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［摘要] 目的 探讨大鼠脊髓全横断损伤后相关部位（大脑皮质、横断脊髓上端、下端和比目鱼肌）脑源

性神经营养因子（BDNF） mRNA的表达变化．方法 首先建立正常对照组和实验组模型，其中实验组又依照

大鼠全横断脊髓损伤术后 1、3、7、14 d不同观察时间点分为 4个亚组，分别抽提横断脊髓上端及其相连的大

脑皮质、横断脊髓下端和比目鱼肌组织中总 RNA，用 RT-PCR技术检测 BDNF mRNA的表达，以β-actin为参

照确定各时相 BDNF mRNA的相对水平. 结果（1）大鼠脊髓全横断损伤后，BDNF mRNA在大脑皮质、脊髓横

断上、下端和肌肉中均有表达，且在正常对照组中大脑皮质的 BDNF mRNA 表达少于脊髓横断上、下端（ <

0.05）；（2）手术后 14 d时肌肉组织中 BDNF mRNA的表达较手术后 1 d和 3 d组均有明显增加（ < 0.05），说

明大鼠脊髓全横断损伤 14 d时，脊髓下端相连的骨骼肌组织中的 BDNF mRNA表达上调. 结论 BDNF在骨骼

肌表达增加，提示 BDNF可能参与维持骨骼肌的功能，或者转运入脊髓下端对下位运动神经元发挥营养作用.
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The Changes on BDNF Expression in Transected Spinal
Cord，Associated Motor Cortex and Skeleton Muscle

Following Spinal Cord Injury in Rats
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［Abstract］ Objective To explore the changes on BDNF mRNA in transected spinal cord and associated motor cortex and

skeleton muscle following cord injury in rats．Methods 20 adult Sprague Dawleys rats were performed spinal cord transected

operation at T11 level，then rats in each group (n = 5) were sacrificed on 1， 3， 7 and 14 days post operation respectively. Other 5

rats were used as normal control without operation. The tissues from the rostral， caudal segments near injury site，cerebral cortex and

linea obliqua tibiae were harvested. Total RNA was extracted with Trizol reagent separately．The BDNF mRNA expression in each

group was detected by RT-PCR．Results （1） BDNF positive bands were seen in the tissues of the rostral， caudal segments near

injury site，cerebral cortex and linea obliqua tibiae. Moreover，BDNF level in cerebral cortex is more than in the spinal cord at normal

control（P < 0.05） . （2） BDNF expression in 14 days post operation significantly increased in the tissue of linea obliqua tibiae,

compared with that of 1 days post operation and 3 days post operation groups（ < 0.05） ．However， there was no significant

difference on BDNF expression among other groups．Conclusions BDNF mRNA expression is detected in transected spinal cord

injury and associated tissues，which indicate that BDNF might be related to the physiological function in rat spinal cord and associated

tissues．However，following spinal cord transected injury，BDNF expression increas only in muscular tissue at 14 days
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post operation， which indicate that BDNF may be involved in either the control of muscular activity or the function of in spinal motor

neurons by transport mechanism.

［Key words］ Spinal cord injury； BDNF mRNA；RT-PCR； Rat

传统观点认为，哺乳动物的脑和脊髓损伤后

不能再生．直到 1958年，Liu和 Chambers [1]首次

证实哺乳动物的中枢神经系统 （central nervous

system， CNS）损伤后仍有一定的修复能力 [2]．近

年来研究发现，支持神经元突起再生的微环境发

生改变，对于神经损伤修复和功能恢复有着重要

意义．脑源性神经营养因子 （brain derived

neurotrophic factor，BDNF） 是德国神经生物学家

Barde[3]等于 1982年从猪脑中分离出来的小分子碱

性蛋白质．BDNF被认为是运动神经元存活的重

要因子，对大鼠脊髓全横断损伤 （spinal cord

injury，SCI）可塑性都具有非常重要的意义．本

研究采用 RT-PCR方法观察在脊髓全横断成年大

鼠模型中 BDNF mRNA在横断脊髓上端和其相连

的大脑皮质、脊髓下端和比目鱼肌中的表达变化

情况，为了解 BDNF与脊髓损伤的关系提供实验

依据．

1 材料与方法

1.1 实验动物模型制作及分组

健康雌性成年 SD大鼠 25只（昆明医学院动

物科提供），体重 200～220 g．随机分为 2组：正

常对照组，不进行任何手术处理；实验组，用 3.6％

水合氯醛（1 mL/100 g）腹腔注射麻醉，以 T11棘

突为中心约 2 cm处行椎板切除术，然后依次缝合

皮下组织和皮肤.术后饲养 1、3、7、14 d处死取

材，依照术后 1、3、7、14 d不同观察时间点分

为 4个亚组．每组 5只．

1.2 RT-PCR扩增目的基因

引物设计与合成：从基因库里查找内参

β-actin 和 BDNF 的 mRNA 的序列，利用 primer

premier 5引物设计软件设计引物，由大连宝生物

工程公司合成，如下：茁-actin:Sense5’-GTAAAG

ACCTCTATGCCAACA-3'Antisense5’GGACTCATC

GTACTCCTGCT-3;BDNF:Sense5’ATTGGGTAGTT

CGGCATT-3．其 PCR扩增产物分别为 227 bp和

466 bp．

总 RNA的提取及检测：取 100 mg脊髓组织，

用 TRIZOL试剂盒提取总 RNA，1.5 %甲醛变性琼

脂糖凝胶电泳检测 RNA的完整性，紫外线透射分

析仪上观察电泳结果．取 1 滋L RNA样品在紫外

分光光度仪中测其浓度．

逆转录 cDNA第一条链的合成：按照逆转录

试剂盒 （# K1622， Fermentas） 说明合成 cDNA.

RNA样品均取 4 滋g，合成的 cDNA第一条链可直

接用于 PCR扩增反应.

聚合酶链式反应 （PCR）：按照 2×PCR

Master Mix Kit（#K0171，Fermentas）试剂盒说明

书操作．向 0.5 mL PCR 管中顺序加入 2×PCR

Master Mix 12.5滋L，PCR water nuclease-free 10.5 滋L

，BDNF上游引物0.5 滋L，BDNF下游引物 0.5 滋L，

Template cDNA 1 滋L．PCR反应条件: 94℃预变性

5 min；94℃变性 1min，50℃退火 1min，72℃延

伸 1 min，35个循环；72℃总延伸 10 min.同样的

方法来扩增内参管家基因β-actin（退火温度52℃）．

1.3 1 %琼脂糖凝胶电泳、BIO-GEL凝胶成像及

灰度分析

1 %琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物，在

BIO-GEL凝胶成像仪紫外模式下拍摄凝胶图片，

并用 BIO-GEL凝胶分析系统测定各目的基因条带

的灰度值，分析计算目的条带与β-actin灰度的

比值．

1.4 统计学处理

各组数据以（x±s）表示，用 SPSS 11.0统计软

件包进行单因素方差分析，组间的多重比较使用

检验；以 < 0.05为有统计学意义．

2 结果

2.1 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完

整性

RNA样品经 1.5 %甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，

可见 28S、18S条带，说明所提取 RNA样品完整，

可以用于逆转录，见图 1．
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图 2 BDNF的 PCR产物 1%琼脂糖凝胶电泳图

Fig.2 1 % agarose gel electrophoresis figures of

β-actin and BDNF PCR productions

2.3 图片灰度扫描结果

对图片进行灰度扫描，数据校正后求出与

β-actin的比值，将各组间进行方差分析．结果

显示:（1）大鼠脊髓全横断损伤后，BDNF mRNA

在大脑皮质、脊髓横断上、下端和肌肉中均有表

达，且在正常对照组中大脑皮质的 BDNF mRNA

表达少于脊髓横断上、下端（ < 0.05）；（2）手

术后，仅 14 d时肌肉组织中 BDNF mRNA的表达

较手术后 1 d和 3 d组均有明显增加（ < 0.05），

见表 1.

３ 讨论

BDNF作为一种重要的 NTFs，其生物学效应

十分广泛．它不仅是神经元生长、分化和发育阶

段的一种至关重要的因子，而且对维持成熟神经

元的存活、分化及生理功能起着关键的作用，并

能促进 SCI后皮质脊髓神经元的连接[4]．发育中脊

髓和成年脊髓损伤后，BDNF及其 mRNA的表达

均较损伤前明显增加[5]．Dougherty等[6]应用双重免

疫标记法发现，SCI后损伤脊髓局部 BDNF 免疫

反应阳性星形胶质细胞和小胶质 /巨噬细胞数显

著增加；此外，人类胚胎干细胞衍生的少突胶质

祖细胞在 SCI后 BDNF的表达增加[7]．SCI后 BD-

NF及其 mRNA 在胶质细胞中的表达增加可能与

胶质细胞通过产生 BDNF等 NTFs进而参与脊髓

损伤修复有关.说明 BDNF不仅参与了脊髓发育而

且可能与脊髓损伤修复有关．

在本实验中，各组大鼠的大脑皮质、横断脊

髓上端、下端和比目鱼肌中均能检测到 BDNF

mRNA，说明 BDNF参与了脊髓损伤的修复过程，

是脊髓损伤修复必需的依赖因子．并且，正常生

理情况下大脑皮质表达的 BDNF mRNA少于脊髓

横断上、下端.然而，SCI后大脑皮质、脊髓横断

部位上、下端 BDNF mRNA表达随时间延长增加

不显著，提示 BDNF的基因表达无明显变化，表

明脊髓损伤后内源性 BDNF的合成可能并未启动.

提示损伤脊髓若需 BDNF，更多可能是靠转运方

式.有文献报道，成年脊髓后角内仅见 BDNF，而

无 BDNF mRNA[8]，而最初的 BDNF主要由背根节

转运而来[9]．

有趣的是，本研究同时发现，大鼠脊髓全横

断后，仅 14 d时发现 BDNF mRNA在肌肉组织中

图 1 RNA样品的 1.5 %甲醛变性琼脂糖凝胶电泳图

Fig.1 1.5 % Formaldehyde degeneration agarose gel

electrophoresis straps of RNA templates

2.2 琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物的结果

在各分组及各组织中均有β-actin和衰老相

关基因的表达，得到目的基因片段，与预期的片

段长度一致，见图 2．

28S
18S

5S
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的表达增加 .BDNF 在脊髓横断处所支配的靶组

织—肌肉组织表达上调，说明，BDNF可能涉及

肌肉活性的维持或可能通过各种作用模式运输到

横断脊髓来发挥其生物学效应．神经营养因子是

由靶细胞合成并经神经突起逆行转运至神经元胞

体而发挥作用的小分子蛋白质，其作用模式主要

有 3种：靶源性作用方式、旁分泌和自分泌．旁

分泌和自分泌可能促进神经元的分化与存活,在损

伤和应激状态下作用更强，因为它们更近,容易发

挥作用 [10]．生理情况下，周围靶分泌和旁分泌产

生的脑源性神经营养因子通过逆轴索运输到达神

经元胞体．与神经元自分泌产生的脑源性神经营

养因子一起激活一系列细胞内信号传递系统以维

持神经元正常的生理活动.如果神经受到损伤和轴

索断裂，BDNF的逆向运输中断，那么神经元会

发生死亡、轴索再生也随之消失 [11]．由于 BDNF

在神经损伤时具有维持神经元的结构，促进神经

生长与修复作用，因此，我们推测肌肉组织中上

调表达的 BDNF可能逆行运输到脊髓损伤处进而

发挥其对脊髓损伤后的修复作用．此外，全横断

损伤后 14 d组模型的肌肉组织中 BDNF mRNA表

达较手术 1 d组和 3 d组显著增加，这可能是因为

脊髓损伤后的早期，骨骼肌的运动明显减少，

BDNF作为 1种活动依赖因子，其表达必然受到

影响；同时由于神经修复的需要，骨骼肌中的

BDNF可能逆行转运急剧增加[12]；随着大鼠后肢功

能的恢复，运动有所增加，BDNF的表达在 14 d

时出现了增加，从而提示 BDNF是“活动依赖”

因子，其表达上调对维持肌肉的功能可能有重要

作用．
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与手术 1 d比较， a < 0.05；与手术 3 d比较，b < 0.05；与肌肉比较，c < 0.05；与脊髓横断上端比较，d < 0.05；

与脊髓横断下端比较，e < 0.05. n＝５.

表 1 大鼠脊髓全横断后相关部位的 BDNF表达 (x±泽，OD值)

Tab.1 Expressions of BDNF in different tissues following spinal cord injury in rats ( x±泽，OD value)

部 位 正常对照组
实 验 组

手术 1 d 手术 3 d 手术 7 d 手术 14 d

肌肉 0.44±0.20 0.92±0.88 0.58±0.14 0.46±0.12 0.32±0.09a b

脊髓横断上端 0.70±0.33 0.59±0.13 0.65±0.15 0.76±0.23 0.71±0.41

脊髓横断下端 0.73±0.16 0.64±0.14 0.71±0.17 0.63±0.15 0.98±0.94

大脑皮质 0.54±0.05c e 0.55±0.21 0.51±0.11 0.47±0.02d e 0.41±0.13
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参数造成的病变深达 0.8 mm，达到兔皮层的 2/3，

己能有效地破坏兔皮层 I ~ III层的水平纤维，从而

阻断了癫痫的同步化放电，达到了治疗的目的．

癫痫发作是由兴奋性神经递质和抑制性神经

递质失衡导致．Glu是一种中枢兴奋性神经递质，

其含量升高可增强神经中枢的兴奋性 [15,16,17]GABA

是中枢抑制性神经递质，故其含量升高可增加对

神经中枢的保护作用[15,18]．海马区神经递质的变化

可直接反映大脑神经细胞分泌各种神经递质[15].我

们实验中发现 S组海马区 GAGA和 Glu含量在各

时间段基本无变化．HP组 GABA在各时间段逐

渐增加，而 Glu含量逐渐减少，以 2 h改变最为

明显，与 S组、NHP组比较均 < 0.05,有统计学

意义．NHP组 0 h 的 GABA 含量明显较 S组低，

而 Glu 含量却明显高于 S 组， NHP 组在 2 h 内

GABA和 Glu含量变化不明显，6 h和 24 h GABA

有所上升，Glu略有下降.结果提示，65℃生理盐

水局部灌注皮层能够抑制癫痫发作，其作用可能

与抑制 Glu释放有关.

综上所述,本研究证实 65℃生理盐水局部灌

注皮层能够抑制癫痫发作，且该温度短时间内不

会对兔大脑功能造成影响．为抑制清醒手术术中

癫痫发作提供了一种最简单的方法．具有重要的

应用前景和临床实用价值．但兔脑与人脑有很大

的差异，用高温生理盐水灌注人脑皮层抑制术中

癫痫发作还需进一步研究．
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