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摘要： 目的　 探讨益母草碱对脊髓损伤大鼠神经细胞凋亡的影响及其作用机制。 方法　 采用改良 Ａｌｌｅｎ’ ｓ 法建立脊髓

损伤大鼠模型， 造模成功后即开始腹腔注射给药， 每天 １ 次， 连续 ４ 周。 采用 ＢＢＢ 评分和斜板实验评估各组大鼠运动

功能， ＨＥ 染色观察脊髓组织病理学变化， ＴＵＮＥＬ 染色观察脊髓组织神经细胞凋亡情况， ＥＬＩＳＡ 检测脊髓组织中

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃＡＭＰ 水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测脊髓组织中 ＰＫＡｃ 和 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脊髓组织中 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＰＫＡｃ、 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ （Ｓｅｒ１３３） 和 ＢＤＮＦ 蛋白表达。 结果 　 脊髓损伤大鼠经高剂量益母草

碱干预后， 脊髓组织损伤减轻， ＢＢＢ 评分及斜板角度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脊髓神经细胞凋亡率和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脊髓组织中 ｃＡＭＰ 水平、 ＰＫＡｃ、 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达以及 ＰＫＡｃ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
然而， ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ⁃８９ 干预可抑制高剂量益母草碱对脊髓损伤大鼠各项指标的改善作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 益母草

碱可促进脊髓损伤大鼠后肢运动功能的恢复， 抑制脊髓神经细胞的凋亡， 改善脊髓组织病理损伤， 其机制可能与激活

ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ 信号通路相关。
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　 　 脊髓损伤是临床上常见的高致残率中枢神经系统疾病，
当脊髓被直接或间接暴力损伤后会出现组织水肿、 血管⁃脊
髓屏障损伤和神经元坏死等现象， 使神经再生被抑制， 进

而使神经系统功能受到破坏［１］ 。 脊髓损伤后的再生修复是

当前神经科学领域的研究热点之一， 中和或阻断髓鞘组织

中的抑制成分或相关信号通路是目前治疗脊髓损伤及促进

其修复的主要策略［２⁃３］ 。 环磷酸腺苷 （ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ｃＡＭＰ） 是细胞内重要的信使， 在哺乳动物

中枢神经系统干细胞分化和增殖过程中起着重要作用， 可

以通过激活蛋白激酶 Ａ （ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅＡ， ＰＫＡ） 促进神经

再生， 且 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ 信号通路被证明是神经再生、 神经重

塑的重要调节因子［４⁃６］ 。 益母草碱是唇形科植物益母草的主

要有效成分之一， 具有保护心血管、 神经系统、 肾脏、 生

殖系统的作用及抗糖尿病等药理用途［７］ ， 并对 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ
信号通路介导的中枢神经系统功能障碍具有预防和治疗作

用［８］ ， 可能通过调节 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ 信号通路对脊髓损伤后的

神经细胞凋亡有一定的抑制作用。 因此， 本研究探讨益母

草碱对脊髓损伤后神经功能的保护作用及可能机制， 为相

关防治提供新思路和依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ７５ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， ６～ ８ 周龄， 体质量

（２２０±２０） ｇ， 由海南省疾病预防控制中心提供， 实验动物

使用许可证号 ＳＹＸＫ （琼） ２０２０⁃００１２， 常规饲养于安静通

风环境下， 室内温度 ２０ ～ ２４ ℃， 相对湿度 ５０％ ～ ６５％ ， 循

环照明 １２ ｈ ／ １２ ｈ， 适应性饲养 １ 周后进行实验。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 益母草碱 （纯度≥９８％ ， 成都瑞芬思生

物科技有限公司， 批号 １９０２２５）。 ＰＫＡ 通路抑制剂 Ｈ⁃８９
（美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司， 批号 ６３３２１０）； ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 环

磷酸腺苷 （ｃＡＭＰ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （北京索莱宝科技有

限公 司 ）； ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 蛋 白 激 酶 Ａ
（ＰＫＡｃ）、 环磷酸腺苷反应元件结合蛋白 （ＣＲＥＢ）、 磷酸

化的 ＣＲＥＢ ［ ｐ⁃ＣＲＥＢ （ Ｓｅｒ１３３） ］、 脑源性神经营养因子

（ＢＤＮＦ）、 ＧＡＰＤＨ 抗体 （美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）； 苏木精⁃
伊红 （ＨＥ） 染色试剂盒 （武汉博士德生物工程有限公

司）； ＴＵＮＥＬ 凋亡试剂盒、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、 蛋白裂

解液 （上海碧云天生物技术有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 电泳仪、 凝胶成像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 动物分组、 造模及给药　 ７５ 只 ＳＤ 大鼠随机分为假手

术组， 模型组， 益母草碱低、 高剂量组， 高剂量益母草碱＋
ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ⁃８９ 组 （益母草碱＋Ｈ⁃８９ 组）， 每组 １５ 只。 采

用改良 Ａｌｌｅｎ’ ｓ 打击法建立脊髓损伤模型［９］ ， 以 Ｔ１０ 为中

心剃毛， 消毒后作手术切口暴露 Ｔ９⁃Ｔ１１ 棘突， 暴露 Ｔ１０ 对

应的脊髓， 用 ２０ ｇ 击打棍从 ３ ｃｍ 高度自由落体撞击 Ｔ１０ 骨

窗对应的脊髓， 当大鼠尾巴出现痉挛性摆动、 双下肢迅速

回缩并挥动， 受撞击的脊髓组织水肿、 出血， 硬脊膜完整

呈紫红色的现象时， 认为模型制备成功； 假手术组仅暴露

Ｔ１０ 对应的脊髓， 不进行打击。 造模成功后即开始腹腔注

射给药干预， 益母草碱低、 高剂量组分别注射 ４、 １６ ｍｇ ／ ｋｇ
益母草碱， 益母草碱＋Ｈ⁃８９ 组在注射 １６ ｍｇ ／ ｋｇ 益母草碱的

基础上再注射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 Ｈ⁃８９， 假手术组和模型组注射等

量生理盐水， 每天 １ 次， 连续 ４ 周。
２􀆰 ２　 运动功能评价　 分别于造模后第 ７、 １４、 ２１、 ２８ 天进

行 Ｂａｓｓｏ⁃Ｂｅａｔｔｉｅ⁃Ｂｒｅｓｎａｈａｎ （ＢＢＢ） 评分和斜板角度评估各

组大鼠运动功能。 ＢＢＢ 运动评分［１０］方法为早期以无或极少

的后肢关节运动为特征， 中期出现几次共济失调步态， 晚

期表现为拖着脚趾和尾巴、 躯干不稳定以及爪子交替轮转。
将大鼠后肢运动分为 ２２ 个等级， 后肢全瘫为 ０ 分， 完全正

常为 ２１ 分， 记录 ２ 次有效评分， 取均值。 斜板角度［１１］ 检

测方法为， 将大鼠头朝左横放在 Ｒｉｖｌｉｎ 斜板上， 并从水平

位置逐步增大倾斜角度， 以大鼠在斜板上停留 ５ ｓ 不掉落

为标准， 测定斜板角度， 获取 ５ 次有效角度， 取平均值。
２􀆰 ３　 ＨＥ 染色观察脊髓组织病理学变化 　 药物干预 ２８ ｄ
后， １０％ 水合氯醛以 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ １００ ｇ 的剂量腹腔注射麻醉大

鼠后开胸， 从左心室插管至主动脉， 自心尖灌注生理盐水

和 ４％ 多聚甲醛固定 ２ ｈ， 取以脊髓损伤点为中心的上下各

５ ｍｍ 节段的脊髓组织， 置于 ４％ 多聚甲醛固定２４ ｈ， 脱水，
石蜡包埋， 切片 （片厚 ４ μｍ）， 按照试剂盒说明书进行 ＨＥ
染色， 于光镜下观察脊髓组织结构、 炎症细胞浸润。
２􀆰 ４　 ＴＵＮＥＬ 染色检测脊髓组织神经细胞凋亡情况 　 取

“２􀆰 ３” 项下制备的切片， 按照 ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒说明书进

行透化、 ＰＢＳ 漂洗、 封闭、 标记、 苏木素复染、 脱水、 透

明、 封片等步骤后， 于显微镜下观察细胞凋亡情况。 每张

切片随机取 ５ 个视野进行计数统计， 凋亡率 ＝ ［凋亡细胞

核数 （阳性细胞数） ／总细胞核数 （总细胞数） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 检测脊髓组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃＡＭＰ 水平　 取各

组大鼠损伤的脊髓组织， 加入裂解液冰浴超声匀浆， ４ ℃、
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 吸取等量上清液和不同浓度的标

准品， 根据 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明说进行操作， 通过酶标

仪检测 ４５０ ｎｍ 波长处各孔光密度 （ＯＤ４５０） 值， 以阴性对

照孔调零， 根据标准液的检测结果得出标准曲线， 计算各

组脊髓组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃＡＭＰ 水平。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测脊髓组织中 ＰＫＡｃ 和 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表

达　 脊髓组织在冰上匀浆器中剪碎， 加入 ＴＲＩｚｏｌ 研磨混匀

提取样本总 ＲＮＡ， 紫外分光光度计检测各样本总 ＲＮＡ 浓

度。 取 ２ μｇ 总 ＲＮＡ 采用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ， 以

ｃＤＮＡ 为模板进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 扩增。 反应条件为 ９５ ℃预变性

１０ ｓ， ９５ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃退火延伸 ３１ ｓ， 共 ４０ 个循环。
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－△△ＣＴ法计算各基因的 ｍＲＮＡ 相对

表达量。 ＰＫＡｃ 正向引物序列 ５′⁃ＧＣＴＧＧＣＴＴＴＧＡＴＴＴＡＣＧＧ⁃
３′， 反向引物序列 ５′⁃ＧＡＴＧＴＴＴＣＧＣＴＴＧＡＧＧＡＴＡ⁃３′； ＢＤＮＦ
正向引物序列 ５′⁃ＣＡＴＣＴＴＡＧＧＡＧＴＧＧＡＡＡＧＧＧＴＧ⁃３′， 反向

引物序列 ５′⁃ＴＡＴＧＡＡＧＣＣＡＣＣＴＡＡＴＣＧＡＣＣＴ⁃３′； β⁃ａｃｔｉｎ 正

向引物序列 ５′⁃ＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡ⁃３′， 反向引物

序列 ５′⁃ＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧ⁃３′。
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２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脊髓组织中 ＰＫＡｃ、 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ
（Ｓｅｒ１３３）、 ＢＤＮＦ 及凋亡相关蛋白表达 　 取脊髓组织剪碎

匀浆， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白， ＢＣＡ 法定量后使蛋

白变性， 取等量蛋白进行凝胶电泳分离并转膜至 ＰＶＤＦ 膜

上， ５％ 脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ 后， ４ ℃孵育稀释后的一抗

［ ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＰＫＡｃ、 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ
（Ｓｅｒ１３３）、 ＢＤＮＦ、 β⁃ａｃｔｉｎ， １ ∶ １ ０００］ 过夜， 次日清洗后

加入相应 ＨＲＰ 标记的二抗孵育 ２ ｈ， 洗涤后， 加入显影液

显影成像。 使用 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体进行内参校正， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件对条带灰度值进行分析， 用目的蛋白与 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度值

比表示目的蛋白的相对表达量。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １０􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析 （ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ

ＡＮＯＶＡ）， 两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有

统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 益母草碱对脊髓损伤大鼠运动功能的影响　 如图 １ 所

示， 除假手术组外， 给药 ７ ｄ 时各组大鼠 ＢＢＢ 评分和斜板

角度无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 给药 １４、 ２１、 ２８ ｄ 时， 与

假手术组比较， 模型组大鼠 ＢＢＢ 评分和斜板角度降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益母草碱高剂量组 ＢＢＢ 评分和斜

板角度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 益母草碱低剂量组无显著性差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与益母草碱高剂量组比较， 益母草碱＋Ｈ⁃８９ 组

ＢＢＢ 评分和斜板角度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 给药时间越长， 益

母草碱高剂量组大鼠后肢功能恢复越好。

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与益母草碱高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠的 ＢＢＢ 评分和斜板角度 （ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

３􀆰 ２　 益母草碱对脊髓损伤大鼠脊髓组织病理损伤的影响　 如

图 ２ 所示， 假手术组脊髓组织结构完整、 致密整齐， 细胞

结构完好， 核大而圆且核仁清晰； 模型组和益母草碱低剂

量组脊髓组织结构破坏严重， 细胞核出现明显固缩， 伴有

大量炎性细胞浸润； 益母草碱高剂量组和益母草碱＋Ｈ⁃８９
组脊髓组织结构紊乱情况有明显改善， 炎性细胞浸润减少。

图 ２　 各组大鼠脊髓组织的病理学 （ＨＥ 染色， ×２００）

３􀆰 ３　 益母草碱对脊髓损伤大鼠脊髓组织神经细胞凋亡的影

响　 假手术组、 模型组、 益母草碱低剂量组、 益母草碱高

剂量组和益母草碱＋Ｈ⁃８９ 组大鼠脊髓组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 水平

分别为 （１６􀆰 ５±１􀆰 ３）、 （６６􀆰 ８±２􀆰 ０）、 （６７􀆰 ０±１􀆰 ５）、 （３２􀆰 ５±
１􀆰 ０）、 （４８􀆰 ３±１􀆰 ２） μｇ ／ Ｌ。 与假手术组比较， 模型组大鼠

脊髓组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
益母草碱高剂量组大鼠脊髓组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 水平降低 （Ｐ＜

０􀆰 ０１）， 益母草碱低剂量组无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与益

母草碱高剂量组比较， 益母草碱＋Ｈ⁃８９ 组大鼠脊髓组织中

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 ３ ～ ４ 所示， 与假手术

组比较， 模型组大鼠脊髓组织神经细胞凋亡率和 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益母草碱高剂量组大

鼠脊髓组织神经细胞凋亡率和 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白

表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与益母草碱高剂量组比较， 益母草碱＋Ｈ⁃８９ 组大鼠脊髓组

织神经细胞凋亡率和 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达均升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 益母草碱对脊髓损伤大鼠脊髓组织中 ＰＫＡｃ、 ＣＲＥＢ、
ｐ⁃ＣＲＥＢ （Ｓｅｒ１３３）、 ＢＤＮＦ 表达及 ｃＡＭＰ 水平的影响 　 假手

术组、 模型组、 益母草碱低剂量组、 益母草碱高剂量组和

益母草碱 ＋ Ｈ⁃８９ 组大鼠脊髓组织中 ｃＡＭＰ 水平分别为

（３３􀆰 ２±１􀆰 ８）、 （１１􀆰 １±０􀆰 ８）、 （１１􀆰 ９±１􀆰 ２）、 （２４􀆰 ２±１􀆰 ３）、
（２３􀆰 ７±０􀆰 ９） μｇ ／ Ｌ。 与假手术组比较， 模型组大鼠脊髓组

织中 ｃＡＭＰ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益母草

碱高剂量组大鼠脊髓组织中 ｃＡＭＰ 水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
益母草碱低剂量组无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与益母草碱

高剂量组比较， 益母草碱＋Ｈ⁃８９ 组脊髓组织中 ｃＡＭＰ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 ５ 所示， 与假手术组比较， 模型组

大鼠脊髓组织中 ＰＫＡｃ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ （Ｓｅｒ１３３）、 ＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益母草碱
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注： Ａ 为 ＴＵＮＥＬ 染色 （×２００）， Ｂ 为神经细胞凋亡率统计。 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与益母草碱高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠脊髓组织神经细胞凋亡情况 （ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

注： Ａ 为蛋白电泳条带图， Ｂ 为蛋白相对表达统计。 １～ ５ 分别为假手术组， 模型组， 益母草碱低、 高剂量组， 益母草

碱＋Ｈ⁃８９ 组。 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与益母草碱高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠脊髓组织中凋亡蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

高剂量组大鼠脊髓组织中 ＰＫＡｃ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ （Ｓｅｒ１３３）、 ＢＤＮＦ
的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 益母草碱低剂量组

无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与益母草碱高剂量组比较， 益

　 　 　 　

母草碱 ＋ Ｈ⁃８９ 组脊髓组织中 ＰＫＡｃ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ （ Ｓｅｒ１３３）、
ＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ 为 ＰＫＡｃ 和 ＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 表达统计， Ｂ 为蛋白电泳条带图， Ｃ 为蛋白相对表达统计。 １～５ 分别为假手术组， 模型组， 益

母草碱低、 高剂量组， 益母草碱＋Ｈ⁃８９ 组。 与假手术组比较，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与益母草碱高剂量组比

较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组大鼠脊髓组织中 ＰＫＡｃ、 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ （Ｓｅｒ１３３）、 ＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

４　 讨论

前期研究显示， 提高神经元内 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ 水平或激活

该通路信号分子可增强其内在的再生能力， 有效地促进脊

髓再生［１２⁃１５］ 。 益母草碱是从中药益母草中提取的具有显著

生物活性的生物碱， 在心脑血管病、 糖尿病、 肾病、 生殖

等方面有许多新用途［１６⁃１７］ ， 但益母草碱对脊髓损伤后的神

经细胞是否具有保护作用， 尚未有文献报道。

本研究采用改良 Ａｌｌｅｎ’ ｓ 打击法建立脊髓损伤大鼠模

型， 并连续 ４ 周腹腔注射给予不同剂量益母草碱， 以探究

其对脊髓损伤的作用。 研究结果显示， 模型大鼠的 ＢＢＢ 评

分和斜板实验评分均降低， 大鼠后肢运动功能受到影响，
与前人研究一致［１８］ ， 说明模型复制成功。 同时， ＨＥ 病理

染色结果显示， 模型大鼠脊髓组织出现明显水肿， 细胞核

明显固缩， 伴有大量炎性细胞浸润； 给予高剂量益母草碱
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干预给药后， 大鼠脊髓组织水肿和炎性细胞浸润程度明显

减轻， 后肢运动功能得到明显改善， 表明益母草碱对脊髓

损伤大鼠有明显的保护作用。
脊髓损伤导致的神经功能永久或长期丧失与脊髓组织

的水肿、 变性、 坏死， 以及神经细胞的凋亡是紧密相

关［１０］ 。 ｃａｓｐａｓｅ 家族蛋白介导细胞凋亡， 下调 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在

大鼠脊髓损伤神经元中表达， 抑制神经细胞凋亡， 对损伤

后神经组织再生和修复有积极的治疗作用［１９］ 。 本研究结果

显示， 模型大鼠脊髓组织凋亡细胞增多， ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表

达升高； 给予高剂量益母草碱干预能抑制模型大鼠神经细

胞凋亡， 说明它能通过调节脊髓损伤大鼠脊髓组织中凋亡

因子的表达抑制细胞凋亡， 减轻脊髓损伤程度。
ＢＤＮＦ 是一种具有促进神经生长活性的蛋白质， 在维持

神经元功能、 防止神经元退行性变以及神经元损伤后再修

复过程中发挥重要的作用。 ＣＲＥＢ 磷酸化后形成的 ｐ⁃ＣＲＥＢ
可作为调控因子诱导 ＢＤＮＦ 基因的表达， 而 ＰＫＡｃ 蛋白可通

过促进 ＣＲＥＢ 蛋白磷酸化 （ Ｓｅｒ１３３） 激活， 促进靶基因

ＢＤＮＦ 的转录， 进而促进神经细胞存活［２０］ 。 本研究结果显

示， 脊髓损伤大鼠脊髓组织中 ＰＫＡｃ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ （Ｓｅｒ１３３） 和

ＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达均降低， 说明脊髓损伤后

ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ 信号通路被抑制； 高剂量益母草碱干预能够逆

转脊髓损伤对 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ 信号通路的抑制程度， 表明它可

能是通过激活 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ 信号通路来抑制神经细胞凋亡、
减轻脊髓组织损伤， 从而改善大鼠后肢运动功能， 促进脊

髓损伤的修复。
综上所述， 益母草碱能通过激活 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ 信号通

路， 减轻脊髓组织病理损伤， 减少神经细胞凋亡， 促进脊

髓损伤大鼠后肢运动功能的恢复。 此研究首次探究了益母

草碱对脊髓损伤的作用， 可为其治疗提供新的潜在药物。
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