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坐骨神经结扎大鼠脑脊液补体异常活化与痛觉过敏的关系

王金保!$ 聂发传!$顾建腾!$ 崔)剑!$林江凯&))"第三军医大学西南医院!!麻醉科$ &神经外科$ 重庆 %"""(’#

))摘)要! 目的)观察坐骨神经慢性压迫性损伤"*+,-./**-.01,/*1/-. /.23,4$ 556#后补体的变化特点$探讨脊髓补体异
常活化与大鼠痛觉过敏的关系% 方法)健康雄性 78大鼠 %" 只分为假手术组&556组&生理盐水组和 59:组$对 556组&
生理盐水组和59:组大鼠左侧坐骨神经进行松结扎$而假手术组只暴露左侧坐骨神经但不予任何处理$ 59:组大鼠在术
后腹腔注射眼镜蛇毒因子"59:#进行干预$生理盐水组大鼠在术后腹腔注射等量的生理盐水作为对照556组% 于术前和
术后 ! ;< =每天测定大鼠的热痛阈值$采用免疫比浊法测定 %组大鼠血清和脑脊液补体5( 含量$并在第 < 天处死大鼠取
>% ;>? 段脊髓$匀浆后测其补体5( 含量% 结果)!556组大鼠在坐骨神经结扎后出现热痛觉过敏$而假手术组大鼠则无
此变化$给予生理盐水并不能影响坐骨神经结扎后出现的热痛敏感现象$而给予59:却能抑制556大鼠热痛敏感的发生’
"假手术组&556组及生理盐水组大鼠血清补体5( 含量手术前后无统计学差异’与术前相比$556组和生理盐水组术后大
鼠脑脊液补体5( 浓度升高显著"!@"A"!#$59:组大鼠血清和脑脊液补体 5( 含量明显减低’#术后第 < 天$556组大鼠
脊髓中补体5( 含量显著高于假手术组$生理盐水组大鼠脊髓中补体5( 含量与556组相当$59:组明显低于556组’$大
鼠热痛阈值与血清补体含量无相关性$与脑脊液补体含量呈负相关% 结论)外周神经损伤后$中枢神经系统存在补体异
常活化现象$补体的这种变化特点与痛觉过敏的形成密切相关%
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))神经病理性疼痛".M3,-PJ1+/*PJ/.$ F[[#是国际
疼痛研究学会 !\\% 年命名的$是指各种原因所致的以
神经病理性改变为基础的顽固性疼痛)!* % 它主要表
现为痛觉过敏&痛觉超敏和异常疼痛% 由于其发病率
高$病情顽固$严重影响了人类的身心健康% 为了攻克
这一顽疾$越来越多的科研工作者投身于 F[[的研
究% 遗憾的是$长期以来科学家们一度认为慢性疼痛
是一种普通感觉现象$研究的重点放在神经元及传导
通路的功能改变上$尽管取得了一些成绩$但 F[[患
者的治愈率和生存质量并没有获得明显改善% 新近研
究表明$脊髓胶质细胞对慢性疼痛有调节作用$并证实
胶质细胞活化是F[[发生&发展过程中不可或缺的重
要因素)!$&* % 这个发现像一枚重磅炸弹$震惊了疼痛
研究者$并极大地挑战了+神经元中心论,的主导地
位%
))研究表明$胶质细胞在感受免疫原刺激或外周神
经传入的伤害性信号时$可以表现出免疫细胞特性$即
释放大量 6>#!&6>#?&VF:等细胞因子)&$(* % 这些细胞
因子作用于脊髓背角痛觉传递神经元$传入神经末梢$
使其活性增强$释放神经递质增多$从而传入大脑的伤
害性信号增强$产生痛觉过敏和痛觉超敏现象% 那么
F[[患者脊髓中具有免疫活性的胶质细胞激活后是否
有补体的合成和释放- 它的表达有无规律- 以及补体
蛋白在F[[中发挥什么样的作用- 本研究建立 F[[
的经典模型...556模型$观察脑脊液中补体表达的
变化特点$并通过干预补体表达观察热痛敏感的变化$
来探讨脊髓补体蛋白的表达在F[[中的作用%

89材料与方法

!C!)实验动物及分组
))成年健康 78大鼠 %" 只$雄性$体质量 &&" ;&$" N$本校实
验动物中心提供)动物合格证号!75_‘"军#&""&""’*% 适应环
境 !周后分 % 组!556组&假手术组&生理盐水组和 59:组$每
组 !" 只% 所有大鼠在术前"" =#和术后 !&&&(&%&$&?&< =测定
热痛阈值后采集血清和脑脊液标本$并在术后 < = 处死大鼠测
定其脊髓补体5( 含量%

!C&)主要实验仪器和试剂
))!LS1,-0PM*%("" 0型紫外分光光度仪"瑞典#’"BaV#! 型

热痛刺激仪$第四军医大学生理学教研室研制’#_E#’"D旋涡
混合器$上海医科大学仪器长生产’$ b’? c电冰箱$美国
V+M,Q-公司生产’ 试剂!中华眼镜蛇毒因子"59:#$昆明倍捷
有限公司’补体5( 免疫浊度含量测定试剂盒"批号 "?!"&&$#$
上海西唐生物科技有限公司提供%

!C()556模型的制作
))参照王金保等)%*方法制作556模型% 将大鼠称体质量后$
给予 !d戊巴比妥钠腹腔内注射麻醉"%" QNeON#$取俯卧位$固
定于小动物手术台上$用硫化钠脱毛消毒铺巾后$在股骨外侧
上方纵形切开皮肤$顺肌纹钝性分离肌肉$暴露坐骨神经$游离
周围组织$在坐骨神经三叉分支的近端约 $ QQ处$用多孔胶片
包裹后$?C" 的手术缝合线做 %道结扎$间距约 ! QQ$以不影响
神经外膜的血运为度$逐层关闭刀口$缝合皮肤前后分别消毒 !
次’假手术组只暴露坐骨神经$不做神经结扎% 术后大鼠平卧$
置烤灯下取暖$待复苏后$送动物房单笼喂养%

!C%)给药方法
))参照兰纲等)$*的做法$59:组大鼠在坐骨神经结扎后即刻
腹腔注射 59:$" %NeON$术后 ! ;< = 每天腹腔注射 59:
&" %NeON’生理盐水组大鼠在坐骨神经结扎后相同时间点腹腔
注射等容量的生理盐水%

!C$ )热刺激回缩潜伏期 " PJTT/1+=,JTJS1+M,QJS
SJ1M.*4$ [EV>#的测定

))将大鼠置于干净的 ( QQ厚的玻璃板上的有机玻璃箱内
"&" *Qf&" *Qf&$ *Q# $用BaV#! 型热辐射刺激仪照射大鼠
足跖部无毛区$从照射开始至大鼠出现缩腿逃避的时间为
[EV>% 为避免长时间热刺激引起组织损伤$ (" 0后电源自动
切断% 每只大鼠双下肢各测定 ( 次$每次间隔 ? ;’ Q/.$取其
平均值% 各组在实验前均测基础值$如果双下肢[EV>相差太
大$基础[EV>@$ 0或g(" 0$则将该大鼠剔除实验%

!C?)标本采集
))尾静脉采血 !"" %S迅速离心$% """ ,eQ/.$!" Q/.$用移液
器抽取上清液$置于b&" c冰箱待测’脑脊液标本的采集参照
富宏等)?*的方法$经皮穿刺延髓池$采集脑脊液 !"" %S$同时推
注等量的生理盐水以维持颅内压’脊髓匀浆的制作!术后 < =处
死实验大鼠$取其>% ;>? 节段脊髓标本$称其质量后$按 !h\比
例加入冰盐水$制成 !"d脊髓匀浆$% c下离心"( """ ,eQ/.$
$ Q/.#$取上清液% 置于KPPM.=-,R管中$b’? c冰箱内保存待测%

!C<)检测方法
))血清&脑脊液和脊髓匀浆中补体5( 检测采用免疫比浊法$

具体步骤严格按照试剂盒说明书操作%

\(!))



!C’)统计学处理
))实验数据用 !"i#表示$用 7[77 !(C" 统计软件进行组间重
复测量试验方差分析$组内 $检验’对补体含量与痛阈的相关
性采用 PMJ,0-.积矩相关分析%

:9结果

&C!)坐骨神经结扎后的痛觉变化
))% 组大鼠热痛阈的基础值比较无统计学差异"!g"C"$#%
术后第 ! 天556组大鼠左侧"坐骨神经结扎侧#热痛阈迅速下
降$并且热痛敏感持续保持到术后第 < 天’生理盐水组热痛敏
感变化与556组基本相似’59:组大鼠在手术后没有出现明显
的热痛敏感现象’假手术组大鼠在术后第 ! 天[EV>虽然有所
缩短$但幅度较小$并且在术后第 & 天热痛阈值逐渐恢复到手
术前水平"图 !#%
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图 89大鼠坐骨神经结扎后热痛阈值的变化

&C&)%组大鼠手术前后各时间点血清补体5( 含量比较
))术前$%组大鼠血清补体5( 含量无统计学差异’假手术组&

556组和生理盐水组大鼠手术前后血清补体 5( 变化不明显"!
g"A"$#’受补体抑制剂#59:作用的影响$ 59:组大鼠在给药
后血清补体含量较其他 ( 组明显减低"!@"A"!#"表 !#%
&C()% 组大鼠手术前后脑脊液补体5( 含量比较
))术前 % 组大鼠脑脊液补体 5( 含量无统计学差异"!g
"A"$#’与术前相比$556组术后脑脊液中补体 5( 含量逐渐增
高$并且到第 ? 天达高峰$之后维持平稳’而假手术组大鼠脑脊
液中补体含量术前&术后无变化’生理盐水组大鼠脑脊液中补
体5( 变化与556组一致’与前 ( 组相比$59:组大鼠脑脊液中
补体含量明显减低"!@"A"!#"表 &#%

&C%)% 组大鼠脊髓匀浆补体5( 含量比较
))手术后第 <天$556组大鼠脊髓匀浆中补体5( 含量较假手
术组明显增高$生理盐水组大鼠脊髓中补体 5( 与 556组相比
无统计学差异$59:组大鼠脊髓中补体 5( 含量较 556组明显
下降"!@"A"!#"图 &#%
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图 :9; 组大鼠手术后 < 4脊髓匀浆中补体=> 含量比较

&C$)大鼠痛阈与血清和脑脊液补体水平的相关分析
结果

))我们对556组大鼠热痛阈值与血清和脑脊液补体水平做
了[MJ,0-. 积矩相关分析$相关系数分别为!%j"&&!?$!j
"A?"<和%jb"&<&!$!j"C"%(% 由此可以看出大鼠热痛阈值
与血清补体水平无相关性$而与脑脊液中补体水平存在负相关
关系$即脑脊液中补体含量增高$大鼠痛觉越敏感%

>9讨论

))补体作为免疫反应的参与者$广泛存在于动物的
血清中和组织中$参与机体的防御及免疫调节作用$不
适当的刺激可以介导免疫损伤反应% 在补体蛋白家族
中$5( 含量最多$而且是 ( 条激活途径中的共同通路$
其功能显著$因此常常将5( 作为补体激活的指标% 血
浆中的补体蛋白主要是肝细胞分泌的$而中枢神经系
统内补体蛋白主要是由胶质细胞释放的%
))外周神经损伤后$在受伤区域及其附近也可见到
补体蛋白的大量表达% B-0JSM/. 等)<*将大鼠右侧坐骨

神经钳夹 (" 0后再用手术缝合线结扎$% + 后发现髓
鞘变性$并且在变性的髓鞘及轴突上发现有大量的补

表 89; 组大鼠手术前后血清补体=> 含量比较"5?@$ "!A"#
组别 " = ! = & = ( = % = $ = ? = < =

假手术组 "C\"’ i"C&(" "C’’\ i"C!&\ "C’?$ i"C&!’ "C’?! i"C&&$ "C’\$ i"C&\& "C’(’ i"C&%< "C\"< i"C&$% "C’’? i"C!(<
556组 "C\"% i"C&$! "C\&" i"C!’’ "C’’" i"C&$< "C’’( i"C&?& "C’\! i"C&"" "C’?" i"C&<( "C\&$ i"C&’( "C’<( i"C&&(
生理盐水组 "C\!! i"C!’< "C\!$ i"C&&" "C\"? i"C!$" "C’<? i"C&<! "C\&& i"C&!! "C’%\ i"C&"& "C’?’ i"C!?% "C’%% i"C!("
59:组 "C’’% i"C!\ "C"\& i"C"!!J "C!!$ i"C"?&J "C"\’ i"C""<J "C!"% i"C"&(J "C"’" i"C"!$J "C&!% i"C"%&J "C"\% i"C"((J

J! !@"A"!$ 与假手术组&556组和生理盐水组比较

表 :9; 组大鼠手术前后脑脊液补体=> 含量比较""!A"$ 5?@#
组别 " = ! = & = ( = % = $ = ? = < =

假手术组 "C""$ i"C""! "C""$ i"C""! "C""? i"C""! "C""$ i"C""" "C""% i"C""" "C""% i"C""" "C""% i"C""! "C""% i"C""!
556组 "C""% i"C""! "C"%( i"C"!&J "C"’\ i"C"!"J "C&&! i"C""(J "C&<< i"C"(&J "C%!$ i"C"!J "C$$< i"C"\&J "C$$’ i"C"&’J

生理盐水组 "C""$ i"C""" "C"%\ i"C""<J "C"<’ i"C"!?J "C&$" i"C"%!J "C(&& i"C"%(J "C(’$ i"C"(’J "C??" i"C!"(J "C$?< i"C!!\J

59:组 "C""$ i"C""! "C""" i"C"""I "C""" i"C"""I "C""" i"C"""I "C""" i"C"""I "C""" i"C"""I "C""" i"C"""I "C""" i"C"""I

J! !@"A"!$与假手术组比较’I! !@"A"!$与556组和生理盐水组比较

"%! )))))))))))))第)三)军)医)大)学)学)报))))))))))))第("卷
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体5(5表达% 但外周神经损伤后是否会引起中枢系统
补体的活化目前还没有人对此研究% 近年来$越来越
多的研究提示活化的胶质细胞是F[[发生&发展的重
要因素)!$&* $而外周神经损伤是F[[的主要病因$这就
从理论上为外周神经损伤激活中枢补体提供了可能%
))本研究我们通过建立 556模型$观察大鼠血清和
脑脊液的补体变化情况$采用昆明倍捷公司提供的
59:动补体激活途径"主要是经典途径和替代途径#$
进而短时间内耗竭大鼠体内的补体$来观察它对大鼠
[EV>的影响$探讨脊髓补体活化在 F[[中的作用%
结果显示$556大鼠在手术前后血清补体水平无变化$
而手术后脑脊液补体水平升高% 表明外周神经损伤仅
仅激活了中枢神经系统的胶质细胞$而对全身免疫系
统没有产生影响$从另一个角度证实了 F[[时胶质细
胞活化% 外周神经损伤后$脑脊液中补体水平在术后
第 ! 天即有上升$第 ? 天达高峰$我们据此推测$外周
神经损伤后首先引起小胶质细胞活化$进而引起星状
胶质细胞的激活$两种胶质细胞的先后活化使脑脊液
中补体水平不断升高并逐渐达到高峰% 正常情况下$
脑脊液中有少量补体蛋白的存在$在外周神经损伤后$
胶质细胞"包括小胶质细胞和星状胶质细胞#活化$表
达补体蛋白量迅速增加% 我们的研究结果提示$脑脊
液中补体的表达量与大鼠痛觉过敏有密切关系% 556
组大鼠手术后痛觉过敏逐渐形成$其脑脊液中补体5(
含量也进行性升高% 假手术组大鼠手术后无痛觉过敏
产生$其脑脊液补体5( 含量也没有明显变化% 给予补
体抑制剂...59:后降低了 556大鼠脑脊液中补体
的含量$却提高了其热痛阈值"[EV>#% 做 [MJ,0-. 积
矩相关分析也显示$脑脊液补体含量与大鼠痛觉过敏
程度有很大相关性%
))那么$脊髓胶质细胞释放的补体蛋白是否参与
F[[的形成呢- 事实上$许多中枢系统疾病都存在补
体系统的激活$并且相当部分中枢系统疾病的发生&发
展都与补体蛋白的表达有着密切联系)’$\* % W*GMM,
等)!"*研究发现$[J,O/.0-. =/0MJ0M动物模型大脑受累
区域有小胶质细胞活化和补体蛋白 QBFD的高水平
表达$给予抗炎因子降低补体水平$可以明显减少多巴
胺神经元的死亡% k-./RJ1/. 等)’*指出 D&淀粉蛋白聚
集可以直接激活补体系统的经典通路和替代通路$反
过来$补体的活化又加剧了DSl+M/QM,病患者脑内的氧
化应激反应% 研究还表明在神经元上有5(J和5$J受体
表达)(* % 由此我们推测 F[[时脊髓背角补体活化可
能作为胶质细胞#神经元间的信使而参与 F[[% 理由
如下!第一$F[[时存在胶质细胞激活现象$而活化的
胶质细胞具有合成和释放补体的潜能’第二$脑脊液中
补体表达在556后进行性升高$并在第 ? 天达高峰$而

这与F[[大鼠痛觉过敏形成时间基本吻合)!$!!* $相关
分析也支持了脑脊液中补体表达量与痛觉过敏的关

系’第三$既往研究表明$神经元上表达的离子型谷氨
酸受体DW[D和FW8D可以介导补体触发效应$使神
经元容易受到补体蛋白的作用)!&* ’第四$F[[时活化
的胶质细胞释放的细胞因子在 F[[的形成和发展中
具有关键作用$而补体蛋白与细胞因子具有相互诱发
和协同作用)!&$!(* $它们两者都参与 F[[是不难理解
的%
))补体活化在F[[中的研究是一个崭新的课题$它
不仅丰富和发展了F[[的胶质细胞学说$更是为 F[[
的诊断和治疗提供了一个新思路% 能不能通过检测脊
髓补体的含量来判定 F[[的发展阶段- 可不可以通
过阻断补体激活途径或者提高神经元细胞膜的抗补体

攻击能力来治疗 F[[呢- 相信今后会有更多的学者
给予关注和研究%

参考文献!

)!* V03=JW$ 6.-3M‘$ 7JS1M,WECFM3,-PJ1+/*PJ/. J.= 0P/.JSQ/*,-#
NS/J! JI/NP,-ISMQR,-QQ-SM*3SM0/. +0QJSS, NS/J)H*CV,M.=0FM3#
,-0*/$ &""$$ &’"&#! !"! b!"<C

)&* :/MS=0B8$ 71MXM.0#G,J+JQkCFMT/.0/N+10/.1-.M3,-.#NS/J*-QQ3#
./*J1/-.)H*C7*/M.*M$ &""&$ &\’"$$\(#! $$? b$?&C

)(* WJ,*+J.= :$ [M,,M11/W$ W*WJ+-. 7 kCB-SM-R1+M/QQ3.M0401MQ/.
*+,-./*PJ/.)H*CFJ1BMXFM3,-0*/$ &""$$ ?"<#! $&! b$(&C

)%* 王金保$ 聂发传C改良坐骨神经慢性压迫性损伤模型的建立)H*C
华北国防医药$ &""<$ !\"(#! ! b(C

)$* 兰)纲$杨)康$吴)蔚$等C5XR在大鼠移植心脏缺血再灌注损伤中
的保护作用研究)H*C第三军医大学学报$ &""<$ &\"%#! ($< b($\C

)?* 富)宏$陶迎红$王学美$等C经皮穿刺延髓池抽取兔和大鼠脑脊
液的方法)H*C中国比较医学杂志$ &""?$ !?"!!#! ?’% b?’<C

)<* =M#H-.NMBB$ XJ.#7*+J/O 6F$ 9,M/2S/.NH[$ ’$()CKZP,M00/-. -R
*-QPSMQM.1*-QP-.M.10/. 1+MPM,/P+M,JS.M,X-300401MQ)H*CU3Q
W-SGM.M1$ &""%$ !("(#! &\$ b("&C

)’* k-./RJ1/8W$ ‘/0+-,MLCB-SM-R*-QPSMQM.1/. .M3,-=MNM.M,J1/-. J.=
.M3,-/.RSJQQJ1/-.)H*CW-S6QQ3.-S$ &""<$ %%"$#! \\\ b!"!"C

)\* B30U$ F/*3SM0*3 :CV+M*-QPSMQM.10401MQ/. *M.1,JS.M,X-300401MQ
=/0MJ0M0)H*C6QQ3.-SBM0$ &""!$ &%"!#! <\ b’?C

)!"* W*GMM,[>$ W*GMM,KGC6.RSJQQJ1/-. J.= .M3,-=MNM.M,J1/-. /.
[J,O/.0-.(0=/0MJ0M)H*C[J,O/.0-./0QBMSJ18/0-,=$ &""%$ !""73P#
PS!#! 7( b7<C

)!!* EJ1O/.0>B$ WJ/M,7 :CkM4-.= .M3,-.0! MX/=M.*M1+J1/QQ3.MJ.=
NS/JS*MSS0*-.1,/I31M1-PJ1+-S-N/*JSPJ/. 01J1M0)H*C[+40/-SBMX$
&""&$ ’&"%#! \’! b!"!!C

)!&* VT/./.N5W$ 7S-J.MKW$ 7*+-M./NM,8‘$ ’$()CD*1/XJ1/-. -R1+M
0P/.JS*-,= *-QPSMQM.1*J0*J=MQ/N+1*-.1,/I31M1-QM*+J./*JSJSS-#
=4./J/.=3*M= I41+,MMJ./QJSQ-=MS0-R0P/.JS0M.0/1/lJ1/-.)H*CH
[J/.$ &""$$ ?"(#! !<% b!’(C

)!(* W/SS/NJ. K8$ VT/./.N5$ 5+J*3,W$ ’$()C7P/.JSNS/JJ.= P,-/.#
RSJQQJ1-,4*41-O/.M0QM=/J1MQ/,,-,#/QJNM.M3,-PJ1+/*PJ/. /. ,J10
)H*CHFM3,-0*/$ &""($ &("(#! !"&? b!"%"C

"编辑)王)红#

!%!))


