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免疫抑制对大鼠周围神经损伤再生的影响
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［摘要］　目的：探讨免疫抑制治疗对周围神经损伤再生的影响。方法：４９只ＳＤ大鼠随机分为７组，每组７只，分别为空白对

照组、坐骨神经钳夹、横断、缺损损伤动物模型免疫抑制治疗组以及各自生理盐水对照组。各损伤免疫抑制治疗组大鼠术后腹

腔内注射免疫抑制剂环磷酰胺，生理盐水对照组大鼠腹腔内注射生理盐水。术后采用足迹分析、电生理以及组织形态学观察

评价神经再生和功能恢复的情况；采用免疫组化方法检测损伤局部自身免疫反应状况。结果：神经损伤后免疫抑制治疗组神

经功能指数优于生理盐水对照组，电生理（神经传导速度）和组织形态观察显示免疫抑制治疗组神经功能恢复优于生理盐水对

照组。免疫组化结果表明免疫抑制治疗使神经损伤局部免疫球蛋白沉积明显少于生理盐水对照组。结论：免疫抑制治疗可

减轻周围神经损伤后发生的自身免疫反应，从而改善了周围神经损伤后再生的微环境，促进了神经的再生。
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　　周围神经损伤一直是临床治疗的难题。目前的
研究［１］认为，周围神经损伤后将发生一系列自身免
疫反应，这种自身免疫反应将影响周围神经的再生。
有研究［２］证明脊髓损伤后发生自身免疫反应，免疫
抑制治疗可以促进脊髓损伤后神经轴突的再生。但
免疫抑制对周围神经损伤再生的作用机制目前尚不

清楚。

　　本实验着重观察周围神经损伤后的免疫反应以
及免疫抑制治疗对周围神经再生微环境及轴突再生

的影响，为临床改善周围神经损伤后修复效果提供

实验研究资料。

１　材料和方法

１．１　动物分组与手术方法　２个月龄清洁级ＳＤ大
鼠４９只，雄性，体质量２２０～２４０ｇ，随机分成７组
（每组７只）。０组为空白对照，１、３、５组为免疫抑制
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治疗组，２、４、６组为生理盐水对照组。空白对照组
不施行任何手术。其余大鼠以３％戊巴比妥钠３０
ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉，俯卧位固定。左侧股后部作
纵形切口，无菌条件下显露坐骨神经，自股中部分别
行（１）钳夹（１、２组）：钳夹损伤远端９０缝线标记；
（２）切断（３、４组）：横断损伤后利用显微外科技术以

９０缝线外膜缝合法修复；（３）切除（５、６组）：切除约

１０ｍｍ长坐骨神经，将切下神经段应用显微外科技
术原位自体神经移植修复。手术操作结束后大鼠即
送入清洁级动物房分笼饲养，术后去除发生自残的
动物，每组随机选取其中的５只动物。实验组术后
腹腔内注射环磷酰胺１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），对照组腹腔
内注射同等容量的生理盐水。疗程３个月。

１．２　研究指标观察与测定

１．２．１　坐骨神经功能指数（ＳＦＩ，ｓｃｉａｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎ
ｄｅｘ）测定　实验动物分别于术前１ｄ和术后每周按
文献［３］方法测量足迹长度（ＰＬ）、趾展宽度（ＴＳ）、中
间趾展宽度（ＩＴ）。将数值代入 Ｂａｉｎ公式计算出

ＳＦＩ［４］（图１），以ＳＦＩ＝０为正常值，－１００为神经完
全断离指标。

图１　ＰＬ、ＴＳ、ＩＴ测量示意图以及ＢａｉｎＳＦＩ计算公式

Ｆｉｇ１　ＰＬ，ＴＳ，ａｎｄＩＴｍｅａｓｕｒｍｅｎｔａｎｄ

ｆｏｒｍｕｌａｆｏｒＳＦＩｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ

Ｅ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｉｄｅ；Ｎ：Ｎｏｒｍａｌｓｉｄｅ

１．２．２　神经电生理检查　术后３个月，全部动物在
全麻下显露坐骨神经（麻醉与手术方法同前），采用
第二军医大学基础医学部生理学教研室研制的

ＭＰＡⅣ型多道生物信号分析系统进行神经电生理
检查。检测神经肌肉动作电位（ｍｕｓｃｌｅｎｅｒｖｅａｃｔｉｏｎ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＡＰ）和神经干动作电位（ｎｅｒｖｅａｃｔｉｏｎ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＮＡＰ），测定运动神经传导速度（ｍｕｓｃｌｅ
ｎｅｒｖｅｃｏｎｄｕｃｔｉｖｅｖｅｌｏｃｉｔｙ，ＭＮＣＶ）和混合神经传导
速 度 （ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｎｅｒｖｅ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｅ ｖｅｌｏｃｉｔｙ，

ＣＮＣＶ）。

１．２．３　免疫球蛋白沉积测定　电生理检查后，迅速
切取一段神经（距损伤处近端、远端各４ｍｍ）。冰冻

切片后，采用ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ公司）
荧光抗体直接法染色，缓冲甘油封片后，立即在荧光
显微镜下（日本尼康公司产）观察免疫荧光着色并摄
片。为使各组照片之间具有可比性，曝光和冲印时
间一致。

１．２．４　组织形态学检查　电生理检查结束后，利用
显微外科技术，尽快切取损伤处远侧约５ｍｍ长的
神经组织，置于３％磷酸缓冲的戊二醛固定液中，

４℃固定２４ｈ，１％锇酸后固定１．５ｈ，逐级乙醇脱水，

Ｅｐｏｎ８１２／６１８定向包埋，半薄切片（１×１０－１０ｍ厚）

１％甲苯胺蓝染色，光镜下观察定位，超薄切片枸橼
酸铅染色，日立 Ｈ８００透射电镜观察。

１．２．５　形态分析　１％甲苯胺蓝染色的半薄切片直
接置于通用颗粒计算机图像分析系统显微镜下（中
国科学院自动化技术公司研制），通过摄像系统和视
频捕捉卡将标本图像采入电脑，运用图像分析系统
软件自动计数单位面积内有髓神经纤维数目、髓鞘
厚度以及神经纤维直径。

１．３　统计学处理　实验数据均以珚ｘ±ｓ表示，采用
非配对ｔ检验。

２　结　果

２．１　大鼠坐骨神经功能指数　各组大鼠术前及术
后１２周ＳＦＩ的恢复情况的动态变化如图２所示。

图２　各组术后ＳＦＩ恢复情况

Ｆｉｇ２　ＳＦＩｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ
　Ｐ＜０．０５ｖｓＧｒｏｕｐ２；△Ｐ＜０．０５ｖｓＧｒｏｕｐ４

　　６组之间术前ＳＦＩ无显著性差异；钳夹损伤免
疫治疗组（１组）术后ＳＦＩ恢复较生理盐水对照组（２
组）要快，在术后第 ３ 周时两组差异显著 （Ｐ＜
０．０５），第４周后两组基本恢复正常，无显著差异；横
断损伤缝合免疫治疗组（３组）术后ＳＦＩ恢复较生理
盐水对照组（４组）快，从术后第９周开始两组相差
显著（Ｐ＜０．０５），但与功能恢复正常的钳夹组比较
差异仍显著；神经缺损行自体移植免疫治疗组（５
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组）术后ＳＦＩ恢复较生理盐水对照组（６组）快，但两
组在术后１２周内相差不显著；所有横断一期缝合、
神经缺损自体移植组动物的神经功能在术后１２周
内均未完全恢复正常（ＳＦＩ＜－４０）。

２．２免疫球蛋白沉积测定　各组免疫荧光组化结果

如图３所示，按免疫荧光强度分级标准［５］，免疫球蛋
白沉积程度测定结果见表１。实验结果表明大鼠周
围神经损伤程度越重，免疫球蛋白沉积越多，而免疫
抑制治疗组免疫球蛋白沉积程度较生理盐水对照组

要少。

图３　周围神经损伤局部免疫球蛋白沉积荧光测定结果

Ｆｉｇ３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｏｃａｌｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ａ：ＮｏｒｍａｌＣＧｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（－）；Ｂ：ＦｏｒｃｅｐｓｃｒｕｓｈｉｎｇＥＧ：ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（±）；Ｃ：ＦｏｒｃｅｐｓｃｒｕｓｈｉｎｇＣＧ：ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
（＋）；Ｄ：ＴｒａｎｓｅｃｔｉｎｇＥＧ：ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（＋）；Ｅ：ＴｒａｎｓｅｃｔｉｎｇＣＧ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（）；Ｆ：ＲｅｓｅｃｔｉｎｇＥＧ：ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（＋）；

Ｇ：ＲｅｓｅｃｔｉｎｇＣＧ：ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（）．ＣＧ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＥＧ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

表１　免疫球蛋白沉积测定结果

Ｔａｂ１　Ｄｅｐｏｓｉｔｏｆｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ

Ｇｒｏｕｐ Ｉｎｊｕｒｙ
ｇｒａｄｅ

Ｄｒｕｇ
（ｉｐ）

Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

０ － － －
１ Ｓｌｉｇｈｔ ＣＴＸ ±
２ Ｓｌｉｇｈｔ Ｓａｌｔｓｏｌｕｔｉｏｎ ＋
３ Ｍｏｄｅｒａｔｅ ＣＴＸ ＋
４ Ｍｏｄｅｒａｔｅ Ｓａｌｔｓｏｌｕｔｉｏｎ 
５ Ｓｅｒｉｏｕｓ ＣＴＸ ＋
６ Ｓｅｒｉｏｕｓ Ｓａｌｔｓｏｌｕｔｉｏｎ 

２．３　电生理观察　各组神经肌肉动作电位与神经
干动作电位的出现率均为１００％。神经钳夹损伤免
疫抑制剂治疗组与生理盐水对照组的运动神经传导

速度相差不明显；神经横断损伤和神经缺损损伤实
验组运动神经传导速度（ＭＮＣＶ）显著快于生理盐水
对照组，但均明显低于空白对照组（３５．６５±５．８９）

ｍ／ｓ（Ｐ＜０．０５）。混合神经传导速度（ＣＮＣＶ）各免疫
抑制剂治疗组与盐水对照组之间差别不显著，但均
明显低于空白对照组（３４．４９±７．００）ｍ／ｓ（Ｐ＜
０．０５）。见表２。

２．４　组织学观察

２．４．１电镜检查结果　各组大鼠损伤１２周后，电镜
下可见再生神经由再生有髓神经纤维、无髓神经纤
维、神经膜细胞、血管、胶原纤维及很少的退变髓鞘
构成。各组有髓神经纤维数目较多，但成熟程度不
同。各对照组可见较多的无髓纤维及大量的胶原成
分，免疫治疗组再生轴突髓鞘排列较对照组侧紧密，
有髓轴突数多于对照组，髓鞘亦厚，胶原成分明显较
对照组少（图４）。

２．４．２图像分析结果　如表３所示，空白对照组神经
纤维计数最少，钳夹损伤中免疫抑制治疗组单位面
积再生有髓神经纤维计数显著少于生理盐水对照
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组，横断损伤中免疫抑制治疗组计数较生理盐水对
照组为多，但无显著差别；免疫抑制治疗组的再生有
髓神经纤维的髓鞘厚度均显著大于各自的生理盐水

对照组；钳夹损伤和横断损伤中免疫抑制治疗组神

经再生轴突直径显著大于生理盐水对照组，但神经
缺损损伤免疫抑制治疗组直径与生理盐水对照组比

较无显著差异。

表２　各免疫抑制剂治疗组与对照组神经传导速度的比较

Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｅｒｖｅｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，ｖ／ｍ·ｓ－１）

Ｇｒｏｕｐ
Ｆｏｒｃｅｐｓｃｒｕｓｈｉｎｇｉｎｊｕｒｙ

ＭＮＣＶ ＣＮＣＶ

Ｔｒａｎｓｅｃｔｉｎｇｉｎｊｕｒｙ

ＭＮＣＶ ＣＮＣＶ

Ｒｅｓｅｃｔｉｎｇｉｎｊｕｒｙ

ＭＮＣＶ ＣＮＣＶ

　Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ ２５．４６±４．６４ ２４．２５±５．０８ １７．９２±３．９９ １７．７０±４．７０ １３．５５±４．５５ １２．９８±３．７２

　Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ２９．９３±５．６３ ２５．５７±４．２９ ２５．９６±５．５２ ２０．５８±４．２７ ２０．０１±３．８２ １５．７９±４．３９

　Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ

图４　电镜检查

Ｆｉｇ４　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ（ＡＣ：×５００；Ｄ：×７００）

Ａ：Ｆｏｒｃｅｐｓｃｒｕｓｈｉｎｇｉｎｊｕｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｉｄｅ：ｌｅｓｓｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｎｅｒｖｅ；Ｂ：Ｆｏｒｃｅｐｓｃｒｕｓｈｉｎｇｉｎｊｕｒｙｃｏｎｔｒｏｌｓｉｄｅ：ｍｏｒｅｃｏｌｌａｇｅｎｉｎ

ｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｎｅｒｖｅ；Ｃ：Ｔｒａｎｓｅｃｔｉｎｇｉｎｊｕｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｉｄｅ：ｌｅｓｓｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｎｅｒｖｅ；Ｄ：Ｔｒａｎｓｅｃｔｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｓｉｄｅ：ｍｏｒｅｃｏｌ

ｌａｇｅｎｉｎｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｎｅｒｖｅ

表３　再生有髓神经纤维计数、髓鞘厚度、神经轴突直径

Ｔａｂ３　Ｎｅｒｖｅａｘｏｎｃｏｕｎｔ，ｍｙｅｌｉｎｅｓｈｅａｔｈｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

ａｎｄｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｎｅｒｖｅｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｎｅｒｖｅａｘｏｎｃｏｕｎｔ
（／１００μｍ２）

Ｍｙｅｌｉｎｅ
ｓｈｅａｔｈｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

（ｄ／μｍ）

Ｎｅｒｖｅａｘｏｎ
ｄｉａｍｅｔｅｒ
（ｄ／μｍ）

０ ９８．０±９．０ １．７４±０．４６ ８．３４±２．８３
１ １６５．４±２４．９ １．４７±０．４０△ ６．０５±２．１１△

２ ２４７．６±１７．１ １．０１±０．２１ ４．８９±１．４２
３ ２２４．６±２０．３△ １．２４±０．３２△ ４．３０±１．３０△

４ ２０１．０±２０．３ ０．９２±０．２２ ３．７８±１．１９
５ ２７０．２±１６．７△ １．０３±０．２５△ ３．３８±０．９０△

６ ２３３．８±３７．３ ０．７６±０．２０ ３．４０±１．０７

　Ｐ＜０．０１ｖｓＧｒｏｕｐ２，４，６；△Ｐ＜０．０５ｖｓＧｒｏｕｐ０

３　讨　论

　　周围神经系统由于和中枢神经系统一样存在

血神经屏障，能够阻止淋巴细胞和抗体进入神经实

质内，没有主要组织相容性复合体（ＭＨＣ），故多年

来一直被认为是“免疫豁免区”。但近来研究［６，７］发

现血循环中的淋巴细胞可以进出周围神经系统，并

且能够表达 ＭＨＣⅡ类抗原、补体受体３（ＣＲ３）以及

Ｆｃγ受体Ⅲ。周围神经损伤后，血神经屏障破坏，

神经性抗原漏出［８］，进入血循环而产生抗神经节苷

脂抗体和抗髓鞘自身抗体等多种特异性抗体。同

时，ＭＨＣⅡ类抗原表达增强，神经实质内的抗原递

呈细胞摄取并递呈神经性抗原后激活免疫反应，引

起免疫球蛋白的合成和免疫球蛋白ＩｇＧ的沉积［１，５］、

免疫细胞的浸润。本实验证明周围神经损伤后，局

部有免疫球蛋白ＩｇＧ的沉积，神经损伤程度越重，免

疫球蛋白沉积越多，神经再生和功能恢复越差。神

经纤维再生和功能恢复同免疫球蛋白沉积呈负相

关，表明神经损伤后局部发生的免疫反应对神经再

生起着抑制作用。
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　　环磷酰胺在临床上的应用非常广泛，是一种常

用而又经济的免疫抑制剂，具有确实可靠的免疫抑

制效果。本实验免疫荧光染色结果也证实，环磷酰

胺能有效抑制周围神经损伤后的自身免疫反应，局

部免疫球蛋白的沉积明显较生理盐水对照组为少，

而其中钳夹损伤免疫抑制组和横断损伤免疫抑制组

动物的神经功能也得到显著的改善。其原因我们认

为可能是因为环磷酰胺抑制了神经损伤后的自身免

疫反应，减轻了这种免疫反应对神经再生的不利影

响，从而改善周围神经再生的微环境，促进了神经的

再生。生理盐水对照组的免疫球蛋白沉积程度与损

伤的程度有关，损伤越重，则免疫球蛋白沉积量越

多，神经功能恢复也越差。ＤｅＭｅｄｉｎａｃｅｌｉ等［５］也报

道周围神经损伤后将发生自身免疫反应，局部有免

疫球蛋白的沉积。本实验采用全身免疫抑制方法，

抑制神经损伤后发生的免疫反应，结果也证实在钳

夹损伤以及神经横断动物中可以加快或提高神经功

能的恢复，促进损伤后神经的再生。本期望神经损

伤越重，免疫反应越重，则免疫抑制治疗的效果就越

明显，但实验结果表明，虽然电生理和形态学显示所

有实验组神经再生显著优于对照组，但在损伤后１２
周内，神经缺损损伤自身神经移植实验组（５组）的

动物经免疫治疗后ＳＦＩ恢复较生理盐水对照组（６
组）无显著差异，神经轴突直径方面两组之间也无显

著差异。而且即使是神经横断损伤免疫抑制组（３
组）功能也未完全恢复。这说明还有其他因素影响

了神经损伤后的再生，免疫因素只是起到一定的阻

碍作用。

　　另外，神经吻合口处过多的纤维组织增生及瘢

痕形成一直被认为是使轴突再生错位及妨碍轴突生

长的重要因素之一，控制纤维组织增生和瘢痕形成

有利于神经轴突的再生。许多研究表明神经损伤后

损伤局部和损伤的远端都会有明显的胶原增生［９］，

一般认为胶原的增生将妨碍神经的再生，抑制胶原

的增生将有利于控制纤维组织增生和瘢痕的形成，

从而有利于神经的再生［９］。环磷酰胺可以显著减少

组织损伤后胶原和肉芽组织的增生［１０］，这也是环磷

酰胺能促进神经再生的原因之一。

　　综上所述，我们认为周围神经损伤后，血神经

屏障遭到破坏，神经性抗原漏出，同时引起神经组织

对ＭＨＣⅡ类抗原表达增强，导致损伤部位免疫反应

的发生，从而抑制神经的再生。本实验结果提示，周

围神经损伤后将发生免疫反应，免疫反应的程度与

损伤程度正相关，对神经再生有一定的抑制作用。

免疫抑制剂环磷酰胺的应用可以减轻这种免疫反

应，并且在一定程度上促进了神经再生。因此，我们

认为，周围神经损伤后的再生受到多种因素的影响，

其中免疫因素在神经再生中起到一定作用，而免疫

抑制可以改善神经损伤后再生的微环境，促进神经

的再生。
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