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姜黄素诱导内源性神经干细胞促进大鼠脊髓损伤后功能修复

向　鑫，袁继超，陈　飞，朱海涛，储卫华，林江凯　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院神经外科，全军神经外科研究
所，全军神经创伤防治重点实验室）

　　［摘要］　目的　探讨姜黄素对脊髓损伤后内源性神经干细胞分化的影响及其对损伤后功能修复的作用。方法 　雄
性ＳＤ大鼠７２只按随机数字表法分为３组：假手术组（ｎ＝１２）、单纯损伤组（ｎ＝３０）、姜黄素处理组（ｎ＝３０）。假手术组仅
行椎板切除术，单纯损伤组、姜黄素处理组以７０ｇ力的动脉瘤夹钳夹Ｔ９～Ｔ１０节段脊髓１ｍｉｎ造模。姜黄素处理组于脊髓
损伤后３０ｍｉｎ按２００ｍｇ／ｋｇ给予腹腔注射姜黄素，单纯损伤组给予等量生理盐水。分别于损伤后１ｄ，１、２、４、８周行ＢＢＢ
运动功能评分及斜板实验评价大鼠后肢功能，后处死大鼠并取材，行免疫荧光染色分别观察 Ｎｅｓｔｉｎ、Ｔｕｊ１、ＧＦＡＰ／ＣＳＰＧ的
表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｗｎｔ３ａ蛋白及βｃａｔｅｎｉｎ表达情况。结果 　ＢＢＢ运动功能评分及斜板实验结果显示损伤后自１周
开始，各时间点姜黄素处理组大鼠后肢功能恢复情况均优于单纯损伤组（Ｐ＜０．０５）。免疫荧光染色显示脊髓损伤后１周
可见损伤区附近有Ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞，２周时达高峰，４周时明显减少，单纯损伤组、姜黄素处理组组间差异无统计学意义；
姜黄素处理组Ｔｕｊ１阳性神经元数量较单纯损伤组明显增多；４周时脊髓损伤中心囊腔周边形成胶质瘢痕，姜黄素处理组
ＧＦＡＰ及ＣＳＰＧ表达明显弱于单纯损伤组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｗｎｔ３ａ及βｃａｔｅｎｉｎ表达显示假手术组几乎无表达，姜黄素处
理组表达量较单纯损伤组明显增强（Ｐ＜０．０５）。结论 　姜黄素可通过激活Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路诱导脊髓损伤后被激
活的内源性神经干细胞更多地分化为神经元，减轻胶质瘢痕，从而改善大鼠后肢功能的恢复。

　　［关键词］　 姜黄素；脊髓损伤；内源性神经干细胞；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
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　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是一种严重的
神经系统创伤，交通意外及高处坠落为最常见致伤因

素［１］，至今尚无有效的治疗措施。目前，ＳＣＩ后的细胞
替代治疗已成为研究的热点领域，包括外源性干细胞

移植和激活并诱导内源性干细胞（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｎｅｕｒａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＮＳＣｓ）［２］。与外源性神经干细胞移植相
比，激活和诱导内源性神经干细胞不存在安全及伦理

问题，无排异反应［３］。Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ等［４］首次发现并证实

成年大鼠的室管膜细胞就是神经干细胞，另有研究证

实在脊髓室管膜区和脊髓实质均能培养出神经干细

胞［５］。对ＳＣＩ的研究显示可以通过药物、手术及康复
等干预手段使内源性神经干细胞可塑性发挥出巨大的

潜力，从而改善ＳＣＩ后神经功能的修复［６］。

　　姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ）作为传统中药材，广泛应用于
风湿病、发热、肠道疾病、外伤、闭经等多种病症而无明

显副作用［７］。近年来对中枢神经系统损伤的研究显

示姜黄素具有明显的神经保护作用［８－９］。本实验通过

应用姜黄素干预大鼠脊髓挫伤模型，观察脊髓损伤后大

鼠后肢功能恢复情况及其对脊髓内源性神经干细胞的

诱导及分化，并尝试研究姜黄素产生上述作用的机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　兔抗大鼠巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）一抗、小鼠抗大鼠 Ｔｕｊ１一抗、兔
抗大鼠胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）
一抗、小鼠抗大鼠硫酸软骨素蛋白多糖（ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏ
ｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ，ＣＳＰＧ）一抗、兔抗大鼠 Ｗｎｔ３ａ一抗购自美国 Ａｂｃａｍ
公司；姜黄素、兔抗大鼠βｃａｔｅｎｉｎ一抗购自美国Ｓｉｇｍａ公司；山
羊抗兔ＩｇＧＦＩＴＣ二抗购自中杉金桥公司，山羊抗小鼠 ＩｇＧＣｙ３
二抗购自碧云天公司。

１．２　实验动物及分组
　　７２只成年雄性ＳＤ大鼠，由第三军医大学实验动物中心提
供，体质量（２５０±２０）ｇ，按随机数字表法分为３组：假手术组
（Ａ组，ｎ＝１２）、单纯损伤组（Ｂ组，ｎ＝３０）、姜黄素处理组
（Ｃ组、ｎ＝３０）。Ｂ、Ｃ组于造模后分别设１ｄ，１、２、４、８周共５个
观察时相点，每个时相点６只。

１．３　动物模型的建立
　　采用与人类脊髓损伤病理过程高度相似的脊髓夹伤模

型［１０］。５％水合氯醛按７ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉大鼠，以Ｔ１０棘突
为中心作一长约４ｃｍ纵行切口，钝性分离附着于棘突两侧的
肌肉，暴露Ｔ８～Ｔ１０棘突及椎板，蚊式钳自相邻椎板间隙起向两
侧咬除Ｔ９、Ｔ１０椎板骨质，充分显露 Ｔ９～Ｔ１０节段脊髓，保留硬
膜。假手术组仅行椎板切除术，单纯损伤组、姜黄素处理组以

标定力量为７０ｇ力的动脉瘤夹压迫Ｔ９～Ｔ１０脊髓１ｍｉｎ，压迫数
秒后大鼠出现摆尾反射、双下肢痉挛性抽搐提示造模成功。仔

细止血并用庆大霉素冲洗术野，丝线缝合肌肉、皮肤，模型制备

完成。

１．４　动物给药方案及管理
　　大鼠适应性饲养３ｄ后造模并给药，姜黄素以二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）助溶。姜黄素处理组大鼠造模成功后于术后３０ｍｉｎ
按２００ｍｇ／ｋｇ给予首次腹腔注射姜黄素，共注射７ｄ。单纯损伤
组按相同方法给予等量生理盐水。单纯损伤组、姜黄素处理组

大鼠造模后每日按压膀胱排尿２次，间隔１２ｈ，２～３周后大鼠
排便功能基本恢复。实验过程中对实验动物的处置符合科技

部《关于善待实验动物的指导性意见》要求。

１．５　实验标本的采集
　　造模后在各时相点麻醉大鼠后开胸，经左心室插管快速灌
注约１００ｍＬ生理盐水，直至右心耳溢出清亮液体，再以含浓度
为４％多聚甲醛的磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝７．４）２５０ｍＬ灌注至大
鼠四肢及躯干僵硬。将大鼠脊柱完整从躯干上分离，小心解剖

椎管将脊髓完整取出，以脊髓损伤部位为中心取２ｃｍ脊髓组
织，置入４％多聚甲醛溶液于４℃冰箱固定２４ｈ，再入３０％蔗
糖溶液中脱水至组织标本沉底后取出，常规石蜡包埋，石蜡切

片机（Ｌｅｉｃａ）作厚为５μｍ的纵行连续切片备用。同法在低温
环境下取脊髓新鲜组织标本，于－８０℃冰箱中保存备用。

１．６　大鼠后肢功能行为学测试
　　大鼠脊髓损伤后分别于相应时相点采用ＢＢＢ（ｂａｓｓｏ，ｂｅａｔｔｉｅ
ａｎｄｂｒｅｓｎａｈａｎ）法［１１］和 Ｒｉｖｌｉｎ法斜板实验［１２］评估大鼠后肢功

能恢复情况。

　　ＢＢＢ评分：将动物置于测试平台后持续观察４ｍｉｎ，记录其
后肢的活动。０分表示后肢完全瘫痪无活动能力，２１分表示运
动能力正常。

　　斜板实验：将表面粗糙的橡胶垫固定于斜板上，逐渐增加
斜板与水平面之间的角度，直至大鼠刚好可在板上停留５ｓ，记
录这一角度值，每只大鼠测３次，取平均值。

１．７　免疫荧光染色
　　石蜡切片常规脱蜡复水后用含０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的 ＰＢＳ
浸洗，柠檬酸缓冲液（ｐＨ＝６．０）中行微波抗原修复，１０％正常
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山羊血清封闭，滴加兔抗大鼠 Ｎｅｓｔｉｎ一抗（１∶１０００）于４℃孵
育过夜；滴加山羊抗兔 ＩｇＧＦＩＴＣ二抗（１∶２００）室温孵育 １ｈ，
ＤＡＰＩ复染细胞核，抗荧光淬灭封片剂封片，激光共聚焦显微镜
（ｚｅｉｓｓＳＬＭ７８０）观察结果。同法行Ｔｕｊ１单标及 ＧＦＡＰ／ＣＳＰＧ双
标免疫荧光染色。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｗｎｔ３ａ及βｃａｔｅｎｉｎ的表达
　　各组标本提取脊髓损伤节段５０ｍｇ组织总蛋白测定其含
量，行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），转聚偏二氟乙
烯（ＰＶＤＦ）膜，封闭后加一抗 ４℃孵育过夜（ｗｎｔ３ａ１∶２０００，
βｃａｔｅｎｉｎ１∶４０００）；ＴＢＳＴ洗膜，加入二抗孵育２ｈ，再与化学发
光底物结合。结果用图像处理扫描仪扫描 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ胶片，
应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析各组条带的平均光密度值。

１．９　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ２０．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较行
独立样本ｔ检验，多组间比较行单因素方差分析。

２　结果

２．１　大鼠后肢功能行为学评价
２．１．１　ＢＢＢ评分　　假手术组大鼠行椎板切除术后后肢运动
能力无异常，评分均为２１分。单纯损伤组、姜黄素处理组大鼠
脊髓损伤后１ｄ行ＢＢＢ评分差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；自
１周开始各时相点单纯损伤组、姜黄素处理组大鼠后肢功能均
逐渐有所恢复，单纯损伤组于４周后达平台期，姜黄素处理组大
鼠在各时相点后肢功能恢复情况均优于单纯损伤组（Ｐ＜０．０５，
表１）。

表１　各组大鼠脊髓损伤后不同时间ＢＢＢ评分（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ １ｄ １周 ２周 ４周 ８周

假手术组 １２２１．００±０．００２１．００±０．００２１．００±０．００２１．００±０．００２１．００±０．００

单纯损伤组 ３０ ０．００±０．００ １．６７±０．８２ ５．１７±１．１７ ８．５０±１．０４ ９．１７±１．１７

姜黄素处理组 ３０ ０．１７±０．４１ ２．８３±０．７５ａ８．３３±１．０３ｂ１１．５０±１．０４ｂ１３．３３±１．０３ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与单纯损伤组比较

２．１．２　斜板实验　　假手术组大鼠行斜板实验可达７５°左右，
与正常大鼠比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。单纯损伤组、
姜黄素处理组大鼠脊髓损伤后１ｄ行斜板实验差异无显著性
（Ｐ＞０．０５）；自１周开始各时相点单纯损伤组、姜黄素处理组大
鼠行斜板实验的临界角度均逐渐升高，姜黄素处理组大鼠各时

相点所测的角度值均大于单纯损伤组（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　各组大鼠脊髓损伤后不同时间斜板实验角度值（°，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ １ｄ １周 ２周 ４周 ８周

假手术组 １２７３．９０±１．３８７３．３８±１．３４７３．９３±１．３１７２．３８±１．５７７４．２２±１．０２

单纯损伤组 ３０２０．３７±１．０３２３．９３±１．７６２８．８３±２．３１３４．０２±１．８７３７．７２±２．４３

姜黄素处理组 ３０２０．５５±０．８３３１．６５±１．５１ａ３８．３２±１．５５ａ４３．１５±１．７９ａ５１．２３±２．１６ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与单纯损伤组比较

２．２　免疫荧光染色观察
２．２．１　Ｎｅｓｔｉｎ　　单纯损伤组、姜黄素处理组脊髓损伤后１周
可见到 Ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞，其数量在２周时到达高峰，分散于损
伤区域附近的脊髓实质中，胞体为卵圆形或多角形，至４周时
未再见有Ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞，２组间无明显差异（图１）。

!! "! #!

"
#

$
%

&
'

(
)

*
+

&

↑：Ｎｅｓｔｉｎ阳性神经干细胞
图１　激光共聚焦显微镜下观察脊髓损伤后不同时间损伤区域附近脊髓

实质Ｎｅｓｔｉｎ表达　（×４００）

２．２．２　Ｔｕｊ１　　单纯损伤组于脊髓损伤后１周在紧邻损伤中
心５ｍｍ范围内的灰质中偶可见到 Ｔｕｊ１阳性细胞及少量呈丝
状表达的Ｔｕｊ１阳性神经元突起，２周时在个别脊髓组织中可见
少数Ｔｕｊ１阳性神经元细胞，且形态不典型，４周时 Ｔｕｊ１表达明
显减弱；姜黄素处理组于脊髓损伤后１周在紧邻损伤区域的灰
质中可见多个Ｔｕｊ１阳性细胞密集排列，于伤后２周达到高峰，
呈现出典型的神经元形态，细胞核大而圆并可见核仁，部分神

经元细胞可见到沿脊髓长轴方向伸出的树突或轴突，４周时表
达逐渐减弱 （图２）。
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图２　激光共聚焦显微镜下观察脊髓损伤后不同时间损伤区域附近
脊髓实质Ｔｕｊ１表达　（×４００）

２．２．３　ＧＦＡＰ、ＣＳＰＧ　　脊髓损伤后２周，单纯损伤组可见损
伤区域周边部分星形胶质细胞被活化，胞体肿大，黄素处理组

亦可见上述情况，但相对较轻；４周时在损伤中心部位形成囊
腔，在靠近其边缘的脊髓组织中，单纯损伤组可见星形胶质细

胞密集排列，其胞体明显肿胀，突起广泛相互重叠交错，ＧＦＡＰ
表达呈强阳性，形成胶质瘢痕，同时伴有细胞外基质ＣＳＰＧ的阳
性表达，黄素处理组中被活化的星形胶质细胞局限于囊腔边

缘，排列稀疏，突起较短，胶质瘢痕形成较轻，ＣＳＰＧ表达亦较
弱；至８周时单纯损伤组已形成稳定的胶质瘢痕，黄素处理组较
４周时无明显变化（图３）。
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＊：损伤中心囊腔
图３　激光共聚焦显微镜下观察脊髓损伤后不同时间ＧＦＡＰ、

ＣＳＰＧ的表达　（×４００）

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各时间点 Ｗｎｔ３ａ、βｃａｔｅｎｉｎ蛋
白的表达

　　假手术组大鼠脊髓组织在各时间点的 Ｗｎｔ３ａ、βｃａｔｅｎｉｎ表
达量均很低且无明显差异（Ｐ＞０．０５）；单纯损伤组在 １ｄ时
Ｗｎｔ３ａ、βｃａｔｅｎｉｎ表达量即明显升高，１周时达到高峰，４周后明
显减弱，８周时恢复正常水平；姜黄素处理组中Ｗｎｔ３ａ、βｃａｔｅｎｉｎ
的表达量与单纯损伤组趋势相似，但各时间点的表达量均显著

高于单纯损伤组（Ｐ＜０．０５，图４）。
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１：１ｄ；２：１周；３：２周；４：４周；５：８周
ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与单纯损伤组比较

Ａ、Ｂ：分别为Ｗｎｔ３ａ、βｃａｔｅｎｉｎＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ、Ｄ：分别为
Ｗｎｔ３ａ、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达半定量分析结果
图４　各组大鼠脊髓损伤后不同时间点Ｗｎｔ３ａ、βｃａｔｅｎｉｎ的表达

３　讨论

　　本研究通过应用姜黄素干预大鼠脊髓损伤发现损
伤后在损伤区域附近的脊髓实质中出现了Ｎｅｓｔｉｎ阳性
的神经干细胞，证实了成年哺乳动物处于静息态的

ＥＮＳＣｓ在脊髓损伤后被激活。Ｔｕｊ１是神经元前体细
胞标记物，表达于神经元的胞体及突起，而神经元前体

细胞是由神经干／祖细胞分化而来。本研究发现脊髓
损伤后在紧邻损伤中心区域的灰质中几乎看不到神经

元前体细胞，而给予姜黄素治疗发现Ｔｕｊ１阳性神经元
前体细胞数量明显增多，说明姜黄素可诱导 ＥＮＳＣｓ向
神经元方向分化。本研究还发现通过应用姜黄素干预

脊髓损伤可明显抑制损伤后星形胶质细胞的活化，减

轻胶质瘢痕的形成，同时抑制星形胶质细胞外基质分

子的产生，有利于新生神经组织的轴突再生。

　　ＮＳＣｓ的发现打破了中枢神经系统损伤后无法再
生的传统观念，在成年哺乳动物脊髓中发现神经干细

胞使得诱导 ＥＮＳＣｓ治疗脊髓损伤成为可能。在正常
情况下，这些内源性神经干细胞大多数处于静止状态，

而在脊髓损伤后这些内源性神经干细胞被大量激活，

其增殖分化水平显著提高［４，１３］。进一步研究发现，脊

髓损伤后被激活的内源性神经干细胞大多数分化为星

形胶质细胞参与了胶质瘢痕的形成，而很少分化为神

经元［１４］。胶质瘢痕不仅在空间上抑制神经再生［１５］，

构成胶质瘢痕的细胞内基质和细胞外成分对神经再生

也有明显抑制作用［１６］。本实验室前期的研究也证实

胶质瘢痕阻碍了神经轴突的再生［１７］。因此，我们想到

在脊髓损伤后给予适当的干预，减轻胶质瘢痕的形成，

并使损伤后被激活的 ＥＮＳＣｓ更多地分化为神经元而
减少向星形胶质细胞分化的比例，从而改善 ＳＣＩ后
神经功能的康复。本研究发现姜黄素具有上述良好

的生物学效应，可明显改善大鼠脊髓损伤后后肢功

能的恢复。

　　临床中常见的脊髓损伤病例是由机械外力作用导
致脊椎骨折、脱位等造成的脊髓挫伤及挤压伤，脊髓的

完整性及连续性没有遭到破坏，并且大多数病例是脊

髓腹侧与背侧同时受压，因此，本实验所采用的脊髓夹

伤模型是与临床实际最为接近的损伤模型［１０，１８］。

　　本实验研究了姜黄素与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
之间的关系。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路首先被发现在
胚胎神经干细胞发育中起关键调控作用［１９］，在成体动

物的研究中发现，Ｗｎｔ３的过表达能显著促进成年海马
的神经发生，提高神经元分化的比例［２０］；施加 ＧＳＫ３β
抑制剂使 βｃａｔｅｎｉｎ在细胞内聚集能促进成年鼠室管
膜下区神经前体细胞的增殖并向神经元分化［２１］。在
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成年大鼠的脊髓损伤模型中给予外源性 Ｗｎｔ３ａ能使
内源性神经干细胞更多的分化为神经元［２２］。本实验

发现脊髓损伤后Ｗｎｔ３ａ及βｃａｔｅｎｉｎ的表达明显上调，
并且其表达量的趋势与 ＥＮＳＣｓ的增殖一致，故认为
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路参与了损伤后 ＥＮＳＣｓ的增殖
过程，而应用姜黄素干预脊髓损伤发现 Ｗｎｔ３ａ及 β
ｃａｔｅｎｉｎ的表达量进一步上调，同时ＥＮＳＣｓ向神经元分
化。因此，我们推测姜黄素正是通过激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路促进脊髓损伤后被激活的 ＥＮＳＣｓ更多地
向神经元方向分化，从而改善大鼠脊髓损伤的预后。

　　在多个研究中发现姜黄素可通过抑制核转录因子
κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐａａＢ，ＮＦκＢ）的活性而产生较强
抗炎作用，从而起到神经保护作用［２３］。对脑缺血模型

的研究发现，姜黄素可通过改善线粒体功能的紊乱、降

低细胞色素Ｃ的水平、抑制 ｃａｓｐａｓｅ３的活化、抑制氧
化应激反应等途径阻止神经细胞的凋亡［８－９］。本课题

组在前期的研究中也发现，姜黄素可抑制脊髓损伤后

急性期的炎症反应，减少神经细胞的凋亡，缩小损伤后

期空洞的范围，起到神经保护的作用［２４］。Ｃｅｍｉｌ等［２５］

的研究也显示姜黄素在脊髓损伤后早期即可通过抑制

氧化应激反应从而保护神经功。综上所述，我们认为

姜黄素对脊髓损伤后神经功能修复的作用是通过其多

种生物学效应而实现的。
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