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摘要： 目的　 探讨脊髓伤方对脊髓型颈椎病 （ＣＳＭ） 大鼠神经功能和铁死亡的影响。 方法　 制备 ＣＳＭ 大鼠模型， 随

机分为模型组、 Ｆｅｒ⁃１ 组 （２ ｇ ／ ｋｇ Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１， 腹腔注射） 及脊髓伤方低、 中、 高剂量组 （９􀆰 ７、 １９􀆰 ４、 ３８􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 灌

胃）， 另设假手术组， 每组 ６ 只。 给药 ４ 周后， 记录大鼠 ＢＢＢ 评分、 斜板实验评分以评估其神经功能， ＨＥ 染色、
Ｎｉｓｓｌ 染色和普鲁士蓝染色分别观察大鼠脊髓组织病理变化、 尼氏小体及铁离子沉积， 免疫荧光、 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测大鼠脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１、 ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ ｍＲＮＡ、 蛋白表达。 结果 　 与假手术组比较，
模型组大鼠术后 １ 周、 ２ 周、 ４ 周 ＢＢＢ 评分和斜板实验评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 脊髓组织出现明显空洞、 细胞水肿及蓝

色铁颗粒沉积， 脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ、 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ ｍＲＮＡ、 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 脊髓伤方各剂量组和 Ｆｅｒ⁃１ 组大鼠术后 １ 周、 ２ 周、 ４ 周 ＢＢＢ 评分和斜板实验

评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 脊髓组织中空洞、 细胞水肿及蓝色铁颗粒沉积减少， 脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１
ｍＲＮＡ、 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ ｍＲＮＡ、 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 脊髓伤方可能通过调节

Ｎｒｆ２ ／ ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ＧＰＸ４ 信号通路相关蛋白抑制铁死亡， 减少脊髓组织中铁颗粒沉积， 从而改善 ＣＳＭ 大鼠神经功能。
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ＣＳＭ） 是由于颈椎退变引起脊髓受压， 从而导致神

经功能障碍的一种常见退行性疾病［１］， 其主要病

理特征包括脊髓缺血、 氧化应激、 炎症反应、 神经

元损伤等， 严重影响患者生活质量［２］。 目前， ＣＳＭ
的治疗方式以手术为主， 但效果因个体和病情程度

而有所差异， 术后神经功能恢复有限［３］。 因此，
探索有效的药物治疗方法， 尤其是针对 ＣＳＭ 神经

损伤机制的干预策略显得尤为重要。 近年来， 铁死

亡作为一种铁依赖性的细胞程序性死亡方式， 在神

经系统疾病中的作用备受关注， 它通过脂质过氧化

和氧化应激导致细胞死亡， 与 ＣＳＭ 神经元损伤机

制密切相关。 Ｎｒｆ２ ／ ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ＧＰＸ４ 信号通路是调

控铁死亡的关键通路， 其中 Ｎｒｆ２ 是重要的抗氧化

转录因子， 可激活下游抗氧化基因 ＳＬＣ７Ａ１１ 和

ＧＰＸ４， 调控细胞内谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 水平， 抑制

脂质过氧化和铁死亡［４］。 然而， 目前关于铁死亡

在 ＣＳＭ 中的作用及其调控机制尚不明确。
中药在神经系统疾病的治疗中具有整体调节、

多靶点作用的优势， 其中脊髓伤方是一种以益气活

血、 通络止痛为主要功效的方剂， 具有改善血液循

环、 减轻炎症反应的作用［５］。 本研究旨在探讨脊

髓伤方在 ＣＳＭ 模型大鼠中的作用， 重点研究其是

否通过调节 Ｎｒｆ２ ／ ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ＧＰＸ４ 信号通路抑制铁

死亡， 从而促进神经功能恢复。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ３６ 只 ＳＤ 大鼠， 体质量 ２００～２５０ ｇ， 购

自湖南斯莱克景达实验动物有限公司 ［实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃０００４］， 饲养于广

西中医药大学动物实验中心 ［实验动物使用许可

证号 ＳＹＸＫ （桂） ２０２４⁃０００４］， 环境温度 （ ２２ ±
２）℃， 相对湿度 ５０％ ～６０％ 。 实验前进行为期 １ 周

的适应性饲养， 其间大鼠自由摄食进水， 饲料及水

均符合国家实验动物标准。 本研究经广西中医药大

学科学实验中心动物伦理委员会批准 （伦理审批

号 ＤＷ２０２３１０１６⁃２２６）， 所有实验操作严格遵循动

物实验伦理规范， 在保障动物福利的同时最大限度

减少其痛苦。
１􀆰 ２　 药物　 脊髓伤方由黄芪 ３０ ｇ、 当归尾 １０ ｇ、
地龙 １０ ｇ、 赤芍 １５ ｇ、 川芎 １０ ｇ、 桃仁 １２ ｇ、 红花

１０ ｇ、 血竭 ６ ｇ、 丹参 １５ ｇ、 牛膝 １５ ｇ、 大黄 １５ ｇ、
炙甘草 ６ ｇ 组成， 均购自广西中医药大学第一附属

医院门诊中药房。 基于成人参考剂量 （１５４ ｇ ／ ５０
ｋｇ） 结合体表面积换算， 设置大鼠低、 中、 高剂量

分别为 ９􀆰 ７、 １９􀆰 ４、 ３８􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ。 药材经 ２ 次煎煮后合

并滤液， 离心， 加热浓缩， 得到低、 中、 高剂量药

液， 质量浓度分别为 ０􀆰 ４９、 ０􀆰 ９７、 １􀆰 ９４ ｇ ／ ｍＬ。
１􀆰 ３　 试剂 　 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色液、 尼氏染

色液 （货号 ＢＬ７００Ａ、 ＢＬ９９９Ａ， 合肥白鲨生物科技

有 限 公 司 ）； Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１、
Ｃｏｘ２、 ＧＡＰＤＨ 抗体 （ 货号 ａｂ６２３５２、 ａｂ３０７６０１、
ａｂ１２５０６６、 ａｂ６８４７７、 ａｂ１７９８００、 ａｂ８２４５， 英 国

Ａｂｃａｍ 公司）； ＴＦＲＣ 抗体 （货号 ３８１６０３， 成都正

能生物技术有限责任公司）； 山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
ＨＲＰ 二抗 （货号 Ｓ０００１， 江苏亲科生物研究中心有

限公司）； 三色预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、 无蛋白快速封闭

液 （货号 ＷＪ１０３、 ＰＳ１０８Ｐ， 上海雅酶生物科技有

限 公 司 ）； ＰＶＤＦ 膜 （ 货 号 ＩＳＥＱ０００１０， 德 国
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Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； 铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ （Ｆｅｒ⁃
１， 货号 ＨＹ⁃１００５７９， 美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司）；
免疫荧光封闭液、 免疫染色通透液 （货号 Ｐ０２６０、
Ｐ００９６， 上海碧云天生物技术股份有限公司）。
１􀆰 ４　 仪器　 垂直电泳系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３ 全波长酶标仪系统 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＵＣ９０ 成像系统 （ 日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＣＳＭ 模型构建 　 参照文献 ［６］ 报道， 大鼠

腹腔注射戊巴比妥钠 （４０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉， 俯卧位

固定， 术区剃毛消毒， 沿颈正中线切开皮肤（约

２～３ ｃｍ）， 钝性分离筋膜肌肉暴露 Ｃ３⁃Ｃ５ 椎板 （以
Ｔ２ 椎体定位）， 精细清除黄韧带， 于椎间隙植入

１􀆰 ５ ｍｍ×０􀆰 ７ ｍｍ×０􀆰 ３ ｍｍ 吸水性膨胀材料 （聚乙

烯醇丙烯酰胺交联水凝胶） 造成压迫； 假手术组

除不植入压迫材料外， 其余操作同模型组。 术后大

鼠碘伏消毒， 分层缝合切口， 全程操作轻柔以减轻

脊髓刺激， 加热毯保温至苏醒， 自由饮食， 每天行

２ 次腹腔按摩辅助排尿直至自主功能恢复。
２􀆰 ２　 分组及给药　 大鼠随机分为假手术组、 模型

组、 Ｆｅｒ⁃１ 组和脊髓伤方低、 中、 高剂量组， 每组

６ 只， 按 “２􀆰 １” 项下方法造模， 假手术组和模型

组每天灌胃生理盐水， Ｆｅｒ⁃１ 组每天腹腔注射

２ ｍｇ ／ ｋｇ相应溶液， 脊髓伤方低、 中、 高剂量组每

天灌胃 ９􀆰 ７、 １９􀆰 ４、 ３８􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ 相应药液， 持续

４ 周。
２􀆰 ３　 取材　 大鼠末次给药 ２４ ｈ 后禁食禁水， 腹腔

注射 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴比妥钠麻醉， 左心室灌注预冷

生理盐水至躯体及尾部强直 （灌注充分标志）， 取

脊髓组织， 病理样本用 ４％ 多聚甲醛固定， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 样本于冰上快速解剖 Ｃ３⁃Ｃ５ 节段颈脊髓，
－８０ ℃冷冻保存。
２􀆰 ４　 ＢＢＢ 评分　 采用 ＢＢＢ 评分量表系统化评估大

鼠后肢运动功能恢复进程［７］。 分别在术后第 １、 ２、
４ 周观察大鼠自主行走表现， 包括 （１） 后肢步态

协调性； （２） 髋、 膝、 踝关节活动范围； （３） 足

底着地姿态与拖曳情况， 评分范围 ０ ～ ２１ 分， ０ 分

表示后肢完全瘫痪无运动， ２１ 分表示运动功能恢

复至正常水平。
２􀆰 ５　 斜板实验评分　 将大鼠头朝上， 置于铺有防

滑橡胶垫的可调倾角平台中 （身长轴与斜面平

行）， 以恒定 １ ° ／ ｓ 增加倾角， 记录能维持稳定姿

势≥５ ｓ 的临界角度 （精确至 １°）， 连续 ３ 次， 每

次间隔 ５ ｍｉｎ， 取平均值。 最大耐受倾角增大时，
提示肢体肌力与神经肌肉协调性改善。
２􀆰 ６　 ＨＥ 染色、 Ｎｉｓｓｌ 染色及普鲁士蓝染色 　 取于

４％ 多聚甲醛中固定的脊髓组织， 梯度酒精脱水，
二甲苯透明处理， 石蜡包埋， 取出， 切片 ５ μｍ，
在 ６５ ℃下烘烤 １ ｈ 后染色， 中性树脂封片， 在光

学显微镜下观察并采集图片。
２􀆰 ７　 免疫荧光染色观察 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、
ＨＯ⁃１ 蛋白表达 　 取脊髓组织切片， 高压锅修复

１０ ｍｉｎ， 采用内源性过氧化物酶阻断剂阻断非特异

性结合抗体 １５ ｍｉｎ， ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 通透剂通透

１０ ｍｉｎ， 免疫荧光封闭液封闭 １５ ｍｉｎ， 加一抗

Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１ 抗体， 在 ４ ℃ 下孵

育过夜， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加二抗， 室温孵育 １ ｈ，
ＤＡＰＩ 核染色 ５ ｍｉｎ， 中性树脂封片， 于荧光倒置显

微镜下观察并拍摄图片。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、
ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１、 ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ ｍＲＮＡ 表 达 　 采 用

ＴＲＩｚｏｌ 法提取脊髓组织总 ＲＮＡ， ＮａｎｏＤｒｏｐ 微量分

光光度计测定其浓度。 取总 ＲＮＡ １ μｇ， 采用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒逆转录， 反应条件为４２ ℃ ２
ｍｉｎ， ５０ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓ， ４ ℃ 保 存。 在

ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ 系统上进行实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增，
采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 预混酶体系， 反应程序为９５ ℃预

变性 １０ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 ／延伸 ４５ ｓ，
４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 通过 ２－ΔΔＣＴ法计算目

的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物由赛默飞世尔科技

（中国） 有限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列（５′→３′）

Ｎｒｆ２ 正向 ＣＣＡＣＡＴＴＣＴＧＧＣＣＣＴＴＧＡＣＣ

反向 ＣＧＣＴＣＣＴＴＡＧＧＴＡＧＧＴＣＡＴＣ

ＳＬＣ７Ａ１１ 正向 ＡＧＧＧＣＡＴＡＣＴＣＣＡＧＡＡＣＡＣＧ

反向 ＧＧＧＡＣＣＡＡＡＧＡＣＣＴＣＣＡＧＡＡ

ＧＰＸ４ 正向 ＣＣＧＡＧＡＧＴＣＴＴＡＡＴＣＧＣＧＧ

反向 ＣＡＴＣＧＴＡＧＣＡＡＡＣＧＣＧＣＴＣ

ＨＯ⁃１ 正向 ＡＡＣＴＴＴＣＡＧＧＧＣＣＡＧＧＴ

反向 ＣＴＧＧＧＣＴＣＴＣＣＴＴＧＴＴＧＣ

ＴＦＲＣ 正向 ＴＧＧＣＡＧＴＴＣＡＧＡＡＴＧＡＴＧＧＡ

反向 ＡＧＧＣＴＧＡＡＣＣＧＧＧＴＡＴＡＴＧＡ

Ｃｏｘ２ 正向 ＴＧＡＡＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＡＡＣＡＣＡ

反向 ＴＧＡＡＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＡＡＣＡＣＡ

ＧＡＰＤＨ 正向 ＧＣＣＴＣＣＴＣＣＡＡＴＴＣＡＡＣＣＣＴ

反向 ＣＴＣＧＴＧＧＴＴＣＡＣＡＣＣＣＡＴＣＡ
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２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、
ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１、 ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ 蛋白表达 　 脊髓组织

加裂解液研磨裂解， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ， 取上清， 即组织蛋白， 采用 ＢＣＡ 法测定浓度

后将蛋白加热变性， 制备 ＰＡＧＥ 凝胶， 进行电泳分

离， 并将蛋白转印至 ＰＶＤＦ 膜上。 ＰＶＤＦ 膜经无蛋

白快速封闭液封闭处理， 加一抗 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、
ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１、 ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ 抗体， ４ ℃ 孵育过夜，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加二抗， 室温孵育。 采用超敏

ＥＣＬ 显色液进行显影， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析目标蛋白相对表达量。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行处

理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素

方差分析， ２ 组间比较采用 ｔ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 脊髓伤方对 ＣＳＭ 大鼠 ＢＢＢ 评分和斜板实验

评分的影响　 术前， 各组 ＢＢＢ 评分和斜板实验评

分无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 术后 １、 ２、 ４ 周， 与假

手术组比较， 模型组大鼠 ＢＢＢ 评分和斜板实验评

分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提示脊髓受压； 与模型组比

较， Ｆｅｒ⁃１ 组、 脊髓伤方各剂量组大鼠 ＢＢＢ 评分和

斜板实验评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中脊髓伤方中剂

量组改善作用优于低、 高剂量组， 见图 １～２。

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组大鼠 ＢＢＢ 评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｔ ＢＢＢ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组大鼠斜板实验评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｉｎｃｌｉｎｅｄ ｐｌａｎｅ ｔｅｓｔ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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３􀆰 ２　 脊髓伤方对 ＣＳＭ 大鼠脊髓组织病理结构的

影响

３􀆰 ２􀆰 １　 ＨＥ 染色 　 假手术组脊髓组织结构完整，
神经元形态正常， 无明显病理改变； 模型组脊髓组

织结构紊乱、 神经元数量显著减少， 并伴有明显细

胞坏死及空泡改变； Ｆｅｒ⁃１ 组及脊髓伤方各剂量组

均较模型组表现出不同程度的组织结构恢复， 神经

元形态改善， 其中脊髓伤方中剂量组修复效果优于

低、 高剂量组， 组织结构接近完整， 神经元形态基

本恢复正常， 细胞坏死明显减少， 见图 ３。

注： 红色箭头指示处为异常形态神经元及脊髓组织空泡样变化。

图 ３　 各组大鼠脊髓组织 ＨＥ 染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（×２００）

３􀆰 ２􀆰 ２　 Ｎｉｓｓｌ 染色　 假手术组神经元形态完整， 尼

氏小体分布均匀且染色清晰， 未见明显病理变化；
模型组神经元数量减少， 尼氏小体明显溶解、 分散

甚至消失， 表现出严重的神经损伤特征； Ｆｅｒ⁃１ 组

及脊髓伤方各剂量组神经元均有不同程度的改善，
神经元形态逐渐恢复， 尼氏小体数量增加且染色逐

步加深， 其中脊髓伤方中剂量组效果优于低、 高剂

量组， 神经元数量增加， 尼氏小体结构清晰， 染色

程度接近假手术组， 表明其在神经修复和功能恢复

方面具有显著优势， 见图 ４。
３􀆰 ３　 脊髓伤方对 ＣＳＭ 大鼠脊髓组织铁离子沉积的

影响　 假手术组脊髓组织中几乎未见铁离子沉积，
组织结构正常； 模型组脊髓组织中可见大量蓝色铁

染颗粒， 主要分布于损伤区域， 提示存在显著的铁

离子沉积和氧化应激损伤； Ｆｅｒ⁃１ 组及脊髓伤方各

剂量组脊髓组织中铁离子沉积较模型组减少， 蓝色

染色颗粒分布减少， 组织结构趋于恢复， 其中脊髓

伤方中剂量组改善效果优于低、 高剂量组， 铁离子

沉积显著减少， 染色颗粒稀疏， 脊髓组织结构接近

正常， 表明其在减少氧化应激和促进组织修复方面

注： 红色箭头指示处为尼氏小体。

图 ４　 各组大鼠脊髓组织 Ｎｉｓｓｌ 染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （×２００）

具有较好的疗效， 见图 ５。

注： 红色箭头指示处为铁离子沉积。

图 ５　 各组大鼠脊髓组织普鲁士蓝染色 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｕｓｓｉａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅｓ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）

３􀆰 ４ 　 脊 髓 伤 方 对 ＣＳＭ 大 鼠 脊 髓 组 织 Ｎｒｆ２、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１ 蛋白荧光表达的影响　 与

假手术组比较， 模型组大鼠脊髓组织中 Ｎｒｆ２、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１ 蛋白荧光表达强度降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， Ｆｅｒ⁃１ 组、 脊髓伤方各

剂量组大鼠脊髓组织中 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、
ＨＯ⁃１ 蛋白荧光表达强度升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 见

图 ６～７。
３􀆰 ５ 　 脊 髓 伤 方 对 ＣＳＭ 大 鼠 脊 髓 组 织 Ｎｒｆ２、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１、 ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ ｍＲＮＡ 表达

的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠脊髓组织

Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表 达 降 低

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， Ｆｅｒ⁃１ 组、 脊髓伤方各剂

量组大鼠脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ ｍＲＮＡ
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注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组大鼠脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白荧光表达比较 （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＳＬＣ７Ａ１１ ｉｎ ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 各组大鼠脊髓组织 ＨＯ⁃１、 ＧＰＸ４ 蛋白荧光表达比较 （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯ⁃１ ａｎｄ ＧＰＸ４ ｉｎ ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中脊髓伤方中剂量组对以

上基因表达的调控作用优于低、 高剂量组， 见

图 ８。

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 各组大鼠脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１、 ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｒｆ２， ＳＬＣ７Ａ１１， ＧＰＸ４， ＨＯ⁃１， ＴＦＲＣ ａｎｄ Ｃｏｘ２ ｉｎ ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ６ 　 脊 髓 伤 方 对 ＣＳＭ 大 鼠 脊 髓 组 织 Ｎｒｆ２、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１、 ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ 蛋 白 表 达

的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠脊髓组织

Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
与模型组比较， Ｆｅｒ⁃１ 组、 脊髓伤方各剂量组大鼠

Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１ 表 达 升 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ 表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 其中

脊髓伤方中剂量组对上述蛋白表达的调控作用优于

低、 高剂量组， 见图 ９。
４　 讨论

ＣＳＭ 是颈椎退行性病变引起的慢性进行性脊

髓压迫， 是中老年人中枢神经系统功能障碍的重要

原因之一， 脊髓长期受压、 供血供氧不足、 炎症反

应等因素可致神经元损伤， 进而发生神经功能障

碍［８］， 尽管手术减压和药物治疗可缓解症状， 但

大多数患者神经功能恢复有限［９］。 近年来， 铁死

亡作为新型细胞死亡形式在 ＣＳＭ 中的作用逐渐受

到关注， 它是一种由于铁代谢紊乱与活性氧

（ＲＯＳ） 积累的非凋亡性死亡方式［１０］， 其核心特征

为细胞内脂质过氧化物异常堆积［１１］， 这些过氧化

物由 ＲＯＳ 作用于多不饱和脂肪酸生成， 若未被及

时清除， 则将破坏细胞膜结构和功能， 引发细胞铁

死亡［１２］， 其标志包括 Ｆｅ２＋ 升高、 ＲＯＳ 增多、 ＧＳＨ
耗竭及谷胱甘肽过氧化物酶 ４ （ ＧＰＸ４） 活性

下降［１３］。
在 ＣＳＭ 发病过程中， 脊髓受压致局部血供障

碍和氧化应激增强， 为铁死亡发生提供了条件， 脊

髓缺血缺氧可导致细胞代谢紊乱， 自由铁释放与积

聚， 通过 Ｆｅｎｔｏｎ 反应催化 ＲＯＳ 生成， 进而促进脂

质过氧化［１４］； ＧＳＨ 水平下降和 ＧＰＸ４ 活性减弱，
使脂质过氧化物清除受限， 持续堆积后引发细胞死

亡［１５］。 研究表明， 铁死亡广泛参与帕金森病、 阿

尔茨海默病及急性脊髓损伤等多种神经系统疾

病［１６⁃１７］， 提示它可能是一种广泛存在于神经系统

病变中的病理机制。 在铁死亡的调控网络中， 核因

子 Ｅ２ 相关因子 ２ （Ｎｒｆ２） 作为关键的抗氧化转录

因子， 能激活多种下游抗氧化基因抑制铁死亡的发
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注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 各组大鼠脊髓组织 Ｎｒｆ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４、 ＨＯ⁃１、 ＴＦＲＣ、 Ｃｏｘ２ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｒｆ２， ＳＬＣ７Ａ１１， ＧＰＸ４， ＨＯ⁃１， ＴＦＲＣ ａｎｄ Ｃｏｘ２ ｉｎ ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ

ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

生［１８］， 它通过结合抗氧化反应元件 （ＡＲＥ） 调控

目标基因表达， 包括负责谷氨酰胺转运的 ＳＬＣ７Ａ１１
和负责脂质过氧化物还原的 ＧＰＸ４。

ＳＬＣ７Ａ１１ 是谷氨酰胺转运系统 Ｘｃ－ 的重要组

成， 与 Ｎｒｆ２ 密切相关， 调控胞外半胱氨酸摄取和

胞内谷氨酸输出维持细胞内 ＧＳＨ 合成［１９］。 半胱氨

酸是 ＧＳＨ 合成的关键前体， 而 ＧＳＨ 是 ＧＰＸ４ 活性

所必需的底物［２０］， 因此 ＳＬＣ７Ａ１１ 在铁死亡中起桥

梁作用。 在 ＣＳＭ 相关铁死亡过程中， ＳＬＣ７Ａ１１ 功

能障碍可致 ＧＳＨ 耗竭， 削弱 ＧＰＸ４ 清除脂质过氧

化的能力， 而 ＧＰＸ４ 可将脂质过氧化物还原为醇，
保护细胞膜， 其活性受 ＧＳＨ 水平调控。 本研究发

现， 与模型组比较， 脊髓伤方组可促进 ＣＳＭ 大鼠

Ｎｒｆ２ 表达， 提高 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ 蛋白表达， 说明

该方可能通过调控 Ｎｒｆ２ 抑制铁死亡来改善神经功

能； ＨＥ 染色、 Ｎｉｓｓｌ 染色及普鲁士蓝染色结果显

示， ＣＳＭ 大鼠脊髓损伤修复， 尼氏小体增多， 铁

离子沉积减少， 术后行为评分亦表明神经功能明显

改善。
此外， ＨＯ⁃１ 是 Ｎｒｆ２ 的经典下游基因之一， 能

通过调节细胞铁稳态间接影响 ＧＰＸ４ 功能［２１］。 ＨＯ⁃
１ 催化血红素分解， 释放的铁离子可被贮存或代

谢， 但其过度激活可能引发铁过载和羟自由基积

聚， 促进铁死亡［２２］。 与此同时， ＴＦＲＣ 是细胞摄铁

的关键通路， 过度表达会增加胞内游离铁水平， 导

致脂质过氧化反应增强， 加剧铁死亡效应［２３］；
Ｃｏｘ２ 作为铁死亡及炎症反应中的重要因子， 参与

炎症介质合成［２４］。 本研究发现， 脊髓损伤可适度
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Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． １０



激活 Ｎｒｆ２ 及其下游 ＨＯ⁃１， 促进铁稳态调节并减少

自由铁释放； Ｎｒｆ２ 可通过增强抗氧化酶表达， 间

接下调 ＴＦＲＣ 和 Ｃｏｘ２， 减少铁摄取与炎症反应， 从

而抑制铁死亡的发生； ＨＯ⁃１ 与 ＴＦＲＣ 在铁代谢中

呈对立， 适度调控 Ｎｒｆ２ 及其通路， 有助于维持铁

稳态、 抑制铁死亡及其介导的神经损伤。
综上所述， 脊髓伤方能有效改善 ＣＳＭ 大鼠神

经功能， 其机制可能与调控 Ｎｒｆ２ ／ ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ＧＰＸ４
通路抑制铁死亡相关， 并且该方可上调抗氧化蛋白

表达， 增强抗氧化能力， 减少脂质过氧化和神经元

损伤。
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