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● 实验研究实验研究 ●

【摘要】目的 探讨孕酮对兔脊髓急性缺血再灌注损伤后细胞凋亡的影响。方法 将90只日本大耳白兔随机分为假手术组

（n=30）、脊髓损伤组（n=30）与孕酮治疗组（n=30），各组又进一步分为 12 h、24 h、36 h、48 h、72 h、14 d等 6个亚组，每亚组 5只。

假手术组只行腹部切开术但不阻断腹主动脉。脊髓损伤组和孕酮治疗组均制作缺血再灌注模型，制模成功后孕酮治疗组每24
h注射孕酮 1次（将孕酮溶于玉米油，浓度 10 mg/ml，注射剂量为 8 ml/kg），脊髓损伤组在相同时间点注射等量生理盐水。采用

TUNEl染色评估细胞凋亡，采用BBB评分评估运动功能。结果 HE染色结果显示，假手术组脊髓形态正常；脊髓损伤组可见脊

髓结构被破坏，正常神经元数目减少；孕酮治疗组较脊髓损伤组正常神经元数目多。TUNEL染色结果显示，脊髓损伤组和孕酮

治疗组各时间点凋亡细胞数均明显高于假手术组（P<0.05）；孕酮治疗组各时间点凋亡细胞的数目均明显少于脊髓损伤组（P<
0.05）。假手术组术后12 h BBB评分为17.3分，术后14 d时升高到21.0分；脊髓损伤组术后12 h BBB评分为0.6分，随后缓慢升

高，术后14 d时评分为9.2分。孕酮治疗组BBB评分变化与脊髓损伤组相似，但术后36 h开始，各时间点评分均明显高于相应脊

髓损伤组（P<0.05）。结论 孕酮治疗可改善脊髓急性缺血再灌注损伤兔运动功能，可能与抑制细胞凋亡有关。
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Effect of progesterone on cells apoptosis of spinal cord after acute ischemia reperfusion injury in rabbits
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【Abstract】 Objective To explore effect of progesterone on the cells apoptosis of spinal cord after acute ischemia reperfusion
injury in rabbits. Methods Ninety rabbits were randomly divided into sham operation group (n=30), spinal cord injury (SCI) group (n=30)
and progesterone treatment group (n=30). The cell apoptosis in the injured spinal cord and the movement function of posterior limbs were
determined respectively by terminal deoxynucleotidayl transferase dUTP nick end labeling and Basso, Beattie & Bresnahan (BBB)
locomotor rating scale 12, 24, 36, 48, 72 and 336 hours after the injury in all the animals. Results The apoptotic cells were observed in
the injured spinal cord 12 hours after SCI, and the apoptosis peaked 48 hours after SCI and apoptotic cells were still observed 14 days
after SCI. The number of apoptosis cells was significantly fewer in progesterone treatment group than that in SCI group 36, 48, 72 and
336 hours after SCI (P<0.05). The BBB locomotor rating scale scores were significantly higher in progesterone treatment group than those
in SCI group 36, 48, 72 and 336 hours after SCI (P<0.05). Conclusion It is suggested that progesterone may play a neuroprotective effect
by inhibiting apoptosis in the rabbits with acute ischemia- reperfusion injury.
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脊髓缺血再灌注损伤是常见的继发性脊髓损伤

之一，常导致截瘫，预后差，严重影响病人生存质量
[1]。目前，尚无有效治疗方法[2]。缺血再灌注损伤可

加速细胞凋亡，加重损伤。研究显示，孕酮可通过抗

氧化、抗炎等作用，影响脑血流量和新陈代谢，保护

神经元免受谷氨酸的毒性作用，从而发挥一定的中

枢神经保护作用[3]。本研究探讨孕酮对兔脊髓急性

缺血再灌注损伤后细胞凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 90只健康成年雄性日本大耳

白兔，由华北理工大学动物房提供，不限月龄，体重

2.5~3.0 kg。
采用单纯随机抽样方法，将兔随机分为假手术

组、脊髓损伤组、孕酮治疗组3组，每组30只；各组又

进一步分为12 h、24 h、36 h、48 h、72 h、14 d等6个亚

组，每亚组 5只。假手术组只行腹部切开术但不阻
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断腹主动脉。脊髓损伤组和孕酮治疗组均制作缺血

再灌注模型，制模成功后孕酮治疗组每24 h注射孕

酮1次（将孕酮溶于玉米油，浓度10 mg/ml，注射剂量

为8 ml/kg），脊髓损伤组在相同时间点注射等量生理

盐水。

1.2 脊髓缺血再灌注模型制备 术前 24 h 禁食不禁

水，用10%水合氯醛（2 ml/kg）耳缘静脉注射麻醉，碘

伏消毒皮肤，沿腹白线开腹后于左肾动脉分叉下用

血管夹阻断腹主动脉，造成脊髓腰段缺血。脊髓损

伤组与孕酮治疗组缺血 28 min 后去除血管夹再灌

注，用丝线缝合肌肉及皮肤，关闭腹腔。分笼继续饲

养，保持室温22 ℃，通风良好。

1.3 后肢运动功能评估 采用脊髓运动分级量表

（Basso, Beattie & Bresnahan locomotor rating scale，
BBB）评分评价兔后肢运动功能。每只兔连续评估

4 min，从兔各个关节的运动情况、跨步能力、运动协

调能力和躯干平衡能力等方面进行评价。满分 22
分，分值越高，表明兔后肢功能越好。BBB评分过程

中采用双人、双盲独立观察的方法进行。

1.4 兔脊髓标本采集 用 10%水合氯醛（2 ml/kg）耳

缘静脉内注射深度麻醉，取俯卧位，四肢固定于手术

台上，后正中切开皮肤，剥离椎旁肌，咬除椎板，暴露

硬膜囊，切断神经根，迅速取出 L3~5节段脊髓，切取

L3~4节段长约 0.8 cm腰髓，浸入 4%中性多聚甲醛溶

液固定24 h，之后常规石蜡包埋，用作HE染色，余下

组织用作缺口末端标记法（terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling，TUNEL）染色。

1.5 兔脊髓细胞的病理形态观察 将石蜡块进行连

续性切片制成4 μm厚组织薄片，脱蜡入水，采用HE
染色 30 s~5 min 后，速水洗，乙醇中脱水、二甲苯中

透明、封片。以损伤严重段取视野，显微镜下观察脊

髓细胞的病理形态学变化，正常细胞核呈蓝色，细胞

浆及其他组织呈粉红色。

1.6 凋亡细胞检测 采用TUNEL法染色检测凋亡细

胞，切片常规脱蜡水化后，蛋白酶K消化 15 min，室
温下用0.3% H2O2处理10 min，蒸馏水清洗3次，处理

组切片滴加TUNEL缓冲液，37 ℃标记2 h，加生物素

化抗地高辛抗体 37 ℃反应 30 min, 缓冲液清洗后加

入稀释的亲和素-生物素化酶复合物，室温二氨基联

苯胺显色 15 min（避光），最后用苏木素复染，脱水，

透明，封片。阴性对照不加TUNEL。
显微镜下观察，染色呈棕褐色的细胞为阳性细

胞。每只实验动物取两张切片，每张切片取 5个视

野，计数每个视野中的阳性细胞数。每只实验动物

的阳性细胞数为每个视野中阳性细胞数的平均值。

每组实验动物阳性细胞数为该组该时间点3只实验

动物的阳性细胞数的平均值。

1.7 统计学方法 采用SPSS 20.0进行分析，计量资料

以 x±s表示，采用方差分析和SNK-q检验；P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 兔脊髓病理学改变 HE 染色结果显示，假手术

组脊髓形态正常，神经元数目较多，核仁清晰，未见

神经细胞水肿及空泡形成；脊髓损伤组可见脊髓结

构被破坏，中心有空腔形成，存在多处散在小出血

灶，正常神经元数目减少，神经细胞发生水肿，细胞

核固缩；孕酮治疗组较损伤组正常神经元数目多，出

血水肿现象轻（图1）。
2.2 兔脊髓细胞凋亡情况比较 TUNEL染色结果显

示，假手术组未见凋亡细胞；脊髓损伤组均可观察到

凋亡细胞的存在，凋亡细胞大小形态不一，细胞胞核

固缩，呈棕黄色，广泛存在于灰质与白质内；孕酮治

疗组也可观察到细胞凋亡，但凋亡细胞数目均少于

脊髓损伤组（图2）。
脊髓损伤组和孕酮治疗组各时间点凋亡细胞数

均明显高于假手术组（P<0.05）。脊髓损伤组12 h即

可观察到凋亡细胞的存在，随着时间延长，凋亡细胞

术后时间

12 h
24 h
36 h
48 h
72 h
14 d

假手术组

4.4±0.6
4.0±0.8
3.9±0.6
3.5±0.6
3.6±0.7
3.7±0.5

脊髓损伤组

44.6±5.9*

45.3±6.1*

55.8±6.4*

76.8±7.5*

62.1±6.3*

45.8±4.9*

孕酮治疗

38.6±8.1*

40.3±8.4*

45.1±6.1*#

58.2±7.2*#

47.2±6.4*#

37.5±5.2*#

表1 兔脊髓凋亡阳性细胞数比较（个）

注：与假手术组相应值比较，* P<0.05；与脊髓损

伤组相应值比较，# P<0.05

术后时间

12 h
24 h
36 h
48 h
72 h
14 d

假手术组

17.3±1.0
17.9±0.5
19.0±0.9
18.2±1.2
19.9±1.1
21.0±0.0

脊髓损伤组

0.6±0.8*

2.0±0.7*

2.6±0.5*

3.1±1.3*

5.7±1.4*

9.2±1.1*

孕酮治疗

1.2±0.8*

3.1±1.0*

5.0±1.3*#

8.4±1.7*#

9.1±2.1*#

12.3±1.2*#

表2 兔各时间点BBB评分比较（分）

注：与假手术组相应值比较，* P<0.05；与脊髓损

伤组相应值比较，# P<0.05
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数目逐渐增多，48 h达到高峰，之后开始减少，14 d
时仍可见凋亡细胞，但数量明显减少。孕酮治疗组

与脊髓损伤组呈现相似变化规律，但术后36 h开始，

各时间点凋亡细胞的数目均明显少于脊髓损伤组

（P<0.05）。详见表1。
2.3 兔BBB评分比较 假手术组术后 12 h BBB评分

为 17.3分，术后 14 d时升高到 21.0分。脊髓损伤组

术后12 h BBB评分为0.6分，随后缓慢升高，术后14
d 时评分为 9.2 分。孕酮治疗组 BBB 评分变化与脊

髓损伤组相似，但术后36 h开始，各时间点评分均明

显高于相应脊髓损伤组（P<0.05）。见表2。
3 讨 论

脊髓急性缺血再灌注损伤预后不理想。研究表

明，细胞凋亡是继发性脊髓损伤的主要机制之一[4]。

如何减少脊髓损伤后细胞凋亡、促进脊髓功能恢复

是目前研究的热点。有研究显示，孕酮可通过保护

血脑屏障、减少水肿与炎症反应、抗细胞凋亡及促进

髓鞘再生等机制，在阿尔兹海默病、颅脑损伤等疾病

中发挥着显著的神经保护和促进神经元再生的功能
[5，6]。本研究结果表明孕酮治疗可改善脊髓急性缺血

再灌注损伤兔运动功能，可能与抑制细胞凋亡有

关。孕酮作为一种性激素，可通过促进髓鞘再生、上

调脑源性神经营养因子和微管相关蛋白-2的表达

以及恢复胆碱乙酰转移酶的免疫反应等发挥一定的

神经保护作用[7]。而且，孕酮可通过下调海马区嘌呤

受体蛋白表达及清除氧自由基，改善大鼠脑损伤后

学习记忆能力[8]。魏山坡等[9]发现孕酮可通过降低环

氧化物水解酶-2和白介素-6的表达，改善脑损伤后

神经功能。

总之，孕酮可能通过抑制细胞凋亡，缓解脊髓急

性缺血再灌注损伤引起的肢体功能障碍。
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