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摘要： 目的　 探讨珍宝丸联合电针对急性脊髓损伤大鼠行为学和 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 表达的影响。 方法　 建立急性

脊髓损伤模型， ＳＤ 成年大鼠随机分为正常对照组、 模型组、 丸剂组 （０􀆰 ５４ ｇ ／ ｋｇ）、 电针组和联合组。 丸剂组予以蒙

药珍宝丸 （０􀆰 ５４ ｇ ／ ｋｇ） 治疗， 电针组予以电针干预， 联合组予以蒙药珍宝丸联合电针治疗， 共 １ 周。 以 ＢＢＢ 量表评

价治疗前后大鼠行为学变化， ＨＥ 染色、 ＴＵＮＬＥ 染色分别观察损伤脊髓组织的病理变化、 细胞凋亡率， 免疫荧光染色

检测 ｖＷＦ 阳性血管数目， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测损伤脊髓组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达。 结果　
治疗后， 与正常对照组比较， 模型组 ＢＢＢ 评分下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 损伤脊髓组织分级升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 凋亡率增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｖＷＦ 阳性血管数目增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 丸剂组、 电针组和联合组 ＢＢＢ 评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 损伤脊髓组织分级降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 凋亡率降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ｖＷＦ 阳性血管数目增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且联合组效果

更佳。 结论　 蒙药珍宝丸、 电针治疗急性脊髓损伤大鼠均可改善其行为学、 减轻病理变化、 促进新生血管形成， 二者

联用的效果更佳， 且推测很可能与上调损伤脊髓组织的 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 表达有关。
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　 　 急性脊髓损伤是临床常见的急重症， 多发生于

交通事故、 高处坠落等事故中， 可影响肢体功能，
甚至可导致瘫痪。 调查［１］ 显示， 全球急性脊髓损

伤的发病率约为每百万人中有 ３􀆰 ６ ～ １９５ 例， 且该

病的发生率仍逐渐增长， 由此所致的肢体运动障碍

和死亡人数也越来越多， 已引起高度重视。 目前临

床上对此类患者多采用减压手术或营养脊髓神经、
促脊髓神经生长等保守治疗， 有一定疗效， 但仍存

在较大的提升空间。 蒙药珍宝丸具有安神活络、 清

热凉血等功效， 在既往研究中被证实对急性脊髓损

伤具有辅助治疗作用［２］， 可改善患者的康复效果，
且在动物实验中也证实该药物可改善急性脊髓损伤

大鼠模型的行为学［３］。 电针是基于经络学说的一

种脉冲电刺激疗法， 可改善血流、 增强损伤的脊髓

神经的自我修复功能， 还可改善患者的运动功

能［４］。 有研究［５⁃７］ 提示， ５⁃溴⁃２⁃脱氧尿嘧啶核苷

（ＢｒｄＵ）、 巢蛋白 （ Ｎｅｓｔｉｎ）、 胶质纤维酸性蛋白

（ＧＦＡＰ） 表达是脊髓神经细胞生长、 增殖和分化

的重要参考指标， 在急性脊髓损伤后上述指标表达

均有所升高以促进脊髓神经细胞的生长、 增殖和分

化， 加快损伤组织修复， 已被作为急性脊髓损伤的

治疗靶点应用于动物实验中［８］。 为尝试探讨增疗

效的方案， 本研究特尝试将蒙药珍宝丸与电针联用

治疗急性脊髓损伤大鼠， 并观察其效果， 探讨对脊

髓损伤组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 表达的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ４５ 只成年 ＳＤ 大鼠， 雌雄各半， 无特

定病原体（ＳＰＦ） 级， １０ 周龄， 体质量 １８０ ～ ２３０ ｇ，
购自北京维通利华实验动物技术有限公司， 生产许

可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１８⁃０００１。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 蒙药珍宝丸 （内蒙古蒙药股份

有限公司， 国药准字 Ｚ１５０２４１０， 规格 ６ ｇ ／丸， 批

号 １７１２０５００３）； 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色试剂盒

（碧云天生物技术研究所， 批号 １７０６１３５Ａ）； 末端

脱氧核苷酸转移酶介导的生物素脱氧尿嘧啶核苷酸

缺口末端标记 （ＴＵＮＥＬ） 染色试剂盒 （美国 Ｒｏｃｈｅ
公司， 批号 １７１０１７８）； 兔抗鼠血管性血友病因子

（ｖＷＦ）、 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 单克隆抗体和山羊

抗兔 ｖＷＦ、 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 多克隆抗体 （辣
根过氧化物 酶标记） （美国 Ａｂｃａｍ 公司， 批 号

１７１０１１５００２、 １７１１１２５００１、 １７１１０１７０１０、 １７１００１８００７、
１７１００１４００７、 １７１２０１７００８、 １７１２１５１００２、 １７１１０１９００４ ）；
ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 提取试剂盒 （大连宝生物工程有限公司，
批号 １７１０１４５００１）； ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ、 内参 （β⁃
ａｃｔｉｎ） 引物委托深圳晶美生物技术有限公司合成；
蛋白定量试剂盒 （北京普利莱基因技术有限公司，
批号 １７０８１２）。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｇ⁃６８０５ 型电针治疗仪 （北京科苑达医

疗器械有限公司）； 不锈钢打击杆 （天津州杰技术

发展有限公司定制）； Ｍａｇｎｅｔｉｏｎ （德国西门子公

司）； ＣＨ２０ ＢＩＭ 型光学显微镜、 ＢＸ６３ 型荧光显微

镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ７５００ 型聚合酶链反应

（ＰＣＲ） 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）； Ａｌｌｅｇｒａ Ｘ⁃１５Ｒ 型低

温高度离心机 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯ⁃
ＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａ Ｃｅｌｌ 型蛋白质凝胶电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）； 凝胶系统成像分析软件 （美国 Ａｌｐｈａ
公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模及分组　 取 ４５ 只 ＳＤ 成年大鼠随机分为

正常对照组、 模型组、 丸剂组、 电针组、 联合组。
以水合氯醛腹腔注射麻醉， 仰卧位固定大鼠于手术

台上， 常规术前准备， 沿着 Ｔ７～Ｔ１１ 椎体中线做纵
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行切口， 切开 ２ ｃｍ， 逐层切开皮肤和椎旁肌肉，
注意避免损伤血管， 接着切除 Ｔ８ ～ Ｔ１０ 棘突和椎

板， 冲洗伤口后压迫止血。 取 １０ ｃｍ 不锈钢打击杆

垂直下降击打暴露脊髓中心的位置， 注意每只大鼠

建模时打击高度需一致， 均为 １０ ｃｍ， 打击物质量

为 １０ ｇ。 建模后出现痉挛性摆尾反射， 双后肢回缩

性扑动， 迟缓性瘫痪［９］， 即为造模成功。 与此同

时， 正常对照组仅暴露脊髓， 无击打操作。
２􀆰 ２　 治疗　 丸剂组予以蒙药珍宝丸治疗， 取蒙药

珍宝丸以开水浸泡， 制作悬液， 剂量 ０􀆰 ５４ ｇ ／ ｋｇ，
溶于 １ ｍＬ ／ １００ ｇ 大鼠体质量的温开水中灌胃， 于

术后 ２３ ｈ 予以治疗， 此后每间隔 ２４ ｈ 给药 １ 次，
共 １ 周； 电针组予以电针干预， 选取大椎穴 （位
于第 ７ 颈椎和第 １ 胸椎间背部正中）、 命门穴 （位
于第 ２ 腰椎棘突下）， 大椎穴向下斜刺、 命门穴向

上斜刺， 分别接入阳极、 阴极， 持续脉冲电流刺

激， 于术后 ２３ ｈ 予以治疗， 针刺 ３０ ｍｉｎ， 留针

３０ ｍｉｎ， 此后每间隔 ２４ ｈ 治疗 １ 次， 共 １ 周； 联合

组予以蒙药珍宝丸联合电针治疗， 具体方法分别同

丸剂组、 电针组。
２􀆰 ３　 治疗前后行为学　 分别于治疗前 （确认建模

成功后， 正常对照组同一时刻）、 治疗后采用后肢

运动功能评分 （Ｂａｓｓｏ Ｂｅａｔｔｉｅ Ｂｒｅｓｎａｈａｎ， ＢＢＢ） 量

表评价［１０］， 评分范围为 ０～２１ 分， ０ 分表示后肢完

全无活动， ２１ 分表示后肢活动完全正常， 运动功

能评分量表评分越高认为行为学越佳， 每只大鼠

均评价 ３ 次， 每 ２ 次时间间隔至少 ５ ｍｉｎ， 求平

均值。
２􀆰 ４　 治疗后损伤脊髓组织病理变化和脊髓细胞凋

亡率　 采用 ＨＥ 染色法观察损伤脊髓组织病理变

化， 采用 ＴＵＮＥＬ 法检测脊髓细胞凋亡率。 常规腹

腔麻醉， 取 Ｔ１１ ～ Ｔ１３ 段损伤部位的脊髓组织， 留

取样本， 保存于－８０ ℃的超低温冰箱中。 取 １ ｍｇ

组织固定、 冲洗、 脱水， 二甲苯透明处理后石蜡包

埋， 制作石蜡切片， 层厚 ４ μｍ， 严格按照 ＨＥ 染

色法试剂盒操作， 最后以中性树胶封固， 于光学显

微镜下观察病理变化。 将无明显神经细胞损伤划为

０ 级， 将有散在、 轻微神经细胞损伤划为 １ 级， 将

有片状神经细胞损伤划为 ２ 级， 将有严重神经细胞

损伤划为 ３ 级。 同法取组织制作石蜡切片， 严格按

照 ＴＵＮＥＬ 检测试剂盒操作， 于光学显微镜下随机

取 ５ 个不重复的视野计算阳性染色细胞率， 即为脊

髓细胞凋亡率。
２􀆰 ５　 治疗后损伤区域血管生成　 采用免疫荧光染

色法检测。 取待检测组织， 脱水包埋， 液氮速冻，
切片后平铺于防脱载玻片上。 室温下干燥， 于摇床

上振摇清洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次， 透膜后采用 ＰＢＳ 清洗

３ 次， ５ ｍｉｎ ／次。 加入 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液， 孵育

３０ ｍｉｎ、 ３７ ℃。 加入 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硼酸钠溶液， 中

和反应 １０ ｍｉｎ， 采用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次。 以

１０％ 浓度小牛血清蛋白封闭， 加入一抗 （兔抗鼠

ｖＷＦ 单克隆抗体）， 湿盒孵育， ４ ℃过夜， ＰＢＳ 清

洗后加入二抗 （辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

ｖＷＦ 多克隆抗体）， 湿盒孵育， ３７ ℃、 １ ｈ， ＰＢＳ
清洗。 吹干， 封片， ４ ℃避光， 干燥后以荧光显微

镜采集图像， 统计 ｖＷＦ 阳性血管数目。
２􀆰 ６　 损伤脊髓组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表

达　 采用逆转录实时荧光定量 ＰＣＲ 检测。 同法取

组织， 采用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 提取总 ＲＮＡ， 配置反应体

系， 共 １０ μＬ， 逆转录合成 ｃＤＮＡ。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参， 取待检测基因的上下游引物配置反应体系， 共

２５ μＬ， 实施 ＰＣＲ 反应， 反应体系为 ９５ ℃预变性

３０ ｓ， ９５ ℃ （５ ｓ）、 ６０ ℃ （３０ ｓ）， 共 ４０ 个循环，
最后 ５５ ℃ （９０ ｓ）。 对扩增产物实施凝胶电泳验

证， 并绘制溶解曲线， 采用 ２－△△Ｃｔ法计算目的基因

的相对表达量。 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因名称 引物序列 长度 ／ ｂｐ
ＢｒｄＵ 正向 ５′⁃ＡＴＣＧＧＡＧＡＴＣＧＡＧＡＧＡＧＣＴＡＧＡＣＴＡＧＡＴＣＡＧ⁃３′ ２０

反向 ５′⁃ＴＣＧＡＴＡＧＡＧＡＧＡＧＣＴＡＧＡＧＡＴＣＧＡＴＡＧＣＧＣＧ⁃３′ ２０
Ｎｅｓｔｉｎ 正向 ５′⁃ＴＡＧＣＴＡＧＡＧＡＧＡＧＣＧＣＧＣＴＣＧＣＴＣＧＡＴＡＧＡＴ⁃３′ ２０

反向 ５′⁃ＣＴＧＡＧＡＣＴＣＧＣＧＡＴＡＧＣＴＧＣＧＡＴＡＧＧＣＴＡＧＣ⁃３′ ２０
ＧＦＡＰ 正向 ５′⁃ＡＧＣＴＣＧＣＴＡＧＡＴＣＧＣＧＣＧＣＧＡＴＡＧＡＧＣＴＡＣＧ⁃３′ ２０

反向 ５′⁃ＴＣＧＣＴＡＧＡＴＣＴＣＧＡＴＡＴＡＴＧＣＴＣＡＧＡＧＣＴＡＧＡ⁃３′ ２０
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＡＧＣＣＴＣＧＣＴＣＴＣＧＣＧＣＴＡＧＡＡＧＣＴＡＧＡＧＣＴＡ⁃３′ ２０

反向 ５′⁃ＧＴＣＧＣＧＧＡＴＡＧＡＧＣＴＣＧＣＧＴＡＧＡＧＡＧＣＴＣＧＧ⁃３′ ２０

２􀆰 ７　 损伤脊髓组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 蛋白表达

　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测。 取组织， 液氮冷冻，
加入经过预冷处理的裂解液， 冰上快速匀浆并裂解

１ ｈ。 将产物离心分析， 并进行蛋白变性、 电泳、
５８８２
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转膜、 标记处理。 加入一抗 （１ ∶ １ ０００）， 湿盒孵

育， ４ ℃过夜， ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次； 加入二

抗 （１ ∶ ５ ０００）， 室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，
５ ｍｉｎ ／次。 计算目的蛋白的相对表达量。
２􀆰 ８　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行统计

学分析， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采

用单因素方差分析， 两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验，
配对 ｔ 检验检测本组内治疗前后资料。 检验标准为

α＝ ０􀆰 ０５。
３　 结果

３􀆰 １　 治疗前后各组行为学　 ４０ 只建模大鼠中共有

３３ 只建模成功， ７ 只死亡， 推测由于脊髓损伤过重

所致， 建模成功率为 ８２􀆰 ５０％ （３３ ／ ４０）， 将建模成

功大鼠随机分为模型组 （８ 只）、 丸剂组 （８ 只）、
电针组 （９ 只）、 联合组 （８ 只）。 治疗前模型组

ＢＢＢ 评分低于正常对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 丸剂组、
电针组、 联合组均与模型组相近 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 治疗

后模型组 ＢＢＢ 评分较治疗前下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 丸

剂组、 电针组、 联合组 ＢＢＢ 评分均较治疗前升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 治疗后组间 ＢＢＳ 评分比较， 模型组低

于正常对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 丸剂组、 电针组、 联合

组均高于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 联合组高于丸剂组、
电针组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 １。
３􀆰 ２　 治疗后各组损伤脊髓组织病理变化和脊髓细

胞凋亡率　 正常对照组大鼠神经元细胞结构完整、
　 　 　 　 　

注： 与本组治疗前比较，＠ ＠ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与同时刻正常对照组比较，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与同时刻模型组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与同时刻丸剂组比

较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１； 与同时刻电针组比较， ￥￥ Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 治疗前后各组行为学

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

形态正常， 灰质未见弥漫性水肿； 模型组可见脊髓

灰质有大量、 较大空泡形成， 脊髓组织的正常结构

被破坏， 白质中可见神经胶质细胞大量增生， 受损

的脊髓白质区域内可见严重微囊性病变， 且神经元

细胞可见严重的崩解、 核碎裂表现， 大量炎性细胞

浸润； 丸剂组和电针组可见脊髓灰质有部分、 大空

泡形成， 白质可见神经胶质细胞增生， 受损的脊髓

白质区域内可见微囊性病变， 且部分神经元细胞可

见崩解、 核碎裂表现， 部分炎性细胞浸润； 联合组

可见脊髓灰质少量、 大空泡形成， 白质可见较少神

经胶质细胞增生， 受损的脊髓白质区域内可见较少

微囊性病变， 较少神经元细胞可见崩解、 核碎裂表

现， 少量炎性细胞浸润。 见图 ２。

注： 图中箭头所示为损伤神经细胞。

图 ２　 各组损伤脊髓组织病理变化 （ＨＥ， ×４０）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ， ×４０）

　 　 治疗后模型组损伤脊髓组织分级高于正常对照

组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 丸剂组、 电针组和联合组均低于模

型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且联合组低于丸剂组、 电针组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２。
　 　 治疗后模型组损伤脊髓细胞凋亡率高于正常对

照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 丸剂组、 电针组和联合组损伤脊

髓细胞凋亡率均低于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且联合组

损伤脊髓细胞凋亡率低于丸剂组、 电针组 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ３。
３􀆰 ３　 治疗后损伤区域血管生成 　 治疗后模型组

ｖＷＦ 阳性血管数目多于正常对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），

　 　 　 　 　表 ２　 各组损伤脊髓组织病理分级 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｇｒａｄｅ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ）
组别　 　 动物数 ／ 只 分级

正常对照组 ５ ０􀆰 ４０±０􀆰 ４９
模型组 ８ ２􀆰 ７５±０􀆰 ４３∗

丸剂组 ８ １􀆰 ８８±０􀆰 ３３＃

电针组 ９ １􀆰 ８９±０􀆰 ３１＃

联合组 ８ １􀆰 １３±０􀆰 ３３＃＆ ￥

　 　 注：与正常对照组比较，∗ Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与
丸剂组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５；与电针组比较， ￥ Ｐ＜０􀆰 ０５。

丸剂组、 电针组和联合组 ｖＷＦ 阳性血管数目均多

于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且联合组 ｖＷＦ 阳性血管数
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注： 与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

丸剂组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１； 与电针组比较， ￥￥ Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组治疗后损伤脊髓细胞凋亡率

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｏｓｔ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ
ｔｉｓｓｕｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 　 　

目多于丸剂组、 电针组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ４～５。
３􀆰 ４　 治 疗 后 各 组 损 伤 脊 髓 组 织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、
ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达 　 治疗后模型组损伤脊髓组织

ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ 、 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达均高于正常对照

组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 丸剂组、 电针组和联合组损伤脊髓

组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ 、 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达均高于模型

组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且联合组损伤脊髓组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓ⁃
ｔｉｎ、 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达均高于丸剂组、 电针组 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ６。

注： 图中箭头所示为 ｖＷＦ 阳性血管。

图 ４　 ｖＷＦ 阳性血管数目 （免疫荧光染色， ×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖＷＦ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌ （ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×１００）

注： 与正常对照组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０１； 与丸剂组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１； 与电针组比较， ￥￥ Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组治疗后 ｖＷＦ 阳性血管数目

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｏｓｔ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖＷＦ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｖｅｓｓｅｌｓ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ５　 治 疗 后 各 组 损 伤 脊 髓 组 织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、
ＧＦＡＰ 蛋白表达 　 治疗后模型组损伤脊髓组织

ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 蛋白表达均高于正常对照组

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 丸剂组、 电针组和联合组损伤脊髓组

织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 蛋白表达均高于模型组

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且联合组损伤脊髓组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、
ＧＦＡＰ 蛋白表达均高于丸剂组、 电针组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ７～８。
４　 讨论

急性脊髓损伤后， 局部神经细胞会出现某些病

理性变化， 如新血管生成、 干细胞被激发并向损伤

部位迁移等， 可以为损伤组织的修复创造有利条

件。 但是在此过程中， 由于某些因素出现拮抗作

用， 影响损伤脊髓组织的自我修复， 如兴奋性氨基

酸的毒性作用、 自由基大量产生、 损伤所致的严重

注： 与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

丸剂组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１； 与电针组比较， ￥￥ Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组治疗后损伤脊髓组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ ｍＲ⁃
ＮＡ 表达

Ｆｉｇ􀆰 ６ 　 Ｐｏｓｔ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＢｒｄＵ， Ｎｅｓｔｉｎ ａｎｄ
ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

炎症反应等［１１⁃１２］。 Ｗａｎ 等［１３］ 研究指出， 急性脊髓

７８８２

２０２０ 年 １１ 月

第 ４２ 卷　 第 １１ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． １１



图 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组治疗后损伤脊髓组织

ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ７ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ＢｒｄＵ， Ｎｅｓｔｉｎ ａｎｄ ＧＦＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ
ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

注： 与正常对照组比较，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１；

与丸剂组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１； 与电针组比较， ￥￥ Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组治疗后损伤脊髓组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ
蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ８ 　 Ｐｏｓｔ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＢｒｄＵ， Ｎｅｓｔｉｎ ａｎｄ
ＧＦＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

损伤后常规的治疗措施难以达到理想的效果， 患者

往往需要较长时间的恢复过程， 且肢体功能受损严

重， 给患者的生活质量造成极大的影响。 故而该领

域工作者需积极探讨新的治疗方案促进急性脊髓损

伤患者脊髓功能快速恢复， 改善疗效。
神经行为学功能障碍是急性脊髓损伤的共同特

性， 已成为临床医师关注的重点问题。 本研究中模

型组 ＢＢＢ 评分显著下降， 远不如正常对照组， 而

丸剂组、 电针组和联合组治疗后 ＢＢＢ 评分均升高

且均高于模型组， 联合组 ＢＢＢ 评分明显高于丸剂

组和电针组， 提示蒙药珍宝丸、 电针治疗急性脊髓

损伤均可改善急性脊髓损伤大鼠的神经行为学功

能， 且蒙药珍宝丸联合电针的效果更佳。 根据蒙医

理论， 急性脊髓损伤属于白脉病， 可出现水肿、 血

液循环障碍和神经损伤等表现， 从而损伤白脉， 需

针对病因实施治疗。 蒙药珍宝丸具有清热除湿、 舒

筋活络、 安神宁心等功效， 对白脉病疗效理想。 现

代药理研究发现， 蒙药珍宝丸不仅有助于增强受损

的脊髓神经细胞的自我修复功能， 改善局部微循

环， 还可清除氧自由基、 控制炎症反应， 最终达到

加快急性脊髓损伤恢复的目的［１４⁃１５］。 电针刺激大

椎穴和命门穴可舒筋活络、 疏通血脉， 濡养经脉气

血， 在外力损伤督脉所致的气血逆乱、 瘀阻经络病

症中疗效确切。 陈温慈等［１６］ 研究表明， 电针刺激

急性脊髓损伤大鼠的大椎穴和命门穴可温煦气血，
濡养肢体筋脉， 疏利关节， 益气活血。 因此将蒙药

珍宝丸与电针刺激大椎穴和命门穴联用治疗急性脊

髓损伤可获得理想的效果。 本研究中病理学观察、
分级和脊髓细胞凋亡率对比结果也显示丸剂组、 电

针组和联合组均较模型组显著改善， 提示蒙药珍宝

丸联合电针治疗急性脊髓损伤效果良好， 可减轻病

理学改变程度， 减少脊髓细胞凋亡， 提示该方案具

有较高的临床应用价值。
急性脊髓损伤后新血管生成是快速恢复的有利

条件， 而其中与相关信号通路的调控关系紧密， 可

增加 ｖＷＦ 表达， 促进新血管生成。 ＢｒｄＵ 属于一种

胸腺脱氧核苷类似物， 在细胞增殖周期 Ｓ 期可整合

进入细胞核的脱氧核糖核苷酸中， 可反映细胞增殖

状态， 其表达越高意味着细胞增殖越快， 从而为新

血管的生成提供条件［１７］。 Ｎｅｓｔｉｎ 属于一种中间丝

类型蛋白， 主要在神经上皮干细胞特异性表达， 可

促进神经元分化， 增强损伤的脊髓神经细胞的自我

修复作用， 在急性脊髓损伤患者治疗中可将其作为

靶点， 上调其表达以改善脊髓功能。 ＧＦＡＰ 可与肌

动蛋白、 细胞膜相结合， 增强脊髓神经细胞的迁移

和黏附能力， 并且还与蛋白激酶有密切关系， 可共

同参与脊髓损伤细胞的修复和功能改善［１８］。 有研

究［１９⁃２１］显示， 急性脊髓损伤大鼠中损伤的脊髓组

织中 ＵｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ 和 ＧＦＡＰ 均较正常大鼠高表达，
而予以对症治疗可上调其表达， 提示在急性脊髓损

伤治疗中应上调 ＵｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ 和 ＧＦＡＰ 表达， 以改
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善脊髓功能。 本研究中， 模型组 ｖＷＦ 阳性血管数

目、 损伤脊髓组织 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 及

蛋白表达均显著高于正常对照组， 提示机体的自我

修复机制可能启动， 进而保证急性脊髓损伤的恢

复， 但其作用不甚理想， 远不如丸剂组、 电针组和

联合组， 且联合组的作用最佳， 表明蒙药珍宝丸、
电针夹脊穴和命门穴均可刺激急性脊髓损伤大鼠新

血管生成， 上调损伤的脊髓组织中 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、
ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 及蛋白表达， 从而发挥加快恢复的

作用。
综上所述， 蒙药珍宝丸、 电针治疗急性脊髓损

伤大鼠均可改善其行为学、 减轻病理损伤， 并且均

可促进新血管生成， 二者联用的效果明显优于单独

应用， 且很可能是通过上调损伤脊髓组织的 ＢｒｄＵ、
Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ 表达实现此作用的。 本研究为蒙药

珍宝丸联合电针在急性脊髓损伤患者临床治疗中的

应用奠定了基础， 提供了一种高效可行的治疗方

案， 但该方案对损伤脊髓组织的 ＢｒｄＵ、 Ｎｅｓｔｉｎ、
ＧＦＡＰ 表达上调的具体机制尚不明确， 仍需进一步

研究探讨， 以加深人们对其认识， 更好地在临床中

推广使用。
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