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大鼠脊髓损伤后炎症细胞趋化因子M CP-1 的表达及其意义
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[摘要 ]　目的: 探讨炎症细胞趋化因子单核细胞趋化蛋白 1 (M CP21) 在脊髓损伤早期的表达变化及其在脊髓继发性损伤炎

症免疫反应中的作用机制。方法: 采用改良N ystroβm 法制备大鼠胸段脊髓后路压迫损伤模型, 运用R T 2PCR 技术检测脊髓损

伤后 6 h 的M CP21 mRNA 的表达水平, 免疫组化方法检测损伤后 3、6、12 h 和 1、3、5、7 d 各个时间段M CP21 阳性细胞与损伤

局部单核ö巨噬细胞数目的变化。结果: 脊髓损伤后,M CP21 mRNA 水平明显升高,M CP21 阳性细胞高峰时间出现在脊髓损

伤后 12 h 至 3 d, 同时, 单核ö巨噬细胞高峰时间出现在损伤后 3～ 7 d。结论:M CP21、单核ö巨噬细胞均参与了脊髓损伤后早

期的继发反应, 单核ö巨噬细胞出现的高峰时间滞后于M CP21 阳性细胞。

[关键词 ]　脊髓损伤; 趋化因子;M CP21; 单核ö巨噬细胞

[中图分类号 ]　R 651. 2　　　[文献标识码 ]　A 　　　[文章编号 ]　02582879X (2004) 0720766203

Expression of chem ok ine M CP-1 in ra ts with sp ina l cord in jury

M A Sheng2Zhong2, HOU T ie2Sheng13 , ZHAN G Xue2Song1, ZHAO J ie1, L IM ing1 (1. D epartm en t of O rthopaedics, Chang2
hai Ho sp ita l, Second M ilitaryM edicalU n iversity, Shanghai 200433, Ch ina; 2. D epartm en t of O rthopaedics, General Ho sp ita l,

PLA J i’nan M ilitary A rea Comm and, J i’nan 250031)

[ ABSTRACT ]　Objective: To study the exp ression level of M CP21 mRNA after sp inal co rd in ju ry (SC I) and its ro le in the

secondary imm uno react ion at the early stage after SC I. M ethods: T he an im al model of N ystroβm ’s po sterio r comp ression in

sp inal co rd w as adop ted in th is study. T he exp ression level of M CP21 mRNA w as detedted by R T 2PCR on 6 h po st2in ju ry.

T he exp ression and distribu t ion of M CP21 po sit ive cells and the infilt ra t ion of monocytesöm acrophages w ere m easu red by im 2
m unoh istochem istry on 3 h, 6 h, 12 h, 1 d, 3 d, 5 d, 7 d po st2in ju ry. Results: T he level of M CP21 exp ression sign ifican tly in2
creased after SC I and the peak M CP21 po sit ive cells appeared at the early period after SC I (12 h23 d po st2in ju ry) , w h ile the

peak s of monocytesöm acrophages ocu rred 327 d po st2in ju ry. Conclusion: Bo th M CP21 and monocyteöm acrophage take part in

the secondary imm uno react ion at the early stage after SC I. In the local in ju ry site, the peak of monocytesöm acrophages lags

beh ind that of M CP21 po sit ive cells.
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〔1 〕　 脊髓损伤 ( sp ina l co rd in ju ry, SC I) 常常导致

损伤平面以下不同程度截瘫。近年来对脊髓损伤的

研究主要集中在损伤后期脊髓组织再生方面, 如神

经干细胞移植或嗅鞘细胞移植等, 但收效甚微。进而

人们认识到受损神经元的存活是其再生的先决条

件。在去除原发致伤因素的同时, 应用多种手段, 如:

减轻炎症免疫反应、阻断神经毒性损伤、减少凋亡发

生等, 尽可能使继发性损伤的程度降低到最小[ 1 ]。

目前, 对单核ö巨噬细胞等炎症细胞参与脊髓损

伤的炎症免疫反应的研究较为深入, 而对炎症细胞

趋化因子在脊髓损伤中的作用研究甚少。

本研究旨在从免疫学角度探讨炎症细胞趋化因

子单核细胞趋化蛋白 1 (m onocyte chem oat t ractan t

p ro tein21, M CP21) 在脊髓损伤早期的表达变化及

其在炎症免疫反应中的作用机制。

1　材料和方法

1. 1　脊髓压迫伤动物模型制备　雄性 SD 大鼠 32

只, 体质量 250～ 300 g (第二军医大学实验动物中心

提供)。随机分为 8 组, 每组 4 只, 其中 1 组设为正常

对照, 其余动物经 2% 戊巴比妥钠 (30 m gökg) 腹腔

麻醉后俯卧位固定在立体定向仪上。取后正中切口,

切开皮肤、皮下组织, 分离两侧骶棘肌, 暴露出 T 7～ 10

椎板并咬除, 充分暴露 T 8ö9脊髓, 注意保持硬脊膜完

整。固定两端棘突, 采用改良N ystroβm 法[ 2 ]后路压

迫大鼠胸段脊髓。压迫装置采用一根长 8 cm 的立

柱, 其顶端为一直径 4 cm 圆板, 底部有一2. 2 mm ×
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5 mm 弧形 (凹面向下)光滑金属垫片。立柱穿于长 4

cm 的光滑塑料管中, 使其能上、下滑动。圆板、立柱

及垫片的总质量为 10. 0 g。将塑料管固定于立体定

向仪的立臂上, 在圆板上加 25 g 砝码, 调整立臂位

置, 使金属垫片刚好压迫于 T 8ö9脊髓背侧。压迫总重

量为 35. 0 g, 压迫时间为 5 m in, 造成大鼠胸髓中度

损伤。术后逐层缝合伤口, 置于加热灯泡箱中保暖。

动物麻醉清醒后温室隔离喂养, 每 1～ 2 d 挤压或穿

刺排尿 1 次。各组分别于损伤后 3、6、12 h 和 1、3、5、

7 d 取材。

1. 2　标本制作、切片和染色　动物以 2% 戊巴比妥

钠进行腹腔麻醉, 4% 多聚甲醛 500 m l 经心灌注固

定, 完整取出伤区脊髓, 置于 4% 多聚甲醛 (室温) 固

定 12 h。制作石蜡切片, 片厚 15 Λm , 行M CP21、巨

噬细胞免疫组化染色 (ABC 法)。胰酶消化, PBS 漂

洗。加入适当稀释的一抗 (M CP21 单抗稀释为 1∶

800, 巨噬细胞单抗稀释为 1∶500) , 4℃, 冰箱孵育

过夜。加生物素化二抗和ABC 复合物孵育。DAB 显

色 (巨噬细胞单抗购自A n ti2gen ix 公司,M CP21 单

抗及ABC 试剂盒购自 Sigm a 公司) 。

1. 3　R T 2PCR 　脊髓损伤后 6 h 通过 R T 2PCR 技

术来检测M CP21 m RNA 的表达水平。提取脊髓损

伤区域的细胞总 RNA , AM V 酶逆转录, 加M CP21

引物扩增 cDNA , 引物序列: 引物A , 5′2CCT GT T

GT T CA C A GT T GC T GC C23′; 引物B , 5′2TCT

A CA GAA GT G CT T GA G GT G GT T G23′。

1. 4　图像分析及统计学处理　在 CA 2P2530 图像

采取卡 (中国自动化技术研究所生产)、IBM A T 286

和O lym pu s BX60 组成的图像处理系统上进行显微

图像分析。M CP21 阳性细胞、巨噬细胞在 L eica

quan t ita t ion570 图像分析系统上自动计数。所有数

据均以 xθ±s 表示, 采用 t 检验进行差异性分析。

2　结　果

2. 1　M CP21 m RNA 表达　 损伤后的脊髓组织和

正常对照的脊髓组织经 PCR 扩增后均得到一约

440 bp 长的扩增产物, 与预期大小一致。DNA 电泳

在正常脊髓组织内只检测到低水平M CP21 m RNA

表达, 而损伤后的脊髓表达水平明显增加 (Β2act in

作为内参照) , 表明M CP21 基因参与了脊髓损伤

(图 1)。

图 1　大鼠 SC I后M CP-1 m RNA 的表达水平

F ig 1　M CP-1 m RNA expression af ter SC I in ra ts

1, 4, 7: PCR m arker; 2, 5, 8: Contro l group; 3, 6, 9: In jured

sp inal co rd; 2, 3: Β2actin; 5, 6: M IP21Β; 8, 9: M CP21

2. 2　免疫组化染色结果　胞质呈棕黄色的细胞为

M CP21 阳性细胞。正常脊髓阳性细胞较为稀少, 在

灰白质内分布均匀, 染色较浅。M CP21 阳性细胞高

峰期出现在损伤后 12 h 至 3 d, 在损伤区域均可见

灰质及白质内阳性细胞增多, 胞体增大, 并见较多破

裂细胞, 染色变深, 主要以弥漫的形式分布在靠近血

管区域及血管壁上, 胞质深染。胞质内溶酶体膜呈棕

黄色的细胞为巨噬细胞。正常脊髓巨噬细胞极为少

见, 染色较浅。高峰期出现在损伤后 3～ 7 d, 损伤区

域可见灰质及白质内巨噬细胞增多, 胞体较大, 染色

较正常脊髓组变深, 在靠近血管区域及血管壁上分

布较为稠密。脊髓损伤后 3、6、12 h 和 1、3、5、7 d 伤

段脊髓损伤局部M CP21 阳性细胞及巨噬细胞的数

目见表 1。结果显示, 脊髓损伤后 3 h, 在损伤区域

M CP21 阳性细胞和巨噬细胞计数就比正常脊髓对

照组明显增多 (P < 0. 05) , 随后两种细胞均进一步

急剧增多, 巨噬细胞的高峰时段出现在损伤后 3～ 7

d, 滞后于M CP21 阳性细胞出现的高峰期 (在损伤

后 12 h 至 3 d)。

表 1　脊髓损伤后不同时间损伤局部M CP-1 阳性细胞及巨噬细胞计数

Tab 1　Num ber of M CP-1 positive cells and macrophages af ter SC I
(n= 4, xθ±s)

Po sit ive
cell Contro l

T im e after sp inal co rd in jury

3 h 6 h 12 h 1 d 3 d 5 d 7 d

M CP21 156. 0±6. 1 184. 7±14. 33 215. 2±18. 33 3 387. 3±21. 13 3 382. 4±25. 53 3 398. 4±22. 23 3 343. 2±24. 23 3 352. 3±32. 53 3

M acrophage 29. 9±4. 6 38. 4± 5. 23 49. 6± 7. 43 3 71. 4± 9. 23 3 296. 5±45. 43 3 423. 5±42. 43 3 456. 8±36. 53 3 385. 2±37. 43 3

　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs contro l
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3　讨　论

近年来国内外学者在脊髓损伤炎症免疫反应机

制方面的研究中对包括单核ö巨噬细胞的浸润及脊

髓损伤局部小胶质细胞、星形胶质细胞的激活进行

了较为深入地探讨, 发现趋化性细胞因子参与了外

周炎症免疫细胞的募集, 并调控炎症细胞进入脊髓

损伤区域[ 3 ]。W eiss 等[ 4 ]发现, 属于趋化因子C2C 亚

家族的M CP21 引起的单核ö巨噬细胞穿越内皮细

胞和星形细胞共培养物依赖于细胞间黏附分子 1

( ICAM 21) , 并部分依赖于内皮细胞2白细胞黏附分

子 1 (ELAM 21 或 E2选择素)。M CP21 可引起单核ö
巨噬细胞胞质内游离钙水平升高、呼吸爆发、表达黏

附分子 (如 Β2 整合素)、释放溶酶体酶及超氧阴离子

等, 还能促使单核ö巨噬细胞生成组织因子和促炎细

胞因子[ 5 ]。故最近有文献报道[ 6 ]趋化因子可能参与

脊髓损伤局部的继发性炎症反应。我们的实验也证

实, M CP21 m RNA 在脊髓损伤后表达明显增高,

M CP21 阳性细胞在脊髓损伤后 3 h 就能检测到, 以

后持续增多, 损伤后 12 h 至 3 d 为高峰期, 在损伤

后 7 d 仍有阳性表达。而巨噬细胞在脊髓损伤局部

亦明显增多, 其高峰时段在损伤后 3～ 7 d, 明显滞后

于M CP21 阳性细胞出现的高峰期, 进一步提示脊

髓损伤后M CP21 与单核ö巨噬细胞之间存在级联

反应。

单核ö巨噬细胞作为趋化因子M CP21 最主要

的效应细胞在脊髓损伤中的作用在 SC I 免疫反应

机制中具有举足轻重的地位。许多研究表明, 脊髓损

伤后单核ö巨噬细胞聚集在损伤部位, 以各种机制引

起组织损伤, 包括: 微血管闭塞、氧自由基产生、细胞

毒性酶释放、血管舒缩性改变等[ 7 ]。为了减少脊髓损

伤后单核ö巨噬细胞的侵入、减轻炎症免疫反应的程

度, 许多学者针对细胞趋化因子或炎症免疫细胞进

行干预, 取得了一定的效果。Gh irn ikar 等[ 8 ]注入趋

化因子受体拮抗剂 vM IP22 能抑制损伤局部炎症免

疫细胞的侵入、提高内源性凋亡抑制基因Bcl22 的

表达水平从而减少了中枢神经元的死亡。Popovich

等[ 9 ]在脊髓损伤后炎症反应最严重时去除周围血中

的单核ö巨噬细胞, 观察到实验动物患肢功能恢复改

善明显, 镜下观察见损伤区有髓纤维数目较多、空洞

明显减少、轴突再生良好。上述报道提示在脊髓损伤

早期阻抑趋化因子与其效应细胞参与的炎症免疫级

联反应是减少脊髓继发性损伤的有效途径之一。

综上所述, 在脊髓继发性损伤过程中, 炎性细胞

趋化因子M CP21 在分子、蛋白水平上均有高表达,

其可能通过“招募”单核ö巨噬细胞进入脊髓损伤区

域参与炎症反应, 进一步加剧了脊髓原发损伤后的

继发性损害。
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第二军医大学军队卫生政策与管理研究中心成立
近日, 第二军医大学军队卫生政策与管理研究中心正式揭牌成立。该中心的成立, 是我校高度重视军事医学整体建设的

重要举措, 也是卫生勤务学系学术发展的大事, 是卫生事业管理专业发展的一个里程碑。中心将本着为军队提供更好的卫生

服务为宗旨, 坚持有所为、有所不为的原则, 突出研究重点, 充分发挥研究中心在军队卫生经济管理、卫生资源优化配置研究

等方面的优势, 力争在今后的工作中取得突破性进展。
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