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［摘　要］目的：研究大鼠脊髓半横断损伤（ＳＣＩ）后损伤区域星形胶质源性蛋白（Ｓ１００Ｂ）的表达情况。方法：
将７０只雄性成年ＳＤ大鼠随机分为正常组（１０只）、假手术组（１０只）及模型组（行Ｔ１０脊髓右侧半切术，术后分
为１ｄ，７ｄ，１４ｄ，２１ｄ，２８ｄ组，每组各１０只）；术后于相应时间点采用ＢＢＢ及Ｒｅｕｔｅｒ法行后肢神经功能评分，评
分后处死大鼠，对ＳＣＩ后损伤区域行Ｓ１００Ｂ免疫组织化学染色，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓ１００Ｂ蛋白表达，透射电镜观
察损伤区域的组织形态学变化。结果：（１）ＢＢＢ与Ｒｅｕｔｅｒ评分显示模型组大鼠麻醉清醒后即出现瘫痪及感觉功
能障碍，术后７ｄ神经功能开始好转，随着时间的推移，神经功能逐渐恢复，１４ｄ时后肢神经功能恢复最明显；
（２）免疫组织化学显示正常组及假手术组少量表达 Ｓ１００Ｂ，模型组 Ｓ１００Ｂ表达较正常组及假手术组均增高，
Ｓ１００Ｂ表达在１４ｄ时达到高峰，大量反应性星形胶质细胞增生、肥大，２８ｄ时Ｓ１００Ｂ表达趋于稳定；（３）Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测Ｓ１００Ｂ蛋白表达水平与免疫组织化学结果相一致；（４）电镜下 ＳＣＩ后损伤区域神经元肿胀，变性，细胞
器减少，线粒体水肿，空泡变性。结论：ＳＣＩ后Ｓ１００Ｂ表达增高，星形胶质细胞增生，可能与损伤神经的自发修
复过程有关。
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　　星形胶质源性蛋白（Ｓ１００Ｂ）是一种酸性的能
与钙、锌结合的可溶性蛋白，属于钙结合蛋白家

族［１］。Ｓ１００Ｂ除在细胞内存在外，也可被星形胶
质细胞分泌，发挥重要的生理功能，亦作为中枢神

经系统的特异性蛋白受到广泛重视［２］。脊髓损伤

（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）时，损伤和坏死的细胞被
动释放大量 Ｓ１００Ｂ，损伤刺激星形胶质细胞活化
也可产生 Ｓ１００Ｂ［３－４］，其浓度的变化或可间接反
映神经损伤的病理生理过程。本实验主要研究 Ｓ
１００Ｂ与ＳＣＩ时损伤恢复时间的变化规律，为治疗
神经损伤提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
兔抗Ｓ１００Ｂ多克隆抗体、即用型 ＳＡＢＣ显色

试剂盒、生物素化二抗（羊抗兔 ＩｇＧ）及 ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒购于武汉博士德生物公司，细胞裂解液

（ＲＩＰＡ）、５×蛋白上样缓冲液购于碧云天生物技术
研究所，四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ，北京索莱宝生物
科技有限公司），蛋白电泳仪（ＰｏｗｅｒＰａｅＢａｓｉｃＰｏｗ
ｅｒｓｕｐｐｌｙ型）、垂直电泳槽（ＭｉｎｉＰＲｏＴＥＡＮ３型）、
转移电泳槽（ＭｉｎｉＴａｎｓＢｌｏｔＣｅｌｌ型）　购于美国
ＢｉｏＲＡＤ公司，ＲＭ２０１６轮转切片机购于上海徕卡
仪器有限公司，自备常规手术器械等。

１．２　方法
１．２．１　实验动物分组及手术方法　选择健康成年
雄性ＳＤ大鼠７０只，体重２５０～３００ｇ，随机分为正
常组（１０只，常规饲养）、假手术组（１０只，摘除棘
突和椎板，不损伤脊髓）及模型组（行 Ｔ１０脊髓右
侧半切术，术后分为１ｄ，７ｄ，１４ｄ，２１ｄ，２８ｄ组，每
组各１０只）。Ｔ１０脊髓右侧半切术：麻醉后常规消
毒铺巾，俯卧位固定大鼠，定位 Ｔ１０棘突。切开 Ｔ９
～Ｔ１１皮肤，分离两侧棘突旁肌肉，暴露 Ｔ９～Ｔ１１
棘突和椎板，固定 Ｔ１０椎板，小号持针器仔细摘除
Ｔ１０棘突、右侧椎板至右侧关节突，充分暴露手术

所需视野，而后定位中线，将尖刀片刀背对着正中

沟，刀锋向右向脊髓内垂直刺入，随即在与脊髓垂

直方向向右侧横行切断右半侧脊髓；仔细止血，青

霉素冲洗切口，逐层缝合。假手术组只摘除棘突和

椎板，正常组常规分笼饲养。

１．２．２　大鼠后肢神经功能评分　采用 ＢＢＢ［５］法
行后肢运动功能评分，Ｒｅｕｔｅｒ［６］法行感觉功能评
分，观察ＳＣＩ后后肢功能恢复情况。ＢＢＢ评分是根
据动物髋、膝、踝、趾、前后肢协调运动等情况评定

运动功能，分２２级，最高２１分，最低０分。Ｒｅｕｔｅｒ
评分法是从牵张反射、疼痛回缩反射、背部感觉、肌

张力及肌力等５个方面来评定ＳＣＩ后的感觉变化，
最低０分，表示正常，最高１１分，表示瘫痪。评分
采用双盲、双人独立观察记录，最后取平均值。

１．２．３　免疫组织化学检测 Ｓ１００Ｂ表达　各组取
３只大鼠脊髓石蜡包埋后，按照试剂盒说明书检测
Ｓ１００Ｂ表达，随机选取６个２００倍视野，记录 ＳＣＩ
后不同时间点Ｓ１００Ｂ平均阳性细胞数。免疫组化
步骤简述如下：３％ Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物酶
（室温，１０ｍｉｎ），５％正常山羊血清封闭（３７℃，
２０ｍｉｎ），滴加一抗（Ｓ１００Ｂ１∶１００），４℃过夜（ＰＢＳ
代替一抗做阴性对照），次日 ＰＢＳ浸洗３×２ｍｉｎ，
滴加二抗（３７℃，２０ｍｉｎ），ＳＡＢＣ反应（３７℃，
２０ｍｉｎ），ＤＡＢ显色、脱水、透明、封片。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓ１００Ｂ表达　在相应时
间点各组随机取５只大鼠，用乙醚麻醉后在冰上迅
速解剖出脊髓，切取以损伤区域为中心约３ｃｍ长
度的脊髓节段，标记后投入液氮中保存。快速将液

氮中的组织取出，放到研钵中研碎，加入 ＲＩＰＡ裂
解细胞，离心后分离提取蛋白行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，
使用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ对所做实验图片进行灰度值的
定量分析。

１．２．５　超微结构观察　在相应时间点各组随机取
２只大鼠，麻醉、灌注后，快速取出损伤脊髓中心
１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小标本，放入２％戊二醛中
固定２４ｈ（４℃），透射电镜观察并摄片。
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１．３　统计学方法
所有数据均应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学

分析。计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，各
组数据比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠后肢神经功能评分
模型组大鼠麻醉清醒后即出现瘫痪症状，感觉

功能明显异常，术后７ｄ伤侧后肢神经功能开始好
转，随着时间的推移，大鼠后肢功能逐渐恢复，术后

１４ｄ时恢复最明显，ＢＢＢ评分达８分，Ｒｅｕｔｅｒ评分
恢复至５分以下，见表１。
２．２　Ｓ１００Ｂ阳性细胞及蛋白表达

免疫组织化学结果显示，正常脊髓切片中 Ｓ
１００Ｂ阳性细胞数量较少，染成棕褐色；模型组术后
１ｄ组，Ｓ１００Ｂ阳性细胞数量开始增加，主要在星
形胶质细胞中表达；７ｄ组脊髓损伤标本中 Ｓ１００Ｂ
阳性细胞胞体增大，突起增多，染色加深，１４ｄ组

脊髓损伤标本中这种表现更加明显，２１～２８ｄ组，
Ｓ１００Ｂ阳性细胞与１４ｄ比较未见明显变化，见图
１。平均阳性细胞数量见表２。脊髓损伤后Ｓ１００Ｂ
蛋白的相对表达量较正常组及假手术组皆升高，术

后１４ｄ组升高最明显，术后２１～２８ｄ组Ｓ１００Ｂ表
达趋于稳定，见图２及表２。

表１　各组大鼠后肢神经功能ＢＢＢ
及Ｒｅｕｔｅｒ评分（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｒａｔｓ＇ＢＢＢａｎｄＲｅｕｔｅｒｇｒａｄｉｎｇ
ｒｅｃｏｒｄｒｅｓｕｌｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别 ＢＢＢ Ｒｅｕｔｅｒ

正常组 ２１．０±０．００　 　０±０．００

假手术组 １９．０±０．８１　 ０．５±０．５４

术后１ｄ组 　 ０．０±０．００（１）（２）　 １０．９±０．５４（１）（２）

　　７ｄ组 　 ３．４±０．５１（１）（２）　　６．７±０．５５（１）（２）

　　１４ｄ组 ７．８±０．５４（１） 　　４．８±０．２１（１）（２）

　　２１ｄ组 １０．２±０．８４（１） 　３．７±０．４７（１）

　　２８ｄ组 １２．６±０．５５（１） 　３．３±０．４０（１）

（１）与正常组比较，Ｐ＜０．０５；（２）与术后２８ｄ组比较，Ｐ＜０．０５

注：ａ为正常组，ｂ为术后１ｄ组，ｃ为术后７ｄ组，ｄ为术后１４ｄ组，ｅ为术后２１ｄ组，ｆ为术后２８ｄ组

图１　各组大鼠脊髓半横断处Ｓ１００Ｂ阳性细胞 （ＳＡＢＣ，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｓ１００Ｂｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｔｒａｎｓｅｅｔｉｏｎｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

图２　各组大鼠Ｓ１００蛋白表达
Ｆｉｇ．２　Ｓ１００ＢｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒＳＣＩ

２．３　透射电镜观察
电镜下，正常脊髓切片中神经元胞膜完整，细

胞器丰富，线粒体结构正常，核内染色质分布均匀，

核仁清晰；模型组术后１ｄ组，神经元肿胀，细胞器
减少，线粒体水肿，胞核固缩，核膜内褶，染色质分

布不均；７ｄ组神经元、线粒体肿胀，核膜内褶明
显，核仁移向核膜；１４ｄ组神经元内细胞器丢失，
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线粒体肿胀明显，嵴间隙增宽；２１～２８ｄ组脊髓神
经元线粒体肿胀，空泡变性。见图３。

表２　各组大鼠Ｓ１００Ｂ阳性细胞计数及Ｓ１００Ｂ
相对表达量（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｃｏｕｎｔｉｎｇｏｆＳ１００Ｂｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅ
Ｓ１００Ｂｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

组别
检测指标

Ｓ１００Ｂ阳性细胞计数　Ｓ１００Ｂ蛋白相对表达量
正常组 ５．６±０．５５ ０．４５±０．０１３
假手术组 ５．４±０．５４ ０．４５±０．０１５
术后１ｄ ９．０±０．７１（２） ０．５９±０．０１３（２）

　　７ｄ １４．２±０．８４（１）（２） ０．７７±０．０１８（１）（２）

　　１４ｄ ２３．２±０．８４（１） １．２５±０．０３６（１）
　　２１ｄ ２２．２±０．８３（１） １．１５±０．０３７（１）
　　２８ｄ ２２．０±０．７０（１） １．０６±０．０２８（１）

（１）与正常组比较，Ｐ＜０．０５；（２）与术后１４ｄ比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

脊髓是中枢神经系统的重要组成部分，其活动

受大脑的控制，具有重要的传导功能，除了头面部

以外，来自躯干和四肢的浅、深部感觉以及大部分

内脏感觉，都是通过脊髓白质的感觉纤维束传达到

脑，进行高级综合分析；大脑对躯干和四肢的骨骼

肌运动以及内脏（部分）的管理，通过脊髓白质的

运动纤维束来完成。脊髓本身亦可完成许多反射

活动，同时也是调节血管舒缩、排尿、排便和性功能

活动的低级反射中枢。一旦脊髓受损，必定会给受

伤者带来沉痛的打击。可见，深入了解脊髓损伤后

发生的变化具有重要的意义。

注：ａ为正常组，ｂ为术后１ｄ组，ｃ为术后７ｄ组，ｄ为术后１４ｄ组，ｅ为术后２１ｄ组，ｆ为术后２８ｄ组；箭头所指为线粒体

图３　各组大鼠脊髓神经元（×３００００）
Ｆｉｇ．３　Ｒａｔｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｎｅｕｒｏｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　１９６５年 Ｍｏｏｒｅ等［７］首先在牛脑组织中发现星

形胶质源性蛋白（Ｓ１００），因其能溶解在１００％的
硫酸铵饱和溶液中而得名。Ｓ１００蛋白家族大约
有１６个成员，其中 Ｓ１００Ａ和 Ｓ１００Ｂ是其主要成
员。Ｓ１００Ｂ具有高度脑特异和神经保护作用，可
以提高神经元的存活率、促进胶质细胞产生神经突

起、促进轴突的延伸，它在星形胶质细胞中表达最

多［８－９］。Ｓ１００Ｂ有多种生理功能：（１）调节多种蛋
白激酶的底物磷酸化，调节腺苷酸环化酶的活性；

（２）调节细胞内外钙离子浓度，保护神经元免受氧
化损伤；（３）调节细胞的增殖、分化，参与微管、微

丝的解聚；（４）被分泌到细胞外，低浓度具有神经
营养和保护作用，促进轴突生长，但高浓度可引起

神经元变性和诱导胶质细胞凋亡［１０－１１］。另外它还

可以作为白细胞的化学趋化因子，调节巨噬细胞的

吞噬活性。因此Ｓ１００Ｂ对于神经系统的生长发育
具有重要影响，并在ＣＮＳ受损时，通过急性胶质细
胞反应增加Ｓ１００Ｂ合成和分泌参与神经损伤修复
机制。

本实验结果示，ＳＣＩ后，伤侧后肢运动、感觉功
能逐渐恢复，１４ｄ时恢复最明显；Ｓ１００Ｂ也在 ＳＣＩ
后开始增加，１４ｄ时达到峰值，随后进入平台期。
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脊髓损伤机制包括即刻机械损伤和随之发生的血

管、生化反应所致的继发性损害。有研究将脊髓损

伤分为３期，（１）急性期：即伤后至最初几天内，为
脊髓及周围组织包括血管内皮受到初始机械损伤，

坏死及细胞死亡瞬间发生；受伤几分钟后，神经细

胞会发生电解质紊乱，导致神经功能衰竭和脊髓休

克，并持续约２４ｈ。ＳＣＩ早期，大量损伤及坏死的
细胞被动释放Ｓ１００Ｂ，在一定范围内，表达上调的
Ｓ１００Ｂ可以刺激神经元生长、增强神经元在损伤
后的存活；（２）继发反应期：伤后数周内，机械损伤
致细胞溶解，突触或非突触间的运输，使得细胞外

谷氨酸盐及其他刺激性氨基酸浓度急剧升高，脂质

过氧化和氧自由基产生，多种原因导致反应性神经

胶质细胞过多以及星形胶质细胞增殖；星形胶质细

胞增生、活化大量分泌 Ｓ１００Ｂ，高浓度的 Ｓ１００Ｂ
对邻近的易感神经元产生神经毒性作用，从而影响

神经损伤的修复［１２－１３］；（３）慢性期：发生在受伤后
数天至数年，主要机制有细胞程序性死亡范围扩

大，一些受体及离子通道浓度和活性改变，瘢痕出

现，脱髓鞘导致传导功能受损，囊性变，脊髓空洞区

域扩大。Ｃａｒｌｓｏｎ等［１４］总结了继发性脊髓损伤不

同机制，包括缺血、生化改变、程序性细胞死亡、毒

性刺激物、神经递质的积聚、脂质过氧化和自由基

的产生及炎症反应等，认为神经功能最终缺陷是由

于继发性损伤复合机制所致。

本实验通过建立大鼠ＳＣＩ模型，初步探讨了早
期及继发反应期Ｓ１００Ｂ的表达与损伤恢复时间变
化规律。随着实验研究不断进展，对脊髓损伤病理

生理全面认识及早期治疗将会大大减少了脊髓损

伤致死率、住院率及并发症几率，提高患者早期康

复及重返社会工作的机会。
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