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基于 ｍＴＯＲ 通路介导的自噬
探讨补阳还五汤对脊髓损伤的保护机制
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摘要：目的 基于 ｍＴＯＲ 通路介导的自噬探讨补阳还五汤对脊髓损伤（ＳＣＩ）后自噬相关蛋白的影响，从而揭示补阳还五

汤对 ＳＣＩ 的保护机制。 方法 ６４ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，随机分为假手术组、模型组、雷帕霉素组、补阳还五汤组。 除假手

术组外，其余三组均采用 Ａｌｌｅｎ’ｓ 打击方法制备 ＳＣＩ 模型。 假手术组、模型组予生理盐水灌胃，补阳还五汤组予补阳还五

汤水煎液灌胃（１２． ７３ｇ·ｋｇ － １·ｄ － １），在造模前各组分别予相应处理持续 ３ｄ，雷帕霉素组在造模后 ０． ５ｈ 内给予腹腔注射

给药（３ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １）；造模 ３ ｈ、６ ｈ 后采用改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分、ＨＥ 染色、免疫组化实验、免疫印迹实验方法，观察补阳还

五汤对下肢运动功能、脊髓前角区神经元的形态结构及 ｍＴＯＲ 自噬信号通路的影响。 结果 ①与假手术组比，造模后 ３
ｈ、６ ｈ 时模型组改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分均显著降低，神经元细胞肿胀、胞核固缩严重，细胞结构完整性丧失，Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ 阳性细

胞，ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达均减少（Ｐ ＜ ０． ０５），ｍＴＯＲ 阳性细胞及蛋白均表达增加（Ｐ ＜ ０． ０５）；②与模型组比，
造模后 ３ ｈ、６ ｈ 时雷帕霉素组、补阳还五汤组改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分均显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），神经元细胞肿胀略有减轻，偶尔可

见正常的神经元细胞，两组组 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ 阳性细胞及 ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达均升高（Ｐ ＜ ０． ０５），ｍＴＯＲ 阳性

细胞及蛋白表达均减少（Ｐ ＜ ０． ０５）；③与雷帕霉素组比，造模后 ３ ｈ、６ ｈ 时补阳还五汤组改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分差异均无统计学

意义（Ｐ ＞ ０． ０５），细胞肿胀略减轻、正常神经元稍微增多，造模后 ３ ｈ 时 Ｂｅｃｌｉｎ１ 阳性细胞，６ ｈ 时 ＬＣ３ 阳性细胞表达均升

高（Ｐ ＜ ０． ０５），造模后 ３ｈ、６ ｈ 时 ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｍＴＯＲ 蛋白表达增加（Ｐ ＞ ０． ０５）。 结论 补阳还五汤可以有效

地影响细胞自噬水平，改善大鼠下肢运动功能，有效地调控 ｍＴＯＲ 信号通路，其保护作用可能是通过抑制 ｍＴＯＲ 信号通

路激活细胞自噬而实现的，这可能是其治疗 ＳＣＩ 的作用机制之一。
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　 　 脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）指脊柱遭受不同作用外力
促使椎体发生爆裂、椎体移位，严重者伤及椎管内脊髓组织，从而
导致脊髓神经损伤性疾病［１］ ，通常会导致不可逆转的感觉和运
动障碍。 ２０１４ 年全球 ＳＣＩ 发病率大约为每百万人中 １５ ～ ４０
例［２］ ，同年在中国发病率为每百万人中 ２３． ７ ～ ６０． ６ 例［３］ ，２０１８
在美国大约有 ２８． ８ 万 ＳＣＩ 患者，每年发生 １７０００ 例新的 ＳＣＩ 病
例，ＳＣＩ 给患者带来了沉重的经济负担和心理压力［４］ 。 ＳＣＩ 包含
两个阶段的病理过程即原发性损伤和继发性损伤，继发性损伤是
指 ＳＣＩ 发生后脊髓水肿和血肿对脊髓神经造成的二次损伤，具有
可逆性和可干预性，ＳＣＩ 继发性损伤过程中常伴有炎症、细胞凋
亡、 自噬、坏死和氧化应激，均可引起脊髓神经元损伤，尤其是前
角神经元损伤，可能导致运动功能丧失［５，６］ 。 目前，关于继发性

损伤的机制尚不明确［７］ ，但阻断或减轻继发性损伤阶段发生的
神经元损伤可能会降低肢体残疾的程度。

自噬是一种普遍存在于真核细胞中“程序性死亡”的过程，
具有高度保守性，其通过溶酶体降解细胞内多余的脂质、糖原等
代谢物质，清除受损细胞器，为维持细胞内环境稳态和能量平衡
提供保障［８］ 。 自噬对神经退行性疾病具有保护作用［９，１０］ 。 雷帕
霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ）是一种常见
的自噬诱导剂，其活性对自噬体形成及成熟具有重要作用，当该
通路被激活后，可抑制细胞自噬［１１］ ，而当该通路受到抑制时却可
诱导细胞自噬［１２］ 。 研究表明 ｍＴＯＲ 在大鼠 ＳＣＩ 后可促进细胞自
噬并减少神经组织损伤和运动障碍［１３，１４］ 。

补阳还五汤（Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ）出自于清·王清任
所著《医林改错·下卷·瘫痿论》，方剂由黄芪、当归尾、赤芍、川
芎、红花、地龙组成，主要功效为益气、活血、通络，其中黄芪甲苷、
芍药苷等苷类物质是补阳还五汤中重要的药效成分［１５］ 。 体外实
验发现补阳还五汤通过上调自噬相关蛋白 ＬＣ３ＩＩ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表
达，增强自噬，从而保护缺氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞［１６］ 。 体
内实验观察到补阳还五汤激活细胞自噬后，能够调节大鼠脑卒中
后皮质缺血区域自噬水平，稳定线粒体功能，降低了皮质缺血区
域神经细胞的丢失，从而保护了脑神经细胞［１７］ 。 本课题组前期
实验观察到补阳还五汤具有潜在防治脊髓缺血再灌注损伤（ｓｐｉ⁃
ｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩＩ）的作用［１８］ 。 当前基于
ｍＴＯＲ 通路介导的自噬探讨补阳还五汤对 ＳＣＩ 的保护机制，尚未
有文献报道。 本研究旨在采用补阳还五汤治疗 ＳＣＩ 模型大鼠，探
讨 ｍＴＯＲ 信号通路对 ＳＣＩ 发病机制的影响及补阳还五汤是否为
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干预 ＳＣＩ 的新靶点，为今后开发与利用中医药治疗 ＳＣＩ 提供实验
基础与理论依据。
１　 材料与仪器

１． １　 实验动物及分组 雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ６４ 只，体重（２００ ±
２０）ｇ，由郑州天池生物集团提供，实验动物使用许可证号：ＳＣＸＫ
（豫）２０２０ － ０００４，实验动物合格证：Ｎｏ． ４１０９７５２００１０００２３８１６。 ６４
只 ＳＤ 雄性大鼠适应性喂养 １ 周后，随机分为假手术组、模型组、
雷帕霉素组和补阳还五汤组，每组 １６ 只，每组分 ３ ｈ、６ ｈ 两个亚

组，每个亚组 ８ 只。 假手术组仅咬除椎板，暴露脊髓，但不打击脊
髓。 实验动物自然进食、饮水，分笼饲养，自然光照，室温 ２３℃左

右，湿度 ５６％左右。 实验操作按照科学技术部《关于善待实验动

物的指导性意见》中的有关规定进行。
１． ２　 实验试剂 苏木素染色剂（批号：Ｈ９６２７，Ｓｉｇｍａ） ，二甲苯（批
号：１００２３４１８，国药集团），包埋石蜡（批号：６９０１９３６１，国药集团），
无水乙 醇 （ 批 号： １０００９２１８， 国 药 集 团 ）， 中 性 树 胶 （ 批 号：
１０００４１６０，国药集团），彩虹蛋白 Ｍａｒｋｅ （１０ － ２５０ＫＤ） （批号：
ＰＭ３０２，ｐｒｏｍｏｔｏｎ） ，ＰＭＳＦ（批号：Ｐ１０５５３９，阿拉丁公司） ，Ｔｒｉｓ －
ｂａｓｅ（批号：１１１５ＧＲ５００，Ｂｉｏｆｒｏｘｘ ） ，ＳＤＳ（批号：３０１６６４２８，国药集
团），ＰＶＤＦ 膜（０． ４５μｍ）（批号：ＩＰＶＨ０００１０，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），ＲＩＰＡ 裂解

液（批号：Ｐ００１３８，中国碧云天） ，ＢＣＡ 蛋白测定试剂 （批号：
Ｐ００１０，中国碧云天），磷酸化蛋白酶抑制剂（批号：Ｓ１８７３，中国碧

云天） ，３０％ Ａｃｒ － Ｂｉｓ（批号：ＢＬ５３１ｂ，Ｂｉｏｓｈａｒｐ ） 、ＴＥＭＥＤ（批号：
８０１２５３３６，国药集团），兔多抗 Ｂｅｃｌｉｎ１ （批号：１４６００ － １ － ＡＰ，武
汉三鹰公司）、兔多抗 ＬＣ３ （批号：１１３０６ － １ － ＡＰ，武汉三鹰公

司）、小鼠单抗 ｍＴＯＲ（批号：６６８８８ － １ － Ｉｇ，武汉三鹰公司），ＨＲＰ
标记羊抗小鼠二抗（批号：ＢＡ１０５１，武汉博士德），ＨＲＰ 标记羊抗
兔二抗（批号：ＢＡ１０５４，武汉博士德），ＥＣＬ 底物液（批号：Ｐ１０５０，
北京普利莱基因有限公司），兔多抗 ＧＡＰＤＨ（批号：ＡＢ － Ｐ －
Ｒ００１，杭州贤至生物有限公司）。
１． ３　 实验器械 自由落体脊髓损伤模型打击器（安徽正华生物

仪器设备有限公司），脱水机（武汉俊杰 ＪＴ － １２Ｊ 电脑生物组织脱
水机有限公司），组织摊烤片机（武汉俊杰 ＪＴ － １２Ｊ 电脑生物组织

脱水机有限公司），病理切片机（德国 Ｌｅｉｃａ 公司），显微镜（奥林

巴斯 ＢＸ５３ 型生物显微镜），电泳仪电源（北京六一仪器厂），垂直

电解槽（北京六一仪器厂），电转仪（北京六一仪器厂），酶标仪
（Ｔｈｅｒｍｏ 有限公司），离心机（湖南湘仪实验仪器开发有限公司）。
２　 方法

２． １　 实验药物制备 补阳还五汤购买于河南省洛阳正骨医院（河
南省骨科医院）中药房。 取一剂补阳还五汤的原药材（生黄芪
１２０ｇ，当归尾６ｇ，赤芍５ｇ，地龙３ｇ，川芎３ｇ，桃仁３ｇ，红花３ｇ）放入煎

药壶中，在倒入 １０ 倍于补阳还五汤体积的水于煎药壶中，浸泡 ２４
ｈ，先武火煮沸，后文火继续煮 ３０ ｍｉｎ，滤出药液；在倒入约 ５ 倍补

阳还五汤体积的水，按前法再次煎药及滤出药液。 取出 ２ 次煎煮
的补阳还五汤水煮液，并混合，再次过滤，离心，取上清液，浓缩上

清液，定容至 １００ ｍＬ 获得浓度为 １． ４３ｇ ／ ｍＬ 的补阳还五汤水煎液；
雷帕霉素购买于武汉斯尔曼有限责任公司，按说明书将其制备成

０． １ｍｇ ／ ｍｌ 的溶剂，无菌封瓶，放入 ４℃冰箱保存，备用。
２． ２　 动物给药 参考黄继汉《药理实验中动物间和动物和人体
间的等效剂量换算》，补阳还五汤的标准剂量为 １４３ ／ ｋｇ，换算后

大鼠的灌胃剂量为 １２． ７３ｍｇ ／ ｋｇ，假手术组、模型组于造模前 ３ｄ
给予 １０ ｍＬ·ｋｇ － １·ｄ － １生理盐水等体积灌胃；补阳还五汤组造

模前 ３ｄ 给予 １２． ７３ｇ·ｋｇ － １ ·ｄ － １ 补阳还五汤水煮液灌胃，持续

３ｄ 直至取材当天。 雷帕霉素组在造模后 ０． ５ ｈ 内给予 ３ｍｇ·
ｋｇ － １·ｄ － １雷帕霉素腹腔注射 １ 次。
２． ３　 ＳＣＩ 大鼠模型制作 模型组、雷帕霉素组、补阳还五汤组则

咬除椎板，打击 Ｔ９ ～ Ｔ１０ 脊髓，建立 ＳＣＩ 模型。 １０％ 水合氯醛 ３
ｍｌ ／ ｋｇ 腹腔注射，麻醉后，采用改良 Ａｌｌｅｎ’ ｓ 重物打击法复制 ＳＣＩ
模型［１９］ 。 大鼠俯卧位于操作台，备皮，消毒，铺巾，在后背部 Ｔ９ ～
Ｔ１０棘突做正中切口，咬除 Ｔ９ ～ Ｔ１０棘突、椎板 ，暴露硬脊膜，采用

５ ｇ 重物从 ５ ｃｍ 高度自由落下打击 Ｔ９ ～ Ｔ１０硬脊膜。 造模成功标

准是：Ｔ９ ～ Ｔ１０脊髓水肿或出血，硬脊膜紧张，膨大，大鼠尾巴呈现

痉挛性抽动，双下肢、躯体回缩样扑动，双下肢呈迟缓性瘫痪。 造
模后采用生理盐水、庆大霉素冲洗切口，缝线闭合切口，敷料覆盖

伤口，肌注注射庆大霉素（３０ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １）。
２． ４　 观察指标及检测方法

２． ４． １　 改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分 各组均取造模后 ８ 只大鼠，在造模后 ３ ｈ、
６ ｈ 时采用盲评方式对 ＳＣＩ 模型进行改良 Ｔａｒｌｏｖ 行为学评分［２０］，其
评分标准如下：下肢完全软痪，难以察觉得下肢活动为 ０ 分；下肢稍
微挪动，但无法抵抗地心引力为 １ 分；下肢水平面可以活动，但不可

抵抗肢体重量为 ２ 分；下肢能行走或跳跃，但有明显共济失调为 ３
分；下肢步态健康，能轻松地蹦跳为 ４ 分。 ０ ～３ 分即造模成功。 所有
大鼠的评分在建模后和安乐死前进行评估，最终取平均值。
２． ４． ２　 组织灌注及取材 每组选取 ４ 只取材新鲜脊髓组织，４ 只

脊髓组织进行 １０％甲醛固定。 采用上述麻醉方式对动物进行麻
醉，动物麻醉起效后打开胸腔，从心尖位置灌注 ３００ ～ ４００ ｍｌ 生
理盐水，待有右心耳液体呈澄清时以 Ｔ１０为中心，切取 １ ｃｍ 新鲜

脊髓组织，存入 － ８０℃冰箱，以用于完成免疫印迹实验。 或待有
右心耳液体呈澄清时，采用 １０％ 甲醛灌注直至四肢、尾巴僵硬，
以 Ｔ１０为中心，切取 １ ｃｍ 脊髓组织，放入 １０％甲醛液中固定，脱水
包埋，石蜡切片 ５μｍ。
２． ４． ３　 ＨＥ 染色及免疫组织化学 造模后 ３ ｈ、６ ｈ 每组随机取 ４
只，石蜡浸蜡包埋，切片，片厚 ５μｍ、贴片、４５℃烘干。 切片在二甲
苯、无水乙醇、梯度乙醇（ ９５％ 、８０％ 、７０％ ） 中脱蜡，依次侵入

苏木素液 １０ ｍｉｎ，１％ 盐酸酒精 ３ｓ，蒸馏水洗 ３ ｍｉｎ，碳酸锂 １０
ｍｉｎ，蒸馏水洗 ３ｍｉｎ，伊红 ２ ｍｉｎ，蒸馏水洗 ２ 次，７０％ 乙醇 ｍｉｎ，
９０％ 乙醇 １ ｍｉｎ，无水乙醇Ⅱ １ ｍｉｎ，无水乙醇Ⅰ１ ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ
１ ｍｉｎ，二甲苯Ⅰ １ ｍｉｎ，烘干，封片，光学显微镜观察损伤区形态

学改变。 免疫组织化学的切片、脱蜡、脱水等过程同前，脱蜡后

６０℃ 烘片 ２ｈ，枸橼酸盐高压修复 ３ ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２ 清除内源性过

氧化物酶 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗，５％ ＢＳＡ 封闭 １０ ｍｉｎ，滴加一抗 （Ｂｅ⁃
ｃｌｉｎ － １ １：１００，ＬＣ － ３ １：２００ ，ｍＴＯＲ １：１００ ） ４℃ 过夜，ＰＢＳ 清洗，
滴加 ＨＲＰ 抗兔 Ｉｇ Ｇ ３７℃ ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗，光镜下观察 ＤＡＢ 染

色，苏木素复染，ＰＢＳ 清洗，脱水、封片、晾干。 每组切取 ５ 张，光
学显微镜下拍摄每张切片神经前角区，蓝色为细胞核，棕黄色或
棕褐色为目标蛋白，采用 Ｍｏｔｉｃ 软件对神经元数目及 Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３ 、ｍＴＯＲ 神经元进行统计，最终取平均值。
２． ４． ４　 蛋白样品制备 脊髓组织称重后，按 １ ｍｇ 脊髓组织加入

６μｌ 裂解液（含 １ｍｍｏｌ·Ｌ － １ ＰＭＳＦ）的标准进行组织匀浆、超声、
离心（１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ），取上清。 按照 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂

盒说明书要求调整各组蛋白浓度。
２． ４． ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 制备 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 聚丙烯酰胺凝胶

（１２％ 分离胶，５％ 积层胶） ，加入样品蛋白、电泳 １２０ Ｖ １． ５ ｈ，
取目的区域凝胶，湿转法 ２００ｍＡ １． ５ｈ，５％ 脱脂牛奶封闭 ２ ｈ，
ＴＢＳＴ 清洗 ５ ｍｉｎ ３ 次，一抗（ 兔抗鼠单克隆抗体 Ｂｅｃｌｉｎ － １ １：
１０００，ＬＣ － ３ １：１０００，ｍＴＯＲ １：５０００） ４℃ 过夜，ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次，５
ｍｉｎ ／次，二抗（ ＨＲＰ 标记羊抗小鼠二抗、ＨＲＰ 标记羊抗兔二抗 均
１： ５００００） 室温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 清洗 ５ 次，５ ｍｉｎ ／次，显色曝光，晾
干胶片，扫描胶片，用 ｉｍａｇｅ － ｐｒｏ － ｐｌｕｓ 分析胶片灰度值。
２． ５　 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ １８． ０ 统计软件对数据进行统计分析，
正态分布资料用（�ｘ ± ｓ）表示。 经检验满足正态性及方差齐性，采用
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单因素方差分析进行多组间比较，用 ＬＳＤ法进行多重比较；不满足方
差齐性，用 Ｔａｍｈａｎｅ Ｔ ２检验。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果
３． １　 改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分 与假手术组比，在造模后 ３ ｈ、６ ｈ 时模型
组改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分均明显降低（Ｐ ＜ ０． ０１）；与模型组比，在造模
后 ３ ｈ、６ ｈ 时雷帕霉素组、补阳还五汤组改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分均升高
（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与雷帕霉素组比，在造模后 ３ ｈ、６ ｈ 时补阳还五汤
组改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见图 １。

图 １　 造模后各组大鼠改良 Ｔａｒｌｏｖ 评分

３． ２　 各组小鼠脊髓组织病理改变 假手术组细胞结构完整，神经
元略肿胀，细胞间隙正常，核仁、核膜均清晰可见。 造模后 ３ ｈ、
６ ｈ时模型组神经元细胞出现严重肿胀，细胞间隙显著增大，胞核
明显固缩、核仁、核膜均消失。 雷帕霉素组神经元细胞肿胀略有
减轻，细胞间隙稍有缩小，胞核固缩、核仁、核膜消失，偶尔可见相
对正常的神经元细胞。 补阳还五汤组神经元细胞稍微肿胀，细胞
间隙稍显正常，胞核依然固缩，核仁、核膜模糊可见，偶尔可见正
常神经元细胞。 见图 ２。

图 ２　 大鼠脊髓组织病理显微结构（ＨＥ 染色，４００ × ）

３． ３　 免疫组化学结果 在造模后 ３ ｈ 时，与假手术组比，模型组
脊髓组织中 Ｂｅｃｌｉｎ１ 、ＬＣ３ 阳性细胞表达均显著下调（Ｐ ＜ ０． ０１），
ｍＴＯＲ 阳性细胞表达显著上调（Ｐ ＜ ０． ０１）。 与模型组比，雷帕霉
素组、补阳还五汤组脊髓组织中 Ｂｅｃｌｉｎ１ 、ＬＣ３ 阳性细胞表达均显
著上调（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍＴＯＲ 阳性细胞表达均显著下调（Ｐ ＜ ０． ０５）。
补阳还五汤组 Ｂｅｃｌｉｎ１ 高于雷帕霉素组（Ｐ ＜ ０． ０１），ＬＣ３、ｍＴＯＲ
阳性细胞表达均高于雷帕霉素组（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见图 ３。

与假手术组比，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１；∗Ｐ ＜ ０． ０５；
与模型组比，＃＃Ｐ ＜ ０． ０１；＃Ｐ ＜ ０． ０５；

与雷帕霉素组比，△△Ｐ ＜ ０． ０１，△Ｐ ＜ ０． ０５
图 ３　 免疫组织化学检测 ３ｈ 后各组大鼠脊髓组织中

Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、ｍＴＯＲ 阳性细胞的表达（４００ × ）

在造模后 ６ ｈ 时，与假手术组比，模型组脊髓组织中 Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３ 阳性细胞表达均显著下调（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍＴＯＲ 阳性细胞表达
显著上调（Ｐ ＜ ０． ０１）。 与模型组比，补阳还五汤组、雷帕霉素组
脊髓组织中 Ｂｅｃｌｉｎ１ 、ＬＣ３ 阳性细胞表达均上调（Ｐ ＜ ０． ０１，Ｐ ＜
０． ０５），ｍＴＯＲ 阳性细胞表达显著下调（Ｐ ＜ ０． ０１）。 补阳还五汤
组 ＬＣ３ 阳性细胞表达显著高于雷帕霉素组（Ｐ ＜ ０． ０１），Ｂｅｃｌｉｎ１、
ｍＴＯＲ 阳性细胞表达高于雷帕霉素组（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见图 ４。

与假手术组比，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１；∗Ｐ ＜ ０． ０５；
与模型组比，＃＃Ｐ ＜ ０． ０１；＃Ｐ ＜ ０． ０５；

与雷帕霉素组比，△△Ｐ ＜ ０． ０１，△Ｐ ＜ ０． ０５
图 ４　 免疫组织化学检测 ６ｈ 后各组大鼠脊髓组织中

Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、ｍＴＯＲ 阳性细胞的表达（４００ × ）

３． ４　 免疫印迹实验结果 在造模后 ３ ｈ 时，与假手术组比，模型
组脊髓组织中 ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达均明显下调（Ｐ
＜ ０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０１），ｍＴＯＲ 蛋白表达上调（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与模型组
比，雷帕霉素组、补阳还五汤组脊髓组织中 ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃ⁃
ｌｉｎ１ 蛋白表达均上调（Ｐ ＜ ０． ０５），ｍＴＯＲ 蛋白表达均下调（Ｐ ＜
０． ０５）。 补阳还五汤组对 ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白上调及
ｍＴＯＲ 蛋白下调作用优于雷帕霉素（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见图 ５。

·０８７·
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与假手术组比，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１；∗Ｐ ＜ ０． ０５；
与模型组比，＃＃Ｐ ＜ ０． ０１；＃Ｐ ＜ ０． ０５；

与雷帕霉素组比，△△Ｐ ＜ ０． ０１，△Ｐ ＜ ０． ０５
图 ５　 免疫印迹法检测 ３ｈ 各大鼠脊髓组织中蛋白

ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｍＴＯＲ 的表达

在造模后 ６ ｈ 时，与假手术组比，模型组脊髓组织中 ＬＣ３ －
ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达显著下调（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍＴＯＲ 蛋白表
达明显著上调（Ｐ ＜ ０． ０１）。 与模型组比，雷帕霉素组、补阳还五
汤组脊髓组织中 ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达均上调（Ｐ ＜
０． ０５），ｍＴＯＲ 蛋白表达下调（Ｐ ＜ ０． ０５）。 补阳还五汤组对 ＬＣ３ －
ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白上调及 ｍＴＯＲ 蛋白下调作用优于雷帕霉
素（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见图 ６。

与假手术组比，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１；∗Ｐ ＜ ０． ０５；
与模型组比，＃＃Ｐ ＜ ０． ０１；＃Ｐ ＜ ０． ０５；

与雷帕霉素组比，△△Ｐ ＜ ０． ０１，△Ｐ ＜ ０． ０５
图 ６　 免疫印迹法检测 ６ｈ 后各大鼠脊髓组织中蛋白

ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｍＴＯＲ 的表达

４　 讨论
ＳＣＩ 是一种严重的中枢神经系统疾病，通常由重大创伤引

起，如从高处坠落和道路交通事故等，具有发病率高、致残率高等
特点，给患者带来了沉重的经济负担和心理压力［４］ 。 近年来，虽
然开展了大量关于 ＳＣＩ 的基础研究和临床治疗研究，但均未取得
满意的治疗效果［２１］ 。 ＳＣＩ 严重影响着患者运动功能的恢复，继发
性 ＳＣＩ 具有一定的可逆性和可干预性［５，６］ ，自噬参与了继发性
ＳＣＩ 的病理生理过程，对这个过程的调控已被业界认为是治疗
ＳＣＩ 的潜在手段。 因此，通过自噬逆转继发性 ＳＣＩ 的治疗方法可
能会促进患者的肢体运动功能恢复。

补阳还五汤（Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ）出自于清·王清任
所著《医林改错·下卷·瘫痿论》，主要功效为益气、活血、通络，
其中黄芪甲苷、芍药苷等苷类物质是补阳还五汤中重要的药效成
分［１５］ 。 本方原本用于气虚血瘀型中风所致半身不遂，现在多应
用神经损伤的防治研究［１６，１８］ 。 体外实验观察到补阳还五汤通过
上调自噬相关蛋白 ＬＣ３ＩＩ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表达，增强自噬，从而保护缺
氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞［１６］ 。 动物实验发现补阳还五汤通
过激活细胞自噬能够调节大鼠脑卒中后皮质缺血区域自噬水平，
降低了皮质缺血区域神经细胞的丢失，从而保护了脑神经细
胞［１７］ 。 侯贝贝等［２２］探讨补阳还五汤抗脂多糖（ ＬＰＳ） 诱导巨噬
细胞活化与自噬中的作用，观察到补阳还五汤可有效地促进 ｐ －
Ａｋｔ，ｐ － ＰＩ３Ｋ，ｐ － ｍＴＯＲ 蛋白表达，降低 ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、ｐ６２ 自
噬标志性蛋白的表达，减少自噬斑点的形成，降低自噬活性，其作
用机制与调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍ ＴＯＲ 信号通路有关。 本课题前期研
究［１８］观察到补阳还五汤预处理 ＳＣＩＩ 大鼠可以抑制 ＳＣＩ 后脊髓组
织中 Ｂｅｃｌｉｎ １、ＬＣ３ 蛋白表达，同时下调 Ｐ６２ 蛋白的表达，减少自
噬小体的形成，促进下肢运动功能的恢复，其保护作用可能是通
过抑制细胞过度自噬而实现的［１８］ 。 由此可见，补阳还五汤具有
较好的促自噬、抗自噬的双重作用及促进神经修复的功能。

在细胞外信号、生长因子、细胞能量状态和应激条件下，
ｍＴＯＲ 信号通路可作为细胞生长、增殖、存活和分化的中央控制
器，在神经系统性疾病的病理生理过程中起着重要的作用［２３，２４］ ，
并对神经退行性疾病的自噬具有调节作用［１９，２５，２６］ 。 ｍＴＯＲ 存在
ｍＴＯＲ 复合体 １（ｍＴＯＲＣ １）和 ｍＴＯＲ 复合体 ２（ｍＴＯＲＣ ２）两种不
同的复合物［２７］ ；ｍＴＯＲＣ １ 是细胞增殖、凋亡和自噬的主要调节因
子［２８］ 。 正常情况下，通过 ｍＴＯＲ 信号通路的 ｍＴＯＲＣ １ 直接与自
噬相关因子丝氨酸 ／苏氨酸激酶 １（ＵＬＫ１）相互作用或使之磷酸
化，从而影响 ＵＬＫ 复合体的形成，从而抑制 Ｂｅｃｌｉｎ 的活性，抑制
自噬的发生［２９］ 。 Ｓｅｋｉｇｕｃｈｉ 等［１３］ 通过 ｍＴＯＲ 处理诱导 ＳＣＩ 后受
损神经组织中 Ｂｅｃｌｉｎ １、ＬＣ３ 阳性细胞及 Ｂｅｃｌｉｎ １、ＬＣ３ 蛋白表达
的上调。 李喜功等［１４］ 研究表明与假手术组比，ｍＴＯＲ 处理诱导
ＳＣＩ 后受损神经组织中 Ｂｅｃｌｉｎ １、ＬＣ３ 蛋白表达明显升高，脊髓坏
死减轻，炎性细胞数量少，存活神经元数目增多。 上述研究说明
自噬的诱导剂 ｍＴＯＲ 增强了脊髓损伤后自噬的应激状态。 本研
究中观察到与假手术组比，模型组大鼠受损脊髓组织中 Ｂｅｃｌｉｎ １、
ＬＣ３ 阳性细胞及 ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ １ 蛋白表达异常，说明自
噬在 ＳＣＩ 的发病中发挥了作用；同时模型组中 ｍＴＯＲ 阳性细胞及
蛋白表达上调，提示 ｍＴＯＲ 通路被激活后，调控了脊髓损伤后自
噬的应激状态，这与以往研究结果一致［１３ ～ １４］ ，故本研究认为有效
调控该信号通路，能调控细胞自噬，从而影响 ＳＣＩ 后神经组织损
伤的程度。

ＳＣＩ 后脊髓神经元细胞结构发生破坏及功能出现障碍，初期
轻微损伤时脊髓神经元细胞通过自身代偿作用促进自噬底物的
降解，从而对神经元运动细胞具有保护作用［１３，３０，３１］ 。 研究表明
后期细胞自噬过度激活导致自噬底物的过度堆积，超出了神经元
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运动细胞对自噬底物降解的能力，因而对神经元运动细胞具有损
伤作用［１７，３２］ 。 随着病程的延长，自噬在 ＳＣＩ 病程中的作用是突

出的，神经元细胞的损伤程度与脊髓组织中的自噬底物的堆积水
平呈正相关［１４，３０，３３］ 。 Ｂｅｃｌｉｎ １ 作为自噬活化的关键因子，其主要

通过与 ＰＩ３Ｋ Ｋｉｎａｓｅ Ｃｌａｓｓ ＩＩＩ 结合形成 Ａｔｇ１ ／ ＵＬＫ１ 复合物，在自
噬体前体的形成中起重要作用。 在异常情况下，ｍＴＯＲ 与自噬复

合体解离，失去对 Ｂｅｃｌｉｎ １ 的活性抑制作用，诱导自噬的发

生［３１］ 。 研究表明 Ｂｅｃｌｉｎ １ 在 ＳＣＩ 后激活自噬的发生与其表达量

的增加有关［３４，３５］ 。 自噬体膜上的微管相关蛋白Ⅰ轻链 ３ （ ＬＣ
３），是哺乳动物细胞中 Ａｔｇ ８ 的同源物蛋白，也哺乳动物自噬诱
导最重要和最可靠的指标。 ＬＣ３ 主要分为胞质形式 （ＬＣ３ － Ｉ）
和膜结合形式 （ＬＣ３ － ＩＩ），ＬＣ３ － Ｉ 向 ＬＣ３ － ＩＩ 的转化对于自噬体
的形成至关重要。 当自噬被诱导时，ＬＣ３ 可以从细胞溶质转移到

自噬体膜 ，并从 ＬＣ３Ｉ 转化为 ＬＣ３ＩＩ ，ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ 的比值被
认为是自噬诱导的标志之一，其比值大小与细胞自噬水平高低呈

正相关［３６，３７］ 。 Ｇｕｏ 等［３３］研究表明二甲双胍可以下调 ＳＣＩ 后受损

神经组织中 ｍＴＯＲ 蛋白的表达，上调 Ｂｅｃｌｉｎ １、ＬＣ３ 蛋白的表达。
Ｆｏｇｅｒｓｏｎ 报道，增加白质中神经元的数量可以促进中枢神经系统

损伤后运动神经元的功能恢复［３８］ 。 黄芪甲苷抑制 ｍＴＯＲＣ １ 信

号传导，下调 ＳＣＩ 后受损神经组织 ｍＴＯＲ 和 ｐ７０Ｓ６Ｋ 磷酸化水平，
减轻 ＳＣＩ 大鼠的神经元丢失，促进 ＳＣＩ 大鼠的神经功能恢复［３９］ 。
锌处理 ＳＣＩ 动物模型后经 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号通路调节自噬，减少

神经细胞神经元丢失的数目，上调 Ｂｅｃｌｉｎ １、ＬＣ３ 蛋白的表达［４０］ 。
上述研究提示抑制 ｍＴＯＲ 信号通路，能够增强细胞自噬，促进运

动神经功能的康复。 本研究发现补阳还五汤能够改善 ＳＣＩ 后神
经元细胞的形态结构，上调脊髓组织中 Ｂｅｃｌｉｎ １、ＬＣ３ 阳性细胞，
ＬＣ３ － ＩＩ ／ ＬＣ３ － Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达，下调 ｍＴＯＲ 阳性细胞及蛋白

表达，促进下肢运动功能的恢复，这与先前研究相一致［３３，３８ ～ ４０］ ，
且其疗效与雷帕霉素组相当，这可能与补阳还五汤的保护神经作

用有关［４１］ ，说明补阳还五汤可以有效地抑制 ｍＴＯＲ 信号通路，增
强细胞自噬。 雷帕霉素虽可通过激活细胞自噬降低神经系统性
疾病中蛋白的异常表达，却不可避免的对患者生长与发育造成一

定程度的影响，并且存在一定的副作用［４２］ 。
综上所述，ｍＴＯＲ 信号通路介导的细胞自噬可能参与了 ＳＣＩ

的发病过程。 补阳还五汤能够有效地调控 ｍＴＯＲ 通路，增强细胞
自噬，从而减轻脊髓神经元细胞的损伤程度，改善 ＳＣＩ 模型大鼠

的下肢运动功能，这可能是其治疗 ＳＣＩ 的作用靶点之一。
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摘要：目的 研究不同浓度蜥蜴胃康方对胃癌肝转移模型裸鼠上皮间质转化（ＥＭＴ）相关蛋白的影响，探讨蜥蜴胃康方对

胃癌肝转移的调控机制。 方法 ７０ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠，随机分为空白对照组、模型对照组、５ － ＦＵ 对照组、华蟾素片

对照组以及蜥蜴胃康方高、中、低浓度组。 除空白对照组外，其余各组均采用人胃癌 ＨＧＣ － ２７ 细胞悬液脾脏注射制备胃

癌肝转移裸鼠模型，造模成功后，药物治疗组分别以 ５ － ＦＵ，华蟾素，蜥蜴胃康方高、中、低浓度中药汤剂连续治疗 ４ 周。
ＨＥ 染色观察胃癌肝转移模型裸鼠肝组织病理学变化；免疫组化法检测肝组织 ＭＵＣ － ５Ａ 表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 检测

ＥＭＴ 相关蛋白 Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１、ＭＭＰ９ 的表达情况。 结果 蜥蜴胃康方可以降低胃癌肝转移裸鼠肝组织中 ＭＵＣ －
５Ａ 表达水平（Ｐ ＜ ０． ０５），抑制其肝脏中 Ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１、ＭＭＰ９ 蛋白表达（Ｐ ＜ ０． ０５），促进 Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达（Ｐ ＜ ０． ０５），对
胃癌肝转移模型裸鼠的肝脏组织有一定修复作用。 结论 蜥蜴胃康方可以通过调控胃癌肝转移裸鼠肝组织中 Ｅ － ｃａｄｈｅｒ⁃
ｉｎ、Ｉｎｔｅｇｒｉｎ、ＭＭＰ －９ 蛋白表达而抑制 ＥＭＴ，从而达到有效干预胃癌肝转移的目的。
关键词：胃癌；　 肝转移；　 蜥蜴胃康方；　 上皮间质转化
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