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摘 要:目的 探讨眼镜蛇毒对大鼠丘脑腹后外侧核(VPL)c-fos、c-jun蛋白表达的影响。方法 将24只SD大鼠随

机分为正常对照组、生理盐水组和眼镜蛇毒组,每组8只。眼镜蛇毒按0.5μl/kg注入大鼠左后肢外侧复制蛇伤模型,观
察30min后处死,采用免疫组织化学方法,检测VPL的c-fos、c-jun的表达。结果 眼镜蛇毒组大鼠VPL区c-fos、
c-jun免疫阳性细胞数量及表达强度与正常对照组和生理盐水组比较均显著增高(P<0.05)。结论 眼镜蛇毒组大鼠

VPL区的c-fos和c-jun表达显著增加,可能参与了眼镜蛇毒神经毒性的病理过程。
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectsofNaja(N.atra,Chinesecobra)venomontheexpression
ofc-fosandc-junproteininventralposterolateralthalamicnucleus(VPL)ofrats. Methods Twenty-
fourSprague-Dawleyratswererandomlydividedintogroupsofnormalcontrol,normalsalineandNajavenom
(n=8foreachgroup).Ratpoisoningmodelsweredevelopedbyinjectionofthecrudevenomofcobraatdosage
of0.5μl/kgvialeftposterolaterallimb,andkilled30minutesafterobservation.Animmunohistochemistry
techniquewasusedtomeasuretheexpressionofc-fosandc-juninVPL. Results Thenumberofc-fos
andc-junimmuno-positivecellsintheVPLofratsintervenedwithNajavenomgroupwasincreasedand
moreintensivelyexpressedascomparedwiththosefromthecontrolandnormalsalinegroups(P <0.05). 
Conclusion Thec-fosandc-junexpressionwereup-regulatedinVPLofratstreatedwithNajavenom,
suggestingthattheseproteinsmaybeinvolvedinthepathologicalprocessofneurotoxicityofNajravenom.
  Keywords: cobravenom;ventralposterolateralthalamicnucleus;c-fos;c-jun

  眼镜蛇是我国剧毒蛇中分布最广的蛇种之一,其
毒素是以神经毒素为主的混合毒素。一旦咬伤,局部
出现剧烈疼痛,肿胀明显,以及全身多器管功能衰竭,
目前仍是医学界治疗难题之一[1]。c-fos和c-jun
基因均是即刻早基因的成员,在中枢神经系统广泛分
布,正常情况下,有着低水平的表达,在受到伤害性刺
激后,表达立即增加,因此,可作为中枢神经系统对伤
害性刺激反应的标志物[2]。丘脑腹后外侧核(ventral
posterolateralthalamicnucleus,VPL)是丘脑核团之
一,是痛觉传导通路上的重要中继站,可接受脊髓灰质
后角Rexed第Ⅳ~Ⅵ板层的纤维投射,将痛觉、触觉
及伤害性刺激等信息上传至大脑皮层SI区,从而在痛
觉的调发挥重要作用[3]。本实验旨在探讨眼镜蛇毒中

毒后大鼠VPL区c-fos、c-jun表达变化,为临床节
中治疗提供一些动物实验研究的形态学资料。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 24只成年SD大鼠,雌雄不限,体
重250g左右,由皖南医学院实验动物中心提供。
1.1.2 主要试剂 眼镜蛇毒(干毒)由安徽省黄山市
屯溪县毒蛇养殖研究所提供,c-fos抗体和c-jun抗
体均购自武汉博士德生物工程有限公司。
1.2 方法

1.2.1 动物分组及蛇伤动物模型的建立 将24只

SD大鼠随机分成3组,眼镜蛇毒组、生理盐水组和正
常对照组,每组8只。眼镜蛇毒组:大鼠左后肢外侧常
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规消毒后,将干粉状眼镜蛇毒与生理盐水按1∶3稀
释,按0.5μl/kg量于左后肢外侧部肌肉注射,观察30
min后,发现眼镜蛇毒组大鼠左后肢红肿,烦躁不安,
嘴唇和四肢紫绀,呼吸困难等明显中毒症状即确定模
型成功;生理盐水组:在相同部位注入等量生理盐水;
正常对照组不作任何处理。
1.2.2 免疫组织化学染色法 用1%戊巴比妥钠腹
腔注射麻醉,暴露心脏,经左心室-升主动脉插管4%
甲醛灌注固定。取丘脑节段放入4%多聚甲醛中固定

24h,石蜡包埋,组织切片,片厚5μm,切片脱蜡脱水
后,滴加新鲜配制的0.3%H2O2 室温(18~25℃)7~
12min;微波修复,高火加热2min,低火12min,自然
冷却;滴加封闭液(37℃)1h,不洗;滴加兔抗c-fos
抗体(1∶150)、兔抗c-jun抗体(1∶1200)4℃过夜;
37℃复温,滴加生物素化羊抗兔IgG(37℃)2h;滴加

SABC(37℃)1h;DAB显色10~30min;以上各步骤
之后均用0.02MPBS洗5分/次×3次。流水冲洗阻
断反应。常规脱水、透明、封片。
1.2.3 图片分析 每只大鼠选取相同冠状切面切片
各2张,参照王平宇的脑切片图谱,定位后利用黑马病
理图像分析系统对每张切片相同区域在高倍(400倍)
视野下进行细胞计数和细胞平均灰度值测量。平均灰
度值降低说明表达增强,反之,减弱。
1.3 统计学方法 所得数据以(췍x±s)表示,用SPSS
18.0统计软件对结果进行统计学分析。多组间比较
采用F 检验,组间两两比较采用q检验,以P <0.05
表示差异有统计学意义。
2 结果

免疫组织化学结果显示,c-fos、c-jun免疫阳性
产物呈棕黄色颗粒状,主要表达于细胞膜及胞浆。正
常对照组、生理盐水组和眼镜蛇毒组VPL区均可见c
-fos、c-jun免疫阳性细胞,细胞轮廓清晰,呈圆形或
椭圆形。三组VPL区c-fos、c-jun免疫阳性细胞数
量及平均灰度值比较差异均有统计学意义(Fc-fos=
250.79,P <0.01;F c-fos=63.08,P <0.01;F
c-jun=93.82,P <0.001;F c-jun=40.63,P <
0.001)。生理盐水组VPL区c-fos、c-jun免疫阳性
细胞数量及平均灰度值与正常对照组相比较差异无统
计学意义(P>0.05);眼镜蛇毒组VPL区c-fos、c-
jun免疫阳性细胞数量与正常对照组和生理盐水组比
较明显增多(P <0.05),染色变深,平均灰度值明显
降低(P<0.05),见表1、图1。

表1 各组大鼠VPL的c-fos、c-jun阳性细胞数

及平均灰度值(췍x±s,n=8)

组别

c-fos

细胞数(个/400
倍视野)

平均灰度值

c-jun

细胞数(个/400
倍视野)

平均灰度值

正常对照组 57.75±2.12 145.91±7.75 63.63±1.69 142.92±6.11
生理盐水组 58.63±1.85 144.07±6.35 63.50±2.45 138.1±7.11
眼镜蛇毒组 78.63±2.33a 116.41±1.88a 75.75±1.98a 119.41±1.79a

 注:与正常对照组比较,a:P<0.05

a为正常对照组c-fos蛋白的表达;b为生理盐水组c-fos蛋

白的表达;c为眼镜蛇毒组c-fos蛋白的表达;d为正常对照组

c-jun蛋白的表达;e为生理盐水组c-jun蛋白的表达;f为眼

镜蛇毒组c-jun蛋白的表达

图1 正常对照组、生理盐水组和眼镜蛇毒组大鼠丘脑腹后

外侧核c-fos和c-jun蛋白的表达(SABC法×400)

3 讨论
眼镜蛇毒是由眼镜蛇的毒腺分泌的一种天然毒性

物质,其中含有神经毒素和细胞毒素。当人被眼镜蛇
咬伤后,毒液经血液和淋巴传送,迅速与神经突触结
合,导致细胞溶解、神经细胞信息传导阻滞,从而影响
正常的神经细胞功能。即刻早期基因c-fos和c-
jun,生理情况下,在神经细胞中可有基础水平的表达,
主要参与神经细胞的生长、分化和信息传递等过程,当
神经细胞受到伤害性刺激后,表达明显增加,这与中枢
神经系统损伤后的病理过程有着密切关系[4]。c-fos
蛋白是神经细胞受损程度的标记物,表达水平的高低,
能间接反映神经元的损害程度[5]。本研究结果显示,
与正常组或生理盐水组比较,眼镜蛇毒组大鼠VPL区

c-fos和c-jun阳性细胞数明显增加且平均灰度值
明显下降,提示c-fos和c-jun表达显著增强,说明
眼镜蛇毒可导致神经细胞不同程度的功能损伤。当神
经细胞受到外界刺激后,兴奋性氨基酸或 NMDA受
体等被激活,导致细胞内钙离子浓度的增加激活Ca2+

-磷脂依赖性蛋白激酶途径,进而快速诱导c-jun和

c-fos转录,使其细胞浆中的 mRNA数量快速增加,
翻译出的 Fos和Jun蛋白进入胞核内并形成异源
(Fos/Jun)或同源(Fos/Jun)二聚体,与基因中的转录
因子-1(AP-1)调节位点结合,从而进一步激活靶基
因,使神经元的结构与功能出现改变[6-7]。资料报道,
c-fos、c-jun都是促凋亡基因,脑损伤动物实验进行

c-fos、c-jun基因表达与凋亡神经元在时程、分布和
数量上的相关性分析,发现c-fos和c-jun高表达区
域与细胞凋亡区域一致,提示c-fos和c-jun的表达
可能在脑损伤导致细胞凋亡的过程中起一定调控作
用[8]。本实验中眼镜蛇毒组大鼠 VPL区c-fos和c
-jun的高表达是否参与了眼镜蛇毒中毒后引起的细
胞凋亡过程的调控,有待于进一步的研究。

大鼠的VPL是传导外周神经疼痛的核团之一,当
外周神经末梢受到刺激时,此信息经痛觉传入纤维传
至脊神经节,再经脊髓丘脑侧束、脊髓丘系传至VPL,
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者接受PKP手术治疗前,完善实验室检查,排除了出
血倾向或无法纠正的凝血功能障碍的病例,从而避免
出现出血或局部血肿的情况。

在本组研究中,我们对21例共50个病椎的转移
瘤进行PKP手术治疗,手术后的疼痛缓解以及功能恢
复情况较手术前差异有统计学意义,证明手术获得较
理想的效果,能够很快缓解患者痛楚以及改善部分其
生活质量。综上所述,PKP适用于高Tomita评分的
脊柱转移瘤患者,手术安全、可靠。采用本手术方式治
疗,可以使无法耐受全麻或常规切开手术的晚期脊柱
转移瘤患者得到合理的医治,减轻患者疼痛、恢复病椎
强度及稳定性,改善患者活动功能,提高其生活质量。
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最后投射到大脑皮层感觉区,产生痛觉。各种伤害性
刺激如疼痛、创伤等传入脊髓后,痛感受神经元被激
活,启动原癌基因c-fos合成Fos蛋白,进而导致痛
觉的发生[9]。最近研究显示,减少c-fos、c-jun的表
达,可抑制痛觉信息的传递[10]。本实验对大鼠注射眼
镜蛇毒造成一种伤害性刺激,通过免疫组化观察到,眼
镜蛇毒可以上调大鼠 VPL区c-fos和c-jun的表
达,提示眼镜蛇毒可能通过上调VPL区的c-fos和c
-jun表达从而在伤害性信息的传导过程中发挥重要
的作用。
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