
18 4 第二军医大学学报 1 9 9 2年第 1`卷第皇期

求大大高于正常人
,

增高的幅度基本与烧伤

面积成正比
。

此外
,

烧伤后机体对糖耐受性

减低
,

而脂肪的利用率则相对增加
。

鉴于以

上特点
,

对于较大面积烧伤病员来说
,

仅依

赖病员对热卡的 自然摄入
。

无论从数量和 /

或质量上均很难满足需要
。

我们认为对烧伤

病员
,

尤其是较大面积的烧伤
,

应积极给予

热卡的补充
、

且应注意做到以下几点
:

( 1 )

保护胃肠道功能
,

使之始终成为热卡摄入的

主要途径
; ( 2 ) 调动医务人员和病员二方

面的积极性
,

争取做到满足伤后早期的热卡

补充
;

( 3 ) 在满足热卡需要量的同时
,

往

意营养素的合理搭配
,

对较大 面 积 烧 伤病

员
,

伤后早期可适当提高脂肪的摄入
,

而对

糖的摄入应稍加限制
。
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大鼠脊髓重锤致伤后神经微丝变化的初步研究

杨青峰 廖维宏 (第三军医大学 野战外科研究所 )

神经微丝 ( N e u r o f i l a m e n t ,
N F ) 为神

经细胞的中间丝成份
,

由分 子量为 68 K D
、

15 0 K D
、

Z o o K D 的 3 个亚基构成
,

直径 8 ~

10
n m ,

界于微丝和微管之间
,

存在于神 经细

胞的胞体和突起
,

为细胞骨架成份之一
,

与

微丝
、

微管一起构成神经细胞的骨架系统
,

参与完成细胞形态
、

轴突运输等过程 (` ) 。

本

研究利用 自制的 N F
Z。。
特异性 单克 隆抗体

,

借助于免疫组化方法
,

对W is at r
大鼠脊髓损

伤后 N F 的变化进行了动态研究
,

从 分子水

平上探讨脊髓损伤后细胞骨架的变化情况
,

为脊髓损伤的病理生物学积累资料 (2)
。

6 3 0 0 4 2

经多聚甲醛固定
、

石蜡包 埋 的组织
,

再用 自制

的N F : .0 特异性单克隆抗体
,

行免疫组化染色 ( A B C

一

A E C法 )
,

A B C试剂盒为卫生部上海生物制品所

产品
,

A E C 显色剂为重庆医 科大学病生教研室提

供
。

同时设立阳性对照与阴性对照
。

2 结 果 与 讨 论

1 材 料 和 方 法

雄性W i s t a r 大 鼠5 0只
,

体重 1 5 0~ Zo b:
,

随

机分成 10 组
,

每组 5只
,

.0 2%戊巴 比妥钠 腹腔麻

醉
,

重锤打击 ( 1。。g c m )致伤 L l脊箭
,

制备A ll en
, s

脊髓损伤模型
。

分 别于 伤前 (正常对 照 )
、

伤后

i / 4
、

i / 2
、

i
、

2
、

4
、

6
、

8
、

1 2
、

2 4 h用 4%

多聚甲醛经心主动脉插管灌注 固 定
,

Z h后 取材

(伤段及上
、

下段 ) 用同样溶液后固定
。

本研究利用 N F
: 。。
特异性单抗

,

借助于

免疫组化方法
,

对脊髓损伤后 24 h N F 的变

化进行了动态研究
。

免疫组化发狐 正常脊

盆灰白质中轴突纤维染色明显
,

而无神经元

胞体的染色 (图 1 ) , 损伤后 15 m in
,

轴突

染色与正常相似
,

但个别组织 ( 1 / 5 ) 出

现了正常没有的神经元胞体的染色
。

30 m in

以后
,

随着时间的延长
,

N F : 。。
单抗染色的

轴突逐渐减少
、

变浅 ( 图 2
、

图 3 )
,

到损

伤 6 h以后
,

几乎不见轴突的染色
。

神经元

胞体的染色
,

在 Z h后有所增加
,

6 h以后更

加明显
,

尽管神经元发生了溶解变性与凝固

变性
,

直到 12 ~ 2 4 h
,

残存的神经 元 仍可见

胞浆的明显染色 ( 图 4 )
。

邻近节段的改变

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1992. 02. 030



1 5 8

图 1 正常脊髓前角灰质

可见纵横交错的神经纤维染色
、

无神

经元胞体的染色
。

A B C x心。

图 2 损伤后 lh奋髓灰质

仍见较多神经纤维染色
,

可见皱缩神

经元胞浆的明显染色
。

A B C 又 200

图 3 报伤后 4 h脊版灰 质

神经元胞体染色增加
,

偶见纤维成份

的染色
、

可见出血
。

A B C x 2 00

图 4 损伤后 1 2 h脊髓前 角灰质

可见组织完整性破坏
,

变性坏死神经

元胞体强烈染色
,

无纤维成份染色
。

A B C x 4 0 0

与伤段相似
,

部份病变较轻
。

脊位损伤后 N F
: 。。
特异性抗体 染色的改

变
,

可能与其生化代谢相关联 (3)
。

有作者认

为
,

在正常情况下
,

由于胞 体不含N F
: 。。
或

所含N F : 。。
与轴突有所不同

,

轴突N F
: 。。
特异

性抗体只对轴突染色
,

而无神经元胞体的染

色.()
。

损伤初期
,

分解代谢不明显
,

轴突染

色与正常相似 , 同时
,

可能由于创伤直接或

间接诱发胞体N F : 00 的磷酸化
,

从而 消除了

胞体与轴突N F : 00 之间的不同
,

导 致了正常

没有的神经元胞体的染色 《.) 。

随着时间的延

长
,

局部微循环障碍加剧
,

C a Z`

代谢紊乱
,

细胞内C矿
’

含里的增加
,

中性蛋 白酶 ( C矿
`

一
a e t i丫 a t e d n e u t r a l P r o t e i n a s e ,

C A N P )

的激活
,

细胞骨架分解增加
,

致使 N F : 。。
特

异性抗体予灰 白质中纤维成份的染色逐渐变

浅 (s)
。

Z h后出现的神经元胞体染色的明显

增加
,

一方面可 能 由 于 胞体N F : 。。
的 磷酸

化 , 另一方面
,

可能与创伤后微循环障碍所

致神经元变性坏死 引起的 非特 异性 吸附有

关
。

N F作为神经细胞骨架成份之 一
,

它的

变化在一定程度上反映了整个细胞骨架成份

的变化
。

通过对脊髓损伤后细胞骨架变化的

研究
,

进一步把握脊髓损伤 的发生 发 展进

程
,

为临床防治研究提供理论指导
,

因而具

有十分重要的意义
。

有关方面的研究才刚刚

开始
,

有待于进一步时深入
。
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(本研究得到了已故刘英炳教授指导
,

特此致

谢 l )

关. 润 N F ” 。特异性单抗 ,免疫组化

试验 , 脊翻损伤
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考马斯蓝 ( C o m a s s i e B l u e ) 染料蛋白

测定
,

因其简便
、

快速
、

灵敏度高
、

重复性

好
、

干扰因素少 《`一 s) ,

越来越多地为实验室

采用
。

但使用 比色皿
一

分光光度计
,

只能同

时测定 2 ~ 3 个样本
。

我们采用微量滴定板

( m i c r o t i t r e p l a t e
)

一

酶标光度计
,

方法更

为简便
,

尤其 适 用于小样本 ( 5 ~ 1。。时 )

的批量测定
。

含量 为 。 ,
0

.

1 5, 0
.

3
,

0
.

6 , 1
.

2
,

2
.

4
,

4
.

s n g八 0 0

川 )
,

各含量样本测 5个复孔
,

各孔加入染料工作

液 150 口
,

小心振荡后置酶标光度 计下测定各孔吸

光值 ( A 59 5n m )
。

同时采用比色 皿
一

分光光度计法

测定 ( l )
。

1 材 料 和 方 法

2 结 果 和 讨 论

标准曲线
:

B S A 含量 ( x) 和相应 A 5 95
n m ( y ) 绘制标准曲线

,

直线回 归方 程 y 二

0
.

0 12 + 0
。

15 1 x ,

相关系数
r = 0

。

9 9 8
。

(附图 )

4众
日d的欣侧

试剂
、

仪器
:

考马斯亮蓝 G
一

2 5 0 ( F l u k a )
、

牛

血清白蛋白结晶 (上海长阳制药厂 ) ,

55 孔平底聚

苯乙烯微量滴定板 (四川分析仪器厂 )
,

G X M
一

2 02

酶标光度计 (四川仪表九厂 )
,

岛津 U V
一

36 5 光度

计
。

其它试剂均为分析纯
。

标准蛋白
:
用重蒸馏水配制 B S A溶液

,

紫外分

光光度法 ( E 28 o n m l % = 6
.

6) 确定其含量
。

染料贮存液
:

考马 斯 蓝 G
一
2 50 19 溶于 200 m l

88 %磷酸
,

加 10 o m l 9 5% 乙醇
,

室温下存放
。

染料工作液
:

`

染料贮存液 / 88 % 乙酸 / 95 % 乙醇

/重蒸溜水 ( 3 / 8 / 4 / 4 5 ) 按体积比混匀
,

滤纸选

滤后备用
。

测定方法
:

滴定板孔井用重蒸馏水洗涤一次后

吹干
,

加入倍比稀释的 B S A标 准蛋 白溶液 ( B S人

y = 0
.

0 12+ OJ 5 l x

r二 0
.

99 8

n = 3 5

B S A 伽幻

附 图 牛血清白蛋 白标 准曲线


