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Ａ 型肉毒素重链干预对大鼠脊髓损伤后生长相关
蛋白表达的影响

王亚芳，兰　 婧，刘　 福，白　 娟，李夏青∗

（山西医科大学基础医学院病理生理教研室，太原　 ０３０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨人工重组 Ａ 型肉毒素重链（ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链）对在体大鼠脊髓损伤局部生长相关蛋白表达

的影响， 为阐明 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链促神经突起再生机制提供依据。 方法　 建立大鼠单侧腰段脊髓横断损伤模型并局部

及鞘内给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链；对用药后不同时间局部骨髓组织进行双向电泳检测总体蛋白表达；选择生长相关蛋白⁃
４３（ＧＡＰ⁃４３）和颈上神经节蛋白 １０（ＳＣＧ １０）进行蛋白印迹和免疫荧光检测以观察二者在 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链影响下的表

达及分布。 结果　 （１）单侧腰髓离断损伤模型动物呈现明显单侧运动及感觉功能障碍；（２）脊髓损伤后给予 ＢｏＮＴ ／
Ａ 重链可影响损伤局部蛋白表达谱变化：ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链可引起损伤局部蛋白点群在变化的基础上逆转或表达进一

步增加，尤以 ＭＷ 位于 ３５ ～ ４５ ｋＤａ 及 １８ ～ ２５ ｋＤａ、等电点在 ５ ～ ７ 范围的蛋白点表现明显；（３）蛋白印迹和免疫荧

光染色结果提示： ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链可促进 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 及 ＳＣＧ １０ 主要以损伤

周围细胞阳性明显，胞浆及突起皆呈阳性。 结论　 脊髓损伤后给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链可促进脊髓损伤后选择性生长相

关蛋白 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 的表达。
【关键词】 　 肉毒素；Ａ 型肉毒素重链；脊髓损伤；生长相关蛋白⁃４３（ＧＡＰ⁃４３）；颈上神经节蛋白 １０（ＳＣＧ １０）
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　 　 脊髓损伤（ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是指各种创

伤或非创伤因素引起的损伤平面以下运动、感觉和

自主神经功能不同程度的丧失。 由于成年哺乳动

物脊髓损伤后再生能力极为有限［１ － ２］，损伤后再生

障碍，脊髓损伤后致残率极高，严重影响病人的生

存质量［３］。 脊髓损伤后之所以不能再生的原因归

结于脊髓损伤后局部大量轴突再生抑制因子的产

生及损伤脊髓组织内轴突再生相关基因不能上调

或激活、细胞或轴突再生相关蛋白合成障碍［４ － ５］。
Ａ 型 肉 毒 杆 菌 毒 素 （ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ

ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ａ，ＢｏＮＴ ／ Ａ）是由肉毒杆菌产生的神经毒素

之一［６ － ７］。 Ａ 型肉毒素的毒性机理主要基于其可选

择性地与运动终板神经突触前膜上相应受体结合

入胞、导致突触囊泡蛋白 ２５（ｓｙｎａｐｔｏｓｏｍａｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ２５， ＳＮＡＰ⁃２５） 裂解、阻断囊泡内神经递质

（乙酰胆碱）的释放［８ － ９］，致使所支配的骨骼肌收缩

障碍发生麻痹［１０］。 除影响乙酰胆碱外，肉毒素也可

抑制或阻止突触囊泡内其它物质的释放，譬如：降
钙素基因相关多肽（ＣＧＲＰ）、Ｐ 物质等［１１］。 从化学

结构上，Ａ 型肉毒素是由二硫键相连的双肽链，其中

较长的一条位于毒素氨基端， 称为重链 （ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ，ＨＣ）， 负责与靶细胞膜结合及介导毒素的内

吞；较短的一条位于毒素的氨基侧，称为轻链（ ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ，ＬＣ）。 轻链部分具有 Ｚｎ ＋ 依赖的蛋白水解酶

活性，是毒素的毒性催化单位［１２ － １３］。 一些在体实验

发现 Ａ 型肉毒素引起肌肉麻痹的恢复期（注射后 ３
～ ４ 月），随着肌肉功能的逐渐恢复，局部组织内可

见运动终板样神经末梢结构［１４］。 因此，根据 ＢｏＮＴ ／
Ａ 化学结构的功能特征，在去除轻链的毒性作用后，

ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链本身也可能影响神经细胞的多种功能

及其结构变化［１５］。
为此，本文拟在大鼠脊髓损伤模型的基础是，

采用人工重组的 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链进行髓腔内间断性给

药，探讨其对脊髓损伤后生长相关蛋白表达的影响

及其促进神经突起再生的机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，６ ～ ７ 周龄，体重 ２００ ～ ２２０
ｇ， 由北京海淀实验动物养殖场提供［ ＳＣＸＫ（京）
２０１４ － ００１３］。 所有动物在本实验室独立动物房饲

养［ＳＹＸＫ（晋）２０１５ － ０００１］，室温（２４ ± １）℃，１２ ｈ
光照 ／ １２ ｈ 黑暗循环，每日提供充足的标准食物与

饮水。 动物的使用及操作按照本校动物管理委员

会（ＩＡＣＵＣ２０１７⁃００１）的规定执行，在使用动物的过

程中充分考虑动物福利原则，尊重动物，善待动物，
最大程度减少对动物的伤害和痛苦。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

Ａ 型肉毒素重链购自美国 Ｌｉｓｔ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｌａｂｏ⁃
ｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｉｎｃ；ＰＥ⁃１０ （ＲＷＤ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ，６２３２４，Ｃｈｉ⁃
ｎａ）；多功能酶标仪（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ， ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ＠

１９０，ＵＳＡ）；多功能电泳仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ）； Ｂｒａｄ⁃
ｆｏｒｄ 法蛋白浓度测 定 试 剂 盒 （ Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ，
Ｃ５０３０３１，Ｃｈｉｎａ）；ＥａｓｙＳｅｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｋｉｔ （ ＴＲＡＮ，
ＤＷ１０１， Ｃｈｉｎａ）；兔抗磷酸化 ＧＡＰ４３ 单克隆抗体

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ， ＰＡＩ⁃４６２６，ＵＳＡ）；兔抗 ＳＣＧ １０ 多克

隆抗体（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ， ７２０１７８， ＵＳＡ）；兔抗⁃ＧＡＰ⁃
ＤＨ 多克隆抗体 （Ｂｉｏｗｏｒｄ， ＡＰ００６３， Ｃｈｉｎａ）；辣根过
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氧化物酶 （ ＨＲＰ） 标记的羊抗兔二抗 （ Ｂｉｏｗｏｒｄ，
ＡＰ００６３， Ｃｈｉｎａ）；凝胶成像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＵＳＡ）；冰
冻切片机（Ｌｅｉｃａ， １９５０⁃Ｃｒｙｏｓｔａｔ， Ｇｅｒｍａｎｙ）；兔抗磷

酸化 ＧＡＰ ４３ 单克隆抗体（ Ｂｉｏｗｏｒｄ， ＢＳ４７９１， Ｃｈｉ⁃
ｎａ）；Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ 结合的羊抗兔 ＩｇＧ 二抗 （Ｌｉｆｅ⁃
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， Ａ１１０１２， ＵＳＡ）； Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 结合

的 驴 抗 兔 ＩｇＧ 二 抗 （ Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， Ａ２１２０６，
ＵＳＡ）； 抗衰变荧光封片剂 （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， Ｐ３６９３１，
ＵＳＡ）；荧光倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ７１，Ｊａｐａｎ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 腰段脊髓半横断损伤模型建立

将全身麻醉后的大鼠后背位固定于鼠台，剃去

背部被毛，以髂前上棘确定 Ｌ３ ～ Ｌ４ 椎间隙，并依次

向上确定 Ｔ９ ～ Ｔ１０椎间隙。 以 Ｔ９ ～ Ｔ１０为中心，沿背

部正中皮肤切开 ２ ～ ３ ｃｍ 的切口，分离脊柱周围肌

肉筋膜，暴露椎板，剪去 Ｔ９ 棘突并用咬骨钳移除 Ｔ９

椎板，暴露脊髓。 以脊髓正中静脉为标志，在显微

镜下，用眼科镊子从脊髓正中静脉左侧插入直至椎

板，横向夹断脊髓。 止血消毒后逐层缝合肌肉筋膜

及皮肤。 苏醒后的大鼠呈现左后肢拖地行走、抓力

显著下降、热痛敏时间无限延长。 动物置于温暖环

境中常规饲养至实验终止。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链给药及实验分组

通过两个部位间断给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链制剂：
（１）损伤局部给药：于损伤同时局部给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ
重链 ４ μｇ （４ μｇ ／ ４ μＬ）；（２） 腰骶部鞘内置管给

药［１６］：模型建立后每周给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链 ２ μｇ（２
μｇ ／ ２ μＬ）。 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链制剂配置：５０ μＬ ０􀆰 ９％的

医用无菌生理盐水溶入一支 Ａ 型肉毒素重链冻干

粉中（５０ μｇ），震荡摇匀，即可配置成 Ａ 型肉毒素重

链注射液（１ μＬ ／ μｇ），每次以 ２０ μＬ 总容量用药。
实验分为 ３ 组（每组 ６ 只）：（１）假手术组（Ｃｏｎｔｒｏｌ
组）：切开皮肤，剪去椎板、暴露脊髓，但不损伤脊

髓；（２）单纯损伤组（ Ｉｎｊｕｒｙ 组）：切开皮肤，剪去椎

板、暴露脊髓并行一侧脊髓离断术；（３）脊髓损伤 ＋
ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链干预组 （ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ 组）：单侧腰段脊

髓离断同时局部给予及随后每周鞘内给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ
重链制剂。 根据时间点，单纯损伤组和脊髓损伤 ＋
ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链干预组又分为 ２ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ 和 ２８
ｄ 组。
１􀆰 ３􀆰 ３　 双向电泳—硝酸银染色检测脊髓蛋白总体

表达

各实验组大鼠分别在不同时间点（２、７、１４、２８

ｄ）用 １％的戊巴比妥钠深度麻醉，沿原手术部位切

开背部皮肤，打开 Ｌ３ ～ Ｌ４ 以上椎板至脊髓损伤部

位，充分暴露脊髓。 用剃须刀片切取包括损伤中

心、距损伤中心上下各 ０􀆰 ５ ｃｍ 的损伤侧脊髓

组织。
将标本置于预冷的蛋白裂解液（蛋白裂解液配

方：尿素：２１ ｇ，硫脲：７􀆰 ９ ｇ，二硫赤鲜醇（ｄｉｔｈｉｏｅｒｙｔｈ⁃
ｒｉｔｏｌ，ＤＴＥ）： ０􀆰 ５ ｇ， Ｔｒｉｓ： ０􀆰 ５ ｇ 纯水定容至 ５０ ｍＬ）
内，用剪刀剪碎，并于玻璃研磨器内进行研磨制备

组织悬液，随后将组织悬液用超声粉碎机进一步破

碎。 组织悬液充分混匀后采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蛋白

浓度。 每组标本取 １５０ ｍｇ 蛋白，上样于 ｐＨ ３ ～ １０
的 ＮＬ ＩＰＧ 预制干胶条进行第一向等电聚焦； 将聚

焦完成的胶条用 ２Ｄ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ［６ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿

素，５０ ｍｍｏｌ ／ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ ｐＨ ８􀆰 ８ ）， ３０％ 甘油， ２％
ＳＤＳ，１％ ＤＴＴ，痕量溴酚蓝］进行充分清洗和平衡后

进行第二向电泳（１２􀆰 ５％ 的聚丙烯酰胺凝胶）。 对

完成电泳后的凝胶进行硝酸银染色。 采用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
凝胶成像系统对 ０􀆰 １％硝酸银染色后的胶条进行成

像及分析处理。
１􀆰 ３􀆰 ４　 选择性生长相关蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

每组样本取 ２０ μｇ 蛋白样品上样 １５％ ＳＤＳ⁃聚
丙烯酰胺凝胶。 将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上，５％的脱脂

奶粉封闭 １ ｈ，加入选择性生长相关蛋白抗体：兔抗

磷酸化 ＧＡＰ ４３ 单克隆抗体（１∶ ３０００，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ，
ＰＡＩ⁃４６２６， ＵＳＡ） 或兔抗 ＳＣＧ １０ 多克隆抗体 （１ ∶
１０００）， 及兔抗⁃ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体 （１∶ ５０００），４℃
冰箱摇床过夜；ＴＢＳＴ 充分洗膜后，加入辣根过氧化

物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔二抗（１∶ １０００），室温孵育

１ ｈ，充分洗涤后加入新鲜配置发光工作液反应 ３
ｍｉｎ，暗室曝光显影后，于凝胶成像分析系统上对胶

片上的蛋白条带进行扫描及摄像分析。
１􀆰 ３􀆰 ５　 免疫荧光检测

各实验组大鼠分别在不同时间点（２、７、１４、２８
ｄ）时在 １％的戊巴比妥钠深度麻醉下用 ４％ 多聚甲

醛经心插管灌注固定后，取出以损伤脊髓为中心长

约 ０􀆰 ５ ｃｍ 的脊髓置于相同固定液中后固定 １ ｈ，移
入 ３０％的蔗糖溶液中 ４℃过夜。 ＯＣＴ 包埋，制作冰

冻切片。 由背部向前面的额状纵切面连续切片，厚
度为 １６ μｍ。 ０􀆰 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 穿透 １０ ｍｉｎ，０􀆰 １
ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＢＳ 洗涤（５ ｍｉｎ × ３ 次），１０％正常血清封

闭 １ ｈ，分别加入选择性生长相关蛋白抗体：兔抗磷

酸化 ＧＡＰ ４３ 单 克 隆 抗 体 （ ｐ⁃ＧＡＰ ４３， １ ∶ １００，
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Ｂｉｏｗｏｒｄ， ＢＳ４７９１， Ｃｈｉｎａ）或兔抗 ＳＣＧ １０ 多克隆抗

体（１∶ ５００），４℃ 冰箱孵育过夜。 弃去 １ 抗，ＰＢＳ 充

分冲洗（５ ｍｉｎ × ３ 次） 后加入二抗：Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４
结合的羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（１∶ ５００） 或 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８
结合的驴抗兔 ＩｇＧ 二抗（１ ∶ ５００），室温避光孵育 １
ｈ，ＰＢＳ 充分冲洗后加入含有抗衰变荧光封片剂，置
于荧光倒置显微镜下进行观察并采集图片。
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 统计软件对数据进行

统计学处理，实验数据用平均数± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表
示。 蛋白条带的量化采用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行，多组间

均数差异用单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），组
间两两比较用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有

显著性。

注：Ａ：只行椎板切除术，暴露的脊髓及正中静脉；Ｂ：行椎板切除术，且脊髓半横断；Ｃ：大鼠麻醉苏醒后手术侧后肢拖地行走；Ｄ：取出脊

髓可见横断的断端；Ａ、Ｂ 图中箭头指示暴露的脊髓和正中静脉的位置；Ｃ 图中箭头指示手术侧后肢；Ｄ 图中箭头指示横断脊髓的断口。

图 １　 大鼠脊髓腰部半横断术大体及体态特征

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｏｎｌｙ ｌａｍｉｎｅｃｔｏｍｙ， ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｎｄ ｍｅｄｉａｎ ｖｅｉｎ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ． Ｂ： Ｌａｍｉｎｅｃｔｏｍｙ ａｎｄ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｈｅｍｉｓｅｃｔｉｏｎ． Ｃ： Ａｆｔｅｒ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｔｈｅ
ｓｕｒｇｅｒｙ ｓｉｄｅ ｄｒａｇｇｉｎｇ ｔｈｅ ｈｉｎｄ ｌｅｇ ｗａｌｋｉｎｇ． Ｄ： Ｈｅｍｉｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｗａｓ ｖｉｓｉｂｌｅ． Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ
ｖｅｉｎ （Ａ，Ｂ）． Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｉｎ Ｃ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ． Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｉｎ Ｄ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｃｉｓｉｏｎ．

Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｎｄ ｍｅｄｉａｎ ｖｅｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｓｕｒｇｅｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ＳＣＩ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ ｐｏｓｔ⁃ＳＣＩ ａｎｄ ｖｉｓｉｂｌｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｃｉｓｉｏｎ

２　 结果

２􀆰 １　 单侧腰段脊髓损伤模型的大体观察及术后体

态特征

本实验通过髂嵴解剖学标志定位 Ｔ９ ～ Ｔ１０椎骨，

并去除第 ９ 椎板暴露腰髓，用眼科镊子沿脊髓正中静

脉左侧夹断一侧腰髓。 术后动物呈现左侧后肢瘫痪、
拖地行走，抓力及热痛敏感觉实验表明大鼠运动功能

及感觉功能障碍，脊髓损伤模型成功。 另外，脊髓大

体特征也显示损伤基本位于腰膨大部位（图 １）。
２􀆰 ２　 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链对脊髓损伤后局部蛋白总体表

达谱的影响

双向电泳及硝酸银染色结果表明单纯脊髓损

伤后局部蛋白表达与正常呈现明显不同。 损伤后

脊髓局部有些蛋白表达下降或升高，这些蛋白表达

的增高和降低呈现单独的蛋白表达点的变化，亦或

者是数个点的变化趋势；给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链后局部

蛋白表达的最大特点是：不论单纯损伤时蛋白表达

的变化如何，ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链作用下蛋白表达皆呈现

升高趋势， 譬如：分子量 ３５ ～ ４５ ｋＤａ 之间、等电点

在 ４ ～ ５ 及分子量在 １８ ～ ２５ ｋＤａ 之间、等电点在 ７
左右的蛋白表达点在单纯损伤时较正常对照组增

多，而采用 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链后其表达进一步增多（图 ２
中红、绿箭头所示）。
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注：图中红绿箭头指向差异表达的两个蛋白点。

图 ２　 分子量在 １８􀆰 ４ ～ ４５ ｋＤ 左右的蛋白表达变化

Ｎｏｔｅ． Ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｐｏｔｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｒｅｄ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｈｏｓｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ １８􀆰 ４ － ４５ ｋＤ

注：与正常对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与单纯损伤组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链对 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＧＡＰ ４３ ａｎｄ ＳＣＧ １０

２􀆰 ３　 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链对选择性生长相关蛋白表达的

影响

　 　 根据双向电泳蛋白表达谱的变化，我们选取分

子量接近 ４５ ｋＤａ 的磷酸化 ＧＡＰ⁃４３（ｐ⁃ＧＡＰ ４３）和分

子量位于 １８􀆰 ４ ～ ２５ ｋＤａ 的 ＳＣＧ １０ 作为目标蛋白进

行免疫蛋白印迹检测验证。 结果显示单纯脊髓损

伤 ２ ～ ７ ｄ 时，ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 的表达皆较正常

偏高，而给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链后两个时间点，局部 ｐ⁃
ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 的表达增高的趋势更为明显，与
单纯损伤组相比差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 随着

损伤时间的延长及连续给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链，当损伤

时间达到 １４ ｄ 以上，单纯损伤组和 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链干

预组 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 的表达皆较正常对照组下降，但

ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链干预组的 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 表达仍较单纯损

伤组为高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；而对于 ＳＣＧ １０，当损伤达到

１４ ｄ 和 ２８ ｄ 时，其表达略有下降，而给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ
重链的大鼠损伤的 ＳＣＧ １０ 表达仍呈明显增高的现

象（图 ３）。 上述结果表明脊髓损伤后给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ
重链可增强两种选择性生长相关蛋白的表达，其变

化特征与双向电泳结果一致。
２􀆰 ４　 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链用药后 ｐ⁃ＧＡＰ⁃４３ 和 ＳＣＧ １０ 在
损伤局部的分布

采用免疫荧光技术分别对 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０
在脊髓损伤局部的分布变化进行了观察。 与

ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果相似：在损伤后 ２、７ ｄ 时，脊髓损伤

局部的头尾两端 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 的荧光强度都

有所增强，免疫荧光阳性的部位主要分布与细胞
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注：Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｉｎｊｕｒｙ 和 ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ 中的 Ｂａｒ ＝ ５００ μｍ；Ｃａｕｄａｌ 和 Ｒｏｓｔｒａｌ 中的 Ｂａｒ ＝ ２０ μｍ。

图 ４　 ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ 对 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 分布的影响

Ｎｏｔｅ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ５００ μｍ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ ｌｅｆｔ）， Ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ ｓｉｔｅｓ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ２０ μｍ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ｒｉｇｈｔ）， ｃａｕｄａｌ ａｎｄ ｒｏｓｔｒａｌ
ｓｉｔｅｓ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢｏＮＴ ／ Ａ ＨＣ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＧＡＰ ４３ ａｎｄ ＳＣＧ １０

体；但在损伤 １４ ｄ 后逐渐减弱；采用 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链

连续给药后，同时间点损伤局部头尾端的荧光强度

比单纯损伤组更为增强（图 ４）。 高倍镜下的荧光特

征显示采用 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链干预的动物，脊髓损伤局

部 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 阳性荧光染色不仅分布于细

胞胞浆，同时细胞突起也呈现阳性反应，由此而使

细胞突起显而易见。 免疫荧光结果也提示 ＢｏＮＴ ／ Ａ
重链干预的脊髓损伤组织，ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 局

部分布特征相似，皆主要以损伤周边表达增强。 由

于细胞突起显而易见，因此，可以认为 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链

干预脊髓损伤周边组织内神经突起的长度和数目

（图 ４）。

３　 讨论

本研究主要通过单侧腰段脊髓损伤基础上局

部和鞘内间断性给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链， 以此观察

ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链对脊髓损伤局部生长相关蛋白表达的

影响。 实验结果表明，ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链可干预脊髓损

伤后蛋白表达，对于选择性生长相关蛋白 ｐ⁃ＧＡＰ ４３
和 ＳＣＧ １０ 则具有增强其表达、增加其在神经细胞及

其突起内的分布。
与周围神经系统 （ ＰＮＳ） 相比，中枢神经系统

（ＣＮＳ）损伤后通常不能再生［１７ － １８］，其原因主要归结

于损伤的成熟 ＣＮＳ 处于富含抑制蛋白和糖蛋白的

抑制环境。 此外，损伤的成熟 ＣＮＳ 神经元内在的生
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长程序的启动非常有限［７］。 因此，作为 ＣＮＳ 之一的

脊髓发生损伤后的再生修复是非常有限的。 大多

数 ＳＣＩ 患者面临着神经功能障碍和终身残疾的问

题。 因此，通过各种方式激活 ＣＮＳ 的内在生长程

序［１９］、或通过提供一个允许的环境来促进 ＣＮＳ 的

神经细胞或轴突再生，积极探讨促进脊髓损伤后的

再生修复的策略和方法是再生医学的焦点之一。
本实验中所采纳的 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链为人工重组的

多肽链，保留了 ＢｏＮＴ ／ Ａ 与宿主细胞结合的功能结

构。 我们前期的体外实验已经证明，将人工重组的

ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链加入培养的 Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ 细胞内，可促进

该细胞神经突起增长、突起数目增多等，具有促神

经生长的作用［２０ － ２１］。 因此可以推论在体应用

ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链时，只要能够保持重链进入体内不被

分解、维持有效浓度，则可发挥其在体外类似的促

神经突起生长作用。 本实验采用损伤当时局部给

予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链及术后经腰骶部插管进行鞘内间断

性给药的方法，尽可能保证将 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链直接导

入损伤局部、维持一定药物浓度，避免其被外周抗

体中和单核吞噬细胞吞噬的结局，可以保证药物在

实验观察阶段持续有效。 因此，此种给药方法适合

用于观察干预脊髓损伤后再生修复的一些药物 ／制
剂的长期疗效。

损伤轴突的最终成功再生依赖于再生相关基

因（ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ＲＡＧｓ）及其对应蛋

白质在神经细胞内的转录和翻译合成［２２］。 研究者

曾经观察外周神经损伤早期的细胞体反应时发现，
外周神经损伤后所属神经元的 ｍＲＮＡ 及其相关蛋

白的合成明显增加，这种反应呈现了损伤后的积极

主动的再生修复过程 ［２３ － ２４］，譬如：损伤后轴突特异

生长相关蛋白⁃４３（ＧＡＰ⁃４３）的表达上调被认为积极

参与轴突再生［２５ － ２６］。 除 ＧＡＰ⁃４３ 外，本实验中所选

择的另一个生长相关蛋白 （颈上神经节蛋白 １０，
ＳＣＧ １０）亦是参与神经轴突再生的主要结构蛋白。
ＧＡＰ⁃４３ 主要以磷酸化形式参与成熟神经轴突发芽

和再生，在神经损伤时表达上调；而 ＳＣＧ １０，也被称

为 ＳＴＭＮ 蛋白 ２（ＳＴＭＮ２），属于 ｓｔａｔｈｍｉｎ 家族蛋白，
主要参与轴突内的微管动力学和蛋白质转运［２７ － ２８］，
是神经轴突再生的标志蛋白之一 ［２９］。 本研究之所

以选择 ＧＡＰ⁃４３ 及 ＳＣＧ １０ 作为 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链是是否

干预脊髓损伤后再生修复的标志蛋白主要是基于

上述两种蛋白的促神经生长作用，同时还由于二者

的分子量恰好位于双向电泳结果中呈现变化的蛋

白点水平范围内。 针对这两种选择性性生长相关

蛋白的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示：不论

ｐ⁃ＧＡＰ⁃４３ 或 ＳＣＧ １０，在单纯脊髓损伤时二者的表

达均有所增多；不论二者在损伤后随时间变化的特

征有何差异，损伤基础上的 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链应用皆可

促进二者的表达进一步增强。 本研究的实验结果

提示：脊髓损伤后的 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 的表达增

加是脊髓组织对损伤做出的有限再生反应，由于中

枢神经系统损伤后局部还有大量的髓磷脂抑制因

子的产生及对神经轴突再生的抑制作用，因此单纯

损伤后的 ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 的表达增加并不能代

表神经轴突可以进行有效再生；ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链对 ｐ⁃
ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 表达的进一步促进可以看做是

ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链在体发挥干预作用的一部分。 事实亦

是如此，ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链对神经细胞的干预作用并不

仅限于干预生长相关蛋白的表达。 我们同期的实

验研究已观察到 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链可以抑制髓鞘相关糖

蛋白（ｍｙｅｌｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ， ＭＡＧ）的表达，
并可拮抗 ＭＡＧ 促 ＲＯＣＫ 的磷酸化（另文发表）。

结合本实验结果可以推断：在体脊髓损伤后局

部给予 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链通过其促进多种生长相关蛋白

的表达等最终发挥其促损伤后神经再生修复的作

用。 然而，由于本实验仅仅观察了 ＢｏＮＴ ／ Ａ 重链对

ｐ⁃ＧＡＰ ４３ 和 ＳＣＧ １０ 的表达，其对在体 ＣＮＳ（包括脊

髓）损伤后更多参与再生修复蛋白的影响尚需进一

步的研究。
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［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｌ， １９９７， ４８（５）： １４４０ － １４４２．

［１１］ 　 Ｄｕｒｈａｍ ＰＬ， Ｃａｄｙ Ｒ， Ｃａｄｙ Ｒ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ⁃ｒｅ⁃
ｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｒｉｇｅｍｉｎａｌ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ
ｔｏｘｉｎ ｔｙｐｅ Ａ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｍｉｇｒａｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ］ ． Ｈｅａｄａｃｈｅ，
２００４， ４４（１）： ３５ － ４２．

［１２］ 　 Ｓｃｈｉａｖｏ Ｇ， Ｍａｔｔｅｏｌｉ Ｍ， Ｍｏｎｔｅｃｕｃｃｏ Ｃ． Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ
ｎｅｕｒｏｅｘｏｃｙｔｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｖ， ２０００， ８０（２）： ７１７ － ７６６．

［１３］ 　 Ｌａｃｙ ＤＢ， Ｔｅｐｐ Ｗ， Ｃｏｈｅｎ ＡＣ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂｏｔｕｌｉ⁃
ｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ ｔｙｐｅ Ａ ａｎｄ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｓｔｒｕｃｔ Ｂｉｏｌ， １９９８， ５（１０）： ８９８ － ９０２．

［１４］ 　 李夏青． 肉毒杆菌毒素的临床应用及其前景［Ｍ］． 北京：知识
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［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１５， ８： ４３．
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