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【摘要】目的:探讨腰5(L5)脊神经结扎(SNL)后7
 

d和28
 

d大鼠脊髓背角内神经元及突触数量的改变与意义。方法:

将29只3月龄雄性SD大鼠随机分为L5 单侧SNL组(16只)和假手术组(13只),术前1
 

d开始到术后28
 

d内每隔4
 

d测定

大鼠双侧后足的机械痛阈值(PWT)。术后7
 

d和28
 

d取L5 节段脊髓制作石蜡包埋切片,分别用尼氏法染色和突触素的免疫

组织化学染色显示神经元和突触,采用体视学技术-光学体视框-估计单位长度L5 节段脊髓背角内神经元及其突触的数量。

结果:与假手术组相比,SNL组大鼠手术侧相对于对侧未手术侧的PWT下降百分比更为显著,SNL手术侧L5 节段脊髓背

角内突触的数量及突触与神经元数量之比在术后7
 

d没有显著改变,但在术后28
 

d分别显著增加了23.5%和17.4%。结论:

SNL诱导的神经病理性疼痛(NP)的突触结构可塑性变化需要长期发展,这一延迟性神经重塑可能是慢性疼痛维持的结构基础。
【关键词】神经病性疼痛;体视学;脊髓背角;神经元;突触
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【Abstract】Objective:
 

To
 

explore
 

the
 

change
 

and
 

its
 

significance
 

of
 

the
 

numbers
 

of
 

neurons
 

and
 

synapses
 

in
 

the
 

rat
 

spinal
 

dorsal
 

horn
 

at
 

7
 

and
 

28
 

days
 

after
 

L5 spinal
 

nerve
 

ligation
 

(SNL).Methods:29
 

male
 

SD
 

rats
 

aged
 

3
 

months
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

two
 

groups:L5 unilateral
 

SNL
 

group
 

(16
 

animals)
 

and
 

sham-operated
 

group
 

(13
 

animals).The
 

mechanical
 

withdrawal
 

thresholds
 

(PWT)
 

of
 

bilateral
 

hind
 

paws
 

were
 

measured
 

every
 

4
 

days,starting
 

from
 

1
 

day
 

before
 

the
 

operation
 

until
 

28
 

days
 

post-operation.7
 

and
 

28
 

days
 

post-operation,L5 segment
 

of
 

the
 

spinal
 

cord
 

was
 

removed.Paraffin-embedded
 

sections
 

were
 

prepared
 

and
 

stained
 

with
 

Nissl’s
 

method
 

and
 

synaptophysin
 

immunohistochemistry
 

to
 

mark
 

neurons
 

and
 

synapses
 

(presynaptic
 

axon
 

terminals).The
 

numbers
 

of
 

neurons
 

and
 

synapses
 

(per
 

unit
 

length
 

of
 

the
 

spinal
 

cord)
 

in
 

the
 

L5 spinal
 

cord
 

dorsal
 

horn
 

were
 

estimated
 

with
 

the
 

stereological
 

optical
 

disector.Results:
 

The
 

percentage
 

reductions
 

of
 

PWT
 

on
 

the
 

operation
 

side
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

SNL
 

group
 

than
 

in
 

the
 

sham-operated
 

group.Compared
 

with
 

the
 

contralateral
 

non-operated
 

side,the
 

number
 

of
 

synapses
 

and
 

the
 

numerical
 

ratio
 

of
 

synapses
 

to
 

neurons
 

were
 

unchanged
 

on
 

the
 

operation
 

side
 

in
 

the
 

SNL
 

group
 

at
 

7
 

days,and
 

significantly
 

increased
 

by
 

23.5%
 

and
 

17.4%
 

respectively
 

at
 

28
 

days.Conclusion:SNL-induced
 

changes
 

in
 

the
 

synaptic
 

plasticity
 

associated
 

with
 

neuropathic
 

pain
 

(NP)
 

require
 

prolonged
 

development.This
 

delayed
 

neural
 

remodeling
 

may
 

constitute
 

the
 

structural
 

underpinnings
 

of
 

chronic
 

pain
 

maintenance.
【Key

 

words】Neuropathic
 

pain;Stereology;Spinal
 

dorsal
 

horn;Neuron;Synapse

  NP是创伤或疾病累及躯体感觉神经系统后直

接导致的以自发性疼痛、痛觉过敏和痛觉超敏为特

征的慢性疼痛综合症,其机制复杂,目前尚无有效的

治疗措施。脊髓背角胶状质区(substantia
 

gelatino-
sa,SG)被称为疼痛“闸门控制理论”的核心区域,是

伤害性信息传入通路的中转站,更是疼痛信息传递

和整合的初级中枢,在NP的发生与发展过程中发

挥着关键性的作用。因此,课题组主要围绕脊髓背

角展开研究。神经损伤后,脊髓背角伤害性感觉神

经元兴奋性增强,痛觉信息可持续放大,从而导致中
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枢性痛觉敏感化。中枢敏化是 NP的主要机制之

一,主要表现为突触传递效率的长时程增强效应

(long-term
 

potentiation,LTP)。突触数量的可塑

性改变是LTP效应的表现形式之一。本课题组前

期体视学测量结果表明[1-2],在坐骨神经慢性缩窄

性损伤模型(CCI)或切断后28
 

d,脊髓背角内突触

数量显著性增加,这为中枢敏化LTP机制的存在提

供了定量证据。但目前尚不清楚在其它NP模型如

SNL大鼠中脊髓背角内突触数量会有着怎样的变

化趋势。因此,本研究拟建立L5 SNL模型,运用体

视学技术———光学体视框估计术后7
 

d(NP的急性

期)及28
 

d(NP的慢性期)脊髓背角内神经元及其

突触数量的变化趋势,为脊髓背角内突触在 NP发

生发展的不同时期所起的作用提供形态定量证据。

1 材料与方法

1.1 动物分组及模型制备

川北医学院实验动物中心提供正常成年清洁级

SD大鼠(3月龄)29只,体质量180~220
 

g,雌雄各

半。所有动物均单笼饲养,室内温维 持 在20~
25

 

℃,自然光照明,自由饮水与摄食[3]。实验过程

中对动物的所有处理均符合本院伦理委员会关于实

验动物伦理学要求和对清醒动物研究实验性疼痛的

道德准则[4]。

29只实验大鼠随机分为两组:单侧(左右两侧

交替进行)SNL组(n=13)和单侧(左右两侧交替进

行)假手术组(n=16)。SNL组大鼠用10
 

%水合氯

醛(35
 

mg/kg)腹腔注射麻醉大鼠,俯卧位手术台固

定其四肢及头部。逐层剪开皮肤肌肉,暴露L5 横

突,剪掉术侧横突,暴露L4 与L5 部位脊神经。用

镊子轻轻分离L5 脊神经(手法轻柔,避免损伤神

经),然后用4-0丝线紧结扎[5],对侧不做任何处理。
假手术组的手术步骤同上,同上暴露并分离L5 脊

神经但不结扎。

1.2 50%缩腿阈值检测

两组大鼠分别于术前1
 

d及术后1、4、7、14、21、

28
 

d按照改良版的“up
 

and
 

down”法[6]双盲法测定

所有动物双侧后足的50%PWT:将大鼠放在一个间

距适合的铁丝网架上,用透明可视塑料观察框将其

罩住,先让大鼠适应环境至少15
 

min,然后用动态

足底触觉仪(Dynamic
 

Plantar
 

Aesthesiometer;Ugo
 

Basile,37450,Italy)交替刺激大鼠手术侧和未手术

侧后足底,初始刺激力度为10
 

g,后续依次增加4
 

g
(即14、18、20……50

 

g),每个力度重复刺激4次,每
次6~8

 

s。4次刺激中一旦有1次出现阳性反应

(抬足缩腿),则重复该刺激2次,6次刺激中有50%

阳性反应(3次)的刺激力度为该大鼠该侧后足的

50%缩腿阈值。

1.3 组织处理与切片制备

分别于术后7
 

d与
 

28
 

d
 

取大鼠L5 节段脊髓:

7
 

d
 

时随机从SNL组和假手术组分别抽选7只和6
只,28

 

d时取SNL组和假手术组9只和7只。实验

结束后取材前,采用腹腔注射法麻醉大鼠(10
 

%水

合氯醛,50
 

mg/kg),经心脏灌注生理盐水及4
 

%多

聚甲醛各250
 

mL,打开锥板将脊髓腰膨大取出并尽

量保留L4、L5 和L6 脊神经根,置于4
 

%多聚甲醛

溶液中后固定48
 

h后,换入70%乙醇中保存。包埋

前切取L5 节段脊髓组织块:以L4、L5 脊神经根之

间的中线为L5 节段脊髓的上边界、以L5、L6 之间

的中线作为下边界。将所取L5 节段脊髓组织块进

行石蜡(JUNG-Histowax,Cambridge
 

Instruments
 

GmbH,Nussloch)包 埋,用 半 自 动 石 蜡 切 片 机

(RM2145,Leica
 

Instruments
 

GmbH,Nussloch)连
续切取50张14

 

m厚的脊髓横截面切片,从中等距

随机(每10张抽选1张,第1张的序号从1~10中

随机确定)抽选5张切片采用突触素(synaptophys-
in)免疫组化染色以显示突触素颗粒,从剩下的切片

中,另等距随机抽取3张用于甲苯胺蓝染色显示神

经元。
免疫组化染色步骤按照说明书进行[7-8],简述

如下:在枸橼酸缓冲液(pH
 

6.0)中煮沸15
 

min进

行热抗原修复,抗突触素单克隆抗体(1∶200,Milli-
pore公司)4

 

℃孵育48
 

h,室温下DAB显色5
 

min,
苏木精复染4

 

min。
甲苯胺蓝染色步骤[7-8]:常规脱蜡至水,双蒸水

洗涤,切片入57
 

℃的0.01%甲苯胺蓝中染色30
 

min,常规脱水、透明、中性树胶封片。

1.4 体视学定量研究

1.4.1 脊髓背角横截面的面积 脊髓背角横切片

的平均面积(横断面积:A)估计:采用 Visopharm
(丹麦)的体视学图像系统及Olympus

 

BX51型光学

显微镜,观察整个脊髓横断面切片,先在×10
 

物镜

下勾出手术侧或未手术侧脊髓横切面内脊髓背角区

域,然后在电脑屏幕上叠加10×10个测点,每个测

点的面积为24
 

020.99
 

m2。计数落在所勾选的背角

内的测点的数量,所计数的测点数乘以每个测点的

面积即得该侧脊髓背角的切面积。每只大鼠的5张

切片脊髓背角面积的平均值作为该只大鼠该侧脊髓

背角横断面的平均面积(A)。
单位长度(mm)脊髓背角的体积 V:将如上估

计的A乘以1
 

mm长,即得1
 

mm长脊髓背角的体

积V(mm3)。

8
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1.4.2 单位长度L5 脊髓背角内突触的数量 单

位体积脊髓背角内突触的数量(数密度Nv):利用体

视学图像系统根据光学体视框估计[9-12]。先在低

倍镜下勾选脊髓背角区域作为抽选视野区域,然后

在×100油镜下观察突触素免疫组化染色切片,视
野上叠加2个面积为57.02

 

m2 的长方形测框[8]。
从脊髓背角区域的最左上角抽选第一个测试视野,
然后以200

 

m为间距在上述勾选区域内等距随机

抽选视野[7-8]。从切片上表面向下0.5
 

m的光学切

片平面开始,手动调节向下连续聚焦观察3
 

m 厚

(体视框高度)的切片组织,根据光学体视框计数法

则[8]计数体视框(每个体视框的体积为57.023=
210.06

 

m3)内的突触素颗粒的数量。每只大鼠每

侧计数到的突触总数量除以所用体视框的总体积

(等于体视框个数乘以每个体视框的体积),即得

Nv。单位长度(1
 

mm)L5 脊髓背角内突触的数量

(N)估计:把Nv(上述)乘以V(上述),然后再乘以

压缩 系 数(反 映 组 织 处 理 过 程 中 的 切 片 压 缩)

0.57[12-13]即得N,即校正了切片压缩的单位长度新

鲜(处理前)脊髓背角内突触的总数。

1.4.3 单位长度L5 脊髓背角内的神经元数量 
单位体积脊髓背角内神经元的数量(Nv):如上所述

观测甲苯胺蓝染色切片(每只大鼠3张),根据光学

体视框估计单位体积脊髓背角内神经元核仁(即神

经元)的数量。神经元计数区域的总面积设定为脊髓

背角面积的7%,视野上测框的面积设定为45.12×
33.97

 

m2,体视框高度为7
 

m。
单位长度(1

 

mm)L5 脊髓背角内神经元的数量

(N):把所估计的NV乘以V和压缩系数(上述)即
得N。

1.4.4 脊髓背角内突触与神经元数量之比 单位

长度脊髓背角内突触的总数除以单位长度脊髓背角

内神经元的总数,即得脊髓背角内突触与神经元数

量之比。

1.5 统计学分析

利用SPSS13.0统计软件进行数据分析。符合

正态分布的计量资料以(x-±s)表示,组内比较采用

配对样本t检验,组间比较采用独立样本t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 50%PWT
SNL组大鼠:与对侧未手术侧相比,手术侧的

PWT术后1
 

d无下降,但术后4~28
 

d降低了25%
~40%(P<0.05);假手术组:与对侧未手术侧相

比,手术侧在术后4、7
 

d分别降低了22%和16%

(P<0.05),而其他时间段内的PWT均无显著性

下降。SNL组于术后7
 

d和14
 

d时,手术侧较对侧

PWT下降的百分比低于假手术组(P<0.05)。见

图1。

图 1 50%缩腿阈值（PWT）随时间变化趋势
X 轴：术后时间；Y 轴：同组手术侧与对侧未手术侧 PWT 的

比值（%）；虚线为假手术组；实线为手术组；①a 同组动物手术侧

与对侧未手术侧比较,P<0.05； ②a 手术组与假手术组手术侧比

较,P<0.05。

同
组

手
术

侧
与

对
侧

未
手

术
侧

PW
T

的
比

值
（ %

）

1.2

1.1

1

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4
-1 1 4 7 14 21

术后时间

SNL 手术组

假手术组

28（d）

2.2 突触与神经元的数量及其比值

与对侧未手术侧相比,SNL组手术侧术后7
 

d
单位长度(mm)L5 节段脊髓背角内的突触数量增加

无统计学差异(t=0.11,P=0.06);术后28
 

d,突触

数量增加了23.5%(t=0.01,P=0.008)。与对侧

未手术侧相比,SNL组手术侧L5 节段脊髓背角内

突触和神经元数量之比在术后7
 

d无显著增加(t=
0.14,P=0.17),在术后28

 

d则增加了17.4%(t=
0.03,P=0.01)。见图2及表1。

图 2 SNL 组大鼠 L5 节段脊髓背角石蜡切片突触

素免疫组织化学染色
A. 手术侧；B. 未手术侧；神经元细胞核核仁。 突触

素颗粒。

A

B
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表1 L5 腰段脊髓背角的体视学测量结果(x-±s)

参数

术后7
 

d

假手术组(n=6)

手术侧 未手术侧

脊神经结扎组
 

(n=7)

手术侧 未手术侧

术后28
 

d

假手术组(n=7)

手术侧 未手术侧

脊神经结扎组(n=9)

手术侧 未手术侧

脊髓背角的横断面积(mm2) 0.440±0.046 0.425±0.051 0.455±0.019 0.459.±0.035 0.455±0.032 0.451±0.039 0.446±0.014 0.451±0.016

单位长度(1
 

mm)脊髓背角的

突触数量
 

(×106)
6.43±0.67 6.56±0.66 6.86±0.31 6.51±0.57 6.20±0.78 6.02±0.88 7.47±053① 6.05±0.54

单位长度(1
 

mm)脊髓背角的

神经元数量(×103)
51.51±2.62 49.52±3.81 57.02±3.63 53.53±3.01 48.41±4.11 46.32±3.44 53.82±3.24 53.43±2.91

突触与神经元数量之比 125.23±9.41 135.17±9.22 130.35±12.41 123.32±10.18 130.33±11.43 132.28±15.11 142.21±12.22①121.43±11.26

  
 

①P<0.05,与同组未手术侧比较。

3 讨论

本研究观察到在 NP模型中,机械痛阈值在造

模后早期(1~14
 

d)即迅速下降并达到低值,随后在

14~28
 

d逐渐恢复。然而本研究结果却显示,突触

层面的结构重塑呈现不同的时间模式。在疼痛急性

加剧期(7
 

d),突触数量增加并未呈现显著性差异。
但引入注目的是,在慢性期(28

 

d),突触的数量及突

触与神经元数量之比均呈现显著增加,说明SNL诱

导的NP大鼠L5 节段脊髓背角发生了显著的网络

结构重组。这种时间上的不同步性则提示了,早期

剧烈的痛觉超敏行为可能主要源于快速的神经元功

能重塑和突触效能的变化,如离子通道功能异常、神
经递质释放失调以及突触传递的即时性增强[14-16],
这些改变足以在结构尚未大规模改变的情况下驱动

疼痛。而晚期(28
 

d)出现的突触数量及突触与神经

元数量之比显著性增加,则可能代表了神经系统对

持续性疼痛或初始损伤的一种更深层次的结构适应

性反应[14-16]。这种迟发的结构重塑更可能与疼痛

的慢性维持、神经网络状态的巩固相关,而非驱动早

期疼痛的发生或初始恢复。它可能为疼痛通路的持

续异常活动提供了稳定的解剖学基础。因此,结果

可能提示了NP发展过程中“功能可塑性先于大规

模结构可塑性”的模式[17-19]。区分这两种可塑性形

式对于理解疼痛的时相机制和开发节段特异性治疗

策略(急性期靶向功能调控,慢性期靶向结构重塑)
具有重要的意义。未来研究需要在更精细的时间点

结合电生理和分子生物学手段,进一步阐明突触效

能变化于结构重塑之间的动态关联及其在疼痛不同

节段的确切作用。值得注意的是,本研究发现的

28
 

d突触显著性增加现象,与此前CCI及坐骨神经

切断术模型在相同时间点(28
 

d)的结果高度一

致[1-2]。这种跨模型的同步性强烈提示:神经损伤

后28
 

d可能是突触结构重塑的关键时间窗口,与疼

痛慢性化进程密切相关。

导致突触数量增加的一个主要原因可能是脊髓

背角内部重构,即外周神经受损后背角神经元的树

突棘数量增加[20-21],与既有轴突终末形成新的突

触,或吸引新形成的轴突终末形成突触,从而导致突

触的数量增加[20-21]。第二个原因可能是外周传入

纤维芽生[22-24],即损伤的传入纤维芽生与脊髓背角

原本接受无害感觉传入神经元形成新的突触连接,
从而导致突触数量增加。尽管芽生会形成新的突

触,但近年来的研究却表明[25],这一芽生现象极为

有限,可能并不占据主导,突触总数量的增加主要来

源可能是大量神经元自身树突棘的广泛新生[21-22],
这可能解释临床上利用神经阻滞镇痛术为什么效果

不甚理想。
至于为什么突触数量在早期(7

 

d)增加不明显,
可能是因为新突触的形成是突触连接的形成和重排

的神经生物学过程,常伴随着基因转录和蛋白质合

成,该过程需要一定的时间。另一方面,可能是

P2Y12介导小胶质细胞选择性修剪消除冗余性突

触[26],导致抑制性突触数量减少,从而掩盖了兴奋

性突触数量增加,导致总突触数量增加不明显。课

题组的前期研究[3]表明,在同样条件下,同样的时间

点,小胶质细胞数量的改变与突触数量的变化呈现

相反的结果,即小胶质细胞数量在7
 

d显著性增加

了210%,到28
 

d逐渐减少为120%。
为提供突触素颗粒空间定位基准,实现突触定

量的精准化,实验过程中,我们同步染色神经元与突

触标志物(突触素),并同时计算了突触与神经元数

量之比,有效排除了损伤后神经元凋亡或增生对突

触绝对数量的混淆效应,从而揭示真实的结构重塑

动态。如本文研究结果显示,28
 

d突触绝对数量与

突触与神经元数量之比的同步显著增加,确证了神

经网络连接密度的实质性提升,而非神经元数量波

动的假象。
本研究估计的突触和神经元的数量是单位长度

L5 节段脊髓背角内的数量,不是整个脊髓背角内的
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总数量。L5 节段脊髓没有明显的边界,无法定义整

个节段。我们可以假设,实验状态下的脊髓不会变

长,因此单位长度大鼠脊髓背角内的突触及神经元

数量可以反映整个脊髓节段内的突触及神经元数

量;成熟(3月龄)大鼠脊髓背角(神经组织)内神经

元的数量不变,因此本文估计的突触数与神经元数

量之比,也佐证了突触总数的变化情况。
大鼠脊髓组织在石蜡包埋切片的过程中,组织

体积会发生变化,主要是切片面积的缩小和切片厚

度的压缩[27]。鉴于观测了整个脊髓横断面,对数量

估计(单位长度脊髓背角内突触或神经元的数量)的
校正,只需要考虑切片压缩。本文的校正借用了课题

组实验室前期研究的同样组织处理后的切片(14
 

μm
脊髓石蜡包埋HE染色切片)压缩数据[12-13]。
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