
书书书

第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００６Ｍａｙ；２７（５） ·５６７　　 ·

·研究简报·

脊髓减压病对大鼠ＴＮＦα、ＮＧＦ及ＴｒｋＡ表达的影响
ＶａｒｉａｔｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＮＧＦａｎｄＴｒｋＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｃｋｎｅｓｓ

章建程，赵　敏，殷　明，陈锐勇，方以群，王文波
（海军医学研究所舰艇卫生研究室，上海２００４３３）

［关键词］　脊髓；减压病；肿瘤坏死因子α；神经生长因子；ＴｒｋＡ
［中图分类号］　Ｒ８４５．２１　　　［文献标识码］　Ｂ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００６）０５０５６７０２

［基金项目］　总后卫生部面上项目（９８ｍ０５０）．Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅｇｅｎ

ｅｒａｌｐｒｏｇｒａｍｏｆＨｅａｌｔｈＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＬｏｇｉｓｔｉｃＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ

ｏｆＰＬＡ（９８ｍ０５０）．
［作者简介］　章建程，硕士，副研究员．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｐａｐｅｒ００７＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　潜水医学中，发生在中枢神经系统的减压病以脊髓减压

病较为多见。在失事潜艇的艇员脱险时，往往由于没有立即

救治的条件，使脊髓减压病成为减员的重要原因之一［１］。本

实验通过对脊髓减压病大鼠ＮＧＦ、ＴｒｋＡ和ＴＮＦα蛋白表达

的观察，分析减压病致脊髓损伤的自身保护因素与加重损伤

的因素，及其时间分布的特点，认识脊髓减压病的发病规律，

为治疗脊髓减压病提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　动物分组及试剂　健康雄性ＳＤ大鼠，体质量２００～

２５０ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供。采用随机数字

法分组：正常对照组４只、安全减压组４只、脊髓减压病组２０
只。ＮＧＦ、ＴｒｋＡ、ＴＮＦα多克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司，ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂为ＤＡＫＯ公司产品，ＤＡＢ为Ｓｉｇｍａ公司

产品。

１．２　动物模型制作　将脊髓减压病组大鼠进行高气压暴

露，经３０ｓ空气加压至１ＭＰａ，停留５．５ｍｉｎ，５０ｓ减至常压

出舱。安全减压组大鼠采用动物安全减压方案减到常压。

１．３　取材切片　脊髓减压病组大鼠在出舱０、６、２４、４８和７２

ｈ各取４只，灌流取材。以０．３％戊巴比妥钠（０．０１ｍｌ／ｋｇ）

麻醉，４％多聚甲醛ＰＢＳ缓冲液左心室灌流固定，取脊髓胸腰

段，常规石蜡包埋切片，片厚３μｍ。

１．４　ＨＥ染色　切片常规用二甲苯脱蜡，各级乙醇漂洗，

苏木精染色，盐酸乙醇分化、脱水，中性树胶封片。

１．５　免疫组织化学染色　ＥｎＶｉｓｉｏｎ法染色，抗体稀释比例：

ＮＧＦ为１５０，ＴｒｋＡ为１６０，ＴＮＦα为１８０。

１．６　图像分析　采用ＩｍａｇｅＪ图像分析系统进行灰度分析。

２　结　果

２．１　病理变化　对照组和安全减压组脊髓组织结构完整，

神经细胞形态正常（图１Ａ）。脊髓减压病０ｈ组脊髓灰质和

白质均有较多小气泡分布，各时间点脊髓减压病组损伤表现

为组织结构模糊不清，疏松肿胀，出血，部分细胞核碎裂、核

溶解，可见明显的充血和血管周围渗出（图１Ｂ）。

２．２　ＮＧＦ、ＴｒｋＡ和ＴＮＦα蛋白表达的变化　见表１。对照

组和安全减压组均未出现阳性染色。脊髓减压病组快速减

压后６ｈ有少量ＮＧＦ、ＴｒｋＡ表达，２４ｈ组表达明显增强，４８

ｈ和７２ｈ组ＮＧＦ表达仍比较明显（图２Ａ），但ＴｒｋＡ表达开

始减弱（图２Ｃ）。ＴＮＦα表达的时间分布特点和变化趋势与

ＴｒｋＡ相似，在减压后４８ｈ表达明显增强并达到高峰（图２Ｂ），

然后开始减弱，但仍高于６ｈ组的表达水平。阳性染色主要分

布在脊髓灰质神经元、白质神经纤维和神经胶质细胞。

图１　安全减压组（Ａ）和脊髓减压病

０ｈ组（Ｂ）ＨＥ染色（×２００）

表１　免疫组织化学图像分析结果（灰度值）
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ）

出舱时间
（ｔ／ｈ） ＮＧＦ ＴｒｋＡ ＴＮＦα

０ １８７．９±１３．２ １８２．６±１４．３ １９１．３±１１．４
６ １８０．３±１２．４ １７２．８±１１．７ １８０．９±１０．７
２４ １４８．５±１３．２ １４７．５±１７．１ １５９．８±２０．１
４８ １４９．７±１７．６ １５６．９±２０．８ １５０．９±１７．２
７２ １５２．３±１０．３ １７０．４±１３．６ １６７．５±１３．１

３　讨　论

　　脊髓减压病是一种累及中枢神经系统的重型减压病，快

速减压造成的脊髓损伤是具有自身复杂性的急性损伤，与一

般的机械损伤不同，其临床治疗难度很大，致残率较高。脊

髓减压病的直接病因是气泡，这些气泡的产生主要是过饱和

的惰性气体在快速减压的过程中来不及经血液循环和呼吸

系统安全排出体外，而在原地释放形成的，影像学观察到的

结果证实了这些气泡的存在，这和惰性气体在体内不同组织
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图２　脊髓灰质ＮＧＦ（Ａ）、ＴＮＦα（Ｂ）和

脊髓白质ＴｒｋＡ（Ｃ）染色

Ａ，Ｃ：２４ｈ，×２００；Ｂ：４８ｈ，×４００；箭头所示为阳性染色的脊髓灰质

神经元、神经胶质细胞和白质神经纤维

中的溶解规律和中枢神经系统的各部分组织构成特点有关。

由于气泡的多发性及游走性，损伤往往不局限于某一部位，

可能既有平面的病变，又有纵向的损害，具有涉及不同节段

的广泛性和多病灶性的特点。中枢神经系统是一个致密组

织，只要有一些气泡即可引起明显的应力变形，其中脊髓组

织对空气栓塞特别敏感，易于受到损伤。

　　神经生长因子是最早发现的神经营养因子，研究证实它

是一种对神经细胞的生长、发育、分化再生及功能发挥起重

要作用的蛋白质，是促进神经系统损伤修复的重要因素之

一［２］。在应激条件下，ＮＧＦ不仅能促进神经纤维的定向生

长，神经元的有丝分裂、分化、修复，还可以促进神经膜细胞

及神经胶质细胞生长，从而减少继发性损害，促进受损神经

元再生。研究表明，中枢神经系统损伤后，原已封闭的神经

生长因子受体重新暴露，说明损伤神经元的神经再生需要

ＮＧＦ的营养和支持［３］。本实验中脊髓减压病组快速减压后

６ｈ开始有少量ＮＧＦ蛋白表达，２４ｈ组表达明显增强，直到

７２ｈ表达仍比较明显，提示脊髓减压病发生后大鼠存在自身

的保护和修复机制，而且保护作用并非一过性，而是持续发

挥作用，以维持损伤后神经元的生存和轴突再生，有利于神

经功能的恢复。内源性ＮＧＦ表达增多的功能意义有利于保

护损伤的神经元，可能与 ＮＧＦ稳定细胞内Ｃａ２＋水平，降低

氧化损害，参与蛋白磷酸化和基因表达调控有关［４］。

　　ＮＧＦ有两种类型的细胞表面受体，一类是高亲和力受

体酪氨酸激酶ＴｒｋＡ，介导正向信号如促进生长和存活；另一

类是低亲和力受体Ｐ７５ＮＴＲ，介导正向和反向信号，可以诱

导神经细胞发生凋亡。ＮＧＦ的神经保护作用必须有其相应

的受体ＴｒｋＡ的高表达才能得以充分体现，因此ＴｒｋＡ也与

中枢神经细胞的再生和分化密切相关［５］。ＴｒｋＡ受体表达增

加与损伤急性期即早基因ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ及细胞因子ＩＬ１、

ＴＮＦα等过度表达有关，属于机体自身对损伤与抗损伤的调

节。研究发现，转染 ＴｒｋＡ后可以抑制 ＮＧＦ低亲和力受体

Ｐ７５诱导的神经元凋亡，同时伴随着丝裂原激活蛋白激酶

（ＭＡＰＫ）的活化、神经酰胺的产生及ｃｊｕｎ氨基末端激酶

（ＪＮＫ）的活化被抑制，ＴｒｋＡ不仅可以启动促进细胞存活的

信号，同时也可以抑制Ｐ７５诱导的神经细胞凋亡信号［６］。

本实验中脊髓减压病组快速减压后６ｈ即有ＴｒｋＡ及其相应

的配基ＮＧＦ表达，在２４ｈ组表达明显增加达到高峰，脊髓

减压病发生后ＮＧＦ和ＴｒｋＡ均是自身保护和修复机制的重

要因素，以维持损伤后神经元的生存和轴突再生。

　　肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）超家族是一类多功能的细胞因子，

具有诱导细胞凋亡、抗病毒、免疫调节等多种生物学活性，其

中一些成员可以通过和细胞膜上相应受体结合，启动细胞

内的凋亡机制，诱导细胞凋亡［７］。本实验中脊髓减压病组

快速减压后６ｈ即开始有少量ＴＮＦα蛋白表达，２４ｈ表达明

显增加，４８ｈ达到高峰，提示脊髓减压病发生后存在继发性

损伤的因素，导致脊髓发生更加严重的损伤。离体实验研究

提示，ＴＮＦ对神经元具有毒性作用，它可以触发谷氨酸介导

的对培养的人胚胎脑细胞的神经毒性，刺激自由基形成，并

参与了脱髓鞘损害。Ｌｅｅ等［８］的研究发现，脊髓损伤后，

ＴＮＦ在损伤部位合成增加，免疫活性增强，导致内皮细胞、

神经元和胶质细胞凋亡，同时激活诱导型一氧化氮合成酶，

引起损伤脊髓变性。

　　由此可见，减压导致脊髓损伤后，一方面出现加重脊髓

损伤的损害因素，同时脊髓自身也有自我保护和修复机制，

受损的神经元或者变性坏死或者存活再生，取决于损伤因素

与保护因素之间的平衡。加强保护因素同时抑制损伤因素

造成继发损伤是治疗脊髓减压病的重要途径。
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ｔｏｒαｉｎｎｅｕｒｏｎａｌａｎｄｇｌｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｆｔｅｒｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．

ＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２０００，１６６：１９０１９５．
［收稿日期］　２００５０９１７　　 ［修回日期］　２００６０４２４
［本文编辑］　尹　茶


