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脑源性神经营养因子缓释微球对周围神经损伤大鼠的神经保护作用
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!摘要"

!

目的
!

观察脑源性营养因子%

W?>]

&缓释微球对周围神经损伤大鼠的神经保护作用(

方法
!

以聚乳酸
F

羟基

乙酸共聚物%

DPZ'

&为载体材料#采用复乳化溶剂挥发法制备
W?>]FDPZ'

缓释微球(将
CE

只
5?

大鼠随机分为假手术组$

模型组$

W?>]

组和
W?>]FDPZ'

缓释微球组#每组
#!

只+除假手术外#其他各组大鼠均制备坐骨神经钳夹损伤模型(术后

W?>]

组神经损伤局部注射
#,P

"

T

I

W?>]

%

&"

0

I

"

,P

&#

W?>]FDPZ'

缓释微球组局部注射
#,P

"

T

I

W?>]FDPZ'

缓释微球

%活性
W?>]

含量
&"

0

I

"

,P

&(每周注射给药
#

次#共给药
C

次(观察大鼠的大体形态$步态$关节活动等情况#并进行神经功

能行为学评分+术后
C

周#检查神经传导速度%

>G=

&$波幅$潜伏期和复合肌肉动作电位%

G6'D

&的幅度#检查完毕后取坐骨神

经损伤部位进行组织病理学观察(

结果
!

W?>]FDPZ'

缓释微球组坐骨神经损伤大鼠的步态$关节活动等一般状况较模型

组明显改善#且优于
W?>]

组(

W?>]FDPZ'

缓释微球可有效改善大鼠损伤神经功能#到第
C

周时已基本恢复正常#其神经功

能恢复状况快于
W?>]

组(术后
C

周#

W?>]FDPZ'

缓释微球组能提高大鼠坐骨神经
>G=

#增大电位波幅#缩短潜伏期#增大

坐骨神经
G6'D

波幅#提高
G6'D

恢复率%与模型组比较#

.

$

"<"#

&#且上述指标的改善均优于
W?>]

组%

.

$

"<"$

&(

W?>]F

DPZ'

缓释微球明显改善坐骨神经髓鞘$轴突$髓神经纤维等组织病理学改变(

结论
!

W?>]FDPZ'

缓释微球对周围神经损

伤大鼠具有显著的神经保护作用(
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脑源性神经营养因子%

R1)-2F*+1-:+*2+01/71/

H

J-(

4)(7/1

#

W?>]

&是神经营养素家族成员之一#其在中

枢神经系统发育过程中起重要作用#同时也能维持

成熟的中枢及周围神经系统神经元的正常功能-

#

.

(

W?>]

生物半衰期较短#局部使用很快被稀释和代

谢#需反复大剂量应用#大大限制了其临床应用(缓

释微球给药系统能够包裹药物使其逐步释放#具有

高效$无毒$安全$缓释给药$作用持久等优点#为解

决这一问题带来新的希望(

聚乳酸
F

羟基乙酸共聚物%

DPZ'

&具备良好的生

物相容性$可吸收性$缓降解性并且可随人体新陈代

谢排出体外#在植入性生物医学材料或药物载体等

领域备受关注-

!

.

(本研究以生物降解
DPZ'

为载

体材料#采用复乳化溶剂挥发法制备
W?>]FDPZ'

缓释微球#并通过大鼠坐骨神经钳夹损伤模型#观察

W?>]FDPZ'

缓释微球对大鼠坐骨神经损伤的作

用#以期为周围神经损伤的临床治疗提供实验依据(

/

!

材料和方法

#<#

!

材料

#<#<#

!

实验动物
!

5?

大鼠#雄性#

#E"

"

!""

I

#

5D]

级#购于上海斯莱克实验动物有限责任公司-实验动

物生产许可证号!

5GO\

%沪&

!"#!F"""!

.#饲养于第

二军医大学实验动物中心-实验动物使用许可证号!

5̀ O\

%沪&

!"#!F"""&

.(大鼠在温度为
!!

"

!$c

$

相对湿度为
C"X

"

B"X

的动物房内饲养#光照时间

随自然变化#供给常规颗粒饲料和灭菌过滤水#自由

饮食饮水(

#<#<!

!

药品及试剂
!

W?>]

%

D1/;

H

+(K+(J2/Z+R+

#批

号!

##$DW?>]"%

&+

DPZ'

%

P'bZ'g$"b$"

#

EVg

&C"""

#德国
W/+J1-2

I

+1A2

I

+3J+-,

公司&+聚乙烯醇

%

D='#BEE

#北京有机化工厂&+二氯甲烷%

'N

#国药

集团化学试剂有限公司&+水合氯醛%国药集团化学

试剂有限公司#批号!

K!"#!"#!"

&+注射用青霉素钠

%山东鲁抗医药股份有限公司#批号!

W#!"$#L

&(

#<#<&

!

仪器
!

G'D!%D

型电子分析天平%德国赛多

利斯公司&+

5FC$"?

超声波乳化仪%美国
W1)2;/2

公

司&+

G5#!!!

电子恒速搅拌器%上海医械专机厂&+

'33+

I

1)%CN

台式高速冷冻离心机%美国
W+(T,)2

公司&+

PZ.

冷冻干燥机%解放军军事医学科学院实

验仪器厂&+

>+01/6)a#""C

肌电图"诱发电位仪%加

拿大艾太克公司&(

#<!

!

W?>]FDPZ'

缓释微球制备#

&F$

$

!

采用复乳化

溶剂挥发法制备微球#将
W?>]

冻干粉%

!$

0

I

&溶解

于
#""

0

P#",,/3

"

P

H

SB<C

的磷酸盐缓冲液#作为

内水相(取
$",

I

DPZ'

加至
!,P

二氯甲烷中#充

分溶解后加入内水相#冰浴条件下超声乳化
%";

%功

率
%"U

&#再加入
C,P!X

%质量体积分数&聚乙烯醇

%

D='

&溶液中#冰浴条件下超声乳化
L";

%功率
%"

U

&(将上述复乳转移至
&",P"<#XD='

溶液中#

室温条件下搅拌%

%""1

"

,-2

&至二氯甲烷蒸发完全#形

成
DPZ'

载药微球的胶体溶液(微球胶体溶液于

Cc

$

#CB""k

8

离心
&",-2

#收集微球#纯化水洗涤
&

次#经真空冷冻干燥
CEJ

#即得-

%FB

.

(

#<&

!

模型制备"分组及给药
!

将
CE

只大鼠随机分

为假手术组$模型组$

W?>]

组和
W?>]FDPZ'

缓

释微球组#每组
#!

只(坐骨神经钳夹损伤模型制备

参照文献-

EF##

.方法并稍作改进(将大鼠腹腔注射

#"X

水合氯醛%

&,P

"

T

I

&麻醉后#侧卧位固定在操

作台上(右后肢外侧剃毛#用
B$X

乙醇消毒皮肤

后#沿坐骨神经走向纵行切口#暴露坐骨神经干#在

梨状肌下缘
#<$(,

处#用特制的无齿纹式钳钳夹坐

骨神经#钳夹强度统一咬合至第
#

齿#钳夹持续时间

$,-2

#造成
!,,

长度的损伤(坐骨神经损伤部位

远端与损伤部位末端的交界处用
LF"

无创尼龙线标

记(假手术组仅暴露坐骨神经#不做钳夹处理(术

后缝合伤口#肌内注射青霉素钠预防伤口感染#

E

万

9

"只#每天
#

次#连续
&*

(

坐骨神经损伤后立即在损伤神经局部注射给药

#

次#

W?>]

组剂量为
#,P

"

T

I

%

W?>]&"

0

I

"

,P

&#

W?>]FDPZ'

缓释微球组剂量为
#,P

"

T

I

%活性

W?>]

含量
&"

0

I

"

,P

&#模型组给予等量的生理盐
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脑源性神经营养因子缓释微球对周围神经损伤大鼠的神经保护作用

水(每周注射给药
#

次#共给药
C

次(

#<C

!

观察指标

#<C<#

!

大体观察
!

术后观察大鼠饮食$精神状态$

步态$伤口情况及足部变化(

#<C<!

!

神经功能评分
!

参照
$

分制改良
K)13/V

评

分标准-

#!

.进行神经功能行为学评分(

$

分!正常步

态#在快速旋转的基础上能持重且无平衡失调和足

趾拖拉等现象+

C

分!前后肢能协调运动#但出现踝

或足趾控制失调#步态及支重状态改变+

&

分!动物

主动支重但伴有不协调的步态+

!

分!动物后肢三大

关节出现不协调运动+

#

分!非反射性运动#踝部不

存在运动+

"

分!迟缓性瘫痪(

#<C<&

!

神经电生理检查
!

术后第
C

周#大鼠腹腔注

射
#"X

水合氯醛%

&,P

"

T

I

&麻醉后#暴露其右后肢

坐骨神经#切断梨状肌#充分暴露坐骨神经中枢端#

并向下暴露至腓神经入肌点#将肌电图"诱发电位仪

电极针分别置于神经损伤处%尼龙线标记&的近端及

远端刺激#腓肠肌接收#游标卡尺测量两电极间距

离#测定神经传导速度%

>G=

&$波幅$潜伏期和复合

肌动作电位%

G6'D

&波幅(

#<C<C

!

组织病理学观察
!

在大鼠电生理检查完成

后#取下右侧损伤坐骨神经部位#放入
#"X

中性甲

醛溶液中固定+常规脱水$石蜡包埋#切片(然后分

别进行
SFM

染色和
DFWZ

组合染色法-

#&

.特殊染色#

观察神经纤维病理形态学变化(

#<$

!

统计学处理
!

采用
5D55#&<"

软件进行统计

学分析(实验数据用
%

-i(

表示+

>G=

$波幅$潜伏期

及
G6'D

波幅$恢复率的比较采用单因素方差分析

%

@2+FV)

8

'>@='

&#神经功能评分的比较采用非

参数秩和检验%

6)22FUJ-72+

8

B

检验&(检验水准

%

+

&为
"<"$

(

-

!

结
!

果

!<#

!

各组一般状况的比较
!

术后未出现大鼠死亡#

术后次日大鼠饮食量偏少#从第
C

日开始#饮食恢复

正常(假手术组大鼠活动正常#其他各组大鼠在术

后
#

周内大体状况相近#均出现右后肢拖步爬行#

踝$趾下垂#站立不稳#不能自主运动#且各组大鼠右

后肢均有轻度红肿(

#"*

后上述患肢症状逐渐缓

解#伤口相继愈合(术后
!

周#模型组大鼠足趾出现

屈曲反应#踝关节活动明显受限+

W?>]FDPZ'

缓释

微球组大鼠伤侧后肢蜷曲程度较轻#可活动#但跛行

明显+

W?>]

组大鼠的情况较模型组有改善#但不如

W?>]FDPZ'

缓释微球组好(术后
&

周#

W?>]

组

大鼠行动能力较模型组明显增强#但仍有跛行+

W?>]FDPZ'

缓释微球组大鼠行动能力较模型组明

显改善#行走姿态有较轻度的跛行(术后
C

周#模型

组术侧肢体仍不能完全自由活动#仍有跛行+

W?>]

组大鼠行动较模型组明显改善#但步态不协调+

W?>]FDPZ'

缓释微球组大鼠活动已不受限#基本

恢复正常(

!<!

!

各组坐骨神经功能的比较
!

假手术组大鼠无

坐骨神经功能障碍#活动均正常(术后
#

周#模型

组$

W?>]

组和
W?>]FDPZ'

缓释微球组
&

组情况

相近#大鼠术侧下肢行走困难#跛行明显(术后
!

周#

W?>]FDPZ'

缓释微球组大鼠坐骨神经功能评

分大于模型组#差异有统计学意义%

.

$

"<"$

&(术

后
&

周#与模型组比较#

W?>]FDPZ'

缓释微球组大

鼠坐骨神经功能显著恢复#差异有统计学意义%

.

$

"<"#

&+

W?>]

组大鼠坐骨神经功能有所恢复#但差

异无统计学意义(术后
C

周#

W?>]

组大鼠坐骨神

经功能较模型组恢复明显%

.

$

"<"$

&#

W?>]FDPZ'

缓释微球组大鼠坐骨神经功能基本恢复正常(实验

观察期#

W?>]FDPZ'

缓释微球组大鼠坐骨神经功

能恢复明显快于
W?>]

组#在术后
&

周$

C

周时#

W?>]FDPZ'

缓释微球组大鼠坐骨神经功能评分高

于
W?>]

组%

.

$

"<"$

#

.

$

"<"#

&(结果见表
#

(

!<&

!

各组坐骨神经神经电生理指标的比较
!

术后

C

周#模型组大鼠
>G=

和波幅降低#潜伏期延长#较

假手术组差异有统计学意义%

.

$

"<"#

&(与模型组

比较#

W?>]FDPZ'

缓释微球组能提高大鼠
>G=

$

增大电位波幅$缩短潜伏期#差异均有统计学意义

%

.

$

"<"#

&(

W?>]FDPZ'

缓释微球组大鼠改善

>G=

$波幅及潜伏期等指标均优于
W?>]

组#差异

具有统计学意义%

.

$

"<"$

&(详见表
!

(

术后
C

周#模型组大鼠坐骨神经
G6'D

波幅较

假手术组降低%

.

$

"<"#

&(与模型组比较#

W?>]F

DPZ'

缓释微球组显著增大坐骨神经
G6'D

波幅#

并提高
G6'D

恢复率#差异均有统计学意义%

.

$

"<"#

&(

W?>]FDPZ'

缓释微球组大鼠坐骨神经

G6'D

波幅和恢复率优于
W?>]

组#差异具有统计

学意义%

.

$

"<"#

&(结果见表
!

(

/

#C%

/
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表
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大鼠坐骨神经损伤后不同时间各组的功能评分比较
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大鼠坐骨神经损伤后
0
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波幅和恢复率的比较
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!

各组组织形态学结果比较
!

假手术组!神经纵

切面神经纤维排列整齐#纵向平行排列#间隔均匀#

基质淡红染#无炎性细胞浸润(模型组!可见髓鞘和

轴突等结构破坏#髓神经纤维的髓鞘明显肿胀$碎

裂#并伴有空泡化形成#空泡明显变性#但神经内膜

的结构尚完整(

W?>]

组!神经纤维中可见多数大

小不等的空泡#部分区域出现脱髓鞘样变#可见个别

轴突裸露(

W?>]FDPZ'

缓释微球组!神经纤维具

有完整鞘膜#排列基本均匀#可见少量不明显的空泡

样变性#髓神经纤维的髓鞘稍有轻度肿胀(见图
#

(

图
/

!

大鼠坐骨神经组织病理学观察
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!

讨
!

论

大鼠坐骨神经损伤模型是研究周围神经损伤及

再生的常用动物模型(神经传导电生理学检测是评

定周围神经损伤程度$判断预后及评价再生质量的

重要方法之一-

#C

.

+神经电生理学检测常用指标主要

/

!C%

/
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第
%

期
<

王晓华#等
<

脑源性神经营养因子缓释微球对周围神经损伤大鼠的神经保护作用

有
G6'D

$

>G=

等(

>G=

是神经冲动传导速度的

直接表现#反映出神经传导功能的变化(通过对

>G=

和波幅的检测可判断神经损伤后整个神经功

能的修复程度以及药物对神经功能的修复作用#可

以反映出该药物对神经损伤的可能治疗作用-

#$

.

(

本研究以大鼠坐骨神经钳夹损伤为模型#术后

外源性局部给予
W?>]FDPZ'

缓释微球#采用神经

行为学观察评分$神经电生理检查以及损伤神经组

织病理学观察#评价
W?>]FDPZ'

缓释微球对坐骨

神经损伤大鼠的神经保护作用(结果显示#

W?>]F

DPZ'

缓释微球明显改善坐骨神经损伤大鼠的一般

活动状况#可有效地改善大鼠损伤神经功能#到第
C

周时基本恢复正常(经
W?>]FDPZ'

缓释微球治

疗后#大鼠损伤坐骨神经的
>G=

显著提高#电位波

幅增大#潜伏期缩短#

G6'D

波幅增大#

G6'D

恢复

率提高(

W?>]FDPZ'

缓释微球可改善并恢复损伤

坐骨神经髓鞘和轴索等结构破坏#减轻髓鞘肿胀$碎

裂#减少神经纤维中的空泡及空泡变性等组织病理

学改变(本实验中#

W?>]FDPZ'

缓释微球对大鼠

一般活动状况$神经功能评分$神经电生理检查和组

织病理学观察等所有指标的改善作用均明显优于

W?>]

组(推测其原因#我们认为利用
DPZ'

聚合

体包载
W?>]

制备成
W?>]FDPZ'

缓释微球#可提

高并维持局部有效药物浓度#大大减少药物剂量#从

而降低不良反应+同时将药物包裹在微球内部#可以

防止药物在体内快速降解#在聚合体与损伤神经局

部组织界面缓释生物活性#延长药物作用时间#从而

显著提高治疗效果(

综上所述#

W?>]FDPZ'

缓释微球可有效治疗

大鼠坐骨神经损伤#具有坐骨神经保护作用(

W?>]FDPZ'

缓释微球具有高效$无毒$安全$缓释

给药作用持久等优点#在临床治疗或修复周围神经

损伤方面有着广阔的应用前景#值得深入研究(

!参 考 文 献"

-

#

.

!

?02J),.5

#

?+)T-2.]

#

6-

8

)

[

-,)]

#

D)

8

7/2'

#

K/1/G

K<Ma

H

1+;;-/2/4J-

HH

/(),

H

)3R1)-2F*+1-:+*2+01/71/

H

J-(

4)(7/1)2*-7;1+(+

H

7/1;-257)23+

8

(/2;/17-0,R1)-2;

-

.

.

<

.D;

8

(J-)71N+;

#

!""L

#

C&

!

##B$F##EC<

-

!

.

!

Z)1R)

8

/M

#

6/27+1/F6+2+-G>

#

'2;/1+2)M

#

P)2(-+

I

/.

P

#

'

8

,+1-(J65

#

W3)2(/FD1-+7/6.<M44+(7-:+Z?>]

R1)-2*+3-:+1

8

0;-2

I

,-(1/;

H

J+1+;FF)

H

1/,-;-2

I

;71)7+

I8

4/1D)1T-2;/2

,

;*-;+);+

-

.

.

<.G/271/3N+3

#

!""L

#

#&$

!

##LF#!%<

-

&

.

!

P+/M

#

W1-R)1)W

#

]/12-]

#

=)2*+33-6 '<O,:0"1/

+:)30)7-/2/4DP'2)2/

H

)17-(3+;(/27)-2-2

I

)3-

H

/

H

J-3-(

*10

I

-2V)7+1F;/30R3+/1-2;/30R3+4/1,

-

.

.

<A27.

DJ)1,

#

!""C

#

!BE

!

#&&F#C#<

-

C

.

!

GJ+2

I

.

#

K+

H

3

8

W'

#

5J+1-4-A

#

502

I

.

#

P07J+1Z

#

Z0

]O

#

+7)3<]/1,03)7-/2/4402(7-/2)3-Q+*DPZ'FDMZ

2)2/

H

)17-(3+;4/10,:0:/7)1

I

+7+**10

I

*+3-:+1

8

-

.

.

<

W-/,)7+1-)3;

#

!""B

#

!E

!

E%LFEB%<

-

$

.

!
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