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摘要　 目的　 探讨间充质干细胞（ＭＳＣ）联合低强度经颅超

声（ＬＩＴＵＳ）治疗对创伤性脑损伤（ＴＢＩ）的神经保护作用。 方

法　 将 ７２ 只 ＳＤ 大鼠随机均分为 ４ 组，即对照组、ＴＢＩ 组、
ＭＳＣ 组、联合治疗组。 应用气压控制性皮质撞击仪建立 ＴＢＩ
模型，术后 ２４ ｈ 内，采用原位注射移植 ＭＳＣ 至损伤位点。 使

用超声刺激仪对损伤部位进行连续 ２８ ｄ ＬＩＴＵＳ 治疗。 术后

１、３、７、１４、２１、２８ ｄ 对各组大鼠进行改良神经功能评分

（ｍＮＳＳ 评分），ＨＥ 染色检测损伤部位病理变化，免疫组化、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）、
生长相关蛋白⁃４３（ＧＡＰ⁃４３）、突触后致密蛋白⁃９５（ＰＳＤ⁃９５）
和胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达。 结果

　 与对照组相比，ＴＢＩ 组的 ｍＮＳＳ 评分增加（Ｐ ＜ ０. ０５），ＧＡＰ⁃
４３、ＰＳＤ⁃９５ 表达降低，ＧＦＡＰ 表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＴＢＩ 组
相比，ＭＳＣ 组的 ｍＮＳＳ 评分降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＢＤＮＦ、ＧＡＰ⁃４３、
ＰＳＤ⁃９５ 表达升高，ＧＦＡＰ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＭＳＣ 组相

比，联合治疗组的 ｍＮＳＳ 评分降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＢＤＮＦ、ＧＡＰ⁃
４３、ＰＳＤ⁃９５ 表达升高，ＧＦＡＰ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　
ＭＳＣ 联合 ＬＩＴＵＳ 治疗 ＴＢＩ 发挥神经保护作用的机制，可能与

促进 ＢＤＮＦ、ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ 表达，减少 ＧＦＡＰ 表达有关。
关键词　 创伤性脑损伤；低强度经颅超声；间充质干细胞；联
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　 　 创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是致

死和致残的重要原因，全世界每年有超过 ５００ 万人

死于脑外伤［１］。 目前尚无有效方法治疗 ＴＢＩ 导致的

神经损伤。 近年来多项研究［２］ 表明，间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣ）可以减轻神经变性、
炎症反应，促进神经发生，是目前有效治疗 ＴＢＩ 的方

法之一。 低强度经颅超声刺激（ ｌｏｗ⁃ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒａｎｉａｌ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，ＬＩＴＵＳ）是一种物理刺

激方法，对于 ＴＢＩ 有着显著的疗效，并能够促进

ＭＳＣ 的增殖、分化［３ － ４］。 课题组前期实验［５］ 显示，
ＬＩＴＵＳ 能对 ＴＢＩ 后脑组织发挥神经保护作用。 因

此，在 ＭＳＣ 移植基础上加用 ＬＩＴＵＳ 进行干预，可能

对 ＴＢＩ 具有更好疗效。 突触可塑性相关蛋白在 ＴＢＩ
后的神经修复中起着重要调节作用，该研究通过检

测突触可塑性相关蛋白脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、生长相关因子⁃４３
（ｇｒｏｗｔｈ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃４３，ＧＡＰ⁃４３）、突触后致密

蛋白⁃９５（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃９５，ＰＳＤ⁃９５），及
胶质原纤维酸性蛋白（ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ）的表达变化，探讨二者联合治疗对 ＴＢＩ 所致

的神经损伤是否具有协同作用及可能涉及的机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂

１． １． １　 实验动物及分组　 ７２ 只 ６ ～ ８ 周龄，体质量

２２０ ～ ２５０ ｇ 的雄性 ＳＤ 大鼠，由北京维通利华实验

动物中心提供，实验动物生产许可证号： ＳＣＸＫ（京）
２０２１⁃０００６。 根据治疗方式的不同，按照随机数字表

法将 ＴＢＩ 大鼠模型均分为 ４ 组：对照组、ＴＢＩ 组、ＭＳＣ
组、联合治疗组。
１． １． ２　 实验试剂　 ＭＳＣ（上海卡替生物技术有限公

司）；兔多克隆抗 ＢＤＮＦ（批号 ＳＡＢ５７００７２６）、兔多克

隆抗 ＧＡＰ⁃４３ （批号 ＡＢ５２２０）、兔多克隆抗 ＰＳＤ⁃９５
（批号 ＡＢ９７０８ ）、 兔多克隆抗 ＧＦＡＰ 抗体 （批号

ＨＰＡ０５６０３０） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；羊抗兔 ＩｇＧ 抗体

（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号 ＧＢ１１００２）；
兔多 克 隆 β⁃ａｃｔｉｎ 抗 体 （ 美 国 ＣＳＴ 公 司， 批 号

４９７０Ｓ）；ＴＢＳＴ 缓冲液（批号 ＳＴ６７３）、ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒（批号 Ｐ００１２Ｓ） （北京 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司）；
ＥＣＬ 蛋白印迹化学发光检测试剂盒（上海 ａｂｓｉｎ 生
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物科技有限公司，批号 ａｂｓ９２０⁃２）；逆转录试剂盒（辽
宁大连 ＴａＫａＲａ 公司，ＲＲ０３７Ａ）。
１． １． ３ 　 实 验 仪 器 　 标 准 型 脑 立 体 定 位 仪

（６８８６１Ｎ）、气压控制性皮层撞击仪（６８０９９Ⅱ）、吸入

式气体麻醉机（ＲＷＤ５１０）（深圳瑞沃德生命科技有

限公司）；微型注射器（瑞士 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 公司，８００Ｎ⁃
８４８５２）；微型注射器泵 （美国 ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ 公司， ＱＳＩ⁃
ＧＤ０３０）；超声刺激仪（石家庄渡康医疗器械有限公

司，ＤＫ⁃１０２Ｔ）；包埋机（金华市科迪仪器设备有限公

司，ＫＤ⁃ＢＭ）；石蜡切片机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，
Ｖ１１３３５）； 光 学 显 微 镜 （ 日 本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公 司，
ＢＸ４３Ｆ）；３７ ℃温箱（ＬＨＳ⁃１５０ＳＣ）、６５ ℃温箱（ＬＲＨ⁃
２５０ＣＡ）（上海合恒仪器设备有限公司）。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 ＴＢＩ 动物模型制备　 所有大鼠术前腹腔注

射 ２％戊巴比妥钠麻醉，固定于脑立体定位仪上，采
用 ＣＣＩ 法制备 ＴＢＩ 大鼠模型［６］。 头部去毛、消毒，于
中点处切约 １. ５ ～ ２. ０ ｃｍ 切口，根据大鼠的脑立体

定位图谱，于右侧顶叶（矢状线旁 ２. ５ ｍｍ，冠状线后

３. ８ ｍｍ）磨钻去除一个直径约 ５ ｍｍ 的骨瓣，保持硬

脑膜完整且勿伤及重要血管。 选用直径 ５ ｍｍ 的打

击头，以 ５ ｍ ／ ｓ 的速度撞击，达到硬脑膜层下 ２. ５
ｍｍ 的深度，撞击时长 １ ｓ。 术后每日上午 ９：００ 腹腔

注射青霉素 ０. ２ ｍｌ（青霉素溶于 ０. ９％ ＮａＣｌ 注射

液，４０ 万单位 ／ ｍｌ）抗感染，连续 ３ ｄ。 对照组仅打开

骨窗，但不施加撞击。
１． ２． ２　 ＭＳＣ 原位注射　 造模后大鼠仍处于麻醉状

态，立即进行 ＭＳＣ 原位注射。 将大鼠固定在脑立体

定位仪上，将微型注射器用悬浮介质（生理盐水）回
填、冲洗，然后连接到微型注射器泵。 取 ２ μｌ 细胞

悬液（２. ５ × １０７ 个细胞 ／ ｍｌ），靶向移植到损伤部位

皮质区，注射部位为损伤中心（矢状线旁 ２. ５ ｍｍ，
冠状线后 ３. ８ ｍｍ）， 深度为 ２. ５ ｍｍ， 速度为 １
μｌ ／ ｍｉｎ。 注射完成后，留针 ５ ｍｉｎ，缓慢退针，共移植

５ × １０４ 个细胞于损伤区域［７］。 对照组及 ＴＢＩ 组按

同样方法注射等体积生理盐水。
１． ２． ３　 ＬＩＴＵＳ 治疗　 联合治疗组大鼠在移植 ＭＳＣ
后立即进行 ＬＩＴＵＳ 治疗。 除造模当日外，每日上午

８：００ 进行 ＬＩＴＵＳ 治疗，连续不间断治疗 ２８ ｄ。 吸入

４％异氟烷诱导麻醉，在 ２. ５％ 异氟烷维持麻醉状态

下将大鼠固定在脑立体定位仪上，以保证 ＬＩＴＵＳ 治

疗位置的准确性。 将超声探头置于大鼠 ＴＢＩ 区域并

涂抹耦合剂，超声刺激仪模式设置为颅脑损伤模式

①，超声刺激参数设置为 １. ２ Ｗ ／ ｃｍ２，刺激时长为

１０ ｍｉｎ，治疗时密切观察大鼠的生命体征。 对照组、
ＴＢＩ 组及 ＭＳＣ 组以同样方法操作，但超声设备未开

启。
１． ２． ４　 大鼠改良神经功能评分（ｍＮＳＳ 评分） 　 每

组随机取 ６ 只大鼠，造模前连续 ７ ｄ 进行运动、协调

和平衡训练，造模后第 １、３、７、１４、２１、２８ 天上午 １０：
００ 进行 ｍＮＳＳ 评分。 评分范围为 ０ ～ １８ 分（正常 ０
分，最大亏损分数为 １８ 分），得分越高，说明脑损伤

越严重［８］。 两位研究人员对大鼠的神经行为进行

了评分。
１． ２． ５　 取材　 神经功能评分后每组随机取 ６ 只大

鼠，腹腔注射 ２％戊巴比妥钠麻醉，暴露心脏。 灌注

针插入左心室固定，切开右心耳，灌注生理盐水 １５０
ｍｌ，直至肝、肺颜色变白，右心房流出液澄清，再灌注

４％多聚甲醛 ２５０ ｍｌ，直至大鼠身体僵直，剥离脑组

织，浸泡于 ４％多聚甲醛固定，置于 － ４ ℃冰箱用于

ＨＥ 染色和免疫组化检测。 每组剩余 １２ 只大鼠腹

腔注射 ２％戊巴比妥钠麻醉，在冰上立即取出损伤

区域周围皮层组织和损伤侧前额叶组织，置于 － ８０
℃冰箱用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。
１． ２． ６ 　 ＨＥ 染色观察损伤部位病理变化 　 大鼠脑

组织经 ４％多聚甲醛固定 ４８ ｈ 后，进行石蜡固定、包
埋、切片，在 ６５ ℃温箱内烘烤 １ ｈ，二甲苯中脱蜡 ５
～１０ ｍｉｎ，梯度酒精脱水，用苏木精染料染色 ５ ～ １５
ｍｉｎ，分化数秒后，用分化液冲洗切片，用碱性促蓝溶

液冲洗细胞核数秒后，再次冲洗，伊红染色数秒后，
脱水、密封。 最后，切片进行显微镜观察、拍照和存

档。
１． ２． ７　 免疫组化检测损伤侧前额叶 ＢＤＮＦ 和损伤

周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５、ＧＦＡＰ 蛋白表达 　 取浸

泡于 ４％多聚甲醛中的脑组织，固定、包埋、切片，抗
原修复，用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 溶液阻断内源性过氧化物酶活

性 １０ ｍｉｎ，血清封闭，滴加一抗在 ４ ℃冰箱过夜。 孵

育二抗，滴加 ＤＡＢ 显色液，然后将切片用 ＰＢＳ 冲洗

３ 次，苏木精浸泡 １ ｍｉｎ，脱水、密封，光学显微镜进

行图片拍摄。 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ５． １ 软件评估免

疫反 应 的 平 均 光 密 度 （ ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，
ＡＯＤ），ＡＯＤ ＝ ＩＯＤ 总和 ／ Ａｒｅａ 总和。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测损伤侧前额叶 ＢＤＮＦ 和

损伤周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ 蛋白表达 　 取置于

－８０ ℃ 冰箱的 １００ ｍｇ 样本，在 ＲＩＰＡ 裂解液中处

理，在 ４ ℃下 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，提取上清

液。 使用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白浓度

检测。 将蛋白质（５０ μｇ ／ Ｌ）煮沸、电泳，转膜，将膜
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在室温下用 ５％的脱脂牛奶在 ＴＢＳＴ 中阻断 ２ ｈ，加
入相应的抗体在 ４ ℃ 下孵育过夜。 用 ＴＢＳＴ 洗 ３
次，每次 １０ ｍｉｎ，加入 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 孵育 １
ｈ，用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 使用 ＥＣＬ 蛋白印

迹化学发光检测试剂盒进行显色，并在 ＣｈｅｍｉＤＯＣＴＭ

ＸＲＳ ＋ 与 Ｉｍａｇｅ ＬａｂＴＭ软件中曝光。
１． ２． ９　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测损伤侧前额叶 ＢＤＮＦ 和损伤

周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ ｍＲＮＡ 表达 　 取存放于

－ ８０ ℃冰箱中的 １００ ｍｇ 样本，按照说明书使用 ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 试剂从组织中分离出总 ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳

检测 ＲＮＡ 质量。 依据逆转录试剂盒说明，进行单链

ｃＤＮＡ 的合成。 ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μｌ，在每个反应

中，３⁃磷酸甘油酯脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）作为内部对照同

时扩增。 ＰＣＲ 产物在含有 １０ ｎｇ ／ ｍｌ 溴化乙锭的

１. ５％琼脂糖凝胶进行电泳分析，通过凝胶成像系统

进行观察。 采用 ２ － ΔΔＣｔ相对定量法计算各组 ｍＲＮＡ
相对的表达水平，所有的引物对均从辽宁大连

ＴａＫａＲａ 生物技术公司获得，引物序列见表 １。

表 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

基因名称 引物序列

ＢＤＮＦ Ｆ：５′⁃ＴＣＣＣＴＧＧＣＴＧＡＣＡＣＴＴＴＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＡＴＴＧＧＧＴＡＧＴＴＣＧＧＣＡＴＴ⁃３′

ＧＡＰ⁃４３ Ｆ：５′⁃ＣＴＣＣＡＡＣＧＧＡＧＡＣＴＧＣＡＧＡＡＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＣＴＧＴＣＧＧＧＣＡＣＴＴＴＣＣＴＴ⁃３′

ＰＳＤ⁃９５ Ｆ：５′⁃ＧＣＡＧＧＴＴＧＣＡＧＡＴＣＧＧＡＧＡＣ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＡＣＴＧＡＴＣＴＣＡＴＴＧＴＣＣＡＧＧＴＧＣＴ⁃３′

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′⁃ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ⁃３′

１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ｖ. ２６ 软件进行数据

统计分析，所得实验数据结果采用 �ｘ ± ｓ 表示，通过

Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ⁃Ｓｍｉｒｎｏｖ 检验检查数据的正态性，平均值

的比较通过单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），方差齐性

时，组间两两比较采用 ＬＳＤ 检验；方差不齐时，组间

两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓ 检验。 ｍＮＳＳ 评分差异采用

重复测量方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ｍＮＳＳ 评分观察 ＴＢＩ 后大鼠神经功能的变化

　 对照组为 ０ 分，其余各组的 ｍＮＳＳ 评分随着时间

推移逐渐下降。 自第 １４ 天起，各个时间点，ＭＳＣ 组

及联合治疗组与 ＴＢＩ 组相比，联合治疗组与 ＭＳＣ 组

相比，ｍＮＳＳ 评分差异均有统计学意义（ＭＳＣ 组 ｖｓ
ＴＢＩ 组 １４ ｄ，Ｐ ＝ ０. ０１３；２１ ｄ，Ｐ ＜ ０. ００１；２８ ｄ，Ｐ ＝
０. ００２。 联合治疗组 ｖｓ ＴＢＩ 组 １４ ｄ，Ｐ ＜ ０. ００１；２１ ｄ，

Ｐ ＜ ０. ００１；２８ ｄ，Ｐ ＜ ０. ００１。 联合治疗组 ｖｓ ＭＳＣ 组

１４ ｄ，Ｐ ＝ ０. ０４６；２１ ｄ，Ｐ ＝ ０. ０３８；２８ ｄ，Ｐ ＝ ０. ０２１），
见图 １。

图 １　 各组大鼠 ｍＮＳＳ 评分变化

２． ２　 ＨＥ 染色观察损伤区域的病理变化　 ＨＥ 染色

结果显示，对照组的脑组织保持完整，细胞排列整

齐，其余各组损伤周围皮层均见到不同程度的细胞

排列紊乱和组织缺损，ＴＢＩ 组可见明显的空腔形成，
ＭＳＣ 组及联合治疗组空腔面积明显缩小，其中联合

治疗组损伤修复更加明显。
２． ３　 损伤侧前额叶 ＢＤＮＦ、损伤周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、
ＰＳＤ⁃９５、ＧＦＡＰ ＡＯＤ 变化 　 与对照组相比，ＴＢＩ 组

ＰＳＤ⁃９５ 的 ＡＯＤ 降低， ＧＦＡＰ 的 ＡＯＤ 增加 （ Ｐ ＜
０. ００１，Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ＴＢＩ 组相比，ＭＳＣ 组 ＢＤＮＦ、
ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ 的 ＡＯＤ 增加，ＧＦＡＰ 的 ＡＯＤ 降低

（Ｐ ＜ ０. ００１，Ｐ ＜ ０. ００１，Ｐ ＝ ０. ００２，Ｐ ＝ ０. ００１）；与
ＭＳＣ 组相比，联合治疗组 ＢＤＮＦ、ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ 的

ＡＯＤ 增加， ＧＦＡＰ 的 ＡＯＤ 降低 （ Ｐ ＝ ０. ００４， Ｐ ＝
０. ０２８，Ｐ ＝ ０. ０４０，Ｐ ＝ ０. ０４５）。 见表 ２、图 ３。

表 ２　 各组大鼠前额叶 ＢＤＮＦ、损伤周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、
ＰＳＤ⁃９５、ＧＦＡＰ ＡＯＤ（ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）

组别 ＢＤＮＦ ＧＡＰ⁃４３ ＰＳＤ⁃９５ ＧＦＡＰ
对照 ０． ２０５ ± ０． ０１０８ ０． １１２ ± ０． ０１２ ０． ２８６ ± ０． ０３８ ０． １４６ ± ０． ０２１
ＴＢＩ ０． ２２９ ± ０． ０２８ ０． １３５ ± ０． ０２７ ０． １５９ ± ０． ０２６∗ ０． ２３１ ± ０． ０１８∗

ＭＳＣ ０． ２８７ ± ０． ０２９＃ ０． ２３１ ± ０． ０１５＃ ０． ２１６ ± ０． ００７＃ ０． １９４ ± ０． ０１６＃

联合治疗 ０． ３２７ ± ０． ０１２△ ０． ２６０ ± ０． ０２７△ ０． ２５０ ± ０． ０２７△ ０． １７２ ± ０． ０１４△

Ｆ 值 ３９． ３０１ ６７． ４７２ ２４． １２５ ２５． ７１８
Ｐ 值 ＜０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

与对照组比较：∗Ｐ ＜０． ０５；与 ＴＢＩ 组比较：＃Ｐ ＜０． ０５；与 ＭＳＣ 组比较：△Ｐ ＜０． ０５

２． ４　 损伤侧前额叶 ＢＤＮＦ、损伤周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、
ＰＳＤ⁃９５ 蛋白表达变化　 与对照组相比，ＴＢＩ 组 ＰＳＤ⁃
９５ 蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ＴＢＩ 组相比，ＭＳＣ
组ＢＤＮＦ 、 ＧＡＰ⁃４３ 、 ＰＳＤ⁃９５ 蛋 白 表 达 增 加 （ Ｐ ＜
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图 ２　 各组大鼠 ＨＥ 染色结果 × ２０

图 ３　 各组大鼠海马前额叶 ＢＤＮＦ、损伤周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５、ＧＦＡＰ 的免疫组化染色 × ４００

０. ００１，Ｐ ＝ ０. ０１０，Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ＭＳＣ 组相比，联合

治疗组 ＢＤＮＦ、ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ 蛋白表达增加（Ｐ ＝
０. ００２，Ｐ ＝ ０. ０２０，Ｐ ＝ ０. ００７），见表 ３、图 ４。
２． ５　 损伤侧前额叶 ＢＤＮＦ、损伤周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、
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表 ３　 各组大鼠前额叶 ＢＤＮＦ、损伤周围皮层

ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ 蛋白相对表达量（ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）

组别 ＢＤＮＦ ＧＡＰ⁃４３ ＰＳＤ⁃９５
对照 ０． ４１２ ± ０． ０２８ ０． ３４６ ± ０． ０５５ ０． ７０２ ± ０． ０３０
ＴＢＩ ０． ４５２ ± ０． ０３３ ０． ３８２ ± ０． ０４８ ０． ４４１ ± ０． ０３１∗

ＭＳＣ ０． ５４８ ± ０． ０３９＃ ０． ４６６ ± ０． ０４６＃ ０． ５５６ ± ０． ０３３＃

联合治疗 ０． ６１９ ± ０． ０３８△ ０． ５４１ ± ０． ０５５△ ０． ６２２ ± ０． ０５１△

Ｆ 值 ４２． ９９６ １７． ４１８ ５２． １３５
Ｐ 值 ＜０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

与对照组比较：∗Ｐ ＜０． ０５；与 ＴＢＩ 组比较：＃Ｐ ＜０． ０５；与 ＭＳＣ 组比较：△Ｐ ＜０． ０５

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组大鼠前额叶 ＢＤＮＦ、

海马区 ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ 的蛋白表达

Ａ：对照组；Ｂ：ＴＢＩ 组；Ｃ：ＭＳＣ 组；Ｄ：联合治疗组

ＰＳＤ⁃９５ ｍＲＮＡ 表达变化 　 与对照组相比，ＴＢＩ 组

ＰＳＤ⁃９５ ｍＲＮＡ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ＴＢＩ 组相

比，ＭＳＣ 组 ＢＤＮＦ、ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ ｍＲＮＡ 表达增加

（Ｐ ＝ ０. ０１７，Ｐ ＝ ０. ０２０ ５，Ｐ ＝ ０. ０１４）；与 ＭＳＣ 组相

比，联合治疗组 ＢＤＮＦ、ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ ｍＲＮＡ 表达

增加（Ｐ ＝ ０. ０２９，Ｐ ＝ ０. ００７，Ｐ ＝ ０. ００４）。 见表 ４。

表 ４　 各组大鼠前额叶 ＢＤＮＦ、损伤周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、
ＰＳＤ⁃９５ ｍＲＮＡ 表达（ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）

组别 ＢＤＮＦ ＧＡＰ⁃４３ ＰＳＤ⁃９５
对照 １． １５２ ± ０． １５９ １． １９３ ± ０． １２７ １． １６４ ± ０． １６９
ＴＢＩ １． ３３５ ± ０． ２７８ １． ４０１ ± ０． １４２ ０． ４４７ ± ０． ０７２∗

ＭＳＣ １． ６８５ ± ０． ２０７＃ １． ６６９ ± ０． １９５＃ ０． ６６４ ± ０． １４６＃

联合治疗 ２． ００３ ± ０． ２７０△ １． ９８９ ± ０． ２４４△ ０． ９２６ ± ０． １５４△

Ｆ 值 １５． ６９４ ２１． ２３０ ２９． ６０７
Ｐ 值 ＜０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

与对照组比较：∗Ｐ ＜０. ０５；与 ＴＢＩ 组比较：＃Ｐ ＜０. ０５；与 ＭＳＣ 组比较：△Ｐ ＜０. ０５

３　 讨论

　 　 本研究表明 ＭＳＣ 联合 ＬＩＴＵＳ 对治疗 ＴＢＩ 导致

的神经损伤具有协同作用。 在整个实验周期内，对
各组大鼠进行了 ｍＮＳＳ 神经功能评分。 正常的大鼠

该项目评分总值为 ０ 分，评分越高，说明神经功能损

伤越严重。 各组大鼠的评分随时间推移下降，差异

逐渐明显，ＭＳＣ 组及联合治疗组的评分明显低于

ＴＢＩ 组，并且联合治疗组评分低于 ＭＳＣ 组。 此外，

ＨＥ 染色显示创伤部位的空腔面积显示，联合治疗

组的损伤修复效果最佳。 以上结果提示，ＭＳＣ 联合

ＬＩＴＵＳ 对神经功能和组织的修复作用优于单独应用

ＭＳＣ。 ＴＢＩ 导致的神经损伤与突触可塑性受损密切

相关，而 ＭＳＣ 能够促进内源性神经再生与突触发

生，从而恢复神经功能［２］。
本实验显示 ＭＳＣ 原位注射能上调前额叶 ＢＤＮＦ

和损伤周围皮层 ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达，经 ＬＩＴＵＳ 联合治疗后，ＢＤＮＦ 及 ＧＡＰ⁃４３、ＰＳＤ⁃９５
ｍＲＮＡ 和蛋白表达进一步提高。 说明 ＭＳＣ 联合 ＬＩ⁃
ＴＵＳ 不仅在损伤区促进再生，还能够在远隔的皮层

区域促进神经营养因子的产生，促进神经修复。 超

声刺激可促进神经元的存活与再生从而达到神经调

控的效果［９］。 有研究［１０］ 发现 ＬＩＴＵＳ 可增强 ＢＤＮＦ
表达，本研究结果与之一致。 在损伤后的神经再生

过程中，ＭＳＣ 能够促进突触相关蛋白的表达［１１］，
ＧＡＰ⁃４３ 通过与突触囊泡释放核心复合体之间相互

作用，调控突触囊泡向突触前膜移动、锚定，并释放

谷氨酸（Ｇｌｕ）等神经递质至突触间隙［１２］，位于突触

后膜的 ＰＳＤ⁃９５ 可通过不同的结构域将 Ｇｌｕ 受体锚

定在细胞膜，使神经递质激发的突触区粒子流与第

二信使级联反应相结合，促进突触后信号转导［１３］。
结合本实验，ＭＳＣ 联合 ＬＩＴＵＳ 产生协同作用的机

制，可能与 ＬＩＴＵＳ 进一步提高前额叶 ＢＤＮＦ 表达，激
活 ＧＡＰ⁃４３，促进神经递质释放并作用于 ＰＳＤ⁃９５，增
强突触间信号转导，促进突触发生，最终发挥脑保护

作用有关。
　 　 为进一步探索 ＭＳＣ 联合 ＬＩＴＵＳ 促进神经功能

修复的机制，本实验显示 ＭＳＣ 原位注射能下调损伤

周围皮层星形胶质细胞（ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ，Ａｓｔ）的 ＧＦＡＰ 蛋

白表达，经 ＬＩＴＵＳ 联合治疗后 ＧＦＡＰ 蛋白表达进一

步下调。 Ａｓｔ 的足突与神经元突触前、后末端形成

“三重突触”结构，神经损伤可引起 Ａｓｔ 过度增生、肿
胀、形成胶质瘢痕阻碍神经元的轴突生长。 ＬＩＴＵＳ
可通过产生微空化效应改变 Ａｓｔ 膜上的 Ｎ 型 Ｃａ２ ＋

通道和 Ｃａ２ ＋ 的流入量、胞内 Ｃａ２ ＋ 储存量，促进中枢

神经系统重建［１４］。 此外有研究［１５］发现，ＬＩＴＵＳ 能改

变 Ａｓｔ 的功能使其发挥神经保护作用，这可能与

ＢＤＮＦ 表达上调有关，与本实验结果相符。 结合本

实验，ＭＳＣ 联合 ＬＩＴＵＳ 治疗优于单独 ＭＳＣ 治疗，其
机制可能与 ＬＩＴＵＳ 通过改变 Ａｓｔ 功能，进一步促进

ＢＤＮＦ 表达，抑制胶质瘢痕形成有关。
本实验存在一定局限性，首先，ＬＩＴＵＳ 干预的最

佳参数和 ＭＳＣ 原位移植最佳时机有待于进一步探
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究。 其次，由于实验条件的限制，突触可塑性改变研

究不够深入，计划下一步采用透射电镜技术观察联

合治疗后突触超微结构变化，从分子层面对其机制

进一步研究。
综上所述，本研究表明，ＭＳＣ 原位注射联合 ＬＩ⁃

ＴＵＳ 治疗对 ＴＢＩ 后的神经损伤有保护作用，并且效

果优于单独注射 ＭＳＣ，这可能与上调 ＢＤＮＦ、ＧＡＰ⁃
４３、ＰＳＤ⁃９５ 表达、减少 ＧＦＡＰ 表达有关。 这一发现

可能为 ＴＢＩ 患者提供新的临床治疗方案。
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莱菔硫烷对人肾癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响及作用机制
赵余祥，吴旺宇，庹舟廷，钱伟伟，于德新，张　 涛

摘要　 目的　 探讨莱菔硫烷（ＳＦＮ）对人肾癌细胞的增殖、迁
移和侵袭的影响及作用机制。 方法　 体外培养人肾癌细胞

７８６⁃Ｏ，并将其分为 ４ 组：空白对照组、 ＳＦＮ 低浓度组 （５
μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＳＦＮ 中浓度组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＳＦＮ 高浓度组 （２０
μｍｏｌ ／ Ｌ），用 ＣＣＫ⁃８ 检测肾癌细胞 ７８６⁃Ｏ 增殖活化的情况；
分别用细胞划痕、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验观察 ＳＦＮ 对肾癌细胞

７８６⁃Ｏ 迁移能力的影响；用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验观察 ＳＦＮ 对肾

癌细胞 ７８６⁃Ｏ 侵袭能力的影响；运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 方法检测 ＳＦＮ 对上皮间质转化（ＥＭＴ）相关蛋白和 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达的影响；用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＦＮ 对 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路相关蛋白表达的影响。 结果　 ＳＦＮ 处理 ２４、４８、７２ ｈ 后，肾
癌细胞 ７８６⁃Ｏ 的增殖活性随着 ＳＦＮ 浓度的升高而下降；与对

照组相比，ＳＦＮ 处理组的肾癌细胞迁移和侵袭能力均显著降

低；此外，随着 ＳＦＮ 浓度的升高，肾癌细胞 ７８６⁃Ｏ 中 Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平逐渐升高，而 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉ⁃
ｍｅｎｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平随之降低；ＮＦ⁃κＢ 信号通路
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相关蛋白磷酸化的 ｐ６５ 和磷酸化的 ＩκＢα 的蛋白水平随 ＳＦＮ
浓度增加而降低。 结论　 ＳＦＮ 能够显著抑制人肾癌细胞的

增殖、迁移和侵袭的能力，其可能通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路

进而阻碍肾癌的 ＥＭＴ 进程来发挥抗肿瘤作用。
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　 　 在泌尿系统中，肾癌是一种常见的恶性肿瘤，肾
癌的治疗一直是泌尿系统肿瘤研究的热点和难

点［１ － ２］。 莱菔硫烷（ ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ，ＳＦＮ）作为一种天

然植物化合物，主要存在于十字花科蔬菜中，具有抗

氧化、抗炎作用，能诱导细胞周期停滞和凋亡［３］。
研究［４］显示植物来源的 ＳＦＮ 能够诱导多种肿瘤细

胞的凋亡如肺癌、肝癌、胃癌等，进而发挥抗肿瘤作

用。 ＳＦＮ 最近还被宣布为靶向癌症干细胞的“五

大”植物化学物质之一［５］。 然而 ＳＦＮ 对肾癌细胞的

增殖、迁移和侵袭能力的影响以及其相关的潜在机

制尚无报道。 研究［６］表明，在癌症中上皮⁃间质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）与肿瘤的发

生、迁移、侵袭和耐药能力有关。 文献［７］ 报道，核因

子⁃κＢ（Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）在许多癌症
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