
但耗时也长。另外, 膜分离装置暂不使用时, 要防止膜组件干

燥和生菌。
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·实验研究·
外源性神经生长因子促神经端侧吻合后侧支发芽的作用
Exogenous nerve growth factor prom oting colla tera l sprouting af ter per iphera l nerve end- to- side

ana stom osis

李旭东1, 季正伦2, 何清濂3, 王成海4

(1. 解放军第 411 医院整形外科, 上海 200081; 2. 第二军医大学长海医院整形外科, 上海 200433; 3. 长征医院整形外科, 上海

200003; 4. 基础医学部神经生物学教研室, 上海 200433)

[摘要 ]　目的: 通过研究周围神经端侧吻合后外源性神经生长因子 (N GF) 的作用, 探讨改善端侧吻合侧支发芽的方法。方

法: 雄性 SD 大鼠 20 只, 体质量 220～ 240 g, 建立胫腓神经端侧吻合模型, 随机分为N GF 组和生理盐水 (SAL ) 组 (n= 10) ,

N GF 组术后 1 周每日胫前肌注射N GF 5 Λg, SAL 组注射生理盐水 5 Λl, 术后 8 周行 HR P 逆行追踪和乙酰胆碱转移酶

(ChA T )活性测定。结果: 再生神经元存活百分率 (% ) ,N GF 组运动神经元为 47. 5±13. 1、感觉神经元为 45. 6±6. 4, SAL 组

运动神经元为 36. 7±12. 2、感觉神经元为 32. 8±8. 5, 两组比较均有显著差异 (P < 0. 05)。N GF 组 ChA T 活性为 (1194±

0123)×1012 Bq, 达正常对照 (2139±0138) ×1012 Bq 的 81% , 高于 SAL 组[ (1172±0133) ×1012 Bq, 占正常对照的 72% ]。结

论: 端侧吻合术后给予N GF 可以促进神经侧支发芽, 提高神经元存活率。

[关键词 ]　神经再生; 端侧吻合; 侧支发芽; HR P 逆行追踪; 乙酰胆碱转移酶; 神经生长因子
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Ξ 　 外周神经损伤后端侧吻合方法的可行性已得到证实, 但

目前的研究表明[1 ] , 端侧吻合的效果尚不如端端吻合。神经

生长因子 (N GF)的生物学作用主要有神经营养作用、化学诱

导作用及对未成熟细胞的促分裂作用 3 个方面, 我们在术后

早期应用N GF, 观察其能否促进神经侧支发芽并提高神经

元存活, 提高神经端侧吻合的修复效果。

1　材料和方法

1. 1　动物分组及手术方法　雄性 SD 大鼠 20 只, 购自中国

科学院上海计划生育研究所, 体质量 220～ 240 g, 随机分为

N GF 组和生理盐水组 (SAL 组, n= 10)。各组大鼠右侧自腓

神经分支以远 0. 5 cm 处切断, 胫神经分支以远 1 cm 处作外

膜开窗 (0. 7 mm ×0. 7 mm ) , 腓神经远端用 1120 无损伤缝线

行外膜端侧吻合于胫神经开窗处, 腓神经近端游离后牵向近

端外转 90°缝合于邻近肌肉, 左侧为正常对照。术后 1 周N GF

组动物胫前肌每日注射N GF (第二军医大学基础医学部神

经生物学教研室提供) 5 Λg, SAL 组注射 5 Λl 生理盐水。

1. 2　HR P 逆行追踪　术后 8 周, 于各组动物右侧腓神经远

端, 多点注射 10% HR P (Sigm a 公司, R Z> 3. 0)约 5 Λl。动物

存活 48 h 后, 按M esu lam 法经心灌注固定, 取L 3～L 5 段脊

髓和L 4、L 5 脊神经节, 连续冰冻切片, 四甲基联苯胺 (TM B )

染色, 分别计数脊髓运动神经元 HR P 标记细胞和脊神经节

感觉神经元 HR P 标记细胞, 标记细胞为具有胞核或胞体轮

廓完整、突起明显者。计算N GF 组、SAL 组HR P 标记细胞占

正常胞体数的百分率, 用 t 检验进行组间比较。

1. 3　乙酰胆碱转移酶 (ChA T )活性检测　取 1 cm 大鼠腓神

经组织 (正常对照组取自腓神经分叉处以远 0. 5 cm , 手术组
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取吻合口以远 0. 5 cm ) , 加入 400 Λl 缓冲液A (0. 2 mo löL 磷

酸钠缓冲液加 0. 2 mo löL ED TA , pH 7. 4) 中, 然后使其均一

化形成同源液。经 12 000 röm in 离心 10 m in, 取上清液作培

养用 (内含ChA T )。

培育液包括缓冲液B (缓冲液A 940 Λl, 5 mmo löL 依色

林 50 Λl,OM 氯化胆碱 10 Λl, pH 7. 4) 170 Λl 及14C 标记的乙

酰辅酶A 50 Λl, 总量为 220 Λl。分别取培育液 10 Λl 加入 6 个

微管内, 然后分别加入同浓度的同源液。每浓度等级含有 4

个样本, 混匀后在 37℃水箱中培育 60 m in。再以同样方法培

育 30 m in 及 15 m in。培育后取 50 Λl 四苯硼酸钠溶液 (150

m g 四苯硼酸钠加入 10 m l 二异丁烯酮) 加入微管内, 在 4℃

下 3 000 röm in 离心 3 m in, 取 20 Λl 上清液加入内装 4 m l 甲

苯闪烁溶液的闪烁计数瓶, 在液相闪烁计数分析仪中作放射

计数, 测定乙酰胆碱转移酶放射活性。

2　结　果

2. 1　HR P 逆行追踪　在同侧脊髓L 3～ 5节段的前角观察到

HR P 标记细胞 (图 1) , 同侧脊神经节标记细胞位于L 4、L 5 脊

神经节中, 分别计算脊髓运动神经元 HR P 标记细胞和脊神

经节感觉神经元 HR P 标记细胞占正常组胞体数的百分率

(% ) : 脊髓运动神经元N GF 组和 SAL 组分别为 47. 5±13. 1

和 36. 7±12. 2 (P < 0. 05) ; 脊神经节感觉神经元N GF 组和

SAL 组分别为 45. 6±6. 4 和 32. 8±8. 5 (P < 0. 05)。

图 1　NGF 组脊髓运动神经元 (A)和

脊神经节感觉神经元 (B) HRP 标记细胞 (×40)

2. 2　ChA T 活性检测　正常对照组腓神经 ChA T 活性为

(2139±0138) ×1012 Bq, 术后 8 周 SAL 组和N GF 组 ChA T

活性分别为 (1. 72±0. 33) ×1012、(1194±0. 23) ×1012 Bq, 分

别为正常对照组的 72% 和 81% , 两组活性相差显著 (P <

0. 05)。

3　讨　论

1994 年V iterbo 等[2 ]实验证实大鼠周围神经端侧吻合

后近端神经可以侧支发芽, 但神经端侧吻合的效果不如端端

吻合。如何促进神经侧支发芽成为端侧吻合能否应用于临床

的一个至关重要的问题。N GF 来源于神经膜细胞和感觉神

经分布密集的组织, 可作用于感觉、交感及某些中枢胆碱能

神经元[3 ]。顾晓松等[4 ]发现人损伤的正中神经远侧端N GF

高表达, 说明N GF 在神经修复中起着极为重要的作用。张琪

等[5 ]在神经端侧吻合术后局部给以N GF, 发现可以加快神经

肌肉传导速度的恢复, 减缓失神经靶肌肉的萎缩。本研究发

现在神经损伤后给予N GF 可以提高神经元存活率, 说明外

源性N GF 可以增加运动神经元的存活。推测N GF 可以上调

其他对运动神经元有保护作用的因子, 从而发挥其生物学作

用的多样性。

ChA T 是催化胆碱与乙酰辅酶A 合成乙酰胆碱的酶, 其

在胞体内合成后转运至轴突, 在此催化酶促反应。周围神经

损伤后, 神经损伤如果未修复, 其远端ChA T 活性可骤然下

降[6 ], 有研究证明, 神经损伤未作修复其远端ChA T 活性在

术后第 5 天可降至正常的 5% , 而ChA T 活性会随着神经的

再生而升高[7 ], 因此ChA T 活性测定被用来判定周围神经的

再生能力[8 ]。本实验端侧吻合神经远端ChA T 活性在术后 8

周左右处于较高水平, 提示端侧吻合后神经有再生能力,

N GF 组 ChA T 活性与 SAL 组比较有明显差异, 说明N GF

可以促进正常神经侧支发芽, 使再生轴突得以长入远端神

经。鉴于神经侧支发芽是个非常复杂的生物学过程, 绝非单

一因子的作用, 因此如何更好促进端侧吻合神经侧支发芽,

尚需进一步研究。
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