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脊髓损伤后自主神经反射异常大鼠心脏和肠系膜前动脉α肾上腺素能
受体的表达
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［摘要］　目的：观察高位脊髓横切（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ，ＳＣＴ）慢性期自主神经反射异常（ａｕｔｏｎｏｍｉｃｄｙｓｒｅｆｌｅｘｉａ，ＡＤ）大鼠心

脏和肠系膜前动脉α肾上腺素能受体（αＡＲ）各亚型ｍＲＮＡ表达量，探讨ＡＤ的可能机制。方法：暴露大鼠脊髓，横切Ｔ４节

段，术后４周用自制导管刺激直肠，观察升压反应，挑选发生ＡＤ的大鼠（ＡＤ组，ｎ＝１６），取其心脏和肠系膜前动脉及其分支，

实时定量ＰＣＲ测定α１Ａ，α１Ｂ，α１Ｄ，α２Ａ，α２Ｂ，α２ＣＡＲｍＲＮＡ的表达量，与只暴露脊髓、不进行横切的大鼠（假手术组，ｎ＝１６）进

行比较。结果：与假手术组相比，ＡＤ组大鼠心脏α１ＡＡＲｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）、α１ＢＡＲｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１）表达下调，而α１ＤＡＲ

ｍＲＮＡ表达量未见明显改变；肠系膜前动脉α１Ａ、α１Ｄ、α２ＢＡＲｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１）、α２ＣＡＲｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）表达上调，而α１Ｂ、

α２ＡＡＲｍＲＮＡ表达量未见明显改变。结论：大鼠ＳＣＴ慢性期ＡＤ的发生可能与心脏α１Ａ、α１ＢＡＲ，肠系膜前动脉α１Ａ、α１Ｄ、

α２Ｂ、α２ＣＡＲ的异常表达有关。
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　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是临床常见
创伤，Ｔ６平面以上的ＳＣＩ患者在进入慢性期后，患
者易受到膀胱胀满、肠道不通等不良刺激，时常发生
自主神经反射异常（ａｕｔｏｎｏｍｉｃｄｙｓｒｅｆｌｅｘｉａ，ＡＤ）。

ＡＤ发作时，血管广泛收缩，出现恶性高血压，收缩
压和 舒 张 压 可 分 别 高 达 ２５０～３００ ｍｍＨｇ
（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）和２００～２２０ｍｍＨｇ，常伴
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有反射性心动过缓，心律紊乱，严重时可导致肺水
肿、颅内出血，甚至死亡，是ＳＣＩ后最为严重的并发
症之一。目前的研究［１，２］认为，ＳＣＩ患者慢性期出现

ＡＤ可能与α肾上腺素能受体（αＡＲ）有密切关系，
但还缺乏直接的证据。前期的研究工作［３］表明，高
位ＳＣＩ大鼠血管对αＡＲ激动剂反应性升高，原因
可能是受体表达量增加，也可能是敏感性上调，受体
后通路改变等。αＡＲ各亚型表达量变化与出现

ＡＤ的关系目前未见相应的报道。为了明确ＳＣＩ后

αＡＲ各亚型表达量改变与ＡＤ的关系，本研究以高
位脊髓横切（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ，ＳＣＴ）大鼠为模
型，运用ＲＴＰＣＲ法测定心脏和肠系膜前动脉α１及

α２ＡＲ各亚型 ｍＲＮＡ表达量，探讨高位ＳＣＴ慢性
期心血管系统功能紊乱的可能机制，为ＳＣＩ患者的
康复治疗提供一定的实验依据。

１　材料和方法

１．１　试剂和仪器　ＴＲＩｚｏｌ（Ｓａｎｇｏｎ公司），ＲＴ试
剂盒（ＢＢＩ公司），ＲＴＰＣＲＫｉｔ，ＤＮＡⅠ（ＴａＫａＲａ公
司），ＤＮＡＭａｒｋｅｒＢＬ２０００（ＢｉｏＬｉｇｈｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司），ＲＴＰＣＲ 仪（ＡＢＩＰＲＩＳＭ７０００），微型电泳仪
（上海西巴斯生物技术开发有限公司），ＴＧＬ台式高
速离心机（ＨＩＴＡＣＨＩ公司），紫外分光光度计（ＵＶ
２４０１ＰＣ），ＭＰＡ２０００多通道生理记录仪（奥尔科特
生物科技有限公司）。

１．２　动物分组及处理　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３２
只（购自中科院实验动物中心），体质量２６０～３００ｇ。

ＳＣＴ模型制作参考文献［４］并作改进，５０ｍｇ／ｋｇ氯
胺酮复合５ｍｇ／ｋｇ地西泮注射液腹腔注射后，咬除

Ｔ４椎板，暴露脊髓。用自制超薄刀片横切Ｔ４脊髓，
术后连续３ｄ每天给予青霉素４０万 Ｕ，腹腔输注

５％葡萄糖液１０ｍｌ；术后１周挤压膀胱人工排尿。
术后４周，股动脉插管，接换能器和多通道生理记录
仪，３ｈ后大鼠血压平稳时，用自制导管刺激直肠，观
察升压反应，挑选平均动脉压比基础值升高超过１５
ｍｍＨｇ的ＳＣＴ组大鼠（ＡＤ组，ｎ＝１６），处死大鼠，
取心脏和肠系膜前动脉及其分支。取肠系膜前动脉
时，小心分离肠系膜前动脉及其分支，尽可能取至空
肠和回肠（抽提动脉ＲＮＡ时，每２只大鼠的肠系膜
前动脉及其分支为１份）［５］。测定大鼠各组织αＡＲ
的表达，与只暴露脊髓，不进行横切（假手术组，ｎ＝
１６）大鼠进行比较。

１．３　ＲＴＰＣＲ法检测αＡＲ的表达

１．３．１　ＲＮＡ抽提及ｃＤＮＡ合成　ＲＮＡ纯化试剂
盒提取心脏和肠系膜前动脉总ＲＮＡ，以ＤＮＡⅠ对

所得 ＲＮＡ 进行处理；每份 ＲＮＡ 分别取５μｌ总

ＲＮＡ进行１％变性凝胶电泳，验证ＲＮＡ完整性；测

Ｄ２６０值计算 ｍＲＮＡ浓度。２μｇＲＮＡ在２０μｌ体系
中按标准程序进行反转录；每个ＲＮＡ样品取２μｇ
ＲＮＡ，ＲＴ时不加反转录酶处理，作为阴性对照，进
一步排除基因组ＤＮＡ污染。ｃＤＮＡ合成按ＲＴ试
剂盒进行。

１．３．２　引物设计　引物经Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计，设计
完成后进行ＢＬＡＳＴ比对分析。α１Ａ：正义５′ＴＡＧ
ＡＧＣＡＣＡ ＡＧＧ ＧＡＡ ＧＡＧ Ｇ３′，反义５′ＡＡＡ
ＧＧＴＧＡＴＧＡＣＴＧＧＧＡＡＡＧ３′，产物大小１１０
ｂｐ；α１Ｂ：正义５′ＣＧＧＧＴＧＧＴＴＧＡＴＧＡＡＡＴＡ
ＧＣ３′，反义５′ＴＧＴＧＣＴＧＴＡＣＧＧＣＣＴＣＣＡ
３′，产物大小１６４ｂｐ；α１Ｄ：正义５′ＧＧＡＣＴＴＴＣＣ
ＣＴＴＴＣＣＧＡＴ ＧＴ３′，反义５′ＴＴＴ ＧＧＴ ＧＧＣ
ＧＴＡＴＴＧＧＡＴＧＣ３′，产物大小２５８ｂｐ；α２Ａ：正义

５′ＴＣＣＧＴＣＴＴＧＧＣＧＣＴＣＴＴＴ３′，反义５′ＣＣＣ
ＴＡＣＣＡＧＣＴＣＴＴＣＡＡＣＴＴＣ３′，产物大小１３８
ｂｐ；α２Ｂ：正义５′ＡＧＧＧＴＣＧＧＴＧＧＡＣＡＴＴＣＧ
３′，反义５′ＡＣＡ ＡＣＡ ＡＴＣＣＣＴＡＣＣＡＴＡＣＣ
３′，产物大小２９０ｂｐ；α２Ｃ：正义５′ＧＣＴＴＧＡＧＣＣ
ＣＡＴＧＴＡＴＣＣＣ３′，反义５′ＡＧＡＣＣＣＴＴＴＧＣＣ
ＴＴＣＣＣＡＴ３′，产物大小１５８ｂｐ；βａｃｔｉｎ：正义５′
ＧＣＡＡＣＴ ＧＴＡ ＧＧＣ ＡＴＴ ＴＣＴ Ｇ３′，反义５′
ＣＣＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＴＣＣ３′，产物大小２００
ｂｐ。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ反应　ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（２×）１２．５μｌ，ＰＣＲ 上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各

０．５μｌ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）０．５μｌ，ｃＤＮＡ
模板２．０μｌ，ｄＨ２Ｏ（灭菌蒸馏水）９．０μｌ，总体积为

２５μｌ。

　　逆转录产物ｃＤＮＡ以１０倍稀释，成为各条基因
的标准品，每个标准曲线取４个点，分别为１００、１０、

１、０．１ｎｇ。各产物浓度根据标准曲线求得。为了控
制样本误差，先根据βａｃｔｉｎ的标准曲线算出各样本
的相对βａｃｔｉｎｍＲＮＡ浓度，然后将６条待测基因的
浓度与βａｃｔｉｎ浓度比对，得出各份样品标准化处理
以后的相对ｍＲＮＡ浓度。所有ＰＣＲ产物均经过熔
解曲线分析（ＰＣＲ产物熔解温度设置为６５～９５℃）
和１％琼脂糖凝胶电泳，ＰＣＲ产物割胶回收、测序，
与目的片段比对，验证ＰＣＲ产物。

１．４　统计学处理　计量资料均以珚ｘ±ｓ表示。采用

ＳＰＳＳ１２．０统计软件行配对ｔ检验。

２　结　果

２．１　标准曲线、熔解曲线分析　αＡＲ各亚型 ｍＲ
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ＮＡ表达量通过标准曲线求得。标准曲线分别为

α１Ａ：ｙ＝－３．３３ｘ＋３２．９６，Ｒ２＝０．９９６（图１）；α１Ｂ：

ｙ＝－２．８６ｘ＋２８．９８，Ｒ２＝０．９８７；α１Ｄ：ｙ＝－３．３８
ｘ＋２１．８９，Ｒ２＝０．９６７；α２Ａ：ｙ＝－３．６３ｘ＋１８．９６，

Ｒ２＝０．９５６；α２Ｂ：ｙ＝－２．９１ｘ＋２９．６３，Ｒ２＝０．９８９；

α２Ｃ：ｙ＝－３．１２ｘ＋２７．６９，Ｒ２＝０．９１３；βａｃｔｉｎ：

ｙ＝－３．０１ｘ＋３４．１２，Ｒ２＝０．９１５。各样品通过β
ａｃｔｉｎ进行标准化处理。ＲＴＰＣＲ的熔解曲线分析只
显示单峰（图２），表明ＰＣＲ非特意性扩增产物较少，

ＰＣＲ产物经电泳后割胶回收、测序，分析表明７条
基因均为目的产物。

图１　α１ＡＡＲｍＲＮＡ的标准曲线

Ｆｉｇ１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆα１ＡＡＲｍＲＮＡ

图２　ＰＣＲ产物的熔解曲线

Ｆｉｇ２　ＤｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＰＣＲｐｒｏｃｕｃｔｓ

２．２　心脏组织的αＡＲｍＲＮＡ表达　与假手术组
比较，ＡＤ组α１ＡＡＲｍＲＮＡ由１．００３±０．０２９降至

０．８７３±０．０４５（ｔ＝２．２３６，Ｐ＜０．０５）、α１ＢＡＲｍＲＮＡ
由０．６８６±０．０７９降至１．００９±０．０５６（ｔ＝６．９６５，

Ｐ＜０．０１），而α１ＤＡＲ ｍＲＮＡ 表达量无明显差异
（图３）。

２．３　肠系膜前动脉αＡＲｍＲＮＡ表达　与假手术
组比较，ＡＤ 组肠系膜前动脉α１ＡＡＲ ｍＲＮＡ 由

１．３０３±０．０７４上调至１．８５６±０．０７９（ｔ＝７．６２０，Ｐ＜
０．０１）、α１ＤＡＲ ｍＲＮＡ 由０．２３０±０．０３５上调至

０．３８３±０．０３７（ｔ＝１０．６８３，Ｐ＜０．０１），而α１ＢＡＲ
ｍＲＮＡ 表 达 量 无 明 显 差 异；α２ＢＡＲ ｍＲＮＡ 由

１．２１９±０．０６１上调至１．８５９±０．１０８（ｔ＝１６．３０３，

Ｐ＜０．０１）、α２ＣＡＲｍＲＮＡ由０．３３９±０．０４７上调至

０．４３８±０．０１５（ｔ＝２．４８３，Ｐ＜０．０５），而α２ＡＡＲｍＲ
ＮＡ表达量无明显改变（图４）。

图３　心脏α１ＡＲｍＲＮＡ表达量

Ｆｉｇ３　α１ＡＲｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｈｅａｒｔ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

图４　肠系膜前动脉α１ＡＲ、

α２ＡＲｍＲＮＡ各亚型表达量

Ｆｉｇ４　α１ＡＲ，α２ＡＲｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｔｈｅｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃａｒｔｅｒｙ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　正常情况下，所有的内脏血管反射均在脊髓水

平进行整合，维持血压的相对稳定。ＳＣＴ后，损伤

平面以下的刺激，从脊髓背外侧向上传入，但在ＳＣＩ
处被阻断，兴奋中间神经元，引起交感神经传出纤维

的反射性兴奋，激发损伤平面以下的内脏和肢体血

管广泛收缩，导致血压上升。由于压力感受性反射

所引起的脑干下行抑制性冲动不能传至ＳＣＴ平面

以下的区域，血管的广泛收缩常导致恶性高血压。

ＡＤ在Ｔ６或以上节段受损的患者中较常见。发作

时，外周和内脏血管的广泛收缩导致恶性高血压［７］。

发生 ＡＤ的患者，神经系统发生可塑性变化的同
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时［８］，血管对αＡＲ激动剂的反应性也上升，原因可

能是受体数目表达量增加，也可能是敏感性上调，受

体后通路改变等。

　　αＡＲ属于交感儿茶酚胺系统的一部分，是一

种儿茶酚胺细胞膜表面受体，αＡＲ内源性配基是去

甲肾上腺素与肾上腺素。αＡＲ在介导心血管收缩

反应中起着重要的作用。α１ＡＲ通过Ｇｑ／１１ＰＬＣ信

号转导通路引起血管收缩，可以分为α１ＡＡＲ、α１Ｂ

ＡＲ、α１ＤＡＲ３种；α２ＡＲ通过ＧｉＡＣｃＡＭＰ通路引

起血管收缩，可以分为α２ＡＡＲ、α２ＢＡＲ、α２ＣＡＲ３
种。大鼠的功能性α１ＡＲ在肠系膜动脉主要为α１Ｄ
亚型，而肠系膜阻力血管床的α１ＡＲ属于α１ＡＡＲ
亚型；α２ＢＡＲ在血管平滑肌表达十分广泛，参与调

节血液动力学反应，本研究结果表明肠系膜前动脉

α１ＡＡＲ、α１ＤＡＲ、α２ＢＡＲ、α２ＣＡＲｍＲＮＡ 表达上调

（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），可能是患者受到不良刺激

时全身血管广泛收缩、出现ＡＤ的原因之一。

　　本研究结果还发现心脏α１ＡＡＲ、α１ＢＡＲｍＲ

ＮＡ表达量较假手术组降低（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１）。ＡＤ组大鼠可出现体位性低血压，与以往报

道［６］一致。心脏α１ＡＡＲ、α１ＢＡＲ介导大鼠心肌正性

变力效应的作用相类似，而α１Ｄ几乎不发生作用。心

脏α１ＡＲ表达量发生改变，可能是在ＳＣＴ以上节

段，交感神经与副交感神经在一种较低的稳态下达

到平衡的结果［９，１０］。α１ＡＲ作为交感系统的一部

分，表达下调，心脏α１ＡＲｍＲＮＡ表达量下降可能

是ＳＣＴ慢性期患者出现体位性低血压的原因。而

大鼠心脏α２ＡＲ的表达量很弱，且与心脏收缩力关

系不大，所以本实验未对其进行研究。

　　综上所述，大鼠ＳＣＴ慢性期ＡＤ大鼠心脏和肠

系膜前动脉αＡＲｍＲＮＡ亚型表达量发生了变化，

可能是ＡＤ大鼠慢性期心血管功能紊乱的原因，但

具体机制尚待进一步研究。
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贾泽军

我校王林辉等获得上海市卫生系统第十届“银蛇奖”

　　上海市卫生系统第十届“银蛇奖”评选活动已揭晓，全市共１５位医务青年获本届“银蛇奖”，其中一等奖２人、二等奖５人、

三等奖８人。本届１５位“银蛇奖”得主是从全市７６位候选人中遴选而出。我校长海医院泌尿外科王林辉荣获本届“银蛇奖”

一等奖，长征医院泌尿外科郑军华获得二等奖，科研部郑兴东获得三等奖；长海医院泌尿外科主任孙颖浩教授获得特别荣誉

奖。

　　“银蛇奖”是上海市卫生系统为青年医务工作者设立的特殊荣誉奖项，自１９８９年设立以来共组织了１０届评选活动，共有

１４５位青年人才先后荣获“银蛇奖”，１４位“银蛇奖”一等奖的培养导师荣获“特别荣誉奖”，另有１７５位优秀医务青年荣获提名

奖。


