 据 采 用 暲 表 示棳采 用

斢斝斢斢棻棾灡棸统计软件包进行统计学处理暎
棽暋结果

棽灡棻暋斎斉和 斘旈旙旙旍染色

脊髓压迫棸灡 旇后减压棳神经元和胶质细胞轻

度肿胀椈受压棻棽旇后减压棳神经元突起大量减少暎
对照组灰白质结构疏松棳细胞周围间隙增宽棳神经

元水肿严重棳核浆比增大棬图棻棭暎斘旈旙旙旍染色可见

神经元及胶质细胞的数量随减压时间延迟而减少椈
对照组尼氏体大量崩解甚至消失椈假手术组未见细

胞形态暍数量明显变化棬图棽棭暎

神经元水肿棳细胞周围间隙增宽棳核浆比增大

图棻暋对照组大鼠脊髓压迫段 斎斉染色棬暳棿棸棸棭

尼氏体大量减少甚至消失

图棽暋对照组大鼠脊髓压迫段 斘旈旙旙旍染色棬暳棿棸棸棭

棽灡棽暋原位细胞凋亡检测棬斣旛旑斿旍棭
假手术组棳未见明显神经细胞凋亡椈棾旇减压

组棳斣旛旑斿旍阳性细胞开始增多棳主要分布于脊髓灰

质前角和中间带椈棻棽旇减压组凋亡细胞进一步增

多棳有些神经元细胞核向一侧偏移暎对照组凋亡细

胞广泛分布于脊髓灰质前角暍中间带和后角棬图
棾棭暎假手术组与对照组暍各减压组之间相比均有显

著性差异棳各减压组之间相比有显著性差异棬 椉
棸灡棸 棳表棻棭暎

凋亡细胞广泛分布于脊髓灰质前角暍中间带和后角

图棾暋对照组大鼠脊髓压迫段斣旛旑斿旍染色棬暳棿棸棸棭

棾棽棾
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表棻暋大鼠脊髓受压后各实验组凋亡细胞数

及斏旘斿棻毩阳性细胞数棬 暲 棳旑棴椊棻棸棭
组暋暋别 斣旛旑斿旍棬棲棭 斏旘斿棻毩

假手术组 棻灡棸棽暲棸灡棻椃灣 棽灡棽棾暲棻灡椂灣

椎管减压组暋棸灡 旇减压组 椂灡棽棻暲棸灡棽棽灣曶 椆灡椂棸暲棻灡棽棿灣曶

暋暋暋暋暋暋棾旇减压组 棻灡棿棻暲棻灡棽棾灣曶 棻椆灡椄棿暲棸灡 灣曶

暋暋暋暋暋暋椂旇减压组 棾棸灡椂椃暲棸灡椃 灣曶 棾棻灡棽棸暲棻灡椂棾灣曶

暋暋暋暋暋暋棻棽旇减压组 棿棿灡棸椆暲棸灡椃椂灣曶 棿棸灡棾棿暲棸灡棸椆灣曶

对照组 椂棿灡棾棽暲棻灡椆椆 椆灡棸棽暲棸灡棽
暋暋注椇灣 椉棸灡棸 棳与对照组比较椈曶 椉棸灡棸 棳各减压组之间比

较

棽灡棾暋免疫组织化学检测

各组神经元内均有斏旘斿棻毩的表达棳阳性产物定

位于神经元胞浆及突起棳呈卵圆形棳阳性神经元分

布于脊髓灰质前角暍侧角椈对照组细胞间隙明显增

宽棳斏旘斿棻毩阳性神经元深染色棳广泛分布于脊髓灰质

棬图棿棭暎假手术组与对照组暍各减压组之间相比均

有显著性差异棬 椉棸灡棸 棳表棻棭暎

暋暋暋暋斏旘斿棻毩阳性细胞数量显著增加棳分布于脊髓前角暍侧
角神经元胞浆及突起

图棿暋对照组大鼠脊髓压迫段斏旘斿棻毩免疫组化染色棬暳棿棸棸棭
棾暋讨论

本研究在制作脊髓压迫模型的基础上棳在压迫

持续时间分别为棸灡 暍棾暍椂和棻棽旇之后解压棳以模

拟外科学的椎管减压术暎各模型组脊髓受压深度

均为棻旐旐棳减压后持续时间均为棻棽旇椈而各组压

迫持续的时间不同棳其结果能够反映出不同时相减

压后的组间差异暎
脊髓压迫性损伤除脊髓本身受到的机械性压

迫损害外棳还由于缺血暍炎症反应等导致压迫段局

部微循环的改变椈当压迫解除后棳脊髓遭受再灌注

损伤棳其内部释放氧自由基暍斘斚等神经毒性物质棳
神经细胞出现凋亡等继发性改变椲棾椵暎脊髓继发性

损伤引起的残存神经细胞凋亡是导致神经功能丧

失的重要原因椲棿椵暎
斏旘斿旍属内质网腔斏型跨膜蛋白棳是启动内质网

应激反应的重要分子之一椲椵暎斏旘斿棻毩具有丝棷苏氨

酸特异的蛋白激酶活性和内切核酸酶活性暎在生

理状态下棳斏旘斿棻毩与伴侣蛋白 斍旘旔椃椄暍斍旘旔椆棿等形成

稳定的复合物暎当细胞受损棳内质网腔出现葡萄糖

耗竭暍蛋白糖基化的抑制暍二硫键形成受阻暍斆斸棽棲

浓度失衡等微环境变化时棳引起蛋白质折叠出现严

重障碍棳其天然构象难以形成棳大量蛋白滞留于内

质网内棳不能运输至高尔基体棳称为内质网应激椲椂椵暎
解离后的斏旘斿棻毩协助蛋白折叠并运出内质网棳维持

细胞内环境的稳定暎如果应激反应过重棳斏旘斿棻毩不

能及时协助蛋白转运出去棳细胞将启动凋亡程序椈
此时的斏旘斿棻毩作为细胞凋亡的始动因子棳招募肿瘤

坏死因子受体相关因子棽棬斣斘斊斸旙旙旓斻旈斸旚斿斾旀斸斻旚旓旘
棽棳斣斠斄斊棽棭棳斏旘斿棻毩与 斣斠斄斊棽暍斒斏斔 形成稳定的复

合物棳斏旘斿棻毩灢斣斠斄斊棽灢斒斏斔 激活斻斸旙旔斸旙斿灢棻棽棳后者促

进斻斸旙旔斸旙斿灢椆酶原的聚合及活化棳斻斸旙旔斸旙斿灢椆进一步

激活了斻斸旙旔斸旙斿灢棾棳斻斸旙旔斸旙斿灢棾阻止细胞内 斈斘斄 的

复制和修复棳破坏细胞骨架棳影响斈斘斄和 斠斘斄拼

接棳诱导细胞成分崩解棳形成凋亡小体椲椃椵暎
本研究结果显示棳与假手术组相比棳对照组及

各减压组 斣旛旑斿旍及斏旘斿棻毩阳性细胞数均随着减压

时间的延迟而增加棳二者阳性细胞的时空表达规律

相一致棳提示早期减压不仅可以减少斏旘斿棻毩的表

达棳还通过减轻内质网应激反应棳减少细胞凋亡的

发生棳加快神经功能恢复暎
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