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抑制钙蛋白酶对大鼠脊髓损伤后神经功能保护作用研究 

杨 函，王 松，康建平，丁裕明 

(西南医科大学附属医院脊柱外科，泸州 646000) 

【摘 要】目的：探讨钙蛋白酶抑制剂E一64一D对大鼠脊髓损伤后神经功能保护作用。方法：制备大鼠脊髓损伤模型，并将造模 

成功的大鼠随机分为脊髓损伤组(24只)和脊髓损伤干预组(24只)。另选取 10只正常大鼠作为对照组，仅行假手术。脊髓损伤 

干预组在术后给予E一64一D静脉微量泵入。在术后 1、7、14 d和28 d时( =6)对大鼠脊髓 Calpain一1 mRNA水平进行检测，并且 

对大鼠后肢功能进行评价。采用 HE和Nissl染色法对大鼠伤处脊髓组织进行染色和评价。结果：对照组大鼠Calpain一1 mRNA 

水平在不同时间点之间无统计学差异，而脊髓损伤组和脊髓损伤干预组在不同时间点之间的差异均具有统计学意义，呈逐渐 

下降趋势(P<O．05)。在第28天时，脊髓损伤干预组和对照组 Calpain一1 mRNA表达水平差异无统计学意义(P>0．05)。脊髓损伤 

组和脊髓损伤组干预组大鼠Tarlov评分和斜板实验结果在术后3个时间差异均具有统计学意义(P<0．05)，并且脊髓损伤组干 

预组大鼠运动功能恢复情况显著优于脊髓损伤组大鼠。脊髓损伤组干预组大鼠神经元染色形态及数量均优于脊髓损伤组大 

鼠。结论：抑制钙蛋白酶能够抑制脊髓损伤后神经元的凋亡及坏死，促进脊髓功能恢复。 
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Protective effect of Calpain inhibitor E一64一D On nerve function 

after rats spinal cord injury 
Yang日帆 ，WangSong，KangJianping，Dingyuming 

(Department of spine Surgery，the Affiliated Hospital of Southwest Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the protective effect of Calpain inhibitor E一64一D on nerve function after rat spinal cord injury． 

Methods：Rats spinal cord injury model was prepared by Allen’S method．The successful models of rats with spinal cord injury were 

randomly divided into injury group(n=24)and intervention group(n---24)．Another 10 normal rats were selected as the control group， 

and only received sham surgery．Spinal cord injury intervention group were given E-64-D by intravenous injection in the post——oper- 

ation．Rat spinal cord calpain一1 mRNA levels and hindlimb function were detected and evaluated on the 1
，7，14 d and 28 d(n=6 at 

each time point)after operation．Rat tissues of spinal cord were evaluated by HE and Nissl staining．Results：There was no significant 

difference in Calpain一1 mRNA levels of control group at different time points，while differences existed between spinal cord injury 

group and spinal cord injury intervention group at different time points(P<0．05)．On 28 d，Calpain-1 mRNA expression level of the 

spinal cord injury intervention group and control group had no significant difference(P>0．o5)．Tarlov score and inclined plane test 

results between pinal cord injury group and spinal cord injury intervention group had significant differences on the postoperative 7， 

l4．28 d(P<0．05)．Motor function of spinal cord injury intervention group was better than that of spinal cord injury group．Neurons 

form and quantity of spinal cord injury intervention group were better than those of spinal cord injury group．Conclusion：Inhibiting 

Calpain after spinal cord injury can prevent neuronal apoptosis and necrosis，and promote the recovery of spinal cord function． 

【Key words]Calpain；spinal cord injury；neumlogical function 

全球每年因为高处坠落、机动车交通事故等原 

因引起的脊髓损伤(spinal cord injury．SCI)发病率 

约为(30 40)／100万。脊髓损伤的产生往往给临床 

治疗带来很大的挑战，甚至对患者家庭和社会带来 
一 系列问题【l_。由于脊髓损伤原发性和继发性的致 

伤因素。可使得神经细胞死亡或凋亡并引起患者暂 

时或永久性的感觉和运动功能障碍[2]。目前的研究 

结果表明脊髓损伤后的主要病理变化为炎性细胞 

浸润、各种因素引起的细胞凋亡、胶质细胞增生等 

反应[31。如何在脊髓损伤后的早期进行干预并极大 

程度的降低损失水平，这是临床医生亟待解决的课 

题之一。尽管脊髓损伤后引起细胞坏死和凋亡的机 

制很多，但目前的研究认为细胞内钙离子内流是神 

经细胞毒性坏死的共同通路。钙离子引起的下游生 

化级联反应 ，主要是由钙蛋白酶(Calpain)所介导 。 

为了进一步的了解钙蛋白酶在脊髓损伤后所起的 

作用．本实验拟采用 Allen’S法构建大鼠脊髓损伤 

模型，在损伤早期应用钙蛋白酶抑制剂(E一64一D)后 

观察脊髓功能恢复及组织结构改变，为后期实验及 

临床应用提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 一般资料 

选取成年 sD雄性大鼠63只。购 自我院实验动物中心， 

体质量为180—230 g。将大鼠适应性的喂养 1周后，其中5只 

动物因造模死亡，未进入实验．将剩余实验动物随机分到对 

照组(A组，10只)、脊髓损伤组(B组，24只)和脊髓损伤干 

预组(C组，24只)。 

主要试剂：主要试剂如下 ：E一64一D(货号 E8640，Sigma公 

司，USA)，Trizol(货号 15596018，Invitrogen公司，USA)和PCR 

试剂盒(货号 4472920，Invitrogen公司，USA)。 

1．2 大鼠急性脊髓损伤模型制作 

采用戊巴比妥钠40 mg／kg剂量对大鼠进行腹腔注射麻 

醉，将麻醉后大鼠俯卧位固定于手术台上。以T10棘突为中 

心．将背部正中的毛剃光，裸露背部皮肤，常规碘伏消毒后铺 

巾。逐层切开大鼠背部皮肤、分离棘突两侧竖脊肌，暴露棘突 

和椎板，采用咬骨钳将 TIO棘突和椎板咬掉 ，暴露脊髓，不损 

坏硬脊膜，保证硬脊膜完整。根据 Allen’S脊髓损伤造模方 

法，采用质量为20 g的不锈钢打击材料，打击头部呈凹形， 

打击高度为3 cm，当脊髓充血，大鼠双下肢出现痉挛性抖动， 

尾巴呈痉挛性摆动，视为造模成功。击打完毕后，生理盐水冲 

洗伤口，逐层缝合肌肉和皮肤。对照组大鼠仅暴露脊髓，不进 

行打击。术后给予大鼠5万u青霉素注射预防感染，每Et更 

换垫料保持干燥 ，每次对大鼠进行 2次膀胱按摩 ，促进 自主 

排尿反射的建立。各组中动物如有死亡，随时进行补充。 

1．3 钙蛋白酶抑制剂(E一64一D)干预 

脊髓损伤组大鼠在造模完成后不进行 E一64一D静脉 

注射。而脊髓损伤干预组大鼠在造模完成后采用 E一64一D 

(1 mg／kg)剂量，通过大鼠尾静脉微量泵注射，持续 12 h。对 

照组和脊髓损伤组则采用相同计量的生理盐水进行尾静脉 



重庆医科大学学报2016年第41卷第8期 (Journal of Chongqing Medical University 2016．VOI．41 No．8) 一 81 5一 

注射。各组动物在术后 1、7、14 d和28 d 4个时间点每个时 

间点处死3只大鼠，并获取病理标本进行检测。 

1．4 Calpain一1 mRNA表达检测 

从各组脊髓标本中分离总 RNA；取 1 Ixg RNA采用 RT— 

PCR试剂盒合成 cDNA。Calpain一1 mRNA采用qRT-PCR实 

验测定。Calpain-1上游引物：5’_AAACTCCCc1TI1CCCCAGGAT_ 

3’．下游引物：5’一AAACTGGAGGGAAGGCATCG-3’。GAPDH 

上游引物：5’-ACAGCAACAGGGTGGTGGAC一3’，下游引物： 

5’一TITGA—GGGTGcAGcGAAc IT．3’。反应参数：94℃45 S， 

55℃30 s，72℃45 s，35 cycles。以磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH) 

为内参，采用2 法对定量结果进行分析，获得Calpain一1 

mRNA的相对表达量。 

1．5 大鼠运动功能评价 

分别于伤后 1、7、14、28 d采用改良Tadov评分及 Rivilin 

斜板试验进行动物后肢功能评价，Tarlov评分及斜板试验均 

由3名接受过培训但非本实验设计人员完成。斜板实验是将 

大鼠头朝右横放在改良的Rivilin斜板上，从水平位置(0。) 

起渐增大角度，以大鼠能够在板上停留5 S而不跌落的最大 

角度来评分，重复3次并计算平均值。改良Tarlov评分是对 

动物后肢功能进行评分，评分标准为：(1)0分：完全瘫痪，针 

刺时下肢无反应；(2)1分：完全瘫痪，针刺时下肢有反应，但 

肢体不能活动；(3)2分：肢体可活动，但不能站立或站立不 

稳(<5 s)；(4)3分：可站立，但无法行走；(5)4分：可行走数 

步，但不稳定；(6)5分：能缓慢行走，但不灵活，存在一定缺 

陷；(7)6分 ，正常行走。 

1．6 组织形态学评价 

对各组大鼠不同时间点脊髓标本进行固定并逐步包蜡． 

切片。脊髓形态检测采用 HE染色。对神经细胞形态及尼氏 

体结构则采用Nissl染色进行评价。 

1．7 统计学处理 

所有数据均采用SPSS 17．0软件进行，计量资料采用均 

数 ±标准差 (x±s)形式表示，多组 比较采用方差分析 ，组间 

比较采用 LSD—t法。检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 各组大鼠术后一般情况 

在实验期间，对照组大鼠无死亡发生。脊髓损伤组大鼠 

有 3只死亡，而脊髓损伤干预组大鼠有 2只死亡，并且均在 

实验中及时补齐。大鼠死亡原因主要为泌尿系统感染、动物 

对麻药耐受较差及尿潴留等。对照组大鼠术后未见后肢感觉 

及运动障碍。脊髓损伤组大鼠术后出现双后肢感觉及运动功 

能丧失，随着时间的延长，双后肢逐渐拖步，爬行，大鼠股四 

头肌力量较弱。脊髓损伤干预组大鼠在术后初期后肢感觉及 

运动功能丧失，其在早期即逐渐恢复部分感觉及运动功能。 

2．2 各组大鼠 Calpain一1 mRNA表达 

各组大鼠Calpain一1 mRNA表达如图 1所示，可见对照 

组Calpain一1 mRNA水平大鼠在不同时间点之间无统计学差 

异，而脊髓损伤组和脊髓损伤干预组在不同时间点之间的差 

异均具有统计学意义，呈逐渐下降趋势(P<0．05)。经过析因 

分析。分组主效应具有统计学意义( 8．514，P=0．004)，时间 

主效应具有统计学意义(F=5．321，P=-0．017)，并且分组和时间 

交互效应也具有统计学意义( 7．973，P=0．oo8)。脊髓损伤组 

大鼠脊髓组织Calpain一1 mRNA表达水平在各个时间点均显 

著高于对照组和脊髓损伤干预组(P<0．05)。在第28天时，脊 

髓损伤干预组和对照组 Calpain一1 mRNA表达水平差异无统 

计学意义(P>0．05)。 

辍 

盆 
舌 

Day 1 Day 7 Day 14 Day28 

图 1 各组大鼠 Calpain一1 mRNA表达(i±S。n=6) 

Fig．1 Expression of Calpain-1 mRNA levels of rats 

in each group(i±S。n=6) 

2_3 大鼠后肢运动功能评分 

大鼠后肢运动功能评分如表 1和表2所示。脊髓损伤组 

和脊髓损伤组干预组大鼠在术后 1 d时。Tarlov评分和斜板 

实验结果无统计学差异(P>0．05)，而在 7、l4、28 d这 3个时 

间点，两组大鼠在Tarlov评分和斜板实验结果上的差异均具 

有统计学意义(P<0．05)．并且脊髓损伤干预组大鼠运动功能 

恢复情况显著优于脊髓损伤组大鼠。 

2．4 组织学评价 

HE染色(图2)给出了28 d时3组大鼠的脊髓组织 HE 

染色情况。可见对照组大鼠神经元和神经胶质细胞结构和形 

态均正常。未见明显水肿。脊髓损伤组大鼠的神经元呈空泡 

变性。核固缩、核溶解等现象存在，中央管结构有破坏。而脊 

表 1 各组大鼠术后各时相点改良Tarlov评分 (x±S。n=6) 

Tab．1 Modified Tarlov score of rats in each group during different time points postoperatively(i±s。n=6) 
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注模型，大鼠均表现有不同程度的后肢运动障碍，这 

种障碍程度往往轻于脊髓创伤的大鼠。但对脊髓缺 

血再灌注损伤后的大鼠早期应用E一64一D后，大鼠的 

神经功能恢复明显优于未应用 E一64一D的大鼠【”】。 

本研究采用 Allen’s法对大鼠造脊髓损伤模 

型。然后对脊髓损伤干预组大鼠伤后采用静脉微量 

泵人 E一64一D。本研究发现对照组大鼠 Calpain一1 

mRNA表达在几个时间点未见明显的波动．而脊髓 

损伤组大鼠在 1 d时 Calpain一1 mRNA显著高于其 

余各组，但随着时间的延长，其表达水平逐渐下降。 

脊髓损伤干预组大鼠在各个时间点的 Calpain一1 

mRNA水平均显著小于脊髓损伤组大鼠。到 28 d 

时。脊髓损伤干预组和对照组 Calpain一1 mRNA表达 

水平差异无统计学意义。这也表明经过 28 d后，E一 

64一D的干预作用使得脊髓损伤干预组大鼠的Cal— 

pain一1基因水平恢复到接近正常水平。在对大鼠后 

肢运动功能的评价中，发现脊髓损伤组和脊髓损伤 

组干预组大鼠在术后 1 d时，Tarlov评分和斜板实 

验结果无统计学差异，而在 7、14、28 d这3个时间点， 

两组大鼠在 Tarlov评分和斜板实验结果上的差异 

均具有统计学意义，并且脊髓损伤组干预组大鼠运 

动功能恢复情况显著优于脊髓损伤组大鼠。由于对 

照组大鼠仅进行了假手术，因此其在改良Tarlov评 

分和斜板实验中均处于正常的最高值。因此并未将 

其纳入表格中比较。但通过其余两组的比较，明显 

发生脊髓损伤干预组大鼠28 d时 Tarlov评分为 

(4．87±0．63)分，明显高于脊髓损伤组，并且接近 6 

分的正常值。在随后的组织学评价中．又从形态学 

印证了上述结论。28 d时HE染色显示脊髓损伤干 

预组大鼠神经元胞体形态正常，神经元数量较脊髓 

损伤组有所改善。Nissl染色显示脊髓损伤干预组大 

鼠神经元结构较脊髓损伤组有所改善，但仍有一定 

程度的不规则，神经元数量少于对照组，神经胞体 

接近正常，无弥散现象发生。 

综上所述，E一64一D可以有效的降低脊髓损伤 

后脊髓组织 Calpain基因表达水平，提高脊髓损伤 

后神经功能的恢复。因此将Calpain作为抑制靶点 

可以为未来治疗脊髓损伤带来新的方法和思路。然 

而 Calpain是如何减轻脊髓损伤后的继发伤害程 

度 ，这仍需要进行大量而深人的机制研究 ，揭开其 

在脊髓损伤后神经元坏死和凋亡中的作用，为临床 

的应用提供更有价值的线索[12-131。 
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