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!!$摘!要%!目的!研究小鼠脊髓损伤后+2N2<*的表达情况' 方法!8=9 小鼠分为脊髓损伤组)假手术组和正常对照组!每组

均在损伤后不同时间点"损伤后 $ C!$" C!"5 C#取材!然后行+2N2<*免疫组织化学染色' 结果!+2N2<*明显表达于神经元胞体及

其突起形成的神经纤维' 随着损伤后存活时间的延长!+2N2<*阳性细胞数量和免疫反应强度均逐渐升高' 结论!脊髓损伤后 "5 C

内+2N2<*在神经元的表达逐渐升高!导致神经再生困难'
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!!视神经损伤后的再生修复是视觉科学和神经科学

的热点和难点' 现已知道!中枢神经修复受胶质瘢痕

的机械性阻碍)髓鞘源性抑制蛋白$$<%%等诸多因素的影

响!导致再生困难!视神经修复与此类似' +2N2<*是

现已发现的髓鞘抑制蛋白之一!对神经元的再生起抑

制作用' 然而!近来研究表明!用原位杂交技术在正常

神经元也发现有 +2N2<*@'+*的表达$5<=%

' +2N2基

因的成功克隆为视神经损伤修复提供了新的切入点!

本实验观察了小鼠脊髓损伤后+2N2<*在脊髓不同部位

的表达情况!并就其意义进行了初步讨论!旨在为视神

经修复研究提供参考'

45材料与方法

$4$!动物分组与脊髓损伤模型的建立

!!成年8=9 小鼠 "= 只!"# J"= N!分为脊髓损伤组"$ o$=#!

假手术组"$ o=#和正常对照组"$ o=#' 小鼠用 5I水合氯醛

麻醉后!于,

$"

处剥除椎骨!暴露脊髓!参照*33MH打击法施行撞

击伤!撞击强度为 = Ng% G@' 分别于损伤后 $ C"$ o=#)$" C

"$ o=#)"5 C"$ o=#用 5I多聚甲醛灌注固定后取材!取材部

位为脊髓撞击中心及其两端各 % @@位置' 常规固定)脱水后!

冰冻切片机行纵切片!切片厚度 "=

#

@' 假手术组在暴露脊髓

后不行撞击伤&对照组小鼠不做任何处理'

$4"!免疫组织化学染色

!!各时间段切片用 .:/ 漂洗后!在 #4%I a

"

-

"

中室温孵育

"# @BH!.:/漂洗后入正常山羊血清!%9 f孵育 %# @BH' 然后

入一抗"兔抗+2N2<*!$h"###!%9 f孵育 $ C后!5 f冰箱过夜'

漂洗后入二抗"生物素化山羊抗兔 QN)!$h"###%9 f孵育 $ C!

三抗"辣根酶标记链霉卵白素!$h"###%9 f孵育 $ C!之后硫酸

镍铵增强法V*:显色' 对照试验中!用.:/代替一抗'

$4%!切片观察与分析

!!每组取切片 = 张!用 Q@ANM.O24=4# 软件分析平均光密度

以代表免疫反应强度!+2N2<*在损伤部位的免疫反应强度表示

为( lll强! ll中等! l弱! ?未检测到表达' 同时对阳性

细胞进行计数'

65结果

"4$!+2N2<*在脊髓灰质的表达

!!损伤后 $ C!脊髓灰质损伤部位 +2N2<*的表达较弱

"图 $A#' 阳性反应物质主要集中在胞浆' 损伤后 $" C!

+2N2<*表达明显升高!神经元胞浆呈现中等强度的免疫组化阳

性染色!个别细胞突起也可见染色"图 $\#' 损伤后 "5 C!+2N2<

*表达继续升高!神经元胞浆呈现很强的免疫组化阳性染色!

但染色部位仍集中于胞浆!个别突起可见染色"图 $G#' 与正

常对照和假手术组相比!损伤后 +2N2<*在脊髓灰质的表达随

时间的延长逐渐增强' 损伤后不同时间免疫组化强度见表 $'

*9%"*
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A(脊髓损伤后 $ C灰质染色&\(脊髓损伤后 $" C灰质染色&G脊髓损伤后 "5 C灰质染色&R(脊髓损伤后 $ C白质染色&M(脊髓损伤后

$" C白质染色&X(脊髓损伤后 "5 C白质染色

图 45小鼠脊髓损伤后不同时间K(/(>!免疫组织化学染色" M4LL#

"4"!+2N2<*在脊髓白质的表达

!!损伤后 $ C!脊髓白质损伤部位出现较弱的 +2N2<*免疫组

化染色!染色部位主要集中在神经纤维"图 $R#' 损伤后 $" C!

+2N2<*染色强度继续增强!在部分神经纤维一端还有球状膨大

出现"图 $M#' 损伤后 "5 C!+2N2<*染色进一步增强!阳性染色

神经纤维增多!部分纤维增粗!一端呈现球状膨大"图 $X#' 同

正常对照和假手术组相比!损伤后 +2N2<*在脊髓白质的表达

随时间的延长逐渐增强' 损伤后不同时间免疫组化强度

见表 $'

表 45脊髓损伤后不同时间K(/(>!的免疫反应强度

$ C $" C "5 C

部位
灰质 白质 灰质 白质 灰质 白质

胞核 < < < < < <

胞浆 l ll ll lll lll lll

突起 l ll ll lll lll lll

:5讨论

!!周围神经系统"KMOBKCMOA3HMOZ2ULLFLDM@!.+/#损

伤后能够再生!而 8+/ 损伤后却难以再生!这在很大

程度上要归因于 8+/ 中髓鞘源性抑制蛋白的存在'

早在 $>66 年!8AO2HB等就发现成年哺乳动物的8+/ 与

.+/存在不同!前者含有一种称为 +Q<%=7"=# 的膜蛋

白!而该蛋白对轴突再生有很强的抑制作用$;%

' "###

年!8+/ 再生抑制蛋白 +2N2的基因被鉴定并克

隆$$!=!9%

' +2N2家族包含三种异构体即+2N2<*!+2N2<:

和+2N2<8!其中+2N2<*被认为就是+Q<%=7"=#'

!!本实验结果显示!在正常情况下!无论在脊髓的灰

质还是白质!+2N2<*的表达均很弱' 但从损伤后 $ C

开始其表达则明显增强!到 "5 C"最长观察时间#表达

达到高峰' 有实验表明在胶质瘢痕形成之前!8+/ 的

再生抑制效应主要来自于包括 +2N2<*在内的各种髓

鞘抑制蛋白$6%

' 而本实验也证实!脊髓损伤后 "5 C

内!+2N2<*的表达呈逐渐增强的趋势!提示至少在损

伤后 "5 C内!髓鞘抑制蛋白 +2N2<*在对 8+/ 再生的

抑制中发挥着重要作用'

!!作为一种髓鞘抑制蛋白!+2N2<*本应只在8+/ 的

髓鞘形成细胞即少突胶质细胞表达' 然而近年来原位

杂交发现 +2N2<*@'+*也表达于成年神经元$5%

' 本

实验中也发现脊髓损伤后!+2N2<*明显表达于灰质神

经元及白质神经纤维' &2LMKCL2H

$>%曾报道 +2N2<*在

发育中的神经元有表达!并且这些神经元轴突的生长

并未受到+2N2<*的抑制!说明 +2N2<*在发育中可能

具有不同于再生抑制的其他功能!比如对发育神经元

轴突的生长起诱导作用' +2N2<*在正常脊髓神经元

中的表达很弱!损伤后无论在少突胶质细胞还是在神

经元本身!其表达都明显增强!提示对 8+/ 再生起抑

制作用的+2N2<*不仅来自于少突胶质细胞!也可能来

自 于神经元自身 '另外 ! +2N2@'+*也 表 达 于
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