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·基础研究·

三七总皂苷调节金属基质蛋白酶9表达促进脊髓损伤大鼠运动功能
恢复的研究*

何文娟1 孙 伟1 谢 辉1 余 敏2，3

脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)是脊柱损伤最严重的

并发症，常导致损伤节段以下肢体严重的功能障碍，轻微的

SCI也会给患者本人带来身体和心理的严重伤害[1—2]。神经

病理性痛是SCI的主要伴随症状之一，可能是SCI后影响神

经再生，加剧运动功能障碍的原因，也是临床上运动功能康

复的一大挑战[3]。金属基质蛋白酶9(matrix metalloproteinas-

es 9，MMP9)属于锌依赖型内肽酶家族，可降解细胞外基质

和其他细胞外蛋白，其表达上调是血脊髓屏障破坏和炎症发

展的诱因，是神经病理性痛的关键因素，构成SCI后功能恢

复的巨大障碍；同时，也可能是SCI修复中神经元再生微环

境调节的关键因素[4]。但MMP9的表达与SCI治疗和运动功

能恢复的相关性研究仍没有明显进展[4—5]。

三七总皂苷(panax notoginseng saponins, PNS)是传统

中药三七根茎提取物的主要成分，具有活血化瘀，治疗心血

管疾病的功能[6]。能调节胶质细胞的活化[7]，抑制白细胞介素

1β（Interleukine-1 beta, IL-1β）等[8]炎症因子的释放，缓解SCI

神经病理性痛。PNS是否调节MMP9的表达，进而影响SCI

后动物运动功能的恢复尚未见报道。本研究拟通过检测

PNS对MMP9表达的影响以及神经元再生微环境的调节，探

讨其对脊髓半横断大鼠运动功能的影响。

1 材料与方法

试验动物：54只SD大鼠，SPF级雌雄各半。购自南华大

学动物部【试验动物使用许可证：SYXK(湘)2015-0001】。随

机分为正常组 6 只，不做处理，常规饲养；生理盐水(normal

saline, NS)处理组24只，PNS治疗组24只，后两组大鼠行第

9胸髓（T9）右侧脊髓部分切断损伤后，分别腹腔注射NS和

PNS。两组大鼠按存活时间分为7d、14d、21d及28d组，每组

6只SD大鼠。

脊髓半横断模型制作：SD大鼠用 10%水合氯醛(0.4ml/

100g)腹腔注射麻醉后，备皮，双人双目显微镜下小心去除T8

椎板，暴露T9节段脊髓。用虹膜侧切刀沿着脊髓中线向外

侧切断右侧脊髓，止血后缝合伤口。

PNS给药方式：PNS组模型成功后，每天8∶00，腹腔注射

PNS（广西梧州制药集团，药品名：血栓通。规格：70mg/2ml）

200mg/kg，每天1次，直到相应存活时间。
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摘要

目的：检测三七总皂苷(panax notoginseng saponins, PNS)对脊髓损伤大鼠金属基质蛋白酶-9（matrix metallopro-

teinases 9，MMP9）、谷氨酰氨合成酶（glutamine synthetase，GS）及胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein，

GFAP)表达的影响，探讨PNS与SCI大鼠运动功能恢复的关系。

方法：将54只SD大鼠随机分为正常组、生理盐水（NS）处理组和三七总皂苷（PNS）治疗组，后两组经脊髓半横断造

模。通过行为学检测确定运动功能恢复情况，通过免疫荧光组织化学法检测GS和GFAP的表达情况，Western Blot

检测MMP9的表达改变。

结果：PNS治疗组BBB评分、斜板试验平均角度、步长均明显高于NS处理组(P<0.05)；PNS治疗组MMP9表达水平

明显高于NS处理组(P<0.05) ；PNS治疗组GS阳性细胞数明显高于NS处理组(P<0.05)，PNS治疗组GFAP表达明显

低于NS处理组(P<0.05)，GS和GFAP双标不明显。

结论：PNS治疗能促进运动功能恢复，其机制可能与PNS促进MMP9和GS表达、减少炎性递质释放有关。

关键词 脊髓损伤；金属基质蛋白酶-9；三七总皂苷；谷氨酰氨合成酶；运动功能
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行为学检测：应用BBB (Basso, Beatti, Bresnahan)评分

法评分，将脊髓半横断SD大鼠置于平地，观测其后肢髋、膝、踝

关节等在运动中的协调情况，根据BBB评分标准积分。0分

时，后肢无可见自主运动，21分时，可见损伤侧后肢持续掌面运

动，运动协调，尾巴翘起，表现近似正常，双盲法检测评分值。

斜板(incline plate，IP)试验评分：将脊髓半横断SD大鼠

置于有一定粗糙木板上，逐渐增大倾斜度，记录其能保持五

分钟不下滑的角度，以此评价大鼠肌力。

灌注固定及取材切片：各组大鼠存活相应时间点后，过

量的水合氯醛麻醉，经心脏灌注NS 150ml后快灌100ml 4%

PF，最后滴灌 4%PF 约 250ml，取损伤近端 0.5cm 长脊髓，后

固定，-20℃冰冻切片，厚20μm，贴片后备用。

免疫荧光组织化学法：取备好的切片，室温放置30min，

0.01MPBS润洗 15min；加入 5%小牛血清孵育 30min后加入

一抗谷氨酰氨合成酶(glutamine synthetase，GS)和(或) 胶质

纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein，GFAP)；切片经

含0.1%triton X-100的0.01M PBS洗涤3次(每次10min)后，

滴加 Alexa-488 或 Alexa-594 标记的驴抗小鼠或兔 IgG(1∶

200，Invitrogen，Carlsbad，CA，USA)在室温下避光孵育2h，甘

油封片。40倍物镜下摄片，image J处理图片并分析图像。

Western Blot检测：脱颈椎处死各组大鼠，冰上迅速取下

目标段脊髓，快速称重，冷冻并保存于-80℃冰箱。用时按照

常规步骤裂解变性蛋白。蛋白质凝胶电泳后转膜，准备后续

的免疫组织化学检测。将目标硝酸纤维膜修剪好后浸入5%

的脱脂奶粉室温孵育 1h以封闭非特异性结合，转入含有一

抗的杂交袋中，4℃匀速震荡过夜。PBST洗涤4次，再用辣根

过氧化物酶 (HRP-)标记的羊抗兔 IgG(1∶10000，Bio-Rad，

CA，USA)或羊抗小鼠 IgG(1∶1000，Bio-Rad，CA，USA)室温

孵育 1h，0.01M PBST洗涤 10 min×4次，蒸馏水最后一次洗

膜后以ECL化学发光试剂(GE Inc，NJ，USA)显影，吸除多余

的ECL化学发光试剂，保鲜膜包好，暗盒中使胶片感光，经显

影定影后，扫描仪扫描结果并保存。

ELISA法：利用 IL-1β ELISA试剂盒检测脊髓背角炎症

因子 IL-1β的含量。

采用PASW statistic 18.0统计软件进行统计学分析，计

量数据用均数 标准差表示，组间比较采用 t检验、组内比较

采用单因素方差分析，显著性水平α=0.05。

2 结果

2.1 行为学结果

BBB评分：正常大鼠BBB评分值为 21±0分，脊髓半横

断损伤 SD 大鼠损伤后肢运动功能丧失，BBB 评分值降至

1.3±0.04 分。随着存活时间的延长，3d、7d、14d、21d 及 28d

PNS治疗组和NS处理组伤侧后肢的运动功能逐渐恢复，其

中7d、14d、21d及28d时，与NS处理组相比，PNS治疗组BBB

评分值显著增高，差异有显著性意义(P<0.05，表1)。

表1 正常组、NS处理组和PNS治疗组大鼠右后肢运动功能BBB评分 (x±s,n=6)

组别

正常组
NS处理组

PNS治疗组
P值

术后时间
1天
21±0

1±0.06
1±0.08
<0.001

7天
21±0

6.67±0.41
11.07±0.62

<0.001

14天
21±0

11.21±1.03
15.67±0.89

<0.001

21天
21±0

13.29±1.18
18.90±3.21

<0.001

28天
21±0

16.31±1.31
20.3±0.98

<0.001

P值

1
<0.001
0.013

IP试验评分：IP试验评分结果显示，正常组大鼠倾斜角

度平均为 73°，术后 1d 时平均角度降低至 35°，随后逐渐上

升，NS处理组在2—4周时趋于稳定，平均角度在55°—60°之

间，较正常组低，具有显著性意义，P<0.05。PNS 治疗组与

NS处理组相比较，1d、3d评分结果略有升高，没有显著性意

义；但7d、14d、21d及28d平均角度有显著提高，21d、28d接近

正常组(图1)，P<0.01。

足迹分析：分析损伤后2周时SD大鼠足迹，测量计算步

长。正常大鼠足迹清晰，基础步长达到108±9.03mm，脊髓半

横断损伤后 NS 处理组足迹拖拉变长，步长降低至 47 ±

5.30mm，PNS治疗组与NS处理组相比，足迹变得清晰，步

长（78±4.56mm）显著增加(P<0.05)。

2.2 免疫荧光组织化学法结果

GS表达变化：免疫荧光结果显示，GS主要表达于灰质

神经元及胶质细胞胞体，我们特别关注了损伤侧L4节段脊

髓Ⅸ板层中GS的表达强度(图 2A、B)。正常组前角内侧运

动核区域仅有少量GS阳性细胞，随时间延长，NS处理组GS

阳性细胞数逐渐增加，至 14d时，阳性细胞数(75±5.35)显著

高于正常组(49±4.87)，21d时最高；PNS治疗组GS阳性细胞

数也逐渐增加，7d时，阳性细胞数(76±3.55)即显著高于正常

组(49±4.87)，21d时最高(233±11.39)。与NS处理组比较，7d、

14d及21d时GS阳性细胞数显著增高(P<0.05)。

GFAP 表达变化：GFAP 是星形胶质细胞的特异性标记

物，我们检测损伤侧L4节段脊髓Ⅸ板层中GFAP的表达强度

(图3A、B)。正常组前角内侧运动核区域有少量GFAP表达，

随时间延长，SCI 7d时，NS处理组GFAP明显激活，表达显

著高于正常组，至 14d、21d 时恢复正常水平；PNS 治疗组

GFAP表达显著减少，且显著低于正常组，21d时最低。与NS

处理组比较，7d、21d时GFAP表达显著降低(P<0.05)。

2.3 Western Blot检测结果
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正常组表达少量MMP9，SCI后，NS处理组MMP9少量

增加，14d、21d逐渐恢复，与正常组比较，差异无显著性意义；

PNS 治疗组 MMP9 显著增加，14d、21d 逐渐恢复，与正常组

比较，差异有显著性意义(P<0.05，图 4)。与NS处理组相同

时间点比较，7d、14d及 21d，PNS治疗组MMP9表达显著增

高，差异有显著性意义(P<0.05，图4)。

2.4 Elisa检测结果

结果显示，正常组表达少量 IL-1β（15±3.4 pg/ml），SCI

后，NS处理组 IL-1β迅速增加（480±43.5 pg/ml），14d、21d持

续较高水平，与正常组比较，差异有显著性意义(P<0.01)；

PNS 治疗组 7d 时 IL-1β也显著增加（350±33.4 pg/ml），14d、

21d逐渐恢复，仍高于正常组，差异有显著性意义(P<0.05)。

与NS处理组相同时间点比较，14d、21d，PNS治疗组 IL-1β

表达显著降低，差异有显著性意义(P<0.05)。

图1 损伤侧后肢运动功能斜板试验评分

*与正常组比较P<0.05；#与生理盐水处理组比较P<0.01
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图2 SCI后脊髓前角Ⅸ板层中一抗谷氨酰氨合成酶的表达（免疫荧光组化法，Bar=100μm，×40）

A为L4脊髓分层示意图，B为摄像部位，C为正常组，D、E、F分别为NS处理组7d、14d及21d，G、H、I分别为PNS治疗组7d、14d及21d，

3 讨论

SCI的运动功能恢复一直是临床康复亟待解决的疑难

问题[1,3,5,9]。损伤进程的发展可导致一系列特色体系的激活，

这些系统的激活是把双刃剑，炎症反应正是这些特色体系之

一[7]。近年来的研究表明，SCI神经病理性痛过程中炎症反

应起着至关重要的作用，其中细胞因子，趋化因子，MMPs等

炎症因子发挥的作用尤为重要[5,10—11]。SCI后促进运动功能

恢复的药物种类繁多，但缺乏疗效显著，副作用小，而机制明

确促运动功能恢复药[9]。

PNS是我国传统中药三七的主要提取成分，具有活血化

瘀作用，主要用于心血管疾病[12—13]。通过对其有效成分的研

究表明，PNS 也能有效抑制炎症反应 [14—15]，并能通过上调

A
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MMP的表达，抑制肝纤维化的进程[16]。PNS促进神经营养

因子的释放，对神经元具有保护作用[17]。PNS对SCI后胶质

细胞的激活也有调节作用，可影响胶质瘢痕的形成[17—18]。本

试验行为学结果表明，PNS能有效增加BBB评分，IP试验评

分以及步态等评价运动功能指标[17,19—20]，意味着PNS能有效

改善SCI后运动功能恢复。其机制是通过影响炎症反应，促

进神经元存活，还是抑制纤维化，减少瘢痕的形成，促进神经

再生，尚不清楚。

MMP9是MMPs的一员，能降解细胞外基质，增加组织

通透性，促进炎症反应，可促进损伤神经元凋亡，不利于功能

恢复[5,21]；但同时参与组织的重塑，解除或抑制瘢痕的形成，

有利于损伤神经的轴突再生；并且破坏血脊髓屏障，引起炎

症、免疫反应，这些反应有利于损伤细胞残屑的清除和受损

神经元的再生修复[22]。MMP9在SCI后表达改变与运动功能

恢复的关系越来越受到人们的重视，但机制尚不完全清楚。

试验结果表明，MMP9在损伤后激活并不明显，随时间的延

长，与正常组比较，差异无显著性意义，可能在SCI进程中，

其促炎作用不明显。但在 PNS 治疗组中，MMP9表达在 7d

时明显增加，后虽在 14d、21d均逐步降低，仍高于同时间点

NS处理组。而相应时间点行为学结果提示，PNS治疗组与

NS处理组相比，运动功能明显增强。因此，我们推测，PNS

可能通过增强MMP9表达，促进损伤细胞残屑的清除和受损

图3 SCI后脊髓前角Ⅸ板层中GFAP的表达 （免疫荧光组化法，Bar=100μm，×40）

A为L4脊髓分层示意图，B为摄像部位，C为正常组，D、E、F分别为NS处理组7d、14d、21d，G、H、I分别为PNS治疗组7d、14d、21d，Bar=100μm

图4 Western Blot检测SCI后脊髓中MMP9的表达

*与正常组比较P<0.05；#与生理盐水处理组比较P<0.01
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神经元的再生修复，进而促进运动功能恢复。

SCI后，受损轴突的近远侧端肿胀，损伤使得谷氨酸等兴

奋性氨基酸释放增加，天门冬氨酸受体激活，钙离子内流，Ca2+

作为细胞内第二信使，触发一系列级联反应，激活多种蛋白

酶，加重二次损伤，影响运动功能恢复[23]。谷氨酸可被GS催

化合成谷氨酰胺并转化为γ氨基丁酸等抑制性递质[24]，因此GS

可能是机体对抗损伤导致的炎症关键性的酶。此外，也有文

献报道，谷氨酰胺能有效减少炎症因子的表达，从而减轻炎症

反应[21]。本试验中PNS能随时间延长，逐渐增加GS表达，且

GS的表达与脊髓中 IL-1β含量呈负相关，MMP9与GS的表

达一致性，表明PNS可能通过MMP9促进GS表达，抑制 IL-

1β释放，促进SCI大鼠运动功能恢复。

有研究报道，SCI后星形胶质细胞的激活与损伤后胶质瘢

痕的形成关系密切，胶质瘢痕的形成会阻碍神经轴突的再生，

进而影响运动功能恢复。也有报道称PNS能调节GFAP表达，

促进SCI的恢复[15]。因此，GFAP作为胶质细胞活化的标记物，

其表达水平与SCI后大鼠的运动功能恢复有密切的联系。

本研究表明，PNS能一定程度恢复SCI大鼠运动功能恢

复，其机制可能通过促进MMP9和GS表达，抑制炎症因子 IL-

1β的释放，改善神经元再生微环境，进而促进运动功能恢复。
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