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摘要# 目的!研究夏天无7,(06’4236%9A*X%+3"S7CE^&# QD[U&对坐骨神经损伤小鼠损伤区微环境的影响( 方法!$( 只
小鼠随机均分为模型组) 夏天无组) 假手术组’ a4UU>E染色检测损伤区胶原纤维) 炎性细胞) 神经纤维分布’ 免疫荧
光染色检测层黏连蛋白 "IF#) 施万细胞标记物 ,*"(() 小T蛋白O4=" 表达及轴突再生情况’ /2染色检测神经功能
恢复情况( 结果!与模型组比较’ 夏天无组胶原纤维) 炎性细胞减少’ 神经纤维有序’ IF) O4=") ,*"(( 表达’ 再生
轴突数量’ 腓肠肌纤维横截面积和腓肠肌质量显著增加 "!R(K(+#( 结论!夏天无可通过减少胶原纤维生成和炎症
细胞浸润’ 增加IF) O4=") ,*"(( 表达’ 改善坐骨神经损伤小鼠损伤区微环境来促进轴突再生和神经功能恢复(
关键词! 夏天无* 坐骨神经损伤* 损伤区* 微环境
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!!夏天无7,(06’4236%9A*X%+3"S7CE^&# QD[U&对
神经损伤具有止痛) 消肿等作用$"% ’ 目前相关研
究主要关注其对脑缺血) 脑梗死等中枢神经系统病

变的治疗$#*$% ’ 但尚无周围神经损伤后其治疗机制
的报道( 大量研究认为’ 周围神经损伤后损伤区域
微环境的改善是治疗关键’ 尽早进行结构重建) 修
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复能促进神经轴突再生及功能恢复$%*)% ’ 而夏天无
能否通过改善坐骨神经损伤后的损伤区域微环境而
发挥作用尚不明确(

课题组前期发现’ 夏天无注射液可促进坐骨神
经损伤区的整合素 !" 蛋白水平表达$’% ( 由于损伤
区微环境复杂精细’ 不仅包括细胞外基质变化’ 如
胶原纤维) 层黏连蛋白 "IF# 含有量等’ 也包括
与神经再生密切相关的施万细胞功能状态改变’ 这
些因素都会影响轴突再生和神经功能恢复程
度$1*0% ( 本实验结合前期研究结果’ 制作 j-O小鼠
坐骨神经夹伤模型’ 检测损伤区域内胶原纤维)
IF) 施万细胞标记物 ,*"((’ 小 T蛋白 O4=" 等表
达’ 考察夏天无是否可改善损伤区的微环境’ 从而
促进轴突再生和神经功能恢复(
HI材料

夏天无注射液 "江西天施康中药股份有限公
司’ 批号 "%(+(0(##( 兔抗神经丝蛋白 "FH#) 兔
抗O4=" 多克隆抗体 "英国 Ĝ=43公司#* 兔抗IF
多克隆抗体 "美国 ,5L34*G6?[5=7公司#* 小鼠抗 ,*
"(( 多克隆抗体 "美国-7D35=>E 公司#* 防荧光淬
灭剂 "美国bD=B>[公司#* G6DA4%11 荧光标记驴抗
兔二抗) G6DA4+)1 荧光标记驴抗小鼠二抗 "美国
I5\DSD=7E>6>L5DU公司#( -a"0(( 恒温箱冰冻切片
机) Jaj%(((P荧光显微镜 "德国 ID5=4公司#(
清洁级j-O雌性小鼠 $( 只’ 体质量 #( c#+ L’ 由
福建中医药大学实验动物中心提供’ 动物许可证号
,-Yd "闽# #("#*((("(
JI方法
#K"!分组!小鼠行双侧坐骨神经夹伤手术后’ 随
机分为夏天无组 ""( 只’ 腹腔注射夏天无注射液#
和模型组 ""( 只’ 腹腔注射 (K0!生理盐水#’ 另
设假手术组 ""( 只’ 腹腔注射 (K0!生理盐水#(
各组小鼠每 # ?注射 " 次’ 每次 (K# 3IM只(
#K#!模型制备!小鼠腹腔注射 "!三溴乙醇麻醉
后’ 于股骨中段后外侧行斜切’ 沿股二头肌间隙钝
性分离并暴露坐骨神经’ 以梨状肌下缘 $ 33处为
起点’ 显微血管夹分别夹持双侧坐骨神经 " 35E’
再依次缝合肌肉和皮肤以封闭切口’ 术后小鼠分笼
单独饲养’ 供给充足食物和水’ $ ? 内每天注射青
霉素 (K" 3IM次以防止伤口感染* 假手术组小鼠双
侧坐骨神经仅暴露’ 未作其他处理( 各组小鼠均于
术后第 "+ 天处死取材(
#K$!组织取材!小鼠腹腔注射 "(!水合氯醛麻醉
后’ 取仰卧位’ 开胸暴露心脏’ 先用 (K0!生理盐

水灌注冲洗’ 再以 %!多聚甲醛灌注固定’ 最后截
取双侧坐骨神经 "从夹伤区域近端 " 33取至远侧
末端# 和腓肠肌’ 于 %!多聚甲醛中固定( 腓肠肌
去除结缔组织后称定质量’ 再截取短肌中段作石蜡
切片’ 行横切’ 厚度为 % "3* 坐骨神经用梯度蔗
糖溶液沉降处理后作冰冻切片’ 行纵切’ 厚度为
"( "3( 各组织标本均衬贴于防脱载玻片上保存
备用(
#K%!苏木精*伊红 %/2& 染色!取腓肠肌短肌中
段标本’ 行/2染色以观察腓肠肌的肌纤维横截面
积变化( 标本经脱蜡后’ 通过苏木精染色 $ 35E’
梯度乙醇脱水至 0+!乙醇’ 再浸入乙醇伊红中染
色 " 35E’ 无水乙醇脱水 $ 35E’ 二甲苯透明 " 35E’
中性树脂封片’ 镜检(
#K+!a4UU>E染色!取坐骨神经标本’ 依次经过苏
木精染色 $ 35E’ 丽春红酸性品红染色 # 35E’ 磷钼
酸染色 # 35E’ 苯胺蓝染色 # 35E 后’ 乙醇梯度脱
水’ 二甲苯透明 # 35E’ 中性树脂封固’ 镜检(
#K)!免疫荧光染色!取坐骨神经切片’ 磷酸盐缓
冲液冲洗后 "! S[5B>E 破膜 " 7’ +!牛血清蛋白
"P,G# 封闭 (K+ 7’ 分别加入 +! P,G稀释的抗
IF) O4=") ,*"(( 或 FH一抗孵育’ % f过夜’ 再
加入相应二抗孵育 # 7’ %’ )*二脒基*#*苯基吲哚
"JGQj# 染核 # 35E’ 防荧光淬灭剂封片’ 于荧光
显微镜下观察并拍照(
#K’!指标检测
#K’K"!腓肠肌横截面积!每个标本拍摄 ) 个视野’
通过j34LDQ[>Q6CU)K( 软件计算腓肠肌纤维面积’
每个视野计数 $( 个细胞’ 取平均值(
#K’K#!IF) ,*"(() O4=" 蛋白表达水平!每个标
本以损伤区中点为中轴的 $(( "3n"+( "3作为测
量区域’ 通过 j34LDQ[>Q6CU)K( 软件测量区域内
单位面积 "" "3## IF) ,*"(() O4=" 光密度(
#K’K$!FH蛋白表达水平!每组拍摄坐骨神经标本
全长’ 通过j34LDQ[>Q6CU)K( 软件分析坐骨神经
内单位面积 "" "3## 的FH光密度(
#K1!统计学分析!通过 Q7>B>U7>; ’K( 软件处理图
片’ j34LDQ[>Q6CU)K( 软件分析荧光平均光密度’
,Q,, #(K( 软件处理数据( 计量资料以 "Pk3# 表
示’ 组间比较采用单因素方差分析( !R(K(+ 表示
差异有统计学意义(
OI结果
$K"!a4UU>E染色!图 " 显示’ 假手术组的神经轴
突密集’ 粗细均匀’ 呈有序排列’ 其周边的神经胶
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注! 箭头指示处为炎性细胞

图 HI坐骨神经损伤区微环境变化 % WUXX’
S#.MHI?#’4"&-8#4"-K&-(’,+-.&)"%#-\04&!)’#+(#’

-&48&+4&+ % WUXX’

质细胞的细胞核呈椭圆形’ 紧贴神经纤维排列’ 胶
原纤维成分较少* 夏天无组损伤区域可见神经轴突
排列稍紊乱’ 但其周边神经胶质细胞排列相对有
序’ 纤维成分并不明显* 模型组神经轴突较少) 较
细’ 大量胶原纤维成分分布于损伤区域’ 纤维之间
可见大量圆形的炎性细胞浸润(
$K#!免疫荧光染色 %IF# ,*"(( 蛋白表达水
平& !图# 显示’ 假手术组IF表达在神经轴突和
施万细胞的周边区域’ ,*"(( 大多表达在施万细
胞胞质和胞膜’ 在包绕轴突的髓鞘上呈节段有序
排列* 夏天无组 IF阳性表达减少’ 但仍明显多
于模型组’ ,*"(( 阳性表达也明显更强* 夏天无
组) 模型组 IF) ,*"(( 蛋白表达具有显著性差异
"!R(K(+#(

注! 与假手术组比较’!!R(K(+* 与夏天无组比较’l!R(K(+

图 JI坐骨神经损伤区CD$ ;6HXX 表达 % WUXX’
S#.MJICD& ;6HXX &ZN4&))#"-)#-#-\04&!)’#+(#’-&48&+4&+ % WUXX’

$K$!免疫荧光染色 %O4=" 蛋白表达水平& !图 $
显示’ 假手术组 O4=" 蛋白阳性表达较弱’ 而在损
伤后增强* 夏天无组其阳性表达明显增加’ 主要分

布在施万细胞的胞质* 模型组其阳性表达显著弱于
夏天无组 "!R(K(+#(

注! 与假手术组比较’!!R(K(+* 与夏天无组比较’l!R(K(+

图 OI坐骨神经损伤区<+’H 表达 % WUXX’
S#.MOI<+’H &ZN4&))#"-#-#-\04&!)’#+(#’-&48&+4&+ % WUXX’
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$K%!免疫荧光染色 %坐骨神经轴突再生& !图 %
显示’ 假手术组坐骨神经轴突直径均一) 分布均
匀’ 在神经损伤后轴突发生肿胀) 溃变) 消失等现
象’ 继而近侧轴突末端生长’ 越过损伤区’ 进入远
侧端’ 重新与靶器官构建联系( 在术后第 "+ 天’

夏天无组) 模型组都能观察到再生轴突越过损伤
区’ 进入损伤远侧端’ 甚至抵达末端’ 并且前一组
抵达损伤远侧末端的再生轴突密度更明显’ 提示夏
天无具有良好的轴突再生作用* # 组间 FH蛋白表
达具有显著性差异 "!R(K(+#(

注! 三角形指示处为损伤区( 与假手术组比较’!!R(K(+* 与夏天无组比较’l!R(K(+

图 UI坐骨神经轴突DS表达 % WHXX’
S#.MUIDS&ZN4&))#"-#-)’#+(#’-&48&+Z"-)% WHXX’

$K+!/2染色和肌肉质量量检测!图 + 显示’ 夏天
无) 假手术组腓肠肌纤维横截面积差异无统计学意
义 "!g(K(+#* 模型组) 夏天无组腓肠肌纤维平
均横截面积差异有统计学意义 "!R(K(+#( 同时’
夏天无组腓肠肌质量增加’ 接近假手术组 "!g

(K(+#* 与模型组比较’ 两组质量差异均有统计学
意义 "!R(K(+#’ 表明夏天无组靶器官 "腓肠肌#
可能因为重新获得更多的神经纤维支配’ 肌肉不再
明显萎缩’ 组织结构逐渐恢复(

注! 与夏天无组比较’l!R(K(+

图 VI腓肠肌萎缩评价 % WJXX’
S#.MVI$8+30+(#"-"%.+)(4"’-&K#0)K0)’3&+(4"N,7 % WJXX’

UI讨论
夏天无注射液在临床上用于治疗神经损伤疾

病’ 有着活血) 通络) 消除神经肿胀等功效’ 本实
验将分析它在坐骨神经损伤治疗中是否能改善损伤
区微环境’ 从而促进神经轴突再生和功能恢复(

a4UU>E染色结果发现’ 夏天无组损伤区胶原
纤维少于模型组’ 纤维之间夹杂的炎性细胞浸润减
少’ 神经纤维周边结构相对有序化’ 表明损伤区结
构得到改善’ 有利于神经纤维穿行’ 进入远侧端’
并与靶器官取得联系’ 重新获得神经功能恢复( 免
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疫荧光染色结果发现’ 与模型组比较’ 夏天无组
IF蛋白表达水平在损伤区增强’ IF是非胶原糖蛋
白’ 其表达量增多反映了细胞黏附能力增强’ 有利
于细胞生长) 迁移和分化(

文献 $"(*""% 报道’ IF表达依赖于施万细胞
增殖’ 其浓度梯度引导神经生长和施万细胞迁移方
向( 由于施万细胞功能状态是微环境的重要组成部
分’ 故本实验也检测其标记物 ,*"(( 的表达’ 它多
见于成熟施万细胞’ 其损伤将导致细胞去分化’ 刺
激其增殖) 成熟’ 形成PCELED[带’ 引导和促进神
经轴突再生’ 故 ,*"(( 表达增强也反映了神经再生
微环境的改善$"#% (

本实验发现’ 损伤区O4=" 蛋白水平表达增加(
它隶属于小 T蛋白’ 是调节细胞骨架重构的重要
枢纽’ 其增加能影响施万细胞生长) 成髓鞘’ 促进
神经损伤修复$"$% ( 目前认为’ 整合素 !"*O4=" 形
成的信号通路’ 以及整合素 !" 和 IF之间的相互
作用都能增强细胞和细胞外基质之间的黏附性’ 促
进神经损伤修复$""’"%*"+% (

综上所述’ 夏天无能改善坐骨神经损伤后的损
伤区’ 重塑适宜神经轴突再生的环境’ 促进轴突再
生和神经功能恢复(
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