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珍宝丸介导 NF-κB/p65通路对脊髓损伤大鼠的神经保护作用

王 兴 1，李斯琴 2，张葆鑫 3，阿日奔吉日嘎拉 1　（1. 巴彦淖尔市医院脊柱科，内蒙古 巴彦淖尔 015000；2.巴彦淖尔市医院神

经外科，内蒙古 巴彦淖尔 015000；3. 内蒙古医科大学第二附属医院创伤骨科，内蒙古 呼和浩特 010050）

［摘 要］　目的　探讨珍宝丸对脊髓损伤大鼠的神经保护作用及相关机制。方法　60只 SD大鼠随机均分为对照组、模型组

和珍宝丸组，对照组大鼠仅暴露脊髓，模型组和珍宝丸组大鼠均构建脊髓损伤模型。造模成功后，珍宝丸组大鼠给予口服 0. 6 g/kg
珍宝丸干预治疗，间隔 24 h给药 1次，持续给药 28 d，对照组和模型组大鼠则给予相同剂量的生理盐水灌胃。采用巴索·比蒂·布雷

斯纳汉（BBB）评分法评估干预治疗前和治疗后 4 周各组大鼠运动行为学变化；实验结束取大鼠脊髓组织标本，通过 HE 染色和

TUNEL染色法观察评估大鼠脊髓组织病理学变化及神经细胞凋亡情况；通过 qRT-PCR法检测炎症因子TNF-α、IL-6和 IL-10的表达

情况；采用Western blot法检测核因子κB（NF-κB）/p65通路相关蛋白的表达情况。结果　干预治疗后4周，模型组大鼠BBB评分低于

对照组，珍宝丸组大鼠BBB评分高于模型组，差异均有统计学意义(P<0. 05)。对照组大鼠脊髓组织结构、形态正常；模型组大鼠脊髓

组织结构紊乱，有明显出血、坏死、水肿，大量炎性细胞浸润；珍宝丸组大鼠脊髓组织病变程度较模型组明显减轻。珍宝丸组脊髓组织

细胞凋亡数较模型组减少，差异有统计学意义（P<0. 05）。与对照组相比，模型组脊髓组织中TNF-α和 IL-6表达升高，IL-10表达下降，

差异均有统计学意义（P<0. 05）；与模型组相比，珍宝丸组脊髓组织中TNF-α和 IL-6表达显著降低，IL-10表达显著升高，差异均有统

计学意义（P<0. 05）。模型组大鼠脊髓组织中NF-κB/p65和 p-NF-κB/p65蛋白表达均较对照组上调，差异有统计学意义（P<0. 05）；珍

宝丸组大鼠脊髓组织中NF-κB/p65和p-NF-κB/p65蛋白表达均较模型组下调，差异有统计学意义（P<0. 05）。结论　珍宝丸治疗能够

有效改善脊髓损伤大鼠行为学症状，减轻其病理变化，具有神经保护作用，其作用机制可能与阻断NF-κB/p65通路、抑制炎症因子表

达有关。

［关键词］ 珍宝丸；脊髓损伤；神经损伤；NF-κB/p65通路

［中图分类号］ R285.5 ［文献标志码］ A ［收稿日期］ 2023-10-30

Neuroprotective effect of Zhenbao pill mediated NF-κB/p65 pathway on rats with spinal cord injury
WANG Xing1，LI Si-qin2，ZHANG Bao-xin3，Aribenjirigala1　（1. Department of Spine，Bayannur City Hospital，Bayannur Inner 
Mongolia 015000， China； 2. Department of Neurosurgery， Bayannur City Hospital，Bayannur Inner Mongolia 015000，China； 3. Department 
of Traumatic Orthopedics， the Second Affiliated Hospital of Inner Mongolia Medical University， Hohhot Inner Mongolia 010050， China）

Abstract: Objective　To explore the neuroprotective effect and related mechanism of Zhenbao pill on rats with spinal cord injury.
Methods　A total of 60 SD rats were randomly divided into the control group， the model group and the Zhenbao pill group.  Rats in the 
control group only exposed the spinal cord， and rats in the model group and the Zhenbao pill group established spinal cord injury models.  
After the model was successfully established， rats in the Zhenbao Pill group was given 0. 6 g/kg Zhenbao pill orally once every 24 hours for 
28 days， and rats in the control group and the model group were given the same dose of normal saline by gavage.  Basso，Beattie，Bresnahan 
（BBB） score was used to evaluate the changes in motor behavior of rats in each group before and 4 weeks after intervention treatment.  At the 
end of the experiment， the spinal cord tissue samples were collected， and the histopathological changes and apoptosis of nerve cells were 
observed and evaluated by HE staining and TUNEL staining.  The expression of inflammatory factors TNF-α， IL-6 and IL-10 was detected by 
qRT-PCR.  The expression of nuclear factor κB （NF- κB）/p65 pathway related proteins was detected by Western blot. Results　 After 
4 weeks of intervention treatment，the BBB score of rats in the model group was lower than that in the control group， and the BBB score of rats 
in the Zhenbao pill group was higher than that in the model group， and the differences were statistically significant （P<0. 05）.  The structure 
and morphology of spinal cord tissue of rats in the control group were normal； the spinal cord tissue structure of rats in the model group was 
disordered，with obvious bleeding， necrosis and edema，and a large number of inflammatory cells infiltrated；the degree of lesion of spinal 
cord tissue of rats in the Zhenbao pill group was significantly reduced than that in the model group. The number of apoptosis of spinal cord 
tissue in the Zhenbao pill group was decreased compared with that in the model group，and the difference was statistically significant 
（P<0. 05）.  Compared with the control group， the expressions of TNF-α and IL-6 in spinal cord tissue in the model group were increased， 
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while the expression of IL-10 was decreased，with statistically significant differences （P<0. 05）. Compared with the model group，the 
expressions of TNF-α and IL-6 in spinal cord tissue in the Zhenbao pill group were significantly decreased， while the expression of IL-10 was 
increased， with statistically significant differences （P<0. 05）.  The protein expressions of NF-κB/p65 and p-NF-κB/p65 in spinal cord tissue 
of rats in the model group was up-regulated compared with those in the control group， and the differences were statistically significant 
（P<0. 05）； the protein expressions of NF- κB/p65 and p-NF- κB/p65 in spinal cord tissue of rats in the Zhenbao pill group were down-

regulated compared with those in the model group， and the differences were statistically significant （P<0. 05）. Conclusion　Zhenbao pill 
can effectively improve the behavioral symptoms of rats with spinal cord injury， alleviate its pathological changes， which has neuroprotective 
effects.  Its mechanism may be related to blocking the NF-κB/p65 pathway and inhibiting the expression of inflammatory factors.

Keywords: Zhenbao pill； spinal cord injury； nerve injury； NF-κB/p65 pathway

脊髓损伤是常见的中枢神经系统损伤疾病，是指受

内、外因作用导致脊髓出现结构和功能损害，易引发损

伤平面以下脊髓神经功能障碍及感觉、运动功能丧失，

据统计全球脊髓损伤发生率呈逐年上升趋势，严重损伤

患者身心健康，并给社会造成巨大经济负担[1]。研究证

实，脊髓损伤后继发炎症反应是影响脊髓功能恢复的重

要原因[2-3]。核因子κB（nuclear factor κB，NF-κB）是一种

具有多种生理功能的转录因子，正常状态下其呈无活性

三聚体状态，当机体受到损伤刺激后则会激活 NF-κB/
p65 通路，促进 TNF-α、IL-6 等炎症因子表达，进一步加

重组织损伤[4]。同时炎症反应使脊髓微环境处于应激

状态，多种因素作用会导致脊髓周围神经元变性，加速

神经元细胞凋亡，是脊髓损伤的重要病理表征[5]。故抑

制神经系统炎症反应及神经元细胞凋亡，恢复损伤后神

经功能是脊髓损伤目前研究的重点。蒙药额尔敦-乌
日勒又称珍宝丸，是一种常用的中成药，现代药理学研

究发现其具有修复破损的神经细胞，抑制细胞凋亡，促

进细胞再生与修复，增强机体抗氧化水平等作用[6]。朱

晓宇等[7]报道，珍宝丸对斑马鱼外周运动神经损伤及髓

鞘损伤具有促再生作用。金光明等[8]报道，联合珍宝丸

治疗能够明显促进脑梗死患者神经功能恢复，改善炎症

反应。飞翔等[9]研究报道，珍宝丸治疗能够减少急性脊

髓损伤大鼠脊髓神经元细胞凋亡，增强抗氧化能力，发

挥神经保护作用，对急性脊髓损伤的治疗具有明显的辅

助作用[10]。然其发挥作用的分子机制仍不明确，且报道

有限。因此本研究通过构建脊髓损伤大鼠模型，探讨珍

宝丸对脊髓损伤大鼠的神经保护作用及相关分子机制，

以期为脊髓损伤的防治提供更多依据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

60只SPF级健康SD大鼠，8周龄，体质量170~220 g，平
均（190±20）g，均购自北京维通利华 [生产许可证号：

SCXK(京)2021-0011]。饲养条件：温度（26±2）℃，湿度

（56±4）%，12 h昼夜交替，分笼饲养，自由进食水。

1. 2　实验试剂及仪器

珍宝丸（内蒙古蒙药股份有限公司）；HE染色试剂

盒（上海信裕生物科技有限公司）；TUNEL 染色试剂盒

（北京博尔迈生物技术有限公司）；BCA蛋白定量试剂盒

（北京百奥莱博科技有限公司）；反转录试剂盒[翌圣生

物科技(上海)股份有限公司]；兔抗鼠NF-κB/p65单克隆

抗体、辣根酶偶联抗兔 IgG 抗体（北京中杉金桥生物技

术有限公司）。蛋白凝胶电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；

PCR仪（上海赛默生物科技发展有限公司）；低温高速离

心机（美国Thermo Fisher Scientific公司）；PCR引物由上

海生工生物设计合成。

1. 3　模型建立

所有大鼠适应性喂养 1 周，随机均分为对照组、模

型组、珍宝丸组，每组 20只。对照组大鼠仅暴露脊髓，

不损伤脊髓。模型组和珍宝丸组大鼠均建立脊髓损伤

模型：腹腔注射 30 mg/kg 1%戊巴比妥钠进行麻醉，俯卧

位固定大鼠，剃除背部皮毛，以 T8 棘突为中心，作

1个 2~3 cm 的纵行切口，切开并显露 T7~T12椎板，切除

T10椎板与棘突，充分显露脊髓，使用 10 g的冲击棒垂直

坠下打击脊髓中心位置，大鼠出现摆尾反射，双后肢回

缩扑动后瘫痪即表示造模成功。待伤口缝合后，立即给

予大鼠腹腔注射生理盐水以补充体液，每天按摩大鼠膀

胱协助其排尿，每日早晚各 1次，持续 1周，至大鼠建立

反射排尿。

1. 4　术后治疗

造模成功后 24 h，珍宝丸组大鼠给予 0. 6 g/kg珍宝

丸口服，每间隔 24 h 给药 1 次，持续给药 28 d。对照组

和模型组大鼠给予相同剂量的生理盐水灌胃。

1. 5　行为学评估

分别在干预治疗前及干预治疗后 4周采用巴索·比

蒂·布雷斯纳汉（Basso, Beattie, Bresnahan，BBB）评分[11]

评估各组大鼠双后肢运动功能情况，总评分 0~21 分，

0分表示无可见活动，21分为功能正常，评分越高表明

活动越接近正常，评估3次取均值。

1. 6　观察脊髓组织病理学变化

实验结束后麻醉处死所有大鼠，取各组大鼠脊髓组
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织包埋制成标本，5 μm 切片，60 ℃烘箱烤片 2 h，根据

HE染色试剂盒步骤进行染色，待操作完成后采用梯度

乙醇脱水，二甲苯透明，中性胶封片，静置 12 h，于光学

显微镜下观察。

1. 7　观察脊髓损伤组织细胞凋亡情况

取包埋后各组大鼠脊髓组织标本，5 μm 切片，于

10%中性甲醛溶液中固定10 min，浸入PBS冲洗2次，于

含 2% 过氧化氢的 PBS中再次固定 5 min。采用 TUNEL
试剂盒进行染色，完成后滴加按比例配置的TdT酶缓冲

液，室温孵育1 h，荧光显微镜下观察。

1. 8　检测脊髓组织中炎症因子的表达

取 50 mg脊髓损伤组织，研磨匀浆，提取总 RNA 并

测定其浓度，使用反转录试剂盒反转录为 cDNA，以此

作为模板配置 PCR 反应体系，行实时定量聚合酶链反

应（quantitative real time polymerase chain reaction，
qRT-PCR）分析，反应条件：95 ℃预变性 60 s；95 ℃变性

30 s，60 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 15 s，40 个循环。根据

2-ΔΔCt法计算mRNA相对表达量。引物序列见表1。

1. 9　 Western blot 检测脊髓组织中 NF- κB、p65 蛋白

表达

取各组大鼠脊髓组织，研磨匀浆后加入蛋白裂解

液，提取总蛋白，BCA法检测蛋白浓度。取蛋白样品进

行凝胶电泳，先用 80 V 恒压电泳 1 h，待样品跑至分离

胶时，电压调整为 120 V，样品跑至底部后关闭电源，取

出分离胶，转至 PVDF 膜，加入封闭液孵育 1 h，TBST洗

膜3次，加入NF-κB/p65（1∶1 000）、p-NF-κB/p65（1∶1 000）
一抗，4 ℃孵育过夜，次日加入二抗，室温孵育 2 h，TBST
洗膜，加入ECL化学发光液，曝光采集图像，根据 Image J
软件分析各组蛋白相对表达。

1. 10　统计学分析

采用 SPSS 20. 0软件进行数据分析，所有实验数据

均以均数±标准差（x̄±s）表示，两组间比较采用独立 t检
验，组内治疗前后数据比较采用配对 t检验；多组间比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD检验，

P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　治疗前后行为学评估

40 只大鼠均成功建立脊髓损伤模型，无模型大鼠

死亡，建模成功率 100%。干预治疗前，模型组大鼠BBB
评分低于对照组，差异有统计学意义(P<0. 05)，珍宝丸

组与模型组BBB评分比较差异无统计学意义(P>0. 05)。
干预治疗后 4 周，模型组 BBB 评分较治疗前显著下降

(P<0. 05)，珍 宝 丸 组 BBB 评 分 较 治 疗 前 显 著 升 高

(P<0. 05)；模型组BBB评分显著低于对照组(P<0. 05)，珍
宝丸组BBB评分显著高于模型组(P<0. 05)，见表2。

2. 2　各组大鼠脊髓损伤组织病理学变化

HE染色结果显示，对照组大鼠脊髓组织结构、形态

完整；模型组大鼠脊髓组织结构紊乱，有明显出血、坏死

及神经细胞水肿，大量炎性细胞浸润；珍宝丸组空洞减

小，组织水肿及炎性细胞浸润减轻，病理改变减轻，

见图1。
2. 3　各组大鼠脊髓损伤组织细胞凋亡情况比较

TUNEL染色显示，模型组大鼠脊髓组织细胞凋亡数

（76. 24±14. 13）个，较对照组（12. 35±3. 26）个增多，差异

有统计学意义（t=20. 154，P<0. 001）；珍宝丸组脊髓组织

细胞凋亡数（45. 67±9. 55）个，较模型组减少，差异有统计

学意义（t=10. 511，P<0. 001），见图 2。

表1　qRT-PCR引物序列

mRNA
TNF-α
IL-6
IL-10
β-actin

正向引物 (5'-3')
ACTGAGTAGCTTCAGTCGAT
AAGCAACGACAGATTCTGA
GCTTGCCTATACGGATTCAA
ACGATATACGTAGCACTTGC

反向引物 (5'-3')
TGCTTGCTCGTTAATCGC
GATTTCTATGAGTACTGTG
ATCGTCTGAGTACAGTTAGT
CTGAATAGTAGCTGGTACCA

表2　治疗前后各组大鼠行为学评分比较（x̄±s）
组别

对照组

模型组

珍宝丸组

F
P

n
20
20
20

治疗前

20. 11±0. 46
3. 97±1. 06*

4. 05±0. 93*

2 356. 391
<0. 001

治疗后4周

19. 97±0. 65
1. 75±0. 80*

13. 10±2. 02*#

987. 746
<0. 001

t
0. 786
7. 240

-18. 199

P
0. 437
0. 000
0. 000

*：与对照组相比，P<0. 05；#：与模型组相比，P<0. 05

图1　HE染色观察各组大鼠脊髓组织病理学变化（×400）
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2. 4　各组大鼠脊髓组织中炎症因子表达比较

qRT-PCR检测显示，与对照组相比，模型组大鼠脊

髓组织中TNF-α和 IL-6表达升高，IL-10表达下降，差异

均有统计学意义（P<0. 05）；与模型组相比，珍宝丸组

TNF-α和 IL-6表达降低，IL-10表达升高，差异均有统计

学意义（P<0. 05），见表3。
2. 5　各组大鼠脊髓组织中NF-κB/p65蛋白表达比较

Western blot结果显示，与对照组相比，模型组大鼠

脊髓组织中 NF-κB/p65、p-NF-κB/p65蛋白表达上调，差

异均有统计学意义（P<0. 05）；与模型组相比，珍宝丸组

大鼠脊髓组织中 NF-κB/p65、p-NF-κB/p65 蛋白表达下

调，差异均有统计学意义（P<0. 05），见图3。

3　讨论

目前临床上除了以手术减压治疗脊髓损伤外，还在

尝试各种方法来缓解术后痉挛及神经继发性损伤，但并

未获得较好的疗效，究其原因可能是现有治疗方法大多

只针对单一生理病理变化进行治疗，要想提高整体治疗

效果，还需进一步探讨脊髓损伤的多种病理机制，进行

多方面的联合治疗[12-13]。

在蒙药理论中，脊髓损伤称为白脉病，是赫依、血交

搏，损及白脉引起的一系列症候。现代药理学研究表

明，珍宝丸能调节血液循环，使受损的神经细胞得到修

复及再生，有助于脊髓损伤的恢复。此外，有研究发现

其含有的黄酮类成分还能抑制细胞凋亡、发挥抗肿瘤作

用[7]。目前研究已证实，珍宝丸在促进脊髓损伤恢复方

面具有重要作用[14]。本研究观察到，珍宝丸组大鼠相比

模型组具有更高的运动功能评分，说明珍宝丸能有效改

善脊髓损伤大鼠神经行为学功能；病理学观察显示，模

型组大鼠脊髓组织病理损伤及神经元细胞凋亡明显加

重，给予珍宝丸治疗后，组织病理学改变明显减轻，神经

细胞凋亡数减少，与上述文献报道相一致。提示珍宝丸

治疗具有较高的使用价值，分析珍宝丸中含有黄酮类化

合物和 Cu、Fe、Zn、Ca等微量元素，可营养神经与血液，

通过调节受损机体及补充局部营养，为受损部位提供修

复和再生微环境，利于促进周围神经损伤修复。同时脊

髓周围神经损伤会引起自身免疫反应和炎性细胞聚集，

阻碍神经纤维的再生，而珍宝丸中含有的黄酮类化合物

可抵抗低密度脂蛋白的氧化作用，保护血管内皮细胞，

发挥抗氧化、抗炎作用，为神经细胞再生提供了条件。

表3　各组大鼠脊髓组织中炎症因子表达水平比较（x̄±s）
组别

对照组

模型组

珍宝丸组

F
P

n
20
20
20

TNF-α
0. 57±0. 11
1. 31±0. 53*

1. 02±0. 25*#

23. 466
<0. 001

IL-6
0. 45±0. 18
1. 18±0. 40*

0. 92±0. 27*#

30. 961
<0. 001

IL-10
1. 05±0. 35
0. 51±0. 12*

0. 67±0. 17*#

27. 841
<0. 001

*：与对照组相比，P<0. 05；#：与模型组相比，P<0. 05

a：Western blot检测蛋白条带图；b：蛋白定量表达柱状图    *：与对照组相比，P<0.05；#：与模型组相比，P<0.05
图3　各组大鼠脊髓组织中NF-κB/p65蛋白表达水平比较

图2　TUNEL染色观察各组大鼠脊髓损伤组织细胞凋亡数量变化
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此外，黄敏聪等[15]和 Zhao 等[16]报道，神经损伤后组织微

环境的改变可以导致炎性细胞的早期激活，推动局部炎

症，而珍宝丸可改善炎症微环境，促进受损组织恢复。

本研究也得出脊髓损伤后炎症因子大量释放，炎症反应

加重，给予珍宝丸干预则可显著减轻炎症反应，与上述

研究结论相吻合，这得益于珍宝丸中有效成分的抗氧

化、抗炎作用。

NF-κB/p65是重要的抗炎免疫反应调节信号通路。

研究表明，脊髓损伤后产生的氧自由基等可刺激神经细

胞中 NF-κB活化，并进入细胞核与对应靶序列结合，从

而调控 IL-1β、TNF-α、IL-6等下游相关基因，加剧损伤区

炎症反应及组织损害程度[17-19]。Tang 等[20]研究发现，抑

制NF-κB通路可减少脊髓损伤后的继发性损伤，降低并

发症发生率，并加快受损脊髓组织的修复。Guo等[21]研
究显示，阻断 NF-κB途径可以减轻小胶质细胞炎症，延

缓神经元组织细胞凋亡，改善脊髓损伤后的运动功能。

本研究发现，给予珍宝丸治疗后NF-κB/p65通路相关蛋

白表达均显著下降，表明在脊髓损伤的治疗中珍宝丸能

够抑制 NF-κB/p65 通路激活，减轻炎症反应，降低神经

细胞损伤，起到神经保护作用，与文献[20-21]报道结果相

一致。

综上所述，应用珍宝丸治疗脊髓损伤大鼠能明显改

善大鼠的运动功能，抑制神经细胞凋亡，减轻炎症反应，

起到神经保护作用，可能与抑制 NF-κB/p65 通路有关。

本研究为脊髓损伤的治疗提供了可行方案，但目前仅处

于基础实验探索阶段，后期还需与临床实验相结合，提

供更有力的科学依据。
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