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　 　 【摘要】 　 目的　 观察正常及损伤后小鼠脊髓中淋巴管的分布及特点，探讨脊髓损伤修复过程中有无淋巴管

的参与。 方法　 成年雄性 ＫＭ 小鼠 ３９ 只，小鼠随机分为两组：正常组 ６ 只和损伤组 ３３ 只。 将损伤组小鼠随机分为

术后 １ ｄ 组、术后 ３ ｄ 组、术后 ５ ｄ 组、术后 ７ ｄ 组和术后 １４ ｄ 组，每组 ６ 只。 损伤组部分小鼠针刺损伤后死亡 ３ 只，
后随机补充样本。 正常组不损伤脊髓，损伤组采用针刺法制备脊髓损伤。 通过免疫组织化学方法检测脊髓中淋巴

管内皮细胞的分布，观察正常及针刺损伤后小鼠脊髓中淋巴管内皮细胞标记物同源异型盒基因转录因子 １（ｐｒｏｘ⁃
１）、淋巴管内皮细胞透明质酸受体⁃１（ｌｙｖｅ⁃１）、平足蛋白（ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ）以及血管内皮细胞标记物 ＣＤ３４ 的表达情况。
通过对脊髓样本进行免疫荧光染色，观察 ｌｖｙｅ⁃１ ／ ｐｒｏｘ⁃１、ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 及 ＣＤ３４ ／ ｐｒｏｘ⁃１ 的共表达情况，探讨新生

淋巴管内皮细胞的来源。 结果　 正常成年小鼠脊髓中存在淋巴管样结构，并呈节段性分布，横向走行于白质与灰

质间；针刺损伤处的脊髓出现新生淋巴管样结构，同时表达 ｐｒｏｘ⁃１、ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ、ｌｙｖｅ⁃１ 和 ＣＤ３４；脊髓损伤处瘢痕化

后，新生的淋巴管样结构消失。 结论　 正常成年小鼠脊髓中存在节段性横向分布的淋巴管样结构；脊髓损伤处重

建过程中有新生淋巴管样结构的参与，新生淋巴管内皮细胞可能来源于周围既存的淋巴管或血管内皮细胞。
【关键词】 　 脊髓损伤；同源异型盒基因转录因子 １；淋巴管内皮细胞透明质酸受体⁃１；平足蛋白；ＣＤ３４
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　 　 外伤性脊髓损伤（ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是一

种严重的创伤性中枢神经系统 （ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）疾病，可导致患者感觉障碍和运动功能

永久性丧失，给患者及家属造成沉重的打击。 脊髓

损伤后坏死的神经组织会产生大量的包括脂类在

内的废物，而这些物质的及时清除对于脊髓损伤后

的修复、重建很重要［１］。 脂类的运输通常是通过内

皮细胞间隙较大的毛细淋巴管［２］，而非中枢神经系

统中的连续型毛细血管［３］。 传统观念认为 ＣＮＳ 缺

乏淋巴管，但是随着技术的发展，陆续有研究证实

脑脊膜淋巴管在小鼠［４－７］、大鼠［８］ 和人［９］ 等中均存

在，同时，在维系内环境稳态、脑脊液循环稳定以及

控制包括免疫细胞在内的大分子物质进出中枢神

经系统方面发挥重要作用［６］。
据报道，小鼠淋巴管的发育大约在胚胎期第

９􀆰 ５ 天开始，主要来源于前主静脉静脉内皮细胞的

亚群［１０］。 后者表达 ＳＯＸ１８ （ ＳＲＹ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｂｏｘ⁃１８），
ＳＯＸ１８ 通过与其启动子结合来激活同源异型盒基

因转录因子 １（ｐｒｏｓｐｅｒｏ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｈｏｍｅｏｂｏｘ １，ｐｒｏｘ⁃１）
转录。 ｐｒｏｘ⁃１ 被认为是淋巴管分化的“关键调节因

子”，在驱动淋巴管生成及其维持方面发挥重要作

用［１１］。 胚胎期第 １０􀆰 ０ 天，血管内皮生长因子 ３
（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ３，ｖｅｇｆ３）诱导血管

内皮生长因子受体 ３ （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３，ｖｅｇｆｒ３）阳性淋巴管内皮祖细胞从静

脉出芽，静脉内皮细胞亚群从静脉分离并开始表达

淋巴 管 内 皮 透 明 质 酸 受 体 １ （ ｌｙｍｐｈａｔｉｃ ｖｅｓｓｅｌ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １， ｌｙｖｅ⁃１ ） ［１２］。
ｌｙｖｅ⁃１ 促进平足蛋白（ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ）在静脉内皮细胞

亚群中均匀表达。 ｌｙｖｅ⁃１ 和 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 是淋巴管生

成的关键介质［１３］。 ｖｅｇｆ３ 通过与 ｖｅｇｆｒ３ 的结合启动

淋巴管的发芽和原始淋巴囊的形成，使得淋巴管内

皮细胞（ ｌｙｍｐｈａｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＬＥＣｓ）从静脉中

分离并增殖发育成淋巴管。 淋巴管的发育形成在

小鼠胚胎期第 １４􀆰 ５ 天完成。 因此，ｐｒｏｘ⁃１、 ｌｙｖｅ⁃１、
ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 和 ｖｅｇｆｒ３ 被广泛用作 ＬＥＣｓ 标记物以检测

各种情况下的淋巴管生成［１４－１５］。 ＡＮＴＩＬＡ 等［１６］ 对

出生后小鼠脑膜淋巴管的发育进行了详细的研究，
发现小鼠脑膜淋巴管首先出现在颅骨和椎管基底

部的椎间孔周围，然后沿着血管、脑神经和脊神经

萌芽到脑脊膜周围的各个部位，且具备可塑性和再

生潜力。 脊髓损伤后，脊膜部位的淋巴管出现广泛

重塑［７－８］。 但是脊髓内部是否存在淋巴管以及脊髓

损伤修复的过程中是否有淋巴管参与均未见报道。
本课题组前期研究发现穿透性颅脑损伤后，受

损的小鼠脑组织中检测到 ＬＥＣｓ 标志物的表达，考
虑 ＬＥＣｓ 在 ＣＮＳ 损伤中的表达可能与淋巴管促进损

伤组织清除有关［１７］。 本实验通过建立小鼠脊髓针

刺损伤模型，运用免疫组织化学技术检测正常小鼠

脊髓及针刺损伤后小鼠脊髓中 ＬＥＣｓ 标志物的表达

情况，探讨正常成年小鼠脊髓是否分布有淋巴管样

结构及其走行、分布特征；观察脊髓损伤处重建过

程中有无新生淋巴管样结构的出现及其可能来源，
以期为 ＣＮＳ 损伤后的临床修复治疗提供新的策略。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３９ 只 ４ 周龄 ＳＰＦ 级雌性健康 ＫＭ 小鼠，体重 １８
～ ２５ ｇ，购于济南朋悦动物繁育有限公司【 ＳＣＸＫ
（鲁）２０１９ ０００３】。 饲养期间，自由饮食水，控制湿度

４０％ ～ ６０％，温度 ２３ ～ ２５ ℃，按昼夜各半循环照

明，饲养于滨州医学院动物实验室【ＳＹＸＫ（鲁）２０１８
－００２９】。 所有操作符合山东中医药高等专科学校

动物实验伦理学要求（２０２１⁃４７）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ｌｙｖｅ⁃１ 抗体（Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｒｍｓ，美国），ＣＤ３４ 抗体

（武汉博士德生物工程有限公司，中国）、ｐｒｏｘ⁃１ 抗体
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（武汉博士德生物工程有限公司，中国），ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ
抗体（武汉博士德生物工程有限公司，中国），Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ􀅺 ４８８ ＩｇＧ（武汉安特捷生物技术有限公司，中
国），ＤＡＢ 显色试剂盒（武汉博士德生物工程有限公

司，中国）。 倒置荧光相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ５１ ＋
ＤＰ７２，日本），组织包埋机（Ｌｅｉｃａ ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ Ａｒｃａｄｉａ，
德国），烘片机（Ｌｅｉｃａ ＨＩ１２２０，德国），展片机（Ｌｅｉｃａ
ＨＩ１２２０，德国），切片机（Ｋｅｄｅｅ ＫＤ２２５８，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物造模

小鼠随机分为两组：正常组 ６ 只和损伤组 ３３
只。 将损伤组小鼠随机分为术后 １ ｄ 组、术后 ３ ｄ
组、术后 ５ ｄ 组、术后 ７ ｄ 组和术后 １４ ｄ 组，每组 ６
只。 损伤组部分小鼠针刺损伤后死亡 ３ 只，后随机

补充样本。 造模前将 ＫＭ 小鼠以 １％戊巴比妥钠按

５０ ｍＬ ／ ｋｇ 剂量行腹腔注射麻醉后，取俯卧位，固定

小鼠四肢，胸腰节段附近背部备皮、消毒。 正常组

切开皮肤、不进行针刺损伤，损伤组小鼠显露棘上

韧带，剪断 Ｔ１２ 与 Ｌ１ 之间棘间韧带，使用直径 ０􀆰 ４５
ｍｍ 的 ２６ 号针灸针垂直刺入椎管，见小鼠下肢出现

明显的肌肉抽搐，拔出针体，缝合棘上韧带、皮肤，
关闭切口。
１􀆰 ２􀆰 ２　 术后处理

术后，将小鼠置于 ３７ ℃温箱复温苏醒，然后，饲
养于 ２３ ～ ２５ ℃ 的室温环境，自由进食和饮水，每
７ ｄ 更换垫料。 分别在术后第 １、３、５、７、１４ 天经 １％
戊巴比妥钠过量麻醉处死各组小鼠取脊髓标本。
正常对照组小鼠只将背部皮肤切开，不做椎管内针

刺处理。
１􀆰 ２􀆰 ３　 脊髓组织取材

小鼠在相应时间点经 １％戊巴比妥钠麻醉后，
迅速打开胸腔，经左心室至升主动脉插管，首先用

１００ ｍＬ 生理盐水灌注，再用 ４％（ｐＨ ＝ ７􀆰 ４，４ ℃）的
多聚甲醛快速灌注，随后慢速灌注 １５０ ｍＬ。 确定小

鼠脊柱胸腰段交界处，切开皮肤，用眼科钳咬断椎

板，暴露脊髓，在针刺部位上下 ５ ｍｍ 处剪断，将取

下的脊髓置于 ４％多聚甲醛 ４ ℃固定 ２４ ｈ，进行脱

水、透明、浸蜡、包埋。 在针刺点周围行连续组织切

片，将 ５ μｍ 厚的纵切面标本黏附在玻片上。
１􀆰 ２􀆰 ４　 脊髓组织免疫组织化学染色及定量分析

（１）ＨＥ 染色观察脊髓针刺损伤后病理过程：脊
髓组织在多聚甲醛中固定 ２４ ｈ 后，修剪为约 ５ ｍｍ３

的组织块，石蜡包埋切片，ＨＥ 染色，封片后，镜下观

察、拍照。
（２）脊髓组织免疫组织化学染色：采用链霉亲

和素⁃生物素⁃过氧化物酶复合（ＳＡＢＣ）法进行免疫

组织化学染色操作：切片常规脱蜡、入水，用 ＰＢＳ 漂

洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；３７ ℃ 水浴箱胰酶法抗原修复

１０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；１０％的山羊血清

封闭 １ ｈ。 孵育一抗：使用 １％ ＢＳＡ 按比例稀释一

抗，分别滴加 ＣＤ３４ （ １ ∶ ２００）、 ｐｒｏｘ⁃１ （ １ ∶ １００ ）、
ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ（１ ∶１００）和 ｌｙｖｅ⁃１（１ ∶１００）到切片组织上

将其覆盖，之后将切片放入湿盒中 ４ ℃ 孵育过夜。
一抗孵育结束后，取出湿盒，在 ３７ ℃ 水浴箱复温

１ ｈ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ，滴加生物素化二

抗到切片组织上将其覆盖。 ＤＡＢ 显色，苏木素复

染，充分水化，光镜下观察。
（３）定量分析：每只小鼠在针刺点周围选取

５ 张切片，每张切片随机选取 １０ 个高倍视野，拍照。
应用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 进行 ｐｒｏｘ⁃１ 阳性表达的半

定量分析，统计平均光密度值。
１􀆰 ２􀆰 ５　 脊髓组织免疫荧光染色

根据组织免疫荧光染色步骤进行操作：切片常

规脱蜡、入水，ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；３７ ℃水浴

箱胰酶法抗原修复 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次

５ ｍｉｎ； １０％的山羊血清封闭 １ ｈ。 孵育一抗：使用

１％ ＢＳＡ 按比例稀释一抗，分别滴加 ＣＤ３４（１ ∶２００）、
ｐｒｏｘ⁃１（１ ∶１００）、ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ（１ ∶１００）和 ｌｙｖｅ⁃１（１ ∶１００）
到切片组织上将其覆盖，之后将切片放入湿盒中

４ ℃ 孵育过夜。 一抗孵育结束后，取出湿盒，故在

３７ ℃水浴箱复温 １ ｈ，ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，后
续操作全程避光，滴加 ＴＲＩＴＣ 或 ａｌｅｘａ ｆｌｕｏｒ＠ ４８８，
３７ ℃， ６０ ｍｉｎ，防淬灭封片剂封片，４ ℃，避光保存。
暗室中荧光显微镜观察拍照。
１􀆰 ３　 统计学分析

所获的数据使用统计软件 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进行分

析，计量资料使用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 计

量资料满足正态分布时，两组间比较采用独立样本 ｔ
检验，三组及以上比较采用单因素方差分析。 若计

量资料不满足正态分布，则用非参数检验进行分

析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 脊髓针刺损伤小鼠模型

针刺脊髓损伤过程中，有 ３ 只小鼠死亡，考虑由

于针刺小鼠脊髓过深或定位不准确所致。 后改进
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实验措施：在 Ｔ１２ 为中心，沿背部正中纵行切开皮肤

２ ｃｍ，暴露椎骨，显露棘上韧带，剪断 Ｔ１２ 与 Ｌ１ 之间

棘间韧带，使用直径 ０􀆰 ４５ ｍｍ 的 ２６ 号针灸针垂直

刺入椎管，见小鼠下肢出现明显的肌肉抽搐，拔出

针体，缝合棘上韧带、皮肤，关闭切口。 改进后实验

小鼠无死亡。
２􀆰 ２　 脊髓针刺损伤后病理过程

ＨＥ 染色显示正常组脊髓中灰质与白质分别分

布于中央和外周，神经元大小形态正常，白质中神

经纤维排列整齐，无断裂（图 １Ａ）。 损伤组针刺术

后 １ ｄ，损伤处灰质可见明显的出血，周围组织结构

紊乱，连续性出现中断（图 １Ｂ）。 针刺术后 ３ ｄ，损伤

处可见神经纤维排列紊乱，相互之间出现大量不规

则孔隙，并伴有炎性细胞浸润（图 １Ｃ）。 针刺术后

５ ｄ， 损伤处被大量新生细胞逐渐替代，细胞间隙减

少，排列无序（图 １Ｄ）。 针刺术后 ７ ｄ，损伤处间隙

逐渐缩小，被肉芽组织逐渐替代（图 １Ｅ）。 针刺术

后 １４ ｄ，损伤处被瘢痕组织替代（图 １Ｆ）。

图 １　 脊髓 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ

图 ２　 各组脊髓免疫组织化学染色检测 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＩＨＣ

２􀆰 ３　 脊髓针刺损伤前、后 ＬＥＣｓ 标记物的表达变化

２􀆰 ３􀆰 １　 脊髓针刺损伤前、后 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 的表达变化

正常组小鼠脊髓中左右两侧均检测到典型的

ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 阳性淋巴管，其呈节段性分布，走行与脊

髓长轴相垂直，分布于中央管与脊髓边缘之间（图

２Ａ）。 针刺术后 １ ｄ，损伤处均未发现 ＬＥＣｓ 特异性

标识分子 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 的阳性表达（图 ２Ｂ）；针刺术后

３ ｄ，损伤处的肉芽组织中可检测到 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 阳性

表达细胞的分布（图 ２Ｃ）；针刺术后 ５ ｄ，损伤处的肉

芽组织中检测到 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 阳性表达细胞的分布
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（图 ２Ｄ），针刺术后 ７ ｄ，肉芽组织中血管周围出现

了典型的 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 阳性淋巴管结构（图 ２Ｅ）；针刺

术后 １４ ｄ，瘢痕处边缘仍有 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 阳性细胞分

布（图 ２Ｆ）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 脊髓针刺损伤前、后 ｌｙｖｅ⁃１ 的表达变化

正常组小鼠脊髓中左右两侧均检测到 ｌｙｖｅ⁃１ 阳

性淋巴管样结构，其呈节段性分布，走行与脊髓长

轴相垂直，分布于中央管与脊髓边缘之间（图 ３Ａ）。

针刺术后 １ ｄ，损伤处均未发现 ＬＥＣｓ 特异性标识分

子 ｌｙｖｅ⁃１ 的阳性表达（图 ３Ｂ）；针刺术后 ３ ｄ，损伤处

的肉芽组织中检测到 ｌｙｖｅ⁃１ 阳性表达细胞的分布

（图 ３Ｃ）；针刺术后 ５ ｄ，损伤处的肉芽组织中检测到

ｌｙｖｅ⁃１ 阳性表达细胞的分布（图 ３Ｄ）；针刺术后 ７ ｄ，
肉芽组织中血管周围出现 ｌｙｖｅ⁃１ 阳性表达细胞（图
３Ｅ）；针刺术后 １４ ｄ，瘢痕组织周围出现的典型的

ｌｙｖｅ⁃１ 阳性淋巴管样结构（图 ３Ｆ）。

图 ３　 各组脊髓免疫组织化学染色检测 ｌｙｖｅ⁃１ 的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｙｖｅ⁃１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＩＨＣ

图 ４　 各组脊髓免疫组织化学染色检测 ｐｒｏｘ⁃１ 的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｘ⁃１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＩＨＣ

２􀆰 ３􀆰 ３　 脊髓针刺损伤前、后 ｐｒｏｘ⁃１ 的表达变化

正常组小鼠脊髓不表达 ｐｒｏｘ⁃１（图 ４Ａ）。 针刺

术后 １ ｄ，损伤处出现大量 ｐｒｏｘ⁃１ 阳性表达细胞（图
４Ｂ）；针刺术后 ３ ｄ，损伤处的肉芽组织中检测到

ｐｒｏｘ⁃１ 阳性细胞表达（图 ４Ｃ）。 针刺术后 ５ ｄ，肉芽

组织中可以看到 ｐｒｏｘ⁃１ 阳性细胞，部分 ｐｒｏｘ⁃１ 阳性

细胞形成淋巴管结构（图 ４Ｄ）。 针刺术后 ７ ｄ，肉芽

组织中 ｐｒｏｘ⁃１ 阳性淋巴管状结构持续存在（图 ４Ｅ）。

针刺术后 １４ ｄ，瘢痕组织周围 ｐｒｏｘ⁃１ 阳性细胞基本

消失（图 ４Ｆ）。 通过检测免疫组织化学平均光密度

值发现，针刺术后 １ ｄ， ｐｒｏｘ⁃１ 高表达。 针刺术后

３ ｄ， ｐｒｏｘ⁃１ 表达下降。 针刺术后 ５ ｄ，ｐｒｏｘ⁃１ 表达继

续下降。 针刺术后 １４ ｄ，ｐｒｏｘ⁃１ 不表达（图 ４Ｇ）。
２􀆰 ４　 脊髓损伤前、后血管分布的变化

正常组小鼠脊髓中血管内皮标记物 ＣＤ３４ 阳性

细胞很少表达（图 ５Ａ）。 损伤组针刺后 １ ｄ，损伤处

９６
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未见 ＣＤ３４ 阳性细胞（图 ５Ｂ）。 针刺后 ３ ｄ，损伤处

开始出现 ＣＤ３４ 免疫阳性反应物（图 ５Ｃ）。 针刺后

５ ｄ， 损伤处肉芽组织中可见到 ＣＤ３４ 阳性细胞显著

表达，广泛分布（图 ５Ｄ）。 针刺后 ７ ｄ，损伤处可见

到 ＣＤ３４ 阳性细胞反应物的颜色变浅，数量仍然较

多（图 ５Ｅ）。 针刺术后 １４ ｄ，瘢痕组织处已无 ＣＤ３４

阳性细胞检出（图 ５Ｆ）。
２􀆰 ５　 免疫荧光双重染色结果

针刺后 ３ ｄ，脊髓针刺损伤处出现的新生细胞部

分共表达 ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ、ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｒｏｘ⁃１ 和 ＣＤ３４ ／
ｐｒｏｘ⁃１，且 ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｒｏｘ⁃１ 共表达的新生细胞呈典型淋

巴管状结构（图 ６）。

图 ５　 各组脊髓免疫组织化学染色检测 ＣＤ３４ 的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３４ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＩＨＣ

图 ６　 损伤组术后 ３ ｄ ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ、ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｒｏｘ⁃１、ＣＤ３４ ／ ｐｒｏｘ⁃１ 荧光双重染色结果

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ， ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｒｏｘ⁃１ ａｎｄ ＣＤ３４ ／ ｐｒｏｘ⁃１ ｏｎ ３ ｄ ａｆｔｅｒ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

３　 讨论

淋巴管由淋巴管内皮细胞构成，外面附有薄层

平滑肌及外膜。 淋巴管参与运输脂类、蛋白质、免
疫细胞等的功能，在维持内环境稳态和免疫防御功

能方面发挥重要的作用［１８］。
目前已发现并常用的 ＬＥＣｓ 标志物有：ｖｅｇｆｒ３，

应用最早最广泛［１９］；ｐｒｏｘ⁃１，被认为是淋巴管分化的

主要调控基因，可以促使静脉分化为淋巴管［２０－２１］；
ｌｙｖｅ⁃１，参与淋巴管系统的透明质酸代谢，是最具特

０７
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征的淋巴内皮标记之一［２２－２３］；ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ，主要表达

于 ＬＥＣｓ［２４－２５］。 目前关于淋巴管尚未发现唯一的特

异性标记物［２６］。 因此，多个 ＬＥＣ 标记物常被联合

应用以提高 ＬＥＣｓ 鉴定的特异性。 本研究同时使用

ｐｒｏｘ１、ｌｙｖｅ⁃１、ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 进行淋巴管标记。
实验采用免疫组织化学技术检测正常小鼠脊

髓中 ＬＥＣｓ 标志物 ｐｒｏｘ１、ｌｙｖｅ⁃１ 和 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 的表达

情况，发现在正常小鼠脊髓中 ｐｒｏｘ１ 不表达，ｌｙｖｅ⁃１
和 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 存在节段性阳性表达，分布于脊髓中

央管与脊髓边缘之间，其走行与脊髓长轴相垂直，
中央管两侧均存在且基本呈左右对称现象。 因此，
推断在正常小鼠脊髓中可能存在淋巴管样结构，并
执行特定的功能。 损伤之后的小鼠脊髓中观察不

到 ｌｙｖｅ⁃１ 和 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 的阳性淋巴管样结构的

存在。
在本次动物实验中，运用免疫组织化学技术检

测针刺损伤后脊髓内相关 ＬＥＣｓ 标志物的表达，发
现针刺后 ３ ｄ，小鼠脊髓肉芽组织中 ｐｒｏｘ１、ｌｙｖｅ⁃１ 和

ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 表达明显增加。 针刺后 ５ ～ ７ ｄ，肉芽组

织中出现典型的 ｐｒｏｘ１ 阳性淋巴管样结构。 针刺后

７ ｄ，出现典型的 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 阳性淋巴管样结构，针
刺后 １４ ｄ，出现典型的 ｌｙｖｅ⁃１ 阳性淋巴管样结构。
针刺后 ３ ｄ，ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ、ｌｙｖｅ⁃１ ／ ｐｒｏｘ⁃１ 荧光双

重染色结果进一步表明脊髓针刺损伤后组织修复

过程中出现了新生 ＬＥＣｓ 标志物的阳性表达，并呈

现典型的淋巴管样结构。 脊髓损伤势必会发生炎

性反应，坏死的神经组织会产生大量的包括脂类在

内的废物，而这些物质的及时清除对脊髓损伤后的

重建很重要［１］。 脂类通常是通过内皮细胞间隙较

大的毛细淋巴管运输［２，２７］。 同时，炎症又可促进淋

巴管内皮细胞的增殖、迁移和管道形成［２８］。 淋巴管

结构的出现往往意味着可以执行淋巴管功能。 这

与之前研究的小鼠大脑贯通伤处组织修复重建过

程出现了新生淋巴管［１７］ 的结果相一致，提示 ＣＮＳ
损伤修复过程中极可能出现了新生淋巴管，新生淋

巴管可以清除坏死神经细胞的磷脂分解产物及炎

症细胞，是损伤后重建的重要一环［２９］。 针刺后 １４
ｄ，ｌｙｖｅ⁃１ 和 ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ 阳性反应物只在瘢痕组织周

围存在，且表达明显减少，而瘢痕组织周围很少有

阳性表达，说明新生淋巴管在损伤后的出现为一过

性。 当损伤处被瘢痕组织替代后，新生的淋巴管失

去了其作用，也就逐渐消失了。 因此，推断损伤后

脊髓中新生淋巴管积极参与了神经组织的重建。

ＣＤ３４ 为血管内皮细胞标志物。 为推测新生淋巴管

样结构的可能来源，进行了 ＣＤ３４ 与淋巴管内皮标

记物的免疫荧光双染。 本实验证实正常脊髓组织

中很少有细胞表达血管内皮细胞标志物 ＣＤ３４。 小

鼠脊髓针刺损伤术后，损伤后 ３ ～ ５ ｄ，损伤处可见

ＣＤ３４ 阳性反应物逐渐增多，广泛分布；损伤后 ７ ｄ，
ＣＤ３４ 阳性反应物的颜色变浅，数量仍然较多；损伤

后 １４ ｄ，瘢痕组织周围已无 ＣＤ３４ 阳性细胞分布。
免疫荧光双染证实损伤处的部分 ＣＤ３４ 阳性细胞同

时也表达 ｐｒｏｘ１，推测新生淋巴管内皮细胞也可能来

自于周围血管内皮细胞。 这与胚胎期淋巴管发育

过程中，早期的淋巴管的内皮细胞是由静脉的血管

内皮细胞分化而来［３０］的结论相一致。 因此，可以推

测，脊髓损伤处的新生淋巴管内皮细胞可能来源于

两种途径，周围既存的淋巴管或血管内皮细胞，但
尚不能明确两种路径的哪一种，或两者之间的比

例，因此值得进一步探讨研究。
综上所述，正常小鼠脊髓中存在左右对称、节

段性分布的淋巴管样结构，小鼠脊髓损伤后出现一

过性新生淋巴管。 该结果证实了中枢神经淋巴管

样结构的存在及可塑性，也为淋巴管在 ＣＮＳ 损伤修

复中的作用提供了研究佐证。 同时表明，淋巴系统

功能调节可能是中枢神经创伤性损伤后修复的临

床治疗靶点之一。
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