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脂多糖干预对大鼠周围神经损伤后瓦勒变性的影响
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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨脂多糖对于大鼠坐骨神经损伤瓦勒变性早期髓鞘碎片清除的影响。 方法 　 将 ５０ 只

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分成假手术组（１０ 只），模型组（２０ 只）和脂多糖 ＬＰＳ 组（２０ 只），ＬＰＳ 组及模型组横断大鼠右侧坐

骨神经后，行神经外膜端端吻合；假手术组仅游离出坐骨神经，然后关闭切口。 ＬＰＳ 组大鼠在神经断端显微注射

ＬＰＳ （２ ｇ ／ Ｌ） １ μＬ，模型组及假手术组大鼠注射同等体积生理盐水。 于术后 １􀆰 ５、２４ ｈ 和 ７ ｄ 取术侧坐骨神经。 实

时定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测坐骨神经中白介素 １β（ＩＬ⁃１β）ｍＲＮＡ、单核细胞趋化蛋白⁃１ （ＭＣＰ⁃１） ｍＲＮＡ 水平；免疫

荧光法检测坐骨神经中 ＣＤ６８ ＋ 巨噬细胞的表达；ＨＥ 染色观察坐骨神经的病理变化；油红 Ｏ 染色观察坐骨神经脱

髓鞘程度；ＬＦＢ 染色观察坐骨神经髓鞘变化；坐骨神经功能指数（ＳＦＩ）评价大鼠运动功能的恢复情况。 结果　 实时

定量 ＰＣＲ 显示，与假手术组相比，术后 １􀆰 ５ ｈ 模型组 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 和ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， Ｐ
＜ ０􀆰 ００１），与模型组相比，术后 １􀆰 ５ ｈ ＬＰＳ 组 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 和 ＭＣＰ⁃１ｍＲＮＡ 的表达明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
术后 ２４ ｈ 模型组 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 和 ＭＣＰ⁃１ｍ ＲＮＡ 的表达均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），与模型组相比，术后 ２４
ｈ ＬＰＳ 组 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 和 ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 免疫荧光可见，与模型组相比，术后

７ ｄ ＬＰＳ 组中 ＣＤ６８ ＋ 细胞表达显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 术后 ７ ｄ 坐骨神经 ＨＥ 染色可见， ＬＰＳ 组坐骨神经断端较多炎

性细胞浸润，许旺细胞增殖活跃，模型组神经断端炎性细胞和许旺细胞较少。 术后 ７ ｄ 坐骨神经 ＯＲＯ 染色可见，与
模型组相比，ＬＰＳ 组断端远侧脱髓鞘程度较高。 术后 ７ ｄ 坐骨神经 ＬＦＢ 染色可见，模型组和 ＬＰＳ 组坐骨神经断端均

出现脱髓鞘反应，但与模型组相比，ＬＰＳ 组神经断端残余髓鞘碎片明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＳＦＩ 显示，与模型组相比，
ＬＰＳ 组大鼠在术后 １０、２０、３０、４０ 和 ５０ ｄ 分别不同程度升高，术后 ２０ ｄ 明显增高， 差异有显著性（ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论

　 脂多糖通过激活固有免疫系统加快大鼠坐骨周围神经损伤后瓦勒变性早期髓鞘碎片的清除。
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｒｖｅ； Ｗａｌｌｅｒｉａｎ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ； Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ； Ｍｙｅｌｉｎ ｄｅｂｒｉｓ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＡＮＧ Ｂｅｉ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｂｅｉ１２４＠ ａｌｉｙｕｎ． ｃｏｍ

　 　 周围神经损伤长久以来都是临床医生面临的巨

大挑战。 周围神经损伤后发生瓦勒变性，即由于各

种创伤、牵拉、缺血、高低温、电击等原因，直接使神

经纤维受损中断，周围神经损伤后远段发生的轴突

坏死、髓鞘分解消失和神经鞘膜增生等一系列蜕变

和细胞吞噬过程。 变性崩解的髓鞘碎片会抑制近心

段神经轴突的再生［１， ２］，所以快速有效地清除髓鞘

碎片对神经再生意义重大，而巨噬细胞在此过程中

发挥了巨大的作用。 近年来， 关于巨噬细胞参与瓦

勒变性在远端轴突再生中发挥作用的研究十分广

泛， 它对周围神经再生的影响主要有两个：一是吞

噬变性组织，为再生神经清除障碍；二是分泌活性物

质直接或通过雪旺细胞间接为轴突再生提供适宜的

微环境。 Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲｓ）作为一种模式识别受

体，介导天然免疫应答，除了识别病原相关分子模式

外，也可识别损伤相关分子模式，如坏死细胞、热休

克蛋白（ＨＳＰ６０，ＨＳＰ７０）和细胞外基质成分［３］，已有

研究表明 ＴＬＲｓ 表达于神经系统［４］。 脂多糖（ＬＰＳ）
是革兰阴性细菌细胞壁上的主要成分，可以通过激

活相应 ＴＬＲｓ 信号通路有效刺激巨噬细胞和神经胶

质细胞活化。 已有研究发现小鼠脊髓损伤模型中，
腹腔注射 ＬＰＳ 能促进瓦勒变性过程中的髓鞘碎片

的清除［５］。 在外周神经损伤大鼠模型中，通过在大

鼠神经断端单次显微注射微量 ＬＰＳ，探究 ＬＰＳ 对瓦

勒变性中炎性细胞募集及髓鞘碎片清除的影响，旨
在从分子免疫学角度，在损伤早期缩短瓦勒变性时

间，提高神经修复速度及质量，为周围神经辅助治疗

提供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠 ５０ 只，体重（２００ ± ２０）
ｇ，由青岛市实验动物和动物实验中心提供【 ＳＣＸＫ
（鲁）２００１１ － ０００７】。 饲养于饲养箱，每箱 ５ 只大

鼠，通风良好，环境安静，温度为（２４ ± ２） ℃，相对湿

度为 ４５％ ～ ５５％ ，自由饮食与进水，买回大鼠适应

环境 １ 周后开始实验。 大鼠的组织取材于青岛大

学动物实验设施内进行【ＳＹＸＫ（鲁） ２０１１ － ００１２】。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂及仪器

ＬＰＳ 购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 免疫组化用的兔抗

大鼠的相关多克隆抗体购于北京博奥森生物技术公

司。 逆转录试剂盒、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 荧光

定量试剂盒为 ＴａＫａＲａ 公司产品。 荧光显微镜为 Ｏ⁃
ｌｙｍｐｕｓ 公司产品。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 坐骨神经损伤模型制备

１０％水合氯醛（３００ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射麻醉，麻
醉成功后，用 ８％硫化钠脱毛术区皮肤，消毒后将动

物俯卧位固定，无菌条件下显露右侧坐骨神经，于梨

状肌下缘 ０􀆰 ８ ｃｍ 处用利刀横行切断坐骨神经，以神

经外膜上走行的血管为标记，用 ８ ／ ０ 无损伤缝合线

行神经外膜端端吻合，吻合口缝合 ４ 针，逐层关闭切

口。 假手术组仅游离出坐骨神经，然后关闭切口。
１􀆰 ２􀆰 ２　 分组与给药

５０ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为假手术组（１０ 只），模

２１２
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型组（２０ 只）和 ＬＰＳ 组（２０ 只）。 ＬＰＳ 组大鼠端端缝

合后，在神经断端显微注射 ＬＰＳ （２ ｇ ／ Ｌ） １ μＬ，模型

组及假手术组大鼠尾静脉注射同等体积生理盐水。
１􀆰 ３　 观察与研究指标

１􀆰 ３􀆰 １　 实时定量 ＰＣＲ 测坐骨神经 ＩＬ⁃１β 和 ＭＣＰ⁃
１ｍＲＮＡ 的表达

用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取各组大鼠坐骨神经总 ＲＮＡ。 由

ＴａＫａＲａ 公司生产的逆转录试剂盒进行 ｃＤＮＡ 合成，
按照 ＴａＫａＲａ 公司 ＳＹＢＲ 􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ （ Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）（ ｎｏ． ＲＲ４２０Ａ） 荧光定量试剂盒说明

进行 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应。 管家基因 β⁃ａｃｔｉｎ 是用来

规范的总 ＲＮＡ 量。 ＩＬ⁃１β 引物序列： 上游引物 ５’⁃
ＧＣＣＡＡＣＡＡＧＴＧＧＴＡＴＴＣＴＣＣＡ⁃３’， 下游引物 ５ ’⁃
ＣＣＧＴＣＴＴＴＣＡＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡ⁃３’， 扩增片段为 １１８
ｂｐ； ＭＣＰ⁃１ 引物序列： 上游引物 ５’⁃ＡＧＧＡＣＴＴＣＡＧ⁃
ＣＡＣＣＴＴＴＧＡ⁃３’，下游引物 ５ ’⁃ＴＴＣＴＣＴＧＴＣＡＴＡＣＴ⁃
ＧＧＴＣＡＣＴＴＣ⁃３’，扩增片段为 １１６ ｂｐ； β⁃ａｃｔｉｎ 内参

序列： 上游引物 ５’⁃ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ⁃
３’，下游引物 ５ ’⁃ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ⁃３ ’，
扩增片段为 ２０６ ｂｐ。 反应条件：９５℃ 预变性 ３０ ｓ，
９５℃ ５ ｓ，６０℃ ４５ ｓ，４０ 个循环。 每份 ＲＮＡ 样本均进

行 ３ 次重复检测，取其平均 Ｃｔ 值用于结果分析，采
用 ２ －△△Ｃｔ方法对 ＩＬ⁃１β、ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达水平

进行相对定量。
１􀆰 ３􀆰 ２　 免疫荧光技术检测坐骨神经 ＣＤ６８ 蛋白的

表达

取神经组织冰冻切片，用 ＰＢＳ 水化 ２０ ｍｉｎ；
１０％羊血清 ４０℃ 封闭 １ ｈ；ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ；加入一抗后，４℃孵育过夜；ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次

５ ｍｉｎ；加入二抗 Ｃｙ３ 山羊抗兔 ３７℃孵育 ２ ｈ；ＰＢＳ 漂

洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；荧光封片剂封片，荧光显微镜观

察及照片拍摄，每张切片随机取 ５ 个非重叠视野，利
用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件定量分析免疫阳性细胞

面积占总面积比值。
１􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠坐骨神经病理学观察

以坐骨神经缝合口为中心切取 １０ ｍｍ 长的神

经组织，远端缘用 ９ ／ ０ 无损伤缝线标记方向，４％ 多

聚甲醛中固定 ２４ ｈ，然后经过乙醇梯度脱水、透明、
进一步石蜡包埋等过程制成石蜡切块，做纵行切片

连续切片，切片厚度为 ４ μｍ，然后作 ＨＥ 染色（苏木

素⁃伊红染色），在光镜下观察坐骨神经的基本结构

及有无细胞增生、炎细胞浸润等改变。
１􀆰 ３􀆰 ４　 大鼠坐骨神经油红 ０ 染色

取 ０􀆰 ５％油红 Ｏ ／异丙醇储存液与蒸馏水按 ３∶ ２
比例混匀，静置 １０ ｍｉｎ 后过滤获得油红 Ｏ 染液。 切

片用甲醛 －钙固定 １０ ｍｉｎ，蒸馏水冲洗后 ６０％异丙

醇浸洗。 将组织切片置于预先配置好的油红 Ｏ 染

液中浸染 １０ ～ １５ ｍｉｎ，６０％ 异丙醇漂洗至背景无色

后蒸馏水清洗。 在 Ｈａｒｒｉｓ 苏木精染液中复染 ３０ ｓ
后，盐酸、乙醇适度分色，室温中放置稍干后甘油明

胶封片。 显微镜下观察并拍照。
１􀆰 ３􀆰 ５　 坐骨神经髓鞘固兰染色

以坐骨神经缝合口为中心切取 １０ ｍｍ 长的神

经组织，远端缘用 ９ ／ ０ 无损伤缝线标记方向，４％ 多

聚甲醛中固定 ２４ ｈ，然后经过乙醇梯度脱水、透明、
进一步石蜡包埋等过程制成石蜡切块，做纵行切片

连续切片，切片厚度为 ４ μｍ，切片脱蜡后，然后作

Ｌｕｘｏｌ ｆａｓｔ ｂｌｕｅ （ＬＦＢ）染色。 用 ＬＦＢ 液在 ６０℃温度

浸泡 １２ ｈ；随后应用 ９５％ 酒精浸洗 ５ ｍｉｎ；加入

０􀆰 ０５％碳酸锂 １５ ｓ；再应用 ７０％酒精洗涤，蒸馏水漂

洗，进行脱水后，透明封片，在光镜下观察坐骨神经

的髓鞘改变，每张切片随机取 ５ 个非重叠视野，利用

Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件定量分析 ＬＦＢ 染色阳性区

域的积分光密度（ＩＯＤ）平均值。
１􀆰 ３􀆰 ６　 大鼠坐骨神经功能指数（ＳＦＩ）测定

制作长约 ５０ ｃｍ，宽约 ８􀆰 ５ ｃｍ，高约 ８ ｃｍ 的硬

纸暗箱，两端均留门，箱底垫上白纸，将大鼠双后足

蘸墨水后，在纸箱内从一端到另一端行走，每条纸每

侧足留下 ４ ～ ５ 个足印，选实验侧及正常侧足清晰的

足印测量 ３ 个变量，精确到 ｍｍ，算出每只鼠各变量

的平均值。 术后 １０、２０、３０、４０ 和 ５０ ｄ 检测，测量足

印长度（ｐｒｉｎｔ ｌｅｎｇｔｈ，ＰＬ），第 １ 足趾到第 ５ 足趾的距

离（ｔｏｅ ｓｐｒｅａｄ，ＴＳ），第 ２ 足趾到第 ４ 足趾的距离（ｉｎ⁃
ｔｅｒｍｅｄｉａｒｙ ｔｏｅ ｓｐｒｅａｄ，ＩＴ），Ｅ 和 Ｎ 分别代表实验侧和

正常侧。 将上述 ３ 个变量带入 Ｂａｉｎ 公式计算出

ＳＦＩ：ＳＦＩ ＝ － ３８􀆰 ３（ＥＰＬ⁃ＮＰＬ） ／ ＮＰＬ ＋ １０９􀆰 ５ （ＥＴＳ⁃
ＮＴＳ） ／ ＮＴＳ ＋ １３􀆰 ３ （ＥＩＴ⁃ＮＩＴ） ／ ＮＩＴ⁃８􀆰 ８。 正常 ＳＦＩ
为 ０，神经功能完全丧失为 － １００。
１􀆰 ４　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ 统计软件进行统计分析，结果以（􀭰ｘ
± ｓ） 表示，采用方差分析或 ｔ 检验分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 大体观察

整个实验过程中，各组大鼠无死亡。 假手术组

３１２
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大鼠术后与术前步态无变化，无行动困难，模型组和

ＬＰＳ 组均出现右下肢功能活动受限，足趾挛缩不能

伸展，术侧腿部肌肉萎缩，呈拖曳步态。 术后 １０ ｄ 即

可见，与模型组相比， ＬＰＳ 组大鼠术侧肢体拖曳程度

较轻，抬起幅度较高，足趾挛缩程度较轻，伸展幅度较

大。 术后 ３０ ｄ，模型组和 ＬＰＳ 组大鼠存在不同程度右

足踝部皮肤红肿，足趾溃疡，肌肉萎缩现象，针刺反应

消失，但 ＬＰＳ 组大鼠肢体活动幅度明显大于模型组。
术后 ５０ ｄ，模型组和 ＬＰＳ 组大鼠均红肿消失，溃疡全

部愈合，针刺反应灵敏，模型组仍有一只大鼠出现肌

肉萎缩现象，ＬＰＳ 组大鼠无肌肉萎缩。
２􀆰 ２　 实时定量 ＰＣＲ 测坐骨神经组织 ＩＬ⁃１β 和

ＭＣＰ⁃１ｍＲＮＡ 的表达

融解曲线分析显示两组基因扩增均呈单峰，退
火温度一致，无非特异性扩增。 与假手术组相比，在
术后 １􀆰 ５ ｈ，模型组的 ＩＬ⁃１β 和 ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 表达水

平均升高，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 与模型组相

比，ＬＰＳ 组的 ＩＬ⁃１β 和 ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 表达水平均升

高，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 而在术后 ２４ ｈ，模
型组的 ＩＬ⁃１β 和 ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 表达水平均升高，差
异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 与模型组相比，ＬＰＳ 组的

ＩＬ⁃１β 和 ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 表达水平均升高，差异有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结果见图 １。
２􀆰 ３　 免疫荧光法测坐骨神经组织 ＣＤ６８ ＋ 巨噬细胞

细胞的表达

术后 ７ ｄ 神经组织切片免疫特异性巨噬细胞

ＣＤ６８ 抗体染色可见，假手术组无 ＣＤ６８ ＋ 巨噬细胞

浸润，模型组神经断端有少量 ＣＤ６８ ＋ 巨噬细胞浸

润，而与模型组相比，ＬＰＳ 组 ＣＤ６８ ＋ 巨噬细胞明显增

多。 通过定量，分析距离损伤中心 ２ ｍｍ 内远端免

疫阳性细胞面积所占比值显示，ＬＰＳ 组 ＣＤ６８ ＋ 巨噬

细胞明显增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见图 ２。
２􀆰 ４　 大鼠坐骨神经组织 ＨＥ 染色

术后 ７ ｄ 坐骨神经 ＨＥ 染色，低倍镜下可见假

手术组大鼠坐骨神经组织结构完整，纤维排列整齐，
无炎性细胞浸润，模型组和 ＬＰＳ 组轴突完全断裂，
髓鞘崩解，与模型组相比，ＬＰＳ 组有较多炎性细胞浸

润断端吻合口处形成小结节，如箭头所示。 高倍镜

下可见，模型组吻合口处炎性细胞浸润，雪旺细胞增

殖；ＬＰＳ 组可见吻合口周围大量炎性细胞浸润，雪旺

细胞增生活跃。 结果见图 ３。
２􀆰 ５　 大鼠坐骨神经脂滴油红 Ｏ 染色

术后 ７ ｄ 坐骨神经油红 Ｏ 染色可见，变性的髓

注： ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ 差异有显著性。

图 １　 大鼠坐骨神经组织中 ＩＬ⁃１β 和

ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达

Ｎｏｔｅ． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ． ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．

Ｆｉｇ． １　 ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

鞘磷脂以及被巨噬细胞吞噬的髓鞘能被特异性染成

橘红色，细胞核呈蓝色，背景为白色，反映神经断端

脱髓鞘程度。 模型组神经断端有少量髓磷脂堆积；
而与模型组相比，ＬＰＳ 组大量脂滴堆积明显增加，脱
髓鞘程度明显高于模型组，结果见图 ４。
２􀆰 ６　 大鼠坐骨神经髓鞘固兰染色

术后 ７ ｄ 坐骨神经 ＬＦＢ 染色可见，髓鞘被特异

性染成天蓝色，轴突不着色，背景为白色， 反映在坐

骨神经损伤远端崩解的髓鞘碎片被巨噬细胞清除的

情况。 假手术组大鼠坐骨神经髓鞘结构完整，排列

规则，显示了正常的髓鞘形态；模型组和 ＬＰＳ 组神

经断端可见髓鞘淡染，显示变性崩解的髓鞘，与模型

组相比，ＬＰＳ 组残余髓鞘碎片较少，通过定量分析，
计算距离损伤中心 ２ ｍｍ 内远端被染色髓鞘的积分

光密度（ＩＯＤ）平均值，可见与模型组相比，ＬＰＳ 组残

余髓鞘碎片较少，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），反映了

ＬＰＳ 组的崩解髓鞘碎片清除速率明显高于模型组。
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注：与模型组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 ａ． 假手术组； ｂ． 模型组；ｃ． ＬＰＳ 组；ｄ． ＣＤ６８ ＋ 巨噬细胞半定量分析。

图 ２　 大鼠坐骨神经组织中 ＣＤ６８ ＋ 和 ｉｂａ１ ＋ 细胞的表达 （１０ × ２０）
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． ａ． Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ｂ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ． ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ； ｄ． Ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＤ６８ ＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ６８ ＋ ａｎｄ ｉｂａ１ ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

注：ａ． 假手术组； ｂ． 模型组； ｃ． ＬＰＳ 组。 箭头指向吻合口。

图 ３　 大鼠坐骨神经组织病理变化 （ＨＥ 染色， ４０ × １０）
Ｎｏｔｅ． ａ． Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ｂ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ． ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ａｎａｓｔｏｍｏｓｉｓ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

结果见图 ５。
２􀆰 ７　 大鼠坐骨神经功能指数（ＳＦＩ）测定

模型组和处理组大鼠在术后 １０、２０、３０、４０ 和

５０ ｄ，行足迹实验分析坐骨神经功能指数，评价大鼠

运动功能的恢复情况。 各组大鼠行走时步态稳定，
足迹清晰。 结果显示，两组大鼠 ＳＦＩ 均逐步上升，
ＬＰＳ 组在损伤后 ２０ ｄ 分别明显高于模型组，差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结果见图 ６。

３　 讨论

周围神经损伤后病理过程复杂，因此神经损伤

后的形态学变化和各种促进神经再生及功能恢复的

方法成为一直是研究的热点。 周围神经损伤后，能
够通过神经再生重新支配相应的靶器官，而成功的

神经再生依赖巨噬细胞参与瓦勒变性。 周围神经损

伤后，崩解的髓鞘碎片上可能存在抑制轴突再生的
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注：ａ． 模型组；ｂ． ＬＰＳ 组。

图 ４　 大鼠坐骨神经脂滴油红 Ｏ 染色

（ＯＲＯ 染色，４０ × １０）
Ｎｏｔｅ． ａ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ． ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ
（Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

因子，及时清除变性的髓鞘为轴突的再生提供更有

利的环境，有利于神经早期再生修复［５］。

注：与模型组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 ａ． 假手术组； ｂ． 模型组； ｃ． ＬＰＳ 组； ｄ． 髓鞘阳性染色半定量分析。

图 ５　 大鼠坐骨神经髓鞘固兰染色结果（ＬＦＢ 染色，２０ × １０）
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． ａ． Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ｂ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ． ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ； ｄ． Ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｙｅｌｉｎ ｓｈｅａｔｈ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｍｙｅｌｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ（ＬＦＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ） ＬＦＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

我们利用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠建立坐骨神经损伤模型，
首先检测断端注射 ＬＰＳ 后对大鼠坐骨神经上相关

炎性因子的表达影响。 ＭＣＰ⁃１ 是单核 ／巨噬细胞趋

化因子，能导致单核 ／巨噬细胞在病变组织中大量浸

润，ＩＬ⁃１β 是由活化的巨噬细胞分泌的细胞因子，同

时 ＩＬ⁃１β 能诱导 ＭＣＰ⁃１ 在损伤后第 １ 天表达达到

高峰，保证了单核 ／巨噬细胞的募集。 Ｃａｒｒｏｌｌ 等［６］研

究发现，周围神经损伤后 １􀆰 ５ ｈ 在损伤区域已经有

ＭＣＰ⁃１ｍＲＮＡ 表达，在神经损伤后 ２４ ｈ 达到高峰。
因此本研究分别在术后 １􀆰 ５ ｈ 和 ２４ ｈ 利用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
检测大鼠坐骨神经组织上ＭＣＰ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 的基因表

达水平，研究结果与上述结果保持一致，在损伤后

１􀆰 ５ ｈ 的检测结果显示，与假手术组相比，模型组已

有 ＩＬ⁃１β 和 ＭＣＰ⁃１ 表达，与模型组相比，ＬＰＳ 组表达

大幅提升。 在损伤后 ２４ ｈ 的检测结果显示，与假手

术组相比，模型组ＭＣＰ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 增高，与模型组相

比，ＬＰＳ 组表达明显提升。 说明 ＬＰＳ 可有效增加

ＭＣＰ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 分泌。
其次我们检测大鼠坐骨神经断端巨噬细胞募集

和变性髓鞘碎片清除情况。 本研究采用免疫荧光检

测巨噬细胞的募集，发现在术后 ７ ｄ 与模型组相比，
ＬＰＳ 组神经断端巨噬细胞募集明显增加，说明 ＬＰＳ
能有效增加神经断端巨噬细胞募集。 ＨＥ 染色显

示，与模型组相比，术后 ７ ｄ ＬＰＳ 组大鼠神经断端有

大量炎性细胞募集，许旺细胞增殖明显活跃。 ＯＲＯ
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注：与模型组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 大鼠坐骨神经功能指数（ＳＦＩ）检测

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｓｃｉａｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ （ＳＦＩ） ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

染色显示，在术后 ７ ｄ ＬＰＳ 组神经断端脱髓鞘程度

明显高于模型组。 同时术后 ７ ｄ 坐骨神经 ＬＦＢ 染色

也表明，与模型组相比，ＬＰＳ 组神经断端残余髓鞘碎

片明显减少。 以上两种染色结果均与巨噬细胞减少

保持一致。 说明 ＬＰＳ 能有效募集巨噬细胞清理变

性崩解的髓鞘碎片，从而缩短瓦勒变性时间。
最后，我们探究以上对瓦勒变性过程的干预是

否影响后期大鼠运动功能的恢复。 有一些研究指

出，在中枢神经系统 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 信号的过度活化

会导致组织损伤甚至行为障碍［７ － １２］。 与此相反，有
研究证明大鼠挤压伤后，全身性注射 ＬＰＳ 明显减小

脊髓空洞的大小［１３］，Ｋｉｇｅｒｌ 等［１４］发现在脊髓挫伤小

鼠模型中，ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 的基因敲除小鼠运动功能

恢复能力减弱，提示在神经损伤后，ＴＬＲｓ 信号可能

具有神经保护的作用。 ＳＦＩ 反映下肢协调功能和肌

力恢复情况，是从行为学的角度评价周围神经功能

的可靠指标。 我们研究结果显示，ＬＰＳ 组大鼠 ＳＦＩ
同期均高于模型组，在术后 ２０ ｄ 明显高于模型组。
说明缩短瓦勒变性时间可能有利于后期运动功能的

恢复。 但我们考虑到运动功能的恢复受多种因素作

用，如 ＬＰＳ 激活 ＴＬＲｓ 信号后是否增加了神经元的

存活等，这些都需要我们日后更加深入的研究。
本研究通过在受损神经断端显微注射 ＬＰＳ 激

活 ＴＬＲｓ 信号通路活化单核 ／巨噬细胞募集，来观察

对瓦勒变性中髓鞘碎片清除的影响。 研究结果让我

们进一步明确了瓦勒变性中巨噬细胞的作用，从分

子免疫学角度为周围神经损伤修复辅助治疗提供一

个新策略。
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