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氨基胍干预对创伤性面瘫大鼠外周面神经及
周围组织一氧化氮合酶表达的影响
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[摘要 ]　目的　研究诱导型一氧化氮合酶抑制剂氨基胍对创伤性面瘫大鼠外周面神经及周围组织一氧化氮合酶

表达的影响。方法　通过大鼠面瘫前后腹膜内小剂量给予氨基胍 ,在伤后各个时间点切取损伤面神经和软组织 ,

采用兔抗大鼠一氧化氮合酶 (NOS)抗血清免疫组织化学 ABC法对面神经和肌肉软组织内 NOS表达的变化进行研

究。结果　氨基胍组面神经和肌肉软组织伤后诱导型一氧化氮合酶免疫反应性明显降低。结论 　氨基胍慢性干

预明显抑制面神经和肌肉软组织内诱导型一氧化氮合酶的表达 ,为面神经再生与组织创伤修复创造了有利条件。
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[ Abstract ]　Objective　To study the effects of inducible NOS inhibitor aminoguanidine on the expression of NOS in facial nerve

and surrounding tissue of traumatic facial paralysis rats.Methods　A small dose of aminoguanidine were intraperitoneally injected

into rats before and after facial paralysis. The facial nerve and surrounding tissues were cut at different time point. Immunohisto2
chemical ABC method was used to study the changes of NOS expression in facial nerve and surrounding tissues.Results　The in2
ducible NOS immunoreactivity was obvious inhibited in the facial nerve and surrounding tissues in aminoguanidine group.Conclu2
sion　Aminoguanidine chronic treatment can obvious inhibit the inducible NOS expression in the facial nerve and surrounding tis2
sues. Aminoguanidine can improve the regeneration of facial nerve and the recovery of traumatic tissues.
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　　颌面部撞击造成的面神经挫伤引起的面瘫是临

床救治的难点。本研究对氨基胍干预后面神经和周

围肌肉软组织一氧化氮合酶表达的影响进行了观察 ,

旨在探讨 NO介质途径干预对创伤性面瘫后外周面

神经及周围组织功能恢复的影响 1 ,2 ,以期寻求创伤

性面瘫的有效治疗新线索。

1　材料和方法

1. 1　动物及分组

成年雄性 Sprague-Dawley大鼠 (上海 B&K动物公

司) 39只 ,体重 190～250 g ,随机分为空白对照、实验

对照 (normal saline ,NS)及实验处理 3组 ,动物数分别

为 3 ,18 ,18只。空白对照组动物仅用于做形态学观

察 ;NS组与实验处理组动物分别在伤后即刻 ,伤后

6 h ,1、3、7、14 d随机取 3只动物做观察4 。

1. 2　NO介质途径的干预

实验处理组用氨基胍 (aminoguanidine ,AG) (Sigma

公司 ,美国) 作为诱导型一氧化氮合酶抑制剂 ,按

50 mgΠkg剂量于致伤前 015 h腹膜内给药 ,面瘫后继

续给药 ,每日 2次。实验对照组与空白对照组则给予

等量的生理盐水 ,直至观察结束处死为止。

1. 3　面神经损伤方法

所有 SD大鼠用戊巴比妥钠 (40 mgΠkg)腹腔注射

麻醉后 ,解剖右侧面神经显露出咬肌表面的面神经颊

支与下颌支 ,空白对照组随即缝合伤口做形态学观

察。将实验对照及实验处理组大鼠侧卧位固定于万

能固定台上 ,将撞击探头接触覆盖面神经颊支与下颌

支 ,以质量为 415 kg的撞击杆 ,直径为 111 cm的撞击

探头 ,10 mΠs撞击速度 ,015 cm的撞击压缩幅度进行

撞击 ,造成大鼠右侧面神经完全性瘫痪 ,但面神经干

不断裂 ,随后缝合伤口。所造成的面瘫及其功能恢复

以触须运动和平衡观察为指标分为完全面瘫、轻度恢
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复、中度恢复及面瘫完全恢复 5 。

1. 4　局部组织取材

以撞击区为中心 ,将右侧面神经颊支与下颌支仔

细分离切取 ,长度 110 cm左右 ,再将撞击区内咬肌切

取一大块 ,与面神经一道放入 20 %蔗糖液中过夜。

对照除空白对照外 ,还设置正常对照 ,取各实验组对

侧咬肌组织 ,处置方法与实验侧相同。

1. 5　免疫组化染色

将在 20 %蔗糖液中浸泡的组织进行常规免疫组

化染色 6 。肌肉冰冻切片厚度约 15μm ,面神经及肌

肉和周围组织染色的一抗均选用诱导型一氧化氮合

酶 (iNOS) 、结构型一氧化氮合酶 (cNOS) 。

1. 6　统计分析

免疫组化染色结果采用同济医科大学千屏影像

工程公司研制的 HPIAS-1000高清晰度彩色图文分析

系统进行图像分析 ,测定平均灰度值 ,用第四军医大

学统计教研室 SPLM1. 0软件处理 ,做方差分析。

2　结果

2. 1　面神经免疫组化染色

3组动物伤后 14 d都未见面神经纤维 cNOS阳性

染色。NS组伤后 1 d iNOS免疫反应性表现出较强烈

iNOS染色 ,且面神经纤维排列较紊乱 ,有粗细之分 ,

时断时续。伤后 3 d ,iNOS免疫反应性达到高峰 (图

1) ,伤后 7 d ,iNOS免疫反应性明显下降 ,伤后 14 d已

无明显的阳性纤维。AG组伤后 1、3 d iNOS免疫反应

性也明显增强 ,但均比 NS组明显减弱 (图 2) 。空白

对照组未见 iNOS表达。

图 1　实验对照组伤后 3 d面神经 iNOS阳性神经纤维分布达到高

峰 (箭头所指) 　ABC　×66

Fig 1　INOS positive nerve fibers distributed at peak (arrowhead pointed)

3 d after trauma in NS group 　ABC　×66

2. 2　肌肉软组织免疫组化染色

在创伤后的组织内 ,cNOS主要分布于骨骼肌上。

NS组伤后 6 h可见部分肌纤维呈阳性 ,特别是肌细

胞膜阳性较强。伤后 1 d ,cNOS免疫反应性达到高

峰 ,出现深染阳性肌纤维 ,间质内中性粒细胞染色较

弱。自伤后 3 d开始 ,cNOS免疫反应性明显下降 ,仅

肌细胞胞膜少许阳性染色 ,伤后 7、14 d时已无阳性

染色。AG组表现与 NS组相似 ,空白对照组则为阴

性。NS组伤后 6 h时 ,肌肉、结缔组织间已有不少 iN2
OS阳性细胞浸润 ,其中有中性粒细胞、巨噬细胞 ,部

分肌纤维及肌细胞胞膜亦可见阳性染色。伤后 1 d ,

iNOS免疫反应性达到高峰 ,大量阳性炎细胞浸润 ,阳

性物质充满细胞质 ,呈粗颗粒状 ,但肌纤维 iNOS免疫

反应性无明显增强 (图 3) 。伤后 3 d ,iNOS阳性炎细

胞明显减少。伤后 7 d ,阳性炎细胞基本消失 ,肌纤维

亦无阳性染色。伤后 14 d则与空白对照组相同 ,无

阳性反应。而 AG组 iNOS免疫反应性明显低于 NS

组 (图 4) 。伤后 3、7、14 d ,两组间已无明显差异 ,在相

同时间与 NS组相比 , P < 0101。

图 2　氨基胍组伤后 3 d面神经 iNOS阳性神经纤维染色明显低于

实验对照组伤后 3 d(箭头所指) 　ABC　×66

Fig 2　INOS positive staining of nerve fibers in AG group was obviously

lower than that of NS group (arrowhead pointed) 3 d after trauma

　ABC　×66

图 3　实验对照组伤后 1 d 肌肉软组织 iNOS阳性染色达到高峰

　ABC　×132

Fig 3　INOS positive staining of muscle tissues peaked 1 d after trauma in

NS group　ABC　×132

3　讨论

本实验发现 :①AG组面神经伤后的 iNOS免疫反

应性明显降低 ; ②各组肌肉伤后呈现一定程度的

cNOS免疫反应性 ,在 iNOS免疫反应性上 ,AG组明显
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受抑制 ;③组织学发现 ,AG组伤后组织间炎症反应

轻 ,损伤小。上述现象出现的可能原因分析如下。

图 4　氨基胍组伤后 1 d肌肉软组织 iNOS阳性染色强度明显低于

实验对照组伤后 1 d　ABC　×132

Fig 4　INOS positive staining of muscle tissues in AGgroup was obviously

lower than that of NS group 1d after trauma　ABC　×132

就面神经而言 ,各组因面神经运动神经元 ( FMN)

中 cNOS不表达或极弱表达 3
,外周面神经中自然无

cNOS免疫反应性。NS组伤后面神经有较强的 iNOS

免疫反应性 ,这与同期 FMN中 iNOS强烈表达有关 ,

但外周 iNOS阳性纤维数量亦不如 FMN中阳性神经

元多 ,其原因与上面所说的 cNOS免疫反应性一样。

iNOS在外周神经纤维中表达并释放 NO 在神经再生

中有何作用还末证实 ,估计与在中枢一样有神经损伤

作用 ,阻碍再生修复 7 。AG组 iNOS免疫反应性低 ,

这与它中枢 FMN中 iNOS免疫反应性低密切相关 3 ,

中枢表达的少 ,输送到外周自然也少。鉴于 iNOS可

能有神经损伤作用 ,AG组 iNOS免疫反应性低 ,这对

该组伤后面神经的恢复是有利的 ,这与 AG组在面神

经伤后早、中期恢复较快是一致的3 。

就周围软组织而言 ,周围组织中 cNOS可由一些

如缺血、机械刺激等因素激活 ,所以本实验中肌肉组

织内的 cNOS阳性可能是由于机械损伤和组织内微

循环障碍所致 ,同时 cNOS主要表达在肌纤维膜区 ,

这与 Grozdanovic等8 的报道相符。各组 cNOS伤后上

升、下降趋势一致 ,可见 cNOS免疫反应性主要与创

伤本身有关 ,肌肉组织中 cNOS表达释放的 NO具有

10
-12

molΠL水平。这种水平的 NO在组织细胞间起信

息转递作用 ,并可能参与一些细胞的分化和功能调

节 9
,因此应该对组织损伤修复有一定的促进作用。

另一方面 ,组织创伤后 ,伤口内各种组织细胞被激活 ,

可释放多种细胞因子 ,如 IL、TNF、TGF、IFN等。这些

因子可趋化多种细胞包括中性粒细胞、巨噬细胞、成

纤维细胞、内皮细胞等进入伤口组织周围 ,参与损伤

后的炎症反应和修复愈合过程 ,而这些细胞因子是

iNOS重要的刺激因子 ,在它们的协同作用下 ,多种类

型的细胞可释放大量的 NO ,而组织内大量 NO的生

成 ,可能是参与组织损伤的重要因素 10 。另外 NO的

生成 ,能够导致生成 NO的巨噬细胞、中性粒细胞等

细胞自身的凋亡 ,因而又可能是调控炎症消散和炎症

反应自限性的原因之一 11 。NS组伤后 iNOS免疫反

应性证实了上述观点。NS组肌纤维内有 iNOS表达 ,

但无明显增强。这是因为在骨骼肌中 ,iNOS仅在一

定条件下才被诱导表达 ,且表达强度较低 12 。AG组

iNOS免疫反应性明显低于NS组 ,说明AG抑制了 iN2
OS的表达 ,AG通过抑制各种炎性因子中 iNOS表达

进而抑制 NO的释放 ,从而使周围组织中炎症反应、

组织损伤大为减轻 ,这对于组织创伤恢复、面神经再

生创造了一个有利的外部环境。

面神经损伤后的反应是一个复杂的生物过程 ,远

不是一个 NO机制的问题。本研究用氨基胍进行干

预 ,以了解其对面瘫恢复的影响是具有重要意义的。
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