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·基础研究·

托吡酯对大鼠脊髓损伤后神经的保护机制*

王晓梅1 张秀花1，3 刘 冰1 曹永刚2 王焕芸1

摘要

目的：观察托吡酯（TPM）对大鼠脊髓损伤（SCI）后氧化应激及细胞凋亡的影响。

方法：采用改良Allen's法制作大鼠SCI模型，随机分为假手术组、模型组及TPM低、中、高剂量组，采用BBB评分及斜

板试验评价各组大鼠后肢运动功能的改变，HE染色观察脊髓形态学变化，紫外分光光度计检测大鼠脊髓组织丙二

醛（MDA）和谷胱甘肽（GSH）含量，Western blot法观察脊髓B细胞淋巴瘤基因-2（Bcl-2）及Bcl-2相关X蛋白（Bax）

的表达情况。

结果:伤后各组BBB评分及斜板试验结果显著下降，1d、3d各组间差异不显著（P>0.05），伤后5d高剂量组恢复情况

显著优于低、中剂量组及模型组（P<0.05）；伤后14d时各组脊髓切片HE染色示高剂量组脊髓病理改变明显轻于低、

中剂量组及模型组；与模型组比较，SCI后24h高剂量组MDA含量显著降低（P<0.01），GSH含量显著增加（P<0.01）；

高剂量组Bcl-2表达上调（P<0.01），而Bax表达下调（P<0.01）。
结论：TPM可有效降低SCI后的氧化应激水平，抑制细胞凋亡，减轻脊髓继发性损害，促进SCI后神经功能的恢复。
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Abstract
Objective:To investigate the effect of topiramate(TPM) on oxidative stress and apoptosis in rats after spinal cord

injury（SCI）.

Method:The model of SCI in rat was induced by the modified Allen's method. The female Wistar rats were divid-

ed randomly into shame group, SCI group,TPM-20，40 and 80 mg/kg groups. Rats' behavioral changes were mea-

sured by Basso-Beattie-Bresnaban(BBB) scale and inclined plate test. HE staining was used to observe the mor-

phological changes. The malondialdehyde(MDA) and glutathione(GSH) content and the expressions of B cell lym-

phoma 2(Bcl-2) and Bcl-2 associated X protein(Bax) were detected at 24h after SCI.

Result:The BBB scores and inclined plate test degrees decreased significantly in each group after SCI, the results

were not significant different each other at 1 and 3d after SCI(P>0.05),however in high dose TPM group the

hindlimb motor function improved markedly compared with other groups at 5d after SCI(P<0.05); pathological

changes reduced strikingly in high dose TPM group compared with other groups at 14d after SCI. The MDA con-

tents reduced significantly and the GSH contents increased strikingly(P<0.01) in high dose TPM group compared

with model group. Compared with SCI group, in high dose/TPM group the expressions of Bcl-2 were up-regulated

and the expression of Bax were down-regulated at 24h after SCI(P<0.01).
Conclusion:TPM may play an important role in suppressing the oxidative stress and neuron cells apoptosis after

SCI, can reduce the secondary damage of spinal cord and promote the recovery of neuron function.
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脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)是一种高致残

性损伤，严重影响患者的生存质量，并给家庭及社会

带来沉重的经济负担，降低其伤后的残疾程度是目

前SCI治疗的热点和难点。SCI除损伤本身导致的

不可逆性原发性损伤外，还包括氧化应激、兴奋性毒

性、细胞凋亡等一系列继发性病理改变[1—2]，损伤早

期积极有效地控制继发性损伤，不仅可以减轻脊髓

的损害程度，更有助于脊髓及其所支配区域神经功

能的恢复[3—4]。研究表明[5—6]，托吡酯（topiramate，

TPM）对脑损伤具有显著的神经保护作用，能有效抑

制氧自由基的产生及其毒性作用，减轻脑水肿及神

经元死亡，但TPM对SCI是否具有保护作用未见相

关报道，本实验旨在观察TPM对SCI的影响，并初步

探讨其可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物：雌性Wistar 大鼠共 180只，体重

160—200g，由哈尔滨医科大学动物中心提供，随机

分为5组，即假手术组、模型组、低剂量组、中剂量组

和高剂量组，每组6只，其中BBB评分及斜板试验各

组按不同时间点又分为6个亚组，每个亚组6只，按

自然昼夜照明，自由进食水，室温25—27℃。实验

过程中模型组死亡2只，低剂量组死亡1只，重新造

模补足6只。

1.1.2 药品与试剂：TPM，西安杨森制药有限公司。

谷胱甘肽（GSH）和丙二醛(MDA)试剂盒，南京建成

生物试剂公司。Bcl-2、Bax 多克隆兔抗体，美国

Santa Cruz公司。

1.2 方法

1.2.1 动物模型：用100g/L水合氯醛300mg/kg体重

行腹腔内麻醉，生效后，予胸腰背部手术区备皮，俯

卧固定于手术台。以T10棘突为中心，体表定位，常

规消毒、铺巾，背部正中纵切口，显露T8—T12棘突

及椎板，切除T10棘突及椎板，暴露脊髓，保持硬脊

膜的完整性。假手术组只显露脊髓，不损伤，其余各

组根据改良Allen's[7]重物打击方法损伤脊髓，损伤处

脊髓出血水肿，大鼠出现摆尾反射、双后肢及躯干向

后回缩扑动，表明造模成功，然后逐层缝合伤口。术

后单笼饲养，禁食水12h，予青霉素20万U肌注×

3d，麻醉清醒前置于37℃恒温下保暖，每日按摩膀

胱4—5次促进排尿，直至恢复自主排尿。

1.2.2 干预方法：①假手术组：切除棘突，不损伤脊

髓，不进行任何治疗；②模型组：SCI后不进行任何

治疗；③低剂量组：SCI后即刻运用TPM，按20mg/kg

体重的剂量进行灌胃治疗，以后每隔24h按相同剂

量进行治疗；④中剂量组：SCI后即刻运用TPM，按

40mg/kg体重的剂量进行灌胃治疗，以后每隔24h按

相同剂量进行治疗；⑤高剂量组：SCI后即刻运用

TPM，按80mg/kg体重的剂量进行灌胃治疗，以后每

隔24h按相同剂量进行治疗。

1.2.3 后肢运动功能评定：根据Basso Beattie Bres-

nahan(BBB)评分标准[7]，分别于术后第1、3、5、7、10、

14天对各组大鼠进行后肢运动功能评分。采用双

盲、双人独立观察记录，大鼠处于开放空间内，自由

活动4min，观察关节活动范围、负重程度、前后肢协

调性、前后爪和尾部活动情况等，其中后肢全瘫为0

分，功能完全正常为21分，最后取均值为准。

1.2.4 斜板试验：术后第1、3、5、7、10、14天时进行

试验，方法如下：将大鼠置于一块有纹理橡胶皮覆盖

的斜板上，斜板倾斜角度从0°缓慢上升，直至大鼠

不能保持原有位置5s时，读取斜板度数。每例测试

3次，取均值。

1.2.5 形态学观察：术后14d将各组大鼠麻醉，经心

脏灌流，原入路取出1cm左右的伤段脊髓，将其放入

4%多聚甲醛及30%蔗糖溶液中固定，脱水，冰冻切

片，片厚约8μm，每个标本随机取连续切片多张，

进行HE染色。

1.2.6 MDA、GSH测定：术后24h，各组取6只大鼠，

以损伤点为中心取长约1cm的脊髓，称取0.1g组织，

加0.9ml生理盐水，冰浴下用玻璃匀浆器将脊髓组织

匀浆5min，制备好的10%匀浆用低温离心机2000r/

min离心10—15min，取上清进行测定。经考马斯亮

蓝法进行蛋白定量后，用UV2100紫外/可见分光光

度计检测MDA及GSH含量。

1.2.7 B细胞淋巴瘤基因-2（B cell lymphoma 2，

Author's address The Fifth Affiliated Hospital of Harbin Medical University, Daqing City, 163318
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Bcl-2）和 Bcl-2 相 关 X 蛋 白 (Bcl-2 associated X

protein，Bax）检测：术后24h，每组取6只大鼠，以损

伤点为中心取长约1cm的脊髓，称取0.1g组织，按比

例加入1mlRIPA及10μl PMSF，冰浴下经超声匀浆

并进行两次4℃离心，13500g，20min，吸取上清液进

行测定。用BCA法进行蛋白定量后，采用Western

blot法检测Bax和Bcl-2的表达情况。

1.3 统计学分析

结果以均数±标准差表示，采用SPSS18.0统计

软件进行单因素方差分析和 t 检验，P<0.05表示差

异有显著性意义。

2 结果

2.1 运动功能评分

手术前各组大鼠BBB 评分均为21分，SCI及

TPM治疗后各组动物不同时间点评分结果见表1。

1d、3d时各组间差异无显著性意义(P>0.05)；5d、7d、

10d、14d时高剂量组与模型组差异有显著性意义

(P<0.05)，14d时中剂量组与模型组之间差异显著(P<
0.05)，10d、14 d时高剂量组与中剂量组比较，差异

显著(P<0.05)。
2.2 斜板试验结果

假手术组大鼠斜板试验为（64.05±2.08）°，其

余大鼠不同时间点斜板试验结果见表2。伤后1d各

组结果急剧下降，1d、3d时各组间差异无显著性意

义(P>0.05)，5d、7d、10d、14d时高剂量组与模型组差

异有显著性意义(P<0.05)，14d时中剂量组与模型组

之间差异显著(P<0.05)，10d、14d时高、中剂量组之

间差异显著(P<0.05)。
2.3 HE染色

术后14d各组大鼠脊髓切片HE染色见图1。光

镜高倍视野（×400）下观察可见：假手术组脊髓形态

未见明显异常，神经元大小形态正常，神经纤维排列

有序，无空洞形成，模型组与假手术组相比，神经元

表1 各组大鼠疗后不同时间点BBB评分结果 (x±s，n=6)

组别

模型组
低剂量组
中剂量组
高剂量组

①与模型组同时间点比较P<0.05；②与中剂量组同时间点比较P<0.05

第1天

0.08±0.14
0.17±0.15
0.25±0.25
0.42±0.15

第3天

0.17±0.14
0.17±0.01
0.35±0.13
1.17±0.12

第5天

0.27±0.02
0.52±0.28
0.75±0.25
1.25±0.20①

第7天

0.33±0.15
0.58±0.14
1.25±0.25
2.08±0.35①

第10天

0.75±0.25
1.25±0.25
1.75±0.26

4.43±0.52①②

第14天

1.00±0.28
1.67±0.38
4.08±0.76①

8.50±0.57①②

表2 各组大鼠疗后不同时间点斜板试验结果 (x±s，n=6)

组别

模型组
低剂量组
中剂量组
高剂量组

①与模型组同时间点比较P<0.05；②与中剂量组同时间点比较P<0.05

第1天

17.67±1.45
18.50±2.60
18.33±2.03
17.53±1.20

第3天

19.33±1.20
21.67±2.19
22.00±0.58
21.68±1.76

第5天

20.33±0.88
25.66±0.88
27.33±2.03
30.45±1.45①

第7天

23.00±1.15
28.00±1.73
28.67±2.40
35.72±2.03①

第10天

23.00±2.08
29.33±1.20
29.69±1.20

38.88±1.49①②

第14天

22.37±2.40
28.38±1.45
35.77±2.09①

45.98±2.40①②

图1 术后14d各组大鼠脊髓HE染色 （×400）

灰

质

白

质

a 假手术组 b 模型组 c 低剂量组 d 中剂量组 e 高剂量组
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数量显著减少，形态异常，细胞边界模糊不清，神经

纤维排列紊乱，可见空腔样改变，药物组脊髓病理改

变均有改善，且高剂量组疗效优于低、中剂量组，低、

中剂量组之间无明显差别。

2.4 MDA和GSH含量

模型组与假手术组相比，SCI 24h后MDA含量

显著增加(P<0.01)，GSH含量显著降低(P<0.01)，高、

中剂量组较模型组MDA显著降低(P<0.01)，GSH显

著升高(P<0.01)，高剂量组较中剂量组变化显著(P<
0.01)，结果见表3。

2.5 Bcl-2和Bax表达情况

结果见图 2、表 4。模型组与假手术组相比，

SCI24h后Bcl-2表达下调(P<0.01)，Bax表达上调(P<
0.01)，高、中剂量组较模型组 Bcl-2 显著升高(P<
0.01)，高剂量组较中剂量组变化显著(P<0.01)，而高

剂量组较模型组Bax显著降低(P<0.01)。

表3 SCI后24h各组大鼠体内MDA、GSH含量 (x±s，n=6)

MDA(nmol/mg)
GSH(mg/g)

①与假手术组比较P<0.01；②与模型组比较P<0.01；③与中剂量组比较P<0.01

假手术组

0.25±0.006
2.01±0.015

模型组

0.5±0.015①

1.22±0.03①

低剂量组

0.48±0.035
1.28±0.032

中剂量组

0.41±0.032②

1.49±0.040②

高剂量组

0.29±0.020②③

1.87±0.047②③

表4 SCI后24h各组大鼠Bcl-2、Bax定量分析 (x±s，n=6)

Bcl-2
Bax

①与假手术组比较P<0.01；②与模型组比较P<0.01；③与中剂量组比较P<0.01

假手术组

1.29±0.065
0.34±0.093

模型组

0.67±0.030①

1.15±0.015①

低剂量组

0.78±0.025
1.13±0.100

中剂量组

0.9±0.031②

1.12±0.010

高剂量组

1.22±0.046②③

0.84±0.040②

图2 Western blot 法检测大鼠脊髓损伤后24h损伤脊髓组织Bcl-2及Bax的表达情况

shame T80T40T20SCI

Bcl-2

actin

shame T80T40T20SCI

Bax

actin

3 讨论

SCI后除创伤本身引起的原发性损伤外，还包

括神经组织缺血、水肿、自由基损害、兴奋性毒性、细

胞凋亡等继发性改变[1—2]，原发性损伤发生在损伤后

短时间内,具有不可逆性，而继发性损伤具有可逆

性，可被控制。继发性损伤的出现可加重SCI，其危

害程度甚至超过原发性损伤，是SCI后功能丧失的

主要原因[2]，早期积极治疗可减轻SCI后的继发性改

变，促进受损功能的恢复。研究发现大鼠SCI后后

肢运动功能显著降低，活动受限，经黄芩苷治疗后后

肢活动能力显著改善，黄芩苷治疗组与模型组相比，

伤后1d、2d差异均不显著，而5d后差异显著[8]。本研

究结果发现伤后1d及3d时各组间BBB评分结果无

差异(P>0.05)，而5d后高剂量组结果显著优于其他

各组(P<0.05)，与上述报道相符。14d后脊髓切片

HE染色显示药物组脊髓病理改变较模型组有改善，

且高剂量组疗效优于低、中剂量组，低、中剂量组之

间无明显差别。该结果说明TPM治疗大鼠SCI可改

善脊髓形态学变化，促进大鼠运动功能的恢复，减轻

大鼠SCI后的继发性改变，且疗效与剂量相关，本实

验中高剂量疗效显著优于低、中剂量。

氧化应激是指当活性氧自由基（reactive oxy-

gen species，ROS）的产生超出细胞或组织清除代谢

活动中产生自由基的能力时，氧化系统和抗氧化系

统失衡，从而导致损伤，是继发性SCI中的重要组成

部分，并和其他重要的病理改变相关[9]。反映机体

氧化应激状态的指标主要有两个：一是活性氧、丙二

醛等直接反映机体细胞受自由基攻击严重程度的过

氧化指标；另一个是谷胱甘肽、超氧化物歧化酶等反

映机体清除氧自由基能力的抗氧化指标[10]。研究表

sham假手术组，SCI模型组，T20低剂量组，T40中剂量组，T80高剂量组。
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明，神经元对ROS的产生尤为敏感，SCI后ROS显著

升高，由ROS介导的氧化损伤已成为继发性SCI的

研究热点[11]。脊髓组织中含有丰富的脂类物质，对

脂质过氧化(lipid peroxidation，LPO)反应非常敏感，

SCI后ROS的增加迅速引发广泛的LPO损伤，进一

步加重氧化应激的继发性损伤。SCI后除氧化应激

外，兴奋性毒性也是其继发性损伤之一，SCI诱导谷

氨酸大量释放，ATP合成下降,谷氨酸反向转运，从

而提高突触间隙谷氨酸浓度，介导神经细胞兴奋性

毒性作用，导致钙内流增加，破坏线粒体正常功能，

导致ATP生成过程中一系列活性氧的生成[12—13]，使

活性氧含量显著升高，最终引起活性氧的氧化效应

超过体内抗氧化防御作用，启动脂质过氧化反应，生

成醛类产物抑制ATP酶活性，进一步损伤线粒体功

能，线粒体功能进一步受损，导致更多的活性氧生

成，由此构成氧化应激的恶性循环，导致细胞功能障

碍并最终死亡。

Maria[14]等研究证实，TPM可通过降低氧化应激

水平，抑制ROS对神经元的损伤而减轻脑损伤后的

病理改变，促进神经功能的恢复。Sullivan[15]和

Springer[16]等研究发现，SCI后24h由氧化应激引发的

继发性改变显著，24h 后SCI组MDA及GSH含量与

假手术组相比，差异显著。本实验研究结果显示，

SCI后24h，模型组MDA含量较假手术组显著增加

(P<0.01)，而GSH则显著下降(P<0.01)，药物组MDA

含量逐渐下降，GSH含量逐渐升高，与模型组相比，

高、中剂量组MDA降低明显(P<0.01)，GSH增加明显

(P<0.01)，高剂量组与中剂量组比较差异显著(P<
0.01)，低剂量组与模型组比较差异不显著(P>0.05)，
与上述研究结果相符，因此，可以认为SCI后经TPM

干预可降低MDA、增加GSH含量，从而降低脊SCI

后的氧化应激水平，进一步减轻SCI后的继发性损

伤。此外，研究发现TPM治疗癫痫时可显著改善大

鼠神经功能，减少癫痫发作次数及表现，且在一定范

围内具有明显的剂量依耐性[17—18]，我们的研究结果

也表明TPM治疗SCI在一定范围内治疗效果与剂量

呈正相关，本实验中高剂量组疗效最佳，与Albert[19]

等研究结果一致，说明在20—80mg/kg体重剂量之

内，TPM治疗SCI时疗效与剂量呈正相关。

细胞凋亡（apoptosis）亦称为细胞程序性死亡，

是自身基因控制下的细胞有序死亡方式，研究表明，

继发性SCI中出现的神经元和神经胶质细胞死亡都

是继发性细胞凋亡的结果，是继发性SCI中神经功

能丧失的主要原因[20]。凋亡相关基因包括Bcl-2家

族，Bcl-2蛋白家族分为两大类：Bcl-2是主要的抗凋

亡基因，可抑制多种途径的细胞凋亡，而Bax则通过

编码相应功能蛋白诱导细胞凋亡，Bcl-2与Bax相互

拮抗，形成了凋亡的正负控制，在细胞凋亡的调控中

起着十分重要的作用[21]，研究发现[22—24]Bcl-2和Bax

参与了大鼠SCI后的细胞凋亡，Bcl-2过表达、Bax低

表达时，可降低氧化应激、兴奋性毒性等继发性损

伤，减轻神经细胞的凋亡。本研究通过Western blot

法检测TPM干预后SCI局部Bax和Bcl-2 的表达，

结果显示：伤后24h，模型组Bcl-2的表达显著低于

假手术组和高剂量组（P<0.01），而Bax的表达则明

显高于假手术组和高剂量组（P<0.01），提示TPM可

能通过上调Bcl-2、下调Bax的表达来抑制SCI后神

经细胞的凋亡而发挥其保护作用，且治疗效果与剂

量相关，本实验中高剂量组疗效最佳。

关于TPM对SCI后不同时间氧化应激水平和细

胞凋亡的影响尚需进一步研究，但通过本实验的研

究结果，我们可以推断TPM治疗SCI可明显抑制其

伤后脂质过氧化损伤及细胞凋亡，降低氧化应激水

平,减轻脊髓继发性损害，促进SCI后的神经功能恢

复，对SCI具有显著的神经保护作用，并为临床SCI

的治疗提供新的方法。
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