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摘要： 目的　观察富血小板血浆（ＰＲＰ）与骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）联合应用对大鼠脊髓损伤后神经营养因子的神经生长
因子（ＮＧＦ）、脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）的影响。 方法　ＳＤ大鼠 ４０只，建立大鼠脊髓损伤模型，术后 ＰＲＰ组在损伤段脊髓
注入 ＲＰＲ，ＢＭＳＣｓ组注入 ＢＭＳＣｓ，ＰＲＰ＋ＢＭＳＣｓ联合组注入 ＢＭＳＣｓ ＋ＰＲＰ复合物，对照组不注入任何物质。 术前 ３ｄ和术后 ８
周对大鼠后肢的恢复能力进行 ＢＢＢ 运动功能评分。 造模后第 ８ 周，处死动物，ＨＥ 染色进行病理学检查。 蛋白质印迹法
（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测脊髓中 ＮＧＦ、ＢＤＮＦ蛋白水平的变化。 结果　与对照组相比，各治疗组大鼠后肢功能恢复具有明显提高，
ＰＲＰ＋ＢＭＳＣｓ组的大鼠后肢功能恢复最好，差异有显著性意义（P ＜０畅０５）。 与对照组相比，各治疗组脊髓的 ＮＧＦ、ＢＤＦＮ的蛋
白表达水平均有所提高，差异有显著性意义（P ＜０畅０５）。 结论　ＰＲＰ、ＢＭＳＣ 能恢复脊髓损伤大鼠后肢功能恢复，提高脊髓中
ＮＧＦ、ＢＤＮＦ蛋白水平。
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Abstract： Objective　To observe the effect of platelet rich plasma （PRP） combined with bone marrow mesenchymal stem cells
（BMSCs） on the expression of nerve growth factor （NGF） and brain-derived neurotrophic factor （BDNF） in rats with spinal cord
injuries．Methods 　The rat model with spinal cord injury was established using ４０ SD rats．After the operation， rats in PRP group
were injected with PRP into the spinal cord at the injured segments．Rats in BMSCs group were injected with BMSCs， and rats in
PRP ＋BMSCs combination group were injected with the combination of BMSCs and PRP， while rats in the control group were
treated without any injection．At the ３ rd day and the ８ th week after the operation， the BBB motor function of the hind limbs of rats
was evaluated．At the ８ th week after model establishment， the rats were executed and the HE staining was performed for pathological
examination．The changes of the expression of NGF and BDNF protein were detected using Western blotting．Results　Compared
with that in the control group， the function of the hind limbs of rats in each treatment group improved significantly， and the biggest
improvement was observed in PRP ＋BMSCs combination group （P ＜０畅０５）．The expression of NGF and BDNF protein in spinal
cord in each treatment group improved significantly comparing with that in the control group （P ＜０畅０５）．Conclusion　PRP and
BMSCs can restore the function of the hind limbs of rats with spinal cord injuries and improve the expression of NGF and BDNF
protein in spinal cord．
Key words： PRP； BMSCs； Spinal cord injury； NGF； BDNF

　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ， ＳＣＩ）是指由于外
界直接或间接因素导致脊髓损伤，在损害的相应节
段出现各种运动、感觉和括约肌功能障碍，肌张力异
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常及病理反射等的相应改变。 脊柱损伤、脊椎退变
及脊髓缺血等均可造成脊髓损伤。 脊髓损伤具有高
发生率、高致残率、高耗费、低病死率的特点。 近年
来研究发现，脊髓损伤的发病情况在逐年增加，对人
们健康的生活质量造成了严重的威胁。 目前对脊髓
损伤的治疗方法主要有药物治疗和外科治疗等，这
些方法虽在不同程度上对脊髓损伤起到了一定的治

疗作用，但其治疗效果仍难以获得较满意的疗
效

［１］ 。 本实验研究 ＰＲＰ联合 ＢＭＳＣｓ 对大鼠脊髓损
伤后 ＮＧＦ、ＢＤＮＦ蛋白水平的变化，为更深入研究提
供科学的基础数据。

1　材料与方法
1畅1　实验动物及分组

ＳＤ大鼠，雄性，１８０ ～２２０ ｇ，ＳＰＦ 级，由广西医科
大学实验动物中心提供，试验动物生产许可证 ＳＣＸＫ
（桂） ２００９-０００２，试验动物使用许可证 ＳＣＸＫ （桂）
２００９-０００５。 将 ４０只 ＳＤ 大鼠随机分为 ４ 组，每组 １０
只：对照组、ＰＲＰ组、ＢＭＳＣｓ组、ＰＲＰ＋ＢＭＳＣｓ 组。
1畅2　仪器与试剂

Ｈ-ＤＭＥＭ培养基：北京索来宝，批号：Ｌｏｔ．Ｎｏ．
２０１２０８１５；标准胎牛血清：赛默飞世尔生物化学制品
（北京）有限公司，批号：ＮＷＪ０４７３；胰蛋白酶：北京
索来宝，批号：Ｌｏｔ．Ｎｏ．２０１２０７０２。 兔多克隆抗 ＮＧＦ
抗体：１∶５００，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ；羊多克隆抗 ＢＤＮＦ 抗体：１∶
１０００，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ；ＨＲＰ 标记的兔抗羊 ＩｇＧ：１∶２０００，
Ｐｒｏｔｅｎｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ；ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ：１∶
１０００，Ｐｒｏｔｅｎｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ；ＢＨ-Ｚ 普通光学显微镜：
ＯＬＹＭＰＵＳ；Ａｉｒｔｅｃｈ 无菌超净工作台：苏州富泰洁净
系统有限公司；低温高速离心机：德国 Ｈｅｒａｅｕｓ；常温
高速离心机：美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ； －４０℃低温冰箱：青
岛海尔股份有限公司。

2　实验方法
2畅1　ＰＲＰ制备

ＳＤ大鼠眼眶后静脉取血 ２ ｍｌ，采用改良的
Ａｐｐｅｌ法［２］

制备富血小板血浆，制备的 ＰＲＰ 的终浓
度为 ３％，备用。
2畅2　ＢＭＳＣｓ 培养

ＳＤ大鼠颈椎脱臼法处死，采用 Ｋｏｐｅｎ Ｇ Ｃ 的方
法

［３］
培养并纯化出 ＢＭＳＣｓ细胞液，调节细胞浓度为

１ ×１０６ ／ｍＬ。
2畅3　大鼠脊髓损伤模型的建立及给药方法

根据 Ｎｙｓｔｒｏｍ Ｂ 方法［４］
暴露 Ｔ１０ 段脊髓，打击

装置整合于立体定位仪上，将一直径为 ３ ｍｍ 圆形
薄铜垫片（面积 ７畅０７５ ｍｍ２ ， 重量 ０畅１ ｇ） 置于 Ｔ１０
段脊髓表面， 以重量为１０ ｇ 的砝码，从５ ｃｍ 高度自
由坠落打击该垫片，致伤量为 ５０ ｇ／ｃｍ， 造成 Ｔ１０段
脊髓的冲击伤。 在各组损伤段脊髓处分别注入
ＲＰＲ、ＢＭＳＣｓ、 ＢＭＳＣｓ与 ＰＲＰ复合物，对照组不注入
任何物质。 造模 ８ 周后，对损伤段脊髓 ＨＥ 染色进
行病理学观察。
2畅4　Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脊髓中 ＮＧＦ、ＢＤＮＦ的表达

取损伤脊髓标本加 １００ μＬ 蛋白裂解液（Ｔｒｉｓ-
ＨＣＬ，ＰＨ７畅５；１００ ｍｍｏｌ· Ｌ －１ ＥＤＴＡ，０畅５ ｍｍｏｌ· Ｌ －１

ＰＭＳＦ）裂解，高速离心 １５ ｍｉｎ。 取上清测蛋白浓度
至 ５ μｇ· μＬ －１，ＳＤＳ-ＰＡＧＥ蛋白缓冲液按比例加热混
合，低温离心 １０ ｍｉｎ，取上清分装置 －２０ ℃备用。
制备 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ胶，４ ℃保存过夜，之后上样进行垂
直电泳，用 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ胶分离后转移到 ＰＶＤＦ膜上，
ＰＶＤＦ膜用含有 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ （ Ｔｒｉｓ-ＨＣＬ，
ｐＨ７畅４； ０畅２％ Ｔｗｅｅｎ-２０）溶液封闭 １ ｈ后，加入相应
一抗在 ４ ℃共摇床孵育过夜，用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次
５ ｍｉｎ，加相应二抗（１∶２ ０００）在室温共摇床孵育 １
ｈ，经 ＴＢＳＴ洗 ３次，每次 ５ ｍｉｎ。 在暗房内用发光剂
发光，显影，定影，分析。
2畅5　观察指标

术前 ３ ｄ和术后 ８周，对 ＳＤ大鼠的后肢功能恢
复进行 ＢＢＢ 运动功能评分。 术后 ８ 周，颈椎脱臼处
死，取出伤段脊髓组织， ＨＥ 染色后，光镜下进行病
理学观察。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脊髓中 ＮＧＦ、ＢＤＦＮ
蛋白水平。
2畅6　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１３畅０软件进行统计分析。 数据均以
珋x ±s表示，经方差齐性检验，方差齐者采用 t 检验。
P＜０畅０５有统计学意义。

3　结果
3畅1　病理学组织观察

光镜下观察，对照组可见神经细胞肿胀，排列疏
松，细胞边缘与细胞核模糊不清，神经细胞出血性坏
死，神经细胞周围有间隙出现；脊髓坏死区域白细胞
浸润，有空腔形成。 ＰＲＰ组、ＢＭＳＣｓ 组的坏死区域减
小，炎性细胞浸润减少；神经细胞仍肿胀，细胞边缘与
细胞核较对照组清晰，神经细胞无出血性坏死现象，
脊髓内空腔较对照组相对减少。 ＰＲＰ ＋ＢＭＳＣｓ 组损
伤脊髓的神经细胞细胞边缘与细胞核清楚，水肿减
轻，未见神经细胞出血性坏死，空腔较少。
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图 1　各治疗组对脊髓损伤大鼠脊髓
组织的影响（ＨＥ染色， ×１００）

注：Ａ：对照组；Ｂ：ＰＲＰ 组；Ｃ：ＢＭＳＣｓ组；Ｄ：ＰＲＰ ＋ＢＭＳＣｓ组
Fig．1　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｏｎ
ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｉｅｓ （ＨＥ
ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×１００）
　

3畅2　对脊髓损伤大鼠后肢运动功能的影响
根据 ＢＢＢ运动功能评分法，ＰＲＰ 组、ＢＭＳＣｓ 组

与 ＰＲＰ＋ＢＭＳＣｓ 组的 ＢＢＢ 分值均比对照组高，且
ＰＲＰ＋ＢＭＳＣｓ组的 ＢＢＢ 分值最高（P ＜０畅０５），说明
ＰＲＰ、ＢＭＳＣｓ可提高脊髓损伤后大鼠的后肢运动功，
结果见表 １。
表 1　ＰＲＰ和 ＢＭＳＣｓ对脊髓损伤大鼠 ＢＢＢ评分变化
Table 1　Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＢＢＢ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｐｉｎａｌ
ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＰＲＰ ａｎｄ ＢＭＳＣｓ

组别 分值

对照组 ５ 父父畅２ ±０ 倐畅４３
ＰＲＰ组 ６ 父父畅３ ±０ 倐畅５６
ＢＭＳＣｓ组 ８ 父父畅６ ±０ 倐畅５３倡

ＰＲＰ ＋ＢＭＳＣｓ组 ９ 父父畅１ ±０ 倐畅７８倡

　　注：与空白对照组比较，倡P ＜０畅０５

3畅3　对脊髓中 ＮＧＦ、ＢＤＮＦ蛋白表达的影响
结果表明，与对照组相比，各治疗组脊髓的

ＮＧＦ、ＢＤＮＦ的蛋白表达水平均有所提高，差异有显
著性意义（P ＜０畅０５）。 见表 ２，图 ２。

表 2　ＰＲＰ、ＢＭＳＣｓ对脊髓中 ＮＧＦ、ＢＤＮＦ蛋白表达
的影响（珋x ±s，n ＝１０）

Table 2　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＲＰ ａｎｄ ＢＭＳＣｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＮＧＦ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ （珋x ±s，n ＝１０）

组别 ＮＧＦ ＢＤＦＮ
对照组 ０ >>畅２２ ±０ 0畅０３ ０ HH畅５６ ±０ :畅０８
ＰＲＰ组 ０ >>畅５９ ±０ 0畅１２倡 ０ HH畅８２ ±０ :畅０６倡

ＢＭＳＣｓ组 ０ >>畅６７ ±０ 0畅０９倡 ０ HH畅８９ ±０ :畅１３倡

ＰＲＰ ＋ＢＭＳＣｓ组 ０ >>畅７３ ±０ 0畅１１倡 ０ HH畅９５ ±０ :畅１２倡

　　注：与空白对照组比较，倡P ＜０畅０５

图 2　ＰＲＰ、ＢＭＳＣｓ对脊髓中 ＮＧＦ、ＢＤＮＦ蛋白
表达的影响（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析）

Fig．2　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＲＰ ａｎｄ ＢＭＳＣｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＮＧＦ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ
（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙ）．
　

3　讨论
目前脊髓损伤的治疗手段难以到达理想的临床

效果，脊髓损伤后修复已成为国内外研究的热点。
成年人的脊髓神经细胞是体内高度分化的细胞，已
经无有丝分裂的能力。 在脊髓损伤的修复中主要的
修复途径为损伤后残留的神经细胞以终末出芽的方

式再生，连接靶细胞，重建神经环路。 但这个修复过
程中，需要大量的营养因子以提供丰富的神经营养
物质。 富血小板血浆（ＰＲＰ）和骨髓间充质干细胞
（ＢＭＳＣｓ）内含多种神经营养因子，在一定的条件刺
激下可分化为神经元细胞

［５-７］ ，且 ＰＲＰ与 ＢＭＳＣｓ 获
得方便，对机体损伤小，无免疫排斥反应，对治疗骨
头和脊髓损伤等疾病有着广泛良好的前景。

ＮＧＦ作为一种神经因子已被证实可促进与维
持神经生长、分化的特殊蛋白［８］ 。 神经元以竞争的
方式获取微量神经营养因子 ＮＧＦ，且神经元损伤的
情况下，ＮＧＦ可对神经元细胞起到保护作用，促进
神经元细胞存活。 通过提高 ＮＧＦ 的含量可促进神
经元的生长和损伤神经元的修复。
脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｐｈｉｃ

ｆａｃｔｏｒ， ＢＤＮＦ） 在成年人的脊髓中多分布于灰质［９］ 。
对神经元的存活、分化、生长发育起重要作用，并能
防止脊髓损伤后神经元死亡、改善神经元的病理状
态、促进受损伤神经元再生及分化等生物效应。
Ｕｃｈｉｄａ的研究表明，ＢＤＮＦ 在脊髓损伤中可促进神
经元的存活和神经纤维的延长，阻止神经元胞体的
萎缩，抑制脊髓损伤后突胶质细胞的延长凋亡［１０］ 。
本实验通过对 ＨＥ 染色进行病理学观察，ＰＲＰ
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组、ＢＭＳＣｓ 组、ＰＲＰ＋ＢＭＳＣｓ组损伤脊髓的神经细胞
都有一定程度的恢复。 治疗组的后肢运动功能评分
明显高于对照组。 与对照组相比，各治疗组脊髓的
ＮＧＦ、ＢＤＮＦ的蛋白表达水平均上调。 提示脊髓神
经元细胞受损后，ＰＲＰ 与 ＢＭＳＣｓ 通过提高脊髓内
ＮＧＦ、ＢＤＮＦ的蛋白水平，增加脊髓内神经营养因子
的含量，促进神经元样细胞分化，保护损伤区域的神
经元细胞，使损伤的脊髓得到修复。
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