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i摘要C 目的C探讨吡拉西坦通过丝裂原激活蛋白激酶CｍｉｔｏnEｎtａdｔｉuａｔEj ｐｒｏｔEｉｎ pｉｎａ-EyＭＡ 0r通路治疗脊髓损
伤大鼠的作用机制i方法g将 )４ 只体重为 (０～r００ n 的 ６ 周龄 Fc 雌性健康大鼠采用随机数字表法分为假手术组、脊髓
损伤组、吡拉西坦组y每组 r( 只i 脊髓损伤组、吡拉西坦组使用打击器建立脊髓损伤模型y假手术组不损伤脊髓i 吡拉
西坦组按照 ) ｍｌ·pntr标准予尾静脉注射吡拉西坦y连续干预 ３ jy每日 r 次；其他 ２ 组注射等剂量、等次数、等时长的
生理盐水i 分别于术后 r、３、７ j 处死大鼠并取材y观察并比较大鼠脊髓损伤行为学评分CＢａ--ｏyＢEａｔｔｉE ａｎj ＢｒE-ｎａｈａｎ
ｌｏdｏｍｏｔｏｒ ｒａｔｉｎn -dａｌEyＢＢＢ）的变化y使用酶联免疫吸附试验CEｎｚlｍEtｌｉｎpEj ｉｍｍｕｎｏ-ｏｒｂEｎｔ ａ--ａlyLi,FＡ）检测脊髓炎症
因子白细胞介素t６CｉｎｔEｒｌEｕpｉｎt６y,it６）、白细胞介素tr０CｉｎｔEｒｌEｕpｉｎtr０y,itr０）、白细胞介素trβCｉｎｔEｒｌEｕpｉｎtrβy,it
rβ）、肿瘤坏死因子tαCｔｕｍｏｒ ｎEdｒｏ-ｉ- BａdｔｏｒtαyＴＮetα）水平变化yhL 染色观察脊髓损伤大鼠的形态学变化y免疫组化
观察水通道蛋白t４Cａｑｕａｐｏｒｉｎ ４yＡ2 ４）表达水平y蛋白质免疫印迹法C.E-ｔEｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎnyＷＢ）观察脊髓损伤后 ＭＡ 0 信
号通路在大鼠脊髓中的激活状态i 结果g假手术组 r、３、 ７ j 的 ＢＢＢ 评分均为 ２r 分；脊髓损伤组分别为Cr±r）、C４±r）、
C７±２）分；吡拉西坦组分别为Cr±r）、C)±r）、C９±２）分；脊髓损伤组与假手术组比较y差异有统计学意义CＰ＜０．０)）；吡拉西
坦组与脊髓损伤比较y差异有统计学意义CＰ＜０．０)）i hL 染色结果显示y假手术组形态未见异常i 脊髓损伤组在术后
r j 时y脊髓组织出现出血、变性；术后 ３ jy脊髓组织内出现片状坏死区；术后 ７ jy脊髓组织开始缓慢修复i吡拉西坦组
术后 r jy脊髓损伤出血面积较脊髓损伤组减小；术后 ３ jy坏死区域较脊髓损伤组减少y细胞核消失范围较脊髓损伤组
缩小；术后 ７ jy脊髓开始缓慢恢复i 假手术组大鼠造模后 r、３ 、７ j 脊髓组织中 Ａ2 ４ 染色较淡；脊髓损伤组 Ａ2 ４ 染
色加深y面积增大；吡拉西坦组 Ａ2 ４ 染色较脊髓损伤组变淡y较假手术组阳性细胞略增多y染色微深i 造模第 r、３、
７ 天y脊髓损伤组 ,it６y,itr０y,itrβ 和 ＴＮetα 水平高于手术组和吡拉西坦组CＰ＜０．０)）i与脊髓损伤组比y吡拉西坦组
hL 染色脊髓出血及坏死区域面积减小y免疫组化显示 Ａ2 ４ 染色变淡i ＷＢ 结果显示y造模第 ３ 天y脊髓损伤组 ｐt
Lg0yｐtＪＮ0 和 ｐtｐ３( 水平高于假手术组和吡拉西坦组CＰ＜０．０)）i 结论g吡拉西坦不仅在促进脊髓损伤后的运动功能
恢复方面表现出显著效果y而且在减少病变面积、调节 Ａ2 ４ 表达以减轻水肿y以及通过调控 ＭＡ 0 信号通路降低炎
症反应方面均显示出积极的治疗潜力i
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脊髓损伤Cpｐ195ｌ yｏ2r 19gｕ2ht(vc)是由外伤等多
种因素损伤脊髓神经导致的神经系统创伤性疾

病 -20 原发性损伤主要由物理压迫或局部血供中断
引起 i20继发性 02 包括 02B后一段时间内发生的所
有机体损伤  T2t它可能是神经组织出血e水肿t也可
以是细胞凋亡和或免疫炎症级联反应 n20 丝裂原激
活 蛋 白 激 酶 Cｍ10ｏjF9 d5y01e50Fr ｐ2ｏ0F19 E195pFt
ltsCo信号通路可以调控 0.B 的进程  ,2t在抑制炎
症反应与细胞凋亡等方面有重要的影响0 02B 后可
引起损伤脊髓局部的氧化应激反应 adu20 (vc 主要机
制为损伤后出现脊髓水肿与炎症反应t 抑制神经修
复再生 L20 炎症反应和微血管衰竭等因素使水通道
蛋白dnd5.ｕ5ｐｏ219 nttAsno表达水平升高t进一步加
重脊髓水肿t诱发细胞凋亡 ;20 吡拉西坦Cｐ125yF05ｍo
可改善神经细胞的兴奋传导能力 -o20 吡拉西坦是否
可以治疗 02Bt目前还没有确切的临床证据0 本研究
通过构建大鼠 02B 模型并应用吡拉西坦干预t 观察
(vc 大鼠运动功能e脊髓内炎症因子eＨＥ 染色e免疫
组织化学染色和 ltsC 信号通路变化t旨在探讨吡
拉西坦对 02B的治疗效果以及吡拉西坦与 ltsC 通
路在 02B的治疗过程中的作用机制0

１ 材料与方法

１C １ 实验仪器与试剂

１C １C １ 实验仪器 高速低温离心机CＥｐｐF9rｏ2) tB
公司t型号 vF9021)ｕjF ,nTo Ｒo；电热恒温水浴箱d上
海美普达仪器有限公司t型号 ＨＷ(dino；dio ℃冰箱
d伊莱克斯公司 t 型号 ＥＨＥaLu;(to；dLo ℃冰箱
d(tＮＹ3 公司t 型号 lＤＦdＵuaＶvo；dn ℃冰箱 d海
尔 o；倒置显微镜 d3ｌhｍｐｕp Ｌ1)F (y1F9yF 公司 t型号
3ＬＹlsＵ(ＢＸdaoo；ＷFp0F29 Ｂｌｏ0 仪器dＢ1ｏdＲ5r Ｌ5ｂ鄄
ｏ250ｏ21Fp 公司t型号 v Fｍ1Ｄｏyo；微量加样器dＥｐｐF9鄄
rｏ2) tB 公司t 型号 Ｘｐｌｏ2F2o； 电子天平 dlF00ｌF2d
ＴｏｌFrｏ c90F29501ｏ95ｌ 公司t型号 lＥion ／ oio；水平摇
床dcCtdＷF2EF BｍｂＨ 公司t型号 C( -To ｂ5p1yo；石
蜡轮转切片机 dＬF1y5 Ｂ1ｏphp0Fｍp Ｎｕppｌｏy BｍｂＨt型
号 Ｈ1p0ｏvｏ2F Ｂc3vＵＴo；脱水机d武汉俊杰电子有限
公司t型号 :Ｔd-iＨo；ＮＹＵdⅢ型打击器dＷ． l． CFyE
vF90F2 )ｏ2 vｏｌｌ5ｂｏ2501eF ＮFｕ2ｏpy1F9yFtＲｕ0jF2p Ｕ91eF2鄄
p10htＵ(to0
１C １C ２ 实验试剂 戊巴比妥钠溶液d北京化学试剂
公司t批号 TooTu,-uo；无水乙醇d廊坊拓迪化工有
限公司t 批号 ＴＤdioiTdoo-o；βd巯基乙醇dtｍ2Fpyｏ
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19y2F5pFr 19 pｐ195ｌ yｏ2r 19gｕ2h j2ｏｕｐttAsn p051919j ｏ) ｐ125yF05ｍ j2ｏｕｐ ｗ5p ｌ1j 0F2 0 59 0 50 ｏ) pｐ195ｌ yｏ2r 19gｕ2h j2ｏｕｐt59r
0 F ｐｏp101eF yFｌｌp ｗF2F pｌ1j 0ｌh 19y2F5pFr 59r 0 F p051919j ｗ5p pｌ1j 0ｌh r52EF2 0 59 0 50 ｏ) p 5ｍ ｏｐF2501ｏ9 j2ｏｕｐ． t0 -tT 59r u
r5hpt0 F ｌFeFｌ ｏ) cＬdatcＬd-otcＬd-β 59r ＴＮＦdα 19 pｐ195ｌ yｏ2r 19gｕ2h j2ｏｕｐ ｗF2F  1j F2 0 59 0 ｏpF 19 p 5ｍ ｏｐF2501ｏ9 j2ｏｕｐ
59r ｐ125yF05ｍ j2ｏｕｐ dＰ＜o．o,o． vｏｍｐ52Fr ｗ10 pｐ195ｌ yｏ2r 19gｕ2h j2ｏｕｐt0 F 52F5 ｏ) pｐ195ｌ yｏ2r ｂｌFFr19j 59r 9Fy2ｏp1p ｗF2F rF鄄
y2F5pFr ｂh ＨＥ p051919j 19 ｐ125yF05ｍ j2ｏｕｐt59r tAsn p051919j ｗ5p rFy2F5pFr ｂh 1ｍｍｕ9ｏ 1p0ｏy Fｍ1p02h． ＷＢ 2Fpｕｌ0p p ｏｗFr
0 50 sdＥＲCtsd:ＮC 59r sdsTL ｌFeFｌp 19 pｐ195ｌ yｏ2r 19gｕ2h j2ｏｕｐ 50 T r5hp ｗF2F  1j F2 0 59 0 ｏpF 19 p 5ｍ ｏｐF2501ｏ9 j2ｏｕｐ
59r ｐ125yF05ｍ j2ｏｕｐ dＰ＜o．o,o． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ s125yF05ｍ 9ｏ0 ｏ9ｌh p ｏｗFr p1j91)1y590 F))Fy0 19 ｐ2ｏｍｏ019j ｍｏ0ｏ2 )ｕ9y01ｏ9 2FyｏeF2h
5)0F2 pｐ195ｌ yｏ2r 19gｕ2htｂｕ0 5ｌpｏ p ｏｗFr ｐｏp101eF 0 F25ｐFｕ01y ｐｏ0F9015ｌ 19 2Frｕy19j ｌFp1ｏ9 52F5t2Fjｕｌ5019j tAsn Fｘｐ2Fpp1ｏ9 0ｏ
2FrｕyF FrFｍ5t59r 2Frｕy19j 19)ｌ5ｍｍ50ｏ2h 2Fpｐｏ9pF ｂh 2Fjｕｌ5019j ltsC p1j95ｌ19j ｐ50 ｗ5h．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ s125yF05ｍ； (ｐ195ｌ yｏ2r 19gｕ2h； ltsC p1j95ｌ19j ｐ50 ｗ5h
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ＬＬＣ 公司C批号 ０４o２py苏木精riｍｒghtｏ ＬＬＣ 公司C
批号 (c７)２o)２py伊红r国药集团py二甲苯r国药集
团 C批号 c０００ ２６o３py中性树胶 r国药集团 C批号
c００２３４copy４2多聚甲醛r0ｏｌａｒ-ｉｏ公司C批号 Bccc０py
磷酸盐缓冲液 rｐｈｏhｐｈａｔg -ｕeegｒgj hａｌｉｎgCBn0p试剂
r0ｏｌａｒ-ｉｏ公司生产C批号 Bc０００py白细胞介素)６rｉｎF
ｔgｒｌgｕuｉｎ)６CdＬ)６pe白细胞介素)c０rｉｎｔgｒｌgｕuｉｎ)c０C
dＬ)c０pe白细胞介素)crrｉｎｔgｒｌgｕuｉｎ)crCdＬ)crpe肿
瘤坏死因子) rｔｕｍｏｒ ｎgtｒｏhｉh eａtｔｏｒ) CＴＮE) pC 酶
联免疫吸附试验 rgｎlrｍg)ｌｉｎugj ｉｍｍｕｎｏhｏｒ-gｎｔ ａhF
hａrCsＬd0ip试剂盒rdｎCｉｔｒｏ.gｎ 公司C批号 ,LＣ００６ce
,iＣc３３ce,iＣcocce,LＣ３０ccpy包埋石蜡 r国药集
团C批号 c０００４c６０py放射免疫沉淀法rｒａjｉｏｉｍｍｕｎｏF
ｐｒgtｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａhhａr -ｕeegｒCAdBip裂解液r武汉博士德
公司C批号 iA０c０(pysＣＬr武汉博士德公司C批号
iAcc７３py二喹啉甲酸rnｉtｉｎtｈｏｎｉｎｉt ａtｉjCnＣip试剂
盒r武汉博士德公司C批号 iA０c４６py(2牛血清白蛋
白r-ｏCｉｎg hgｒｕｍ ａｌ-ｕｍｉｎCn0ip封闭液r武汉博士德
公司C批号 iA００３０pyiｎｔｉ)sｒuc v ２eＪＮ,eｐ３or北京博
奥森公司C批号 -h)００c２Apy;ｏａｔ iｎｔｉ)Aａ--ｉｔ d.;r武
汉博士德公司C批号 nic０(４pyAａ--ｉｔ iｎｔｉ)iＱB４ 抗
体r英国 i-tａｍ 公司py兔 d.;)0inＣ 免疫组化染色
试剂盒r武汉博士德公司C批号 0ic０２２py４＇C６)二亚
甲基 )２ )苯并噻唑并吡啶 r４＇C６ )jｉａｍｉjｉｎｏ )２ )
ｐｈgｎrｌｉｎjｏｌgCＤiBdp染色液r武汉博士德公司C批号
iAcc７６py抗荧光衰减封片剂r武汉博士德公司C批
号 iAcc０opy３C３＇)二氨基苯基脲r３C３＇)jｉａｍｉｎｏ-gｎF
lｉjｉｎgCＤinp 显色试剂盒 r武汉博士德公司C 批号
iAc０２２py抗体稀释液r北京索莱宝公司C批号ico００p。
１． ２ 实验动物

本研究动物饲养及处置符合陕西中医药大学动

物实验中心实验动物饲养标准和实验动物 ３A 原则
r伦理批号：0ＵＣＭＤＬ２０２ccc０c００cp。 从成都达硕生
物科技有限公司购买的 (４ 只 ６ 周龄成年 0BE 级 0Ｄ
雌性大鼠C 体重为 o０ ～ c００ .。 实验动物合格证号：
0ＹＸ, r川p２０２c)０３０y 使用许可证号：0ＹＸ, r川p
２０２c)co 。动物保持 c２ ｈ的光 v暗循环Cco～２( ℃C可
以自由接触食物和水。
１． ３ 实验分组及处理

１． ３． １ 实验分组 将 (４ 只 0Ｄ 雌性大鼠采用随机
数字表法分为假手术组eSCI 组和吡拉西坦组C每组
co 只。 考虑吡拉西坦对 SCI 的相关文献研究较少C
文献证据不充分C故本实验未设立阳性对照组。已有
文献报道 ［cc)c２］关于吡拉西坦对雄性 0Ｄ 大鼠的干预
实验C而暂缺雌性大鼠的研究C故选用雌性大鼠以探
讨雌雄性别差异对药物疗效的影响。

１． ３． ２ 模型制备 采用 ＣLsAdＹiＮ 等 ［c３］ 提出的

打击器建立 SCI 模型 。 将 0Ｄ 大鼠称重后按照
３００ ｍ.·u.)c的麻醉剂量腹腔注射 ３2的戊巴比妥钠
溶液C 在大鼠背部脊柱两侧触摸最下肋与软组织分
界处C以此为中点上e下 ( tｍ 范围备皮C碘伏消毒C
纵向切开大鼠背部皮肤 ３ tｍC逐层切开皮下组织C暴
露棘突C定位 Ｔc０棘突C用手术刀分离椎旁肌肉C使背
部脊柱充分暴露C咬骨钳咬除 Ｔc０棘突C从小关节突
开始将 Ｔc０椎板咬除C 向上进一步咬除 Ｔ 棘突和 Ｔ 

椎板的一半C形成 c 个略呈长方形的窗口C充分暴露
脊髓。 应用 ＮＹＵ)Ⅲ型打击器固定大鼠C将打击器的
打击杆自 ２( ｍｍ 高度处自由落下垂直打击暴露的
脊髓背部C 当落杆撞击到脊髓瞬间时可观察到大鼠
双下肢及尾巴抽搐C随后出现双下肢瘫痪C表明造模
成功。小心抬起打击杆C剪一小块软组织铺在暴露的
脊髓处C依次缝合肌肉e皮下筋膜e皮肤C在切口处再
次给予常规消毒。 假手术组仅单纯咬除 Ｔ )Ｔcc段椎

板e棘突C显露而不损伤脊髓。
１． ３． ３ 干预措施 假手术组和 SCI 组造模后 c ｈC
尾静脉注射生理盐水C随后每天注射 c 次C连续用药
３ jy吡拉西坦组在 SCI 造模后 c ｈC标准尾静脉注射
吡拉西坦注射液C随后每天注射 c 次C连续用药 ３ j。
吡拉西坦规格为 ( ｍｌ·.)cC成人给药剂量为 o .C按照
７０ u. 体重计算C按照《药理实验方法学》［c４］大鼠的等

效剂量为 ６．３ 倍 C给药剂量为 ：o ０００ v ７０ ×６．３ ＝
７２０ ｍ.·u.)cC所以给药体积为 ３．６ ｍｌ·u.)cC生理盐水
注射体积同吡拉西坦。
１． ４ 检测项目与方法

１． ４． １ 运动功能评价 造模后 ce３e７ j 按照 SCI
行为学评分 ［c(］rnａhhｏCngａｔｔｉg ａｎj nｒghｎａｈａｎ ｌｏtｏｍｏF
ｔｏｒ ｒａｔｉｎ. htａｌgCnnnp对大鼠进行后肢运动功能评价C
总分 ２c分。将大鼠放入一开口盆C轻敲盆壁C使其爬
行C观察其爬行时臀e膝e踝的行走e躯干运动及整体
协调情况C并进行评分。 整个过程采用双人独立e双
盲评估的方法进行C取其平均值作为最终评分。
１． ４． ２ 形态学变化 分别于造模后 ce３e７ j 对大
鼠进行异氟烷吸入麻醉C 取材C 腹主动脉取血C４ ℃
静置 c ｈ后以 ３ ０００ ｒ·ｍｉｎ)c离心 c( ｍｉｎC 后取上清C
sB管分装后于)o０ ℃冰箱保存备检。截取脊髓组织C
收集于 ２ ｍｌ 冻存管中C冻存于)o０ ℃冰箱中备用C每
组取部分脊髓组织置于固定液中 r４2多聚甲醛p备
后续组织病理学及影像学检测。 将固定液中脊髓组
织转移至乙二胺四乙酸 rgｔｈrｌgｎgjｉａｍｉｎgｔgｔｒａａtgｔｉt
ａtｉjCsＤＴip脱钙液中进行脱钙C脱钙完成后用再进
行常规脱水。依次使用不同浓度的乙醇进行脱水C使
用乙醇∶二甲苯混合液进行组织透明。 再进行浸蜡和
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表 C 各组大鼠脊髓损伤后不同时间点运动功能状态

ooo 评分pyrigh
t(c)C ooo  20-B 0e i0j0- eng2jF0g  j(jn Fg B(2u -(j

d-0nr (ejB-  rFg(E 20-l Fgsn-.pyrigh

注C与假手术组比较oａpyr２４．６ioht０．０i(ａ２yr２c．４３oht０．０i(ａ３yr７７．４coht
０．０i(ａ４yr２４．３７ ht０．０i) 与脊髓损伤组比较 o pyr２．p2３oht０．０i( ２yr
２．c７２oht０．０i

组别 鼠数 第 p 天 第 ３ 天 第 ７ 天

假手术组 pc ２p ２p ２p

脊髓损伤组 pc p0p ４0pａp ７0２ａ２

吡拉西坦组 pc p0p i0pａ３ p 20２ａ４ ２

0 值 ６００ ip３．７ ３i４．c

- 值 t０．０i t０．０i t０．０i

包埋o 使用切片机切取 ４ 2ｍ 组织切片并进行烤片)
使用二甲苯和不同浓度的乙醇将石蜡切片脱蜡0水
化o 然后分别使用苏木素和伊红染液进行染色o脱
水0透明0风干后封片o与显微镜下观察)
C) ,) L 脊髓内炎症因子的变化 采用 d.Alg 检测
造模后 p0３0７ h 脊髓内炎症因子 A.s６0A.ep０0A.e
ps0ＴＮvee的表达水平)
C) ,) , g;Ｐ４ 蛋白表达水平 将脊髓组织切片进行

脱蜡脱水处理o用 PBS 冲洗切片 ２ 次o每次 i ｍｉｎ 后
放入 ３％过氧化氢溶液p碧云天生物科技公司o中国h
中浸泡 p０ ｍｉｎo取出o用双蒸水清洗 ２ ｍｉｎo再次放入
PBS 中浸泡 i ｍｉｎ) 加入枸橼酸钠抗原修复液o使用
微波加热至沸腾o 持续沸腾 pi ｍｉｎo 随后冷却修复
p０ ｍｉｎ 后取出o 使用 PBS 冲洗 p０ ｍｉｎ) 晾干后o加
p０％山羊血清o在室温下静置 ３０ ｍｉｎo滴加稀释过的
一抗o４ ℃冰箱孵育 ２４ ｈ) PBS 冲洗 p０ ｍｉｎ( 晾干切
片 o滴加二抗 o室温下静置 ３０ ｍｉｎ) 双蒸水冲洗
６ ｍｉｎo滴加 ＤgＢ 显色剂o室温孵育后用 PBS 冲洗
i ｍｉｎo 苏木精染色 i ｍｉｎo 双蒸水冲洗) 分别使用
７０％0c０％02０％的乙醇各浸泡 i ｍｉｎo纯乙醇Ⅰ0Ⅱ中
各浸泡 p０ ｍｉｎ 脱水(再使用二甲苯Ⅰ0Ⅱ溶液各浸
泡 i ｍｉｎ 透明0 封片后镜下观察结果o 采用 Aｍａｇｅe
ＰｒｏＰｌｕｓ软件分析)
C) ,) ５ ｐedＲＫoｐeＪＮＫ 和 ｐeｐ３c 蛋白表达 采用预

冷的组织均质器进行组织匀浆o 加入适量的冷冻的
ＲAＰg 裂解缓冲液裂解 ０．i ｈo４ ℃离心 i ｍｉｎ 收集上
清液o采用 ＢＣg 试剂盒检测总蛋白含量o然后将蛋
白溶液稀释放在沸水中煮 p０ ｍｉｎ使蛋白变性) 样品
用 p０％ lＤleＰgＧd 分离o 转移到 ＰＶＤv 膜上) 将
ＰＶＤv 膜封闭o并与 ａｎｔｉedｒｋp ／ ２0ＪＮＫ 和 ｐ３c 孵育过
夜) 用 ＰＢl冲洗 ２次后o用二抗孵育 p ｈ) 再用 ＰＢl
冲洗 ２次o用 dＣ.底物检测) 使用 Aｍａｇｅ Ｊ软件对条
带进行定量分析)
C) ５ 统计学处理

采用 lＰll ２p．０ 软件进行统计学分析) 先采用
Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖelｍｉｒｎｏｖ 检验对定量资料进行正态性检
验o符合正态分布的定量资料以均数±标准差pyr±gh
表示o多组间比较采用方差分析o采用 Ｔｕｋｅｙ 事后检
验进行两两比较) 重复测量比较采用方差分析) 以
-t０．０i为差异有统计学意义)
２ 结果

２) C 运动功能状态比较

假手术组第 p0３0７ 天 ＢＢＢ 评分均为 ２p 分 (
第 ３0７ 天o 脊髓损伤组与假手术组 ＢＢＢ 评分比较o
差异有统计学意义p-t０．０ih(吡拉西坦组与脊髓损
伤组比较o差异有统计学意义p-t０．０ih) 见表 p)

２) ２ 炎症因子比较

造模第 p 天 oSCI 组大鼠脊髓内 A.e６0A.ep０0
A.eps和 ＴＮvee的水平高于假手术组 p-t０．０iho吡
拉西坦组水平低于 SCI 组 p-t０．０ih) 造模第 ３ 天o
SCI 组 A.e６0A.ep０0A.eps 和 ＴＮvee 水平高于假手
术组 p-t０．０iho 吡拉西坦组水平低于 SCI 组 p-t
０．０ih( 造模第 ７ 天 oSCI 组 A.e６0A.ep０0A.eps 和
ＴＮvee 水平高于假手术组p-t０．０iho吡拉西坦组水
平低于 SCI组p- t０．０ih) 见表 ２)
２) L 形态学变化

Ｈd染色显示o假手术组在不同时期灰质和白质
结构未见明显异常o各级神经元分布规整o形态未见
异常o可观察到个别神经元变性o伴随嗜酸性粒细胞
和嗜碱性粒细胞轻度增多(间质未见明显改变) SCI
组术后 p ho脊髓组织出现出血0变性o伴随神经元组
织的水肿o结构不清晰(术后 ３ ho脊髓组织内出现片
状坏死区o内有大量小胶质细胞增生o神经元细胞结
构不清晰o细胞核消失(术后 ７ ho脊髓组织开始缓慢
修复o病变面积逐渐缩小o灰质区的嗜酸性细胞数量
增多)吡拉西坦组术后 p hoSCI出血面积较 SCI组减
小o神经元存在水肿o结构不清晰(术后 ３ ho脊髓组
织出现片状坏死o坏死区域较 SCI 组减少o细胞结构
不清晰o细胞核消失范围较 SCI 组缩小(术后 ７ ho脊
髓开始缓慢恢复o病变面积逐渐缩小o细胞结构逐渐
重建o灰质区的嗜酸性细胞数量增多) 见图 p)
２) , g;Ｐ４蛋白表达水平比较

造模后 p0３ 0７ ho假手术组脊髓组织中 g;Ｐ４ 染
色较淡(SCI组造模后 g;Ｐ４染色加深o面积增大(吡
拉西坦组 g;Ｐ４ 染色较 SCI 组变淡o 较假手术组阳
性细胞略增多o染色微深) 见图 ２)
２) ５ ＭgＰＫ信号通路在 SCI中的表达

造模第 ３ 天oSCI 组 ｐedＲＫ0ｐeＪＮＫ 和 ｐeｐ３c 表

单位C分
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注C假手术组结构正常o少量神经元变性p脊髓损伤组术后 y r 出血和水肿o３ r 出现坏死和
胶质细胞增生o７ r 开始修复p 吡拉西坦组术后 y r 出血和水肿减轻o３ r 坏死区减少o７ r 修
复加速和细胞结构重建

图 C 各组大鼠造模后不同时间点脊髓 op 染色变化yiy００g
ht(cC Ｃｈａｎ) 2 ｉｎ op 2ｔａｉｎｉｎ) ｏ0 2ｐｉｎａｌ -ｏｒr ｉｎ  ａ-ｈ ｒａｔ )ｒｏｕｐ2 ａｔ rｉ00 ｒ ｎｔ ｔｉｍ ｐｏｉｎｔ2 ａ0ｔ ｒ ｍｏrB
 ｌｉｎ) yiy００g

表 e 各组大鼠不同时间点脊髓内炎症因子水平比较yijing
g Fce ound rr Elis n .Eli,  rlu( LtnnAiAuE (ilv;,  E LtnnAiAuE EtrA ;ltuE,yijing

注C 与假手术组相比o-yｔ＝４２．yyoＰ＜０．００yp-２ｔ＝３４．４６oＰ＜０．００yp-３ｔ＝５６．y８oＰ＜０．００yp-４ｔ＝y９．０９oＰ＜０．００ypryｔ＝３y．３oＰ＜０．００ypr２ｔ＝y９．８６oＰ＜０．００ypr３ｔ＝５３．２３o
Ｐ＜０．００ypr４ｔ＝２５．６５oＰ＜０．００yp yｔ＝２２．０２oＰ＜０．００yp ２ｔ＝y４．２５oＰ＜０．００yp ３ｔ＝３８．y８oＰ＜０．００yp ４ｔ＝y８．５９oＰ＜０．００y。 与脊髓损伤组比较o0yｔ＝２９．０３oＰ＜０．００yp
0２ｔ＝２５．９０oＰ＜０．００yp0３ｔ＝３５．０yoＰ＜０．００yp0４ｔ＝５．４８oＰ＜０．００yp)yｔ＝y５．５４oＰ＜０．００yp)２ｔ＝７．y９oＰ＜０．００yp)３ ｔ＝３４．４８oＰ＜０．００yp)４ｔ＝y７．６０oＰ＜０．００ypｈyｔ＝yy．２５oＰ＜
０．００ypｈ２ｔ＝８．３５oＰ＜０．００ypｈ３ｔ＝２６．０６oＰ＜０．００ypｈ４ｔ＝y６．３６oＰ＜０．００y

组别 鼠数
术后 y r 术后 ３ r 术后 ７ r

ＩＬ－６ ＩＬ－y０ ＩＬ－yβ ＩＬ－６ ＩＬ－y０ ＩＬ－yβ ＩＬ－６ ＩＬ－y０ ＩＬ－yβ ＴＮＦ－α

假手术组 y８
２３．８y±
０．６y

２y．y５±
y．３７

２２．６３±
y．５３

y４．５２±
y．４２

２４．３y±
０．５３

２３．７７±
y．y５

２y．y３±
y．４２

y６．７６±
y．６５

２３．３y±
０．７６

２４．２y±
y．５２

２０．３５±
y．６５

y８．２９±
y．３y

脊髓损伤组 y８
６５．２７±
y．６５-y

５６．y３±
y．８２-２

７８．６２±
２．３８-３

３３．６y±
y．５３-４

５５．６３±
２．y３ry

４２．６３±
y．４２r２

７４．３６±
y．５２r３

４２．４y±
y．６yr４

４５．３３±
y．３y y

３８．４６±
２．０７ ２

５８．５３±
y．９７ ３

３６．８８±
y．３４ ４

吡拉西坦组 y８
３６．２４±
０．７８0y

３０．２３±
y．７0２

４３．６y±
y．４５0３

２８．６２±
０．８８0４

４０．０９±
y．y３)y

３５．４４±
y．３７)２

３９．８８±
y．２y)３

２４．８y±
０．４２)４

３４．０８±
０．７２ｈy

３０．yy±
y．７４ｈ２

３２．４７±
２．０９ｈ３

２０．５２±
０．４９ｈ４

Ｆ 值 y y００ ３５９．４ ７y２．４ y７y．９ ３６２．y４ y５６．３３ y y３２．９５ ２８２．０５ ３８８．０２ ４７．９５ ３y２．２３ ２４７．y７

Ｐ 值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

ＴＮＦ－α ＴＮＦ－α

单位Cｐ)·ｍｌ－y

达水平与假手术组比较o 差异有统计学意义 yＰ＜
０．０５g。 吡拉西坦组 ｐ－pＲＫ、ｐ－ＪＮＫ 和 ｐ－ｐ３８ 表达水
平与 SCI组比较o差异有统计学意义yＰ＜０．０５g。 见图
３、表 ３。
３ 讨论

吡拉西坦属于 γ－氨基丁酸的环形衍生物o可以
改善因物理原因或化学原因诱发的脑细胞功能损

伤o加强神经兴奋性的传递o改善神经细胞的兴奋传
导能力o 促进大脑内能量的生成o
改善神经元单胺类递质的释放［y６］o
并提高神经细胞的新陈代谢功效o
从而发挥修复、保护神经细胞功
能 ［y７］。 吡拉西坦是否可以治疗
SCIo目前还没有确切的临床证据。
本研究通过构建大鼠 SCI 模型并
应用吡拉西坦干预o观察 ＳＣＩ 大鼠
运动功能、 脊髓内炎症因子、op
染色、免疫组织化学染色和 ＭＡＰＫ
信号通路变化o 探究吡拉西坦与
ＭＡＰＫ 通路在 SCI 的治疗过程中
的作用机制。
３c C 吡拉西坦在 SCI 后可能加速
神经修复以促进运动功能恢复

ＢＢＢ 评分是一种用于评估运
动功能恢复的标准化方法o广泛应
用于 SCI研究领域。该评分系统包
括 ２y个等级o 可以反映 SCI 后动
物的运动能力和改变o被视为评估
SCI后运动功能的实用工具［y８］。 本

研究结果显示o吡拉西坦组与 SCI 组在第 ３、 ７ 天的
ＢＢＢ 评分均存在显著差异yＰ＜０．０５go结果表明吡拉
西坦能显著促进 SCI 后的运动功能恢复。 这可能是
因为吡拉西坦能改善神经细胞的兴奋传导能力和新

陈代谢o从而加速神经修复。这为吡拉西坦用于临床
SCI 后神经功能恢复提供了实验依据oSCI 后运动功
能的恢复需要神经网络的重建o 吡拉西坦展示出促
进神经突触重建的潜能。

y r

３ r

７ r

５９５· ·
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注C假手术组 opy４ 染色较淡r脊髓损伤组 opy４ 染色加深i面积增大r吡拉西坦组 opy４ 染
色相对减淡i但比假手术组略深
图 C 各组大鼠造模后不同时间点脊髓内 opy４ 蛋白表达水平ori００g
ht(cC ) ｐｒ200ｉｏｎ ｏ- opy４ ｐｒｏｔ2ｉｎ ｉｎ 0ｐｉｎａｌ Bｏｒe ｏ- 2ａBｈ ｒａｔ jｒｏｕｐ ａｔ eｉ--2ｒ2ｎｔ ｔｉｍ2 ｐｏｉｎｔ0 ａ-ｔ2ｒ
ｍｏe2ｌｉｎj ori００g

图 i 各组大鼠 noyg 信号通路蛋白表达图
ht(ci noyg 0ｉjｎａｌｉｎj ｐａｔｈFａu ｐｒｏｔ2ｉｎ 2 ｐｒ200ｉｏｎ ｉｎ 2ａBｈ ｒａｔ jｒｏｕｐ

表 i 各组大鼠 nder Endlo Endnis 表达比较o Co.g
,L.ci AgvnL;tｓgｎ gｆ nder ，ndlo ，Lｎｄ ndnis

ｅｘn;ｅｓｓtgｎ ｌｅｖｅｌｓ tｎ ｅLｃｈ ;Lｔ (;gｕnｓo Co.g

注C与假手术组比较iｉｔ＝i０iＰ＜０．０５rｊｔ＝８iＰ＜０．０５rｋｔ＝４．６７iＰ＜０．０５r与脊
髓损伤组比较iｌｔ＝６．６７iＰ＜０．０５rｍｔ＝６．６６７iＰ＜０．０５rｎｔ＝２．４iＰ＜０．０５

组别 鼠数 ｐ－)Ｒg ｐ－ＪＮg ｐ－ｐ３８

假手术组 i８ ０．２０±０．０２ ０．３９±０．０５ ０．i７±０．０３

脊髓损伤组 i８ ０．３５±０．０３ｉ ０．８０±０．i０ｊ ０．２９±０．０５ｋ

吡拉西坦组 i８ ０．２７±０．０２ｌ ０．４９±０．０４ｍ ０．２５±０．０２ｎ

Ｆ 值 ２９．８２ ２９．i７ ８．８４

Ｐ 值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

ic C 吡拉西坦可缩小脊髓病变

面积i促进 SCI修复
本研究 Ｈ) 染色结果显示吡

拉西坦组在造模第 ７ 天的脊髓病
变面积显著缩小i 表明吡拉西坦
对 SCI具有修复作用。尤其对脊髓
出血和坏死的减轻作用i 可能与
它对血管内皮细胞的保护作用和

微循环改善能力密切相关。 这种
假设基于 ＷＩＮＢＬoＤ［i９］的研究。 另
一种解释是吡拉西坦可能通过抑

制炎症反应和减少氧化应激来达

到对脊髓的保护效果。 这种观点
基于 goＬgoＮ 等［２０］的研究。不过i
无论是哪种机制i 都表明了吡拉
西坦对 SCI的潜在治疗价值。但仅
仅依靠形态学的改变来判断其作

用机制是不足够的i 为了更全面
地了解吡拉西坦在 SCI中的作用i
进一步研究了它对 noyg 信号通
路和 opy４水通道蛋白的影响i以

期为后续的研究提供更丰富的理论依据。
ic i 吡拉西坦可改善 opy４表达和减轻脊髓水肿

一般情况下iopy４对于维持大脑和脊髓内部的
水平衡起到关键作用i 帮助调节细胞间和细胞内的
水分流动［４］。 损伤后脊髓经常出现水肿i即水分在受
损区域的积聚［２i］。 SCI导致了一系列的炎症反应i这
种炎症反应可能会刺激 opy４ 的过度表达i 从而导
致水分的过度积聚i 即 opy４ 可能在 SCI 后的炎症
反应中扮演了“放大器”的角色。 表明吡拉西坦可能
与 opy４ 的某些调控因子有交互作用i 从而抑制
opy４ 的过度表达r或者吡拉西坦可能直接与 opy４
结合i改变其活性i阻止其促进水分的过度积聚。 这
就是吡拉西坦减轻 SCI 后的水肿的机制 ［２２－２３］。 除了
调节水分平衡iopy４还可能参与到其他与 SCI 相关
的生理或病理过程中i如神经递质的传递、炎症介质
的释放等i 这为吡拉西坦的治疗效果提供了另一种
可能的解释。

本研究强调了吡拉西坦在 SCI 治疗中的潜在价
值i特别是通过调节 opy４ 的表达来减轻脊髓水肿。
然而i 本研究结果主要基于免疫组化来评估 opy４
的表达i还不足以揭示吡拉西坦的所有作用机制。未
来可进一步探讨吡拉西坦如何在分子层面上调节

opy４的表达i以及它在 SCI治疗中的其他机制。
ic ４ 吡拉西坦通过调控 noyg 信号通路治疗 SCI

noyg 信号通路是调控 SCI 进程中重要的信号

假手术组 脊髓损伤组 吡拉西坦组

ｐ－ｐ３８

ｐ－ＪＮg

ｐ－)Ｒgｐ－)Ｒg

β－ａBｔｉｎ ４２ ｋＤａ

４３ ｋＤａ

５４ ｋＤａ

４４ ｋＤａ
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通路之一 C２４op 在众多信号转导通路中yrighＪＮgh
ｐ３t 是 (c)g 信号通路家族的重要成员 C２ op 此外2
(c)g 信号通路与其他信号通路之间存在交互作
用2共同参与 0-2的病理过程C２６o0本研究结果发现吡
拉西坦治疗 0- 后2 降低了脊髓内 ｐBrighｐBＪＮgh
ｐB３t 的蛋白水平2 这可能与其结构或分子特性有
关2使其能够与某些关键的酶或受体结合2进而调控
(c)g 通路的活性p 它可能通过抑制某些特定的激
酶2或增强某些特定的磷酸酶的活性2从而导致 ｐB
righｐBＪＮg和 ｐB３t的蛋白水平降低p其次2考虑到
righＪＮg 的激活与神经保护h轴突生长和炎症反应
有关 C２７o2可以进一步推测吡拉西坦可能通过调节
(c)g 信号通路2进而影响神经元的存活h轴突的再
生以及炎症的进展p 本研究结果发现吡拉西坦显著
降低了炎症因子的表达2这可能与 (c)g 信号通路
的调控密切相关p 然而2仍有许多问题有待解决2如
吡拉西坦是否还通过其他信号通路发挥作用e 它与
其他治疗策略相结合会产生怎样的效果e 未来的研
究可以进一步探讨它在 0i 治疗中的潜在机制j
in g 吡拉西坦可降低炎症反应

本研究结果显示吡拉西坦能够显著抑制炎症因

子 FoB６hFoBun 和 ＴＮdBe 的表达p 吡拉西坦可能通
过对 (c)g 信号通路的调控2进而改善脊髓内的氧
化应激反应和减缓继发的全身炎症反应p 根据文
献 C２to2吡拉西坦确实显示了在神经损伤后的保护作
用2但其具体机制仍是一个值得探索的领域p结合本
研究结果2 笔者认为吡拉西坦可能通过影响 (c)g
信号通路来发挥其治疗效果p 此通路已知可以对脊
髓细胞的分化h生存和凋亡信号进行传导C２Eo2还与炎
症反应进程密切相关p 神经细胞的修复不仅仅与炎
症因子有关2还与细胞的新陈代谢h自由基的清除等
过程密切相关p那么2吡拉西坦是否具有促进细胞新
陈代谢或提高细胞对自由基的清除能力的作用e 还
有待进一步研究p结合上述推理2笔者认为吡拉西坦
是通过对 (c)g 信号通路的调控2 特别是对 FoB６h
FoBun 和 ＴＮdBe 的表达的抑制2来为神经细胞的恢
复提供有利条件p
in l 本研究的局限性

虽然研究观察了 (c)g 信号通路的变化2但对
于吡拉西坦如何影响这些分子通路的具体机制并未

进行深入探讨p并且2本研究所有接受吡拉西坦治疗
的大鼠都接受了相同剂量的吡拉西坦2未进行剂量B
反应关系的研究2 不同剂量的吡拉西坦可能会产生
不同的效果2有待进一步试验验证p本研究缺乏阳性
药物对照组的设计2 今后研究计划引入阳性药物对
照组2 以便更准确地评估吡拉西坦在 0- 治疗中的

相对效用p
本研究结果表明吡拉西坦在 0- 治疗中具有显

著的作用p首先2吡拉西坦能显著提高 0- 大鼠的运
动功能恢复p 这可能源于吡拉西坦对神经细胞兴奋
性传导和新陈代谢的改善2 促进了神经修复和神经
突触的重建p其次2吡拉西坦在缩小脊髓病变面积方
面展现出积极作用2 特别是在减轻脊髓出血和坏死
方面p 这可能归功于吡拉西坦对血管内皮细胞的保
护作用及其改善微循环的能力p此外2还发现吡拉西
坦能有效改善 ce)４ 的表达2减轻脊髓水肿2表明吡
拉西坦通过调节水分平衡2可能减轻了由过度 ce)４
表达引起的炎症反应和水肿p 在 (c)g信号通路方
面2吡拉西坦通过降低 ｐBrighｐBＪＮghｐB３t 的蛋白
水平2显示出其调节该通路活性的潜能2这可能与神
经保护h轴突生长和炎症反应的调控有关p 此外2吡
拉西坦显著抑制了炎症因子 FoB６hFoBun 和 ＴＮdBe
的表达2 表明了其在减轻脊髓内氧化应激反应和控
制继发全身炎症反应中的作用p 本研究揭示了吡拉
西坦可能具有临床治疗 0- 的潜力2 为进一步的研
究和开发奠定了一定的实验基础p
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