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"摘要#

!

目的
!

探讨外源性一氧化碳释放分子
,

"

"c%U,

#对大鼠脊髓缺血再灌注损伤的保护作用与相关机

制$方法
!

将
)*

只健康雄性
a3M6@;

大鼠分为实验组%对照组%空白组!每组各
?*

只$实验组在造模前
?5

尾静脉

注射外源性
"c%U,

$实验组和对照组采用相同的方法造模$对照组造模后
?5

注射与实验组相同剂量的生理盐

水$空白组仅完成开腹和关腹操作!并术后
?5

注射与实验组相同剂量的生理盐水$在术后不同时间进行神经行

为学评分"

=@;9JL

评分#%脊髓组织病理学检查和白细胞介素
$+

"

.2$+

#%肿瘤坏死因子
$

0

"

=&>$

0

#检测$结果
!

再灌

注后不同时间点!实验组
=@;9JL

评分均高于对照组!但实验组和对照组
=@;9JL

评分均低于空白组"

!

$

*D*/

#$缺

血再灌注
(F5

后!对照组脊髓组织标本可见损伤及坏死神经元!表现为细胞核固缩或溶解!细胞质中的尼氏体消

失&空白组脊髓组织标本中可见正常神经元!表现为结构呈多角形!细胞质中可见尼氏体&实验组脊髓组织标本中的

神经元坏死表现介于对照组和空白组之间$缺血再灌注
(F5

!实验组与对照组
.2$+

%

=&>$

0

表达水平均高于空白

组!但实验组
.2$+

%

=&>$

0

表达水平低于对照组"

!

$
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#$结论
!

外源性
"c%U,

可抑制炎性因子的表达!对大

鼠脊髓缺血再灌注损伤具有一定的保护作用$
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脊髓缺血是比较危重的疾病#可导致组织失活#乃至死

亡*

?

+

,在脊髓缺血的病理生理学发病过程中#对组织造成损伤

的主要因素是血液再次灌注后#大量释放的自由基所造成的严

重细胞损伤*

,

+

,由于脊髓的神经元细胞对缺血缺氧极为敏感#

因此脊髓缺血再灌注损伤极易导致脊髓功能障碍和不可逆性

脊髓神经元迟发性死亡*

)$(

+

,一氧化碳$

"c

%是一种生物信号

分子#其活性受到血红素氧合酶$

!c

%的影响,

!c

是内源性

"c

的诱导酶#分为诱导型$

!c$?

%和结构型$

!c$,

%

*

/

+

,在脊

)
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髓组织缺血再灌注损伤过程中#

!c$?

表达水平明显升高#阻

断
!c$?

则显著加重组织损伤#间接证实
"c

对于组织缺血再

灌注损伤具有保护作用*

+$C

+

,

"c

可以促使血管平滑肌舒张#

降低细胞间黏附分子
?

$

."'U$?

%的表达水平#进而抑制炎性

细胞和血小板的聚集和黏附*

F

+

,此外#

"c

可通过抑制核因子

1

-

$

&>$

1

-

%信号途径实现保护效应#抑制炎性介质局部聚

集*

B

+

,本研究探讨了外源性一氧化碳释放分子
,

$

"c%U,

%对

大鼠脊髓缺血再灌注损伤的保护作用与相关机制,现将研究

结果报道如下,

$

!

材料与方法

$D$

!

实验动物
!

健康雄性
a3M6@;

大鼠
)*

只#体质量
,,*

"

,+*

4

#由本院实验动物中心提供,

$D/

!

仪器与试剂
!

=-,*B)?,

型台式冷冻高速离心机购自美

国
-:8TI@K

公司#

'-FC)*??

型组织机械匀浆机购自上海瑞赛

斯仪器有限公司,炎性因子白细胞介素
$+

$

.2$+

%-肿瘤坏死因

子
$

0

$

=&>$

0

%检测试剂盒购自北京华英生物技术研究所#丝裂

原活化蛋白激酶
<)F

$

U'<_<)F

%抗体购自碧云天生物技术

研究所,经去
%&'

酶处理的二乙基焦磷酰胺$

WV<"

%及
=;$

3XJ9

试剂购自北京赛百盛生物公司,转录试剂盒-核酸酶抑制

剂及
=@

S

酶购自日本宝生物工程有限公司,所有引物均由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成,用于动脉结扎的
*

-

(

-

?*

号爱惜康牌外科缝线购自美国强生公司,

$D'

!

方法

$D'D$

!

动物分组
!

将
)*

只
a3M6@;

大鼠分为实验组-对照组-

空白组#每组各
?*

只,造模前
?5

#实验组按照
FI

4

"

T

4

的剂

量尾静脉注射浓度为
(*IIJ9

"

2

的外源性
"c%U,

,对照组

及空白组在造模前不进行任何预处理,

$D'D/

!

动物模型制作
!

实验组及对照组大鼠经
?*i

水合氯

醛麻醉后#仰卧固定,于左侧助骨下缘助中线切口#切口长度

/8I

#依次切开皮肤-腹肌后入腹#找到左侧肾后于肾门部位确

定肾动脉#沿动脉游离至腹主动脉(分别使用
?*

-

(

-

*

号外科缝

线结扎动脉#结扎使用活结#留长线头于体外(依次关腹-缝皮

后留置线头,于术后
)*I3K

-

(/I3K

和
?5

抽线松节,实验组

大鼠造模后不给予任何处理,对照组大鼠术后
?5

注射与实

验组相同剂量的生理盐水,空白组大鼠麻醉后仅完成开腹及

关腹操作#术后
?5

注射与实验组相同剂量的生理盐水#不对

脊髓及血管进行操作,

$D'D'

观察指标
!

$

?

%神经行为学评分!实验组与对照组大鼠

在松结后#即再灌注后
+

-

,(

-

(F5

#空白组大鼠在术后
+

-

,(

-

(F

5

#参照
=@;9JL

标准进行神经行为学评分并记录评分结果,

*

级$

*

分%!无可察觉的后肢活动(

?

级$

?

分%!有可察觉的微弱

后肢活动#但无法对抗重力(

,

级$

,

分%!后肢能对抗重力#但无

法站立(

)

级$

)

分%!可正常站立-行走#但不能正常跳跃(

(

级

$

(

分%!后肢功能完全恢复#能正常跳跃,$

,

%组织病理学检

测!在完成神经行为学评分后处死大鼠#切除
2

,

"

2

(

椎板#暴

露
2

)

"

2

(

节段硬膜囊#切断周围神经根(分离脊髓组织#

?*i

甲醛固定
(F5

#分节段石蜡包埋-切片#苏木精
$

伊红$

!V

%染色

后采用光学显微镜及电子显微镜进行观察#计数正常神经元数

目#观察神经元损伤情况,$

)

%炎性因子检测!取部分分离的脊

髓组织#研磨-离心处理#提取细胞成分#给予刺激后检测
.2$+

-

=&>$

0

表达水平,

.2$+

-

=&>$

0

检测严格按照试剂盒说明书

操作,

$D1

!

统计学处理
!

采用
Y<YY?)D*

软件进行数据处理和统计

学分析,计量资料以
H Ê

表示#组间比较采用单因素方差分

析和
:

检验,

!

$

*D*/

为差异有统计学意义,

/

!

结
!!

果

/D$

!

造模情况
!

在再灌注
(F5

后进行组织病理学检测#结果

显示#对照组组织标本镜下可见损伤及坏死神经元#表现为细

胞核固缩或溶解#细胞质中的尼氏体消失(空白组组织标本镜

下可见正常神经元#表现为细胞呈多角形#细胞核结构清晰#细

胞质中可见尼氏体(实验组组织标本坏死神经元的表现介于对

照组与空白组之间#镜下可见部分神经元的细胞核固缩或溶

解#但结构相对清晰#部分细胞的细胞质中可见尼氏体,见

图
?

-

,

,

图
?

!

各研究组大鼠脊髓组织
!V

染色结果%

(**G

&

图
,

!

各研究组大鼠脊髓神经元细胞
!V

染色结果%

/***G

&

/D/

!

神经行为评分
!

实验组大鼠各时间点
=@;9JL

评分均高

于对照组#差异有统计学意义$

!

$

*D*/

%(实验组和对照组大

鼠各时间点
=@;9JL

评分均低于空白组#差异有统计学意义$

!

$

*D*/

%,见表
?

,

表
?

!

)

组大鼠不同时间点
=@;9JL

评分比较%分'

H Ê

&

组别
-

再灌注
+5

再灌注
,(5

再灌注
(F5

实验组
?* ,D?Ĉ *D,) ,DCF̂ *D(/ )D,)̂ *D)(

对照组
?* ?D+Ĉ *D() ,D?+̂ *D/) ,D(/̂ *D(/

空白组
?* )DB(̂ *D(( )DBĈ *D(/ )DB/̂ *D(,

R ?,DBF) ?*D)C+ CD))(

!

$

*D*/

$

*D*/

$

*D*/

/D'

!

炎性因子表达水平
!

再灌注
(F5

后#实验组与对照组

.2$+

-

=&>$

0

表达水平均高于空白组#且实验组
.2$+

-

=&>$

0

表

达水平低于对照组#差异有统计学意义$

!

$

*D*/

%,见表
,

,

表
,

!

)

组大鼠再灌注
(F5

后
.2$+

和
=&>$

0

!!!

表达水平比较%

K

4

)

I2

'

H Ê

&

组别
- .2$+ =&>$

0

实验组
?* CD)(̂ ,D?) +D(B̂ ?D+F

对照组
?* ?)D+Ĉ )DFB ??DC+̂ )D,,

空白组
?* )DBF̂ ?DC+ ,DC+̂ *DCF

R ?*DCF) ?,DFBC

!

$

*D*/

$

*D*/

)
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讨
!!

论

脊髓缺血再灌注损伤是脊柱外科手术常见的创伤之一#其

损伤机制尚未完全明确*

?*

+

,普遍认为脊髓缺血再灌注损伤机

制涉及炎性因子与趋化因子表达水平的变化#细胞内外离子水

平的变化#脊髓局部脂质过氧化和自由基的产生等*

??$?,

+

,

本研究采用外源性
"c%U,

作为
"c

供应源#具有以下优

势,$

?

%外源性
"c%U,

在溶解于二甲基亚砜后#其羰基被取

代并释放
"c

#且
"c

释放时间可以持续
,(5

以上*

?)$?(

+

,采用

外源性
"c%U,

作为
"c

供应源可确保在较长时间内均有足

量的
"c

供应,$

,

%粉末状外源性
"c%U,

制剂更易于实现量

化控制#更加精确,$

)

%采用液体制剂静脉注射的方式释放

"c

#比
"c

吸入给药具有更高的安全性和可操作性#临床价值

也更加显著,此外#与
"c

吸入给药相比#静脉注射外源性

"c%U,

可以实现长期小剂量给药#不仅避免了使用呼吸机#

方便了动物模型的构建#也不会损伤肝脏-肾脏#避免对研究结

果造成影响*

?/

+

,

本研究以动物模型为基础#分析了外源性
"c%U,

释放的

"c

在大鼠脊髓缺血再灌注损伤中的保护作用,

"c

可以通过

环磷酸鸟苷$

8[U<

%途径发挥调节作用,

"c

进入细胞后#与

细胞内可溶性鸟苷酸环化酶的血红素基团中的
>:

结合#通过

调节离子通道产生多种生物学效应,此外#

"c

可通过一氧化

氮合成酶$

&cY

%

$8[U<

途径发挥调节作用#同时降低诱导型

&cY

$

3&cY

%和
!c$?

表达水平#抑制
3&cY

和
!c

的破坏作

用#间接保护神经细胞,本研究结果显示#在不同再灌注时间

点#实验组大鼠
=@;9JL

评分均高于对照组#差异有统计学意义

$

!

$

*D*/

%#且实验组和对照组大鼠在不同再灌注时间点的

=@;9JL

评分均低于空白组#差异有统计学意义$

!

$

*D*/

%(此

外#组织病理学检查结果显示#在缺血再灌注
(F5

后#对照组

大鼠脊髓神经元损伤及坏死较为明显#空白组大鼠几乎不发生

神经元损伤#而实验组大鼠神经元损伤表现介于对照组和空白

组之间,

在缺血再灌注过程中#

&cY$8[U<

途径发挥了重要的调

节作用#包括抑制细胞内
&>$

1

-

的表达#降低
."'U$?

等黏附

因子的表达#减少炎性因子
.2$+

-

=&>$

0

的释放#以及促进过

氧化物的清除#从而减低氧自由基水平等,外界刺激信号可作

用于细胞内多种信号转导通路#并最终将信号传导至细胞核

内#从而促进
.2$+

-

=&>$

0

等炎性因子的产生和释放*

?+

+

,抑制

炎性因子的产生#可降低组织内多形核中性粒细胞的活化水平

和聚集能力#避免组织结构和功能损伤#实现组织保护作用,

本研究中
.2$+

和
=&>$

0

检测结果显示#在缺血再灌注
(F5

后#实验组与对照组
.2$+

-

=&>$

0

水平均高于空白组#差异有

统计学意义$

!

$

*D*/

%#但实验组
.2$+

-

=&>$

0

水平均低于对

照组#差异有统计学意义$

!

$

*D*/

%#说明外源性
"c%U,

可

抑制
.2$+

-

=&>$

0

的表达,虽然在缺血及再灌注后应用外源

性
"c%U,

对组织具有一定的保护作用#但组织损伤已经产

生#因此
"c

的保护作用有所减弱,

综上所述#外源性
"c%U,

可抑制炎性因子的表达#因此

对大鼠脊髓缺血再灌注损伤具有一定的保护作用,
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