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摘要 目的：观察大鼠坐骨神经损伤对相应节段脊髓原蛋白转化酶Furin及脑源性神经营养因子（BDNF）表

达的影响。方法：20只成年雄性 SD大鼠随机分为假手术组5只和损伤组15只。采用钳夹法制备坐骨神经

损伤模型，假手术组不造成坐骨神经损伤。取L5节段脊髓，通过蛋白印迹及免疫荧光观察Furin、BDNF的

表达。结果：与假手术组相比，损伤组在损伤后第7天、第14天，BDNF和Furin差异有统计学意义（P<0.05或

0.01）。结论：Furin可能介导坐骨神经损伤后脊髓BDNF上调过程。
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周围神经损伤后可上调各种神经营养因子表

达以促进神经修复。其中对脑源性神经营养因子

（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）的研究较

多[1,2]。BDNF具有保护神经元、促进轴突再生的作

用。以往的研究虽然已经发现在坐骨神经损伤时

内源性BDNF表达上调，但上调机制并不清楚。并

且BDNF在神经环路中存在复杂的运输过程，周围

神经损伤时其对应的远隔部位脊髓参与其修复调

节过程[3,4]。原蛋白转化酶Furin在神经系统表达丰

富，并参与BDNF的成熟过程。研究证实在BDNF

的成熟过程中，Furin的切割在调控形成具有生物活

性的BDNF量中起关键作用[5]。并且笔者的前期研

究发现Furin在急性缺血缺氧病理过程中介导星形

胶质细胞内BDNF的分泌成熟过程[6]。因此本研究

进一步观察大鼠坐骨神经损伤后脊髓的 Furin 及

BDNF表达变化，以探索周围神经损伤后神经内源

性修复机制，期望为周围神经损伤临床治疗提供潜

在治疗靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 雄性SD大鼠20只，体质量200～

250 g，由湖北省疾控中心提供。在温度 20 ℃~

25 ℃，湿度50%~60%，维持12 h光照12 h黑暗昼夜

光变化规律下饲养。

1.1.2 主要试剂及仪器 Furin及BDNF抗体（购于

美国Abcam公司）；体视显微镜（购于日本Nikon公

司）；低温高速离心机；组织研磨器（购于天津天波

玻璃仪器有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠分组及坐骨神经损伤模型制备 实验

动物按随机数字表法分为假手术组5只和损伤组15

只，损伤组于损伤后第 3天、第 7天、第 14天分别取

材，每个时间点5只。采用臀部肌肉注射麻醉，无菌

条件下于股骨中段后外方 2 cm处做平行于股骨的

纵行切口，沿股二头肌与半膜肌之间钝性分离，暴

露坐骨神经。假手术组仅分离、暴露坐骨神经后逐

层缝合。损伤组于梨状肌下缘15 cm处由同一人用

同一把直血管钳完全闭合钳夹坐骨神经 10 s，钳夹

损伤长度为 3 mm。用 1-0 无损伤缝线标记损伤部

位神经外膜，等渗盐水冲洗伤口，然后逐层关闭切

口，常规饲养。

1.2.2 BDNF、Furin 的免疫荧光观察 分别处死各

组大鼠，大鼠以1%戊巴比妥钠腹腔麻醉下开胸，经左心

室灌注肝素化生理盐水 150 mL（200 U/100 mL），同时

剪开右心耳放血，待放出血液无色时灌注 4%多聚甲

醛 0.1 mol/L 磷酸缓冲（pH=7.4）300 mL 固定，取出

L5节段脊髓，常规固定、石蜡包埋制片，横向切片，片

厚4 μm，然后进行BDNF、Furin的免疫荧光检测。

1.2.3 BDNF、Furin的免疫印迹观察 分别处死各

组大鼠，暴露L5节段脊髓，体式显微镜下剥离周围

结缔组织，称取湿重，按照200 mg组织加入1 mL组

织裂解液，以组织研磨器进行组织匀浆，收集匀浆

液并离心（2 500 r/min 20 min），取匀浆上清。然后

进行蛋白定量（BCA Assay，购于碧云天公司，按试

剂盒说明操作），用 12% SDS-PAGE 分离目的蛋白

Furin、BDNF，以管家蛋白GAPDH校正上样量。将

需检测蛋白标本上样，电泳，转膜，封闭，孵抗体。各抗

体稀释度依次为：抗Furin抗体、抗BDNF多克隆抗体

（1∶1 000），二抗（1∶3 000），内参 GAPDH（1∶5 000）。

ECL发光试剂发光、显影、定影，Bio-Rad 凝胶成像

系统采集图像。检测重复3次。

1.3 统计学处理

采用 SPSS11.0 软件处理数据，采用 GraphPad

10.0绘制统计图表。Furin、BDNF蛋白表达变化以

假手术组为基数，计算其变化倍数，然后根据3次独

立试验的倍数均数和标准差进行 t 检验。P＜0.05

为差异有统计学意义。
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2 结果

坐骨损伤后BDNF、Furin的表达随着观察时间延长逐步上

调。损伤组在损伤后第 3天BDNF的表达已上调，但与假手术

组相比差异无统计学意义（P>0.05）；损伤后第 7、14天，损伤组

的BDNF水平明显高于假手术组，差异有统计学意义（P<0.05或

0.01），见图 1A。在损伤后第 3天损伤组的Furin的表达已经上

调，但与假手术组相比差异无统计学意义（P>0.05）；损伤后第7、

14天，损伤组的Furin水平表达进一步上调，与假手术组相比差

异有统计学意义（P<0.05或0.01），见图1B。在坐骨神经损伤后

第7天及第14天，与假手术组相比，损伤组的BDNF、Furin荧光

强度增强，见图2。

3 讨论

周围神经损伤后存在一定自身再生修复过程，其中神经营

养因子发挥重要作用 [7]。除局部神经组织本身内源性的神经

营养因子参与外，其远隔部位的神经组织分泌的神经营养因

子也可能间接参与修复过程[8,9]。并且研究已经发现周围神经

损伤时，BDNF 在背根神经节中表达上调[10]。但是在周围神经

损伤时对应节段脊髓的BDNF表达变化到目前为止并不清楚。

因此本研究观察坐骨神经损伤后对应脊髓节段内BDNF表达变

化。免疫印迹结果表明坐骨神经损伤后BDNF表达随着观察时

间延长呈逐步上调。在损伤后第 7天、第 14天损伤组的BDNF

有明显的上调，与假手术组相比差异有统计学意义（P<0.05或

0.01）。以往研究发现周围神经损伤时，相应脊髓节段会发生重

要的变化[2,11]，脊髓与周围神经间存在重要的信号交流。因此笔

者推测脊髓内的上调BDNF可能参与坐骨神经损伤修复过程。

根据以往的研究提示坐骨神经损伤时参与神经内源性修复的脊

髓节段主要在L5节段[12]，因此本研究重点观察L5节段内Furin

及BDNF的表达变化。

本研究虽然发现坐骨神经损伤时对应节段脊髓总体BDNF表

达上调，但未具体明确到何种细胞分泌的BDNF表达上调。神经

损伤时BDNF主要来源于星形胶质细胞。激活的星形胶质细胞上

调BDNF的表达，分泌的BDNF与神经元表面TrKB结合促进神经

元生存，调节突触可塑性。另外以往的研究已发现在慢性周围神

经痛时脊髓的小胶质细胞释放BDNF增加[13]。因此笔者推测坐骨

神经损伤时脊髓的BDNF上调可能主要来源于小胶质细胞。脊髓

内神经元的BDNF荧光强度增强，因此提示在周围神经损伤时对

应节段脊髓内神经元也积极参与神经内源性修复过程。

Furin是原蛋白转化酶家族成员之一。研究已表明Furin是

BDNF细胞内分泌通路上的关键性切割酶，并且BDNF前体蛋白

经Fuirn切割后形成具有生物活性的成熟BDNF。在急性缺氧病

理中Furin表达上调[14]。坐骨神经损伤时脊髓BDNF的表达上

调，笔者推测其关键性的内切酶可能会同步上调，本研究中Furin

呈逐步上调，其变化趋势与BDNF一致。因此，笔者推断Furin可

能介导坐骨神经损伤时对应节段脊髓内BDNF的上调过程。 在

将来的实验中拟通过体外细胞培养模型进一步证实这一结论。
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注：随着时间延长，损伤组的BDNF和Furin表达逐步上调，

并且在损伤第 7天、第 14天，与假手术组相比差异有统计学意

义。与假手术组比较，①P<0.05，②P<0.01

图1 2组BDNF（A）和Furin（B）表达的动态变化

注：在损伤后第7天、第14天，损伤组的BDNF及Furin的荧

光强度与假手术组相比增强。Furin为红色荧光，BDNF为绿色

荧光，细胞核为蓝色荧光

图2 2组损伤后L5脊髓节段BDNF及Furin的免疫荧光染色

（下转第160页）
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综上所述，本研究初步观察坐骨神经损伤后对应节段脊髓

Furin、BDNF的动态表达变化，研究结果提示Furin可能参与坐

骨神经损伤时脊髓内的BDNF上调过程，在一定程度揭示周围

神经损伤时神经内源性修复机制。该研究结果为临床促进神经

修复治疗提供一个潜在的治疗靶点。
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CSS 的主要临床表现，发生率在 65%~92%，多数文献报道在

70%左右[3]，最常见的表现形式为多发性单神经炎。此患者感觉

症状明显，电生理检查显示感觉与运动神经受累程度大致相当，

均以动作电位波幅下降为主，甚至不能引出波形。神经传导速

度轻度下降，神经轴索变性呈现多灶性分布，与国外报道的下肢

以腓肠神经，上肢以尺神经最常受累高度一致[4]。此例患者误

诊原因分析如下：①对该病的认识不足是造成误诊最主要原因，

因患者临床哮喘不明显，无皮疹及发热，只着眼于周围神经病，

未把发病前期的一过性过敏性鼻炎、皮疹、低热一并分析；②询

问病史不详，没有注意询问发病前1月感冒的具体表现、发作诱

因及个人过敏史；③对辅助检查结果分析不透，肌电图提示患者

以不对称性感觉纤维受累为主，不符合吉兰-巴雷综合征对称的

以运动纤维受累为主表现。

CSS的治疗主要应用糖皮质激素，急性活动期可根据病情采

用足量激素甚至大剂量甲强龙冲击治疗，病情稳定后逐渐减量，

尤其有肺、肾脏损害需联合免疫抑制剂治疗，环磷酰胺为首选药

物；亦可应用干扰素或抗肿瘤坏死因子抗体，如英利昔单抗、依那

西普等。该病例对激素效果显著，这也进一步证明AGA这个诊

断。近年来静脉用免疫球蛋白治疗逐渐得到重视，2014年一项

多中心双盲试验显示，对即使实验室指标显示疾病已缓解的患

者，静脉注射免疫球蛋白治疗CSS残留周围神经病仍然有效，显

著提高患者生活质量[5]，本例患者应用激素的同时应用丙种球蛋

白，患者感觉异常明显减轻。有文献报道，CSS的总体预后与受

累器官有关。病情严重程度可通过法国血管炎研究组织（French

vasculiris study group）制定的五因子评分（Five Factor Score，

FFS）评分标准判断[6]：蛋白尿＞1 g/d；肾衰竭（血肌酐＞140 μmol/

L）；心肌梗死；消化道症状；中枢神经系统受累。FFS=0时，5年病

死率为12%；FFS=1时，5年病死率为26%；FFS＞2时，5年病死率

为46%。此患者FFS为0，预后相对较好，需长期随访。

总之，CSS的临床表现缺乏特异性，可累及多系统器官，目

前治疗首选激素，总体预后与受累器官直接相关，对临床上以周

围神经病为首发症状的患者，特别是当单肢不对称起病且感觉

异常突出时，如同时合并哮喘，应高度警惕CSS的可能，及早行

血涂片和组织活检可协助诊断及时诊疗，改善预后。
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