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·基础研究·

神经电刺激对大鼠脊髓钝挫伤后神经营养因子4
和增殖细胞核抗原表达影响的研究*

曾 茜1 向虹雨1 饶 莹1 胡 析1 曹 蓝1 张 晓2 梁 楠2,3

摘要

目的：探讨在电刺激干预下大鼠脊髓损伤节段神经生长因子（NT4）和增殖细胞核抗原（PCNA）的表达及对脊髓损

伤的影响。

方法：成年雌性SD大鼠78只，随机分为3组：假手术组（n=6）、对照组（n=36）和实验组（n=36）。Allen's法复制SD大

鼠T9脊髓钝挫伤模型。实验组脊髓钝挫伤后给予夹脊穴和足三里穴位神经电刺激干预。神经行为学评分后，运用

免疫组化和蛋白质印迹（Western blot）来检测NT4、PCNA的表达变化。

结果：行为学观察，实验组大鼠术后1周BBB评分显著高于对照组（P＜0.05），低于假手术组（P＜0.05）。实验组第

1—3天NT4表达显著升高（P＜0.05），第 7天达到峰值并且其表达明显高于对照组（P＜0.05）。实验组第 1—3天

PCNA表达降低，第7天达到最大差异（P＜0.05）。

结论：电刺激干预下，脊髓组织中神经元中的NT4表达增强，电刺激能改善运动功能恢复。神经电刺激后PCNA表

达减少，神经电刺激对神经干细胞的分化作用大于神经干细胞的再生增殖。
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Abstract
Objective: To explore the impacts of nerve electrical stimulation on the expressions of neurotrophin- 4（NT4）

and proliferating cell nuclear antigen（PCNA） after spinal cord contusion in SD rats.

Method: Seventy-eight adult female SD rats were randomly divided into three groups: sham group (n=6), con-

trol group (n=36) and experimental group (n=36). SD rats were prepared according to Allen's method for T9

spinal cord contusion. Experimental group was given Jiaji（EX-B2） point and Zusanli（ST36） point nerve electri-

cal stimulation intervention after spinal cord contusion (SCC). After neurobehavioral score assessment, immuno-

histochemistry and Western blot were used to detect the expressions of NT4 and PCNA at different time and

in different groups.

Result: After spinal cord contusion on the 1st—3rd d SD rats, BBB score increased gradually, compared with

control group, on the 7th d BBB score of experimental group restored significantly(P＜0.05). Immunohistochem-

istry and Western blot analysis showed that the experimental group compared with control group, NT4 expres-

sion raised, and reached the maximum difference until the 7th d (P＜0.05). PCNA expression depressed, and

reached the maximum difference until the 7th d(P＜0.05).
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脊髓损伤（spinal cord injury, SCI）是临床常见

的神经系统损伤，具有相当高的致残率和死亡率，严

重危及人类的健康，其损伤后的修复一直是医学领域

的难点。近年来的研究表明电刺激能够促进脊髓再

生 [1—2]，但是神经电刺激促进脊髓再生的机制不清

楚。神经营养因子 - 4（neurotrophin- 4, NT4）是于

1991年在蝰蛇和非洲蟾蜍中发现的神经生长因子家

族的第四个成员（nerve growth factor families），在

维持感觉神经、交感神经元和运动神经元的存活、促

进神经细胞的分化等方面发挥重要的作用。王廷华

等[3—4]用脊髓横断损伤的实验动物模型研究表明NT4

具有调节突触可塑性的作用。但是，NT4在神经电刺

激治疗脊髓损伤中发挥什么作用还不清楚。增殖细

胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen, PCNA）

是细胞增殖的标志，是观察脊髓神经细胞增殖的指

标。因此，本实验采用改良的Allen方法制备动物模

型，用BBB运动功能评分评价脊髓损伤运动功能的

恢复，采用免疫组化及蛋白质印迹方法研究大鼠脊髓

损伤后不同时相PCNA及NT4的表达，了解神经电刺

激干预下NT4及PCNA的变化特点和关系，以及对脊

髓损伤的影响，对临床应用NT4具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 动物分组及模型制备

成年健康清洁级SD大鼠78只（成都达硕实验动

物有限公司提供），雌性，200—220g。随机分为假手

术组（n=6）、对照组（具体分为 1d、3d、7d、9d、11d 和

13d组，每组n=6）和实验组（具体分为1d、3d、7d、9d、

11d 和 13d 组，每组 n=6）。3.6%水合氯醛腹腔麻醉

后，俯卧位固定，在T9处依次切开皮肤、筋膜及肌肉，

随后进行椎板切除术，暴露脊髓。选择10g金属棒在

30mm 处自由下落，实施脊髓钝挫伤（spinal cord

contusion, SCC）模型。假手术组只进行椎板切除术，

不实施打击。

1.2 模型后肢运动功能评分

采用Basso Beattie & Bresnahan评分[5]。

1.3 神经电刺激干预

术后24h对实验组进行经皮电刺激30min，正极

接T7水平对应的背侧皮肤，负极接右下肢小腿腓侧

中上 1/3位置的皮肤。干预参数为：每天 1次，刺激

频率10Hz，疏密波脉冲电流，电流强度2.5mA。

1.4 石蜡切片及标本获取

在相应的存活时间点对模型进行心脏灌注，根

据不同的实验技术要求，分为酶免疫组化染色法组

（1d组、3d组、7d组、9d组、11d组、13d组，每组 n=6）

及蛋白质印迹（Western blot, WB）组（1d组、3d组、

7d组、9d组、11d组、13d组，每组n=6）。前者先快速

用0.9%生理盐水（4℃），接着4%多聚甲醛溶液（PH=

7.3，4℃）缓慢固定，48h后脱水、包埋及石蜡切片（厚

度 5um，每例 5张行免疫组化染色）；后者直接先快

速用0.9%生理盐水（4℃）后取材（1cm长损伤节段），

于-80℃保存。

1.5 酶免疫组织化学染色

酶免疫组织化学染色（enzyme immunohisto-

chemistry, IHC），按SP法进行免疫组化染色，具体步

骤：烤片、脱蜡、水化、抗原修复，3%过氧化氢（过滤

0.01MPBS 配制）37℃封闭 10min，5%羊血清（过滤

0.01MPBS 配制）37℃孵育 25min，加一抗（兔抗，1∶

200）4℃过夜，漂洗，按SP试剂盒说明书依次加试剂

B（37℃孵育15min）及试剂C（37℃孵育15min），两者

间隔0.01M PBS漂洗5min 3次。一抗及SP试剂盒

均购自中山金桥生物技术有限公司。DAB 显色，

0.01M PBS终止反应，复染、分色、反蓝、脱水、封片。

1.6 蛋白印迹

获取 - 80℃不同时间点样本，冰水浴上碾磨

5min，于冰箱（4℃）放置 1h 后，10000r/min 离心

30min，取上清A280（nm）紫外光吸收法初步测定蛋

白浓度。电泳分离，洗玻璃板并组装，将其垂直放

置，制备 5ml 8%分离胶溶液，取 3.4ml 加入玻璃板

中，覆盖一层超纯水，分离胶聚合完全后（约30min），

Conclusion: Nerve electrical stimulation can promote the expression of NT4 but not PCNA that may create

nerve regeneration microenvironment which contribute to the recovery of hindlimb motor function in rats.
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倾出覆盖层，尽可能排除凝胶上液体。制备2ml 5%

积层胶溶液，加入玻璃板至灌满后迅速插入梳子，待

积层胶聚合完全后，置于4℃冰箱中过夜。取出凝胶

板，使之减冻至室温。在样品中按 1∶4体积比加入

5XSDS上样缓冲液配制样品，在100℃加热5min以使

蛋白质变性。取出梳子，组装电泳槽。用去离子水洗

涤加样槽，把凝胶固定于电泳装置上，上下槽各加入

Tris-甘氨酸电极缓冲液。按预定顺序加样10μl，将电

泳装置与电源相接，电泳直至溴酚蓝接近玻璃板底

部，然后关闭电源。让后取出胶块转膜，将胶和滤纸5

片浸于转移缓冲液中平衡10min，按从负极到正极的

顺序依次是滤纸、胶、滤纸制成膜装置。将转移槽置

于冰浴中，放入装好的膜装置，加电转缓冲液，插上电

极，1.5h（电流约为 300mA）。用漂洗液 TBST 2 次

5min，用TBST配置5%羊血清，封闭1h。用5%羊血

清按说明书的稀释比稀释一抗。一抗孵育37℃ 1h或

4℃冰箱中过夜，同法按说明书的稀释比稀释二抗。

二抗孵育37℃ 1h底物孵育及显色。按WB化学发光

试剂说明书进行底物显色，在暗室中，加入显色液A

和B，显色5min，进行凝胶成像，进行灰度值测量。

1.7 细胞计数及统计学分析

Motic光学显微镜 400×视野下观察NT4和PC-

NA阳性细胞分布并计数。本实验所有数据均采用

平均数±标准差表示，并用SPSS 17.0处理，根据数

据特征采用单因素方差分析及独立样本 t检验。

2 结果

2.1 神经电刺激促进大鼠脊髓钝挫伤后的运动功

能恢复

在脊髓损伤前，大鼠的BBB评分是21。脊髓损

伤后对照组与实验组的 BBB 评分均降为 0，此后，

BBB评分逐渐上升。实验组评分与对照组相比，在

SCC后第 7天明显上调（P＜0.05），并且实验 13d组

也高于对照组（P＜0.05）。见图1，表1。

2.2 神经电刺激促进NT4的表达

NT4样免疫反应阳性产物呈棕色，在胞浆和胞核

染色，胞浆染色比胞核深。并且，NT4样免疫反应阳性

产物分布于脊髓前角运动神经元与神经胶质细胞。

在对照组，脊髓前角 NT4 阳性细胞数少，细胞

灰度值迅速下调。在第3天时NT4的免疫阳性反应

呈弱阳性（图2a）；到第7天时，NT4的表达比第3天

有所增加（图 2b），第 9天时NT4阳性表达比第 3天

增加，但是差异没有显著性意义（图2c）。

在SCC后，实验组NT4的免疫阳性细胞数与对照

组相比显著上调，实验组在3d、7d和9d组与对照组相

比差异有显著性意义（图2g），P＜0.05。见图2，表2。

2.3 神经电刺激后PCNA的表达

PCNA免疫反应阳性产物呈棕色，定位于脊髓

中央管神经上皮细胞核（图3a）。

在对照组，脊髓中央管神经上皮细胞中的 PC-

NA免疫阳性反应比实验组强，免疫阳性细胞数上

调。3d组，7d组和9d组相比PCNA阳性表达没有显

著性差异（图3a，3b，3c）。

在 SCC 后，实验组与对照组相比，脊髓中央管

PCNA阳性细胞数显著下调。实验3d组，7d组和9d

组与对照组相比差异有显著性意义（图 3g）（P＜

0.05）。见图3，表3。

2.4 神经电刺激影响NT4和PCNA蛋白表达水平

Western blot实验结果表明，NT4蛋白在脊髓内
表1 脊髓钝挫伤后不同时间点大鼠的BBB评分 (x±s)

组别

假手术组
对照组
实验组

①与对照组比较P＜0.05

1d

21
0
0

3d

21
0

1.33±0.58

7d

21
1.00±0.00
5.67±0.58①

9d

21
4.00±1.00
8.00±1.00①

11d

21
5.67±0.58
9.33±1.53①

13d

21
7.67±1.53

12.33±1.53①

图1 大鼠脊髓钝挫伤后的运动功能恢复（BBB评分）

表2 脊髓前角NT-4的表达 (x±s)

组别

对照组
实验组

①与对照组比较P＜0.05

3d（n=3）

4.33±1.53
11.33±1.63①

7d（n=3）

8.67±1.28
13.67±1.33①

9d（n=3）

13.00±1.00
18.00±2.00①

1d 13d11d9d7d3d

25.00

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

B
B

B
评

分

假手术组
对照组
实验组
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有表达（图4a）。NT4蛋白表达水平在实验3d、7d和

9d组与对照组相比明显上调（图 4a、图 4b），表达差

异有显著性意义（P＜0.05）。见图4，表4。

PCNA蛋白表达与NT4相同（图4a）。与对照组

相比，在给予神经电刺激后，NT4蛋白表达水平在实

验 3d、7d和 9d组明显下调（图 4a、图 4c），表达差异

有显著性意义（P＜0.05）。见表5。

3 讨论

本实验采用免疫组化方法定位研究大鼠脊髓损

伤后不同时相NT4和PCNA的表达，采用蛋白质印

迹方法研究大鼠脊髓损伤后蛋白的表达，结果表明

损伤脊髓局部 NT4 表达明显增加。在电刺激组和

对照组中，电刺激组大鼠BBB评分在脊髓损伤后第

7天明显高于损伤对照组。在免疫组化实验中，电刺

激组大鼠第 3 天脊髓前角 NT4 阳性细胞数显著上

调，明显高于损伤对照组。在WB实验中，电刺激组

大鼠NT4蛋白表达水平第3天表达迅速上调，明显优

于对照组。这表明电刺激有利于促进大鼠后肢功能

的恢复。其内在的机制可能是由于电刺激诱导NT4

的表达，促进神经细胞的存活，减轻脊髓继发性损伤

而致。另外电刺激可能加速神经营养因子的传输，促

进受损伤的脊髓神经再生，建立新的轴突联系[6—9]。

脊髓损伤后，如何提高神经元存活质量、促进神

经元轴突的生长是恢复脊髓功能的关键。然而轴突

的再生和受损神经元的存活受内、外环境多种因素

的影响较大 [10—11]。神经营养物质（neurotrophins,

NTs）在脊髓损伤发生机制上对运动神经元存活和

运动功能恢复也发挥着重要的作用[12—13]，它能逆转

受损神经元的萎缩和促进靶器官与皮质脊髓束建立

功能联系，提高神经元存活率，最终使受损神经修

图2 神经电刺激促进脊髓前角NT4的表达（IHC, 400×）

表3 脊髓中央管PCNA的表达 (x±s)

组别

对照组
实验组

与对照组比较：①P＜0.05

3d（n=3）

32.33±2.08
24.67±1.15①

7d（n=3）

36.33±1.15
20.67±0.58①

9d（n=3）

26.33±0.58
18.33±1.53①

图3 神经电刺激抑制脊髓中央管PCNA的表达
（IHC, 400×）

表4 NT-4蛋白相对表达值 (x±s)

组别

对照组
实验组

与对照组比较：①P＜0.05

3d（n=3）

768.31±94.24
2254.35±31.95①

7d（n=3）

968.51±23.20
2556.25±21.73①

9d（n=3）

1101.84±36.95
2836.45±89.03①

表5 PCNA蛋白相对表达值 (x±s)

组别

对照组
实验组

与对照组比较：①P＜0.05

3d（n=3）

2462.35±145.40
602.21±51.57①

7d（n=3）

2847.40±136.03
730.42±36.55①

9d（n=3）

2229.02±53.43
618.60±85.56①

N
T-

4
运

动
神

经
元

阳
性

细
胞

数

9d7d3d

实验组

对照组

9d7d3d
0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00
对照组
实验组

a

fed

cb

g

9d7d3d

脊
髓

中
央

管
P

C
N

A
阳

性
细

胞
数

40.00

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

35.00

a

fed

cb

g
对照组
实验组

实验组

对照组

9d7d3d
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复；如果没有 NT4 的营养，神经元胞体会很快死

亡。因此，电刺激促进NT4的表达增加，从而创造

有利于神经再生的微环境。

PCNA 是细胞核增殖抗原，是细胞增殖的标

志。脊髓受损后，需要不断补充新的神经细胞。本

实验观察到在脊髓中央管的神经上皮细胞随着脊髓

受损时间的延长，神经电刺激不能使PCNA阳性细

胞数显著增加，提示脊髓损伤后神经电刺激的作用

主要是促进脊髓神经管神经上皮细胞的不断分化，

因此，电刺激后PCNA的表达增加不明显，提示在神

经中央管的神经干细胞分化大于增殖，因此导致

PCNA的表达不显著。

综上所述，在神经电刺激干预下，脊髓组织中神

经元中的NT4表达增强，电刺激能促进神经元的存

活，有利于运动功能的恢复；另外，神经电刺激对神经

干细胞的分化作用大于神经干细胞的再生增殖作用。
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图4 神经电刺激影响NT4和PCNA蛋白表达水平
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