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川穹嗪在大鼠坐骨神经损伤修复中的作用及其机制研究

李宇洁1 李洋1 王冠1 李尧2 卓乃强1△

[摘要] 目的:观察川芎嗪对神经血管基膜的Ⅳ型胶原(CollagenⅣ)及层连蛋白(Laminin)的影响,探

讨川芎嗪治疗坐骨神经损伤的作用机制。方法:SpragueDawley(SD)大鼠随机分为假手术组(NC
组)、川芎嗪组(TMP组,200mg/kg)和生理盐水组(NS组,200mg/kg)。以钳夹方式制作坐骨神经挤

压伤模型,造模成功后采用大鼠坐骨神经功能指数(SFI)、大鼠网格爬行实验作行为学评价。进行苏木

精-伊红(HE)染色,观察其病理结构形态。用免疫组化技术检测川芎嗪对坐骨神经血管基膜Ⅳ型胶原

及层连蛋白表达水平的影响。结果:SD大鼠神经血管基膜 HE染色及Ⅳ型胶原、层连蛋白表达部位及

水平,川芎嗪组与假手术组比较差异均有统计学意义(P<0.01);川芎嗪组与生理盐水组相比,坐骨神

经功能指数值有明显升高,差异有统计学意义(P<0.01)。网格实验表明,川芎嗪组与假手术组相比差

异有统计学意义(P<0.01);川芎嗪组较生理盐水组踏空次数明显减少(P<0.01)。HE染色结果表

明,川芎嗪组与生理盐水组相比,胶质细胞及炎性细胞增生明显。免疫组化实验结果表明,川芎嗪组和

生理盐水组在大鼠坐骨神经损伤后Ⅳ型胶原、层连蛋白的表达分布于血管周围、血管内皮细胞、基膜、胶
质细胞;生理盐水组的表达主要位于血管周围;川芎嗪组Ⅳ型胶原及层连蛋白表达明显增加,差异有统

计学意义(P<0.05,0.01),假手术组分析结果为阴性。结论:川芎嗪能促进大鼠坐骨神经微血管基膜

成分Ⅳ型胶原和层连蛋白的表达,促进血管生成,改善微循环,提升大鼠坐骨神经功能指数,治疗大鼠坐

骨神经损伤。
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Abstract Objective:Toexplorethemechanismoftetramethylpyrazine(TMP)onthetreatmentofsciaticnerveinjury
(SNI)byregulatingthebasalmembraneofnervevessels.Methods:SpragueDawley(SD)ratswererandomlydividedinto
controlgroup,themodelofsciaticnervecrushinjurywasmadebymeansofhemostaticforceps.Theseratswererandomly
dividedintoshamoperationgroup(NCgroup),tetramethylpyrazinegroup(TMPgroup,200mg/kg),andnormalsaline

group(NSgroup,200mg/kg).Sciaticnervefunctionindex(SFI)andgridcrawlingexperimentswereusedforbehavioral
evaluation.Hematoxylin-eosin(HE)stainingwasperformedtoobserveitspathologicalstructureandmorphology.Immu-
nohistochemistrywasusedtoassesstheexpressionlevelofCollagenⅣandLamininexpressioninsciaticnervevascular
basalmembrane.Results:SFIresultsshowedthatthereweresignificantdifferencesbetweenthetwomodelinggroupsand

theNCgroup(P<0.01).TheTMPgrouphadasignificant

increaseintheSFIcomparedwiththeNSgroup(P<0.01).

Theresultsofgridcrawlingexperimentsshowedthatthere

weresignificantdifferencesbetweenthetwomodelinggroups

andtheNCgroup(P<0.01).ThemisstimesinTMPgroup

wassignificantlylowerthanthatinNSgroup(P<0.01).

71中国中医骨伤科杂志2024年3月第32卷第3期



TheHEstainingresultsoftheTMPgroupshowedirregulararrangementofsomeneuronalaxonsandSchwanncells,and
moreedemaandruptureofcellscomparedwiththeNCgroup.Theproliferationofglialcellsandinflammatorycellswas
significantlyincreasedinTMPgroupcomparedwiththeNCgroup.Theresultsofimmunohistochemistryshowedthatthe
expressionoftypeⅣcollagenandlamininintheTMPgroupandNSgroupwasdistributedaroundthebloodvessels,vas-
cularendothelialcells,basalmembraneandglialcellsafterSNI,andtheexpressioninNSgroupwasmainlydistributed
aroundbloodvessels.TheexpressionoftypeⅣcollagenandlaminininTMPgroupincreasedsignificantlycomparedwith
theNCgroup(P<0.05,0.01),andtheanalysisresultsinNCgroupwerenegative.Conclusion:TMPcaneffectivelyim-

provetheSFIofrats,enhancetheproliferationofsciaticnervevascularendothelialcells,reduceapoptosis,promotethe
expressionofCollagenⅣandLaminininsciaticnervemicrovascularbasalmembranecomponents,therebypromotingan-

giogenesisandimprovinglowerlimbfunctioninratsafterSNI.
Keywords: tetramethylpyrazine;peripheralnerveinjury;sciaticnerveinjury;revascularization

  坐骨神经损伤(SciaticNerveInjury,SNI)具有高

致残率、神经功能难恢复等特点[1-2],且继发病变会蔓

延至周围正常组织,导致慢性功能丧失[3]。坐骨神经

损伤继发性损害病因尚不清楚,但微循环障碍被认为

是发生继发性损伤的重要原因之一[4-6]。川芎嗪(四甲

基吡嗪,Tetramethylpyrazine,TMP)可抗血小板聚

集,预防血栓形成,扩张小动脉、增强心肌收缩率,并抑

制细胞凋亡、减轻炎性反应[7-11]。本研究旨在评估川

芎嗪在改善微循环方面的疗效,并探讨其治疗坐骨神

经损伤的机制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

8~10周龄雄性SpragueDawley(SD)大鼠,体重

为200~250g,由成都达硕生物科技有限公司提供。
饲养于西南医科大学动物实验中心,人工控制环境温

度为22~24℃,相对湿度为60%~80%。术后分笼

饲养,标准饲料和饮水让其自行摄食,不加限制。若饲

养期间出现实验动物死亡,则依次补入。动物实验经

西南医科大学伦理委员会批准。

1.2 实验药物及试剂

盐酸川芎嗪注射液购自河南辅仁怀庆堂制药有限

公司,10%水合氯醛和10%甲醛溶液由西南医科大学

中心实验室配制;蔗糖、甘油、牛胎血清、苏木精-伊红

(HE)染色剂、柠檬酸钠购自碧云天公司;乙醇、OCT
冰冻切片包埋剂、PBS液、青链霉素混合液、Hanks溶

液及Hoechst33258染液购自北京索莱宝科技有限公

司;5-溴-2-脱氧尿甘购自西格玛奥德里奇(上海)贸易

有限公司;TUNEL试剂盒购自上海罗氏制药有限公

司;一抗稀释液、Anti-collagenⅣ抗体、Anti-Laminin
抗体购自美国Abcam生物技术有限公司。

1.3 实验仪器

-80℃低温冰箱及普通立式冰箱购自青岛海尔

集团,离心机购自上海卢湘仪离心机仪器有限公司,流
式细胞仪购自 THERMOFISHER科技(中国)有限

公司,激光共聚焦显微镜购自THERMOFISHER科

技(中国)有限公司,摇床购自杭州齐威仪器有限公司,
普通光学显微镜购自OLYMPUS公司,蜡块切片机购

自德国Leica公司,电子天平购自梅特勒-托利多国际

贸易(上海)有限公司,电热恒温水温箱和烘烤箱购自

上海齐欣科学仪器有限公司。

1.4 方法

1.4.1 动物分组、给药及造模 雄性成年(Sprague
Dawley,SD)大鼠随机分为假手术组(NC组,40例)、
川芎嗪治疗组(TMP组,40例)和生理盐水组(NS组,

40例)。其中假手术组只暴露坐骨神经而不夹持,川
芎嗪组及生理盐水组以止血钳钳夹方式制作坐骨神经

挤压伤模型,见图1。在股骨结节下0.5cm处,平行

于坐骨神经干走行方向,切开长约1.0~1.5cm切口,
钝性分离显露梨状肌,游离出左侧坐骨神经。除假手

术组以外,其余各组大鼠均用同一规格止血钳垂直钳

夹坐骨神经干,3扣扣满,连续夹3次,每次10s,间隔

10s。神经干挤压伤宽度约4mm。川芎嗪组术后

30min起用2%盐酸川芎嗪注射液200mg/kg进行腹

腔注射,1次/d,持续5d;生理盐水组用等量等频率的

生理盐水(10mL/kg)作对照治疗(第1天和第3天分

别给药至处死前)。假手术组、川芎嗪组及生理盐水组

大鼠分别用于组织切片染色(20例)以及流式细胞术

(20例)。各组分别取5只大鼠于术后第1,3,7,14天

四个时间点取材后处死,于近端约5mm处剪断神经,
取出组织为坐骨神经损伤组织,长约5mm,作苏木精-
伊红染色,观察其病理结构形态,免疫组化检测Ⅳ型胶

(CollagenⅣ)及层连蛋白(Laminin)表达水平的影响。

1.4.2 取材时间及方式 各组分别于术后第1,3,7,

14天四个时间点取材,对大鼠行腹腔内推注麻醉,麻
醉剂选用水合氯醛,于近端约5mm处剪断神经,取出

坐骨神经损伤组织。

1.4.3 动物行为学观察 坐骨神经功能指数(Sciatic
NerveFunctionIndex,SFI)计算:用墨水将待测大鼠
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图1 川芎嗪治疗组和生理盐水组坐骨神经挤压损伤模型建立

双侧后足染色,放于行走箱内,不干预其在行走箱内活

动轨迹,对大鼠患侧足、健侧足足印的三个变量进行测

量,用Bain公式进行计算[12],神经完全失用时SFI=
-100,坐骨神经功能完全正常时SFI=0。

网格爬行实验:用铁丝制成的网格,每小格之间的

距离为2.5cm,长宽总长度均为100cm,将金属网格

与地面成45°固定于支撑物上,将大鼠放置在网格下

端,大鼠后肢离开网格即完成实验,记录期间大鼠下肢

踏空次数。

1.4.4 HE染色 取各组大鼠坐骨神经组织切片,二
甲苯脱蜡后进行HE染色,封片后置于显微镜下观察

各组间组织病理变化。

1.4.5 免疫组化检测 10%甲醛浸泡24h后,取各

组大鼠坐骨神经组织进行包埋切片,依据鼠 Anti-
collagenⅣ抗体试剂盒及鼠Anti-Laminin抗体试剂盒

说明书进行免疫组化(Immunohistochemistry,IHC)
反应。在光学显微镜下对比观察各组大鼠肺组织中抗

原分布,并对各组进行免疫组化评分。

1.5 统计学方法

将数据录入Excel表格,采用SPSS22.0数据统

计软件进行统计分析,数据以x±s形式记录,数据符

合正态分布且方差齐时采用t检验,组间比较用LSD
法;若数据不符合正态分布则采用秩和检验(U 检验),

P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠坐骨神经功能指数测定结果

如表1所示,造模前大鼠后肢活动正常,活动自

如,未发现有活动障碍及生理缺陷;造模两组的坐骨神

经功能指数与假手术组相比均有显著性降低,差异有

统计学意义(P<0.01);川芎嗪组与生理盐水组之间

差异无统计学意义(P>0.05)。造模后第3天,川芎

嗪组与生理盐水组坐骨神经功能指数稍升高,与假手

术组相比有显著性降低,差异有统计学意义(P<
0.01);川芎嗪组与生理盐水组相比,坐骨神经功能指

数明显升高,差异有统计学意义(P<0.01)。造模后

第7天,川芎嗪组与生理盐水组坐骨神经功能指数较

前明显改善;与假手术组相比有显著性降低,差异有统

计学意义(P<0.01),但川芎嗪组与生理盐水组均较

前增高,且川芎嗪组较生理盐水组相比升高更明显,差
异有统计学意义(P<0.01)。造模后第14天,川芎嗪

组与生理盐水组坐骨神经功能指数较造模后第3天和

第7天明显改善,但与假手术组相比生理盐水组仍然

有显著性降低,差异有统计学意义(P<0.01);川芎嗪

组接近但仍低于假手术组,差异有统计学意义(P<
0.01);川芎嗪组较生理盐水组显著升高,且差异有统

计学意义(P<0.01)。
表1 大鼠坐骨神经功能指数测定结果(x±s)

组别 造模后第1天 造模后第3天 造模后第7天 造模后第14天

假手术组 -18.70±2.04 -14.19±2.95 -8.79±2.29 -8.09±1.15
川芎嗪组 -100 -83.61±2.10 -50.74±2.20 -16.52±1.30

生理盐水组 -100 -89.40±3.02 -59.79±4.46 -26.89±3.95

2.2 大鼠网格爬行实验测定结果

如表2所示,在第1,3,7天的比较中,大鼠都出现

不同程度的左下肢踏空情况,川芎嗪组与生理盐水组

踏空次数比较差异无统计学意义(P>0.05),两个造

模组与假手术组比较差异有统计学意义(P<0.01);
随着时间的推移,各组大鼠的踏空次数逐渐减少,假手
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术组几乎恢复正常,第14天川芎嗪组与生理盐水组踏

空次数差异有统计学意义(P<0.01),造模两组与假

手术组比较差异有统计学意义(P<0.01);每组各时

间段踏空次数的纵向比较中,第14天与第1天比较差

异有统计学意义(P<0.01),表明大鼠下肢功能逐渐

恢复。
表2 大鼠网格爬行实验踏空次数统计(x±s,次)

组别 造模后第1天 造模后第3天 造模后第7天 造模后第14天

假手术组 4.28±0.66 3.52±0.57 1.76±0.71 0.40±0.57
川芎嗪组 15.28±1.43 12.28±1.40 7.32±0.97 1.96±0.77

生理盐水组 15.76±1.45 12.96±1.34 8.32±0.97 3.76±0.71

2.3 HE染色结果

200倍显微镜下观察结果见图2,假手术组神经元

轴突、雪旺细胞排列整齐,炎性细胞浸润较少,神经形

态完整。川芎嗪组部分神经元轴突、雪旺细胞不规则

排列,细胞水肿、破裂较多,随着时间推移,炎性细胞浸

润,胶质细胞增生,治疗后轴突、雪旺细胞逐渐恢复规

整。生理盐水组神经元轴突、雪旺细胞不规则排列,细
胞水肿、破裂较多,随着时间推移,胶质细胞及炎性细

胞增生不如川芎嗪组明显。

2.4 免疫组化检测结果

图2 HE染色光镜观察结果(×200)

  利用ImageJ软件分析免疫组化染色强度评分,
在400倍光镜下观察结果见图3和图4。川芎嗪组和

生理盐水组在大鼠坐骨神经损伤后Ⅳ型胶原及层连蛋

白的表达基本一致,且主要分布于血管周围、血管内皮

细胞、基膜、胶质细胞;而假手术组的表达主要位于血

管周围。但川芎嗪组与生理盐水组两组之间有明显差

异:川芎嗪组的Ⅳ型胶原及层连蛋白阳性表达明显强

于生理盐水组,其中川芎嗪组第1,3,7天表现为强阳

性,第14天表现为中等阳性;生理盐水组第1,3,7天

表现为中等阳性,第14天表现为弱阳性,假手术组分

析结果为阴性。

3 讨论

外周神经损伤修复是目前外科创伤领域重点关注

的问题之一。坐骨神经损伤段及邻近正常神经组织处

于持续性的低血流灌注状态,虽然外周神经对能量的

需求较低,可以迅速适应无氧代谢,因此大部分损伤都

是可逆的[13-14],但严重的缺血低氧易导致代谢需求增

高,同时耐低氧能力差的神经细胞出现 缺 血 性 坏

死[15-16]。

  川芎嗪是一种从伞形科植物川芎中发现的生物活

性单体,可以抑制自由基产生、清除氧自由基、提高内

源性超氧化物歧化酶(SOD)活性[17],随着药理研究的

深入,在治疗心脑血管疾病方面具有确切的疗效,临床

应用范围日益广泛,并且取得了很好的疗效[18]。目前

关于川芎嗪对坐骨神经损伤动物模型保护作用的实验

性研究逐年增多,其保护机制涉及到抑制凋亡、减轻炎

症、神经营养等,但川芎嗪对坐骨神经损伤的改善微循

环作用的研究报道较少,且其改善微循环的具体机制
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图3 血管基膜Ⅳ型胶原蛋白表达结果(×400)

图4 血管基膜层连蛋白表达结果(×400)

尚不明确。目前对于川芎嗪治疗脊髓损伤的研究成果

中,发现损伤段及邻近段脊髓的新生血管数目和血管

容积分数在川芎嗪治疗组显著增加[19-20]。由此推测,
在川芎嗪治疗坐骨神经损伤的过程中,促进血管再生

可能是川芎嗪改善坐骨神经损伤后微循环障碍的重要

途径。
本实验结果表明川芎嗪干预组部分神经元轴

突、雪旺细胞不规则排列,细胞水肿、破裂较多,但随

着干预时间推移,炎性细胞浸润减少,胶质细胞增

生,轴突、雪旺细胞逐渐恢复规整。Ⅳ型胶原和层连

蛋白由血管内皮细胞分泌,作为在哺乳动物中基膜

的主要组成部分,广泛分布于全身各组织,起到结构

连接的作用[21]。坐骨神经损伤后神经发生微循环障

碍、神 经 内 缺 血 缺 氧、血-神 经 屏 障 (Blood-Nerve
Barrier,BNB)被破坏,引起神经水肿,其神经元轴突、
髓鞘均会发生一系列改变[22]。神经缺血、水肿会使

成纤维细胞浸润,合成分泌增加的Ⅳ型胶原和层连

蛋白形成新的基膜成分,使受损部位与神经其他部

位分隔开,减少炎性细胞浸润,新的血管壁基膜成分

可以恢复血-神经屏障功能[23],坐骨神经损伤第1天
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后Ⅳ型胶原、层连蛋白表达较假手术组均明显增强,
表达分布于血管内皮细胞、基膜、胶质细胞,而假手

术组的表达主要位于血管周围。川芎嗪组Ⅳ型胶

原、层连蛋白阳性表达在14d内均高于生理盐水组,
由此推论川芎嗪可能通过调节神经血管内皮Ⅳ型胶

原、层连蛋白的表达,促进血管生成,改善微循环,从
而治疗坐骨神经损伤。

目前川芎嗪调节胶原成分细胞机制尚不明确,对

Ⅳ型胶原、层连蛋白后期的影响作用,以及对损伤后Ⅰ
型胶原、Ⅷ型胶原的影响及其机制,仍然需要在将来的

研究中继续明确,以期进一步探究川芎嗪对外周神经

损伤治疗的机制。
综上所述,川芎嗪可使坐骨神经微血管基膜成分

对Ⅳ型胶原、层连蛋白的表达增高,通过促进血管生

成,改善微循环,实现坐骨神经修复,扭转继发性损害

进程,是改善大鼠坐骨神经损伤的机制之一。
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