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丙烯酰胺抑制大鼠肌注 Ａ型肉毒毒素后的神经芽生

蔡华英，胡兴越，蒋　红
（浙江大学附属邵逸夫医院神经内科，浙江 杭州　３１００１６）

摘要：目的　观察丙烯酰胺是否能抑制肉毒毒素肌
注后的神经芽生，以延长其治疗肌肉过强活动疾病

的疗效。方法　ＳＤ大鼠随机分为肉正常对照组、丙
烯酰胺组、肉毒毒素组和毒毒素 ＋丙烯酰胺组。每
只大鼠右肢腓肠肌分别肌肉注射Ａ型肉毒毒素５Ｕ
或生理盐水１次（０．２ｍＬ），肌注后 ｄ３，６，９，１２，
１５，１８及２１分别ｉｐ３％丙烯酰胺或生理盐水，每次
０．１ｍＬ。肌肉注射肉毒毒素后１，２，３，４，６，８，１０
及１２周的８个时间点评定大鼠右后肢肌力，观察单
纤维肌电图和形态学计数神经纤维。结果　肉毒毒
素组右后肢肌力下降，单纤维肌电图纤维密度测定

和病理形态神经纤维计数结果均显示 Ａ型肉毒毒
素肌肉注射后神经芽生现象；单纤维肌电图动作电

位平均连续差结果提示出现神经肌肉接头传导异

常，１２周可基本恢复正常。加用丙烯酰胺可延缓芽
生高峰的时间和抑制芽生程度，并延缓神经肌肉接

头功能的恢复。结论　应用丙烯酰胺可抑制 Ａ型
肉毒毒素局部注射后神经芽生，延迟肌力恢复。

关键词：肉毒杆菌毒素，Ａ型；丙烯酰胺；神经芽
生；肌电描记术；神经纤维；神经肌肉接头
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Ａ型肉毒毒素（ｂｏｔｕｌｉｎｕｍｔｏｘｉｎｔｙｐｅＡ）是肉毒
梭菌产生的外毒素之一，作为锌肽内切酶作用于突

触相关蛋白２５，阻碍乙酰胆碱通过突触裂与突触后
膜受体结合，神经肌肉接头传导受阻［１］。运用这一

机制，局部注射Ａ型肉毒毒素成为肌肉过强活动疾
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病（如局灶性肌张力障碍）的一种安全、简便和有效

的治疗方法［２］。但这种治疗方法面临一个难题，即

一般在３～４个月后肌肉过强活动复发。复发的原
因在于神经肌肉接头传导功能恢复，其机制主要是

神经芽生，重建神经肌肉接头［３，４］。

　　丙烯酰胺（ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）是引起逆死性神经病变
的经典神经毒物。其病理变化符合轴索变性，银染

和胆碱酯酶双重染色法发现中毒早期运动神经末梢

肿胀，以最末个郎飞结最明显，随着中毒进展，肿胀

向近端发展［５］。联合这两种药物，丙烯酰胺是否能

抑制Ａ型肉毒毒素肌肉注射后神经芽生，这在国内
外尚未见报道。

本研究采用大鼠右侧腓肠肌局部注射 Ａ型肉
毒毒素制作局部神经芽生模型［６］，观察丙烯酰胺对

Ａ型肉毒毒素肌肉注射后神经芽生的影响，测定神
经芽生的病理和电生理情况，以探讨丙烯酰胺抑制

神经芽生的可能性，为解决 Ａ型肉毒毒素肌肉注射
后出现神经芽生的难题进行初步尝试。

１　材料和方法

１．１　药品和仪器
Ａ型肉毒毒素注射液，卫生部兰州生物制品研

究所生产
!

（９７）卫药准字 （兰）Ｓ０１号
"

；丙烯酰

胺购自江苏永华化学有限公司。其余试剂均为市售

分析纯产品。冰冻切片机为德国莱卡公司 Ｃｒｙｏｃｕｔ
１８００型；显微镜为日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司ＣＨ３０型；肌电
图为丹麦丹迪公司 Ｋｅｙｐｏｉｎｔ型，刺激和记录电极均
购自丹麦丹迪公司。图文分析仪组成：万能显微镜

（德国莱卡公司，ＯｌｙｍｐｕｓＢＨＺ型）；彩色摄影仪
（Ｎｉｋｏｎ公司，ＪＶＣ１３８１型）；ＨＰＩＡＳ１０００高清晰度彩
色病理图文报告分析系统（华中科技大学同济医学

院清屏影像公司）。显微摄像仪组成：显微镜（德国

莱卡公司，ＤＭＲ型）；数码摄像机（Ｎｉｋｏｎ公司，１２００
万像素，ＤＸＭ型）；ＡＣＴ１显微摄影软件（上海千欣
仪器有限公司）。
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１．２　动物模型制备及处理
成年健康雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠１３０只，体

重１６０～２００ｇ（清洁度Ⅱ级，由浙江省医学科学院动
物中心提供）。采用随机数字表将大鼠分为４组：
正常对照组１０只，丙烯酰胺组，肉毒毒素组及肉毒
毒素＋丙烯酰胺组每组４０只。除正常对照组外，给
药组常规ＰＶＰＩ消毒后，每只大鼠右肢腓肠肌分别
肌肉注射Ａ型肉毒毒素５Ｕ或生理盐水１次（０．２
ｍＬ），肌肉注射后ｄ３，６，９，１２，１５，１８和２１分别
ｉｐ３％丙烯酰胺或生理盐水，每次０．１ｍＬ，共７次。
丙烯酰胺染毒累积剂量２１ｍｇ，按体重计算累积剂
量范围为１０５～１３１ｍｇ·ｋｇ－１。肉毒毒素＋丙烯酰胺
组，肉毒毒素组和丙烯酰胺组于腓肠肌局部注射肉

毒毒素或生理盐水后１，２，３，４，６，８，１０和１２周
的８个时间点随机取５只大鼠评定右后肢肌力、检
查电生理和形态计数神经纤维。正常对照组未行

任何处理，直接进行上述测定。实验测定采用单盲

法。

１．３　肌力评分
按Ｌｏｎｇａ等［７］法对右后肢肌力进行评分：无神

经系统缺损症状为０分；不能完全伸展右侧后肢为
１分；转圈为２分；行走时向右侧倾斜为３分；不能
自发行走或意识昏迷为４分。
１．４　单纤维肌电图检查

单纤维肌电图是检测神经肌肉接头的一个敏感

指标，记录一个运动单位内不同肌纤维及其运动终板

的电活动，测量参数有两个：颤抖
!

由平均连续差

（ｍｅａｎｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＭＣＤ）表示
"

和纤维密

度（电极直径在３００μｍ范围内收集到的单纤维电位
的个数）。动作电位ＭＣＤ增加表示神经肌肉接头传
递受累；纤维密度增加表示有神经再支配［８］。

大鼠５０ｇ·Ｌ－１硫喷妥钠（７５ｍｇ·ｋｇ－１ｉｐ）麻醉
后固定于实验台，右后肢去毛，暴露窝，ＰＶＰＩ消
毒后，用肌电图仪作电生理检查。刺激同芯圆针电

极插入坐骨神经支配腓肠肌分支附近；记录单纤维

针电极插入腓肠肌肌腹，不断移动针电极直至找到

符合条件的单纤维动作电位（单纤维动作电位的判

断标准：峰峰波幅大于２００μｍ；正峰到负峰的峰峰
时间小于３００μｓ；连续时的波形稳定）［９］，给予频率
为１０Ｈｚ，刺激强度为４ｍＡ的电刺激，稳定连续放
电１００次，在每只大鼠腓肠肌不同位置收集６个单
纤维肌电图，由计算机自动贮存和分析该电位的动

作电位ＭＣＤ和肌纤维密度。

１．５　病理观察
电生理检查后解剖取得右侧腓肠肌，行厚度为

２０μｍ的冰冻切片，切片行 ＧｒｏｓＢｉｅｌｓｃｈｏｗｓｋｙ银染
法［１０］。每组每个时间点５只大鼠，每只大鼠２张切
片，每张切片在光镜下随机选取１个低倍视野（×
１０），以ＪＶＣ彩色摄影仪摄取并输入计算机保存，应用
图文报告分析软件（ＨＰＩＡＳ１０００高清晰彩色病理图
文报告分析系统），计算选取视野内的单位面积内神

经纤维数目。同时应用显微摄影仪摄影病理所见。

１．６　统计学方法
结果用珋ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ１１．０统计软件行ｔ检

验。

２　结果

２．１　肉毒毒素与丙烯酰胺联用对肌力的影响
正常对照组肌力为０。单给丙烯酰胺对肌力无

明显影响（与正常对照组比，Ｐ＞０．０５）。肌肉注射
Ａ型肉毒毒素后１周，大鼠均出现右后肢无力，但肉
毒毒素组于第６周开始恢复，１２周恢复至正常组水
平（Ｐ＞０．０５）；而肉毒毒素＋丙烯酰胺组于第８～１０
周开始恢复，１２周仍未恢复至正常，说明加用丙烯
酰胺延缓了肌力恢复（表１）。
２．２　肉毒毒素与丙烯酰胺联用对腓肠肌单纤维肌
电图的影响

２．２．１　纤维密度
正常对照的纤维密度为２．２±０．４。丙烯酰胺

组纤维密度与正常对照组比较无显著性差异

（Ｐ＞０．０５）。图１和表２结果显示，肉毒毒素组纤维
密度１２周内均有增加，４～６周达高峰，提示出现神
经芽生。肉毒毒素加用丙烯酰胺后，纤维密度增加

的程度明显降低，芽生的高峰时间延迟到８～１０周，
最大峰值４．６±０．８明显低于单给肉毒毒素组的最
大峰值５．６±０．７（Ｐ＜０．０１），说明丙烯酰胺抑制了
肉毒毒素肌肉注射后的神经芽生程度。

２．２．２　动作电位平均连续差
正常对照组的动作单位 ＭＣＤ为（３３±４）μｓ。

图１和表 ３结果显示，单给丙烯酰胺对动作电位
ＭＣＤ无明显影响（与正常对照组比较，Ｐ＞０．０５）；
肌肉注射Ａ型肉毒毒素后动作电位 ＭＣＤ延长，提
示神经肌肉接头传导异常；但肉毒毒素组在３～６周
延长最明显，８～１０周有所改善，１２周基本恢复正常
（与正常对照组比较，Ｐ＞０．０５）；而肉毒毒素 ＋丙
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烯酰胺组在８～１２周各个时间点的 ＭＣＤ相应值均
比肉毒毒素组明显延长，说明加用丙烯酰胺延迟神

经肌肉接头功能恢复。

２．３　肉毒毒素与丙烯酰胺联用对腓肠肌神经纤维
计数的影响

图２结果显示，肌肉注射 Ａ型肉毒毒素后逐渐
出现神经芽生，２～３周可见细而短的芽生神经从轴

Ｆｉｇ２．　Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｎｅｒｖｅｆｉｂｅｒａｆｔｅｒｉｎ
ｊｅｃｔｉｏｎｏｆｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎｔｙｐｅＡ．Ａ：ｔｗｏｔｏｔｈｒｅｅ
ｗｅｅｋｓｐｏｓｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＢＴＸＡ．Ｉｔｓｈｏｗｅｄｓｅｖｅｒａｌｓｈｏｒｔａｎｄｔｈｉｎ
ｓｐｒｏｕｔｉｎｇｆｒｏｍｎｅｒｖｅｔｅｒｍｉｎａｌ．Ｂ：ｆｏｕｒｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ
ＢＴＸＡ．Ｔｈｅｓｐｒｏｕｔｓｗｅｒｅｌｏｎｇｅｒａｎｄｅｘｔｅｎｄｅｄｉｎｔｏｍｕｓｃｌｅ．
Ｓｐｒｏｕｔｓｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｓ（ＧｒｏｓＢｉｅｓｃｈｏｗｓｋｙ′ｓｓｉｌｖｅｒｉｍ
ｐｒｅｇｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ［１０］）．

突末端发出，随时间延长芽生神经变长，并向邻近肌

肉延伸。正常对照组右侧腓肠肌的神经纤维计数为

每平方米为（５．５２±０．０９）×１０８。丙烯酰胺组纤维
密度与正常对照组比无显著差异（Ｐ＞０．０５）。肉
毒毒素组神经纤维数目第２～１２周均有增加，４～６
周最为明显；肉毒毒素加用丙烯酰胺后，神经纤维增

加的程度明显降低，芽生的高峰时间延后到８～１０
周，最大峰值每平方米为（１０．６５±０．３２）×１０８，明显
低于单给肉毒毒素组的最大峰值每平方米为

（１４．３３±０．４５）×１０８（表４），说明丙烯酰胺抑制了
肉毒毒素肌肉注射后的神经芽生程度。

３　讨论

神经芽生有很多评价指标，本研究采用病理和

电生理两个指标评价神经芽生。病理采用 ＧｒｏｓＢｉ
ｅｓｃｈｏｗｓｋｙ银染法显示神经纤维，再结合图文分析软
件计数。这种病理计数方法在国内外研究应用较广

泛［３，６］。电生理采用单纤维肌电图，这是检测神经

肌肉接头的一个敏感指标，表明一个运动单位内不

同肌纤维及其运动终板的电活动。其测量参数包括

颤抖和纤维密度。颤抖反映神经肌肉接头功能，用

动作电位 ＭＣＤ表示，ＭＣＤ增加表示功能受累。纤
维密度主要反映同一运动单位肌纤维局部分布情

况，侧枝芽生可以重建运动单位，使运动单位内肌纤

维增加，表现纤维密度增加。本研究采用病理计数

和纤维密度观察神经纤维数目变化，采用肌力评估

和动作电位ＭＣＤ代表神经肌肉接头功能［８］。

本研究结果表明，Ａ型肉毒毒素肌肉注射后出
现神经肌肉接头传递受累，但于１２周左右恢复，在
恢复过程中出现神经芽生现象和神经肌肉接头功能

重塑现象。这与 Ｓａｎｔａｆｅ等［１１］的报道基本一致。加

用丙烯酰胺后神经芽生速度和幅度减慢，重建神经
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肌肉接头延缓。国内外尚未出现合用这两种药物的

报道。目前对 Ａ型肉毒毒素研究较清楚。该毒素
可以引起暂时性神经肌肉传导障碍，功能恢复的机

制主要是神经芽生，重建神经肌肉接头。神经芽生

可从终末分支的郎飞氏结发出，也可以从神经轴突

末端接近运动终板的无髓部位发出，并向失神经运

动终板区域延伸，最终成熟为该范围的神经肌肉接

头［１１，１２］。而丙烯酰胺是经典神经毒物，引起由远及

近的轴索肿胀、变性。据报道，丙烯酰胺损害周围神

经的机制可能包括抑制轴浆运输、抑制糖代谢相关

酶从而抑制能量代谢和钙超载等［１３～１６］。作者推测

这些因素可能导致神经轴突末端能量和原料缺乏，

使神经芽生受阻，从而抑制了 Ａ型肉毒毒素肌肉注
射后神经芽生和神经肌肉接头重塑。确切机制尚需

进一步研究。

本研究所用剂量范围的丙烯酰胺抑制了局部注

射Ａ型肉毒毒素的腓肠肌处的神经芽生，但没有影
响正常肌肉的神经肌肉接头功能，没有出现神经功

能受损的表现（如后肢无力、行走无力）和神经损伤

后的神经再生现象。这可能与丙烯酰胺剂量和神经

中毒敏感不同有关。据报道，丙烯酰胺中毒与毒物

累积剂量有关：ＳＤ大鼠染毒累积剂量达７５ｍｇ·ｋｇ－１

出现轴浆运输减慢，１８０ｍｇ·ｋｇ－１出现神经传导速度
减慢，２２５ｍｇ·ｋｇ－１出现神经症状 （后肢无力
等）［１７，１８］。而本研究染毒剂量为１０５～１３１ｍｇ·ｋｇ－１。
其次周围神经中毒敏感性有差异。文献报道，无论

实验动物还是人类均以下肢症状最重，这是因为粗

大有髓纤维最易受累。周围神经以坐骨神经最敏

感，其中又以腓肠肌肌梭内的神经最早出现轴索变

性，可能与坐骨神经蓄积量比其他部位高有关［１９］。

本研究结果表明，丙烯酰胺有抑制 Ａ型肉毒毒
素肌肉注射后神经芽生的作用，不失为延长 Ａ型肉
毒毒素疗效时间的一种探索，为解决 Ａ型肉毒毒素
肌肉注射后出现神经芽生的问题提供一种思路和基

础研究的积累，是否有临床意义需要进一步研究。

另外丙烯酰胺有潜在的神经毒性、遗传毒性和致癌

性问题，故尚需进一步探索注射部位和最佳剂量及

其全身毒副作用。
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　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕ
ｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ（４９１０３０Ｗ１００１１）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．

（本文编辑　董立春）

·０３１· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ　２００６　Ａｐｒ；２０（２）


