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摘要

目的：研究参芎葡萄糖注射液对大鼠脊髓损伤(SCI)后诱导型一氧化氮合成酶(iNOS)和血管内皮生长因子(VEGF)蛋

白表达变化，探讨参芎葡萄糖注射液对急性脊髓损伤后运动功能恢复的影响和可能机制。

方法：用改良Allen法制作大鼠T12脊髓损伤模型60只，随机分为对照组（30只）和药物组（30只）。术后第1、3、7、

14、21天采用BBB评分和斜板试验对大鼠急性脊髓损伤后的运动功能进行评估，病理学检查观察脊髓损伤后病理

改变，免疫组织化学方法和免疫印迹方法观察损伤脊髓 iNOS、VEGF的表达变化,并进行比较分析。

结果：术后各时相点BBB评分和斜板试验,除第1天外，第3、7、14、21天药物组明显高于对照组;药物组各时相点的

病理改变明显较轻，药物组各时相点 iNOS阳性表达均明显低于对照组，而VEGF的阳性表达均明显高于对照组，两

组差异有显著性意义(P<0.05)。

结论：脊髓损伤后应用参芎葡萄糖注射液可以抑制 iNOS的表达，增强VEGF的表达，抑制脊髓损伤区 iNOS的表达

和上调脊髓损伤区VEGF的表达可能是参芎葡萄糖注射液减轻继发脊髓损伤，促进损伤脊髓功能恢复的机制之一。

关键词 参芎葡萄糖注射液;脊髓损伤; 一氧化氮合成酶; 血管内皮生长因子; 斜板试验

中图分类号：R651，R493 文献标识码：A 文章编号：1001-1242（2013）-12-1136-06

Effects of Shenxiong glucose injection on expressions of nitric oxide synthase and vascular endodermis
growth factor and functional recovery after spinal cord injury/WU Yinxia，YUAN Xiaoyan, CHEN Xinsh⁃
eng，et al.//Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, 2013, 28(12): 1136—1141
Abstract
Objective:To study the changes of protein expressions of induced nitric oxide synthase (iNOS) and vascular en-

dodermis growth factor (VEGF) after the rats with spinal cord injury (SCI) use shenxiong glucose injection,

and to investigate the effect of shenxiong glucose injection on the recovery of motor function and it's possible

mechanism after acute SCI.

Method:Sixty rat models of SCI at T12 level were created by modified Allen's method and randomly divided

into a control group (30) and a treatment group (30). After acute SCI the motor function recovery was evalu-

ated through Basso, Beatti, Bresnahan(BBB) score and slanting board test after modeling at the 1st,3rd,7th,14th,

21st d, the pathological changes after SCI were observed by pathology examination, and the expression chang-

es of iNOS and VEGF after SCI were observed by immunohistochemistry method and Western blot, and com-

parative analyses were also carried out.

Result: BBB score and slanting board test after operation showed that in treatment group the scores were high-

er obviously compared with control group on the 3rd,7th, 14th, 21st d, except the 1st d, and in treatment

group the pathological changes were significantly lighter, and the positive expression of iNOS was significantly

lower, and the positive expression of VEGF was higher than those in control group. The difference between
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脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是一种发病

率高、致残率高、严重影响人类健康和生存质量的常

见的中枢神经系统严重创伤，分为原发性损伤和继

发性损伤。原发性损伤是指直接的机械性损害造成

的局部神经组织的破坏。继发性损伤是原发性损伤

后立即发生的进行性的病理生理变化，主要包括脊

髓出血、水肿、微循环障碍等[1]，大量的实验研究表

明脊髓损伤后组织进行性缺血是引起脊髓组织坏死

和神经功能障碍的重要原因[2—3]。多年来，研究者不

断尝试根据脊髓继发性损伤机制寻找各种减轻SCI

和促进神经功能恢复的手段[1,4]。血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）是一种

血管内皮细胞的特异性有丝分裂原，具有促血管内

皮细胞分裂的作用，在体外可促进血管内皮细胞的

生长，在体内可诱导血管发生，促进新生血管形成，

改善中枢神经生长的局部微循环，保护神经元减少

凋亡，因此，VEGF也是一种神经保护因子[3,5]。近几

年研究发现，脊髓损伤后诱导型一氧化氮合酶( in-

ducible nitric oxide synthase, iNOS)表达上调及一

氧化氮(nitric oxide, NO)合成增加参与脊髓损伤，

NO是由一氧化氮合酶(nitric oxide synthase，NOS)

催化L-精氨酸生成胍氨酸产生的一种小分子自由

基，具有血管舒张、神经信息传递和细胞毒作用等广

泛的生物活性。生理状态下，NO抑制血小板聚集

和黏附，舒张血管，维持组织血液循环。在急性脊髓

损伤后随着损伤区炎性细胞浸润、炎性因子产生,转

录因子核因子活化,诱导 iNOS 生成增加和持续表

达，催化生成过量的NO，当其异常增多时,参与炎性

反应而发挥其神经毒性作用，导致细胞凋亡，水肿坏

死[4,6]。因此，选择性地抑制 iNOS表达已成为防治脊

髓继发性损伤的有效方法[7]。参芎葡萄糖注射液的

主要成分为盐酸川芎嗪和丹参素，活血化瘀，通脉养

心。有抗血小板聚集，扩张动脉，降低血液黏度，加

速红细胞的流速，改善微循环，并具有抗心肌缺血和

心肌梗死的功效。常用于缺血性心脑血管疾病，很

少报道用于脊髓损伤[8]。本实验通过观察参芎葡萄

糖注射液对大鼠急性脊髓损伤后运动功能恢复的评

估及 iNOS、VEGF表达的影响,探讨参芎葡萄糖注射

液在脊髓继发性损伤中的作用及机制，为治疗继发

性脊髓损伤和促进损伤脊髓功能修复的药物治疗提

供新的思路。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

SD 健康大鼠（武汉科技大学实验动物中心提

供）;参芎葡萄糖注射液（贵州景峰公司）;戊巴比妥

钠(美国Union公司);兔抗大鼠 iNOS多克隆抗体、兔

抗大鼠VEGF多克隆抗体、多聚甲醛、DAB试剂盒、

SABC 试剂盒（武汉博士德公司）;羊抗兔 IgG-HRP

（上海恒远公司）；苏木素(北京赛驰公司);兔抗GAP-

DH多克隆抗体、兔抗β-Actin多克隆抗体（上海合星

公司）;总蛋白提取试剂盒（美国 Pierce 公司）;Brad

ford蛋白浓度测定试剂盒（碧云天公司）。

1.2 实验动物分组、SCI模型建立及用药

SD健康大鼠60只，雌雄不限，鼠龄6个月,体重

（220±20）g，随机分成 2组,对照组和药物组,每组 30

只动物,每组观察时相点为术后1、3、7、14、21d，每时

相点 6只动物。用 3%戊巴比妥钠按 1ml/kg腹腔麻

醉实验大鼠,常规脱毛消毒铺巾,以T12为中心取背

正中切口，咬除T12椎板，暴露T12脊髓，按照Allen

打击法建立脊髓损伤模型,药物组在术后每日经腹

腔注射参芎葡萄糖注射液30ml/kg(首次给药在术后

15min),对照组在同一时间给予等量生理盐水。

1.3 脊髓损伤后后肢运动功能的评估

1.3.1 BBB评分法评定脊髓损伤后后肢运动功能：

分别于损伤后第 1、3、7、14、21 天将各组动物置于

two groups (P<0.05) was statistic significantly.

Conclusion:The treatment of Shenxiong glucose injection after SCI can restrain the expression of iNOS，and en-

hance the expression of VEGF, which may be the mechanism to alleviate secondary damage of SCI and to pro-

mote spinal function recovery.
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7cm高、直径 90cm的平坦不滑的塑胶模板上，根据

Basso，Beatti，Bresnahan(BBB)评分法对损伤后动

物后肢功能进行评分[9]。

1.3.2 斜板试验：采用Rivlin等建立的斜板试验对

大鼠后肢功能进行评分[10]。将大鼠放置于垫有橡胶

垫的自制斜板上，大鼠身体纵轴与斜板纵轴平行，大

鼠头朝斜板抬高侧，斜板倾斜角度从0°开始缓慢上

升, 斜板每次升高 5°,以大鼠能够停留 5s不滑下的

最大角度来评分。分别于损伤后第1、3、7、14、21天

测量两组动物抓握能力和维持姿势的能力,重复3次

取平均值。

1.4 HE染色观察脊髓的组织学改变

各实验组大鼠分别于术后第1、3、7、14、21天对

大鼠进行行为学评价之后取材。在戊巴比妥钠

(40mg/kg)麻醉下剖胸，用 4%多聚甲醛经左心室-主

动脉插管灌注固定至动物肢体僵硬，解剖椎管取出

以损伤段脊髓为中心长约 1cm脊髓组织，一部分供

免疫印迹检测使用，一部分用多聚甲醛再固定 24h

后，常规石蜡包埋，连续切片,切片厚度7μm，部分切

片按常规方法进行HE染色，显微镜下进行病理形

态学观察并照相，部分切片行免疫组化检测。

1.5 免疫组化检测 iNOS和VEGF

选取各时间点脊髓组织切片各 6 张,iNOS 和

VEGF 染色各 3 张，按 SABC 试剂盒说明书进行操

作，DAB显色,苏木素复染，依次脱水、透明,封片后

光镜观察，以PBS代替一抗作阴性对照。阳性细胞

为胞浆和/或胞核染为棕黄色，根据抗体不同可分别

确定为 iNOS或VEGF阳性表达细胞。染色玻片在

200倍显微镜下观察拍照,每张切片随机选取3个不

重复视野，计算3张玻片9个高倍视野的平均阳性细

胞数代表该标本的阳性神经细胞数并进行方差分

析。

1.6 Western blot 法检测 iNOS 和 VEGF 蛋白表达

水平

用天平称取脊髓组织50mg左右,按照总蛋白提

取试剂盒说明提取蛋白质，按照Brad ford蛋白浓度

测定试剂盒说明测定蛋白浓度后制备蛋白样品，取

40μg等量蛋白样品上样，经 12% SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS-PAGE）分离 iNOS(140kD)和 VEGF

(45kD)后，电转移至硝酸纤维素膜上，5%脱脂奶粉

封闭后加一抗：兔抗大鼠 iNOS多克隆抗体(1∶500)

或兔抗大鼠 VEGF 多克隆抗体(1∶500)；内参兔抗

GAPDH 多克隆抗体（1∶2000）或兔抗 β-Actin(1∶

2000),4℃过夜,洗膜，加入二抗羊抗兔 IgG-HRP(1∶

5000),室温孵育 1h,洗膜后加入 DAB 显色液反应

1min，暗室曝光显影后冲洗胶片,于凝胶成像分析系

统上摄像分析扫描。以兔抗GAPDH多克隆抗体作

为兔抗大鼠 iNOS多克隆抗体的内参照,兔抗β-Actin

作为兔抗大鼠VEGF多克隆抗体的内参照，测定各

泳道 iNOS或VEGF蛋白条带光密度,以 iNOS/GAP-

DH或VEGF/β-actin光密度值的比值来表示，进行半

定量分析。

1.7 统计学分析

应用SPSS 17.0软件对数据进行统计分析,所有

计数资料以平均值±标准差表示,均数间差异采用方

差分析,相关性采用Pearson检验,P<0.05即为存在显

著性差异。

2 结果

2.1 各组大鼠 SCI后运动功能恢复评价

2.1.1 BBB 运动功能评分比较:大鼠正常肢体运动

评分为 21分，分值最高且稳定无变化[9]。本实验结

果显示对照组和治疗组脊髓损伤后第1天评分均显

著降低，但两组比较 BBB 评分差异无显著性意义

（P＞0.05），随着损伤时间延长两组评分均有不同程

度恢复，但治疗组恢复效果较对照组明显，有显著性

差异(P<0.05)，见表1,表明参芎葡萄糖注射液可以提

高脊髓损伤后肢运动功能恢复的程度。

2.1.2 斜板试验评分结果:正常大鼠斜板试验评分

平均分值在 83左右[10],本实验结果见表 2，两组损伤

后评分均显著降低，但术后第 1天治疗组与对照组

比较无显著性意义（P＞0.05），从术后第3天起,随着

损伤时间延长，两组斜板试验评分均有不同程度恢

复，但治疗组比对照组恢复的幅度明显增高，比较有

显著性差异(P<0.05)，说明治疗组与对照组术后运

动功能恢复差异愈来愈明显。

2.2 脊髓组织病理学变化

镜下观察对照组见脊髓灰质组织疏松，神经元

细胞变少，残留神经元部分空泡变性、核仁消失、神

经纤维溶解，胶质细胞大量增生，部分坏死后形成囊
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腔，损伤区大量空洞形成，药物组上述改变较轻，残

留神经元较对照组多，尚可见核仁。如图1—2。

2.3 脊髓组织免疫组化检测 iNOS 和 VEGF 的表

达情况

iNOS阳性细胞表达主要分布在灰质神经元、神

经胶质细胞、室管膜细胞,对照组大鼠脊髓损伤后第

1 天可见 iNOS 明显表达，第 3 天达到较高水平，第

7d达高峰，之后缓慢下降,至第 21天仍可见明显表

达。药物组 iNOS表达趋势类似于对照组,但各时间

点 iNOS 的表达均明显低于对照组，两组有显著性

差异(P<0.01),说明脊髓损伤后参芎葡萄糖注射液可

以明显抑制 iNOS的表达。见表3、图3—4。

VEGF 阳性细胞主要表达于脊髓神经元的胞

核、胞浆以及神经胶质细胞、血管内皮细胞等，两组

损伤后第1天VEGF表达均增多,第3天到高峰,对照

组随后渐下降至术后第 21天仍有少量表达。药物

组高表达持续到第 7天，各时相点药物组VEGF的

表达均明显比对照组强,两组差异有显著性 (P<

0.01)。说明脊髓损伤后参芎葡萄糖注射液可以明

显上调VEGF的表达。见表3、图5—6。

2.4 大鼠 SCI 后不同时间点脊髓组织中 iNOS 和

VEGF表达水平变化的免疫印迹检测结果

免疫印迹检测分析显示 iNOS蛋白对照组损伤

后第1天即有表达，第3天明显增加，第7天达高峰，

以后逐渐降低。药物组变化趋势类似对照组，但各

组灰度值较对照组明显降低，有显著性差异 (P<

0.05)。见表4、图7。

免疫印迹检测VEGF结果如表4，在脊髓损伤后

第1天两组VEGF阳性条带相对平均光密度值即有

差异，第 3天差异最明显，随后对照组明显下降，而

治疗组第 7天仍维持较高水平，第 14天、第 21天均

明显高于对照组，有显著性差异(P<0.05)。见图8。

3 讨论

SCI后对机体功能产生的影响取决于脊髓原发

性和继发性损伤的程度以及损伤脊髓神经细胞自我

修复和再生的能力，由于原发性损伤的不可逆转性，

故目前脊髓损伤的研究主要集中在逆转脊髓损伤后

脊髓内继发病理损伤，继发性脊髓损伤的病理生理

变化主要包括脊髓出血、水肿、微循环障碍等 [1，4]。

继发性脊髓损伤的微循环障碍机制涉及血管内膜损

伤、微血管损伤、微血管痉挛、微血栓形成、血脊髓屏

表1 各组不同时间点后肢运动功能BBB评分结果 (x±s)

组别

对照组
治疗组

①与对照组比较P>0.05；②与对照组比较P<0.05

第1天

0.67±0.5.2
1.00±0.60①

第3天

1.33±0.54
2.33±0.98②

第7天

3.17±0.75
5.66±0.78②

第14天

4.67±0.52
7.33±0.78②

第21天

6.33±1.03
10.66±1.30②

表2 各组不同时间点斜板试验评分结果 (x±s)

组别

对照组
治疗组

①与对照组比较P>0.05；②与对照组比较P<0.05

第1天

28.33±4.08
30.00±4.26①

第3天

30.00±3.16
33.33±3.46②

第7天

32.50±4.18
35.83±3.98②

第14天

36.67±2.58
40.83±3.58②

第21天

40.83±3.76
45.82±3.58②

表3 各组不同时间点 iNOS和VEGF在神经元阳性细胞表达情况 (x±s,个/视野)

组别

对照组
治疗组

方差分析各时间点药物组与对照组比较均P<0.01

iNOS
第1天

19.67±2.94
14.17±2.21

第3天
29.50±2.43
22.17±2.79

第7天
33.33±2.34
25.50±2.39

第14天
24.50±2.59
17.33±2.39

第21天
15.17±2.14
11.67±1.67

VEGF
第1天

25.83±2.23
32.67±3.06

第3天
35.33±2.34
45.67±3.17

第7天
30.17±2.48
42.33±2.67

第14天
20.67±2.07
35.83±2.52

第21天
13.17±2.32
22.17±2.46

表4 不同时间点脊髓组织中 iNOS/GAPDH和VEGF/β-actin的灰度比值 (x±s)

组别

对照组
治疗组

各时间点药物组与对照组比较均P<0.01

iNOS/GAPDH
第1天

0.837±0.281
0.642±0.221

第3天
1.147±0.026
0.847±0.023

第7天
1.343±0.025
0.948±0.024

第14天
0.852±0.023
0.743±0.021

第21天
0.447±0.019
0.335±0.014

VEGF/β-actin
第1天

0.272±0.012
0.378±0.016

第3天
0.787±0.022
1.037±0.025

第7天
0.585±0.018
0.853±0.021

第14天
0.387±0.016
0.595±0.018

第21天
0.193±0.015
0.267±0.016
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障破坏等[11]。实验证实,脊髓的缺血缺氧几乎在伤

后立即出现，损伤后微循环变化所致的脊髓缺血是

继发损害的关键机制[12],因此，脊髓损伤后早期及时

的扩张微血管，改善脊髓微循环是缓解脊髓损伤后

组织缺血缺氧,减轻继发性脊髓损伤的重要手段。

BBB评分和斜板试验是SCI后运动功能恢复评

价常用指标，本研究结果发现SCI后参芎葡萄糖注

射液药物组与对照组 BBB 评分和斜板试验第 1 天

无差异，而第 3天后药物组个时间点结果显著优于

对照组。第21天后脊髓切片HE染色显示药物组脊

髓病理改变较对照组有改善，上述结果表明参芎葡

萄糖注射液在运动功能评定和组织学检查上对大鼠

脊髓损伤模型有较明显效果，可减轻脊髓损伤的病

理损害，提高脊髓运动功能的评定，促进脊髓运动功

能的恢复。

NO 在组织中的作用犹如双刃剑，表现出复杂

的生物学效应，一方面，基础量的 NO 具有舒张血

管、增加血流．减少血小板聚集、黏附，避免血栓形

成，维持组织器官正常的血流，起到组织保护作用。

另一方面，组织损伤后产生的细胞因子白细胞-1β、

肿瘤坏死因子-α、兴奋性氨基酸等可通过各种途径

激活 iNOS，诱导 iNOS表达增加[6,13]从而引起NO的

长时间和高浓度表达，此时，NO在扩张血管，改善

组织局部血运的同时也在过量的情况下介导严重的

神经毒性及细胞毒性导致细胞水肿坏死而加重脊髓

组织损伤[14]。本实验通过免疫组化及免疫印迹方法

观察脊髓损伤后 iNOS变化,均显示对照组脊髓损伤

后 iNOS表达增强，第7天达高峰,随后渐下降，损伤

后第 21天在受损区仍然可以观察到 iNOS反应，与

潘峰等 [7]的结果是一致的。而药物组相应时间段

iNOS 表达明显降低，BBB 评分和斜板实验药物组

高于对照组，说明参芎葡萄糖注射液通过降低 iNOS

的表达保留了NO的组织保护作用，减轻了神经毒

性及细胞毒性作用从而减轻NO过度释放对受伤脊

图1 对照组术后第21天脊髓组织
（HE染色，×200)

1、3、5、7、9分别为对照组术后第1、3、7、14、21天的表达水平，2、4、6、
8、10分别为药物组术后第1、3、7、14、21天的表达水平

图8 SCI后不同时间脊髓组织中VEGF免疫印迹表达水平

10987654321

VEGF

43KDa

45KDa

β-actin

图2 药物组术后第21天脊髓组织
（HE染色，×200)

图3 对照组术后第7天 iNOS表达
(×200)

图4 药物组术后第7天 iNOS表达
(×200)

图5对照组术后第3天 VEGF表达
(×200)

图6药物组术后第3天 VEGF表达
(×200)

图7 SCI后不同时间脊髓组织中 iNOS免疫印迹表达水平

iNOS

144KDa

140KDa

10987654321

GAPDH

1、3、5、7、9分别为对照组术后第1、3、7、14、21天的表达水平，2、4、6、
8、10分别为药物组术后第1、3、7、14、21天的表达水平
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髓产生的继发性损害，显示其对脊髓神经细胞具有

保护作用。

大量研究表明VEGF是改善脊髓损伤微循环障

碍的重要因子，VEGF具有多种功能:①VEGF是重

要的血管生长因子，VEGF是一种高度特异性的血

管内皮细胞有丝分裂素,能特异性地促进内皮细胞

的有丝分裂、增殖和迁移，修复内皮细胞，同时促进

血管生成，增加血管数量，改善局部缺血，为脊髓损

伤修复提供良好的微环境，进而促进脊髓损伤的功

能恢复[2,5]。②VEGF是强的血管扩张因子，可松弛

血管平滑肌，改善毛细血管痉挛，促进新生侧支血管

的尽快成熟[15]。③VEGF可以增加微血管内皮细胞

的通透性，使血浆纤维蛋白外渗，为血管形成过程中

多种细胞迁移提供一个纤维网络。④有研究显示，

VEGF 具有神经保护作用及促进神经再生作用 [16]，

VEGF 可刺激神经元和胶质细胞生长、存活[17]和轴

突生长 [18]。总之，VEGF 可改善脊髓损伤后的微循

环障碍，促进损伤脊髓的功能恢复。本实验显示在

脊髓损伤模型建立后每日腹腔注射参芎葡萄糖液，

药物组VEGF阳性细胞表达的高峰时间与对照组相

同，均为第 3天，但对照组随即迅速下降，而药物组

高表达持续到第 7天，药物组个时间点VEGF的表

达较对照组强，相应时间点的BBB评分和斜板实验

较对照组高，病理损害较对照组轻，提示参芎葡萄糖

注射液可能通过上调VEGF的表达改善脊髓损伤后

的微循环障参与了其减轻继发脊髓损伤的作用。

本研究通过观察参芎葡萄糖注射液在继发性脊

髓损伤中的活性作用,初步了解了参芎葡萄糖注射

液减轻继发脊髓损伤的可能机制, 为脊髓损伤的临

床治疗提供新的理论和实验依据。
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