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大鼠脊髓压迫性损伤后脱髓鞘病变及ＭＢＰ、Ｉｄ２的表达变化
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　　［摘要］　目的　分析脊髓压迫性损伤（ｃｏｍｐｒｅｓｓｅｄｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＣＳＣＩ）后脱髓鞘病变与髓鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎ
ｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）、ＤＮＡ结合抑制物２（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ２，Ｉｄ２）的表达变化之间的关系，以探讨 ＣＳＣＩ脱髓鞘病变
机制。方法　 采用自行设计的方法制作ＳＤ大鼠ＣＳＣＩ模型，通过锇酸染色检测ＣＳＣＩ后１、３、７ｄ有髓神经纤维变化；运用
免疫荧光双标和免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＭＢＰ及Ｉｄ２的表达变化。结果　 ＣＳＣＩ后出现脱髓鞘病变，并随着压迫时间
延长，髓鞘逐渐发生水肿、变性、崩解；脊髓损伤后ＭＢＰ表达下调，其表达趋势与脱髓鞘溃变的严重程度一致；ＣＳＣＩ后，Ｉｄ２
广泛分布于白质，随着压迫时间延长，其表达逐渐上调。结论　Ｉｄ２表达上调，并负向调控 ＭＢＰ基因启动子的活性，使
ＭＢＰ的表达下降，是ＣＳＣＩ后神经纤维脱髓鞘病变的机制之一。
　　［关键词］　 脊髓压迫性损伤；脱髓鞘病变；髓鞘碱性蛋白；ＤＮＡ结合抑制物２
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ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ（ＣＳＣＩ）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ（ＭＢＰ）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ２
（Ｉｄ２），ａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｘｏｎａｌｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒＣＳＣＩ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＴｈｅＣＳＣＩｍｏｄｅｌｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｗｉｔｈａｓｅｌｆｍａｄｅｄｅｖｉｃｅ．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｙｅｌｉｎａｔｅｄｎｅｒｖｅｆｉｂｅｒｓｉｎｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ｏｓｍｉｃａｃｉｄｓｔａｉｎｉｎｇａｔ１，３ａｎｄ７ｄｆｏｌｌｏｗｉｎｇＣＳＣＩ．ＭＢＰａｎｄＩｄ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｄｏｕｂｌｅ
ｌａｂｅｌｉｎｇｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＡｘｏｎａｌｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎｏｃｃｕｒｒｅｄａｆｔｅｒＣＳＣＩａｎｄ
ｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｂｅｃａｍｅｓｗｅｌｌｉｎｇ，ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅａｎｄｂｒｅａｋｄｏｗｎｗｉｔｈｔｉｍｅｅｘｔｅｎｄｉｎｇ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＢＰｗａｓ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｆｔｅｒＣＳＣＩ，ｗｈｉｃｈｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ．Ｉｄ２ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｗｉｄｅｌｙｉｎ
ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ，ａｎｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄａｌｏｎｇｗｉｔｈｔｉｍｅｅｘｔｅｎｄｉｎｇａｆｔｅｒＣＳＣＩ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＭＢＰａｎｄＩｄ２
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　　脱髓鞘病变是脊髓压迫性损伤（ｃｏｍｐｒｅｓｓｅｄｓｐｉｎａｌ
ｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＣＳＣＩ）后的重要病理改变之一。该病变可

引起神经冲动在传导中发生扩散，阻碍轴突的电传导，

导致运动协调性异常，肌肉痉挛或瘫痪等不可逆的神

经功能障碍。目前关于 ＣＳＣＩ后脱髓鞘的研究报道较
少，特别是脱髓鞘病变的机制尚不清楚。资料显

示［１－２］，髓鞘的主要结构蛋白即髓鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎ
ｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）受ＤＮＡ结合抑制物２（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ２，Ｉｄ２）的负向调控，该蛋白是检测脱髓鞘
病变的敏感指标。因此，研究 ＭＢＰ和 Ｉｄ２的表达变化
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对认识大鼠 ＣＳＣＩ后脱髓鞘病变机制有重要的意义。
本研究运用自行设计的方法制作大鼠ＣＳＣＩ模型，观察
ＭＢＰ及 Ｉｄ２的表达变化，分析 ＣＳＣＩ后脱髓鞘病变与
ＭＢＰ、Ｉｄ２的表达变化之间的关系，以探讨ＣＳＣＩ脱髓鞘
病变机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　健康成年ＳＤ大鼠５１只，雌雄不拘，ＳＰＦ级，体质量２５０～
３００ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供，实验过程中对动物
处置方法符合中华人民共和国科学技术部２００６年颁布的《关
于善待实验动物的指导性意见》标准。按随机数字表法将大鼠

分为３组：正常对照组３只，每个时间点１只；假手术组３只，每
个时间点１只；模型组４５只，每个时间点１５只。在造模过程
中，分别于１、３、７ｄ取材，备用。

１．２　实验试剂及仪器
　　Ｉｄ２抗体和ＭＢＰ抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，少突胶质细胞
标记物（ｒｉｐ）购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，驴血清、荧光二抗购自Ｊａｃｋｓｏｎ
公司，１％锇酸、１％氯酸钾、浓甲醛溶液、冰醋酸等为国产分析
纯试剂，恒冷切片机（ＬｅｉｃａＣＭ１９００，Ｇｅｒｍａｎ），显微照相系统
（Ｏｌｙｍｐｕｓ４５），激光共聚焦显微镜（ｌｅｉｃａＴＣＳＳＰ２）。

１．３　ＣＳＣＩ模型的制备
　　正常对照组不作任何处理，假手术组只做全椎板切除术，不
做脊髓压迫。用自行设计的大鼠脊髓压迫器［３］制备模型组。用

３．５％的水合氯醛腹腔麻醉大鼠后，无菌操作显露胸１１至腰３椎
板，切除第１腰椎的椎板及前后关节突，显露腰１椎体对应的脊
髓，将脊髓压迫钢板直接置于暴露的脊髓上，然后将内固定器卡

在胸１２的上下后关节突分叉和腰２的棘突根部之间。将螺钉
从内固定器小孔内拧入，直至螺钉的前端与压迫钢板接触，然后

逐层缝合，将螺帽暴露在皮肤外。待麻醉苏醒后，大鼠下肢及

大小便功能须完全正常，显示无脊髓损伤，即造模成功。术后

第１天将螺钉拧入相同的圈数造成大鼠双下肢瘫痪，大小便失
禁。每日给大鼠挤尿４、５次，并进行抗感染、预防压疮等处理。

１．４　锇酸染色检测有髓神经纤维脱髓鞘变化
　　用１％锇酸２０ｍＬ，１％氯酸钾６０ｍＬ，浓甲醛溶液１２ｍＬ，
冰醋酸１ｍＬ配制浸泡液。在造模后的第１、３、７天，模型组各
选择５只大鼠，正常对照组和假手术组各选择１只大鼠。用
３５％水合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉动物，开胸暴露心
脏，经左心室插管至升主动脉起始处，剪开右心耳，用微量泵灌

注４℃生理盐水２００ｍＬ，待流出液清亮后，灌注４０ｇ／Ｌ多聚甲
醛４５０ｍＬ，固定后，取出以伤段脊髓为中心，长约２ｃｍ的脊髓
组织，将组织投入浸泡液中避光浸泡贮存（室温下）。３ｄ后取
出，流水冲洗组织１～２ｄ后，３０％蔗糖脱水，切片，片厚１０μｍ，
中性树胶封片。在１００倍光学显微镜下观察有髓神经纤维结
构变化。

１．５　免疫荧光染色检测Ｉｄ２与ｒｉｐ共表达变化
　　在造模的第１、３、７天，模型组各选择５只大鼠，正常对照
组和假手术组各选择１只大鼠。麻醉动物后，开胸暴露心脏，
经左心室，主动脉插管，并剪开右心耳，用微量泵灌注４℃生理

盐水２００ｍＬ，待流出液清亮后，灌注４０ｇ／Ｌ多聚甲醛４５０ｍＬ
灌注固定，然后取出以伤段脊髓为中心，长约 ２ｃｍ的脊髓，
３０％蔗糖脱水过夜（４℃）；待脱水完全后，用恒冷冰冻切片机
连续切片，片厚１０μｍ，备用。将不同时间点的冰冻组织切片
在０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液冲洗１０ｍｉｎ×３次，在微波炉里高火
３ｍｉｎ，低火５ｍｉｎ进行修复，然后自然冷却。用驴血清３７℃水
浴箱封闭１ｈ。分别滴加羊和小鼠来源的一抗 Ｉｄ２和 ｒｉｐ，覆盖
标本，切片置于湿盒，４℃冰箱孵育２４ｈ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲
液冲洗１０ｍｉｎ×３次。滴加驴抗山羊、抗小鼠的荧光二抗，
３７℃ 水浴箱孵育１ｈ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗１０ｍｉｎ×３次。加
ＤＡＰＩ染核，室温５ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗１０ｍｉｎ×３次，甘
油封片，激光共聚焦显微镜下观察拍照。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＢＰ和Ｉｄ２蛋白表达变化
　　以βａｃｔｉｎ作为内参照，分别取各时间点 ＣＳＣＩ脊髓标本约
３０ｍｇ。加入液氮，研磨组织。根据细胞量吸取全蛋白裂解液
１ｍＬ，加入一定量的蛋白酶抑制剂后加入到细胞内，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，吸上清，测蛋白浓度。提取总蛋白，Ｌｏｗｒｙ法进行
蛋白定量，取上清液煮变性后按照蛋白定量结果进行加样。经

１２％十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳２ｈ。然后转移至
硝酸纤维素膜，５％脱脂奶粉３７℃封闭，室温反应２ｈ。ＴＢＳＴ
洗膜后分别加入 Ｉｄ２抗体和 ＭＢＰ抗体孵育，４℃过夜。ＴＢＳＴ
洗膜后加入辣根过氧化物标记的相应二抗，室温反应２ｈ。ＴＳＢＴ
洗膜后加入ＤＡＢ显色。

１．７　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件行ｔ检验。

２　结果

２．１　有髓神经纤维结构观察
　　正常对照组：白质形态正常，有髓神经纤维分布均匀。髓鞘规
则、致密；轴浆密度均匀（图１Ａ）。压迫７ｄ后：白质呈疏网状改变，
有髓神经纤维大量缺失，仅可见少量残留。髓鞘水肿、变性，乃至

溃变、崩解；残存的有髓神经纤维轴突肿胀，变性（图１Ｂ）。

!

"

Ａ：正常对照组；Ｂ：ＣＳＣＩ后７ｄ
图１　２组大鼠脊髓神经纤维的结构观察　（ＴＥＭ ×４００）

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＢＰ的表达变化
　　各组大鼠在不同时间点的样本在特定的位置均出现特异
的免疫染色反应条带，将 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果条带与标准蛋白分
子质量对比，正常对照组ＭＢＰ蛋白表达水平最高；随着脊髓压
迫的时间延长，ＭＢＰ蛋白表达量逐渐下降，在压迫后７ｄ表达
最低。模型组不同时间点的ＭＢＰ蛋白表达量与正常对照组相
比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２、表１）。

２８３
第３５卷第５期
２０１３年３月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５
Ｍａｒ．１５　２０１３



! " # $ %

&'(!"!!!)

#

"!

!"*+,-.!$"!!)

#

"!

!!/!!)

#

"

!

１：正常对照组；２：假手术组；３：造模１ｄ组；４：造模３ｄ组；５：造模
７ｄ组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠在造模１、３、７ｄ后ＭＢＰ蛋白

表达变化

表１　半定量分析各组大鼠在造模１、３、７ｄ后ＭＢＰ蛋白的表达变化
（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ
正常对照组 ０．６８７±０．０１１ ０．６８６±０．０１２ ０．６８９±０．０１０
假手术组　 ０．５７１±０．０１１ ０．５７２±０．０１０ ０．５７４±０．０１２
模型组　　 ０．４６８±０．０１１ａ ０．３５２±０．００９ａｂ ０．２８３±０．００６ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１ｄ比较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与３ｄ比较

２．３　Ｉｄ２荧光双标观察
　　正常组 Ｉｄ２免疫阳性少突胶质细胞散在分布于白质里；
ＣＳＣＩ后Ｉｄ２免疫阳性少突胶质细胞逐渐增多，在压迫后７ｄ荧光
强度最大，Ｉｄ２免疫阳性少突胶质细胞广泛分布于白质内。共聚
焦显微镜可观察到Ｉｄ２和少突胶质细胞共存的情况（图３）。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｉｄ２的表达变化
　　各组在造模１、３、７ｄ的样本在特定的位置均出现特异的免
疫染色反应条带，将 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果条带与标准蛋白分子质
量相对比，正常对照组细胞质 Ｉｄ２蛋白表达水平最低；脊髓压
迫后１、３、７ｄ，Ｉｄ２蛋白表达量均逐渐增高，第７天达到峰值。
模型组不同时间点的Ｉｄ２蛋白表达量与正常对照组相比，差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４、表２）。

! " # $ %

&'"!!(!!)

#

"!

!"*+,-.!$"!!)

#

"!

１：正常对照组；２：假手术组；３：造模１ｄ组；４：造模３ｄ组；５：造模
７ｄ组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠在造模１、３、７ｄ后Ｉｄ２蛋白表达变化

表２　半定量分析各组大鼠在造模１、３、７ｄ后Ｉｄ２蛋白表达变化
（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ
正常对照组 ０．１１８±０．００１ ０．１１７±０．００２ ０．１１９±０．００１
假手术组　 ０．１２８±０．００２ ０．１２７±０．００１ ０．１２９±０．００１
模型组　　 ０．１６９±０．００１ａ ０．２８１±０．００９ａｂ ０．４０３±０．００１ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１ｄ比较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与３ｄ比较

３　讨论

　　ＣＳＣＩ是脊柱外科常见而严重的损伤，脱髓鞘病变
是其重要的病理改变之一。该病变将导致脊髓发生严

重的神经功能障碍，对患者的精神及身体健康造成巨

大的伤害［４－５］。目前关于神经纤维脱髓鞘病变及其机

制的研究结果多是基于化学药物诱导［６］、自身免疫诱

导［７］、病毒诱导［８］等脱髓鞘模型获得的，而关于脊髓

机械性损伤，尤其是压迫性损伤造成的脱髓鞘病变研

究报道相对较少。由于诱导脱髓鞘的条件不同，其病

理改变和分子机制也不尽相同［９］，因此，对 ＣＳＣＩ脱髓
鞘病变及其机制的研究具有十分重要的意义。
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Ａ、Ｅ：ＤＡＰＩ标记细胞核；Ｂ、Ｆ：ｒｉｐ的表达（ＦＩＴＣ标记染色）；Ｃ、Ｇ：Ｉｄ２的表达（ＴＲＩＴＣ标记染色）；Ｄ、Ｈ：白质里 Ｉｄ２与 ｒｉｐ共表达，散
在分布（免疫双标）；Ａ～Ｄ：正常对照组；Ｅ～Ｈ：模型组

图３　共聚焦显微镜观察正常对照组和模型组大鼠脊髓Ｉｄ２与ｒｉｐ的共表达情况　（×８００）
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　　中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）的髓
鞘，主要由ＭＢＰ和髓鞘蛋白脂蛋白（ＰＬＰ）构成，两者
占髓鞘总成分的 ８０％ ～８５％［１０］。其中 ＭＢＰ是 ＣＮＳ
髓鞘的主要结构蛋白［１１］，位于髓鞘浆膜面，具有神经

组织特异性［１２］，在维持 ＣＮＳ髓鞘结构和功能的稳定
中发挥重要的作用。同时，ＭＢＰ也是检测脱髓鞘病变
的关键和敏感的指标。研究表明，在多发性硬化等

ＣＮＳ脱髓鞘病变过程中，ＭＢＰ发生崩解，引起神经功
能障碍［１３］。本实验运用自行设计的方法制作ＣＳＣＩ模
型，通过锇酸染色观察到 ＣＳＣＩ后，脊髓神经纤维髓鞘
和轴突逐渐出现水肿、变性，并随时间延长逐渐加重

（图１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，压迫后１ｄ，ＭＢＰ的表
达明显减少，之后逐渐下降，于第７天降到最低（Ｐ＜
００５，图２）。上述结果提示：ＣＳＣＩ后发生脱髓鞘病
变，并随着压迫时间延长，髓鞘溃变程度逐渐加重；

ＣＳＣＩ后，ＭＢＰ发生崩解，ＭＢＰ蛋白表达下调趋势与神
经纤维脱髓鞘溃变的严重程度相一致。本研究还检测

了与ＭＢＰ密切相关的Ｉｄ２的表达变化。Ｉｄ２广泛存在
于ＣＮＳ，在神经系统生长发育和损伤修复过程中，主要
是促进神经系统的细胞增殖、抑制细胞分化。Ｉｄ２属
于少突胶质细胞转录因子（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｌｉｎｅａｇｅ
ｇｅｎｅ，Ｏｌｉｇ）家族。除 Ｉｄ２以外，该家族还包括碱性螺
旋环螺旋（ｂａｓｉｃＨｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，ｂＨＬＨ）蛋白，该蛋
白分为Ａ、Ｂ两种类型，Ａ型含有Ｅ蛋白，Ｂ型含Ｏｌｉｇ１／
Ｏｌｉｇ２等转录因子［１４］。研究报道，Ｉｄ２可与 Ａ型的 Ｅ
蛋白结合形成二聚体，阻断与 Ｏｌｉｇ１／Ｏｌｉｇ２的结合，负
向调控 Ｏｌｉｇ的作用［１５］。另外，Ｉｄ２可直接与 Ｏｌｉｇ１／
Ｏｌｉｇ２结合从而抑制Ｏｌｉｇ的作用［１６］。不仅如此，Ｉｄ２和
Ｏｌｉｇ１／Ｏｌｉｇ２可以相互作用负向调节 ＭＢＰ基因启动子
的活性［１７］。本实验免疫荧光双标结果显示：于正常对

照组，Ｉｄ２阳性少突胶质细胞在脊髓白质呈散在分布；
而在脊髓受压７ｄ后，Ｉｄ２阳性少突胶质细胞在整个白
质均有分布（图３）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也显示：Ｉｄ２蛋
白表达随着压迫时间延长逐渐上调，在压迫７ｄ后达
到峰值（Ｐ＜００５，图４）。以上表明ＣＳＣＩ后，神经纤维
发生脱髓鞘病变，并随压迫时间延长而逐渐加重；Ｉｄ２
表达上调，其表达趋势与 ＭＢＰ蛋白的表达呈负相关，
Ｉｄ２负向调控ＭＢＰ基因启动子活性，使ＭＢＰ的表达下
降，后者导致神经纤维脱髓鞘病变的进行性加重。

　　综上所述，Ｉｄ２和ＭＢＰ的表达变化与ＣＳＣＩ后脱髓
鞘病变关系密切，是ＣＳＣＩ后神经纤维脱髓鞘病变的机
制之一。本研究为进一步探讨 ＣＳＣＩ脱髓鞘病变机制
及其干预性治疗提供了实验基础。
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