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钙通道阻滞剂预防大鼠椎板切除术后
硬膜外瘢痕粘连的实验研究

·47·

一论著-

王志强1 王玉光1 贾鹏1刘未1 张赛2

(1．武警后勤学院附属医院骨科，天津300162；2．武警后勤学院附属医院脑科医院，天津300162)

【摘要】 目的 观察局部应用维拉帕米于预对预防椎板切除术后瘢痕粘连的效果并探讨其作用机制。

方法选择健康成年Wistar大鼠72只，按随机数字表法分为3组，每组24只。完全切除大鼠L1一L2椎板制

备动物模型；维拉帕米治疗组术后皮肤缝合前在椎板切除区域给予2．5 mg／mL维拉帕米生理盐水溶液2 mL干

预，溶剂对照组术后给予等量生理盐水，模型组术后不进行任何处理。术后每周行BBB评分判定神经根和脊

髓损伤情况；术后4周评估硬膜外瘢痕粘连Rydell分级，并用比色法测定瘢痕组织中羟脯氨酸含量，用免疫组

化法分析波形蛋白表达水平，用反转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测肿瘤坏死因子一d(TNF一Ⅱ)、白细胞介

素一6(IL一6)和转化生长因子～B l(TGF—p 1)等炎性因子的mRNA表达情况。结果硬膜外瘢痕粘连Rydell

分级显示，溶剂对照组和模型组手术区局部可见重度粘连，而维拉帕米治疗组硬膜外瘢痕粘连有所减轻。与

模型组比较，维拉帕米治疗组羟脯氨酸含量明显降低(州mg：35．41±3．66比51．02±3．02比P<0．05)，而溶剂
对照组降低不明显(49．44±2．14，P>O．05 o免疫组化分析显示：溶剂对照组和模型组均可见局部有增生明显

且致密的胶原纤维形成，且与硬膜粘连，并可见不成熟的纤维细胞；维拉帕米治疗组可见薄状且松散的纤维增

生，局部与硬膜未见紧密粘连形成。与模型组比较，维拉帕米治疗组波形蛋白表达明显降低[吸光度(A)值：

72．19±11．28比155．69±24．61，尸<0．05]，而溶剂对照组降低不明显(A值：145．27±21．37比155．69±24．61，P>

0．05)。RT—PCR结果显示，与模型组比较，维拉帕米治疗组TNF—d、IL～6和TGF—B 1 mRNA相对表达量均显

著下调，溶剂对照组变化不明显(以模型组为1，溶剂对照组和维拉帕米治疗组TNF—d mRNA的相对表达量分

别为0．96和0．26，IL一6 mRNA的相对表达量分别为0．95和0．42，TGF一13 1 mRNA的相对表达量分别为0．92和

0．39，均P<0．05 o结论椎板切除术后局部应用维拉帕米在预防硬膜外粘连方面具有显著疗效，可明显抑制

成纤维细胞及炎性细胞增生，且安全有效。

【关键词】椎板切除术；硬膜外粘连； 维拉帕米； 羟脯氨酸； 腰椎手术失败综合征

A experimental study of calcium channel blockers on prevention of epidural fibrosis formation after
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[Abstract]0bjective To investigate the effect of verapamil on the prevention of epidural fibrosis or seal"

adhesion after laminectomy in rats．and to explore its possible mechanism．Methods A controlled double-blinded

study was conducted；72 healthy adult Wistar rats underwent complete laminectomy at L1一L2 level，and according to

the random digit table，they were divided into three groups：verapamil treatment group，vehicle control group and model

group，24 in each group．In verapamil treatment group，before skin incision was closed，2 mL of 2．5 mg／mL verapamil

solution was used to interfere in the region of the laminectomy，in vehicle control group，equal volume of normal

saline was given in the operative field and in model group no any special management
was applied postoperatively．In

postoperative period，BBB scoring method was used every week to evaluate nerve root and spinal cord injury situation．

Rydell grading of epidural scar adhesion was evaluated 4 weeks after laminectomy，the hydroxyproline content was

detected bv chromatometry，the level of protein expression of vimentin was analyzed by immunohistochemical method，

the mRNA expressions of tumor necrosis faetor—ol(TNF一仪)，interteukin一6(IL一6)and transforming growth factor-13 1

(TGF—B 1)etc．inflammatory factors were detected by reverse transcription polymerase chain reaction(RT—PCR)．
Results Rydell grading of epidural scar adhesion showed that the scar severe adhesion in the operative field was found

in vehicle control group and model group，and in verapamil treatment group was not obvious．Compared with the model

group，the content of hydroxyproline in verapamil treatment group was significantly decreased(trg／mg：35．41±3．66 vs．

51．02 4-3．02，P<0．0s)，while in vehicle control group，the decrease was not significant(49．44±2．14，P>0．05)．The

immunohistoehemistry analysis showed：after laminectomy，in the laminectomy sites of control group and model group，

dense epidural scar tissue with widespread adhesions to dura mater was observed；however．100se or little epidural seal"
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adhesion was seen in verapamil treatment group．Compared with model group，the protein expression of vimentin in

verapamil treatment groupwas decreased significantly[absorbance似)value：72．19±1 1．28 VS．155．69土24．61，P<0．05]，

but the decrease was not obvious in vehicle control group似value：145．27±21．37 VS．155．69±24．6l，P>0．05)．RT—PCR
results showed：compared with model group，mRNA expressions of TNF—d，IL-6 and TGF—B 1 were decreased

significantly in verapamil treatment group，and the changes were not significant in vehicle normal saline control group

fif the model group was 1，the mRNA relative expressional levels ofTNF-d in vehicle control group and verapamil treatment

group were respectively 0．96 and O．26，of IL一6 were O．95 and 0．42，and of TGF—B 1 were 0．92 and O．39，all P<o．05)．
Conclusions Verapamil has significant effect on

preventing postlaminectomy peridural adhesion，its local application

can inhibit proliferation of fibrous and inflammatory cells，and the method used in this study is safe and effective．

[Key words]Laminectomy；Epidural fibrosis；Verapamil；Hydroxyproline；Failed back syndrome

腰椎板切除术是救治保守治疗无效的腰骶部椎

间盘病变及椎管狭窄病变的手术方式⋯。据报道，

全球有超过100万的患者不得不通过腰椎板切除术

治疗其腰骶部病变产生的局部和双下肢放射性疼

痛【2 J。1981年Burton等”1首次报道了腰椎手术失

败综合征(FBSS)，FBSS是指术后患者腰背部放射

性疼痛仍持续或复发，部分患者症状甚于术前。4j。

导致FBSS出现的原因有很多，包括手术适应证把

握不当、术者操作经验不足、减压范围不彻底、责任

椎体选择不当等¨1，但最主要的原因是硬膜外纤维

化(EF)导致的粘连帕‘81。EF是腰椎板切除术后过

度增生的瘢痕组织与硬膜、神经根产生非正常的粘

连、挤压效应，从而产生了I临床患者术后出现的肌无

力、放射性疼痛、麻木、冷暖觉过敏等症状∽一1|。有

人认为这是由于椎板切除术后造成的创伤破坏了硬

膜外空间，术后局部过度炎症反应刺激了成纤维细

胞增殖，增殖的成纤维细胞分泌了大量胶原纤维，胶

原纤维彼此凝结逐渐形成致密的瘢痕组织，而瘢痕

组织的粘连收缩使硬膜和神经根受到非正常牵拉和

挤压，从而产生了上述症状¨卜141。

对腰椎板切除术后出现EF产生FBSS的研究

显示，在椎板切除术后的犬模型上进行自体脂肪移

植重建硬膜外脂肪的探索¨5|，以期达到避免胶原纤

维与硬膜和神经根接触的目的，结果显示取得了一

定的疗效，但也产生了一定的问题，移植的脂肪不易

存活，易发生液化，在脊髓手术区域形成了液化腔，

极易感染。此外，也有学者提出给FBSS患者行二

次手术¨6|，对于椎管区域的手术，二次手术面I临着

获益小、风险大、易伤神经根的问题，并且二次手术

对于术者的外科手术经验要求也很高。另外也有学

者提出采用明胶海绵、药物凝胶、蜂蜜等材料局部应

用⋯一9|，这些材料虽然已经被证实在一定程度上可

以抑制EF的发生，但排异反应和远期疗效似乎已经

成为一个不可逾越的障碍。近来也有学者提出术后

采用非甾体药物和一些抗肿瘤药物进行干预心肚2 2|，

似乎也都取得了一定的成绩，但这些方法因为药物

的毒性、不良反应和昂贵的价格难以在临床进一步

推广开展。另外，最近有学者提出采用基因治疗的

方式对EF进行干预心3I，能较好地抑制硬膜外瘢痕

增生，但该方法在可操作性和患者接受认同度方面

表现不佳，虽然为预防EF提出了一个新的思路和

角度，并对EF的致病机制作出了贡献，但距离临床

应用尚有很大距离。迄今为止，尚没有一种理想的

方法可在临床应用中取得成功或得到广泛认同。

近年来采用局部应用钙通道阻滞剂维拉帕米的

方法来治疗烧伤后产生的瘢痕疙瘩及预防外科手术

后瘢痕的形成‘24。，无论是对预防再灌注损伤还是关

节手术后的关节粘连都有一定的效果心5‘27I。本研

究将围绕钙通道阻滞剂维拉帕米局部应用的方法预

防大鼠椎板切除术后粘连的疗效展开研究，为未来

临床硬膜外纤维化的发生机制及解决办法提供新的

思路和实验依据。

1材料和方法

1．1实验动物分组及制模方法h7。281和处理：选择

成年健康Wistar大鼠72只，雌雄各半，由天津医科

大学动物实验中心提供，许可证编号：SYXK(津)

2014—0003。将动物按随机数字表法分为模型组、维

拉帕米治疗组和溶剂对照组，每组24只。腹膜注射

10％的水合氯醛(3 mL／kg)麻醉大鼠。手术采用在

L1～L2水平后入路方式，对L1～L2椎板进行完全

切除旧o；维拉帕米治疗组皮肤缝合前每只大鼠椎

板切除区域给予2．5 mg／mL的维拉帕米生理盐水溶

液2 mL[271；溶剂对照组给予等量生理盐水；模型

组术后不进行任何处理。术后常规预防感染，肌肉

注射青霉素10 kU／kg，每日2次，连用3 d。

1．2伦理学：本实验中动物处置方法符合动物伦理

学标准。

1．3检测指标及方法

1．3．1 神经行为学评分：各实验组大鼠分别于制模

前和处死前进行BBB神经功能行为评分¨㈦1|，以判
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定大鼠术中是否存在脊髓或神经根损伤。

1．3．2瘢痕粘连情况：术后4周开始在每周行BBB

神经行为学评分，结束后每组随机选出6只大鼠重

新麻醉，取原切口进入，逐层切开皮肤、浅筋膜、深筋

膜、瘢痕组织，2人以双盲原则观察大鼠术野炎症反

应、局部出血、瘢痕组织增生粘连情况并综合判定

Rydell评分¨卜32 J，具体评分标准见表l。

表l Rydell评分标准

分数 评分标准

0分 末见硬膜粘连与硬膜外瘢痕组织

1分 硬膜粘连与硬膜外瘢痕组织较轻，且容易分离

2分 硬膜粘连与硬膜外搬痕组织较重，强行分离易造成严重

出m和硬膜撕裂

3分 硬膜紧密粘连与硬膜外瘢痕组织严重，无法分离，强行分

离易造成脊髓或神经根损伤

1．3．3羟脯氨酸含量测定：人体蛋白质中以胶原蛋

白含羟脯氨酸的量最多，而胶原蛋白是构成纤维结

缔组织中胶原纤维的主要成分，因此可作为衡量纤

维瘢痕生长情况的指标∽3J。术后4周，每组随机取

6只大鼠，收集Ll～L2硬膜外瘢痕组织标本，酸水

解法稀释处理后，紫外分光光度仪检验样品中羟脯

氨酸的吸光度(A)值，根据羟脯氨酸标准品的浓度

与吸光度的比值计算出样品中羟脯氨酸含量。本实

验液层厚度为1 cm。根据每个样本的吸光度与标

准曲线对照或带人回归方程即可得出样品中羟脯氨

酸的浓度。

1．3．4免疫组化法测定波形蛋白含量：观察各组大

鼠胶原纤维细胞生成情况，并用吸光度法半定量鉴

定。术后4周，每组随机取6只大鼠，以生理盐水经

心脏灌注，再以4％多聚甲醛水溶液固定，完整取下

L1节段椎体(去除皮肤及浅筋膜，含硬膜外瘢痕组

织)，用10％甲醛和10％硝酸混合液固定、脱钙，10 d

后以注射器针头试探性插入，如无骨|生组织阻挡感，

说明脱钙成功。取出样品于磷酸盐缓冲液(PBS)中

洗涤5 h，石蜡包埋后再行组织切片、染色，于光镜下

观察。

1．3．5反转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测各

组大鼠肿瘤坏死因子一仅(TNF—Ot)、白细胞介素

(IL一6)和转化生长因子一B 1(TGF一13 1)的mRNA

表达：术后4周，每组随机取6只大鼠，取L1一L2

硬膜外瘢痕组织标本，研磨、裂解、匀浆，提取RNA，

应用反转录酶反转录合成cDNA第一链，最后对

所需片段进行PCR扩增。排”o。TNF一0【、IL一6、

TGF一13 1及内参照三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)

引物由宝生物工程(大连)有限公司设计合成。采

用RT—PCR检测各细胞因子的mRNA表达，以模型

组为1，计算治疗组与模型组mRNA的相对表达量。

1．4统计学处理：使用SPSS 13．0软件进行数据处

理，计量资料以均数±标准差(孑±s)表示，组间比

较采用ANOVA方差分析，方差不齐用Dunnett’S T3

检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1实验动物健康状况分析：共纳入Wistar大鼠

72只，无行为、精神及饮食异常现象，亦无感染迹

象。所有大鼠存活至取材，状态良好。无脱失。

2．2各组大鼠神经行为学评分：各组大鼠术后每周

的BBB评分均为21分。结合术中操作所见，所有

大鼠的神经根和脊髓未被损伤，均可被纳入研究。

2．3各组大鼠硬膜外粘连情况大体观察：术后4N，

模型组和溶剂对照组粘连程度严重，手术区域纤维

组织增生情况严重，呈致密粘连状，且炎症反应较为

剧烈，血管增生明显，易于出血；维拉帕米治疗组粘

连明显减轻，且硬膜外瘢痕呈松散状，粘连不明显，

部分有薄膜样弱粘连。具体Rydell评分结果见表2。

表2各组大鼠Rydell评分情况

量竺篇蔚u
序号 ：：：：：

助手I 助手Ⅱ

维拉帕米治疗组

Rydell评分(分)

助手I 助手皿

l ()

溶剂对照组

Ry枷评分(分)

助手I 助手lI

3 3

3 3

3 3

3 2

3 3

2 3

2．4羟脯氨酸含量测定(表3)：与模型组比较，维

拉帕米治疗组羟脯氨酸含量明显减少(P<0．05)，溶

剂对照组差异无统计学意义(P>O．05)。

表3各组大鼠羟脯氨酸含量和波形蛋白表达

水平比较(寻±s)
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2．5各组波形蛋白表达水平比较(表3；图1)：免疫

组化可见波形蛋白阳性的胶原纤维细胞着深棕色、

细胞核着浅蓝色或深蓝色。溶剂对照组和模型组

可见浓厚而大量致密的胶原纤维，并可见大量波形

蛋白阳性细胞存在；维拉帕米治疗组可见状薄而松

散的胶原纤维，同时波形蛋白阳性细胞明显少于其

他两组。免疫组化半定量分析可见，维拉帕米治疗

组波形蛋白表达较模型组明显降低(P<0．05)，溶剂

对照组与模型组比较差异无统计学意义(P>0．05 o

霆遴懑粼』一．≮々孤炎、灞
2．6各组TNF一仅、I¨、TGF_B l的mRNA表达水平

比较(表4)：术后4周，维拉帕米组TNF—Ot、IL一6、

TGF—B 1的mRNA表达水平均较模型组明显降低

(均P<0．01)，溶剂对照组变化不明显(均P>0．05 o

表4各组TNF一仅、IL“、和TGF—B1的mRNA
表达水平比较(i±。)

3讨论

据统计，有高达8％。40％的患者在经历了腰

椎管手术后会出现FBSS的症状，24％的FBSS患者

已经被证实术后持续性症状与EF瘢痕组织增生有

直接关系。根据我们临床观察发现，如果患者术前

责任椎体及病变范围越大，那么患者术后罹患硬膜

外粘连的可能性就越大。对于硬膜外粘连的预防，

基于EF的病生理机制，可以发现具有抗炎、抑制胶

原蛋白合成和成纤维细胞增殖作用的药物可以降

低EF的程度。基于这一指导思想，人们陆续发现

一些药物可以用来预防硬膜外粘连的发生，如丝裂

霉素c、免疫抑制剂、类固醇激素、胞磷胆碱等。本

研究选用大鼠并施以腰椎板切除术作为研究对象，

局部应用钙通道阻滞剂进行干预，结果表明，维拉帕

米水醇溶液在预防硬膜外粘连方面具有一定疗效，

Rydell评分降低，椎板开窗局部胶原沉积有明显改
善，炎性活动和成纤维细胞增殖被抑制，局部波形蛋

白的表达量也明显降低，这意味着维拉帕米治疗组

大鼠椎板开窗的损伤局部胶原含量明显降低。至

此，从组织学层面上证实了维拉帕米水醇溶液局部

应用可以通过抑制成纤维细胞的增殖和胶原蛋白沉

积的途径达到抑制硬膜外粘连的效果o 3610为了进

一步证实维拉帕米局部应用可以对椎板开窗局部的

炎性活动产生抑制作用，本研究采用RT—PCR观察

了维拉帕米水醇溶液对炎性因子(TNF—Ot、IL_6和

TGF—B 1)mRNA表达的影响，结果表明，其mRNA

水平在维拉帕米治疗组均显著降低，在Rydell评分
过程中观察到维拉帕米治疗组瘢痕组织范围最小，

在切割过程中其出血量也较少，表明其内血管再生

较少，同时瘢痕组织周围炎性渗出吸收后残腔也较

溶剂对照组明显少。表明维拉帕米局部应用具有明

确抑制炎性活动的作用。

本研究目前的设计仍存在一些限制，如仅应用

了一种浓度的维拉帕米；同时在不同浓度的药物研

究过程中，药物的系统生物安全性研究也应该被纳

入进来；由于生物力学因素的影响，也应该尝试采

用一些非爬行动物进行研究。
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