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睫状神经营养因子对坐骨神经切断吻合后大鼠脊髓前角胶质纤维酸性蛋白
表达的影响
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Effects of ciliary neurotrophic factor on the expression of glia fibrillary acidic protein in the
anterior horn after anastomosing apocoptic sciatic nerve in rats

Yi Hong-li1, Zhang Dong-yan1, Sun Hong-an2

Abstract
BACKGROUND: Ciliary neurotrophic factor (CNTF) has multiple biological activities, which has significance in development,
differentiation and damage repair of nervous system.
OBJECTIVE: To study the effects of CNTF on the expression of glia fibrillary acidic protein (GFAP) in the corresponding segment
spinal anterior horn astrocytes after anastomosing apocoptic sciatic nerve in rats.
METHODS: Sprague Dawley rats were randomly divided into control, model, saline and medicine groups. All rats were performed
anastomosing apocoptic operation at both sciatic nerves except that in the control group. CNTF and saline were injected into rats
in the medicine and saline groups, 100 ng/kg, once per day. The corresponding spinal segments were obtained at 1, 3, 7, 14, 21
and 28 days after the operation, and the expression of GFAP was observed by immunohistochemistry, and the number of
neurons in the anterior horn of spinal cord was counted by hematoxylin-eosin staining and TUNEL staining.
RESULTS AND CONCLUSION: The astrocytes in the anterior horn of spinal cord became bigger after anastomosing apocoptic
both sciatic nerves operation, neurites increased and became thickening, neurons apoptosis less, the expression of GFAP
increased. Compared with the model and saline groups, the survival neurons were increased, apoptotic neurons decreased, and
the expression of GFAP protein were greater in the medicine group (P < 0.05 or P < 0.01). Simultaneously, the rats in the
medicine group were suffered slightly motor dysfunction and recovered faster those of other groups. The results illustrate that
CNTF has neuroprotective effect via promoting the high expression of GFAP in the anterior horn of spinal cord after
anastomosing apocoptic sciatic nerve in rats.

Yi HL, Zhang DY, Sun HA. Effects of ciliary neurotrophic factor on the expression of glia fibrillary acidic protein in the anterior horn
after anastomosing apocoptic sciatic nerve in rats.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(41):
7671-7674. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：睫状神经营养因子具有多种生物活性，在神经系统发育、分化和损伤修复中具有重要意义。

目的：观察睫状神经营养因子对坐骨神经切断吻合后大鼠相应脊髓节段前角星形胶质细胞的特异标记物胶质纤维酸性蛋白

表达的影响。

方法：将 SD 大鼠随机分为对照组、模型组、生理盐水组及药物组。除对照组外，对所有大鼠实施双侧坐骨神经切断吻合

术，药物组手术区局部注射睫状神经营养因子 100 ng/kg，1 次/d，生理盐水组局部注射等量生理盐水。术后 1，3，7，14，
21，28 d 取相应脊髓节段，免疫组织化学染色观察胶质纤维酸性蛋白的表达，苏木精-伊红染色、TUNEL 染色对脊髓前角

神经元进行计数。

结果与结论：大鼠坐骨神经切断吻合后相应脊髓节段星形胶质细胞胞体大，突起分枝多且粗大，神经元数目逐渐减少，凋

亡神经元增多，胶质纤维酸性蛋白表达增高。与模型组和生理盐水组比较，药物组神经元存活数目增多，凋亡减少，胶质

纤维酸性蛋白表达明显增加(P < 0.05 或 P < 0.01)。同时，药物组大鼠的运动功能障碍较轻，恢复较快。说明睫状神经营养

因子可以通过促进大鼠脊髓前角胶质纤维酸性蛋白的表达起到神经保护作用。

关键词：胶质纤维酸性蛋白；睫状神经营养因子；星形胶质细胞；神经元凋亡；周围神经损伤
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0 引言

近年来星形胶质细胞对受损神经元保护和

修复作用逐渐成为人们关注的热点[1-4]。胶质纤

维酸性蛋白(glia fibrillary acidic protein，GFAP)
是观察星形胶质细胞反应性增生的良好指标。

在不少神经系统退行性病、炎性病变以及脑血

管疾病中，星形胶质细胞在病因学和发病机制

上都起着重要的作用[5-6]。

睫状神经营养因子 (ciliary neurotrophic
factor，CNTF)广泛分布于神经系统 [7-8]，具有

多种生物活性，能促进多种神经元的存活，在

神经系统发育、分化和损伤修复中具有重要意

义[9]。CNTF是第1个被发现能维持体内和体外

脊髓运动神经元的存活及突起生长的神经生长

因子[10-13]。CNTF能促进中枢和周围运动神经元

的存活，防止受损神经元退变，维持其功能。
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中枢神经系统损伤后，相应部位星形胶质细胞内CNTF
mRNA量与CNTF蛋白量均升高，通过作用于损伤部位

神经元或神经胶质细胞而发挥其神经营养作用[14]。

实验对坐骨神经切断吻合术后大鼠给予CNTF局部

注射治疗，通过观察脊髓节段GFAP的表达、病理改变

和神经元凋亡情况，探讨CNTF对受损神经元保护作用。

1 材料和方法

设计：随机对照动物实验。

时间和地点：于2008-07/2009-01在华北煤炭医学

院完成。

材料：清洁级健康8周龄SD大鼠 (合格证号：

0097414)114只，雌雄不拘，体质量200~250 g，购于

北京维通利华公司。实验过程中对动物的处置符合中华

人民共和国科学技术部颁布的《关于善待实验动物的指

导性意见》的相关要求[15]。

主要试剂和仪器：

方法：

分组与干预：将114只大鼠随机分成对照组(n=6)、模
型组(n=36)、生理盐水组(n=36)、药物组(n=36)，除对

照组外，对所有大鼠实施双侧坐骨神经切断吻合术，再

给予抗生素预防术区感染。药物组大鼠术后肌注CNTF
100 ng/kg，1次/d，生理盐水组肌注等量生理盐水。

术后观察及组织标本制备：术后对大鼠进行大体观察。

术后1，3，7，14，21，28 d取对照组1只大鼠，其于

各组6只大鼠，麻醉固定后取L4~6节段脊髓约1 cm，石蜡

包埋，切片，每只大鼠每种染色选2张切片。

苏木精-伊红染色：切片经脱蜡至水、行苏木精-伊红

染色，在100倍镜下统计脊髓前角运动神经元总数，200
倍镜下观察运动神经元细胞形态变化。

免疫组织化学染色：按照免疫组化染色试剂盒说明书

进行染色，在200倍镜下观察GFAP的表达，100倍镜下

采集图像并对其阳性表达产物进行平均吸光度测定。

TUNEL染色：按照细胞凋亡检测试剂盒说明书进行

染色，100倍镜下观察切片，统计阳性细胞数量。

设计、实施、评估者：设计及实施由全体作者完成，

评估由第一作者完成，均经过系统培训。

统计学分析：由第二作者采用SPSS 13.0软件进行

统计学分析，所有数据以
_

x±s差表示。各组均数之间比

较用方差分析。P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 实验共纳入114只大鼠，均进

入结果分析。

2.2 术后表现 模型组、生理盐水组大鼠双后肢出现

水肿、自噬、臀部肌肉萎缩等现象及运动障碍，如前后

肢运动不协调、躯体重心不稳等。而药物组出现上述症

状时间晚、程度轻，并能较早恢复。模型组、生理盐水

组大鼠在3周左右双后肢的运动功能有不同程度恢复，

药物组则在一两周就有所恢复。

2.3 病理改变 正常大鼠运动神经元为较大紫红色不

规则块状，胞突较多，中央有一个大而圆或卵圆形的胞

核，核膜清楚，核内染色质少，有明显的核仁。术后运

动神经元胞核偏位，细胞数目减少，出现空泡细胞。术

后7 d各组神经元数量开始明显减少，以14 d减少最为明

显，见图1。术后3 d开始，药物组神经元计数明显多于

模型组和生理盐水组(P < 0.05或P < 0.01)，见表1。

2.4 大鼠脊髓GFAP的表达 正常大鼠光镜下可见胞

浆呈明显黄棕色的星形胶质细胞，胞体突起较多，核较

小，呈圆形或椭圆形，染色质少。术后星形胶质细胞胞

体大，胞体突起分枝多且粗大，见图2。统计学结果显

示，从术后1 d开始模型组、生理盐水组和药物组GFAP
表达开始升高，14 d时达高峰，且药物组GFAP表达量

明显高于模型组和生理盐水组(P < 0.01)，模型组、生

理盐水组GFAP高表达仅持续到14 d，到28 d时基本恢

试剂和仪器 来源

CNTF
免疫组织化学染色试剂盒，

兔抗人 GFAP 多克隆抗体

TUNEL 试剂盒

34X-双人双目手术显微镜

英国 Peprotech 公司

北京中杉金桥生物技术有限公司

武汉博士德生物科技公司

德国 KAPS 公司

Figure 1 Pathological changes of spinal cord anterior horn
motor neuron at 14 d after surgery (Hematoxylin-
eosin staining, ×100)

图 1 术后 14 d 脊髓前角运动神经元病理改变(苏木精-伊红
染色，×100)

a: Control group b: Model group

c: Saline group d: Medicine group

P.O. Box 1200, Shenyang 110004 cn.zglckf.com

www.CRTER.org 伊红丽，等. 睫状神经营养因子对坐骨神经切断吻合后大鼠脊髓前角胶质纤维酸性蛋白表达的影响



伊红丽，等. 睫状神经营养因子对坐骨神经切断吻合后大鼠脊髓前角胶质纤维酸性蛋白表达的影响

ISSN 1673-8225 CN 21-1539/R CODEN: ZLKHAH 7673

www.CRTER.org

复正常，而药物组到28 d时表达水平仍然很高，见表2。

2.5 大鼠脊髓神经元凋亡情况 光镜下，脊髓凋亡前

角运动神经元细胞阳性表达在细胞核，表现为细胞核呈

棕黄色，染色质呈浓聚致密的斑点状，核固缩，细胞皱

缩、碎裂。对照组未见TUNEL阳性运动神经元。模型组、

生理盐水组和药物组术后1 d即出现TUNEL染色阳性细

胞，14 d达高峰，21 d时明显减少。药物组凋亡细胞较

模型组和生理盐水组明显减少(P < 0.05或P < 0.01)，见

表3。

3 讨论

CNTF是脊髓损伤后促进存活因子[16]，能挽救睫状、

运动、感觉等受损伤的神经细胞。CNTF在中枢和周围

神经系统中的许旺细胞和星形胶质细胞胞浆中表达，对

运动神经元在内的神经细胞有广泛的作用 [17]。研究表

明：在体注射CNTF可见原浆型星形胶质细胞和纤维型

星形胶质细胞的胞体和胞核均肥大[18]；脊髓损伤后应用

外源性CNTF治疗能使损伤脊髓GFAP免疫反应和

GFAP mRNA、蛋白高表达，并能促进大鼠功能的恢

复[19]。CNTF缺陷型鼠到成年期后运动神经元大量丢失，

说明CNTF对体内运动神经元的生长和发育起很重要的

作用[20]。

GFAP一直被认为是星形胶质细胞的特异性标记

物[21]。坐骨神经切断后星形胶质细胞迅速反应，GFAP
表达出现在灰质[22]。在正常生理情况下，少数星形胶质

细胞发生增殖，维持正常的生理代谢[23]，有助于神经元

与环境间物质交换，为神经元提供营养，调节突触信号

传递，保持神经元细胞周围稳定的环境。星形胶质细胞

中的线粒体是细胞能量代谢及氨基酸类神经递质前体

合成的主要场所，这些均与神经元的存活有关[24]。星形

胶质细胞能合成和释放十八烯酸、乳酸盐、枸橼酸盐、

成纤维细胞生长因子和雌激素等物质，对神经元有着重

要的营养和保护作用[11]。星形胶质细胞释放的枸橼酸盐

是低血糖时神经元的重要能量物质[25]。突变小鼠的体内

实验表明，星形胶质细胞过表达成纤维细胞生长因子2
能明显降低6-羟多巴对多巴胺能神经元的毒性作用[26]。

将人类胎儿期中脑星形胶质细胞和胚胎干细胞混合培

养能促进sonichedgehog和成纤维细胞生长因子8诱导

的人类胚胎干细胞的多巴胺能神经元的产生，将分化产

生的多巴胺能神经元注射到新纹状体能明显改善6-羟

表 1 脊髓前角运动神经元计数结果
Table 1 Counts of spinal cord anterior horn motor neuron

(
_

x±s, n)

aP < 0.05, bP < 0.01,vs. model group; cP < 0.01, vs. saline group

Time
(d)

Control
group

Model
group

Saline
group

Medicine
group

1 121.50±4.18 118.67±4.08 119.17±4.62 121.83±3.87
3 119.83±7.00 112.33±5.99 113.83±4.02 117.17±3.06
7 121.83±7.62 104.33±4.18 102.67±4.93 111.33±4.27ac

14 121.67±7.58 89.67±4.18 88.67±2.94 101.83±5.81bc

21 125.00±6.36 78.67±3.83 77.17±2.86 94.83±4.45bc

28 123.33±6.62 71.33±1.37 70.83±3.92 90.17±4.17bc

表 2 脊髓 GFAP 免疫组化染色平均吸光度分析
Table 2 Mean absorbance of spinal cord glia fibrillary acidic

protein (GFAP) (
_

x±s, A)

aP < 0.01, vs. model group; bP < 0.01, vs. saline group

Time
(d)

Control
group

Model
group

Saline
group

Medicine
group

1 1.01±0.10 3.21±0.16 3.30±0.20 3.87±0.18ab

3 0.98±0.10 4.30±0.26 4.37±0.16 5.56±0.31ab

7 1.00±0.09 5.89±0.20 6.06±0.16 7.72±0.28ab

14 0.97±0.06 7.83±0.22 8.12±0.22 9.92±0.23ab

21 1.02±0.07 5.94±0.15 6.13±0.17 7.64±0.26ab

28 1.04±0.13 4.22±0.25 4.41±0.23 5.62±0.29ab

Figure 2 Expression of glia fibrillary acidic protein (GFAP) in
spinal cord anterior horn at 14 d after surgery
(Immunohistochemical staining, ×100)

图 2 术后 14 d 大鼠脊髓前角 GFAP 的表达(免疫组化染色，
×100)

a: Control group b: Model group

c: Saline group d: Medicine group

表 3 脊髓前角凋亡细胞计数结果
Table 3 Counts of apoptotic cells in anterior horn of spinal cord

(
_

x±s, n)

aP < 0.05, bP < 0.01, vs. model group; cP < 0.05, dP < 0.01, vs. saline
group

Time (d) Control group Model group Saline group Medicine group

1 0.00±0.00 0.67±0.52 0.83±0.41 0.67±0.52
3 2.50±0.55 2.67±0.82 1.67±0.52ac

7 5.33±1.03 5.67±0.82 3.17±0.75bd

14 10.17±1.47 10.50±1.38 6.17±0.75bd

21 6.83±1.17 7.17±0.75 3.50±0.55bd

28 6.50±1.05 6.67±0.82 3.17±0.75bd
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多巴损伤引起的帕金森病模型大鼠的运动功能[27]。在神

经元和星形胶质细胞共培养时，短暂激活星形胶质细胞

上的P2Y受体，也可增强神经元抵抗氧化应激损伤的能

力[28]。在C型Niemann-Pick病小鼠体内，降低星形胶质

细胞雌激素的释放将促进神经退行性变[29]。

实验观察到，双侧坐骨神经切断吻合术后，大鼠脊

髓L4~6前角星形胶质细胞发生反应性变化，胞体变大，

GFAP深染阳性，突起变粗，形成反应性星形胶质细胞。

神经元和胶质细胞之间互相作用，对生理刺激起反应的

星形胶质细胞与神经元之间相互紧密接触形成复合体

样结构[30-31]。实验通过对脊髓前角吸光度测定发现药物

组各时间点GFAP表达均明显高于模型组和生理盐水

组，各组GFAP表达14 d时达高峰，且药物组到28 d时
GFAP表达水平仍然很高。同时药物组神经元凋亡明显

减少，说明当周围神经损伤时，其相应脊髓节段的神经元

会发生凋亡，这可能会严重影响神经功能恢复，而星形胶

质细胞在保护和修复损伤神经元方面起着相当重要的作

用，可以减少神经元凋亡的发生。当损伤发生时，星形胶

质细胞迅速反应，对神经元发挥及时的保护作用[21]。而应

用CNTF可以促进星形胶质细胞的这一作用，更好的保

护神经元，避免其过度凋亡影响神经功能的恢复。应用

CNTF后GFAP表达增高，但是这种骨架蛋白在促进胶质

增生的同时也导致了胶质瘢痕的形成，所以还需要进一

步探索CNTF的应用时间与剂量，以达到最佳治疗效果。
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