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褪黑素对脊髓损伤大鼠ＧＡＰ４３表达的影响

徐玉生，金伟林，李星辰，马玉斐，曾冠楠，王培松　　（４５００００郑州，郑州大学第一附属医院骨科）

　　［摘要］　目的　研究褪黑素对大鼠脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）后生长相关蛋白（ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３，
ＧＡＰ４３）表达的影响，从新的角度探讨褪黑素修复脊髓损伤的机制。方法 　７２只ＳＤ大鼠按照完全随机分组法分为３组：
褪黑素治疗组、脊髓损伤组、空白对照组，每组２４只。褪黑素治疗组、脊髓损伤组以改良Ａｌｌｅｎ’ｓ法建立Ｔ１１～Ｔ１２水平脊髓
损伤模型，褪黑素治疗组于术后即刻腹腔注射褪黑素（按１００ｍｇ／ｋｇ剂量注射），脊髓损伤组腹腔注射等体积５％无水乙醇
（褪黑素溶剂），空白对照组不做任何处理。术后１、３、７ｄ对各组大鼠进行ＢＢＢ评分，检测血清中ＧＡＰ４３的含量，并应用
免疫组织化学染色法观察脊髓中ＧＡＰ４３的表达。结果　 术后１、３、７ｄ大鼠血清中ＧＡＰ４３含量各组间比较有差异统计
学意义（Ｐ＜０．０５），其中褪黑素治疗组最高，脊髓损伤组次之，空白对照组最低。免疫组织化学染色结果表明：褪黑素治疗
组脊髓切片中ＧＡＰ４３染色阳性细胞数最多，脊髓损伤组次之，对照组最低，各组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结论　 褪黑素治疗后可改变脊髓损伤区局部的微环境，并提高血清和脊髓中ＧＡＰ４３的含量，促进损伤脊髓的恢复。
　　［关键词］　 褪黑素；脊髓损伤；生长相关蛋白
　　［中图法分类号］　Ｒ６５１．２１；Ｒ９６９；Ｒ９７７．１　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　郑州大学研究生科学研究项目（１１Ｙ０３３１４）

［通信作者］　徐玉生，Ｅｍａｉｌ：ｊｉｎｌｉｎ９２４＠１２６．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１２１１２９．１１５７．００４．

ｈｔｍｌ（２０１２１１２９）

　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）可导致患者损
伤节段以下感觉和运动功能的丧失，给家庭及社会带

来沉重负担，其治疗一直是医学研究的热点。生长相

关蛋白（ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３，ＧＡＰ４３）是一种与
神经细胞发育及再生相关的酸性膜磷脂蛋白，可引导

轴突生长并调节新突触形成而促进损伤神经的修复，

是公认的神经元再生和可塑性的分子标志物［１］。褪

黑素是由松果体产生的一种胺类激素，研究表明其可

通过清除自由基、抑制脂质过氧化反应、减轻细胞损伤

和凋亡、减轻中性粒细胞介导的毒性损害［２－３］等机制

修复脊髓损伤，但其是否可通过提高 ＧＡＰ４３的含量
以修复脊髓损伤目前尚少见报道。本研究旨在通过检

测血清中ＧＡＰ４３的含量和脊髓中ＧＡＰ４３的表达，进
一步明确褪黑素治疗脊髓损伤的机制，为临床用药提

供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　成年雌性ＳＤ大鼠７２只，体质量（２５０±３０）ｇ，购自河南省
实验动物中心，许可证号：ＳＣＸＫ（豫）２０１００００２。实验过程中
对动物处置符合动物伦理学要求。褪黑素购自美国 Ｓｉｇｍａ公

司，大鼠ＧＡＰ４３酶联免疫分析（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自美国ＲＤ公

司，兔抗鼠ＧＡＰ４３抗体购自北京博奥森生物技术有限公司，

ＤＡＢ试剂盒、ＳＰ９００２免疫组化试剂盒均购自北京中杉生物技

术有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　动物模型的建立和分组　　按 ３００ｍｇ／ｋｇ腹腔注射

１０％水合氯醛麻醉大鼠，麻醉后固定。取后正中切口，暴露脊

髓硬膜，改良Ａｌｌｅｎ’ｓＷＤ法制备大鼠 Ｔ１１～Ｔ１２节段脊髓急性

损伤模型［４］。造模成功标准：撞击硬膜后大鼠双下肢呈回缩

性扑动、鼠尾痉挛性摆动、硬膜表面充血水肿。术毕生理盐水

冲洗术野，再次消毒后常规缝合。７２只 ＳＤ大鼠按照完全随

机分组法分为褪黑素治疗组、脊髓损伤组、空白对照组，每组

２４只。褪黑素治疗组造模成功后 １０ｍｉｎ腹腔注射褪黑素

（１００ｍｇ／ｋｇ），脊髓损伤组给予等体积５％无水乙醇（褪黑素溶

剂），空白对照组不做处理。大鼠术后均给予青霉素１０万Ｕ肌

注，每日人工辅助排尿３次。

１．２．２　大鼠运动功能观察　　采用神经功能评定法（ＢＢＢ评

分）标准。ＢＢＢ评分可全面反映大鼠的运动功能状况，是目前

评价中枢神经系统损伤及修复的最佳方法之一［５］。ＢＢＢ评分

将大鼠后肢运动分为２２个等级：后肢无运动功能定为０分，运

动功能完全正常定为２１分，二者之间根据功能分别定为１～

２０分。术后１、３、７ｄ由２名经过专业培训的非实验人员独立

观察１０ｍｉｎ，并记录评分。

１．２．３　取材　　各组大鼠麻醉成功后，分别于术后１、３、７ｄ断

头取血（每个时间点８只），并以损伤处为中心取出长约２ｃｍ的

脊髓。血液在室温下静置３０ｍｉｎ，以离心半径８ｃｍ，３０００ｒ／ｍｉｎ，

离心１５ｍｉｎ后，收集血清，－８０℃条件下保存备用。脊髓标本
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取出后即刻用４％多聚甲醛进行固定，２４ｈ后石蜡包埋，切片。
１．２．４　血清中 ＧＡＰ４３含量检测　　ＥＬＩＳＡ法检测血清中
ＧＡＰ４３含量，每例样本取１０μＬ血清，按试剂盒说明操作，用
酶标仪在４５０ｎｍ波长下测定光密度值［Ｄ（４５０）］，根据标准曲
线计算样品中ＧＡＰ４３的浓度。
１．２．５　ＨＥ及免疫组化染色　　每只大鼠取同序数切片３张，
应用链霉亲和素生物素酶复合物（ＳＡＢＣ）染色试剂盒进行免
疫组化染色，操作步骤参照试剂盒说明书进行，中性树脂封片。

ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，细胞质和（或）突起染成黄褐色为
ＧＡＰ４３阳性细胞。每张片随机计数５个高倍镜视野（×４００）
阳性细胞个数，然后取算术平均数代表ＧＡＰ４３的表达水平。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　实验动物数量分析及ＢＢＢ评分
　　６只大鼠在实验过程中死亡，随即补充，最终进入结果分析
的大鼠仍为７２只。裉黑素治疗组、脊髓损伤组术后出现明显
的后肢运动功能障碍，包括两后肢肌张力低、肌力０级、尿潴留
等，空白对照组无运动功能障碍。术后褪黑素治疗组、脊髓损伤

组ＢＢＢ评分较空白对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）；术后第１、３天，
褪黑素治疗组、脊髓损伤组比较，ＢＢＢ评分差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），２组大鼠后肢运动功能无明显恢复；术后第７天，
褪黑素治疗组、脊髓损伤组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见表１。提示应用褪黑素无法改善脊髓损伤后大鼠早期的运动
功能，但随着时间延长运动功能有所改善。

表１　３组Ｔ１１～Ｔ１２节段脊髓急性损伤模型大鼠术后不同时间

ＢＢＢ评分（ｎ＝２４，珋ｘ±ｓ）

组别 术后１ｄ 术后３ｄ 术后７ｄ

褪黑素治疗组 ０．９１±０．７２ａ １．２３±０．６８ａ ３．５６±０．８６ａｂ

脊髓损伤组　 ０．８７±０．６５ａ １．１２±０．７１ａ ２．１１±０．６３ａ

空白对照组　 ２１．００±０．００ ２１．００±０．００ ２１．００±０．００

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与脊髓损伤组比较

２．２　大鼠血清中ＧＡＰ４３水平检测
　　血清中ＧＡＰ４３水平从高到低依次为褪黑素治疗组、脊髓
损伤组、空白对照组，各时间点各组间差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。褪黑素治疗组３个时间点之间的比较差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），且随时间延长，ＧＡＰ４３的含量逐渐增多，在褪黑
素治疗后第７天ＧＡＰ４３含量最高；脊髓损伤组各时间点ＧＡＰ
４３含量呈现同褪黑素治疗组相似的表达规律。见表２。说明
脊髓损伤后大鼠血清内 ＧＡＰ４３水平随时间延长呈增高趋势，
褪黑素治疗组ＧＡＰ４３含量增高更明显。

表２　３组Ｔ１１～Ｔ１２节段脊髓急性损伤模型大鼠术后不同时间

血清ＧＡＰ４３检测结果（ｎｇ／ｍＬ，ｎ＝２４，珋ｘ±ｓ）

组别 术后１ｄ 术后３ｄ 术后７ｄ

褪黑素治疗组 １０．０６±０．２９ａｂｃｄ １３．６０±０．４１ａｂｃ １４．５１±０．５６ａｂ

脊髓损伤组　 ７．４７±０．２５ａ ８．３３±０．５３ａ ９．７８±０．４０ａ

空白对照组　 ６．５０±０．２４ ６．３１±０．２７ ６．４３±０．２３

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与脊髓损伤组比较；

ｃ：Ｐ＜０．０５，与术后７ｄ比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与术后３ｄ比较

２．３　免疫组化观察脊髓标本ＧＡＰ４３的表达
　　图１可见ＧＡＰ４３表达于脊髓神经元细胞质及突起中，在
脊髓前角及其周围更为明显。相同时间点ＧＡＰ４３表达阳性的
细胞数量从多到少依次为褪黑素治疗组、脊髓损伤组、空白对

照组，各组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　３组Ｔ１１～Ｔ１２节段脊髓急性损伤模型大鼠术后不同时间脊髓

ＧＡＰ４３阳性细胞数（ｎ＝２４，珋ｘ±ｓ）

组别 术后１ｄ 术后３ｄ 术后７ｄ

褪黑素治疗组 ２３．３３±２．３４ａｂ ３３．２２±２．８６ａｂ ３９．４４±１．８７ａｂ

脊髓损伤组　 ９．３３±２．１７ａ １３．８８±２．０３ａ ２２．７７±２．６３ａ

空白对照组　 ４．００±１．２２ ３．８６±１．１３ ３．９７±１．３２

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与脊髓损伤组比较

２．４　ＨＥ染色观察脊髓标本
　　褪黑素治疗组、脊髓损伤组均可见脊髓组织内结构紊乱、
细胞水肿、片状出血等病理变化，褪黑素治疗组病理变化较脊

髓损伤组轻。空白对照组脊髓结构清晰，无出血、细胞水肿等

变化。ＨＥ染色结果表明，褪黑素可减轻脊髓损伤后的病理变
化。见图２。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：褪黑素治疗组；Ｃ：脊髓损伤组　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

图１　术后７ｄ３组Ｔ１１～Ｔ１２节段脊髓急性损伤模型大鼠脊髓标本免疫组化染色观察　（ＳＰ×４００）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
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Ａ：空白对照组；Ｂ：褪黑素治疗组；Ｃ：脊髓损伤组
图２　术后７ｄ３组Ｔ１１～Ｔ１２节段脊髓急性损伤模型大鼠脊髓标本病理学观察　（ＨＥ×１００）

３　讨论

　　褪黑素可通过抑制脊髓损伤早期炎症反应保护脊
髓，但褪黑素能否提高脊髓损伤后 ＧＡＰ４３的表达少
见研究。本研究表明，褪黑素可增加脊髓损伤大鼠血

清ＧＡＰ４３的含量及脊髓内ＧＡＰ４３的表达。
　　ＧＡＰ４３是２０世纪８０年代初发现的一种快速转运
胞膜磷酸蛋白，其与神经发育、轴突再生、突触重建密切

相关，被认为是神经元发育和再生的重要内在决定因子

之一［６］。ＧＡＰ４３广泛存在于神经组织中，尤其在生长
锥表达丰富。在生长锥中，ＧＡＰ４３可促进Ｆ肌动蛋白
的聚集，增强生长锥的活力，启动神经轴突的再生、分

化及突触重建［７－８］。周围神经损伤后，ＧＡＰ４３的含量
明显增多，其不仅可促进轴突的再生和功能的恢复，同

时可能提高再生神经的传导速度［９－１０］。ＧＡＰ４３还可
通过增加脊髓损伤后 ＮＦ２００的表达以修复损伤脊
髓［１１］，即使在缺乏外源性营养因子的情况下其仍能使

神经长出新突起，并增强神经的可塑性及突触重

构［１２］。有研究表明，敲除大鼠的ＧＡＰ４３基因后，大鼠
的运动、感觉和反射功能发生障碍，说明它可影响神经

系统的发育及神经上、下通路的整合功能［１３］。

　　研究证实褪黑素可通过其抗氧化性能修复脊髓损
伤，还可引导大鼠神经干细胞分化为多巴胺能神经元

并降低星形胶质细胞的生成［１４］，提示其可通过引导神

经干细胞的分化修复脊髓损伤。本研究从另一角度研

究褪黑素修复脊髓损伤的机制，证实褪黑素治疗组大

鼠血清及脊髓中ＧＡＰ４３的含量高于脊髓损伤组及空
白对照组，差异有统计学意义。本研究证明，褪黑素可

增加血清及脊髓中 ＧＡＰ４３的表达。本研究的不足之
处在于没有从基因、蛋白水平定量地研究 ＧＡＰ４３的
表达情况。褪黑素增加脊髓损伤后 ＧＡＰ４３表达的具
体机制也仍需进一步研究。下一步拟将集中研究褪黑

素是通过何种途径、何种机制增加脊髓损伤后ＧＡＰ４３
的表达。
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