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水温改变对斑马鱼脊髓损伤修复的影响
李强＃，郑苏林＃，冯瑜菲，杨振国，张晶晶∗

（广东医科大学附属医院，广东 湛江　 ５２４００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用斑马鱼脊髓损伤模型，研究水温改变对脊髓损伤修复的影响，并检测在脊髓修复过程

中，损伤处细胞数目以及脑内相关基因表达的变化情况。 方法　 利用手术构建斑马鱼脊髓损伤模型；通过改变斑

马鱼生活的水温来观察其脊髓损伤后游动能力的变化情况；用振动切片技术及免疫组织化学观察脊髓损伤处不同

时间点细胞数目的改变情况；实时荧光定量 ＰＣＲ 法分析脑内相关基因 ｇｄｎｆ、ｎｏｓ 的表达差异。 结果　 ２８℃、３０℃、
３２℃水温均不会导致未手术组与假手术组斑马鱼游动能力的改变（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；３２℃水温环境能够使脊髓损伤组斑

马鱼比 ２８℃、３０℃水温环境的斑马鱼恢复游动的能力明显增强（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 脊髓切片染色实验结果显示，脊髓损

伤后损伤处细胞数目明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 相同时间点，水温为 ３２℃比 ２８℃、３０℃细胞数目增多更加明显（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 实时荧光定量实验，ｇｄｎｆ 基因在脊髓损伤术后与对照组相比在 ２４ ｈ、７ ｄ、１４ ｄ 均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ｎｏｓ
基因在脊髓损伤术后 ２４ ｈ 明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），７ ｄ 时与相同时间点假手术组相比无明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），而 １４ ｄ
时与相同时间点假手术组相比明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 适当提高水环境温度可促进斑马鱼脊髓损伤后恢复。
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　 　 脊髓损伤（ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是指由于外

界直接或间接因素损伤脊髓，造成损伤节段以下躯

体运动、感觉及自主神经功能障碍［１ － ３］。 脊髓损伤

后，首先是脊髓的连续性及完整性遭到破坏，导致神

经传导功能中断，损伤后脊髓灰质和白质出血、水
肿、血管活性物质释放，导致血栓形成和微血管痉

挛。 同时，缺氧、炎症、细胞内外钙离子失衡、自由基

产生过多、兴奋性氨基酸和细胞毒性物质释放等继

发性病理改变进一步加重神经细胞坏死［４ － ７］。 脊髓

损伤急性期后进入修复期，由于神经细胞不可再生，
胶质细胞增殖、分裂填补死亡的神经细胞，形成胶质

瘢痕，最终导致神经功能永久丧失。 在修复过程中，
胶质细胞源性神经营养因子（ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＧＤＮＦ）和一氧化氮（ＮＯ）对神经

损伤修复具有重要影响［８ － １１］。
脊髓损伤治疗主要包括急性期治疗和康复期治

疗。 急性期治疗主要应用脱水剂、类固醇制剂、促进

神经再生药物、抗氧化药和自由基清除剂等药物，减
轻或消除脊髓损伤性水肿，改善血供，保护神经元，
促进神经修复，从而改善脊髓损伤患者的神经功能。
而康复期治疗主要是促进肢体肌力、肌张力恢复，从
而提高患者生活、工作和回归社会的能力。 水疗（ａ⁃
ｑｕａｔｉｃ ｔｈｅｒａｐｙ）是康复治疗中的一种新兴手段，它是

利用水的不同因素（如水温、水流速度等）作用于机

体全身或局部，促进肢体功能恢复，从而减轻患者脊

髓损伤后遗症。
斑马鱼（ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ）是一种水生鱼类，其基因组

与人类基因同源性高达 ８７％ ，是研究人类疾病的理

想动物模型。 斑马鱼具有非凡的组织再生能力，如
视网膜、肝脏、心脏及视神经等［１２ － １５］。 众多研究显

示斑马鱼脊髓损伤后显示出了强大的神经修复能

力，使其成为研究脊髓损伤的理想动物模型［１６，１７］。
同时，其生活环境依赖于水，因此便于通过改变水环

境各因素来观察脊髓损伤康复情况。
本文通过建立斑马鱼脊髓损伤模型，并应用于

不同水温环境，研究水温对斑马鱼脊髓损伤恢复的

影响。 同时观察斑马鱼脊髓损伤处细胞的变化情

况，并检测在神经恢复过程中，脑内 ｇｄｎｆ 和 ｎｏｓ 基因

的表达情况。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物与分组

本实验所用动物为 ４ ～ ６ 月龄成年 ＡＢ 系斑马

鱼，体长 ２ ～ ４ ｃｍ，由广东医科大学附属医院临床研

究中心斑马鱼平台提供，斑马鱼的饲养和实验均严

格按照《广东省实验动物管理条例》的标准及广东

医科大学实验动物伦理委员会的审批要求进行。 术

前斑马鱼集中养殖于 ２８℃水环境中， 每天给予 １４ ｈ
光照和 １０ ｈ 无光照。 将成年斑马鱼随机分为未损

伤组、假手术组和脊髓损伤组。 术后分别养殖于

２８℃、３０℃、３２℃水环境中，每尾鱼置于单独鱼缸中，
每日给予 １４ ｈ 光照和 １０ ｈ 无光照，换水 １ 次，喂食

２ 次。 在脊髓切片免疫荧光实验中，观察各条件组

在脊髓损伤后 ２４ ｈ、７ ｄ、１４ ｄ 时损伤处细胞的变化

情况。 在实时荧光定量 ＰＣＲ 实验中，假手术组与脊

髓损伤组分别于术后 ２４ ｈ、７ ｄ、１４ ｄ 时取全脑存于

－ ８０℃保存备用。
１􀆰 ２　 脊髓损伤动物模型制备

参照 Ｓｃｈａｃｈｎｅｒ 研究小组［１８］的方法制作斑马鱼

脊髓损伤模型。 术前使用 ０􀆰 ０３３％ ３⁃氨基苯甲酸乙

酯甲基磺酸盐 （ＭＳ ２２２， Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ）麻醉 ３０ ｓ ～
２ ｍｉｎ，待斑马鱼呼吸停止后，转移至过滤纸上，并保

持头向左侧的平卧位。 在体视显微镜 （ ＳＭＺ⁃１６１⁃
ＢＬＥＤ， Ｍｏｔｉｃ， Ｃｈｉｎａ）视野下，以鳃盖后缘和背鳍连

线的中点为手术点，去除鱼鳞（约 ４ 片）后，用眼科

剪沿手术点纵行剪开皮肤（约 ２ ｍｍ），再用眼科镊

逐层钝性分离皮下组织及肌肉层，直至暴露脊髓。
手术组用眼科剪切断脊髓；假手术组仅暴露而不切

断脊髓。 手术完成后，用组织粘合剂 （ Ｂ． Ｂｒａｕｎ，
Ｍｅｌｓｕｎｇｅｎ， Ｇｅｒｍａｎｙ） 封闭伤口。 ＳＣＩ 手术成功标

志：手术时在显微镜下能够看到脊髓完全横断的截

面， 并且术后 ３ ｄ 斑马鱼无游泳能力， 同时体型保

持直线型。
１􀆰 ３　 脊髓切片及免疫组织化学染色

手术取斑马鱼脊髓手术截断点前、后两端脊髓

各约 ０􀆰 ５ ｍｍ 处组织，用 ４％多聚甲醛 ４℃固定 ６ ～ ８
ｈ，再用 ４％ 低熔点琼脂包埋，用振动切片机（Ｌｅｉｃａ
ＶＴ１０００Ｓ， Ｇｅｒｍａｎｙ）将脊髓组织水平切片，每个样

本收集 ５ 张切片，厚度 ９０ μｍ，用 ＤＡＰＩ（１∶ １０００；Ｓｉｇ⁃

２
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ｍａ）和罗丹明（１∶ ５００；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）于室温染色 ２ ｈ，最
后封片并用激光共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ ＳＰＳ ＩＩ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）观察拍照。
１􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ
１􀆰 ４􀆰 １　 基因组总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成

参照 Ｔｒｉｚｏｌ􀳏 ｒｅａｇｅｎｔ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）说明书提

取斑马鱼大脑总 ＲＮＡ， － ８０℃ 储存备用。 将提取

ＲＮＡ 用反转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｇ Ｋｉｔ，

ＴａＫａＲａ，Ｄａｌｉａｎ）反转录合成 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ４􀆰 ２　 引物设计

根据 ＮＣＢＩ 网站中 ｇｄｎｆ、ｎｏｓ 及内参基因 ｇａｐｄｈ
的 ｍＲＮＡ 序列并结合斑马鱼全基因组测序公布的

序列（ ｇｄｎｆ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＢＣ１５０１６３􀆰 １，神经系统

ｎｏｓ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＡＦ２１９５１９􀆰 １， ｇａｐｄｈ ＧｅｎＢａｎｋ
登录号：ＮＭ＿２１３０９４􀆰 ２），利用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设

计引物。 引物序列如表 １ 所示。
表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物合成表

Ｔａｂ． １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ
目的基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列（５′→３′）
Ｐｒｉｍｅｒｓ

产物长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

复性温度 ／ ℃
Ｔｍ

ｇｄｎｆ Ｆ： ＴＴＴＣＴＧＡＡＧＣＴＣＣＧＧＴＣＴＧＴ ２２６ ６０
Ｒ： ＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＡＧＧＴＴＴＣＡＧＧ

ｎｏｓ Ｆ： ＴＴＣＣＡＣＣＡＧＧＡＧＡＴＧＣＴ １６０ ６０
Ｒ： ＧＴＴＴＧＧＣＧＧＡＧＡＡＣＴＴＴＡ

ｇａｐｄｈ Ｆ： ＧＴＧＴＡＧＧＣＧＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴ １２１ ６０
Ｒ： ＴＧＧＧＡＧＴＣＡＡＣＣＡＧＧＡＣＡＡＡＴＡ

１􀆰 ４􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增体系和条件

采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对斑马鱼脊髓损

伤后不同时间点各个基因表达量进行相对定量分

析。 荧光染料为 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ （ ＳＹＢＲ 􀅹 Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ，ＴａＫａＲａ，Ｄａｌｉａｎ），以 ｇａｐｄｈ 作为内参基

因，反应体系总体积为 ２０ μＬ， 包括：ＳＹＢＲ １０ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ４ μＬ，上、下游引物（Ｆ、Ｒ） （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
各 ０􀆰 ８ μＬ，模板 ２ μＬ。 反应条件：９５℃预变性 ３０
ｓ；９５℃变性 ５ ｓ， ６０℃，退火 ／延伸 ３０ ｓ，４０ 个循环；
融解曲线 ９５℃ ５ ｓ ，６０℃ １ ｍｉｎ，９５℃， １ 个循环。
由 Ｒｏｃｈｅ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ ＩＩ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪收

集荧光信号。 每个待测样品设置 ３ 个重复， 对得

到的 ３ 个 Ｃｔ 值取平均值， 用 ２ － ΔΔＣｔ ［１９］ 法进行计

算。
１􀆰 ５　 数据收集

通过动物行为学分析系统（ Ｎｏｌｄｕｓ Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ
ＸＴ ８􀆰 ０）分别收集未手术组、假手术组及手术组术

后 １ 周、２ 周、４ 周、６ 周、８ 周斑马鱼 ５ ｍｉｎ 内游动距

离。 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行数据分析，实验数据均采

用平均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ ）表示。 在收集斑马鱼游

动距离时，采用单因素方差分析，每组设置 ９ 个样

本。 利用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分析脊髓切片细

胞数目，采用单因素方差分析，每组设置 ５ 个样本。
在实时荧光定量 ＰＣＲ 实验中，采用两独立样本 Ｔ⁃
Ｔｅｓｔ， 比较各个时间点手术组与对应时间点的假手

术组 ｇｄｎｆ 和 ｎｏｓ 基因 ｍＲＮＡ 表达水平，每组实验重

复 ３ 次。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为显著性差异。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 行为学结果

实验证实，在水温 ２８ ℃时，未手术组与假手术

组相比较，斑马鱼在 １ 周时 ５ ｍｉｎ 内游动距离分别

为（１２０６ ± ８４） ｃｍ 和（１１８４ ± ８３） ｃｍ，两者之间差异

无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），且在 １、２、４、６、８ 周时，未手术

组与假手术组组内及组间均无差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
在室温 ３０℃时，未手术组与假手术组斑马鱼在 １ 周

时其 ５ ｍｉｎ 内游动距离分别为（１１８５ ± １０８） ｃｍ 和

（１１５５ ± １３３） ｃｍ，两者之间差异无显著性 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 且分别在 １、２、４、６、８ 周比较，组内及组间差

异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 在室温 ３２℃时，未手术

组与假手术组斑马鱼在 １ 周时其 ５ ｍｉｎ 内游动距离

分别为（１１９９ ± ８５） ｃｍ 和（１１７５ ± １０６） ｃｍ，两者之

间差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），且分别在 １、２、４、６、８
周比较，组内及组间差异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
同时，将 ３０℃和 ３２℃的未手术及假手术组斑马鱼同

２８℃时的对应时间点相比较，各组内、组间差异均无

显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（图 １）。
斑马鱼脊髓损伤后，其游动能力明显减弱。 在

水温 ２８℃、术后 １ 周时，其 ５ ｍｉｎ 内游动距离为（８３
± １１） ｃｍ，仅相当于对应时间点假手术组斑马鱼游

泳距离 ７％ 。 术后 ２、４、６、８ 周游动距离分别为（１７４
± ２８）、（４７１ ± ７８）、（６０６ ± ３４）、（７１３ ± ３０） ｃｍ，至
第 ８ 周末，手术组斑马鱼游动能力逐渐恢复了 ６２
％ 。 在水温 ３０℃时，术后 １、２、４、６、８ 周其 ５ ｍｉｎ 内

３
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注：水环境温度升高至 ３０ ℃、３２ ℃时，不会对未手术组斑马鱼和假手术组斑马鱼游动能力产生影响。 实验数据以平均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ ）
表示，采用单因素方差分析，每组有 ９ 尾斑马鱼。 ｎｏｎ⁃ｉｎｊｕｒｙ：未手术组斑马鱼；ｓｈａｍ：假手术组斑马鱼。

图 １　 未手术组及假手术组斑马鱼的游动能力

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ２８℃ ｔｏ ３２℃ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｎ⁃ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｓｈａｍ⁃ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐｓ．
Ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎ ± ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ （ＳＤ）． Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｓｗｉｍｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ⁃ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐｓ．

游动距离分别为（１０１ ± ３０）、（１８８ ± ６０）、（４８０ ±
８９）、（７２４ ± ９２）、（８０１ ± ８２） ｃｍ。 在水温 ３２℃时，术
后 １、２、４、６、８ 周其 ５ ｍｉｎ 内游动距离分别为（１０２ ±
２４）、（２３８ ± ９２）、（５６０ ± １０２）、（７４０ ± ７４）、（８３８ ±
１４９） ｃｍ，第 ８ 周末时，手术组斑马鱼游动能力恢复

了 ７０ ％ ，与水温 ２８℃和 ３０℃相同时间点比较，其恢

复能力明显增强（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ２）。
２􀆰 ２　 斑马鱼脊髓损伤后细胞数量变化情况

实验证实，与对应时间点假手术组相比，脊髓损

伤组斑马鱼在术后 ２４ ｈ 损伤处细胞数开始增多，但
各条件组差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 术后 １ 周，脊
髓损伤处细胞明显增多，与对应时间点假手术组相

比，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；且水温 ３２℃时的细胞

数较 ２８℃增多明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 术后 １４ ｄ，损伤处

细胞数进一步增多，与对应时间点假手术组相比，差
异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且水温 ３２℃时的脊髓损

伤处细胞数与 ２８℃、３０℃相比，差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），提示脊髓在修复期细胞总数明显增多，且适

当提高水温对脊髓修复具有促进作用（图 ３、４）。
２􀆰 ３　 ｇｄｎｆ、ｎｏｓ 基因在脊髓损伤修复过程中表达量

的变化

２􀆰 ３􀆰 １　 ｇｄｎｆ 基因的表达变化

实验证实， 与对应时间点假手术组相比，脊髓

损伤手术后 ２４ ｈ， 三组不同水温条件斑马鱼 ｇｄｎｆ
基因在脑中表达量均升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；术后 ７ ｄ， 在

水温为 ２８℃、３０℃时，ｇｄｎｆ 基因在斑马鱼脑中的表

达量大约是同时间点假手术组的 ４􀆰 ５ 倍 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而在水温 ３２℃时，ｇｄｎｆ 基因在斑马鱼脑中的

表达量大约是同时间点假手术组的 ８􀆰 ５ 倍 （Ｐ ＜

注：斑马鱼脊髓损伤后，游动能力明显减弱，随后逐渐恢复。 水

温 ３２℃比 ３０℃、２８℃恢复能力明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 实验数据

以平均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ ）表示，采用单因素方差分析，每组

有 ９ 尾斑马鱼。∗ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）代表与水温为 ２８℃组差异有显著

性。 ｓｈａｍ：假手术组斑马鱼；ＳＣＩ：脊髓损伤组斑马鱼。

图 ２　 脊髓损伤组斑马鱼的游动能力

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｃｏｖｅｒｓ ａｔ ｐｏｓｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ． Ａｔ
３２℃， ｔｈｅ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｃｏｖｅｒｓ ｆａｓｔｅｒ ｔｈａｎ ａｔ ２８℃ ｏｒ ａｔ ３０℃ ．
Ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎ ± ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｖｉａｔｉｏｎ （ ＳＤ）． Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｗａｓ

ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ． ｎ ＝ ９． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｍｅａｎｓ ｉｔ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ２８℃ ｗａｔｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ．
ｓｈａｍ： ｓｈａｍ⁃ｉｎｊｕｒｙ； ＳＣＩ： ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｍｅａｎ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｔ
８ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ．

０􀆰 ０５）；到手术后 １４ ｄ 时，各条件组斑马鱼 ｇｄｎｆ 基

因的表达量下降，但仍维持在较高水平上 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 ５）。

４
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注：斑马鱼脊髓损伤后，损伤处细胞数目明显增多。 与 ２８℃、３０℃相比，３２℃时细胞数目增加更加明显。 ｓｈａｍ⁃ｉｎｊｕｒｙ：假手术组；
ＳＣＩ：脊髓损伤组；红色：细胞间质；蓝色：细胞核。

图 ３　 脊髓损伤后细胞数量的变化情况（标尺 ＝ １００ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ． Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｅｄ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ
ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｉｎ ＳＣＩ ｆｉｓｈ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｉｎ ３２℃ｗａｔｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ２８℃ ｏｒ ３０℃ ｗａｔｅｒ． ＳＣＩ： ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ． Ｒｅｄ： ｒｈｏｄａｍｉｎｅ ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ ｆｏｒ Ｆ⁃
ａｃｔｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ； Ｂｌｕｅ： ＤＡＰｉ ｆｏｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ （Ｂａｒ ＝ １００ μｍ， × ４０）．

２􀆰 ３􀆰 ２　 ｎｏｓ 基因的表达变化

实验证实， 与对应时间点的假手术组相比，ｎｏｓ
基因的表达在术后 ２４ ｈ 的斑马鱼脑中明显升高（Ｐ
＜０􀆰 ０５）。 在术后 ７ ｄ，ｎｏｓ 基因表达量呈降低趋势，
与 ７ ｄ 时假手术组相比，ｎｏｓ 表达量未见明显差异

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 术后 １４ ｄ 时，ｎｏｓ 基因表达量进一步

降低，显著低于 １４ ｄ 假手术组 ｎｏｓ 表达量 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），提示其在脊髓损伤急性期，脑内 ｎｏｓ 基因高

表达参与炎症反应，而在修复期低表达则促进脊髓

修复（图 ６）。

３　 讨论

脊髓损伤（ ＳＣＩ）分为原发性损伤和继发性损

伤。 继发性损伤往往是脊髓功能难以恢复的主要原

因，包括脊髓出血、水肿、炎症反应、细胞内外离子失

衡、脂质过氧化等，最终导致神经元和胶质细胞的坏

死或凋亡，胶质瘢痕形成、阻碍轴突再生。 斑马鱼在

脊髓损伤后血⁃脊髓屏障遭到破坏，炎症细胞渗透到

损伤部位，导致大量组织丧失，这些过程发生在损伤

后的早期阶段，但持续时间很短［２０］。 且有研究显示

这些早期炎症反应对中枢神经系统神经再生具有促

进作用［２１ － ２４］，可能是急性炎症反应提供了一个有

利于神经再生的微环境。 在脊髓损伤修复过程中，
神经胶质细胞释放许多神经因子如神经生长因子

（ＮＧＦ）、神经营养素⁃３（ＮＴ⁃３）等均促进神经修复。
同时良好的损伤微环境对脊髓损伤后修复也具有重

要的作用。 本实验研究证实，在脊髓损伤后修复过

程中，斑马鱼脑内 ｇｄｎｆ 较长时间维持较高水平，这
表明 ｇｄｎｆ 基因参与了斑马鱼脊髓损伤修复的病理

过程，升高可以促进神经元的再生与分化，改善了神

经再生的微环境，更利于神经轴突的修复。 而 ｎｏｓ
在损伤后 ２４ ｈ 明显升高，之后逐渐降低，到 １４ ｄ 时

则明显低于对照组。 这表明 ｎｏｓ 在损伤早期参与炎

症反应，但持续时间短，且很快降低，从而为损伤局

部维持了一个利于神经再生与修复的微环境。 同

时，这也提示我们， 在脊髓损伤后， 不仅应重视损

伤处的病理变化， 脑内的病理生理变化亦对神经的

再生具有重要影响。

５
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注：实验数据以平均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ ）表示，采用单因素方差

分析，每组有 ５ 个样本。∗ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）代表两组比较差异有显著
性。 Ｓｈａｍ：假手术组斑马鱼；ＳＣＩ：脊髓损伤组斑马鱼。

图 ４　 脊髓损伤后细胞增殖数量的变化情况
Ｎｏｔｅ． Ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎ ± ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ （ＳＤ）． Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ
ｉｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ． ｎ ＝ ５． ∗（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｉｔ ｉｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ． ｓｈａｍ： ｓｈａｍ⁃ｉｎｊｕｒｙ；
ＳＣＩ： ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ．

注：实时定量 ＰＣＲ 显示， 斑马鱼脑中 ｇｄｎｆ 基因表达在脊髓损伤后
２４ ｈ、 ７ ｄ 及 １４ ｄ， 与对应时间点的假手术斑马鱼组相比， 表达均

出现显著性升高。 采用两独立样本 ｔ⁃ｔｅｓｔ，每组实验重复 ３ 次，∗（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）代表两组比较差异有显著性。 ｓｈａｍ：假手术组斑马鱼；
ＳＣＩ：脊髓损伤组斑马鱼。

图 ５　 ｇｄｎｆ 基因在斑马鱼脊髓损伤后的表达变化
Ｎｏｔｅ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｇｄｎｆ ｉｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ａｌｌ
ｇｒｏｕｐｓ ｐｏｓｔ ＳＣＩ ａｔ ２４ ｈ， ａｎｄ ７ ａｎｄ １４ ｄａｙｓ． Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ ｔｅｓｔ ｉｓ ｕｓｅｄ
ｆｏｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｉｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｆｏｒ ３
ｔｉｍｅｓ． ∗（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｍｅａｎｓ ｉｔ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ． ｓｈａｍ： ｓｈａｍ⁃ｉｎｊｕｒｙ； ＳＣＩ： ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ．
Ｆｉｇ．５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｄｎｆ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ

注：实时定量 ＰＣＲ 显示，与对应时间点的假手术组样本相比，
斑马鱼脑中 ｎｏｓ 基因表达在脊髓损伤后 ２４ ｈ 显著性升高。 脊

髓损伤后 １４ ｄ，斑马鱼脑中 ｎｏｓ 基因表达与假手术组相比出现

显著性降低。 采用两独立样本 ｔ⁃ｔｅｓｔ，每组实验重复 ３ 次，∗（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）代表两组比较差异有显著性。 ｓｈａｍ： 假手术组斑马

鱼；ＳＣＩ：脊髓损伤组斑马鱼。

图 ６　 ｎｏｓ 基因在斑马鱼脊髓损伤后的表达变化

Ｎｏｔｅ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｏｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｕｐ⁃ｒｅｇ⁃
ｕｌａｔｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ２４ ｈ ａｎｄ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ＳＣＩ． Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆ⁃
ｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＳＣＩ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈａｍ⁃ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ．
Ｗｈｉｌｅ ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｏｓ ｉｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＳＣＩ
ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ⁃ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ． Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ ｔｅｓｔ ｉｓ ｕｓｅｄ
ｆｏｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｆｏｒ
３ ｔｉｍｅｓ． ∗（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｍｅａｎｓ ｉｔ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ． ｓｈａｍ： ｓｈａｍ⁃ｉｎｊｕｒｙ； ＳＣＩ： ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｏｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ．

　 　 在斑马鱼脊髓损伤急性期，各种炎性细胞浸润

到损伤处参与炎症反应，局部细胞数目明显增多，此
时以红细胞、巨噬细胞、白细胞为主。 进入脊髓损伤

修复期后，细胞数目进一步增多，而此时则以放射状

胶质细胞增多为主。 放射状胶质细胞在脊髓损伤修

复期逐渐形成胶质桥梁，为轴突形成提高支架，对斑

马鱼脊髓损伤修复过程具有非常重要的作用。 同时

损伤后中央管背腹侧的祖细胞区域被损伤所激活，
出现室管膜放射状胶质细胞增生，产生新的运动神

经元［２５，２６］。 研究表明，中央管室管膜放射状胶质细

胞可能是脊髓运动神经元的祖细胞，其能在不同部

位再生不同类型的中间神经元［２７］。
水疗是脊髓损伤后治疗的重要手段。 其对感觉

末梢具有良性刺激，改善血管功能，促进局部和全身

循环，松弛并缓解肌肉痉挛。 临床研究也显示［２８］，
水疗对促进患者肢体功能恢复具有一定效果。 但水

６
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疗促进脊髓损伤修复的具体机制仍未明确。 本实验

利用模式动物斑马鱼研究水温对脊髓损伤修复的影

响，且实验证实适当提高水温可促进脊髓修复，为进

一步研究水疗促进脊髓修复的具体机制提供依据。
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