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【摘要】   目的    探索携川芎嗪导电水凝胶（简称“TGTP”）修复脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）的潜在

机制。方法    将 72 只雌性 SD 大鼠随机分为 4 组，假手术组（A 组）、SCI 组（B 组）、SCI+导电水凝胶组（C 组）和

SCI+TGTP 组（D 组）。A 组仅切除椎板，其余组构建切除 2 mm 长脊髓的全横断模型。通过 BBB 评分法和改良

Rivlin-Tator 斜板实验分别于术前及术后 1、3、7、14、28 d 评估大鼠后肢运动功能恢复情况。术后 7、28 d 动物取

材，通过免疫荧光染色观察新生血管，采用 Western blot 评估血管生成素 1（angiopoietin 1，Ang-1）、Tie-2 蛋白表

达；术后 28 d 采用 Western blot 进一步评估促血管新生相关蛋白 PDGF-B、PDGF 受体 β（PDGF receptor β，
PDGFR-β）、VEGF-A、VEGF 受体 2（VEGF receptor 2，VEGFR-2）的表达情况。术后 28 d，采用 Masson 染色评估

损伤区域瘢痕增生，Nissl 染色观察神经元存活，LFB 染色检测髓鞘分布和再生情况，免疫荧光染色和 Western
blot 评估神经丝蛋白 200（neurofilament 200，NF200）的表达。结果    各组大鼠术后 3 d 起后肢运动功能逐渐恢

复，D 组术后 3～28 d BBB 评分和斜坡角度显著高于 B 组，术后 14、28 d 显著高于 C 组（P<0.05）。Masson 染色示

B～D 组胶原容积分数显著高于 A 组，D 组显著低于 B、C 组（P<0.05）；D 组断端可见少量散在黑色导电颗粒，周围胶原纤

维成分少于 C 组。Nissl 和 LFB 染色示 D 组损伤区域脊髓组织神经元及髓鞘结构相对完整、连续，尼氏体数量和

髓鞘阳性表达面积明显优于 B、C 组（P<0.05）。NF200 免疫荧光染色和 Western blot 检测示，D 组损伤区域 NF200
蛋白相对表达量显著优于 B、C 组（P<0.05）。CD31 免疫荧光染色示 D 组术后 28 d 荧光强度优于 B、C 组，

可见管状或线性新生血管影。Western blot 检测示术后 7 d 和 28 d D 组 Ang-1、Tie-2 蛋白相对表达量高于 B、C 组，

差异均有统计学意义（P<0.05）。术后 28 d D 组 PDGF-B、PDGFR-β 蛋白相对表达量显著高于 B、C 组，B 组显著高

于 C 组，差异均有统计学意义（P<0.05）。术后 28 d D 组 VEGF-A 和 VEGFR-2 蛋白相对表达量优于 B、C 组，与

B 组比较差异有统计学意义（P<0.05），但与 C 组比较仅 VEGF-A 蛋白差异有统计学意义（P<0.05）；B、C 组间比

较仅 VEGFR-2 蛋白差异有统计学意义（P<0.05）。结论    TGTP 可能增强损伤区域再血管化，同时发挥神经元保

护作用，从而减轻脊髓组织结构损伤，促进大鼠 SCI 后神经功能恢复。
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【Abstract】 Objective     To explore the mechanisms for repairing spinal cord injury (SCI) with tetramethylpy-

razine-loaded electroconductive hydrogel (hereinafter referred to as “TGTP”). Mehtods     A total of 72 female Sprague-

Dawley rats were randomly divided into 4 groups: sham operation group (group A), SCI group (group B),

SCI+electroconductive hydrogel group (group C), and SCI+TGTP group (group D). Only the vertebral plate was removed
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in group A, while the remaining groups were subjected to a whole transection model of spinal cord with a 2 mm gap in the
lesions. The recovery of hindlimb motor function was evaluated by Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) score and modified
Rivlin-Tator inclined plate test before operation and at 1, 3, 7, 14, and 28 days after operation, respectively. Animals were
sacrificed at 7 days and 28 days after modeling. Neovascularisation was observed by immunofluorescence staining of
CD31 and the expression levels of angiopoietin 1 (Ang-1) and Tie-2 were assessed by Western blot assay. At 28 days
postoperatively, the expression levels of pro-angiogenic related proteins, including platelet-derived growth factor B
(PDGF-B), PDGF receptor β (PDGFR-β), vascular endothelial growth factor A (VEGF-A), and VEGF receptor 2 (VEGFR-
2), were also assessed by Western blot. The fibrous scar in the injured area was assessed using Masson staining, while
neuronal survival was observed through Nissl staining. Furthermore, LFB staining was utilized to detect myelin
distribution and regeneration. Immunofluorescence and Western blot assay were employed to evaluate the expression of
neurofilament 200 (NF200). Results     The hindlimb motor function of rats in each group gradually recovered from the
3rd day after operation. The BBB score and climbing angle in group D were significantly higher than those in group B
from 3 to 28 days after operation, and significantly higher than those in group C at 14 days and 28 days after operation
(P<0.05). Masson staining showed that the collagen volume fraction in groups B-D were significantly higher than that in
group A, and that in group D was significantly lower than that in groups B and C (P<0.05); a small amount of black
conductive particles were scattered at the broken end in group D, and the surrounding collagen fibers were less than those
in group C. Nissl and LFB staining showed that the structure of neurons and myelin sheath in the injured area of spinal
cord in group D was relatively complete and continuous, and the number of Nissl bodies and the positive area of myelin
sheath in group D were significantly better than those in groups B and C (P<0.05). NF200 immunofluorescence staining
and Western blot assay results showed that the relative expression of NF200 protein in group D was significantly higher
than that in groups B and C (P<0.05). CD31 immunofluorescence staining showed that the fluorescence intensity of group
D was better than that of groups B and C at 28 days after operation, and tubular or linear neovascularization could be seen.
The relative expressions of Ang-1 and Tie-2 proteins in group D were significantly higher than those in groups B and C at
7 and 28 days after operation (P<0.05). The relative expressions of PDGF-B and PDGFR-β proteins in group D were
significantly higher than those in groups B and C, and group B was significantly higher than group C at 28 days after
operation (P<0.05). The relative expressions of VEGF-A and VEGFR2 proteins in group D were higher than those in
groups B and C, showing significant difference when compared with group B (P<0.05), but only the expression of VEGF-A
protein was significantly higher than that in group C (P<0.05). There was significant difference only in VEGFR-2 protein
between groups B and C (P<0.05). Conclusion     TGTP may enhance the revascularization of the injured area and protect
the neurons, thus alleviating the injury of spinal cord tissue structure and promoting the recovery of neurological function
after SCI in rats.
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脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）病理机制复

杂，尤以继发性损伤为甚，如细胞程序性死亡、轴

突脱髓鞘、炎症级联反应等。其中，微血管再生不

足是限制神经组织再生和运动功能恢复不良的主

要病理因素[1-2]。研究证实，SCI 损伤后急性期，邻

近区域灰质内内皮细胞特异性抗体标记的微血管

密度持续性下降，损伤区域几乎无微血管存在，并

伴有大量神经细胞死亡，其损伤程度与 SCI 严重程

度密切相关[3-5]。损伤后慢性期，内源性微血管再生

不足，形成无完整血管结构和功能的网络，具有高

通透性及灌流不足等特征，加剧继发性损伤[5-6]。相

关研究表明，损伤区域血管密度与神经功能的改善

程度有密切关系，通过改善毛细血管血流量和促进

血管新生可增强 SCI 后功能恢复[7-8]。同时，血管可能作

为“支架”诱导受伤后轴突再生[9]。因此，增强微血

管再生及重塑血管网络对于神经修复具有重要意义。

我们前期研究发现川芎嗪（tetramethylpyra-
zine，TMP）具有促血管新生和神经保护等多种药

理作用[10-12]，然而受限于给药途径和较低的生物利

用率问题，导致其疗效不显著[12-13]。基于生物材料

为载体的组合式手段可能是提高药物生物利用度，

协同促进损伤区域再血管化，从而增强 SCI 修复效

果的有效方式[14]。研究表明，以甲基丙烯酰化明胶

（gelatin methacryloyl，GelMA）-聚吡咯（polypy-
rrole，Ppy）颗粒材料构建的导电水凝胶（简称

“GTP”）通过仿细胞外基质结构，不仅具备与脊

髓组织相匹配的力学特性，能较好地填充神经损伤

后的空洞缺损，而且具有优良的导电性能，可诱导
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细胞黏附及迁移，为神经血管再生提供了良好微环

境[15-16]；还具有独特的三维网状结构可携载药物或

种子细胞，局部缓释，调控继发性损伤。据此，我

们将其作为载体，制备了携 TMP 的导电水凝胶（简

称“TGTP”），初步研究证实其能实现药物局部富

集与缓释，促进 SCI 大鼠运动功能恢复，但具体机

制有待深入研究[17]。本研究拟以此为切入点，在前

期研究基础上进一步深入探索 TGTP 修复 SCI 的

作用机制。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物及主要试剂、仪器

8 周龄雌性 SD 大鼠 72 只，体质量 220～240 g，
由中国中医科学院骨伤研究所提供，造模前在标准

屏障实验室（22℃，40%～50% 湿度，12 h 光/暗循

环）适应性喂养 1 周，4 只/笼，自由饮食，不限制

活动。

吡咯单体、甲基丙烯酸酐、光引发剂 Irgacure
2959（Sigma 公司，美国）；明胶、六水合氯化铁

（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；盐酸 TMP
注射液（哈尔滨三联药业股份有限公司）；PDGF-B
抗体、CD31 抗体、VEGF-A 抗体（Abcam 公司，美

国）；PDGF 受体 β（PDGF receptor β，PDGFR-β）
抗体（Santa Cruz 公司，美国）；Tie-2（一种具有免

疫球蛋白和 EGF 同源结构域的酪氨酸激酶受体）

抗体、VEGF 受体 2（VEGF receptor 2，VEGFR-2）抗
体、血管生成素 1（angiopoietin 1，Ang-1）抗体（武

汉三鹰生物技术有限公司）；神经丝蛋白 200（neu-
rofilament 200，NF200；CST 公司，美国）。激光共

聚焦显微镜、倒置相差显微镜（Leica 公司，德国）。 

1.2    GTP 和 TGTP 制备

TGTP 构建方法与前期文献报道一致[17]。将适

量光引发剂 I r g a c u r e 2 9 5 9 和 5 0 0  μ g / m L 盐酸

TMP 注射液在避光条件下共混，60℃ 水浴加热后，

添加适量 GelMA、Ppy 等化合物；震荡混匀后再次

水浴加热至完全溶解。避光条件下使用移液枪将

混合液注入自制模具中，通过紫外线（6.9 mW/cm2，

360～480 nm）光聚合制备 TGTP；并将其浸泡于

4℃  7 5 % 乙醇溶液中消除凝胶内杂质，备用。

GTP 的制备除未添加盐酸 TMP 注射液外，其余步

骤与 TGTP 一致。 

1.3    动物分组及造模方法

将 72 只 SD 大鼠通过随机数字表法分为假手

术组（A 组）、SCI 模型组（B 组）、SCI+GTP 组

（C 组）和 SCI+TGTP（D 组），每组 18 只。术前所

有大鼠均禁食、水 8 h，造模方式与前期文献报道一

致 [17 -18]。主要步骤：大鼠称重，以 0.3% 戊巴比妥

（30 mg/kg）腹腔注射麻醉后，备皮消毒，俯卧位固

定于手术台。以 T9 和 T10 的棘突为中心，依次分离

皮肤、筋膜、肌肉层，暴露对应节段椎板和关节突

关节，使用椎板钳沿上、下椎体间隙咬除 T9、T10 椎

板，暴露脊髓。A 组仅切除 T9、T10 椎板，其余 3 组

使用自制显微双刃剪切除 2 mm 长脊髓，其中 C、

D 组在损伤部位植入对应的水凝胶。分层缝合，闭

合切口。术后每日 3 次进行膀胱按摩，帮助大鼠排

尿、排便。 

1.4    观测指标 

1.4.1    行为学评分　采用 BBB 评分法和改良 Rivlin-
Tator 斜板实验[19]评估大鼠术前及术后 1、3、7、14、
28 d 后肢运动功能恢复情况。评估时间点固定于

19∶00，大鼠自由活动；采用双人双盲法，观察大

鼠 5 min 内的运动情况，评估 3 次，取均值。 

1.4.2    组织学染色观察　术后 28 d 每组取 6 只大

鼠，同上法麻醉后，经 4% 多聚甲醛心脏灌注后，以

损伤区域为中心取 1.0 cm 长脊髓组织，标注头、尾

端。以 4% 多聚甲醛浸泡过夜，修块、脱水、石蜡包

埋，制备 5 μm 厚切片，常规行组织学染色观察。

① Masson 染色观察损伤区域瘢痕增生情况，并行

胶原容积分数半定量分析；② Nissl 染色观察神经

元存活情况，并行尼氏体数量半定量分析；③ LFB
染色观察髓鞘分布和再生情况，并行髓鞘阳性表达

面积半定量分析。 

1.4.3    免疫荧光染色观察　术后 7 d 同上法取材，

制备脊髓切片，并取上述术后 28 d 部分切片脱蜡、

乙醇梯度脱水后，EDTA 修复液抗原修复。0.2%
Triton X-100 溶液避光条件下透膜 10 min，10%FBS
室温封闭 1 h。去除封闭液后，滴加 CD31（1∶
2 000）、NF200（1∶200）一抗，4℃ 过夜。PBS 漂洗

3 次，滴加对应二抗（Alexa Fluor® 594 标记山羊抗

兔 IgG，Alexa Fluor ® 488 标记山羊抗小鼠 IgG），

4℃ 湿盒内孵育 1 h。PBS 漂洗后滴入含有 DAPI 的
防淬灭封片剂，封片，激光共聚焦显微镜下观察内

皮细胞标记分布，并通过 Image J 软件半定量分析

CD31 阳性表达荧光强度。 

1.4.4    Western blot 检测　术后 7 d 和 28 d 每组取

3 只大鼠同上法麻醉后，低温取材、组织研磨裂解，

经 BCA 法评估浓度，并上样、转膜及封闭。分别在

术后 7 d 切片滴加一抗［Ang-1（1∶2 000）、Tie-2
（1∶2 000）］；术后 28 d 切片滴加一抗  ［Ang-1
（1∶2 000）、PDGF-B （1∶1 000）、Tie-2（1∶2 000）、
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VEGF-A（1∶1 000）、VEGFR2（1∶500）、PDGFR-
β（1∶500）、NF200 （1∶1 000）］，所有切片低温过

夜，二抗室温孵育。经 ECL 法曝光及定影。Image
Pro Plus 软件对扫描胶片图像进行处理，分析目的

条带灰度，获得目的蛋白相对表达量（目的蛋白和

GAPDH 的比值）。 

1.5    统计学方法

采用 SPSS25.0 统计软件进行分析。计量资料

经 Shapiro-Wilk 正态性检验，符合正态分布的数据

以均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 LSD 检验；不符合正态分布的

数据以 M（Q1，Q3）表示，组间比较采用 Kruskal-
Wallis H 检验。检验水准 α=0.05。 

2    结果
 

2.1    行为学评分

BBB 评分和改良 Rivlin-Tator 斜板实验结果

示，术前所有大鼠后肢功能均正常；术后 1 d 各组

大鼠后肢完全瘫痪，并在 3 d 后逐渐恢复后肢运动

功能。术后各时间点 B～D 组 BBB 评分和斜坡角

度均显著低于 A 组，C 组术后 7～28 d 及 D 组术后

3～28 d 各指标显著高于 B 组，D 组术后 14、28 d
显著高于 C 组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见

图 1。 

2.2    组织学染色观察

Masson 染色示，A 组灰质和白质组织结构排

列紧密，未见蓝染胶原纤维；B 组断端两侧组织结

构与细胞排列杂乱，断端两侧组织溶解形成空洞囊

腔，断端处严重纤维化，呈亮蓝色；C 组断端处可

见纤维瘢痕组织包裹的黑色导电颗粒，周围炎症细

胞浸润，并存在少量空洞囊腔；D 组断端可见少量

散在黑色导电颗粒，周围胶原纤维成分相对较少。

B～D 组胶原容积分数显著高于 A 组，差异有统计

学意义（P<0.05）；D 组低于 B、C 组，但仅与 B 组

比较差异有统计学意义（P<0.05）；B 组高于 C 组，

差异有统计学意义（P<0.05）。
Nissl 染色示，A 组灰、白质结构完整，灰质内

神经元形态规整，尼氏体呈虎斑状；B 组神经元变

性严重，表现为尼氏体溶解、数量明显减少，形态

异常；C 组仅于损伤邻近部位观察到少数残存神

经元，尼氏体形态欠规整；D 组损伤邻近区域灰质

内可见部分未凋亡的神经元，尼氏体固缩。B～

D 组损伤邻近区域尼氏体数量显著低于 A 组，差异

有统计学意义（P<0.05）；D 组高于 B、C 组，但仅

与 B 组比较差异有统计学意义（P<0.05）；B、C 组

间差异无统计学意义（P>0.05）。
LFB 染色示，A 组脊髓组织髓鞘呈连续蓝色结

构，排列致密有序，结构完整；B 组损伤周边组织

结构稀疏，白质出现溶解，神经纤维缺损；C、D 组

髓鞘结构损伤相对较轻，D 组脊髓组织邻近区域可

见相对完整、连续的蓝染髓鞘结构，髓鞘面积占比

明显高于 B、C 组。同时，C、D 组损伤中心可见散

在分布的导电颗粒，其周围髓鞘密度高于 B 组。

B～D 组髓鞘阳性表达面积显著低于 A 组，差异有

统计学意义（P<0.05）；D 组低于 B、C 组，但仅与

B 组比较差异有统计学意义（P<0.05）；B、C 组间

差异无统计学意义（P>0.05）。见图 2、表 1。 

2.3    免疫荧光染色观察

NF200 免疫荧光染色示，A 组脊髓组织结构完

整，神经元形态规整，排列致密；B 组 NF200 阳性

神经丝呈点状分布，邻近区域几乎未见完整神经

元；C 组损伤部位可见少量神经纤维生长；D 组损

伤部位 NF200 阳性纤维密度优于 B、C 组。见图 3。
CD31 免疫荧光染色示，A 组术后 7、28 d 均可
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图 1     各组各时间点后肢运动功能检测     a. BBB 评分；b. 改良 Rivlin-Tator 斜板实验斜坡角度

Fig.1   Variations of hind limb motor function at different time points in each group     a. BBB score;   b. Climbing angle of modified Rivlin-
Tator inclined plate test
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见红色荧光标记的内皮细胞，呈连续“线性”或类

圆形形态；B、C 组术后 7 d 损伤区域可见零星点状

分布的内皮细胞，未见明显新生血管，术后 28 d 可

见少量新生血管；D 组术后 7 d 损伤区域周围可见

少量新生血管影，术后 28 d 可见管状新生血管影。

术后 7 d 各组间损伤区域 CD31 阳性表达荧光强度

差异均无统计学意义（P>0.05）；28 d，B～D 组损

伤区域 CD31 阳性表达荧光强度均显著低于 A 组，

差异有统计学意义（P<0.05）；D 组显著高于 B、

C 组，但仅与 28 d 的 C 组差异有统计学意义（P<
0.05）；B、C 组间差异均无统计学意义（P>0.05）。

见图 4、表 1。 

2.4    Western blot 检测

Western blot 检测示术后 28 d B～D 组 NF200
蛋白相对表达量显著低于 A 组，D 组显著高于 B、

C 组，差异均有统计学意义（P<0.05）；B、C 组间差

异无统计学意义（P>0.05）。
术后 7、28 d B～D 组 Ang-1、Tie-2 蛋白相对表

达量高于 A 组，D 组高于 B、C 组，差异有统计学

意义（P<0 . 0 5）；B、C 组间差异无统计学意义

（P>0.05）。术后 28 d D 组 PDGF-B、PDGFR-β
蛋白相对表达量显著高于 B、C 组，B 组显著高于

C 组，差异有统计学意义（P<0.05）。术后 28 d B～
D 组 VEGF-A、VEGFR-2 蛋白相对表达量高于 A 组，

差异均有统计学意义（P<0.05）；D 组高于 B、C 组，

D 组与 B 组比较差异有统计学意义（P<0.05），与

C 组比较仅 VEGF-A 蛋白差异有统计学意义（P<
0.05）；B、C 组间比较仅 VEGFR-2 蛋白差异有统计

学意义（P<0.05）。见图 5、表 1。 

3    讨论

近年来，通过多学科交叉协作，构建以水凝胶

为基础的组合式神经修复策略，在促进 SCI 后再神

经化和血管化方面取得重要进展[20]。GelMA 水凝

胶是一种典型的光固化水凝胶，在光引发剂作用下

迅速成胶，并具备细胞生长与分化的三维空间[21]。

GelMA 水凝胶中甲基丙烯酸酯基团与 lysine 基团

的结合，使其具有相对良好的机械强度与溶胀率，

同时能为细胞黏附提供合适位点[21]。通过化学交联

高导电性 Ppy 有机聚合物制备的新型高电活性水

凝胶，不仅能有效加强细胞间生物电信号传递，诱

导内源性神经元向水凝胶中迁移、存活，而且能够

较好地填充神经损伤后的空洞缺损，抑制瘢痕增

生[15-16]。据此，我们以 GelMA/Ppy 为“骨架”，通

过 TMP 中的共轭双键与 Ppy 中的共轭双键产生 π-
π 堆积效应，携载 TMP，制备了携载 TMP 药物的

导电水凝胶，初步表明其能有效缓释 TMP，调节炎

症反应，从而促进 SCI 后运动功能恢复[17]，但其具

体调控机制尚不明确。

本研究在此基础上，进一步探索了 TGTP 修复

SCI 的有效性及作用机制。行为学评估显示，D 组

相较于 B、C 组在改善 SCI 大鼠运动方面疗效显

著。但 D 组尚未观察到大鼠后足掌面着地的现象

（BBB 评分>8 分），这可能与脊髓全横断模型创伤

过大及观察时间较短有关。我们进一步对损伤区

域行组织学染色分析，以揭示 D 组运动功能恢复
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图 2     术后 28 d 各组组织学染色观察（×20）     箭头示导电颗粒，从左至右依次为 A、B、C、D 组　a. Masson 染色；b. Nissl 染色；c.
LFB 染色（黑色虚线示损伤区域和邻近正常脊髓组织界线）

Fig.2   Histological staining of spinal cord in each group at 28 days postoperatively (×20)     Arrow showed conductive particles; from left to
right for groups A, B, C, and D, respectively　a. Masson staining;   b. Nissl staining;   c. LFB staining (Black dotted line showed the boundary
between the area of injury and the adjacent normal spinal cord tissue)
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最佳的机制。纤维瘢痕大量增生是神经功能恢复

受限的重要因素，不同于星形胶质细胞所产生的胶

质瘢痕，局部上调的炎症反应会诱导并加速纤维瘢

痕的发生[22-23]。前期研究中，我们证实了 TGTP 植

入或 TMP 腹腔注射均能有效抑制 TNF-α 等炎症因

子表达[11，17]。本研究中，我们通过 Masson 染色发

现 TGTP 植入能够有效降低损伤区域胶原容积分

数，抑制纤维结缔组织增生，从而减少纤维瘢痕形

成，这可能与局部缓释的 TMP 抑制炎症反应密切

相关。此外，尼氏体作为中枢神经元的特征性结

构，其形态结构及数量的改变可评估神经元的功能

状态[24]。本研究中 D 组脊髓断端周围尼氏体数量

明显优于 B、C 组，尼氏体结构趋于正常，表明 TGTP
具有一定神经细胞保护作用。LFB 染色结果也发

现 D 组神经纤维排列相对有序，髓鞘密集紧致，髓

鞘阳性表达面积优于 B、C 组。这与我们前期研究

结果一致[15-17]，即导电聚合物可能恢复局部电信号

传导，诱导轴突再生。同时，NF200 阳性纤维相对

表达量与分布情况进一步提示了 TGTP 促进神经

修复的有效性。NF200 作为神经丝的成分参与了

轴突构成，能有效反映神经元结构完整性和再生情

况。本研究结果也发现 D 组损伤区域 NF200 表达

量优于 B、C 组。上述结果提示 TGTP 不仅能发挥

邻近组织的神经保护作用，在促进神经再生方面也

有一定疗效。

早期重建损伤区域血运与加速血管化进程，对

于神经元存活至关重要。损伤区域微血管密度与

损伤后运动功能恢复程度密切相关 [7-8]。本研究发

现，D 组在损伤后 7 d 和 28 d，血管内皮细胞特异

性标记物 CD31 表达强度呈上升趋势，并优于 B、

C 组。同时，我们发现局部微血管密度动态变化过

程和运动功能改善时间窗密切重合，即 D 组大鼠

 

x±s表 1    术后各组各检测指标比较（n=6， ）

x±sTab.1    Comparison of each indicator between groups after operation (n=6, )
 

组别
Group

胶原容积分
数（%）
Collagen
volume
fraction (%)

尼氏体数量
（个/视野）
Number of Nissl-
bodies (/field)

髓鞘阳性表达
面积（%）
Positive area
of myelin (%)

NF200 蛋白
相对表达量
Relative expre-
ssion levels of
NF200

CD31 阳性表达荧光强度
Fluorescence intensity of CD31

VEGFR-2 蛋白相
对表达量
Relative expre-
ssion levels of
VEGFR-2

7 d 28 d

A   3.8±0.9#△ 51.3±10.3#△ 69.5±8.5#△ 1.5±0.2#△ 1.00（1.00，1.00） 1.00（1.00，1.00）#△ 0.3±0.0#△

B 45.6±3.8*△   9.7±5.0* 20.6±5.0* 0.6±0.1* 0.30（0.29，0.46） 0.62（0.56，0.68）* 0.7±0.0*

C 40.8±2.9*# 11.7±5.8* 28.6±2.8* 0.8±0.1* 0.40（0.38，0.45） 0.64（0.58，0.65）* 0.9±0.1*#

D 37.7±2.8*# 15.8±5.7*# 35.5±4.5*# 1.1±0.1*#△ 0.52（0.48，0.57） 0.76（0.76，0.81）*△ 1.0±0.1*#

统计量 F=274.064 F=47.101 F=88.986 F=21.792 H=7.775 H=9.492 F=48.013
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.051 0.023 <0.001

  

组别
Group

Ang-1 蛋白相对表达量
Relative expression

level of Ang-1

Tie-2 蛋白相对表达量
Relative expression

level of Tie-2

PDGF-B 蛋白
相对表达量
Relative expre-
ssion level of
PDGF-B

PDGFR-β 蛋白
相对表达量
Relative expre-
ssion level of
PDGFR-β

VEGF-A 蛋白
相对表达量
Relative expre-
ssion level of
VEGF-A7 d 28 d 7 d 28 d

A 0.5±0.1#△ 0.2±0.0#△ 0.4±0.1#△ 0.3±0.0#△ 0.4±0.0 0.4±0.0 0.2±0.0#△

B 0.7±0.2* 0.6±0.1* 0.7±0.1* 0.7±0.1* 0.7±0.1△ 0.8±0.1△ 0.5±0.0*

C 0.6±0.0* 0.5±0.2* 0.7±0.0* 0.5±0.1* 0.4±0.0# 0.4±0.1# 0.6±0.1*

D 1.1±0.3*#△ 0.9±0.1*#△ 1.0±0.2*#△ 1.3±0.4*#△ 1.0±0.1#△ 1.2±0.1#△ 2.0±0.2*#△

统计量 F=5.528 F=18.192 F=11.546 F=13.360 F=82.388 F=82.763 F=183.798
P 值 0.024 <0.001 0.003 0.002 <0.001 <0.001 <0.001

*与 A 组比较 P<0.05，#与 B 组比较 P<0.05，△与 C 组比较 P<0.05
*Compared with group A, P<0.05; #compared with group B, P<0.05; △compared with group C, P<0.05
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图 3     术后 28 d 各组 NF200 免疫荧光染色观察（×40）     从左至右依次为 A、B、C、D 组

Fig.3   Immunofluorescence staining for NF200 in each group at 28 days postoperatively (×40)     From left to right for groups A, B, C, and D,
respectively
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在损伤后 3 d 开始出现部分运动功能恢复，7 d
时出现显著运动功能改善，28 d 时达到相对稳定状

态，与 CD31 阳性表达变化过程相似，与既往研究

结果一致[6，25-26]。这进一步提示 TGTP 可能通过促

进血管新生和重塑，改善局部血流量，从而促进神

经功能的恢复。损伤部位再血管化受局部微环境

影响，邻近细胞或组织通过直接作用或旁分泌多种

相关信号因子调控微血管新生进程[27]。其中，促血

管生成因子、血管生成素及 PDGF 等分子与 SCI 后
血管新生密切相关。VEGF-A 作为神经血管构建的

主要初始驱动因子，在脉管系统形成和功能维持中

起着关键作用[28]。VEGF-A 可诱导尖端细胞迁移方

向与茎细胞增殖，促进血管新生；与下游 VEGFR-2

结合，介导血管内皮细胞增殖与肌动蛋白重组，维

持微管稳定及加速血管管腔形成等多种生物学进

程[29-31]。本研究结果显示 D 组 VEGF-A 和 VEGFR-2
表达同步上调，并优于 B、C 组，提示 TGTP 可能通

过调控此信号轴促进血管新生。VEGF-A/VEGFR-2
轴可串扰内皮细胞中 αvβ3 整合素表达，调控血管

新生，并受 PDGFR-β 蛋白负向调控[32]。本研究也

发现 C、D 组 PDGFR-β 蛋白表达趋势与 VEGFR-
2 相反，与既往研究结果一致。此外，PDGF-B 为

PDGF 家族成员，是一种多功能的调节性多肽，主

要来源于血小板、损伤内皮细胞及巨噬细胞；其与

周细胞表面受体 PDGFR-β 相结合二聚化，募集下

游信号，促进周细胞迁移、纤维转化和内皮小管成
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图 4     术后 7、28 d 各组 CD31 免疫荧光染色观察（激光共聚焦显微镜×60）     箭头示新生血管，从左至右依次为 A、B、C、D 组　a. 术
后 7 d；b. 术后 28 d

Fig.4   Immunofluorescence staining for CD31 in each group at 7 and 28 days postoperatively (Laser confocal microscope×60)     Arrow
showed angiogenesis; from left to right for groups A, B, C, and D, respectively　a. At 7 days postoperatively;   b. At 28 days postoperatively
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图 5     Western blot 检测各组术后各时间点各蛋白表达凝胶电泳图     Mr：相对分子质量　1：A 组　2：B 组　3：C 组　4：D 组　a.
NF200；b. PDGF-B 和 PDGFR-β；c. VEGF-A 和 VEGFR-2；d. 术后 7 d Ang-1 和 Tie-2；e. 术后 28 d Ang-1 和 Tie-2

Fig.5   The gel electrophoresis of different protein expressions in each group detected by Western blot assay at different postoperative time    
Mr: Relative molecular mass　1: Group A　2: Group B　3: Group C　4: Group D　a. NF200;   b. PDGF-B and PDGFR-β;   c. VEGF-A and
VEGFR-2;   d. Ang-1 and Tie-2 at 7 days postoperatively;   e. Ang-1 and Tie-2 at 28 days postoperatively
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熟，在中枢系统微血管成熟和稳定中起重要作

用 [33]。Duan 等 [30]发现通过上调 PDGF-B/PDFGR-
β 轴表达，能有效提升损伤区域新生血管周细胞覆

盖率，促进功能化血管形成，从而增强 SCI 后修复

疗效。Menezes 等[34]发现上调 PDGFR-β 蛋白表达，

可募集损伤邻近区域周细胞向新生血管迁移，促进

血管成熟。本研究中，C 组 PDGF-B、PDFGR-β 蛋

白表达明显低于 B 组，而 D 组相关蛋白表达水平

明显上调，显著优于 B、C 组。提示 TMP 药物和导

电水凝胶协同应用优于单一手段的治疗模式，能有

效正向调控 PDGF-B/PDFGR-β 信号通路，从而促

进血管化。血管成熟和重塑过程中，血管生成素也

起着关键作用。Ang-1 是血管生成素家族中典型代

表，主要由血管壁细胞表达，正常组织内表达含量

较低，与酪氨酸受体 Tie-2 结合，通过调控内皮细

胞间、内皮细胞与基质之间的紧密连接蛋白表达，

减弱 VEGF-A 诱导的血管通透性改变以及募集内

皮细胞迁移和管状结构形成，促进血管成熟 [35 -36]。

Herrera 等[37]发现在损伤急性期 Ang-1 蛋白靶向递

送能增强内源性 VEGF-A 蛋白表达，促进损伤区域

血管新生。疾病慢性期，注射 Ang-1 因子可有效促

进内源性 Ang-1/Tie-2 蛋白过表达，增强血管重塑，

同时抑制炎症因子表达，减轻其对血管通透性的影

响。因此，增强 Ang-1 的内源性表达，可能是加速

血管重塑的关键蛋白。本研究中，损伤后 7 d 和 28 d
C 组 Ang-1 和 Tie-2 蛋白相对表达量均低于 B 组，

与荧光染色结果较一致，提示 GTP 可能抑制血管

新生进程。既往研究发现水凝胶中导电颗粒成分，

即 Ppy 可能诱导炎症反应[16，38]，本研究也发现导电

颗粒周围存在炎症细胞浸润。研究证实炎症反应

程度与血管网络重塑过程密切相关[39-40]，我们前期

研究发现与 GTP 相比，TGTP 能有效抑制炎症反

应，促进神经功能恢复[17]。本研究中 D 组血管新生

相关蛋白表达显著上调，且 CD31 荧光强度也明显

优于 C 组，提示 TGTP 可能抑制了 Ppy 诱导的炎症

反应，增强了水凝胶对血管新生相关蛋白的调控作

用，促进血管新生和重塑过程，从而加速 SCI 修复。

综上述，TGTP 可能通过促进 SCI 后血管新

生，同时保护神经元，从而改善损伤后神经功能的

恢复。本研究也存在一定局限性，VEGF-A/VEGFR-2
等相关蛋白可能与多条生物学过程相互串扰，其与

血管生成的因果关系尚不明确。而本研究未进行

细胞层面的探索，仅从动物及组织层面初步分析了

水凝胶修复 SCI 的潜在机制，后续将进一步深入研

究，明确其确切调控作用。
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