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TACE在自体髓核移植背根节致根性神经痛中的作用机制研究 
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【摘 要】目的：探讨TACE在椎间盘突出致坐骨神经痛发病机制中的作用。方法：采用自体髓核移植至k、 神经节，建立根性 

神经痛的动物模型，应用 Von Frey针丝及RTY—I型热痛测仪对神经行为的改变进行检测，采用免疫组化法检测TACE在神经 

节及神经根中的表达，采用 RT—PCR的方法检测 TACE和 TNF—c~mRNA表达，并分析其与神经行为改变之间的相关性。结果： 

自体髓核移植可以导致明显的机械刺激痛觉过敏现象．而无明显的热刺激痛觉过敏，TACE在自体髓核移植术后 4 d表达开始 

增强(P<0．05)，术后 1周表达最强(P<0．01)，术后 3周逐渐恢复正常，与 TNF一 的表达及 TACE的表达之间存在显著相关性。 

结论 ：TACE作为释放活性 TNF一0【的特异性蛋白酶，自体髓核移植至DRG后 ．其蛋白表达升高，TNF—ctmRNA、TACEmRNA表 

达之 间存在线性相关 ，说明 TACE可能是抗 TNF一 治疗 的新靶点，在治疗椎间盘突出引起的根性神经痛中具有重要作用 。 
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Study of TACE in the mechanism of hyperalgesia derived by 

autO—tranSpIantatiOn of nucleus pulposus to DRGS 
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[Abstract]Objective：To investigate the role of TACE in the mechanism of sciatica due to disc herniation．Methods：Autologous nucleus 

pulposus was applied to the peripheral of the L4 and L5 nerve roots and DRGs to construst animal mode1．Then Von Frey filaments and a 

thermal testing device(RTX一1 type)were used to quantify behavior test．Immunocytochemistry and RT-PCR were used to detect the ex— 

pression changes of TNF—c~and TACE to analyze their correlation with the nerve behavior change．Results：The mRNA expression of 

TNF—etand TACE increased significantly(尸<0．05)in DRGs，and nerve roots 4 days after operation，especially 1 week(P<0．O1)after op- 

eration．Three weeks after operation，the expression restored gradually to norm a1．There was a time correlation between the mRNA ex- 

pression of TNF-ot and TACE．Conclusion：TACE causes the shedding of the active TNF— from cell membrane．and it’S a new thera． 

PY target to inhibit the action of TNF-cL，SO the antogonist of TACE may play an important role in the treatment of sciatica． 

[Key words]Nucleus pulpusus；Sciatica；Tumor necrosis factor alpha(TNF-c0；Tumor necrosis factor一 converting enzyme；Ganglion 

椎 间盘突出症 引起的坐骨 神经痛 的病理生理 

机制 尚不是完全清楚 ，研究表明硬膜外的髓核组织 

可以引起神经根结构、功能及神经行为的改变．我们 

的研究表明TNF一仅在髓核致根性神经痛的发病机 

制中有重要的作用IlJ．而肿瘤坏死因子 转换酶是 

释放活性 TNF—a(17 kD)的关键酶．其作用的受体也 

包括TNF一 受体，故研究其在根性神经痛发生机制 
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研究方向：主要从事脊柱外科的基础和临床研究。 

通讯作者：曹国永，男，主治医师，E-mail：cguoyong163．corn。 

中的作用可能会带来新的启示。 

1 材料与方法 

1．1 动物与分组 

健目 成年 Wistar大鼠45只，雌雄不拘，体重200～250g。随 

机分为 3组 ，A组 ：髓核移植组 20只；B组 ：肌肉移植组，20 

组；C组：术前正常对照组，5只。A与 B组按术后 4 d、1 

周、2周、3周分为 4个小组，每小组 5例。 

以 3％戊巴比妥钠 40 mg／kg腹腔注射麻醉，以 棘突为中 

心取背部正中纵行切口，依次切开皮肤、皮下组织及腰背筋 
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膜，沿棘突两侧剥离骶棘肌并向两侧分开，显露双侧 k、k椎 

板，咬除 L4、k棘突及右侧椎板、关节突和部分椎弓根 ，显露 

右侧硬脊膜及 IJ4、L5的右侧神经根、神经节。在鼠尾近根部纵 

行切开皮肤 、皮下组织至尾椎骨面，向两侧分离显露 4个椎 

间隙，横向切开纤维环取出髓核组织移植到右侧 L4、k神经 

节周围，每个神经节周围移植 2个椎间盘的髓核组织。逐层 

缝合切口，送动物室正常饲养。 

1．2 疼痛相关神经行为的检测 

于术前 3 d分别检测 5例正常大鼠两侧的机械刺激后 

肢缩腿反射阈值及热痛缩腿反射的潜伏期 ，并分别计算出差 

值，作为正常对照。于术后 2 d、4 d、7 d、11 d、14 d、21 d等时 

相点分别对各组动物进行神经行为的检测。 

以Von Frey针丝检测机械刺激痛觉过敏的改变 ，记录相 

应的应变力值，作为痛阈值。每个时相点重复测试 1次，结果 

取 2次试验的均值。根据平均值求出两侧后足机械刺激缩腿 

反射阈值 ，按公式：术侧阈值 一对照侧阈值，进行计算，求出 

差值，负值表明术侧阈值较低，对机械刺激存在痛觉过敏。 

热刺 激痛觉过敏 的检测 ：测定时大 鼠放于RTX～1型 

热痛测试仪的检测盒内，记录从开始照射到产生收缩的时 

间。测量 2次取平均值。根据平均值求出两侧后足热痛缩腿 

反射潜伏期 ，按公式 ：术侧潜伏期 一对侧潜伏期 ，进行计算， 

负值表明术侧阈值较低，对热痛反应存在痛觉过敏。 

1．3 免疫组织化学检测TACE的表达。 

取术后 4 d、1周、2周 、3周大鼠 DRG标本，大鼠在完成 

痛觉行为检测后按如下方法进行处理 ：3％戊巴比妥钠 40 

mg／kg腹腔注射麻醉 ，麻醉成功后 ，开胸经左心室插管至升 

主动脉 ，依次灌注肝素化生理盐水 200 ml，4％的多聚甲醛 

500 ml。手术取出LsDRG置于上述固定液中过夜，脱水后，行 

石蜡包埋 ，常规切片(片厚 5 m)，行免疫组化染色。 

TACE免疫组织化学染色步骤如下：石蜡切片脱蜡 ，3％的 

过氧化氢室温孵育 10 rain，蒸馏水冲洗，0．O1 mol／L的PBS浸 

洗 5 min；切片转至 pH为 6．0的枸椽酸盐缓冲液中，95"C)'JI热 

30min，冷却至室温，蒸馏水冲洗；O．Ol mol／L的 PBS冲洗 ，3 

minX 3；5％的正常山羊血清(PBSmin过夜 ；PBS冲洗 ，5min× 

3；滴加适当比例稀释的生物素标记二抗 ，37~C孵育 1 h；PBS 

冲洗，5min×3；滴加适当比例稀释的辣根过氧化酶标记链霉素， 

37~C孵育 30 min；PBS冲洗 ，5 rain×3；显色剂显色(DAB)，自 

来水冲洗，37't2烘干，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封 

片。阴性对照试验：以抗体稀释液代替一抗，染色结果阴性。 

1．4 RT—PCR检澳4 TNF—ctmRNA与 TACE mRNA在背}艮神 

经节中的表达 

大鼠TACE引物序列：上游引物5’一GGGCAAGTGCAAG 

GCTGGGAAATG一3’，下游引物 5'-CAGGGAACGGCTrGATAA 

TGCGAACAG一3’，扩增长度为485个 bp。 

大鼠TNF—Ot的引物序列：上游引物 5’一CGAGTGACAAG 

CCCGTAGCC一3’，下游弓l物5’一GGA rGAAcAcGCCAGTcGcc 

一 3’，扩增产物大小 753 bp。 

内参照 B—actin2条引物序列分别为：上游引物5’一CATC 

TCITGCTCGAAGTCCA一3’， l物5'-ATCATGTTrrGAGACC 

ITCAACA一3’，扩增产物大小 300个 bp。 

取出各组不同时相点的神经节 ，按试剂盒说明书进行 

RNA的提取、逆转录、扩增等。 

1．5 图像分析及统计学处理 

TNF—d、TNF—R I mRNA在 DRG的表 达强弱用 Im— 

age—pro—plus真彩图像分析软件检测平均光密度值(AOD o 

用SPSS10．0统计软体包处理数据，所测数据用均值4-标准 

差( 4-s)表示 ，采用单因素方差分析和 t检验进行统计学处 

理。P<O．05为有显著性差异 ，P<0．01为有非常显著性差异。 

2 结 果 

2．1自体髓核组织移植后大鼠疼痛相关神经行为的 

改 变 

A组(自体髓核移植组)术后 4 d出现机械刺激 

痛觉超敏，1周时最明显 ，与术前相比相差极显著 

(P<O．O1)，2周时相差显著(P<0．05)，3周时相差已不 

明显：B组没有观察到明显的痛觉超敏现象，各时相 

点相差不显著。对热刺激过敏的观察 ，A组虽然后 

肢回缩反射潜伏期在髓核移植后 1周较术前降低 ， 

但无统计学意义。其它各组亦未观察到对热刺激的 

痛觉过敏现象。 

2．2 TACE在神经根、背根节中的免疫组织化学染 

色结果 

TACE在正常脊神经节仅有少量表达。自体髓 

核移植后 4 d TACE的表达明显增强(++)，l周时达 

高峰，为强阳性(+++)，2周时仍有较高表达(++)，3 

周时与正常脊神经节相比无显著差异，呈现弱阳性 

表达．阳性细胞以中、小神经元为主，胞膜及胞浆皆 

有表达，以胞膜明显，胞核无染色，神经元细胞周围 

的卫星细胞亦有较强表达，在血管内皮细胞、雪旺 

细胞上亦有表达(图 1～3)。在自体肌肉移植组没有 

观察到表达的明显增强，术后 4 d呈弱阳性表达(+)， 

此后同术前相 比表达无增强 。 

2．3 自体髓核组织移植对TNF—amRNA和 TACEm 

RNA表达的影响及与机械刺激痛觉超敏的关系 

扩增产物 电泳后经扫描分析 ， 自体髓核移植组 

TACERNA、TNF-ctRNA的表达产物明显增加(图3)， 
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图 1 T A C E 在 正 常 D R G 的表 达 为 弱

阳 性 ( S P x 2 0 0 )

§誉
麓小 口

’

图 3 T A C E 在 自体 髓 核 移 植 术 后 1 周 D R G 中的 表 达

明 显 增 强 ， 中小 神 经 元 表 达 强 于 大 神 经 元 。 另 外 卫 星 细

胞 亦 可 见 有 较 强 表 达 ( S P x 2 0 0 )

麓
。 ⋯

i i ● j ，

图 2 T A C E 于 自体 髓 核 移 植 术 后 4 d 在 神 经 根 的 表 达

增 强 ， 可 见 阳 性 细 胞 主 要 分 布 于 雪 旺 细 胞 ( S P x 4 0 0 )

1 0 0 b p

2 5 0 b p

3 0 0 b p

7 5 0 b p

1 0 0 0 b p

2 0 0 0 b p

TNF —

u m RNA 的表 达 T ACE m RNA 的表达

1 2 3 4 5 6 6 5 4 3 2 1

10 0 b p

2 5 0 b o

3 0 0 b p

7 5 0 b p

1 0 0 0 b p

2 0 0 0 b p

1 道 为 D N A m a r k e r ；2 道 为 正 常对 照 ；3 、 4 、 5 、 6 道 分 别 为 N P 移
植 术后 4 、 7 、 14 、 2 1 d ， 3 0 0 b p 处 为 内参照 B — a e t i n 扩增产 物

图 4 T N F 一 仅 与 T A C E m R N A 在 D R G 中 的 表 达 ， 可 见 术 后 1

周 时表 达 最 为 强 烈 。 3 周 时 已 趋 于 正 常

表 1 D R G 中 T N F — c ~m R N A 相对 表 达 量 (T N F 一 0 l／p — a c t i n ，；± s )

注 ： 同 术 前 相 比 。
P < 0 ． 0 1 ：同 肌 肉移 植 组 相 比

。
P < 0 ． 0 1

表 2 D R G 中 T A C E m R N A 相 对 表 达 I (T A C E — d ／B —

a c t i n ，主± s )

注 ：同 术 前 相 比 “
P < 0 ． 0 1 ；同 自体 肌 肉移 植 组 相 比

。P < O ． 0 l

以 1 周 时最 为 明显 ， 同术前 及 肌 肉移植 组 相 比 ，P < 0 ． 0 l 。

术 后 2 周 逐 渐 降 低 ， 术 后 3 周 时 同 对 照 组 相 差 不 显

著 (P > 0 ． 0 5 ) 。 自体 肌 肉移 植 组 的 T N F — o 【 表 达 产 物 同

术 前 对 照 组 相 比无 显 著 差 异 。

2 ． 4 自体 髓 核 移 植 所 致 D R G T N F — cx m R N A 表 达 与

T A C E m R N A 表 达 的 关 系

自 体 髓 核 移 植 组 T N F — o Lm R N A 表 达 变 化 与

T A C E m R N A 表 达 变 化 结 果 见 下 表 。 T N F — o t m R N A

表 达 与 T A C E m R N A 表 达 呈 显 著 正 相 关 ， 直 线 回 归

方 程 为 ：y
= 0 ． 3 3 + 0 ． 6 8 x

， 相 关 系 数 R = 0 ． 9 8 8 。 P < 0 ． 0 5 。

3 讨 论

T N F — o 【 在 体 内有 两 种 形 式 ：其 一 为 全 长 的 Ⅱ型

膜 结 合 形 式 (2 6 k D ) ， 其 二 为 可 溶 形 式 ， 即 在 某 种 蛋

白分 解 酶 的 作 用 下 从 细 胞 表 面 释 放 的 活 性 C 一 末 端

部 分(1 7 k D )。 肿 瘤 坏 死 因 子 一 仅 转 换 酶 是 近 年 发 现 的

1 个 胞 膜 蛋 白脱 落 酶 ， 其 可 以 裂 解 释 放 活 性 T N F 一 0 l
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(17 kD)，1997年由Black和 Moss等I2，3J2个独立的小 

组同时分离、纯化这种蛋白质并且克隆了该酶的cD— 

NA序列。它是 1个膜锚定的锌离子金属蛋白酶，为 

ADAM家族成员之一 ，又名 ADAM17，是第一个被 

鉴定出来的跨膜蛋白的脱落酶。TACE是释放活性 

TNF 的特异性蛋白酶，具有高度的底物选择性[41，参 

予了与TNF一仅相关的一些疾病，如扩张性心肌病、 

Alzheimer病、类风湿性关节炎等 。周围神经慢性 

压迫损伤时，TACE的表达升高，主要分布于血管内 

皮细胞及雪旺细胞。在脊神经节中以大直径神经元 

为主．偶见于小直径神经元同。 

而 TACE在腰椎间盘突出症的作用，目前尚无 

相关研究报道。我们的研究发现在自体髓核移植至 

神经根、神经节所致痛觉过敏的动物模型中，TACE 

的表达同TNF— 的表达在时间与空间分布上有一 

定的共性，通过mRNA表达强度的半定量分析，结果 

表明TACE与TNF一仅之间存在明显的线性相关，提 

示二者之间有密切的关系。研究表明 TACE可以通 

过活化 TNF— 参予了自体髓核移植所致的病理过 

程，如神经根轴突髓鞘的降解、神经节的炎性水肿 ， 

并且与疼痛行为的产生有密切的联系。且TACE还 

具有多个底物如 p75 TNF受体、L一选择素及淀粉样 

前蛋白、生长激素结合蛋白(Growth hormone binding 

protein，GHBP)、II型II，_1受体及p55TNF受体等，但 

这些底物的裂解需要较高的TACE浓度和反应时 

间[41。 

针对 TACE来治疗与 TNF一仅相关的疾病 ，可能 

较单一针对TNF一0【有更好的效果。有研究证实抑 

制TNF一 的产生可以减轻痛觉过敏的程度，故我们 

推测通过控制活性TNF—Q的产生同样可以达到减 

轻痛觉过敏的效果。现在正在研制中的TACE竞争 

性抑制剂 ，多基于氧肟酸结构的化学合成物，并且 

是 MMP和 TACE的双重抑制剂 ，Stimpson等【8]用 

GW3333(为一种 TACE／MMP双重抑制剂1治疗肽聚 

糖引起的踝关节炎及佐剂性关节炎时，结果显示疗 

效同使用TNF— 单抗相差无几，长期疗效甚至优于 

TNF一仅单抗，结果令人鼓舞。作为一个新的治疗靶 

点 ，进一步研究并设计特异的TACE抑制剂 ，用于 

治疗椎间盘源性腰腿痛．特别是针对由非机械压迫 

因素引起的的根性神经痛，可能具有重要的临床意 

义 
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