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摘要

目的：探讨2-甲氧基雌二醇(2ME2)对脊髓损伤(SCI)大鼠运动功能及细胞凋亡的影响。

方法：将成年雄性SD大鼠72只随机分为假手术组(n=24)、脊髓损伤组(n=24)、2ME2治疗组(n=24)。采用改良的 Al-

len法制作脊髓损伤模型，造模成功后1、3、7、14、21、28d应用BBB运动评分系统对各组大鼠运动功能进行评估，造

模成功后连续7天对2ME2治疗组大鼠腹腔注射2ME2(24mg/kg),第7天应用免疫荧光技术检测各组大鼠 caspase-3

表达，应用TUNEL染色进行凋亡细胞计数。

结果：脊髓损伤组及2ME2治疗组损伤后随时间延长BBB评分升高，其中2ME2治疗组损伤后第14、21、28天BBB

评分显著高于脊髓损伤组，差异具有显著性意义（P<0.05）。与假手术组（4.583±2.234）比较，脊髓损伤组（33.417±

4.274）及2ME2治疗组（22.250±4.048）免疫荧光染色caspase-3蛋白表达阳性细胞数显著增加，2ME2治疗组caspase-

3蛋白表达阳性细胞数较脊髓损伤组显著减少，差异具有显著性意义（P<0.05）。与假手术组（12.25±2.67）相比，脊

髓损伤组（49.17±4.75）及2ME2治疗组（38.67±4.44）凋亡细胞数显著增多，2ME2治疗组凋亡细胞数较脊髓损伤组

显著减低，差异具有显著性意义（P<0.05）。

结论：2ME2改善脊髓损伤大鼠模型脊髓损后的运动功能，具有神经保护作用；2ME2降低脊髓损伤大鼠模型脊髓损

后caspase-3蛋白表达，抑制神经细胞凋亡。
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Abstract
Objective：To investigate the effects of 2- methoxyestradiol(2ME2) on the movement function and nerve cells

apoptosis in rats with spinal cord injury(SCI).

Method：A total of 72 adult male SD rats were randomly divided into 3 groups：sham group(n=24), SCI group

(SCI,n=24) and SCI + 2ME2 treated group (SCI + 2ME2，n=24). The rats of SCI group and SCI + 2ME2 group

were sacrificed after perfusion. Models of SCI were created by modified Allen's method. At 1,3,7,14,21,28

days after modeling, rats' movement function were evaluated with Basso, Beatti, Bresnahan(BBB) score. After

modeling, 2ME2(24 mg/kg) were injected peritoneally for 7 days consecutively and at the 7th day were ob-

served for expression of caspase- 3 with mmunofluorescence staining. The nerve cells apoptosis was counted

with TUNEL staining.
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脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)是临床常见

疾病，容易产生严重的后遗症，合理治疗可以获得良

好的效果[1]。目前早期治疗脊髓损伤最常用方法之

一是激素冲击疗法，可以减轻细胞水肿等，但可能出

现消化道出血、心律失常等并发症。2-甲氧基雌二

醇(2-methoxyestradiol，2ME2)是雌激素的正常代谢

产物，存在于人体的血液与尿液中[2]，有报道在全脑

缺血大鼠模型、局灶性脑缺血模型、蛛网膜下腔出血

大鼠模型及颅脑损伤大鼠模型中，2-甲氧基雌二醇

均可以通过抑制神经凋亡起到神经保护作用[3—5]，但

对脊髓损伤后的作用目前国内很少报道。本实验旨

在探讨 2ME2对脊髓损伤大鼠运动功能、凋亡及凋

亡相关基因的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康成年雄性 SPF级 SD大鼠 72只动物，由北

京维通利华公司提供，体重305±20g，随机分为假手

术组 (n=24)、脊髓损伤组(n=24)和 2ME2治疗组(n=

24)3组。

1.2 动物模型制作及组织获取

采用改良的Allen法制作脊髓损伤大鼠模型[6]。

用 3%水合氯醛腹腔麻醉，取背部正中长约 3cm 切

口，显露 C9—11 棘突及椎板。咬除棘突及椎板,显

露脊髓6mm。用10g打击棒，高度12.5cm,实施打击

脊髓。撞击成功标准：击打部位脊髓组织出血,肿

胀，大鼠出现摆尾及双下肢扑动数秒，双后肢瘫痪，

麻醉苏醒后出现后肢瘫痪，尿潴留。每日给予大鼠

挤尿 2—3次。每亚组在相应时间点取样进行BBB

评分、免疫荧光及TUNEL染色。腹腔注射50mg/kg

戊巴比妥钠麻醉大鼠，剪开胸腔，从心尖插入灌注针

头，剪开右心耳，灌注加入肝素钠的生理盐水直到肝

脏变白，右心耳流出澄清液，再灌注 4%多聚甲醛

PBS溶液1h。打开椎弓板暴露胸段脊髓取材，置入

4%多聚甲醛中4℃冰箱固定24h。

1.3 干预剂应用及评估检测

脊髓损伤大鼠模型建立后第1天开始，2ME2治

疗组大鼠按 24mg/kg 给予 2ME2（购于 Sigma 公司）

腹腔注射，连续注射7d。脊髓损伤组大鼠给予等剂

量生理盐水腹腔注射，假手术组不给予干预措施。

应用Basso，Beatti，Bresnahan(BBB)评分法对损

伤后动物后肢功能进行评分。将大鼠置于 7cm高、

直径90cm的平坦不滑的塑胶模板上，于模型制作后

1、3、7、14、21、28d进行评估。

建模后第 7天各组大鼠进行脊髓取材，并制作

冰冻切片。加入 3%TritonX-100 破细胞膜，室温孵

育 30min，加入 10%小牛血清封闭 1h，加入兔抗鼠

caspase-3一抗（购于abcam Invitrogen公司）4℃孵育

过夜，次日加入荧光标记的驴抗兔二抗（购于 ab-

cam Invitrogen公司）。将切片置于荧光显微镜下进

行阳性细胞计数。

模型建立后第7天各组大鼠进行脊髓取材，TU-

NEL 免疫荧光标记染色操作。细胞凋亡检测采用

TUNEL 凋亡原位检测试剂盒，按照TUNEL试剂盒

说明书操作，显微镜下切片进行阳性细胞计数。

1.4 统计学分析

采用SPSS17.0软件包进行统计分析，计量资料

采用均数±标准差形式表示，caspase-3 蛋白表达阳

性细胞计数及凋亡阳性细胞计数数据方差齐,脊髓

损伤、脊髓损伤 2ME2治疗组和假手术组之间比较

采用单因素方差分析 (one- way analysis of vari-

ance)，BBB评分数据方差不齐应用近似（校正）F检

验Welch法分析。进一步组间两两比较采用LSD的

方法，方差不齐时采用 Dunnetfs T3 法。两因素情

Result：After SCI and 2ME2 treatment in SCI group and SCI+2ME2 group the BBB scores were elevated grad-

ually compared with sham group(P<0.05). BBB score in SCI + 2ME2 group were higher obviously compared

with SCI group(P<0.05) on the 14th, 21th, 28th days (P<0.05). After 2ME2 treatment the expression of cas-

pase-3 and the amount of nerve cells apoptosis reduced(P<0.05).

Conclusion：2ME2 can offer protection for movement function in rats with SCI and maybe inhibit the expres-

sion of caspase-3,and finally reduce apoptosis of nerve cells.
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况下，即分组因素、重复测量因素时，采用重复测量

资料的方差分析。以P<0.05示差异具有显著性意

义。

2 结果

2.1 BBB评分

脊髓损伤组和2ME2治疗组脊髓损伤后随着时

间延长BBB评分升高，评分明显低于假手术组，差

异有显著性意义（P＜0.05），损伤后第 14，21，28 天

2ME2治疗组评分明显高于脊髓损伤组，差异有显

著性意义（P＜0.05），见表1。

2.2 免疫荧光检测caspase-3表达

与假手术组（4.583±2.234）比较，脊髓损伤组

（33.417±4.274）及脊髓损伤 2ME2 治疗组（22.250±

4.048）免疫荧光染色caspase-3蛋白表达阳性细胞数

显著增加，差异具有显著性意义（P<0.05），脊髓损伤

2ME2治疗组 caspase-3蛋白表达阳性细胞数较脊髓

损伤组显著减少，差异具有显著性意义（P<0.05）。

见图1。

2.3 TUNEL染色

与假手术组（12.25 ± 2.67）相比，脊髓损伤组

（49.17±4.75）及脊髓损伤2ME2治疗组（38.67±4.44）

凋亡细胞指数显著增多，差异具有统计学意义（P<

0.05），脊髓损伤 2ME2治疗组凋亡细胞指数较脊髓

损伤组显著减低，差异具有显著性意义（P<0.05），见

图2。

3 讨论

脊髓损伤是常见疾病，给患者及家庭带来严重

的负担。激素冲击疗法是脊髓损伤早期治疗的一种

常用手段之一，激素在脊髓损伤的治疗中通过改善

微循环，清除氧自由基，抗氧化作用等抑制脊髓损伤

早期神经细胞和胶质细胞的凋亡，从而减轻脊髓继

发性损伤，促进脊髓神经功能的恢复。但激素的应

用有可能出现较严重的并发症。

2ME2 是雌激素的正常代谢产物，存在于人体

的血液与尿液中，目前研究表明 2ME2在一些病理

性神经系统损伤过程中具有神经保护作用[7]，Yan J

等[8]研究发现，2ME2通过抑制HIF-1α及下游靶基因

VEGF 表达，抑制内皮生长，抑制 BNIP3 通路的凋

亡，减少血管增生，从而减轻蛛网膜下腔出血后48h

大鼠脑血管痉挛。Wu C等[3]研究显示，HIF-1α通过

上调其下游靶基因 BNIP3、VEGF 表达，在蛛网膜

下腔出血引起的早期脑损伤，包括细胞凋亡、血脑屏

障破坏、脑水肿过程中，扮演重要角色，2ME2抑制

HIF-1α表达，从而降低了上述损伤。Yeh SH等[9]在

研究局灶性脑缺血大鼠模型过程中发现，HIF-1α表

达早期诱导细胞凋亡，晚期可诱导细胞存活，因此，

早期选择性的抑制 HIF- 1α具有神经保护作用。

Chen C等[4]研究表明2ME2在局灶性脑缺血大鼠模

型中具有明显的神经保护作用，其机制是通过抑制

HIF-1α表达，从而减少VEGF的过度表达所引起的血

脑屏障破坏并抑制BNIP3通路神经细胞凋亡。Li Y

等[5]制作全脑缺血大鼠模型，发现 2ME2 通过抑制

HIF-1α表达，上调 survivin表达，抑制 caspase-3,具有

抗凋亡作用。

目前，2ME2 在脊髓损伤中的作用国内外研究

尚少，我们在研究脊髓损伤大鼠模型中发现，2ME2

改善脊髓损后的运动功能，具有神经保护作用，其可

能的机制是通过降低脊髓损伤后 caspase-3 蛋白表

达，抑制神经细胞凋亡来实现的。Wang YF等[10]研

究表明 2ME2可以通过抑制HIF-1α表达，从而经依

赖于 VEGF 通路和非依赖于 VEGF 通路抑制 aqua-

porin-4(AQP4)和 aquaporin-1(AQP1)的表达，进而减

轻脊髓损伤后的水肿，具有神经保护作用。这与我

们的结论相符。但 2ME2 的神经保护机制尚不明

确，因此，2ME2的神经保护作用机制尚需进一步研

究探讨。

表1 假手术组、脊髓损伤和脊髓损伤2ME2治疗组脊髓损伤后不同时间BBB评分 (x±s，n=12)

组别

假手术组
脊髓损伤组

2ME2治疗组
F值
P值

手术后天数
1天

21.00±0.00
1.00±0.60
1.00±0.60
6666.67
<0.001

3天
21.00±0.0
1.67±0.49
2.00±0.60
7346.35
<0.001

7天
21.00±0.0
2.67±0.65
3.75±0.75
3866.30
<0.001

14天
21.00±0.0
4.00±0.95
5.67±0.89
1865.21
<0.001

21天
21.00±0.0
4.92±0.90
9.08±0.67
1992.02
<0.001

28天
21.00±0.0
6.00±1.04
12.83±0.83

1146.79
<0.001

F值

0.00
70.60

15.153

P值

1.000
<0.001
0.014
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图1 各组caspase-3蛋白免疫荧光染色 (×40)

假手术组 脊髓损伤组 2ME2治疗组

图2 各组TUNEL免疫荧光染色

假手术组 脊髓损伤组 2ME2治疗组
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