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·基础研究·

大鼠脊髓损伤模型的改良及伤后
再生基因-2蛋白的表达变化

刘 杨1 苗宇船1 郭继龙1

摘要

目的：制备改良的大鼠脊髓损伤（SCI）动物模型，并探讨再生基因(Reg)-2蛋白在SCI后的表达规律。

方法：采用36只SD大鼠。参考Allen法，使用自制打击装置致大鼠T13段脊髓中度损伤。以行为联合评分法（CBS）

评定模型的可靠性。免疫印迹法和免疫组织化学（SABC）法对正常对照组、伤后第1天、第2天、第3天、第5天和第7

天的大鼠脊髓组织中的Reg-2蛋白进行检测。

结果：SCI后大鼠一般情况符合临床损伤特点，且稳定性强；各损伤组大鼠神经功能联合评分均呈明显下降趋势，与

正常对照组比较差异具有显著性意义（P＜0.05）；在正常对照组大鼠脊髓神经元内有微量的Reg-2蛋白表达（阳性

细胞数为17.3±2.6，Reg-2相对表达量为0.038±0.007）。SCI后1天，大鼠脊髓内Reg-2表达的免疫阳性细胞随着

损伤时间的推移逐渐增多，至伤后第7天仍呈高水平表达（阳性细胞数为90.0±3.6，相对表达量为0.694±0.018），各

组间比较差异具有显著性意义（P＜0.05）。伤后3天内，Reg-2免疫阳性细胞以后角神经元为主，而伤后7天以前角

神经元和胶质细胞为主。

结论：本实验装置制作的大鼠SCI模型稳定、可靠；SCI后Reg-2蛋白表达开始升高，对受损神经起保护和修复作用。
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Abstract
Objective: To design and produce a kind of modified rat model of spinal cord injury(SCI), and explore the ex-

pression pattern and effects of regenerating gene (Reg) -2 protein after SCI in rats.

Method: Thirty-six SD rats were subjected to moderate SCI by modified Allen's crush method with a self-de-

signed experimental device at T13 level of spinal cord. Combined behavioral score(CBS) was used to assess the

reliability of model. Western-blot and immunohistochemical techniques (SABC) were used to detect the expression

of Reg-2 in rats of different groups (normal control, 1, 2, 3, 5 and 7d post-injury).

Result: After operation the general health status of rat model was accorded with the clinical characteristics of

SCI in human, and was with high-stability. The CBS in model groups declined with the time of injury, and com-

pared with the normal control the difference was statistically significant (P＜0.05). In normal control group, the

number of Reg-2-positive cells and relative expression of Reg-2 in spinal cord were 17.3±2.6 and 0.038±

0.007. At 1d post-injury the level of Reg-2 elevated and reached a high level at 7d post-injury (the number of

Reg-2-positive cells and relative expression of Reg-2 were 90.0±3.6 and 0.694±0.018), the difference compared

with model groups were statistically significant (P＜0.05). In the early phase of injury (in 3d post-injury), neurons
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脊髓损伤（spinal cord injury, SCI）后可以触发

一系列继发性病理生理级联反应，从而进一步加重

脊髓组织损伤的程度[1—2]。哺乳动物的脊髓再生能

力极其微弱，这与脊髓神经元自身缺乏足够的再生

能力和损伤局部微环境中各种生长抑制因子的影响

有关[3]。再生基因(regenerating gene, Reg)是一种胰

腺炎时自胰液中提纯的炎症蛋白，其功能相当于急

性反应蛋白、抗凋亡因子和神经细胞生长因子[4]。

Reg蛋白家族的功能最早是在糖尿病的研究中被发

现的[5]，近年来Reg蛋白在神经系统损伤中的作用逐

渐被人们所注意[6]。本实验旨在对大鼠SCI模型进

行改良后，对Reg-2蛋白的表达变化规律进行观察，

以推测在脊髓神经再生过程中Reg-2蛋白所发挥的

作用。

1 材料与方法

1.1 动物模型制作及分组

清洁级Wistar大鼠36只（山西医科大学实验动

物中心提供，合格证号scxk（晋）2009-0001），体重

180—200g，雌雄不拘，随机分为6组（正常对照组，

损伤后第1天、第2天、第3天、第5天和第7天组）。

对文献[7]的中实验装置进行改良：将实验台加装固

定大鼠四肢装置，同时将“重物+撞针”打击改为冲

击杆直接打击。大鼠术后腹腔注射青霉素(100U/d)

以抗感染，室温控制在20—25℃，每日按摩膀胱2次

至大鼠出现自主排尿为止。术后不同时间点处死动

物，无菌条件下取损伤节段脊髓组织，液氮保存或石

蜡包埋。

1.2 动物模型评价

采用行为联合评分法（combined behavioral

score, CBS）来评定模型的可靠性[8]。分别计算每只

大鼠左右后肢的CBS值（每肢计算3次），统计后取

其均值，并对各实验组组间CBS分数的差异进行统

计学分析。

1.3 免疫组织化学SABC法

Reg-2兔抗大鼠单克隆抗体、SABC试剂盒及

DAB显色试剂盒由博士德公司提供。一抗（1∶300）

4℃过夜，其余步骤按试剂盒要求操作。以胞质内出

现棕黄色颗粒为阳性，每张切片随机选5个高倍视

野，采用IPP 5.0图像分析系统进行图像分析，测定

阳性细胞数。

1.4 免疫印迹法

常规方法进行总蛋白的提取和定量。12%分离

胶和5%浓缩胶恒压电泳，全湿式电转法将蛋白质转

移到硝酸纤维素膜(NC膜)上，5%脱脂奶粉溶液室温

封闭4h，置于Reg-2兔抗大鼠单克隆抗体溶液中（1∶

1000稀释）4℃孵育过夜，TBST溶液洗3min×5次；

再于辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG溶液（1∶1000

稀释）中孵4℃育1h，TBST溶液洗3min×5次。以上

步骤均在摇床上进行。DAB显色，蒸馏水漂洗中止

显色反应。采用IPP 5.0图像分析系统检测目的条

带和β-actin的积分光密度值，并计算二者的比值，

作为Reg-2相对表达量。

1.5 统计学分析

免疫组织化学SABC法和免疫印迹方法检测结

果所得数据以均数±标准差形式表示，采用SPSS

11.5软件对所得数据进行方差分析和SNK检验。

2 结果

2.1 大鼠脊髓损伤模型的评价

2.1.1 术后一般情况观察：各损伤组大鼠的术后基

本情况基本一致，打击后大鼠均表现为身体痉挛性

颤动，尾巴痉挛性摆动，双下肢及躯体回缩样扑动。

麻醉苏醒后大鼠双下肢呈弛缓性瘫痪，可出现尿潴

留或尿失禁。解剖可见伤后大鼠硬脊膜内充血或水

肿。伤后第7天时，脊髓损伤节段变细。

in dorsal horn of spinal cord were accounted for the most part of Reg-2-positive cells. But the main Reg-2-posi-

tive cells were neurons of spinal anterior horn and gliocytes in the later phase of injury.

Conclusion: The modified rat model prepared with our self-designed experimental device was with high-stability

and higher reliability, and the experimental results suggested that SCI could stimulate the Reg-2 expression,

which might contribute to maintenance of nerve cell survival and repair of damaged neural tissues after SCI.
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2.1.2 CBS评分结果：各损伤组大鼠CBS评分均呈

明显下降趋势，其中伤后第1天组评分最高，后随着

损伤时间的逐渐延长，评分逐渐减低，分别为82.7±

8.2、79.4±7.9、74.2±5.1、63.2±8.0和55.0±6.4，与

对照组比较 2.9±0.5，差异具有显著性意义（P＜
0.05）。

2.2 免疫组织化学染色结果

对照组大鼠脊髓中有少量Reg-2免疫阳性细

胞。SCI后第1天，Reg-2免疫阳性细胞随着损伤时

间的推移逐渐增多，至伤后第7天，仍呈高水平表

达。各实验组间比较，差异具有显著性意义（P＜
0.05）。其中，伤后3天内，Reg-2表达阳性细胞以后

角神经元为主，而伤后第7天以前角神经元和胶质

细胞为主。见表1，图1。

2.3 免疫印迹结果

免疫印迹结果显示，Reg-2蛋白在正常脊髓中

有表达，但水平较低。SCI后第1天，Reg-2蛋白的

表达水平开始升高，至伤后第7天，仍呈高水平表

达。各实验组间比较，差异具有显著性意义（P＜
0.05）。见表1，图2。

3 讨论

3.1 脊髓损伤动物模型的改良

脊髓损伤模型对于阐明脊髓损伤的病理生理机

制和评价损伤后干预手段的效果非常关键[9]。为了

建立临床相似性高且稳定的脊髓损伤模型，本次实

验对动物模型装置进行了如下改良：①控制因动物

自身活动对实验的影响：本实验装置可将实验动物

的头部、四肢以及尾部固定，减少了致伤过程中实验

动物过度活动造成的影响；②保证使脊髓受力均匀：

本装置将打击装置改为冲击杆直接打击，并且打击

部位放置与暴露脊髓形态相似的塑料垫片，以保证

打击部位受力均匀；③避免其他部位受损：加用了一

个中空的玻璃垂直冲击通道，可使冲击杆沿预先设

定的方向下落；打击后及时取走冲击杆，避免因反弹

而造成二次打击；④确保模型的一致性：通过调整冲

击杆的高度和重量，既可以造成不同程度的脊髓损

伤，又可以达到标准化的目的。根据手术一般情况

观察和CBS评分结果，本次实验所致动物模型稳定、

可靠，实验的可重复性强，基本上能够满足大多数外

伤性脊髓损伤的研究，并且可以有效控制脊髓损伤

部位，准确控制脊髓损伤的程度，从而制备出相对统

一的标准化脊髓损伤动物模型，有助于科学地开展

脊髓损伤的科研工作。

3.2 Reg-2蛋白与SCI的关系

Reg-2蛋白是一种应激蛋白，在正常的成年大

鼠中枢和外周神经系统低水平表达，但有研究报道，

神经系统损伤后，Reg-2蛋白可以促进施万细胞分

裂，并分泌多种神经营养、趋化因子，同时再生的感

觉神经元和运动神经元的轴突中都有大量的Reg-2

蛋白蓄积，使轴突得以迅速而准确地生长，故认为

Reg-2是促进损伤神经生长的关键介质[10—11]。目前

关于Reg蛋白在神经系统中的研究，主要是在体外

模型中观察Reg蛋白对神经细胞的保护作用[12]，而

少有通过在体损伤模型来观察Reg蛋白表达水平变

化和探讨其功能意义。本次实验采用改良的大鼠

SCI模型，对伤后脊髓神经元内Reg-2蛋白的表达进

行了观察，结果显示 SCI 后第 1 天，大鼠脊髓内

伤后第3天组 伤后第7天组

图1 各实验组Reg-2蛋白的免疫组织化学检测结果

A B

表1 各实验组Reg-2免疫阳性细胞计数和
Reg-2相对表达量的检测结果 (x±s)

组别

正常对照组
伤后第1天组
伤后第2天组
伤后第3天组
伤后第5天组
伤后第7天组

与对照组比较：①P＜0.05；与上一时间点比较：②P＜0.05

Reg-2免疫阳性细胞数

17.3±2.6
24.0±7.4①

35.6±3.6①②

49.0±5.3①②

82.8±7.0①②

90.0±3.6①②

Reg-2的相对表达量

0.038±0.007
0.143±0.011①

0.312±0.009①②

0.449±0.021①②

0.501±0.015①②

0.694±0.018①②

图2 各实验组Reg-2蛋白免疫印迹检测结果

伤后
第7天

正常
对照组

伤后
第1天

伤后
第2天

伤后
第3天

伤后
第5天

β-actin

Reg-2
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Reg-2表达水平开始升高，SCI后第7天Reg-2的表

达仍处于较高水平。其中伤后3天内，Reg-2表达阳

性细胞以后角神经元为主，而伤后第7天以前角神

经元和胶质细胞为主。这与SCI后脊髓组织对外刺

激的反应时相一致[13]。SCI后第1天内是脊髓组织

对外刺激的急性反应期，此时转录因子、氧化应激、

炎症刺激快速上调，伤后12—24h损伤区的神经元

凋亡达到高峰，主要分布在灰质后角Ⅰ、Ⅲ区，前角

Ⅶ—Ⅸ区，其中少数为前角运动神经元，大多数为后

角感觉神经元和胶质细胞，而通过机械损伤刺激产

生的Reg-2也主要集中在感觉神经元中；随后，相邻

节段的神经元也会发生坏死和凋亡，一般会在伤后

第2天—第3天才到高峰期，并持续1w左右，主要分

布在灰质前角和白质中，以胶质细胞为主，还有少量

的运动神经元，因此Reg-2的表达会出现在前角神

经元和胶质细胞中。随着损伤时间的延长，脊髓组

织的内源性修复/再生机能开始发挥功能，一般会出

现在SCI后的第3天。此时作为起修复保护作用的

介质，Reg-2的表达水平会显著升高，起到激活中枢

神经系统再发育，通过运动神经和感觉神经的靶向

作用调节，促进神经再生。此外，Reg-2与既往研究

所发现的脑源性神经营养因子、胰岛素样生长因子

等蛋白因子的表达时相具有重合性[8,14—15]，提示这些

生长因子在脊髓修复过程中可能发挥协同作用，具

体机制有待于进一步研究。

综上，本次实验结果显示Reg-2在SCI后感觉

和运动神经元中表达升高，可以发挥保护神经元、促

进轴突再生的作用，提示如果在适宜的时间窗内，人

为地提高和促进其表达，则可能减少损伤神经元的

死亡，但这一假设还有待于进一步研究。
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