
　 　 神经损伤分为中枢性和周围性损伤ꎬ疾病预后

较差ꎬ常留下程度不等的后遗症ꎬ不仅对个人和家

庭ꎬ甚至对社会都造成了巨大的压力ꎬ严重的危害着

人类健康ꎮ 众所周知ꎬ传统观念认为神经损伤后不

可再生ꎬ这就导致治疗相当困难ꎬ而近年来提出神经

干细胞的概念后ꎬ对传统观念造成了巨大的冲击ꎬ也
为神经损伤的治疗带来了新的曙光ꎮ 骨髓间充质干

细胞(Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＢＭＳＣｓ)
因其易获取ꎬ免疫原性低等多项优点被广泛应

用[１]ꎬ但目前的研究报道多涉及干细胞移植干预相

关模型ꎬ再采用形态学或者行为学评分来评估疗

效[２￣５]ꎬ并未探讨干细胞是否成功迁移至损伤部位ꎬ
随后能否存活并进行分化ꎮ 因此本研究旨在神经细

胞标志物微管相关蛋白(ＭＡＰ￣２)和胶质纤维酸性

蛋白(ＧＦＡＰ)方面着手ꎬ通过骨髓源神经干细胞移

植治疗 ＳＣＳＧ 损毁兔ꎬ不同时间点观察兔瞳孔直径

恢复情况ꎬ观察受损部位 ＭＡＰ￣２ 和 ＧＦＡＰ 含量的变

化ꎬ来探讨 ＮＳＣｓ 修复神经功能的可能作用及机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 动物与试剂 　 　 健康成年的新西兰雄性白兔

３２ 只ꎬ２ ０００~２ ５００ ｇꎬ由南华大学实验动物部提供ꎻ
ｂＦＧＦ 、ＣＮＴＦ 购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司ꎻ ＣＤ３４、ＣＤ４４
和 ＣＤ５４ 单克隆抗体购自北京博奥森生物技术有限

公司ꎻＭＡＰ￣２、ＧＦＡＰ 抗体购于武汉博士德生物工程

有限公司ꎮ
１.２　 动物模型制备 　 　 暴露颈部皮肤后逐层分离

出颈上交感神经节ꎬ用直持针钳压榨交感神经节约

１０ ｓꎬ压下一个齿ꎬ并且保持持针钳长轴方向与交感

神经节长轴方向一致ꎬ神经节与钳头完全咬合ꎬ从而

保证颈上交感神经节变形超过 ５０％ꎮ
１.３　 模型成功标准　 　 模型兔出现 Ｈｏｒｎｅｒ 三联征ꎬ
瞳孔缩小、眼球凹陷、睑裂变小ꎮ 瞳孔直径:可通过

数码相机拍摄ꎬ然后 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件处理测得瞳孔直径

数据ꎬ随后进行统计分析ꎮ 对于模型判定睑裂及眼

球凹陷则采用直接图片比较分析ꎮ
１.４　 动物分组　 　 将 ３２ 只实验兔均分为 ４ 组ꎬ每
组 ８ 只ꎮ 正常组:不予任何处理ꎮ 模型组:造模成功

后第 ７ 天注射 １ ｍＬ 生理盐水ꎻ培养液组:造模成功

后第 ７ 天注射 １ ｍＬ 培养液ꎻ干细胞组:造模成功后

第 ７ 天注射 １ ｍＬ 含 ２×１０６ 个神经干细胞的培养液ꎮ
１.５　 细胞培养、诱导分化及鉴定　 　 提取的兔骨髓细

胞ꎬ经全骨髓培养法和密度梯度离心法培养 ３~５ 代后ꎬ
进行细胞表型鉴定ꎬＣＤ３４ 阴性ꎬＣＤ４４ 及 ＣＤ５４ 阳性提示

细胞为 ＢＭＳＣｓꎮ 采用 Ｎｅｓｔｉｎ 单克隆抗体鉴定ꎬ经 ｂＦＧＦ
预诱导ꎬＣＮＴＦ 诱导后 ＢＭＳＣｓ 分化为神经干细胞ꎮ
１.６　 ＨＥ 染色　 　 移植后第 ２１ 天处死兔ꎬ取颈上交

感神经节置入甲醛中固定 ２４ ｈ 后石蜡包埋ꎬ４ μｍ切

片ꎬ切片常规用二甲苯脱蜡ꎻ经各级乙醇脱水ꎻ蒸馏

水水洗 ２ ｍｉｎꎻ苏木素染色 ５ ｍｉｎꎻ自来水冲洗ꎻ盐酸

乙醇分化 ３０ ｓꎻ自来水浸泡 １５ ｍｉｎꎻ置伊红液 ２ ｍｉｎꎻ
常规脱水ꎬ透明ꎬ树胶封片ꎬ镜检ꎮ
１.７　 ＭＡＰ￣２ 及 ＧＦＡＰ 免疫组化染色　 　 具体操作

按照免疫组化试剂盒说明书进行ꎬ石蜡切片 ７０ ℃烤

片 １０ ｍｉｎꎻ二甲苯ⅠⅡ各 ３０ ｍｉｎꎻ再按无水乙醇到

７５％乙醇中逐级脱水ꎻ去离子水 ５ ｍｉｎꎻ柠檬酸盐缓

冲液抗原热修复 １５ ｍｉｎꎻＰＢＳ 每次 ５ ｍｉｎꎬ洗 ３ 次ꎻ过
氧化氢 １５ ｍｉｎꎻ再次 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎻ血清封闭 １ ｈꎻ去
除血清ꎬ加一抗 ４ ℃ 孵育过夜ꎻ ＰＢＳ 洗 ３ 次每次

５ ｍｉｎꎻ 二抗 ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎꎻ ＰＢＳ 洗 ３ 次每次

５ ｍｉｎꎻＤＡＢ 显色ꎬ苏木素复染ꎬ树胶封片ꎬ镜检ꎮ
１.８　 图像分析和统计学处理 　 　 统计分析和绘制

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件ꎬ运用单因素方差分析以

及 ＬＳＤ 组间比较法ꎬ数据使用均数±标准差表示ꎬＰ<
０.０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 兔瞳孔测量结果　 　 模型组与培养液组比较ꎬ
各个时间点瞳孔直径差异均无显著性(Ｐ>０.０５)ꎻ干
细胞组分别与模型组和培养液组对比ꎬ移植后第 １
天、７ 天差异不明显(Ｐ>０.０５)ꎬ第 １０ 天、１４ 天、２１ 天

干细胞组瞳孔直径均大于模型组和培养液组(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ干细胞组与正常组比较ꎬ细胞移植后第 １
天、７ 天、１０ 天干细胞组瞳孔直径均小于正常组(Ｐ<
０.０５)ꎬ第 １４ 天、２１ 天差异不明显(Ｐ>０.０５)(表 １)ꎮ
２.２　 ＨＥ 染色结果　 　 切片制成后ꎬ进行 ＨＥ 染色ꎬ
观察神经节内病理组织学改变ꎬ正常组与干细胞组

可见细胞大小形态基本一致ꎬ分布均匀ꎬ排列整齐、
紧密ꎬ少量间质增生ꎬ新生血管丰富ꎬ未见明显核固

缩ꎮ 模型组与培养液组可见细胞大小各异ꎬ分布不

均ꎬ排列紊乱ꎬ可见炎性细胞浸润ꎬ细胞间质增生明

显ꎬ可见核固缩(图 １)ꎮ
２.３ 　 ＭＡＰ￣２、ＧＦＡＰ 免疫组化结果 　 　 ＭＡＰ￣２ 和

ＧＦＡＰ 主要存在于胞浆中ꎬ若阳性表达则胞浆着棕
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表 １　 不同时间点各组瞳孔测量数据(ｍｍ)

组别 ｎ 第 １ 天 第 ７ 天 第 １０ 天 第 １４ 天 第 ２１ 天

正常组 ８ ７.９２＋０.３８ ８.０２＋０.３０ ８.１３＋０.３７ ７.９６＋０.３６ ８.１２＋０.２５
模型组 ８ ５.８２＋０.４２ａ ５.８４＋０.３４ａ ５.６８＋０.２９ａ ５.９１＋０.３１ａ ５.８０＋０.３６ａ

培养液组 ８ ５.８５＋０.３２ａ ５.７５＋０.３２ａ ５.６４＋０.３７ａ ５.８４＋０.２７ａ ５.５９＋０.２３ａ

干细胞组 ８ ５.６４＋０.３３ａ ５.７２＋０.３５ａ ６.７９＋０.３３ａｂｃ ７.９８＋０.２８ｂｃ ８.０６＋０.２１ｂｃ

　 　 与正常组比较ꎬａ:Ｐ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂ:Ｐ<０.０５ꎻ与培养液组比较ꎬｃ:Ｐ<０.０５

图 １　 ＨＥ 染色观察各组神经节内病理学变化(４００×)　 Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:培养液组ꎻＤ:干细胞组

黄色ꎬ着蓝紫色表示阴性表达ꎮ ＭＡＰ￣２、ＧＦＡＰ 免疫

组化结果表明(见图 ２、图 ３)ꎬ干细胞组和正常组

ＭＡＰ￣２ 呈阳性表达ꎬＧＦＡＰ 呈阴性表达ꎻ模型组和培

养液组ＭＡＰ￣２ 呈阴性表达ꎬＧＦＡＰ 呈阳性表达ꎬ差异

有显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ２　 ＭＡＰ￣２免疫组化结果(４００×)　 Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:培养液组ꎻＤ:干细胞组

图 ３　 ＧＦＡＰ 免疫组化结果(４００×)　 Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:培养液组ꎻＤ:干细胞

３　 讨　 　 论

ＭＡＰ￣２ 作为神经元细胞骨架的重要组成部分ꎬ
在神经系统形成、发育以及再生过程中扮演着重要

角色ꎬ参与神经纤维的信号传导和物质转运等过程ꎬ
所以 ＭＡＰ￣２ 既是一种结构蛋白又是一种功能蛋白ꎬ
可以作为神经元特有标志物来反应神经细胞的损害

程度ꎬＭＡＰ￣２ 含量的多少可以作为一个判定标准判

断神经细胞是否死亡ꎮ 相关神经生物学研究证实病

人脊髓发生损伤后其损伤区 ＭＡＰ￣２ 含量是显著下

降的[６]ꎮ ＭＡＰ￣２ 作为一种功能蛋白有助于神经细

胞缺血急性期耐受缺氧环境ꎬ但随着时间推移ꎬ缺血

缺氧的持续导致神经元大量死亡ꎬＭＡＰ￣２ 的含量也

随之下降[７￣８]ꎬ并且从缺血中心区逐渐向缺血半暗

带延续[９]ꎬ所以 ＭＡＰ￣２ 被认定是神经元缺血的敏感

指标ꎮ 同样 ＧＦＡＰ 参与胶质细胞的骨架构成并维持

其张力强度[１０]ꎬ为星型胶质细胞的标志性蛋白ꎬ仅
在成熟的胶质细胞表达ꎮ ＧＦＡＰ 可以调节细胞的代

谢ꎬ分泌相关营养因子参与信号传导等[１１￣１２]ꎮ 在正

常脑组织中ꎬＧＦＡＰ 免疫组化检测多为阴性ꎬ当神经

２０４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.４



系统损伤后ꎬ星形胶质细胞快速反应ꎬ其标志之一就

是 ＧＦＡＰ 的表达[１３]ꎬ所以可将 ＧＦＡＰ 的表达作为星

形胶质细胞活动的标志之一ꎬ判断急性期神经的损

伤ꎮ 神经损伤后ꎬ星型胶质细胞最开始反应性增生ꎬ
早期的增生具有保护作用ꎬ但是胶质细胞过度的增

生则容易形成胶质瘢痕ꎬ阻碍神经元纤维活动

联结[１４]ꎮ
本实验中模型组和培养液组兔 ＳＣＳＧ 在细胞移

植后第 ２１ 天 ＭＡＰ￣２ 表达呈阴性ꎬＧＦＡＰ 表达呈阳

性ꎬ且两组 ＭＡＰ￣２ 表达明显低于正常组ꎬ而 ＧＦＡＰ
表达高于正常组ꎬ由此可知兔颈上交感神经节损毁

后神经元标志性蛋白 ＭＡＰ￣２ 表达量是下调的ꎬ星型

胶质细胞的标志性蛋白 ＧＦＡＰ 表达是增加的ꎮ 而干

细胞组移植后第 ２１ 天 ＭＡＰ￣２ 表达呈阳性ꎬ与正常

组无明显统计学差异ꎬ但明显高于模型组与培养液

组ꎬ由此可认为干细胞移植能促进神经节内 ＭＡＰ￣２
的分泌ꎮ 而干细胞组 ＧＦＡＰ 表达呈阴性ꎬ明显低于

模型组与培养液组ꎬ可推测神经干细胞抑制了胶原

纤维的过度增生ꎬ下调了 ＧＦＡＰ 的表达ꎮ 综上所述ꎬ
本研究认为兔 ＳＣＳＧ 损毁导致神经元损伤ꎬ神经功

能障碍ꎬ进而导致 ＭＡＰ￣２ 下降ꎬＧＦＡＰ 表达上调ꎬ从
而引起神经功能障碍ꎬ阻碍了神经功能的恢复ꎮ 而

神经干细胞移植后ꎬＭＡＰ￣２ 表达增加ꎬＧＦＡＰ 表达下

降ꎬ抑制了胶质细胞的增生ꎬ促进了神经功能的恢

复ꎬ说明 ＭＡＰ￣２ 在神经功能修复过程中发挥着重要

作用ꎬ但在本实验中ꎬＭＡＰ￣２ 作为神经元的敏感指

标ꎬ细胞干预组兔瞳孔直径在细胞移植后 １０ ~ １４ 天

即有明显恢复ꎬ由于只研究了细胞移植后 ２１ 天

ＭＡＰ￣２ 的值ꎬＭＡＰ￣２ 的增高与神经功能的恢复的先

后顺序未知ꎬ本课题组将继续深入探讨在这一修复

过程中 ＭＡＰ￣２ 的变化情况ꎮ 另外神经细胞损伤后

伴随着胶质增生ꎬ且 ＧＦＡＰ 表达上调ꎬ早期适度增生

是有利于神经功能恢复的ꎬ但是后期过度增生导致

胶质瘢痕形成阻碍了神经元的再生ꎬ由此可知需要

评估最佳移植时间点以便达到最好的移植效果ꎬ这
也将是本课题组以后研究的重点ꎮ
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金黄色葡萄球菌肠毒素 Ｂ 激活 ＴＡＣＥ 诱导
人鼻黏膜上皮细胞分泌黏蛋白

刘　 珺ꎬ廖剑绚∗ꎬ唐洪波ꎬ周芝芳

(南华大学附属第一医院耳鼻喉科ꎬ湖南 衡阳 ４２１００１)

摘　 要:　 目的　 观察金黄色葡萄球菌肠毒素 Ｂ(ＳＥＢ)对人鼻黏膜上皮细胞活性氧(ＲＯＳ)和肿瘤坏死因子转化

酶(ＴＡＣＥ)活性的影响ꎬ并探讨其在介导黏蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌中的作用ꎮ 　 方法　 体外培养人鼻黏膜上皮细胞ꎬ用不

同浓度的 ＳＥＢ 孵育细胞 ０~２４ ｈꎬ采用荧光共振能量转移法检测 ＴＡＣＥ 的酶活性ꎬ荧光探针 Ｈ２ＤＣＦＤＡ 检测鼻黏膜上

皮细胞中活性氧(ＲＯＳ)的含量ꎬＥＬＩＳＡ 检测培养上清中 ＭＵＣ５ＡＣ 的分泌水平ꎮ 同时采用 ＴＡＣＥ ｓｉＲＮＡ 干扰或 ＲＯＳ 抑

制剂ＮＡＣ 处理细胞ꎬ观察其在介导ＭＵＣ５ＡＣ 分泌中的作用ꎮ 　 结果　 １００ ｎｇ / ｍＬ ＳＥＢ 作用鼻黏膜上皮细胞 １５ ｍｉｎ 后

即可上调 ＴＡＣＥ 的酶活性ꎬ３０~６０ ｍｉｎ 后达到峰值ꎬ并持续至 ２ ｈꎻＳＥＢ 也能增加鼻黏膜上皮细胞内 ＲＯＳ 的含量ꎻ采用

ＮＡＰＤＨ 氧化酶抑制剂 ＤＰＩ 处理后ꎬＲＯＳ 水平明显减少ꎻＲＯＳ 抑制剂 ＮＡＣ 处理鼻黏膜上皮细胞后ꎬ可明显降低 ＴＡＣＥ
的酶活性ꎻ３０~１００ ｎｇ / ｍＬ ＳＥＢ 能显著诱导鼻黏膜上皮细胞分泌 ＭＵＣ５ＡＣꎬ采用 ＴＡＣＥ ｓｉＲＮＡ 干扰其表达或抑制剂处

理后ꎬ可抑制 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌ꎮ 　 结论　 ＳＥＢ 激活 ＴＡＣＥ 诱导人鼻黏膜上皮细胞分泌 ＭＵＣ５ＡＣꎮ
关键词:　 金黄色葡萄球菌肠毒素 Ｂꎻ肿瘤坏死因子 α 转化酶ꎻ活性氧ꎻ黏蛋白
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ ａｕｒｅｕｓ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ Ｂꎻ　 ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅꎻ　 ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎻ　 ＭＵＣ５ＡＣ

４０４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.４



　 　 慢性鼻—鼻窦炎(ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓꎬＣＲＳ)是
一种多因素所致的鼻黏膜纤毛功能障碍ꎬ是耳鼻喉

科最常见的多发病之一ꎮ 其病因与发病机制复杂ꎬ
病原微生物感染、鼻内解剖结构异常ꎬ遗传因素、以
及环境因素均是 ＣＲＳ 的重要诱因[１ꎬ２]ꎮ ＣＲＳ 作为一

种炎症相关疾病ꎬ病原体感染在其发病中的作用并

不完全明确ꎮ ＣＲＳ 显著的病理生理特征是鼻黏膜

黏液分泌增加ꎬ纤毛清除功能减弱ꎬ后者可引起黏液

淤积并继发性引起细菌感染ꎬ由此引起的炎症反应

又可加重黏液—纤毛清除系统的损伤ꎬ形成恶性循

环[３]ꎮ 人体呼吸道黏液的主要成分是黏蛋白ꎬ它主

要由鼻黏膜上皮杯状细胞和杯状细胞分泌ꎬ目前已

知的黏蛋白基因近 ２０ 余种ꎬ其中以 ＭＵＣ５ＡＣ 最重

要ꎮ 生理条件下ꎬＭＵＣ５ＡＣ 在维持气道湿化、协助

上皮细胞功能等方面发挥重要作用ꎬ因此是呼吸系

统抵御外界刺激的非特异性屏障ꎮ 但在某些病理条

件下ꎬ黏蛋白的过度分泌可使 ＣＲＳ 黏膜局部防御功

能减弱和纤毛清除功能降低ꎬ导致局部反复感

染[４￣５]ꎮ 研究表明ꎬＣＲＳ 患者鼻腔内金黄色葡萄球

菌、表皮葡萄球菌的检出率较高[６￣７]ꎬ其中金黄色葡

萄球菌肠毒素 Ｂ( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ
ＢꎬＳＥＢ)可能是 ＣＲＳ 发病的重要病原相关分子模

式[８]ꎮ 但 ＳＥＢ 究竟通过何种机制参与黏蛋白分泌

目前尚未明了ꎬ本研究旨在初步探讨 ＳＥＢ 诱导

ＭＵＣ５ＡＣ 分泌的分子机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试剂　 　 ＳＥＢ 购自 Ｔｏｘｉｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (Ｓａｒａｓｏｔａꎬ
ＦＬ)ꎬ纯度>９５％ꎮ 胎牛血清、ＤＭＥＭ/ Ｈａｍ Ｆ１２ 培养基

购自 Ｈｙｃｌｏｎｅꎮ 二亚苯基碘 (Ｄｉｐｈｅｎｙｌｅｎｅｉｏｄｏｎｉｕｍꎬ
ＤＰＩ)、Ｎ￣乙酰￣半胱氨酸(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣ｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＮＡＣ)胰蛋

白酶、２′ꎬ７′￣二氯二氢荧光黄二乙酸酯(２′ꎬ７′￣ｄｉｃｈｌｏ￣
ｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬＨ２ＤＣＦＤＡ) 以及 ＴＡＰＩ
购自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｄｒｉｃｈꎮ ＭＵＣ５ＡＣ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自

武汉华美生物工程有限公司ꎮ 肿瘤坏死因子转化酶

(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅꎬＴＡＣＥ)活性

检测试剂盒购自 Ａｎａｓｐｅｃꎮ ＴＡＣＥ ｓｉＲＮＡ 由广州

ｒｉｂｏｂｉｏ 公司合成ꎮ
１.２　 细胞培养　 　 本研究所用的鼻黏膜上皮细胞

来自下鼻甲黏膜组织ꎬ为南华大学附属第一医院耳

鼻喉科行鼻中隔手术患者的标本ꎮ 开展研究前获得

了患者的知情同意且研究方法符合本院医学伦理委

员会标准ꎮ 所有患者无变应性鼻炎、哮喘病史ꎬ且近

期无糖皮质激素、抗组胺类药物及阿司匹林耐受不

良史ꎮ 即手术中获取的下鼻甲标本于含有 １００ ＩＵ /
ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素的磷酸盐缓冲液

中ꎬ无菌条件下反复冲洗ꎮ 随后置于 ５ 倍体积的胰

蛋白酶中(０􀆰 ２５％)ꎬ４ ℃消化 １６ ~ １８ ｈꎮ 用吸管吹

打 ２~３ ｍｉｎꎬ收集脱落的上皮细胞ꎬ加入终浓度为 ２.
５％的胎牛血清终止消化ꎮ １ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ｍｉｎ 收

集并采用完全培养基(ＤＭＥＭ / Ｈａｍ Ｆ１２ 培养基中含

１０％胎牛血清、１００ ＩＵ / ｍＬ 青霉素、１００ μｇ / ｍＬ 链霉

素)漂洗细胞 ２ 次ꎮ 将细胞接种于培养板中ꎬ根据

参考文献提供的方法去除鼻黏膜上皮细胞中的成纤

维细胞和红细胞[９]ꎮ 细胞于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下

培养ꎮ 待 细 胞 ８０％ 以 上 融 合 后ꎬ 加 入 １ꎬ １０ꎬ
１００ ｎｇ / ｍＬ ＳＥＢ 处理不同时间后用于下一步研究ꎮ
１.３　 ＲＯＳ 测定　 　 鼻黏膜上皮细胞处理完毕后ꎬ终
浓度 ５ μｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈ２ＤＣＦＤＡ 染液ꎬ３７ ℃ 避光孵育

３０ ｍｉｎꎬ每 ３~５ ｍｉｎ 轻微振荡 １ 次ꎬ使探针和细胞充

分作用ꎮ 孵育结束后用无菌 ＰＢＳ 漂洗涤细胞 ３ 次

以去除未进入细胞内的探针ꎮ 设置荧光酶标仪激发

波长 ４８５ ｎｍꎬ发射波长 ５３０ ｎｍꎬ测定其荧光强度ꎮ
１.４　 ＴＡＣＥ 活性检测　 　 采用荧光共振能量转移原

理间接测定 ＴＡＣＥ 的酶活性ꎬ按照 ＡｎａＳｐｅｃ 公司提

供的试剂盒的操作步骤进行ꎮ 该试剂盒含有底物

ＱＸＬＴＭ５２０ / ５￣ＦＡＭꎬ该底物能被 ＴＡＣＥ 特异性降解ꎬ
从而使 ＱＸＬＴＭ５２０ 无法淬灭荧光分子 ５￣ＦＡＭꎮ 因此

当样品中若含有 ＴＡＣＥ 后ꎬ它通过降解该底物而产

生 ５￣ＦＡＭꎬ其荧光强度与 ＴＡＣＥ 的活性成正比ꎮ 在

荧光酶标仪(Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＴꎬＢｉｏ￣Ｔｅｃ)上设置激发波长

４９０ ｎｍꎬ发射波长 ５２０ ｎｍꎬ测定各组荧光强度ꎬ结果

以相对活性表示ꎬ计算公式:处理组活性 /对照组

活性ꎮ
１.５　 转染与 ＲＮＡ 干扰　 　 将生长状态旺盛的鼻黏

膜上皮细胞接种于 ６ 孔板中(含 １.５ ｍＬ 无血清培养

基)培养 ２４ ｈꎮ 按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 提供的操作步

骤配制好 Ａ 液和 Ｂ 液ꎮ 其中 Ａ 液将 １０ μＬ ｓｉＲＮＡ 用

无血清培养基溶解(本文所用的 ＴＡＣＥ ｓｉＲＮＡ 序列分

别为:正义链 ５′￣ＧＧＵＵＵＵＡＡＡＧＧＣＵＡＵＧＧＡＡｔｔ￣３′ꎻ反
义链 ５′￣ＵＵＣＣＡＵＡＧＣＣＵＵＵＡＡＡＡＣＣｔｇ￣３′)ꎬ终体积为

２５０ μＬꎮ Ｂ 液将 ５ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 用 ２５０ μＬ
无血清培养基稀释ꎮ 充分混匀后室温静置 ２０ ｍｉｎꎻ随
后将上述 Ａ、Ｂ 混合液加至细胞培养液中ꎬ使 ＴＡＣＥ
ｓｉＲＮＡ 终浓度约为 １００ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ ４ ｈ 后弃上清ꎬ更换
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于实验方法局限性ꎬ仍不能得出可靠的结论[４￣５]ꎮ 为

了进一步探讨高粘度骨水泥疗效和并发症是否优于

低粘度骨水泥ꎬ本文分析本院自 ２００９ 年 １ 月至 ２０１５
年 １０ 月行 ＰＶＰ 手术患者ꎬ按照使用骨水泥的类型不

同分为高粘度骨水泥和低粘度骨水泥组ꎬ分析两组患

者的 ＰＶＰ 手术疗效和安全性ꎬ为骨水泥在 ＰＶＰ 手术

中的应用提供临床资料ꎬ现报道如下ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 临床资料　 　 回顾性分析 ２００９ 年 １ 月至 ２０１５
年 １０ 月我院收治的 ８０ 例 ＯＶＣＦ 患者ꎬ其中男 ３８
例ꎬ女 ４２ 例ꎻ年龄 ５３~７８ 岁ꎬ平均(６３.２±１.８)岁ꎬ患
者一般资料见表 １ꎮ 根据使用骨水泥类型分为高粘

度骨水泥组(高粘度组)和低粘度骨水泥组(低粘度

组)ꎮ 纳入标准:(１)临床症状与影像学检查符合

ＯＶＣＦ 诊断标准ꎻ(２)年龄≥５０ 岁ꎻ(３)ＶＡＳ 评分≥５
分ꎻ(４)患者知情同意参与本项研究ꎻ排除标准:(１)
拒绝参与本项研究的患者ꎻ(２)伴有脊髓损伤或者

神经损伤患者ꎻ(３)病理性疾病导致椎体骨折ꎻ(４)
患者一般情况不能耐受 ＰＶＰ 患者ꎻ(５)穿刺部位有

感染或凝血功能有障碍的患者ꎮ

表 １　 两组患者的一般资料

指标 高粘度组 低粘度组 ｔ / χ２值 Ｐ 值

病人 ４０ ４０
男 / 女 ２５:１５ ２８:１２ ３.６７２ ０.０５５
年龄(岁) ７７.２±８.１ ７５.４±６.８ １.０７６ ０.２８５
椎体节段 (个) ９８ ８６ － －
体重指数 (ｋｇ / ｍ２) ２３.４±３.５ ２４.１±２.８ ０.９８８ ０.３２６
病程 (天) ４.４±２.３ ３.８±１.９ １.２７２ ０.２０７
手术时间 (分) ４５.７±１０.４ ４２.１±８.７ １.６７９ ０.０９７
骨水泥体积 (ｍＬ) ３.４±０.６ ３.５±０.８ ０.６３２ ０.５２９
单侧 / 双侧 ５５:４３ ４２:４４ ０.１７０ ０.６８０

１.２　 手术方法　 　 患者俯卧于脊柱外科四点式支

架上ꎬ悬空胸腹部ꎬ运用 Ｃ 型臂 Ｘ 线机透视定位后

将骨折椎体运用 １％利多卡因进行局部麻醉ꎮ 穿刺

针经椎弓根穿刺至骨折椎体合适位置ꎬＣ 型臂 Ｘ 线

机透视见位置满意ꎬ持续 Ｃ 型臂 Ｘ 线机监视下将调

好的 ＰＭＭＡ 骨水泥(ＰＭＭＡ 骨水泥调制至拉丝期)ꎬ
并通过专用注射器和特制液压推进泵注入椎体ꎬ水
泥注入量为 ２.５ ~ ５.０ ｍＬꎬ平均 ２.５±１.０ ｍＬꎬ注入位

置在椎体前中 １ / ３ 处ꎮ 高粘度组采用 ＰＡＬＡＣＯＳ Ｒ＋
Ｇ 高粘度 ＰＭＭＡ 骨水泥(Ｈｅｒａｅｕｓ Ｍｅｄｉｃａｌ ＧｍｂＨꎬ德
国)ꎮ 低粘度组采用 ＭＥＮＤＥＣ Ｓｐｉｎｅ 低粘度 ＰＭＭＡ
骨水泥(Ｔｅｃｒｅｓ Ｓ.Ｐ.Ａꎬ意大利)ꎮ
１.３　 术后评估　 　 术后 １ 天行脊柱 Ｘ 线片检查及

术后出院时行脊柱 Ｘ 线片和 ＣＴ 检查评估骨水泥分

布情况以及骨水泥渗漏是否发生渗漏ꎬ该评估均由

两名影像科专家进行诊断ꎬ意见不一致时进行讨论

解决ꎮ 术后腰痛变化采用视觉模拟评分(ｖｉｓｕａｌ ａｎａ￣
ｌｏｇｕｅ ｓｃａｌｅꎬＶＡＳ)进行评估ꎻ术后腰椎功能采用 Ｏｓ￣
ｗｅｓｔｒｙ 功能障碍指数(Ｏｓｗｅｓｔｒｙ ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘꎬＯＤＩ)
进行评价ꎮ 随访时均行脊柱 Ｘ 线片检查并评估邻

近椎体骨折发生情况ꎮ
１.４　 统计学分析　 　 所有数据采用 ＳＰＰＳＳ ２０.０ 统

计学软件分析ꎮ ＶＡＳ、ＯＤＩ 以及 Ｃｏｂｂ 角在术后不同

时间段采用重复测量方差分析ꎬ两组间比较采用配

对样本 ｔ 检验ꎬ两组骨水泥渗漏率采用 χ２ 检验ꎬＰ<
０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ＶＡＳ 评分　 　 两组患者术前、术后 １ 天及术后

３ 个月随访时 ＶＡＳ 评分见表 ２ꎬ两组患者术前 ＶＡＳ
评分差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ高粘度组和低粘

度组在不同时间段中比较差异有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ高粘度组在术后不同时间点 ＶＡＳ 评分低于

低粘度组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ表 ２ꎮ

表 ２　 两组患者 ＶＡＳ 评分比较结果

分组 ｎ 术前 术后 １ 天 术后 ３ 个月 合计 Ｆ 值 Ｐ 值

高粘度组 ４０ １７.５±１.５ ３.２±２.５ ２.２±０.５ ７.７±１.５ ２３.１２ ０.０１３

低粘度组 ４０ １７.４±１.０ ４.２±１.５ ２.９±０.９ ８.２±１.１ ２７.６０ ０.００４

合计 １７.５±１.２ ３.７±２ ２.６±０.７ ７.９５±１.３ １５.３２ ０.００６

ｔ 值 ０.３５１ ２.１６９ ４.３００ ２.１１７ ０.１４５

Ｐ 值 ０.７２７ ０.０３３ <０.００１ ０.０１９

２７３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.４


