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吲哚⁃３⁃丙酸对大鼠急性脊髓损伤的神经保护
作用及机制研究

徐纪伟１，孙丹华１∗，陈旭东１，王宁１，孙壕烨２

（１． 漯河医学高等专科学校基础医学部，河南 漯河　 ４６２０００；２． 漯河医学高等专科学校

第三附属医院，河南 漯河　 ４６２０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察吲哚⁃３⁃丙酸治疗大鼠脊髓损伤后降钙素基因相关肽（ＣＧＲＰ）、突触素（Ｓｙｎ）、神经胶质

纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）、细胞凋亡因子 ３（Ｃａｓｐａｓｅ３）、白细胞介素 １β（ＩＬ⁃１β）蛋白表达水平的变化，探讨吲哚⁃３⁃丙酸

改善大鼠肢体运动功能及感觉功能的作用和机制。 方法　 １０５ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ３ 组：假手术组、生理盐水组和

吲哚⁃３⁃丙酸组，其中对后两组大鼠使用重物击打脊髓制作顿挫损伤模型，并且分别通过腹腔注射给予生理盐水和

吲哚⁃３⁃丙酸。 在术后第 １、３ 天、１ 周、２ 周、３ 周、４ 周，进行斜板实验、ＢＢＢ 评分和甩尾实验评估大鼠运动及感觉功

能变化，采用免疫荧光及蛋白质印迹法检测各组各时间点大鼠脊髓组织中 ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ、ＧＦＡＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＩＬ⁃１β 表达

水平，通过免疫荧光双标观察 ＣＧＲＰ 与神经生长蛋白 ４３（ＧＡＰ４３）、神经元型钙结合蛋白（Ｎｅｃａｂ２）共表达的情况。
结果　 （１）术后吲哚⁃３⁃丙酸组的斜板实验与 ＢＢＢ 评分均明显高于生理盐水组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；术后第 ３ 天起吲哚⁃３⁃丙
酸组甩尾实验检测潜伏期明显高于生理盐水组，且到术后第 ２ 周基本恢复正常（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （２）到术后第 ２ 周生

理盐水组和吲哚⁃３⁃丙酸组 ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 阳性细胞达到高峰，且吲哚⁃３⁃丙酸组明显高于生理盐水组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；术后

第 ２ 周生理盐水组和吲哚⁃３⁃丙酸组 ＧＦＡＰ 阳性细胞达到高峰，之后表达水平才有所下降，但吲哚⁃３⁃丙酸组明显低

于生理盐水组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；术后吲哚⁃３⁃丙酸组和生理盐水组 Ｃａｓｐａｓｅ３ 阳性细胞出现逐渐减少，且吲哚⁃３⁃丙酸组明

显少于生理盐水组（Ｐ ＜ ０．０５）。 （３）术后第 ２ 周发现 ＣＧＲＰ 与 ＧＡＰ４３ 明显共表达，ＣＧＲＰ 与 Ｎｅｃａｂ２ 在邻近细胞呈

现互补表达。 （４）术后第 ２ 周吲哚⁃３⁃丙酸组的 ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 蛋白表达已明显高于生理盐水组，而 ＧＦＡＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３、
ＩＬ１β 蛋白表达则明显低于生理盐水组（Ｐ ＜ ０．０５）。 结论　 脊髓损伤后大剂量应用吲哚⁃３⁃丙酸能明显增强 ＣＧＲＰ、
Ｓｙｎ 表达水平，且 ＣＧＲＰ 与 Ｎｅｃａｂ２ 互补表达、而与 ＧＡＰ４３ 共表达，有利于钙离子平衡、突起再生和突触重塑，通过抑

制脊髓内 ＧＦＡＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＩＬ１β 表达水平，减轻组织炎症损伤反应、抑制星形胶质细胞活性、减少脊髓内细胞凋亡

现象，利于损伤区域内神经细胞存活、阻止脊髓组织内形成神经胶质瘢痕，恢复动物肢体感觉及运动功能，重建脊

髓组织形态结构。
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ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ ３⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｄｏｌｅ⁃３⁃ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０．０５）． （３）Ａｔ ｗｅｅｋ ２ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ＣＧＲＰ ａｎｄ ＧＡＰ４３ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｅｄ， ａｎｄ
ＣＧＲＰ ａｎｄ Ｎｅｃａｂ２ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｉｎ ａｄｊａｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓ． （４）Ａｔ ｗｅｅｋ ２ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ＣＧＲＰ ａｎｄ Ｓｙｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｔｈｅ ｉｎｄｏｌｅ⁃３⁃ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ＧＦＡＰ， Ｃａｓｐａｓｅ ３，
ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０．０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ
ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｏｆ ｉｎｄｏｌｅ⁃３⁃ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ ａｆｔｅｒ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＧＲＰ ａｎｄ Ｓｙｎ，
ａｎｄ ＣＧＲＰ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｔｏ Ｎｅｃａｂ２ ａｎｄ ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ＧＡＰ４３， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｔｏ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｂａｌａｎｃｅ，
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＡＰ， Ｃａｓｐａｓｅ ３， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ， ｔｈｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｉｎｊｕｒｙ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ， ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ， ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｗａｓ
ｒｅｄｕｃｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｅｄ ａｒｅａ， ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉａｌ ｓｃａｒｓ ｉｎ
ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ， ｒｅｓｔｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｎｓｏｒｙ ａｎｄ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｉｍｂｓ， ａｎｄ ｒｅｂｕｉｌｄｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ
ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＩＰＡ； ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ； ＣＧＲＰ； Ｓｙｎ； ｐｒｏｔｅｃｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 脊髓一旦损伤就会造成神经传导功能的部分

或完全丧失，导致患者出现截瘫、四肢瘫等症状，累
及呼吸、泌尿等系统，甚至危及生命。 吲哚⁃３⁃丙酸

（ｉｎｄｏｌｅ⁃３⁃ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＩＰＡ）是一种肠道菌群产生

的代谢产物，可通过细胞膜蛋白转运或直接扩散至

血液、外周组织和大脑中，减轻炎性浸润、增强病原

菌抗性、改善胰岛素抵抗、抑制氧化应激等方式，对
肿瘤发生、肠道疾病、代谢性疾病、辐射损伤、肝疾

病有重要意义［１－３］。 近年来研究发现 ＩＰＡ 能够穿透

神经系统血脑屏障、促进细胞增殖分化、调节胶质

细胞活性，在阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，

ＡＤ）、亨廷顿病（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＨＤ）、抑郁

症、脑缺血缺氧损伤等神经系统疾病中也有重要作

用［４－５］，但尚未见将其应用于急性脊髓损伤的研究

报道。 根据 ＩＰＡ 对神经系统具有减轻组织炎性反

应、促进细胞增殖分化、调节胶质细胞活性的作用，
通过制作大鼠急性脊髓损伤模型，然后腹腔注射给

予 ＩＰＡ 观测动物模型的变化，检查脊髓内 ＣＧＲＰ、
Ｓｙｎ、ＧＦＡＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＩＬ⁃１β 表达变化，对大鼠进行

ＢＢＢ 运动功能评分、斜板实验和甩尾实验评估，探
讨 ＩＰＡ 改善大鼠肢体运动功能及感觉功能的作用

和机制。
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１　 材料与方法　

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１０５ 只 ＳＰＦ 级的健康雌性大鼠，７ 周龄，体重 １８０
～ ２００ ｇ，在河南省实验动物中心提供【ＳＣＸＫ（豫）
２０２２－０００１】，动物饲养条件：每只大鼠提供 １２ ｈ 光照

与 １２ ｈ 黑暗昼夜光照变化周期，自由获取高压消毒

灭菌水和固态食物，饲养环境保持安静、防止噪音、整
洁干净，（２０ ± ２）℃和 ６０％ ± ５％湿度，由河南省实验

动物中心饲养【ＳＹＸＫ（豫）２０１８－０００７】。 严格遵循实

验动物使用的 ３Ｒ 原则，并经漯河医学高等专科学校

医学伦理委员会批准（ＬＹＺＬＬＳＣ２０２２０３２６０２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＩＰＡ（源叶生物科技公司，８３０９６６）；ＣＧＲＰ 抗体

（博士德生物公司， Ｍ０４２４７）； ＧＦＡＰ 抗体 （ Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ，ｓｃ３３６７３）；Ｃａｓｐａｓｅ３ 抗体（Ｂｉｏｓｓ，ｂｓｍ３３１９９Ｍ）；
ＩＬ⁃１β 抗 体 （ 博 奥 森 生 物 公 司， ＡＨ１１０８７７５０ ）；
Ｎｅｃａｂ２ 抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ，１２２５７１ＡＰ）；ＧＡＰ４３
抗体（博士德生物公司，ＢＡ０８７８）。 荧光显微镜（尼
康 ＴＳ⁃１００Ｆ，日本），垂直凝胶电泳仪 （六一仪器

ＤＹＣＺ⁃２４Ｄ，中 国 ）， 低 温 高 速 离 心 机 （ 赛 默 飞

ＩＥＣＣＬ３１Ｒ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验分组

１０５ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ３ 组：假手术组、生理

盐水组和吲哚⁃３⁃丙酸组，每组 ３５ 只，注意选取的大

鼠体重均匀、单独鼠笼饲养、环境基本相同。 动物

实验操作处置符合国家科技主管部门制定的实验

动物护理和使用指导意见。
１􀆰 ２􀆰 ２　 造模及给药　

采用腹腔注射戊巴比妥钠（按照 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 计

算）麻醉大鼠，然后呈俯卧位趴在动物手术台上，四
肢和牙齿用橡皮筋固定，剪除背毛、消毒及铺巾，沿
背部正中剪开皮肤，逐层钝性分离皮下组织、骨膜

组织及肌肉组织，暴露胸 ９ ～ １０ 节段，用咬骨钳去

除胸椎棘突和椎板，露出硬脊膜和脊髓。 对生理盐

水组和吲哚⁃３⁃丙酸组的大鼠，使用 １０ ｇ 冲击棒从

３０ ｍｍ 高处自由坠落击打暴露脊髓节段，成功实施

钝挫伤大鼠脊髓操作，而对假手术组的大鼠，只咬

除胸 ９ ～ １０ 节段的棘突和椎板，充分露出硬脊膜和

脊髓组织［６］，随即药物止血并逐层缝合手术切口。
术后大鼠放置在加热垫上苏醒恢复，每天 ３ 次膀胱

护理，一直到能自主排尿功能恢复，随后改为常规

护理喂养。 术后 １ 周内，每天注射青霉素（按照 ２ ×
１０４ Ｕ ／ ｋｇ 计算），每天 ２ 次。 手术后 １ 周内，吲哚⁃３⁃丙
酸组按 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量腹腔注射 ＩＰＡ［７］，生理盐水组

按照同等的量腹腔注射 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液，每天 １ 次。
１􀆰 ２􀆰 ３　 运动及感觉功能评价

术后第 １、３ 天、１ 周、２ 周、３ 周、４ 周，取大鼠进

行 ＢＢＢ 运动功能评分、斜板实验和甩尾实验。 ＢＢＢ
是评估后肢关节的活动度、爪的精细动作、肢体的

协调性及稳定性，术后第 １、３ 天、１ 周、２ 周、３ 周、
４ 周大鼠放在直径为 １ ｍ 的圆形开放空间，观察评

定大鼠肢体的运动功能情况，完全瘫痪的大鼠记为

０ 分， 正常为 ２１ 分［８］。 斜板实验是大鼠头朝前，身
体纵轴与斜板纵轴垂直放置，升高或降低斜板 ５°，
同时大鼠能够停留 ５ ｓ，记录出现此种情况最大斜板

角度。 甩尾实验是将大鼠放入固定器，暴露尾部用

光辐照，辐照部位固定在尾部的中、下 １ ／ ３ 处，记录

从光照射开始到出现甩尾反应的时间［９］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫荧光染色观察

术后各小组在第 １、３ 天、１ 周、２ 周、３ 周、４ 周均

取 ５ 只大鼠，麻醉后，依次分别灌注 ２５０ ｍＬ 的生理

盐水和 ４％多聚甲醛，收集胸 ９ ～ １０ 节段的神经组

织，进行石蜡切片。 切片分别滴加 ＣＧＲＰ、 Ｓｙｎ、
ＧＦＡＰ 等特异性蛋白标记抗体，置 ４℃ 冰箱过夜，
ＰＢＳ 缓冲液漂洗 ３ 次 × ５ ｍｉｎ，加对应的 ＴＲＩＴＣ 或

ＦＩＴＣ 标记荧光二抗，置 ３７℃温箱避光孵育 １ ｈ，ＰＢＳ
缓冲液漂洗 ３ 次 × ５ ｍｉｎ，滴加缓冲甘油封片剂后，
在荧光显微镜下观察计数。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫蛋白印迹检测

术后 ２ 周各小组均取 ５ 只大鼠，取胸 ９ ～ １０ 段

上下各 ０􀆰 ５ ｃｍ 脊髓组织，放置冰上充分研磨匀浆，
随即低温高速离心 １５ ｍｉｎ，弃沉淀物取上清液，置入

ＥＰ 管待用。 通过聚丙烯酰胺凝胶电泳 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
分离蛋白，并转移至 ＰＶＤＦ 膜上等待检测。 先分别

滴加 ＣＧＲＰ 抗体、Ｓｙｎ 抗体、ＧＦＡＰ 抗体、Ｃａｓｐａｓｅ３ 抗

体、ＩＬ⁃１β 抗体，４℃冰箱过夜，ＰＢＳ 缓冲液漂洗 ３ 次，
再滴加对应的生物素化二抗，放置室温 ２０℃ 孵育
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　 　 　 　 　 　 　 　２ ｈ， ＰＢＳ 缓冲液漂洗 ３ 次 × ５ ｍｉｎ，滴加 ＡＢＣ 试剂

在暗环境下显色，重复操作 ３ 次，测定目的蛋白 ／
β⁃ａｃｔｉｎ 的吸光度值。
１􀆰 ３　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件分析处理。 多组间数

据比较采用单因素方差分析，组内数据比较采用配

对 ｔ 检验，实验结果以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表

示，Ｐ ＜ ０． ０５ 表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 运动功能评价　
斜板实验与 ＢＢＢ 评分结果表明，从术后第 １ 周

到术后第 ４ 周 ＩＰＡ 组的两种运动功能测试结果均明

显高于生理盐水组（Ｐ ＜ ０．０５）（见图 １）。

注：与生理盐水组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下同图）

图 １　 三组运动功能评价结果比较（ｎ ＝ ３０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ（ｎ ＝ ３０）

２􀆰 ２　 感觉功能评价　
甩尾实验检测结果表明，从术后第 ３ 天起 ＩＰＡ

组潜伏期明显高于生理盐水组，且到术后第 ２ 周

ＩＰＡ 组潜伏期基本恢复正常（Ｐ ＜ ０．０５）（见图 ２）。

图 ２　 三组甩尾实验结果比较（ｎ ＝ ３０）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔａｉｌ ｄｕｍｐ ｔｅｓｔ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ

ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ（ｎ ＝ ３０）

２􀆰 ３　 免疫荧光染色观察　
免疫荧光染色结果表明，假手术组发现大量

ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 阳性细胞和少量 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＧＦＡＰ 阳性细

胞；术后生理盐水组和 ＩＰＡ 组 ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 阳性细胞

均出现大量减少，随后两组 ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 阳性细胞开

始逐渐增多，到术后第 ２ 周就已达到高峰，且 ＩＰＡ 组

ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 表达水平明显高于生理盐水组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；生理盐水组和 ＩＰＡ 组 ＧＦＡＰ 阳性细胞随时

间延长逐渐增多，且到术后第 ２ 周就已达到高峰，之
后表达水平才有所下降，但 ＩＰＡ 组 ＧＦＡＰ 表达水平

明显低于生理盐水组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；术后第 １ 天 ＩＰＡ
组和生理盐水组均大量出现 Ｃａｓｐａｓｅ３ 阳性细胞，随
后两组表达出现逐渐减少，且 ＩＰＡ 组明显少于生理

盐水组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ３）。
２􀆰 ４　 免疫荧光双标观察　

ＩＰＡ 组发现脊髓损伤后第 ２ 周 ＣＧＲＰ 与 ＧＡＰ４３
明显共表达，ＣＧＲＰ 与 Ｎｅｃａｂ２ 在邻近细胞呈现互补

表达（见图 ４）。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测　

免疫印记结果显示，术后第 ２ 周 ＩＰＡ 组的

ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 表达明显高于生理盐水组（Ｐ ＜ ０．０５），
术后第 ２ 周 ＧＦＡＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＩＬ⁃１β 表达明显低于生

理盐水组（Ｐ ＜ ０．０５）（见图 ５）。
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注：Ａ：ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ、ＧＦＡＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３ 免疫荧光染色；Ｂ：ＣＧＲＰ 阳性细胞比较；Ｃ：Ｃａｓｐａｓｅ３ 阳性细胞比较；Ｄ：Ｓｙｎ 阳性细胞比较；Ｅ：ＧＦＡＰ
阳性细胞比较。

图 ３　 术后 ２ 周 ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ、ＧＦＡＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达变化（ｎ ＝ ３０）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＣＧＲＰ， Ｓｙｎ， ＧＦＡＰ， Ｃａｓｐａｓｅ３ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＧＲＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ． Ｃ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ３
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ． Ｄ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｓｙｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ． Ｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＧＦＡＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＣＧＲＰ， Ｓｙｎ， ＧＦＡＰ， Ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ２ ｗｅｅｋｓ（ｎ ＝ ３０）
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注：ＣＧＲＰ：细胞质内呈绿色；ＧＡＰ４３，Ｎｅｃａｂ２：细胞质内呈红色。

图 ４　 术后 ２ 周 ＣＧＲＰ ／ ＧＡＰ４３、ＣＧＲＰ ／ Ｎｅｃａｂ２ 免疫荧光双标染色观察

Ｎｏｔｅ． ＣＧＲＰ． Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｉｓ ｇｒｅｅｎ． ＧＡＰ４３， Ｎｅｃａｂ２． Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｉｓ ｒｅｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＣＧＲＰ ／ ＧＡＰ４３ ａｎｄ ＣＧＲＰ ／ Ｎｅｃａｂ２ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ ＳＣＣ ａｔ ２ ｗｅｅｋｓ

图 ５　 免疫印迹检测术后 ２ 周 ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ、ＧＦＡＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＩＬ⁃１β 蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＣＧＲＰ， Ｓｙｎ， ＧＦＡＰ， Ｃａｓｐａｓｅ３ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｆｔｅｒ ＳＣＣ ａｔ ２ ｗｅｅｋｓ

３　 讨论　
ＩＰＡ 主要是由肠道细菌产生的一种色氨酸代谢

产物，还是孕烷 Ｘ 受体（ＰＸＲ）或芳烃受体（ＡｈＲ）的
内源性配体［１０］，具有穿透神经系统血脑屏障、减轻

组织炎性反应、促进细胞增殖分化、调节胶质细胞

活性、抑制氧化应激的作用，对肿瘤发生、肠道疾

病、代谢性疾病、辐射损伤、肝疾病及神经系统疾病

有重要意义。
本实验发现脊髓损伤后大剂量应用 ＩＰＡ 能明

显增强 ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 蛋白表达水平，同时发现 ＣＧＲＰ

与 ＧＡＰ４３ 出现共表达现象，而 ＣＧＲＰ 与 Ｎｅｃａｂ２ 在

邻近细胞呈现互补表达，ＢＢＢ 评分、斜板实验和甩

尾实验均表明动物肢体感觉及运动功能出现明显

恢复。 推测这是因为 ＩＰＡ 可以通过结合转录因子

孕烷 Ｘ 受体，促使乙酰辅酶 Ａ 结合蛋白（ＡＣＢＰ，又
称 ＤＢＩ）表达，不仅促进神经细胞增殖分化，增强神

经轴突再生修复能力［１１－１５］，还可促进 Ｓｙｎ 大量表达

有利于神经突触分化发育，提升突触信号传递及神

经冲动传导效率；已有研究发现 ＩＰＡ 可以通过激活

ＭＴＲ１ ／ ＰＧＣ⁃１α 信号通路，明显上调 ＵＣＰ２ 基因转录

水平、显著抑制 ＲＯＳ 大量生成，积极改善线粒体结
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构与维持内稳态［１６］，促进神经生长蛋白 ＧＡＰ４３ 大

量表达，增强神经细胞轴突再生修复功能，重建脊

髓内神经纤维形态结构，抑制由氧化应激所引发的

细胞凋亡现象。 已有实验表明脑和脊髓损伤后采

取针刺康复介入治疗后 ＣＧＲＰ 出现大量表达，通过

抑制兴奋性谷氨酸的释放，改变细胞膜钙通道蛋白

结构，降对低钙离子的通透性，进而阻止谷氨酸介

导的钙离子内流，从而维持细胞内外钙离子的平

衡，阻止脊髓组织出现钙超载现象［１７－１８］，另外研究

还发现脊髓损伤后 ＮＥＣＡＢ２ 与 ＣＧＲＰ 发挥协同作

用，共同调节神经突触内谷氨酸转运平衡，以免谷

氨酸过度释放造成兴奋性中毒，进而有利于神经突

触发育重塑，提升神经突触传递信息效率，增强神

经细胞的突起生长率及神经细胞轴浆运输能力，与
其他营养因子共同调节轴突再生修复［１９］。

此外现有研究还发现高浓度的 ＩＰＡ 可以减少

中枢神经系统 Ｓ１００ｂ 表达，降低神经胶质细胞中钙

离子的浓度，促进神经细胞增殖与分化，抑制星形

胶质细胞活化，上调抗细胞凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２ 水平，抑
制神经细 ＮＬＲＰ３ 炎性小体激活，减少神经组织内炎

症介质 ＩＬ⁃１β 分泌水平［２０－２２］。 ＩＰＡ 已被证明是

β⁃淀粉样蛋白原纤维形成的抑制剂，显著抑制内质

网应激和随后的神经元细胞死亡，是针对多种氧化

毒素的有效神经保护剂［２３－２４］。 在大脑皮层神经元

中应用 ｎＡＣｈＲ 和 Ｌ 型 ＨＶＣＣ 拮抗剂抑制可以减少

ＤＢＩ 表达，观察到 ＤＢＩ（ＡＣＢＰ）表达与钙离子变化有

关联性［２５］。 大剂量使用 ＩＰＡ 治疗有机磷杀虫螨剂

ＣＰＦ 引起的神经损伤，明显增强 ＧＳＴ、ＣＡＴ、ＳＯＤ、
ＧＰＸ、ＴＳＨ 及 ＧＳＨ 水平，通过提高动物大脑和小脑

组织中的硫氧还蛋白水平和硫氧还蛋白还原酶活

性，增强体内胆碱能和氧化还原调节系统功能，抑
制炎症应激、半胱天冬酶激活和 ＤＮＡ 损伤［７］。 ＩＰＡ
不仅能够大量清除体内的活性氧，而且还可以与抗

氧化剂谷胱甘肽在细胞内协同发挥作用，更不会转

化为具有促氧化作用的反应性中间体［２６］。 ＩＰＡ 还

能减轻由缺血缺氧所引起的神经细胞损伤，有效缓

解辐射造成的胃肠道损伤和肠道菌群变化［２］。 糖

氧剥夺离体脑缺血模型中 ＩＰＡ 通过激活 ＰＸＲ ／
ＡＣＢＰ 信号，显著抵消连接蛋白的减少，并下调

ｐ⁃ＩκＢ⁃α、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 水平，减轻脑内炎症反应引发的

组织损伤［２７－２８］。 根据目前研究及本实验进一步表

明，脊髓损伤后大剂量应用 ＩＰＡ，不仅通过 ＰＸＲ ／
ＡＣＢＰ 信号通路促进神经细胞增殖与分化，还可通

过 ＭＴＲ１ ／ ＰＧＣ１α 途径稳定线粒体功能，明显有利于

ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 大量表达，且 ＣＧＲＰ 能够与 ＧＡＰ４３ 共表

达、与 Ｎｅｃａｂ２ 互补表达，稳定了细胞内外的钙离子

浓度，利于神经突起的再生修复，诱导神经突触分

化发育，最终能够恢复肢体感觉及运动功能。
本实验发现脊髓损伤后大剂量应用 ＩＰＡ 能明

显降低 ＧＦＡＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＩＬ⁃１β 蛋白表达水平，减轻

组织内的炎症损伤反应、减少细胞发生凋亡现象、
阻止脊髓形成神经胶质瘢痕。 推测这是 ＩＰＡ 通过

促进抗炎细胞因子 ＩＬ⁃１０ 的大量释放，抑制 Ａ１ 型反

应性星形胶质细胞的活化，降低肿瘤坏死因子

ＴＮＦ⁃α、 白细胞介素 ＩＬ⁃１α 和血清补体 Ｃ１ｑ 表达水

平，减少神经胶质纤维酸性蛋白 ＧＦＡＰ 表达［２９－３０］，
进而阻止脊髓组织形成神经胶质瘢痕；ＩＰＡ 还可以

通过抑制脂质过氧化，降低谷胱甘肽及其过氧化物

酶的表达水平，进而减少凋亡因子 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 和 Ｂａｘ
的表达水平［５］，阻止神经细胞出现大量凋亡现象，
有利于损伤区域内神经细胞存活；ＩＰＡ 通过抑制核

转录因子 ＮＦ⁃κＢ 信号传导途径，下调白细胞、巨噬

细胞促炎性基因转录水平，减少白细胞介素 ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃１８ 大量产生，抑制损伤区域氧化应激、减轻组

织细胞炎症反应［３１－３２］。 现有研究发现 ＩＰＡ 治疗自

身免疫性脑脊髓炎小鼠降低星形胶质细胞中的

Ｃｃｌ２、Ｎｏｓ２ 表达，通过与Ⅰ型干扰素联合作用激活

ＡＨＲ 信号以控制神经炎症［３３］。 ＩＰＡ 在短暂性前脑

缺血模型鼠的海马 ＣＡ１ 区，通过降低神经胶质纤维

酸性蛋白 ＧＦＡＰ、酸性钙结合蛋白 Ｓ１００、小胶质细胞

Ｉｂａ１ 和植物凝集素 ＩＢ４ 的表达水平，进而发挥神经

保护作用及其抗氧化作用［２０］。
此外还有研究发现 ＩＰＡ 对大鼠脂肪性肝炎有

明显治疗效果：一是诱导紧密连接蛋白 ＺＯ⁃１ 和

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达，维持肠道粘膜上皮细胞的稳态，降
低血浆内毒素水平；二是抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号传导途

径，减少炎细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 表达水平，
减轻肝炎症反应程度，最终通过抑制肠道菌群失调

和内毒素渗漏，缓解脂肪性肝炎造成的损伤［３４］。 脓

毒症脑病中 ＩＰＡ 通过 ＡＨＲ 介导的机制，显著抑制

脂多糖刺激的小胶质细胞中 ＮＬＲＰ３ 炎性体激活，减
少 ＩＬ⁃１β 分泌，减轻了小鼠的焦虑和空间记忆障

碍［３５］。 ＩＰＡ 可以穿过血脑屏障并调节星形胶质细

胞激活和神经炎症，还可以抑制内质网应激诱导的

神经元死亡，减少脑脊髓炎小鼠的神经炎症，这些

研究表明 ＩＰＡ 对神经元具有保护作用［３６］。 根据目
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前研究及本实验进一步证实，脊髓损伤后大剂量应

用 ＩＰＡ，一是可以通过抑制核转录因子 ＮＦ⁃κＢ 信号

传导途径，阻止脊髓内出现脂质过氧化现象，减轻

神经组织内的炎症损伤反应程度，抑制神经细胞出

现大量凋亡的现象，二是可以通过抑制 Ａ１ 型反应

性星形胶质细胞的活化，防止脊髓内部形成神经胶

质瘢痕，改善了脊髓损伤部位的微环境，利于神经

细胞存活及增殖，促进神经突起再生修复，进而重

建脊髓组织形态结构。
总之，脊髓损伤后大剂量应用吲哚⁃３⁃丙酸能明

显增强 ＣＧＲＰ、Ｓｙｎ 表达水平，且 ＣＧＲＰ 与 Ｎｅｃａｂ２ 互

补表达、而与 ＧＡＰ４３ 共表达，有利于钙离子平衡、突
起再 生 和 突 触 重 塑， 通 过 抑 制 脊 髓 内 ＧＦＡＰ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＩＬ⁃１β 表达水平，减轻组织炎症损伤反应、
抑制星形胶质细胞活性、减少脊髓内细胞凋亡现

象，利于损伤区域内神经细胞存活、阻止脊髓组织

内形成神经胶质瘢痕，恢复动物肢体感觉及运动功

能，重建脊髓组织形态结构。 但是目前关于 ＩＰＡ 对

急性脊髓损伤治疗只是处于实验研究阶段，免疫荧

光双标 ＣＧＲＰ 与 Ｎｅｃａｂ２、ＧＡＰ４３ 的表达结果，提示

其有利于突起再生及突触重建，但还需要免疫沉淀

进一步证实蛋白之间的协同作用，同时对于脊髓损

伤的临床应用效果仍需后续进一步研究。
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