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  [摘要] 目的 探讨甲氨蝶呤通过调控PTEN/AKT/mTOR信号通路对大鼠急性脊髓损伤(ASCI)后的

神经保护作用。方法 将30只大鼠随机分为假手术组、模型组和甲氨蝶呤组,制备大鼠脊髓损伤模型,假手术

组只移除椎板,甲氨蝶呤组在ASCI后立即腹腔注射0.5
 

mg/kg甲氨蝶呤,假手术组和模型组注射等量的生理

盐水,持续治疗2周,采用脊髓运动功能(BBB)评分评定大鼠脊髓损伤情况,测定脊髓中白细胞介素-6(IL-6)、
肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和丙二醛(MDA)水平,检测脊髓中张力蛋白同源物(PETN)、丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶

(AKT)、磷酸化丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶(p-AKT)、雷帕霉素靶蛋白(mTOR)、雷帕霉素靶蛋白(p-mTOR)、
BCL2关联X蛋白(Bax)、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)和半胱氨酸蛋白酶-3(Caspase-3)水平的变化及脊髓细胞凋亡

情况。结果 与假手术组相比,模型组和甲氨蝶呤组BBB评分降低,细胞凋亡率增加(P<0.05);与模型组相

比,甲氨蝶呤组BBB评分增加,细胞凋亡率降低(P<0.05);与假手术组相比,模型组和甲氨蝶呤组脊髓组织中

IL-6、TNF-α和 MDA水平增加,PETN、Bax和Caspase-3水平增加,Bcl-2、p-AKT和p-mTOR水平降低(P<
0.05);与模型组相比,甲氨蝶呤组脊髓组织中IL-6、TNF-α和MDA水平降低,PETN、Bax和Caspase-3水平降

低,Bcl-2、p-AKT和p-mTOR水平增加(P<0.05)。各组大鼠脊髓组织中 AKT和 mTOR水平变化不显著

(P>0.05)。结论 甲氨蝶呤通过调控PTEN/AKT/mTOR信号通路对ASCI大鼠神经发挥保护作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

methotrexate
 

to
 

play
 

the
 

neuroprotective
 

effect
 

on
 

acute
 

spinal
 

cord
 

injury
 

in
 

rats
 

by
 

regulating
 

PTEN/AKT/mTOR
 

signaling
 

pathway.Methods Thirty
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

sham
 

operation
 

group,model
 

group
 

and
 

methotrexate
 

group.The
 

rat
 

spinal
 

cord
 

injury
 

model
 

was
 

prepared.The
 

vertebral
 

plate
 

was
 

removed
 

only
 

in
 

the
 

sham
 

operation
 

group.The
 

methotrexate
 

group
 

was
 

injected
 

intraperitoneally
 

with
 

0.5
 

mg/kg
 

methotrexate
 

immediately
 

after
 

acute
 

spinal
 

cord
 

injury(AS-
CI).The

 

sham
 

operation
 

group
 

and
 

model
 

group
 

were
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

normal
 

saline
 

for
 

2-
week

 

persistent
 

treatment.The
 

spinal
 

cord
 

injury
 

situation
 

was
 

assessed
 

by
 

adopting
 

the
 

BBB
 

score.The
 

levels
 

of
 

IL-6,TNF-α
 

and
 

MDA
 

in
 

spinal
 

cord
 

were
 

measured.The
 

changes
 

of
 

PETN,AKT,p-AKT,mTOR,p-
mTOR,Bax,Bcl-2

 

and
 

Caspase-3
 

protein
 

levels
 

and
 

apoptosis
 

of
 

spinal
 

cord
 

cells
 

were
 

detected.Results Com-
pared

 

with
 

the
 

sham
 

operation
 

group,the
 

BBB
 

score
 

in
 

the
 

model
 

group
 

and
 

methotrexate
 

group
 

was
 

decreased
 

and
 

cellular
 

apoptotic
 

rate
 

was
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

BBB
 

score
 

in
 

the
 

methotrexate
 

group
 

was
 

increased
 

and
 

the
 

cellular
 

apoptotic
 

rate
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

sham
 

operation
 

group,the
 

levels
 

of
 

IL-6,TNF-αand
 

MDA
 

in
 

spinal
 

cord
 

tissue
 

of
 

the
 

model
 

group
 

and
 

methotrexate
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,the
 

levels
 

of
 

PETN,Bax
 

and
 

Caspase-3
 

were
 

increased,while
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the
 

levels
 

of
 

Bcl-2,p-AKT
 

and
 

p-mTOR
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

lev-
els

 

of
 

IL-6,TNF-α
 

and
 

MDA
 

in
 

spinal
 

cord
 

tissue
 

of
 

the
 

methotrexate
 

group
 

were
 

decreased,the
 

levels
 

of
 

PETN,Bax
 

and
 

Caspase-3
 

were
 

decreased,while
 

the
 

levels
 

of
 

Bcl-2,p-AKT
 

and
 

p-mTOR
 

were
 

increased
 

(P<
0.05).The

 

levels
 

of
 

AKT
 

and
 

mTOR
 

in
 

rat
 

spinal
 

cord
 

tissue
 

of
 

each
 

group
 

had
 

no
 

significant
 

change
 

(P>
0.05).Conclusion Methotrexate

 

plays
 

the
 

neuroprotective
 

effect
 

to
 

ASCI
 

rats
 

by
 

regulating
 

PTEN/AKT/
mTOR

 

signaling
 

pathway.
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  急性脊髓损伤(ASCI)是一种由外力引起的脊髓

运动、感觉和括约肌功能完全或不完全功能障碍,是
一种常见的破坏性疾病[1]。目前,ASCI的损伤机制

尚不清楚,导致ASCI治疗仍然不令人满意。研究表

明,继发性脊髓损伤在ASCI的发生、发展和预后中起

着至关重要的作用,抑制神经凋亡介导的脊髓损伤,
可显著减少继发性脊髓损伤[2-3]。脊髓损伤后,大鼠

血清中肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和白细胞介素-6(IL-
6)水平显著升高,导致细胞凋亡增加[4]。因此,抑制

细胞凋亡和减少炎性细胞因子对于ASCI治疗是有意

义的。甲氨蝶呤具有抗炎效应,是类风湿性关节炎治

疗的一线处方药。大鼠
 

ASCI
 

后,使用甲氨蝶呤治疗

可减轻炎性反应,但甲氨蝶呤对ASCI后炎性反应的

作用机制不清楚[5]。
 

PTEN/AKT/mTOR信号通路

对细胞增殖、迁移和凋亡具有重要作用。急性至亚急

性期脊髓损伤时星形胶质细胞PTEN/Akt/mTOR
信号通路的激活可能参与胶质瘢痕的形成[6]。此外,
脊髓中PTEN的低表达可减少胶质瘢痕的形成,从而

改善脊髓损伤后的运动功能[7]。因此,本研究探讨甲

氨蝶呤通过对PTEN/AKT/mTOR信号通路的调控

发挥大鼠ASCI后的神经保护作用,为其应用于临床

ASCI
 

的治疗提供实验依据。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

清洁级SD大鼠30只,雌雄各半,体质量180~
220

 

g,购 自 中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 所,合 格 证 号

SCXK(京)
 

2014-0013。实验前将大鼠置于无特定病

原体(SPF)级环境中适应性喂养1周后进行实验,动
物相关处置均符合《中华人民共和国实验动物管理条

例》要求。
1.1.2 试剂与仪器

注射用甲氨蝶呤(广东岭南制药有限公司,批号

271021-2);10%水合氯醛(上海上药新亚药业有限公

司);IL-6和TNF-α酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂

盒(上海酶联生物科技有限公司);丙二醛(MDA)试
剂盒(南京建城生物工程有限公司);蛋白抽提试剂盒

(武汉博士德生物工程有限公司);鼠抗PETN、AKT、

p-AKT、mTOR、p-mTOR、Bax、Bcl-2和Caspase-3单

克隆抗体(美国Cell
 

Signaling
 

Technology公司);鼠

抗β-actin单克隆抗体和辣根过氧化物酶 HRP标记

山羊抗鼠IgG二抗(北京中杉金桥生物技术有限公

司);TUNEL细胞凋亡检测试剂盒(上海碧云天生物

技术有限公司);HBS-1096B
 

酶标仪(南京德铁实验设

备有限公司);BD垂直电泳仪(美国BD公司);凝胶成

像仪(美国UVP公司);组织脱水机、包埋机、全自动

轮转切片机等病理配套设备(德国Leica公司)。荧光

显微镜(日本Nikon公司)。
1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型制备

根据随机数字表法将大鼠均分为3组:假手术

组、模型组和甲氨蝶呤组。大鼠禁食12
 

h后用10%
水合氯醛(35

 

mg/kg)腹腔麻醉后,将大鼠俯卧于手术

台上,剃去大鼠的毛发,以第十三肋骨和第八胸椎作

为标记,通过背部的中线切口移除椎板以暴露脊髓的

胸部7-11,保持完整的硬脑膜。模型组和甲氨蝶呤组

大鼠用质量为10
 

g的砝码从高度为5
 

cm处自由落下

撞击脊髓,制备ASCI模型,以尾部摇摆的出现、下肢

和身体的收缩及下肢的瘫痪为模型制备成功的标准,
假手术组仅进行椎板切除术不进行脊髓撞击。清洗

伤口,缝合皮肤。甲氨蝶呤组在ASCI后立即腹腔注

射0.5
  

mg/kg甲氨蝶呤,假手术组和模型组注射等量

的生理盐水,每天1次,持续2周。
 

1.2.2 神经功能检测

采用脊髓运动功能(BBB)评分评定大鼠ASCI情

况,采用双盲法。在造模后第1、3、7、14天根据BBB
评分(得分0~21分)进行评定。在末次BBB评分后

处死大鼠,分离损伤段脊髓组织,-80
 

℃保存备用。
1.2.3 脊髓中IL-6、TNF-α和 MDA水平的测定

取大鼠脊髓组织0.5
 

g磨碎,加入5
 

mL生理盐

水获得10%匀浆,低温离心取上清液。采用ELISA
测定IL-6和 TNF-α水平,用硫代巴比妥酸法测定

MDA水平,操作按试剂盒说明书进行。
1.2.4 脊髓中相关蛋白水平的测定

取大鼠脊髓组织1
 

g磨碎,用RIPA裂解液进行

蛋白质进行提取,进行电泳,每孔上样量为30
 

μg,将
蛋白电转至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,然后用5%脱

脂牛 奶 在 室 温 下 封 膜1
 

h,加 入 鼠 抗 PETN(1∶
1

 

000)、AKT(1∶1
 

000)、p-AKT(1∶1
 

000)、mTOR
(1∶1

 

000)、p-mTOR(1∶1
 

000)、Bax(1∶1
 

000)、
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表1  各组大鼠BBB评分的比较(x±s,分)

组别 n 第1天 第3天 第7天 第14天

假手术组 10 19.42±3.18 19.47±4.03 20.01±4.29 19.87±4.27

模型组 10 0.82±0.35a 2.16±0.41a 6.24±1.35a 9.83±1.62a

甲氨蝶呤组 10 2.58±0.63ab 5.19±1.20ab 13.92±3.63ab 19.36±4.47b

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

Bcl-2(1∶1
 

000)、Caspase-3(1∶1
 

000)和β-actin抗体

(1∶10
 

000),4
 

℃过夜,冲洗后,将膜与辣根过氧化物

酶HRP标记山羊抗鼠IgG二抗(1∶10
 

000)在室温

下孵育30
 

min。用增强化学发光法(ECL)进行显色,
采集图像,用图像分析软件(AlphaEaseFC软件)进行

分析。
1.2.5 TUNEL法检测细胞凋亡的测定

取脊髓组织2
 

g进行10%甲醛溶液固定,进行常

规病理切片的制作,经二甲苯脱蜡(2次)、无水乙醇脱

水(2次)、95%和75%乙醇各洗1次,按TUNEL法

检测细胞凋亡说明书进行细胞凋亡检测。使用荧光

显微镜检测凋亡细胞(绿色荧光染色),计数阳性细

胞率。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0统计软件进行统计分析。计量资

料以x±s表示,采用单因素方差分析进行比较,组间

两两比较用SNK-q 检验,以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠BBB评分的比较

与假手术组相比,模型组和甲氨蝶呤组BBB评分

降低(P<0.05);与模型组相比,甲氨蝶呤组BBB评

分增加,随着甲氨蝶呤治疗时间的延长,BBB评分增

加幅度越高(P<0.05)。见表1。
2.2 各组大鼠脊髓组织中IL-6、TNF-α和 MDA水

平的比较

与假手术组相比,模型组和甲氨蝶呤组脊髓组织

中IL-6、TNF-α和 MDA水平增加(P<0.05);与模

型组相比,甲氨蝶呤组脊髓组织中IL-6、TNF-α和

MDA水平降低(P<0.05)。见表2。
表2  各组大鼠脊髓组织中IL-6、TNF-α和 MDA

   水平的比较(x±s)

组别 n
IL-6
(ng/mL)

TNF-α
(ng/mL)

MDA
(mmol/g)

假手术组 10 30.15±6.82 2.75±0.62 1.17±0.42

模型组 10 74.63±10.09a 8.15±1.24a 2.10±0.63a

甲氨蝶呤组 10 56.27±8.48ab 6.20±1.17ab 1.62±0.50ab

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

2.3 各 组 大 鼠 脊 髓 组 织 中 PETN、Bax、Bcl-2和

Caspase-3水平的比较

与假手术组相比,模型组和甲氨蝶呤组大鼠脊髓

组织中PETN、Bax和Caspase-3水平增加,Bcl-2水

平降低(P<0.05);与模型组相比,甲氨蝶呤组大鼠脊

髓组织中PETN、Bax和 Caspase-3水平降低,Bcl-2
水平增加(P<0.05)。见表3、图1。
2.4 各组大鼠脊髓组织中AKT、p-AKT、mTOR和

p-mTOR水平的比较

各组大鼠脊髓组织中 AKT和 mTOR水平变化

不显著,差异无统计学意义(P>0.05);与假手术组相

比,模型组和甲氨蝶呤组大鼠脊髓组织中p-AKT和

p-mTOR水平降低(P<0.05);与模型组相比,甲氨

蝶呤组大鼠脊髓组织中p-AKT和p-mTOR水平增

加(P<0.05)。见表4、图2。

表3  各组大鼠脊髓组织中PETN、Bax、Bcl-2和Caspase-3水平的比较(x±s)

组别 n PETN Bax Bcl-2 Caspase-3

假手术组 10 0.22±0.06 0.31±0.05 0.52±0.10 0.15±0.04

模型组 10 1.28±0.13a 0.94±0.21a 0.18±0.03a 0.78±0.16a

甲氨蝶呤 10 0.35±0.08ab 0.46±0.08ab 0.43±0.10ab 0.32±0.07ab

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

表4  各组大鼠脊髓组织中AKT、p-AKT、mTOR和p-mTOR水平的比较(x±s,n=10)

组别 AKT p-AKT mTOR p-mTOR

假手术组 0.55±0.08 0.83±0.21 0.82±0.19 0.76±0.09

模型组 0.52±0.06 0.39±0.13a 0.87±0.24 0.20±0.06a

甲氨蝶呤组 0.60±0.12 0.60±0.11ab 0.84±0.17 0.53±0.08ab

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较。
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图1  各组大鼠脊髓组织中PETN、Bax、Bcl-2和

Caspase-3水平

2.5 各组大鼠脊髓组织中细胞凋亡率的比较

与假手 术 组[(0.33±0.08)%]相 比,模 型 组

[(2.51±0.41)%]和甲氨蝶呤组[(1.47±0.10)%]

细胞凋亡率增加(P<0.05);与模型组[(2.51±
0.41)%]相比,甲氨蝶呤组[(1.47±0.10)%]细胞凋

亡率降低(P<0.05)。见图3。

图2  各组大鼠脊髓组织中AKT、p-AKT、

mTOR和p-mTOR水平

图3  TUNEL染色结果(×200)

3 讨  论

  ASCI是一种常见的临床疾病,具有高发病率和

病死率。研究表明,在 ASCI后,TNF-α、IL-6和其他

炎性细胞因子显著增加,增强中性粒细胞和单核细胞

的黏附,导致脊髓损伤进一步恶化[8]。TNF-α和其他

细胞因子,包括IL-1、IL-2、IL-6和血小板活化因子,
形成一个信号网络,几乎影响所有免疫和内皮细胞,
导致炎症和组织损伤[9]。IL-6介导的炎性反应在脊

髓损伤中起重要作用,一些学者认为IL-6是在组织损

伤后立即产生的,随伤害程度而变化[10]。甲氨蝶呤治

疗可降低TNF-α和IL-6的过度表达。同时,在ASCI
后,氧自由基和脂质过氧化诱导氧化应激,促成继发

性脊髓损伤。脊髓组织水肿可在ASCI后引起严重的

病理损伤,并且与自由基氧化损伤密切相关。
 

MDA
是由氧自由基诱导的生物膜不饱和脂肪酸过氧化的

最终代谢产物,可以反映脂质过氧化水平和自由基暴

露后的损伤程度[11]。本研究表明,MDA水平在模型

组明显高于假手术组,但通过甲氨蝶呤治疗后 MDA
水平显著降低,表明甲氨蝶呤通过抗炎和抗氧化作用

发挥神经保护作用。
神经细胞凋亡是ASCI之后的继发性损伤,在损

伤的最后阶段,由于机械压迫,局部血流减少,各种细

胞炎性物质及氧自由基的产生增加而引发细胞凋亡。
  

本研究结果表明脊髓损伤过程中的细胞凋亡明显增

加[12]。此外,甲氨蝶呤治疗可以增加抗凋亡因子Bcl-

2蛋白的表达,降低促凋亡因子Bax的表达,最终抑制

凋亡执行蛋白Caspase-3表达降低,抑制了细胞凋亡。
因此,本研究证实了甲氨蝶呤的抗细胞凋亡作用。
PTEN/AKT/mTOR信号通路对细胞增殖、迁移

和凋亡具有重要作用。研究显示,PTEN的缺失可以

增强成脊髓神经元的再生,PTEN从神经元细胞转移

到星形胶质细胞中可以进一步防止神经胶质瘢痕的

形成[13]。同时,PTEN缺失可导致ASCI后轴突的生

长和功能恢复[14]。上述研究发现表明,PTEN在AS-
CI后的损伤中起关键作用。PTEN失活可以激活下

游的AKT/mTOR信号通路,参与细胞的抗凋亡和促

进细胞存活过程[15]。通过对受损神经元及其轴突内

部变化的研究已经确定,AKT/mTOR信号通路是受

损中枢神经系统中生长、再生和突触可塑性的关键调

节因子[16]。PTEN是AKT/mTOR信号通路的上游

抑制介质,其活性的降低可以导致受损 视 神 经 中

AKT和mTOR磷酸化(p-AKT、p-mTOR)增加和轴

突伸 长 和 再 生[17]。既 往 研 究 表 明,PTEN/AKT/
mTOR信号通路的激活已被确定在多种实体肿瘤中

生长和存活中起主要决定因素[18]。本研究结果显示,
在甲氨蝶呤治疗后 ASCI大鼠脊髓中PTEN表达降

低,增加受损脊髓中磷酸化 AKT和 mTOR的水平。
表明甲氨蝶呤通过抑制 ASCI大鼠中的PTEN激活

AKT/mTOR信号通路。
综上 所 述,甲 氨 蝶 呤 通 过 调 控 PTEN/AKT/
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mTOR信号通路,减轻脊髓的炎性反应,抑制脊髓细

胞凋亡,对ASCI大鼠神经具有保护作用,为ASCI的

临床治疗提供一定的理论基础。
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