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  [摘 要] 目的 探讨美洲大蠊研粉对脊髓半横断损伤(hSCI)大鼠损伤区域的病理变化和神经元凋亡的

影响。方法 将90只雌性SD大鼠随机分为3组:假手术组、脊髓损伤组和美洲大蠊研粉组,每组30只。假手

术组仅行T10 椎板切除术而不损伤脊髓,脊髓损伤组和美洲大蠊研粉组均行T10 椎板切除及左侧脊髓半横断

术。假手术组与脊髓损伤组大鼠于术前30
 

min及术后每日灌胃生理盐水(每只5
 

mL)。美洲大蠊研粉组在相

同时间点灌胃美洲大蠊研粉生理盐水溶液(630
 

mg/kg,每只5
 

mL)。术后7
 

d,每组取5只用于苏木精-伊红染

色;术后4、8
 

h及1、3、7
 

d,每组每个时间点取5只大鼠,采用酶联免疫吸附测定(ELISA)法检测Bax、Caspase-3
和Bcl-2的含量。结果 与脊髓损伤组相比,美洲大蠊研粉组的脊髓组织结构更紧密,灰质和白质分界更明显,
灰质破坏程度更轻,神经元形态更清晰,水肿程度也更轻;与假手术组相比,美洲大蠊研粉组的脊髓组织结构更

疏松,灰质和白质分界更模糊,灰质结构破坏更重。各时间点脊髓损伤组、美洲大蠊研粉组Bax表达量均高于

假手术组,差异均有统计学意义(P<0.05),脊髓损伤组Bax表达量高于美洲大蠊研粉组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。术后4
 

h,脊髓损伤组Caspase-3表达量与美洲大蠊研粉组比较,差异无统计学意义(P>0.05),其
他时间点脊髓损伤组、美洲大蠊研粉组Caspase-3表达量高于假手术组,脊髓损伤组Caspase-3表达量高于美洲

大蠊研粉组,差异均有统计学意义(P<0.05)。术后4
 

h,美洲大蠊研粉组Bcl-2表达量与脊髓损伤组比较,差

异无统计学意义(P>0.05),其他时间点美洲大蠊研粉组Bcl-2表达量高于假手术组、脊髓损伤组,脊髓损伤组

Bcl-2表达量高于假手术组,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 美洲大蠊研粉降低了hSCI大鼠脊髓损伤

区域Bax蛋白和Caspase-3蛋白的表达量,增加了Bcl-2蛋白表达量,抑制了神经元凋亡,从而减少了hSCI大

鼠脊髓组织结构的损伤程度,保护了神经元细胞。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

on
 

pathological
 

chan-
ges

 

and
 

neuronal
 

apoptosis
 

in
 

the
 

injury
 

area
 

of
 

rats
 

with
 

hemisection
 

spinal
 

cord
 

injury(hSCI).Methods A
 

total
 

of
 

90
 

female
 

Sprague-Dawley(SD)
 

rats
 

were
 

randomly
 

assigned
 

to
 

three
 

groups:the
 

sham
 

surgery
 

group,
the

 

spinal
 

cord
 

injury
 

group,and
 

the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group,with
 

30
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

sham
 

surgery
 

group
 

underwent
 

a
 

T10 laminectomy
 

without
 

any
 

spinal
 

cord
 

injury.Both
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group
 

and
 

the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group
 

underwent
 

a
 

T10 laminectomy
 

followed
 

by
 

a
 

left-side
 

spinal
 

cord
 

hemisection.Rats
 

in
 

the
 

sham
 

surgery
 

group
 

and
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group
 

were
 

administered
 

physio-
logical

 

saline(5
 

mL
 

per
 

rat)
 

30
 

minutes
 

prior
 

to
 

surgery
 

and
 

daily
 

thereafter.The
 

Periplaneta
 

americana
 

pow-
der

 

group
 

received
 

a
 

physiological
 

saline
 

solution
 

containing
 

Periplaneta
 

americana
 

powder(630
 

mg/kg,5
 

mL
 

per
 

rat)
 

at
 

the
 

same
 

time
 

points.On
 

postoperative
 

day
 

7,five
 

rats
 

from
 

each
 

group
 

were
 

selected
 

for
 

hematoxy-
lin-eosinstaining(HE).At

 

postoperative
 

4
 

h,8
 

h,and
 

1
 

d,3
 

d,7
 

d,five
 

rats
 

from
 

each
 

group
 

were
 

taken
 

to
 

detect
 

the
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content
 

of
 

Bax,Caspase-3,and
 

Bcl-2
 

using
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay(ELISA).Results Compared
 

to
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group,the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group
 

exhibited
 

a
 

more
 

compact
 

spinal
 

cord
 

tissue
 

structure,a
 

clearer
 

boundary
 

between
 

gray
 

and
 

white
 

matter,less
 

severe
 

gray
 

matter
 

damage,clearer
 

neuronal
 

morphology,and
 

milder
 

edema.In
 

contrast,compared
 

to
 

the
 

sham
 

surgery
 

group,the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group
 

displayed
 

a
 

looser
 

spinal
 

cord
 

tissue
 

structure,a
 

more
 

blurred
 

boundary
 

between
 

gray
 

and
 

white
 

matter,and
 

more
 

severe
 

damage
 

to
 

the
 

gray
 

matter.At
 

all
 

time
 

points,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax
 

in
 

the
 

spi-
nal

 

cord
 

injury
 

group
 

and
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

sham
 

group,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Bax
 

in
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group,with
 

statistically
 

significant
 

differences(P<0.05).At
 

4
 

h
 

postoperatively,there
 

was
 

no
 

statis-
tically

 

significant
 

difference
 

in
 

Caspase-3
 

expression
 

between
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group
 

and
 

the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group(P>0.05).
 

At
 

all
 

other
 

time
 

points,Caspase-3
 

expression
 

levels
 

in
 

both
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group
 

and
 

the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

sham
 

surgery
 

group,and
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group
 

exhibited
 

significantly
 

higher
 

Caspase-3
 

expression
 

than
 

the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group(P<0.05).Similarly,at
 

4
 

h
 

postoperatively,there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

Bcl-2
 

expression
 

between
 

the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group
 

and
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group(P>0.05).
 

At
 

all
 

other
 

time
 

points,Bcl-2
 

expression
 

in
 

the
 

Periplaneta
 

americana
 

powder
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

both
 

the
 

sham
 

surgery
 

and
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group
 

group,while
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

group
 

also
 

showed
 

significantly
 

higher
 

Bcl-2
 

expression
 

than
 

the
 

sham
 

surgery
 

group(P<
0.05).Conclusion The

 

powder
 

of
 

the
 

Periplaneta
 

americana
 

reduces
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax
 

and
 

Caspase-
3

 

protein
 

in
 

the
 

spinal
 

cord
 

injury
 

area
 

of
 

hSCI
 

rats,increase
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

protein,and
 

inhibit
 

neuronal
 

apoptosis,thereby
 

reducing
 

the
 

degree
 

of
 

damage
 

to
 

the
 

spinal
 

cord
 

tissue
 

structure
 

of
 

hSCI
 

rats
 

and
 

protecting
 

neuronal
 

cells.
[Key

 

words] Spinal
 

cord
 

injury; Periplaneta
 

americana
 

powder; Neuronal
 

apoptosis; Bcl-2; Bax;
 Caspase-3; Rats

  脊髓损伤(SCI)是一种破坏性的中枢神经系统创

伤,可导致神经功能暂时或永久丧失,表现为严重的

感觉与运动障碍。SCI国内发病率约为每百万人口

237例,对患者及其家庭构成显著的心理和经济负担,
而现有临床干预措施疗效欠佳[1-3]。神经元凋亡是神

经元程序性细胞死亡的一种形式,对神经元凋亡进行

抑制可以显著促进SCI后的神经功能恢复[4-5]。
美洲大蠊研粉提取自美洲大蠊(Periplaneta

 

a-
mericana),其来源简单且价格低廉,受到广大临床研

究者的青睐,根据本课题组前期实验结果,美洲大蠊

研粉可通过影响氧化应激、炎症促进SCI大鼠的功能

恢复[6-7],但其是否影响神经元凋亡从而减轻脊髓损

伤区域组织结构破坏鲜少报道。因此,为进一步探究

其机制是否关联于神经元凋亡的抑制,本研究将建立

脊髓半横断损伤(hSCI)大鼠模型,评估美洲大蠊研粉

对损伤区域神经元凋亡的影响,初步阐明其减轻SCI
损伤的可能机制。
1 材料与方法

1.1 实验动物 所有雌性SD大鼠(SPF级,200~
220

 

g)均购于北京华阜康生物公司,许可编号:SCXK
(京)2019-0008。饲养于大理大学动物中心大鼠IVU
观察室。环境参数设定为恒温维持在20~25

 

℃,平
均湿度维持在50%~70%,饮水摄食无限制。本研究

获大 理 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准(2024-PZ-
102)。严格遵守大理大学实验动物中心管理和规定

开展实验。
1.2 主 要 药 物 及 试 剂  美 洲 大 蠊 研 粉(批 号:
221001,绵阳好医生中药饮片有限公司);大鼠Bcl-2
酶联免疫吸附测定(ELISA)试剂盒、大鼠 Bax酶

ELISA试剂盒、大鼠Caspase-3
 

ELISA试剂盒,批号

分别为 YJ036045、YJ003436、YJ059010,均购于上海

酶联生物科技有限公司。
1.3 分组与造模 将大鼠随机均分至假手术组、脊
髓损伤组及美洲大蠊研粉组,每组30只。假手术组

与脊髓损伤组每日给予生理盐水灌胃(每只5
 

mL)。
美洲大蠊研粉组每日给予等体积灌胃美洲大蠊研粉

生理盐水溶液(630
 

mg/kg,每只5
 

mL)。手术前8
 

h
禁食、禁饮以降低术后死亡风险。动物麻醉使用10%
水合氯醛(300

 

mg/kg)腹腔注射。假手术组仅打开

T10 椎板,不损伤脊髓。脊髓损伤组和美洲大蠊研粉

组均行T10 椎板切除暴露脊髓,行左侧hSCI。剪断左

侧T10 脊髓,左后肢出现抽搐,并麻醉苏醒后出现左

侧后肢运动功能障碍(感觉保留)及右侧后肢感觉丧

失(运动功能正常)为脊髓半横断造模成功标准[6-7]。
术后置于26

 

℃恒温室单笼饲养:首日禁食但自由饮

水,次日给予流质饮食,胃肠道功能恢复后给予正常

饮食。术后连续3
 

d,每天1次腹腔注射90
 

mg/kg五

水头孢唑林钠预防感染。术后当天膀胱按摩腹部防

止尿潴留,每天3次,直至可自主排尿。
1.4 苏木精-伊红(HE)染色 术后7

 

d,各组取5只
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大鼠用4%多聚甲醛灌注固定,截取邻近损伤处1
 

cm
脊髓组织。切片、烤片、脱蜡、水化后用 HE染色,梯
度乙醇脱水,二甲苯透明,封片,镜检采集图像。
1.5 ELISA检测 术后4

 

h、8
 

h、1
 

d、3
 

d、7
 

d,分别每

组各时间点取大鼠5只,在损伤处附近取新鲜脊髓组

织,称重后经磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗放入研磨管中,
按照组织样本质量:裂解液体积(1

 

mg︰10
 

μL)的比

例分装充分研磨,研磨后将混合液移入无菌EP管,低
温离心机以12

 

000
 

r/min离心5
 

min,取上清液备用。
提前将试剂盒放置于室温中,稀释20×洗涤缓冲液备

用,之后严格按照 ELISA 试剂盒说明书检测Bax、
Caspase-3、Bcl-2的表达量。
1.6 统计学处理 所有数据经SPSS27.0软件统计

分析。计量资料是否服从正 态 分 布 通 过 Shapiro-
Wilk检验和(或)直方图评估。经正态性检验后,符合

正态分布的数据以x±s表示,同时满足方差齐性的

数据先用单因素方差分析进行3组间的比较,再用

SNK检验进行两两组间比较。P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 HE染色 HE染色放大40倍结果显示,假手

术组脊髓结构完整,灰质和白质分界清,灰质无破坏;
脊髓损伤组结构最疏松,灰质和白质分界最模糊、灰
质破坏最重;美洲大蠊研粉组病理改变居中,较脊髓

损伤组结构更紧密、灰质和白质分界更清晰、灰质破

坏减轻;但较假手术组结构仍疏松、灰质和白质分界

仍模糊、灰质破坏仍较重。见图1A~C。
HE染色放大400倍后,进一步清晰地展现了神

经元层面的结构差异:假手术组神经元形态完整,胞
体饱满,核大而圆,核膜清晰,核仁未见水肿或溶解;
脊髓损伤组神经元结构模糊,广泛呈现核固缩、核溶

解,视野内未见形态完整神经元;美洲大蠊研粉组神

经元病理改变(水肿、核固缩、核溶解)程度轻于脊髓

损伤组,核仁形态改善,视野内可见结构相对清晰的

神经元。见图1D~F。

  注:A、B、C分别为放大40倍假手术组、脊髓损伤组、美洲大蠊研粉组脊髓结构;D、E、F分别为放大400倍假手术组、脊髓损伤组、美洲大蠊研

粉组神经元。

图1  各组术后7
 

d
 

HE染色

2.2 ELISA检测

2.2.1 各组术后各时间点Bax表达量比较 各时间

点脊髓损伤组Bax表达量高于假手术组、美洲大蠊研

粉组,美洲大蠊研粉组Bax表达量高于假手术组,差
异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。

表1  各组术后各时间点Bax的表达量比较(x±s,ng/mL)

组别 术后4
 

h 术后8
 

h 术后1
 

d 术后3
 

d 术后7
 

d

假手术组 1.90±0.05a 2.21±0.05a 2.10±0.04a 1.99±0.04a 1.95±0.03a

脊髓损伤组 2.50±0.05 2.91±0.06 2.82±0.05 2.71±0.04 2.55±0.04

美洲大蠊研粉组 2.37±0.05ab 2.79±0.05ab 2.69±0.05ab 2.49±0.04ab 2.43±0.04ab

F 189.954 267.290 322.029 394.799 325.708

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

  注:与脊髓损伤组比较,aP<0.05;与假手术组比较,bP<0.05。
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2.2.2 各组术后各时间点Caspase-3表达量比较 术

后4
 

h,脊髓损伤组Caspase-3表达量高于美洲大蠊研

粉组,但差异无统计学意义(P>0.05)。其余各时间

点脊髓损伤组Caspase-3表达量高于假手术组、美洲

大蠊研粉组,美洲大蠊研粉组Caspase-3表达量高于

假手术组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。

2.2.3 各组术后各时间点Bcl-2表达量比较 术后

4
 

h,美洲大蠊研粉组Bcl-2表达量高于脊髓损伤组,
但差异无统计学意义(P>0.05)。其余各时间点美洲

大蠊研粉组Bcl-2表达量高于假手术组、脊髓损伤组,
脊髓损伤组Bcl-2表达量高于假手术组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见表3。

表2  各组术后各时间点Caspase-3的表达量比较(x±s,ng/mL)

组别 术后4
 

h 术后8
 

h 术后1
 

d 术后3
 

d 术后7
 

d
假手术组 23.07±2.72a 26.98±2.67a 26.34±1.90a 25.02±2.12a 24.02±1.42a

脊髓损伤组 30.71±2.41 39.05±3.53 37.24±1.54 36.26±2.77 35.41±2.84
美洲大蠊研粉组 27.31±2.64b 32.13±3.32ab 31.65±2.35ab 30.88±2.07ab 29.67±1.21ab

F 10.900 17.938 38.600 28.899 42.173

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

  注:与脊髓损伤组比较,aP<0.05;与假手术组比较,bP<0.05。

表3  各组术后各时间点Bcl-2的含量比较(x±s,ng/mL)

组别 术后4
 

h 术后8
 

h 术后1
 

d 术后3
 

d 术后7
 

d
假手术组 92.86±3.39a 99.47±2.51a 104.71±3.84a 100.63±3.77a 94.29±2.62a

脊髓损伤组 100.79±3.71b 106.61±3.29ab 112.92±3.58ab 108.19±4.15ab 105.80±3.05ab

美洲大蠊研粉组 104.79±4.14 113.22±3.32 119.05±4.28 116.34±4.31 110.86±3.54

F 13.048 25.223 16.939 18.521 37.666

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

  注:与美洲大蠊研粉组比较,aP<0.05;与假手术组比较,bP<0.05。

3 讨  论

在神经元细胞凋亡过程中,主要的调控因子包括

Bcl-2家族蛋白和Caspase家族蛋白。Bcl-2家族蛋白

分为促凋亡和抗凋亡2类,前者如Bax蛋白在受到凋

亡信号诱导时蛋白构象重排,促使其寡聚化并转位至

线粒体外膜,介导细胞色素C释放及Caspase级联活

化,最终触发凋亡[8]。后者如Bcl-2蛋白作为关键抗

凋亡因子,通过维持线粒体膜稳定性并抑制膜转化孔

开放,从而负调控此凋亡途径[9]。此外,Bcl-2蛋白的

编码基因Bcl-2是抗凋亡基因之一,其同源二聚体与

线粒体膜结合,稳定线粒体膜电位(MMP),Bax/Bcl-2
异源二聚体刺激凋亡后,MMP降低,细胞膜通透性增

加,释放细胞色素C,活化Caspase家族[10]。Caspase
家族 即 胱 天 蛋 白 酶,可 分 为 启 动 子 Caspase(如
Caspase-9)和效应器 Caspase(如 Caspase-3),其 中

Caspase-3是细胞凋亡的执行者,激活Caspase-3酶原

通过切割特定底物来引发凋亡。值得注意的是,SCI
后,促凋亡蛋白Bax表达上调与抗凋亡蛋白Bcl-2下

调共同诱导 MMP显著降低,进而促使凋亡复合体形

成,介 导 pro-Caspase-9 自 提 切 割 转 化 为 活 性

Caspase-9。后者通过级联反应激活Caspase-3,进而

引发DNA断裂、核蛋白水解及细胞骨架破坏等凋亡

执行事件,最终导致程序性细胞死亡[11]。
美洲大蠊研粉被证实具有多种药理活性,包括抗

肿瘤、抗氧化、促进组织修复、抗炎抗衰及抗纤维化作

用[12-13]。有研究发现,美洲大蠊提取物通过提高Bcl-
2表达、降低Bax/Caspase-3表达,减少细胞凋亡,缓

解过氧化氢诱导的 PC12细胞氧化损伤及炎症反

应[14],但其是否能通过影响神经元凋亡从而减轻SCI
鲜见报道。

神经元凋亡被抑制后,实验动物的运动功能有明

显改善[15-16]。在本实验中,通过构建SCI大鼠模型发

现,hSCI后大鼠SCI区域的神经元都有破坏,美洲大

蠊研粉能减轻这种SCI后神经元的破坏,减少神经细

胞死亡数量。另外,通过ELISA法发现脊髓损伤组

和美洲大蠊研粉组大鼠脊髓组织中的Bax、Caspase-3
和Bcl-2蛋白的变化趋势均为先上升后下降,Bax和

Caspase-3蛋白术后8
 

h时达到高峰,Bcl-2蛋白术后

1
 

d时达到高峰。同时,美洲大蠊研粉组术后8
 

h、
1

 

d、3
 

d、7
 

d大鼠Bax和Caspase-3表达量均比脊髓

损伤组低,比假手术组高,Bcl-2的表达量均比脊髓损

伤组和假手术组高,表明美洲大蠊研粉的干预降低了

促凋亡分子(Bax和Caspase-3)的表达,增加了抑凋亡

分子(Bcl-2)的表达,从而抑制脊髓神经元的凋亡。
 

结合前述凋亡因子和脊髓组织病理变化,初步发

现通过美洲大蠊研粉干预显著降低了hSCI大鼠SCI
部位的神经元凋亡水平,可能是通过降低hSCI大鼠

脊髓组织损伤区域Bax蛋白和Caspase-3蛋白的表

达,增加了Bcl-2蛋白表达量,从而抑制脊髓神经元的

凋亡,保护了神经元细胞,减轻了脊髓组织结构损伤。
但美洲大蠊研粉中具体何种有效成分发挥抑制凋亡

作用有待进一步研究。后续将对凋亡相关通路进行

验证,为SCI的靶向治疗提供实验依据。
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