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心脏营养素１对大鼠损伤脊髓的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨心脏营养素１（ｃａｒｄｉｏｔｒｏｐｈｉｎ１，ＣＴ１）对大鼠损伤脊髓的保护作用，并初步探讨其可能的作用机制。

方法　９０只大鼠随机分为９组：脊髓损伤前正常大鼠（０ｈ）以及脊髓损伤模型建立后１ｈ、６ｈ、１２ｈ、１ｄ、２ｄ、３ｄ、６ｄ、１２ｄ组
（ｎ＝１０），ＲＴＰＣＲ测定损伤脊髓组织ＣＴ１及其受体糖蛋白１３０（ｇｐ１３０）、白血病抑制因子受体（ＬＩＦＲ）ｍＲＮＡ表达。大鼠随

机分为３组：ＣＴ１干预组、模型组和神经生长因子（ＮＧＦ）干预组（ｎ＝３０），分别给予ｒｈＣＴ１（１００μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）或等量生理

盐水或ＮＧＦ硬膜内灌注，给药后第３天、１周、２周于损伤脊髓处取材行 ＨＥ和尼氏染色，对比分析各组神经元计数。大鼠随

机分为模型组及ＣＴ１干预组（ｎ＝３０），损伤后１、４、１２周完整剥离大鼠小腿三头肌（ｎ＝１０），比较两组肌肉质量及总蛋白量。

结果　与损伤前（０ｈ）相比，大鼠脊髓损伤后ＣＴ１ｍＲＮＡ表达出现一过性增高（１ｈ，Ｐ＜０．０５），而后呈进行性下降趋势；其受
体表达出现反馈性增高。ＣＴ１干预组、ＮＧＦ干预组神经元及尼氏体数量均高于模型组（Ｐ＜０．０５），前两组间差异无统计学意

义。脊髓损伤后４周、１２周时ＣＴ１干预组大鼠小腿三头肌湿质量及总蛋白含量均高于模型组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＣＴ１对
大鼠脊髓损伤后神经元存活及功能维持具有一定的保护作用。

　　［关键词］　脊髓损伤；心肌营养素１；神经营养因子；神经保护
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　　脊柱骨折常伴发严重的脊髓损伤，导致效应器

官及组织失神经营养发生功能紊乱，严重损害患者

身心健康。因此，保护脊髓损伤后残存神经元功能

具有重要的临床意义。心脏营养素１（ｃａｒｄｉｏｔｒｏ

ｐｈｉｎ１，ＣＴ１）是白细胞介素６（ＩＬ６）家族的新成

员［１］，在小鼠心脏、肾脏、骨骼肌和肝脏中均有表

达［２］，也表达于小鼠胚胎脑、脊髓、背根神经节、骨骼

肌和皮肤中［３］，在交感神经轴突损伤中高度表达其

受体ｇｐ１３０［４］，能够支持脊髓运动神经元、多巴胺能

神经元和睫状神经节神经元长期存活［５６］，具有潜在

的神经保护作用。但目前缺乏其对脊髓损伤后神经

保护及再生作用的相关研究。因此，本研究观察大

鼠脊髓损伤组织中ＣＴ１及其受体的表达变化，并进

一步观察外源性重组ＣＴ１对损伤脊髓神经元修复

的可能作用，探讨ＣＴ１在脊髓损伤修复中的潜在价

值，为其在脊髓损伤中的临床应用提供参考。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ｒｈＣＴ１（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，美国）、

苏木精伊红（ＨＥ）染色试剂盒（北京雷根生物技术

有限公司）、尼氏（Ｎｉｓｓｌ）染色试剂盒（南京森贝伽生

物科技有限公司）、反转录反应液（美国ｅｌｉｆｅＣｏ公

司）、实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 （ＣＦＸ ＣｏｎｎｅｃｔＴＭ，

ＢｉｏＲａｄ，美国）、计算机图像分析系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ，

ＢＸ５１ＷＩＤＰＭＣ，Ｊａｐａｎ）、酶 标 仪 （Ｂｉｏｔｅｋ 公 司，

美国）。

１．２　动物来源及脊髓损伤模型的建立　雄性ＳＤ大

鼠由第二军医大学动物实验中心提供，６个月龄，体

质量２００～２５０ｇ。脊髓损伤模型的建立：大鼠称质

量，腹腔注射０．５％硫喷妥钠（５００ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，

俯卧固定，备皮，常规消毒铺巾。以脊柱为中心纵行

切开皮肤、皮下组织，剥离两侧椎旁肌肉，暴露Ｔ６～８
棘突和椎板，咬除Ｔ７棘突和椎板，暴露硬膜，预打击

脊髓上放置０．４ｃｍ×０．５ｃｍ垫片。采用Ａｌｌｅｎ打击

法［７］（１０ｇ×５ｃｍ），以造成截瘫为有效打击，关闭伤

口，行椎管内置管术。术后室温控制在２０～２８℃，所

有动物每日肌注青霉素钠１０万Ｕ。

１．３　ＲＴＰＣＲ测定大鼠脊髓损伤组织ＣＴ１及其受

体的表达　健康雄性ＳＤ大鼠９０只，按照取材时间

点随机分为９组：脊髓损伤前正常大鼠（０ｈ）以及大

鼠脊髓损伤模型建立后１ｈ、６ｈ、１２ｈ、１ｄ、２ｄ、３ｄ、

６ｄ、１２ｄ组（ｎ＝１０），每只大鼠取损伤处脊髓组织５０

ｍｇ，采用ＲＴＰＣＲ方法检测ＣＴ１及其受体 ｍＲＮＡ
表达。ＣＴ１引物序列：５′ＧＧＴ ＧＴＧ ＴＴＧ ＡＡＧ

ＧＡＡ ＡＣＡ ＧＧ３′（Ｆｏｒｗａｒｄ），５′ＧＡＧ ＴＣＡ ＧＴＣ

ＴＧＧ ＴＧＧ ＴＣＴ ＴＣＣ３′（Ｒｅｖｅｒｓｅ）；糖蛋白 １３０

（ｇｐ１３０）：５′ＧＣＡＡＧＧＴＧＴＴＴＧＣＴＧＡＡＧＧＧ

３′（Ｆｏｒｗａｒｄ），５′ＡＣＧＧＣＴＴＣＧＴＣＡＧＣＴＴＴＧ

ＴＡ３′（Ｒｅｖｅｒｓｅ）；白血病抑制因子受体（ＬＩＦＲα）：

５′ＧＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＡＴＡＧＣＡＣＧＧＡ３′（Ｆｏｒ

ｗａｒｄ），５′ＣＡＡＴＧＣＣＴＧＧＧＴＡＣＡＴＧＧＴＡＧ

３′（Ｒｅｖｅｒｓｅ）。以ＧＡＰＤＨ 管家基因为内参，根据

ΔＣｔ值比较平均相对表达量的变化。ＲＴＰＣＲ检测

委托上海舜百生物科技有限公司完成。

１．４　外源性ＣＴ１对损伤脊髓神经元的影响　雄性

ＳＤ大鼠９０只，随机分为３组：模型组、神经生长因

子（ＮＧＦ）干预组和ＣＴ１干预组（ｎ＝３０）。ＣＴ１干

预组于脊髓损伤后即刻予ｒｈＣＴ１（１００μｇ·ｋｇ
－１·

ｄ－１）硬膜内灌注，模型组、ＮＧＦ干预组分别给予等

量生理盐水和ＮＧＦ。给药后第３天、１周、２周于损

伤脊髓处取材，行 ＨＥ染色及Ｎｉｓｓｌ染色，通过计算

机图像分析系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＢＸ５１ＷＩＤＰＭＣ，Ｊａ

ｐａｎ）于放大２００倍显微镜视野中进行计数分析。

１．５　外源性ＣＴ１对脊髓损伤后失神经营养肌肉的

影响　雄性ＳＤ大鼠６０只，随机分为模型组及ＣＴ１

干预组（ｎ＝３０），所有大鼠均制备脊髓损伤模型，ＣＴ

１干预组大鼠于脊髓损伤后即刻给予ｒｈＣＴ１（１００

μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）硬膜内灌注，损伤后１、４、１２周完整

剥离大鼠小腿三头肌（ｎ＝１０），去除脂肪及结缔组

织，滤纸吸干表面血液后迅速转送至电子分析天平

（Ｒ２００Ｄ，１／１０万，Ｇｅｒｍａｎｙ）上称质量。取上述剥离

肌肉行总蛋白测定：将肌肉组织于冰上切碎，按试剂

盒（美季生物公司）说明应用Ｌｏｗｒｙ法测定总蛋白。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０分析软件，应用方

差分析及ｔ检验比较组间差异，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠脊髓损伤组织ＣＴ１及其受体表达的变

化　结果（图１）表明：损伤脊髓组织中ＣＴ１ｍＲＮＡ
的表达出现波动，伤后１ｈ相对表达量显著增高
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（Ｐ＜０．０５）；随后其进行性下降，损伤后２４ｈ与０ｈ
表达水平相当，随时间的延长呈现低表达表现。其

受体ｇｐ１３０、ＬＩＦＲ的表达出现不同程度的变化，前

者１２ｈ内表达平稳，与０ｈ相当，４８ｈ后表达水平逐

渐升高，６ｄ出现峰值（Ｐ＜０．０５），１２ｄ后降至０ｈ水

平；后者于４８ｈ时形成表达高峰（Ｐ＜０．０５），７２ｈ时

略有下降，６ｄ后与０ｈ表达水平相当。

图１　大鼠损伤脊髓组织ＣＴ１及其受体基因表达水平的变化

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＣＴ１，ｇｐ１３０，ａｎｄＬＩＦＲｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉｎｊｕｒｅｄｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓ０ｈ；ｎ＝１０，珔ｘ±ｓ

２．２　外源性ＣＴ１干预对大鼠损伤脊髓神经元形态

学的影响　ＨＥ染色结果（图２Ａ）表明：ＮＧＦ及

ＣＴ１干预组损伤脊髓神经元计数均高于模型组，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），前两组间差异无统计学

意义（图２Ｂ）。Ｎｉｓｓｌ染色结果（图３Ａ）表明：ＮＧＦ及

ＣＴ１干预组损伤脊髓神经元计数均高于模型组，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），前两组间差异无统计学

意义（图３Ｂ）。

２．３　外源性ＣＴ１干预对大鼠失神经营养肌肉的影

响　脊髓损伤后，大鼠肌肉因失神经营养作用，表现为

灰白、弹性差；比较两组肌肉湿质量，结果显示：在损伤

后４周、１２周时，ＣＴ１组肌肉湿质量、总蛋白含量均高

于模型组（Ｐ＜０．０５），１周时差异无统计意义（图４）。

３　讨　论

近年来，随着我国经济的高速发展及基础设施

的不断完善，交通意外的发生不断提高，脊髓损伤患

者也逐年增加，严重威胁国人健康和生命［８］。目前

临床上对脊髓损伤的治疗疗效均不理想，是困扰医

学界的难题之一［９１１］。ＣＴ１在神经系统中是一种重

要的调节因子，可以促进交感神经元、运动神经元、

感觉神经元的存活［４］。不同分化程度的骨骼肌细胞

来源的ＣＴ１均可以支持脊髓运动神经元、多巴胺能

神经元和睫状神经节神经元的长期存活［１２］，ＣＴ１还

能刺激体外培养的胎儿运动神经元的存活［１３］。在对

小鼠特发性神经元疾病中也证实了ＣＴ１对神经元

的保护性作用［１４］。这些研究成果证实，ＣＴ１作为神

经活性因子为脊髓损伤实验开展提供了良好的基

础。ＣＴ１还可降低氧自由基诱导剂ＦｅＳＯ４ 和神经

毒性物质ＳＩＮ１诱导的皮质神经元细胞的死亡［１５］。

图２　不同组别大鼠损伤脊髓神经元ＨＥ染色（Ａ）及神经元计数（Ｂ）

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（Ａ）ａｎｄｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｎｅｕｒｏｎｃｏｕｎｔ（Ｂ）ｏｆｄａｍａｇｅｄｒａｔｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

Ａ：Ａｓｔｉｍｅｗｅｎｔｂｙｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｕｒｏｎｆｕｒｔｈｅｒｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｉｎｊｕｒｉｅｄｓｐｉｎａｌｔｉｓ

ｓｕｅｓ，ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＮＧＦａｎｄＣＴ１ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｂ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｎｅｕ

ｒｏｎｃｏｕｎｔｐｅｒｈｉｇｈｐｏｗｅｒｆｉｅｌｄ（ＨＰＦ）．Ｐ＜０．０５ｖｓＮＧＦｏｒＣＴ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珔ｘ±ｓ
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图３　不同组别大鼠损伤脊髓神经元Ｎｉｓｓｌ染色（Ａ）及尼氏体计数（Ｂ）

Ｆｉｇ３　Ｎｉｓｓｌｓｔａｉｎｉｎｇ（Ａ）ａｎｄＮｉｓｓｌｂｏｄｉｅｓｃｏｕｎｔ（Ｂ）ｏｆｄａｍａｇｅｄｒａｔｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

Ａ：Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｄａｍａｇｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｂ：Ｎｉｓｓｌｂｏｄｙｃｏｕｎｔ

ｐｅｒｈｉｇｈｐｏｗｅｒｆｉｅｌｄ（ＨＰＦ）．Ｐ＜０．０５ｖｓＮＧＦｏｒＣＴ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珔ｘ±ｓ

图４　脊髓损伤后不同组别大鼠小腿三头肌肌肉湿质量（Ａ）及肌蛋白含量（Ｂ）的比较

Ｆｉｇ４　Ｍｕｓｃｌｅｗｅｔｗｅｉｇｈｔ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓ（Ｂ）ｏｆｒａｔｔｒｉｃｅｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ
Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珔ｘ±ｓ

　　本研究结果表明：ＣＴ１干预组与 ＮＧＦ干预组
神经元、尼氏体数量差异无统计学意义，均高于模型
组；且随着时间的延长，两者保护效果更为显著。

ＮＧＦ是传统的神经生长因子，对脊髓损伤后神经元

结构重塑、功能恢复具有确切的疗效［１６］。本研究提

示外源性ＣＴ１对损伤脊髓神经元形态、数量等的
保护作用已接近ＮＧＦ。ＣＴ１亦可促进髓鞘细胞的
生长，为神经纤维的再生爬行提供了良好的内环境

支撑［１７］。本研究的形态学观察结果表明ＣＴ１在对

抗损伤脊髓神经元死亡的作用上与传统神经生长因

子大致相当。需要指出的是，通过观察切片发现，脊
髓损伤２周后ＣＴ１组神经元数量较损伤３ｄ仍有
减少，提示继发性损伤因素仍然存在。相比模型组，

ＣＴ１可以部分减缓这种损伤。既往研究表明复合
使用不同种类神经营养因子可以有效提高去神经化

肌肉质量［１８］，而本研究结果表明损伤后４周、８周时

ＣＴ１干预组肌肉湿质量高于模型组，初步推测其对
于肌肉功能的支持保护作用同复合神经营养因子相

当。脊髓损伤后ＣＴ１ｍＲＮＡ 表达出现一过性增
高，继而出现持续性下降。此过程提示：正常脊髓组
织中ＣＴ１及其受体亚基表达相对恒定，脊髓损伤
后，损伤部位充血水肿，并产生大量炎症介质，结合
外周组织中被趋化的炎症介质，共同组成了ＣＴ１
的高峰；随着炎症反应减弱，ＣＴ１的表达出现降低。
同时，其受体亚基 ｍＮＲＡ表达相应上调，以增加对

ＣＴ１的敏感性，与既往研究类似［１９］。本实验结果
显示，损伤后４８ｈ～６ｄ，ＣＴ１受体达高峰，故对脊
髓损伤患者开展早期临床干预具有重要意义。当
然，ＣＴ１受体在体内多个器官、组织存在，故对用药
方式及治疗的安全剂量方面仍需进一步探讨［２０］。

综上所述，ＣＴ１对脊髓损伤后神经死亡进程起
到了一定的减缓作用，为神经轴突的爬行重建提供
了良好的环境，可能对脊髓功能的保护起到了一定
的帮助作用，值得深入研究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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