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［摘要］ 目的 探讨脊髓康治疗脊髓损伤的可能作用机制。 方法 将 80 只 SD大鼠随机分为假手术组、模
型组、强的松组和脊髓康组，每组 20 只。除假手术组外其余各组大鼠采用改进 Allen's方法建立脊髓损伤模
型，假手术组大鼠脊髓暴露但未受伤。造模后假手术组和模型组大鼠给予生理盐水 20 ml / ( kg·d) 灌胃，强
的松组大鼠给予强的松溶液 60 mg / ( kg·d) 灌胃，脊髓康组大鼠给予脊髓康溶液 25 g / ( kg·d) 灌胃。各组大
鼠分别于术后 7、14、21 和 28 天进行指标观察，每个时间点 5 只。大鼠的运动功能采用双后肢运动功能评
分 ( BBB评分) 和斜板试验评价，采集血清后提取外泌体并用外泌体标志蛋白 ( Tsg101、CD63、CD9) 进
行鉴定，检测损伤区 ＲhoA、ＲOCK蛋白及 mＲNA表达，并检测外泌体中 miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b 表达。
结果 与假手术组同时间比较，模型组大鼠斜板试验角度和 BBB 评分均降低，模型组在术后 7、28 天时
ＲhoA蛋白及 mＲNA表达升高，术后 28 天时 ＲOCK蛋白及 mＲNA表达升高，术后 7、28 天时外泌体中 miＲ-
21、miＲ-126、miＲ-133b表达降低 ( P ＜ 0. 05) ; 与模型组同时间比较，脊髓康组和强的松组大鼠在术后 21、
28 天时斜板试验角度和 BBB 评分增加，术后 28 天时 ＲhoA、ＲOCK 蛋白及 mＲNA 表达均降低，外泌体中
miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b表达均升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。 结论 脊髓康可能通过促进急性脊髓损
伤模型大鼠血清外泌体中 miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b表达，进而抑制 ＲhoA /ＲOCK通路，从而修复脊髓损
伤，改善大鼠的运动功能，在 28 天时作用最明显。
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脊髓损伤 ( spinal cord injury，SCI) 是一种中
枢神经系统严重受损的疾病，病理过程复杂，而且

后期康复困难，其发病率逐年攀升，亟待找到降低

致残率的治疗方法［1 － 2］。《难经》记载，督脉 “起
于下极之俞，并于脊里，上至风府，入属于脑”，
故督脉循行路线与脊髓解剖位置关系密切，而督脉

虚损并非是独立存在的，常与肾脉亏虚互相关联，

故我们认为 SCI的病机核心为“肾督虚损，瘀阻督
脉，枢机统率失职”。脊髓康即是在该理论指导下
创立的中药复方，临床上治疗 SCI 卓有成效［3 － 4］。

近年来，作为细胞间信号传导者的外泌体不仅在局

部起作用，而且在全身发挥作用［5 － 6］。外泌体来源
的 miＲ-21、miＲ-126 和 miＲ-133b 可促进脊髓损伤
修复，是治疗 SCI 的潜在新靶标［7 － 10］。本实验将
探究脊髓康对 SCI 模型大鼠外泌体中微小 ＲNA
( miＲNA) 的影响，探讨脊髓康促进 SCI 大鼠修复
的可能作用机制。本研究方案经南京中医药大学动
物伦理委员会批准 ( 201909A004) 。

1 材料与方法

1. 1 动物
SPF级 SD大鼠 80 只，体质量 180 ～ 200 g，购

自南京市青龙山动物繁殖场，实验动物许可证号

SYXK ( 苏) 2018-0049，饲养于南京中医药大学动
物实验中心恒温恒湿动物房，给予足量普通饲料与

饮用水，每笼 5 只，每 3 日换 1 次垫料。
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1. 2 药物
脊髓康方已获得国家发明专利，专利号:

ZL200910026193. 7，组成: 黄芪 30 g，丹参 20 g，
川芎 10 g，赤芍 12 g，当归 12 g，水蛭 10 g，蜈蚣 1
条，酒大黄 10 g，泽泻 10 g，茯苓 10 g，枳实 10 g，
厚朴 10 g，肉苁蓉 10 g，淫羊藿 10 g，土鳖虫 10 g，
车前子 15 g，益智仁 10 g。药物购自江苏省中医
院，称取单倍处方量药材，加 10 倍水量，常规煎
煮，滤液浓缩至 1. 25 g /ml，4℃保存备用。强的松
片 ( 5 mg /片，辰欣药业股份有限公司，批号:
H37021900) ，取 900 mg 研成粉末溶于 300 ml 生理
盐水，4℃保存备用。
1. 3 主要试剂及仪器

1%戊巴比妥钠 ( 中国医药集团上海化学试剂
公司，批号: F20020915 ) ; Exo-spin TM 外泌体试
剂盒 ( Cell Guidance 公 司，批 号: EX02-25 ) ;
Tsg101 ( 批 号: ab125011 ) 、 CD63 ( 批 号:
ab217345) 、CD9 ( 批号: ab92726 ) 一抗，Abcam
公司; ＲhoA ( 批 号: 2117 ) 、 Ｒho 相 关 激 酶
( ＲOCK，批号: 4035 ) 一抗，CST 公司; HＲP 标
记山羊抗鼠二抗 ( 批号: GB23303 ) 、HＲP 标记山
羊抗兔二抗 ( 批号: GB23301 ) ，谷歌生物科技有
限公司; ＲNAiso for Small ＲNA ( 批号: 9753 ) 、
ＲNAiso Plus ( 批号: 9109 ) 、TB Green Premix Ex
TaqTM II ( 批号: 820A ) 、MiＲ-X miＲNA qＲT-PCＲ
TB Green 试剂盒 ( 批号: 638314) ，Takara公司。
脊髓打击器 ( ＲWD 公司，型号: 68097 ) ; 实

时荧光定量 PCＲ 仪 ( Thermo Fisher 公司，型号:
QuantStudioTM 3 ) ; 免疫印迹装置 ( Bio-Ｒad 公司，
型号: PowerPac Basic) 。
1. 4 造模、分组及干预方法
将 80只大鼠采用随机数字表法分为假手术组、

模型组、强的松组和脊髓康组，每组 20 只。除假手
术组外其余各组大鼠采用改进 Allen's方法建立急性
SCI模型［11］: 大鼠均用 1% 戊巴比妥钠 50mg /kg
进行腹膜内麻醉。手术暴露脊髓节段 T9 － T11，
采用脊髓打击器打击 T10 段脊髓，落物质量和直径
分别为 10 g 和 2. 5 mm，下落高度和深度分别为
10 cm和 2 mm，大鼠双后肢的张力立即消除，表明
模型建立成功。假手术组大鼠脊髓暴露但未打击。
造模后假手术组和模型组大鼠给予生理盐水 20 ml /
( kg· d ) 灌胃，强的松组大鼠给予强的松溶液
60 mg / ( kg·d) 灌胃，脊髓康组大鼠给予脊髓康溶
液 25g / ( kg·d) 灌胃。各组大鼠分别于术后第 7、

14、21 和 28 天进行指标观察及取材，每个时间点
5 只。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 双后肢运动功能评分 ( BBB 评分)［12］ 根
据对后肢运动的观察，特别是步态和协调性，通过

双盲、双独立观察，在术前及术后 1、7、14、21
和 28 天进行评估。
1. 5. 2 斜板试验［13］ 术前及术后 1、7、14、21
和 28 天对所有大鼠进行斜板试验。将大鼠置于垂
直于斜道纵轴的矩形斜道上，升高板的高度，并记

录大鼠在板上停留超过 5s 的最大角度。每只大鼠
测试 3 次，取平均值。
1. 5. 3 外泌体中标志蛋白 ( Tsg101、CD63、CD9)
鉴定及脊髓损伤区 ＲhoA、ＲOCK 蛋白检测 采用
Western blot 法检测，术后 7、14、21、28 天分别
使用真空促凝采血管进行腹主动脉采血，4℃、
3500 r /min ( 半径为 13. 5 cm ) ，离心 5 min，并按
Exo-spinTM外泌体试剂盒说明书提取外泌体，分装
冻存于 － 80℃ ; 同时暴露大鼠脊髓节段 T9 － T11，
取出受损脊髓，研磨后滴加 150μl 含 1% PMSF 的
裂解液，4℃、15000 r /min ( 半径为 13. 5 cm) ，离
心 30 min后取上清，分装冻存于 － 80℃。BCA 法
进行蛋白定量，配平后沸水煮 10 min，保存于
－ 20℃待测。配制胶后，100V 恒压电泳 90 min，
使用 PVDF膜 100 V转 60 min，5%的脱脂奶粉室温
封闭 2 h，按 1 ∶ 1000 比例配制 GAPDH、ＲhoA、
ＲOCK、Tsg101、CD63、CD9 抗体，4℃过夜孵育。
次日，按 1 ∶ 10 000 比例配制二抗，室温孵育 2 h。
滴加 ECL显影液，凝胶成像系统显影，利用 Image
J 1. 52a图像分析系统分析条带。
1. 5. 4 脊髓损伤区 ＲhoA、ＲOCK mＲNA 及血清外
泌体 miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b 表达 使用
ＲNAiso Plus提取脊髓中的 ＲNA，检测浓度后使用
反转录试剂盒进行逆转录，冻存于 － 20℃。在
Genbank上查找序列，设计并于上海生工进行引物
合成，使用 PCＲ试剂盒对 ＲhoA、ＲOCK进行 qＲT-
PCＲ检测; 使用 ＲNAiso for Small ＲNA 试剂提取外
泌体中的 miＲNA，检测浓度后使用 miＲNA 反转录
试剂盒进行逆转录，冻存于 － 20℃。在 Genbank上
查找序列，设计并于上海生工进行引物合成，使用

miＲNA qＲT-PCＲ 试剂盒检测 miＲ-21、miＲ-126、
miＲ-133b表达。以 GAPDH为内参，使用 2 －△△CT法

进行相对表达量的计算。
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1. 6 统计学方法
采用 SPSS 19. 0 统计软件进行数据分析，所有

数据符合正态分布用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，
采用单因素方差分析和 SNK-q检验，P ＜ 0. 05 为差
异具有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠不同时间斜板试验结果和 BBB 评分
比较

图 1、图 2 示，与假手术组同时间比较，模型
组大鼠斜板试验角度和 BBB 评分均降低 ( P ＜
0. 05) ; 与模型组同时间比较，脊髓康组和强的松
组大鼠在第 21 天和 28 天时斜板试验角度和 BBB
评分增加 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。

注: a) 与假手术组比较，P ＜ 0. 01; b) 与模型组
比较，P ＜ 0. 05。
图 1 各组大鼠斜板试验结果比较

注: BBB评分，双后肢运动功能评分。
a) 与假手术组比较，P ＜ 0. 01; b) 与模型组比较，
P ＜0. 05; c) 与模型组比较，P ＜0. 01。

图 2 各组大鼠 BBB评分比较

2. 2 各组大鼠不同时间外泌体标志蛋白鉴定结果
图 3 示，提取血清外泌体后进行纳米颗粒追踪

分析及外泌体标志蛋白 Tsg101、CD63、CD9 检测，
结果表明所提取物质为外泌体。

注: a为模型组，b 为强的松组，c 为脊髓康组，d 为假
手术组。
图 3 各组大鼠不同时间外泌体标志蛋白鉴定结果

2. 3 各组大鼠不同时间脊髓损伤区 ＲhoA、ＲOCK
蛋白及 mＲNA表达比较
表 1—表 4 示，与假手术组同时间比较，模型

组在术后 7、14、28 天时 ＲhoA 蛋白表达和在术后
7、14、21、28 天时 ＲhoA mＲNA 表达差异有统计
学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ，模型组在术后 7、28 天时
ＲOCK 蛋白表达和在术后 14、21、28 天时 ＲOCK
mＲNA表达差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。与模
型组同时间比较，强的松组大鼠在术后 7、14、28
天时 ＲhoA 蛋白表达和在术后 7、14、21 天时
ＲhoA mＲNA表达差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ，
脊髓康组在术后 21、28 天时 ＲhoA 蛋白表达和在
术后 7、14、21、28 天时 ＲhoA mＲNA 表达差异有
统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ; 强的松组大鼠在术后 21、
28 天时 ＲOCK 蛋白表达和在术后 7、21、28 天时
ＲOCK mＲNA表达差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ，
脊髓康组在术后 28 天时 ＲOCK 蛋白表达和在术后
7、14、21、28 天时 ＲOCK mＲNA 表达差异有统计
学意义 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 4 各组大鼠不同时间血清外泌体中 miＲ-21、
miＲ-126、miＲ-133b表达比较
表 5—表 7示，与假手术组同时间比较，模型

组术后7、28天外泌体中miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b
表达降低，术后21天时外泌体中miＲ-133b mＲNA

表 1 各组大鼠不同时间脊髓损伤区 ＲhoA蛋白相对表达量比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 术后 7 d 术后 14 d 术后 21 d 术后 28 d

假手术组 5 0. 172 ± 0. 008 0. 720 ± 0. 100 0. 386 ± 0. 025 0. 073 ± 0. 010
模型组 5 0. 502 ± 0. 056a) 0. 463 ± 0. 001a) 0. 358 ± 0. 011 0. 498 ± 0. 059a)

强的松组 5 0. 206 ± 0. 002b) 0. 205 ± 0. 002b) 0. 532 ± 0. 008 0. 129 ± 0. 012b)

脊髓康组 5 0. 386 ± 0. 002 0. 348 ± 0. 023 0. 624 ± 0. 076b) 0. 165 ± 0. 005b)

注: a) 与假手术组同时间比较，P ＜ 0. 05; b) 与模型组同时间比较，P ＜ 0. 05。
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表 2 各组大鼠不同时间脊髓损伤区 ＲOCK蛋白相对表达量比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 术后 7 d 术后 14 d 术后 21 d 术后 28 d

假手术组 5 0. 104 ± 0. 005 0. 080 ± 0. 011 0. 088 ± 0. 006 0. 024 ± 0. 003
模型组 5 0. 059 ± 0. 007a) 0. 120 ± 0. 001 0. 051 ± 0. 002 0. 101 ± 0. 012a)

强的松组 5 0. 067 ± 0. 001 0. 053 ± 0. 001 0. 139 ± 0. 002b) 0. 037 ± 0. 003b)

脊髓康组 5 0. 090 ± 0. 001 0. 122 ± 0. 008 0. 050 ± 0. 006 0. 034 ± 0. 001b)

注: a) 与假手术组同时间比较，P ＜ 0. 05; b) 与模型组同时间比较，P ＜ 0. 05。

表 3 各组大鼠不同时间脊髓损伤区 ＲhoA mＲNA相对表达量比较 ( 2 －△△CT，珋x ± s)

组别 鼠数 术后 7 d 术后 14 d 术后 21 d 术后 28 d

假手术组 5 1. 017 ± 0. 206 1. 017 ± 0. 217 1. 037 ± 0. 358 1. 017 ± 0. 208
模型组 5 14. 017 ± 1. 075a) 3. 270 ± 0. 637a) 5. 663 ± 0. 343a) 2. 533 ± 0. 411a)

强的松组 5 1. 333 ± 0. 189b) 9. 667 ± 2. 677b) 0. 823 ± 0. 067b) 1. 690 ± 0. 244
脊髓康组 5 3. 073 ± 0. 486b) 0. 193 ± 0. 031b) 1. 477 ± 0. 527b) 0. 857 ± 0. 084b)

注: 与假手术组同时间比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组同时间比较，#P ＜ 0. 05

表 4 各组大鼠不同时间脊髓损伤区 ＲOCK mＲNA相对表达量比较 ( 2 －△△CT，珋x ± s)

组别 鼠数 术后 7 d 术后 14 d 术后 21 d 术后 28 d

假手术组 5 0. 997 ± 0. 038 1. 003 ± 0. 119 1. 003 ± 0. 110 1. 003 ± 0. 115
模型组 5 1. 663 ± 0. 300 2. 173 ± 0. 476a) 9. 517 ± 2. 263a) 3. 993 ± 0. 376a)

强的松组 5 0. 107 ± 0. 021b) 1. 453 ± 0. 127 3. 297 ± 1. 054b) 0. 720 ± 0. 096b)

脊髓康组 5 0. 013 ± 0. 006b) 0. 973 ± 0. 142b) 0. 560 ± 0. 035b) 1. 320 ± 0. 229b)

注: a) 与假手术组同时间比较，P ＜ 0. 05; b) 与模型组同时间比较，P ＜ 0. 05。

表 5 各组大鼠不同时间血清外泌体中 miＲ-21 相对表达量比较 ( 2 －△△CT，珋x ± s)

组别 鼠数 术后 7 d 术后 14 d 术后 21 d 术后 28 d

假手术组 5 1. 003 ± 0. 068 1. 001 ± 0. 010 1. 010 ± 0. 187 1. 003 ± 0. 121
模型组 5 0. 567 ± 0. 055a) 0. 430 ± 0. 062 0. 710 ± 0. 052 0. 030 ± 0. 001a)

强的松组 5 6. 820 ± 1. 005b) 0. 353 ± 0. 154 0. 383 ± 0. 032b) 1. 837 ± 0. 376b)

脊髓康组 5 4. 313 ± 0. 608b) 1. 003 ± 0. 225 0. 427 ± 0. 055 2. 413 ± 0. 185b)

注: a) 与假手术组同时间比较，P ＜ 0. 05; b) 与模型组同时间比较，P ＜ 0. 05。

表 6 各组大鼠不同时间血清外泌体中 miＲ-126 相对表达量比较 ( 2 －△△CT，珋x ± s)

组别 鼠数 术后 7 d 术后 14 d 术后 21 d 术后 28 d

假手术组 5 1. 030 ± 0. 277 1. 007 ± 0. 110 1. 001 ± 0. 066 1. 020 ± 0. 229
模型组 5 0. 130 ± 0. 044a) 0. 663 ± 0. 076 0. 713 ± 0. 123 0. 057 ± 0. 006a)

强的松组 5 4. 003 ± 0. 693b) 2. 160 ± 0. 320b) 0. 307 ± 0. 045 4. 003 ± 1. 210b)

脊髓康组 5 21. 970 ± 2. 217b) 9. 697 ± 2. 081b) 0. 330 ± 0. 030 4. 003 ± 0. 411b)

注: a) 与假手术组同时间比较，P ＜ 0. 05; b) 与模型组同时间比较，P ＜ 0. 05。

表 7 各组大鼠不同时间血清外泌体中 miＲ-133b相对表达量比较 ( 2 －△△CT，珋x ± s)

组别 鼠数 术后 7 d 术后 14 d 术后 21 d 术后 28 d

假手术组 5 1. 013 ± 0. 194 1. 007 ± 0. 154 1. 003 ± 0. 115 1. 007 ± 0. 169
模型组 5 0. 050 ± 0. 010a) 1. 020 ± 0. 295 3. 137 ± 0. 528a) 0. 067 ± 0. 006a)

强的松组 5 4. 417 ± 0. 336b) 0. 380 ± 0. 053b) 2. 217 ± 0. 523 1. 793 ± 0. 140b)

脊髓康组 5 4. 937 ± 0. 570b) 1. 907 ± 0. 477b) 0. 717 ± 0. 031b) 6. 453 ± 0. 715b)

注: a) 与假手术组同时间比较，P ＜ 0. 05; b) 与模型组同时间比较，P ＜ 0. 05。

表达升高 ( P ＜ 0. 05) 。与模型组同时间比较，强的
松组和脊髓康组术后 7、28 天时外泌体中 miＲ-21 表
达升高，强的松组 21 天时 miＲ-21 表达降低; 术后

7、14、28 天时强的松组和脊髓康组 miＲ-126 表达
均升高; 术后 7、28 天时强的松组和脊髓康组
miＲ-133b表达均升高，强的松组术后 14 天时 miＲ-
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133b 表达降低，脊髓康组术后 14 天时 miＲ-133b
表达升高、术后 21 天则降低 ( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

中医药治疗 SCI的研究越来越受到关注，我们
认为，SCI病机可概括为脾肾阳虚、瘀阻督脉，并
以健脾温肾、化瘀通督兼疏肝理气为治则。脊髓康
方中黄芪、茯苓、泽泻、车前子健脾利水，肉苁
蓉、淫羊藿、益智仁温补肾阳，枳实、厚朴疏肝理
气，大黄、土鳖虫、水蛭、蜈蚣、赤芍、丹参、当
归、川芎活血化瘀，共奏健脾温肾、化瘀通督之
功。有研究表明，黄芪对 SCI小鼠存在神经保护作
用［14］，黄芪多糖能减轻 SCI 后病理损害并促进运
动功能改善［15］; 在脂多糖介导的 PC-12 细胞损伤
模型中当归多糖具有抗炎作用，而且当归多糖可通

过下调 miＲNA-223 的表达阻断核因子 κB ( NF-κB)
通路来保护 PC-12 细胞［16］; 大黄素对脊髓急性损
伤后神经细胞具有保护作用，可能与激活 Nrf2-
AＲE 通路等有关［17］; 丹参酮Ⅱ A 可通过激活
PI3K /Akt通路来抑制受压脊髓组织中的细胞凋亡，
减轻脊髓压迫大鼠模型的脊髓损伤程度［18］。
外泌体是直径为 30 ～ 100 nm 的小膜囊泡，来

自多囊泡体的腔膜，并从多种类型的细胞中分泌出

来［19］。这些细胞外小泡可通过细胞之间直接转移
的 miＲNA、mＲNA、DNA 和蛋白质介导细胞间的
通讯，并不需要细胞间的直接接触而传导信

息［6，20］。外泌体中有表达共同标记的蛋白，包括
CD9、CD63、CD81、Tsg101 等，可用来鉴别外泌
体［21］。miＲNA是内源性的长度约为 22 个核苷酸的
非编码 ＲNA，可通过结合其靶 mＲNA 的 3'-非翻译
区的互补位点来调节蛋白质编码基因的表达［22］。
研究［7 － 10］表明，miＲNA 在中枢神经系统的突触活
性、轴突再生和神经修复中起重要作用，包括
miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b和 miＲ-486 等。
外泌体是一种新型的细胞间通讯工具，可作为

生物载体用于局部或全身递送 miＲNA，治疗多种
疾病，例如中风［23］、帕金森病［24］及 SCI［10］等。Hu
等［8］研究发现，miＲ-21 可减少 SCI 后神经元的凋
亡，并能促进运动功能的恢复。Lu 等［25］研究表
明，miＲ-133b通过 ＲhoA抑制 EＲK1 /2 和 PI3K /Akt
信号传导途径调节神经轴突的生长。另有研究［26］

表明，急性脊髓损伤后，ＲhoA /ＲOCK 信号通路在
神经元的死亡中起关键作用。ＲhoA 是 miＲ-133b 的
直接靶标，其可下调脊髓损伤大鼠 ＲhoA 蛋白的表

达，并对下游效应器 ＲOCK起作用，抑制胞体内信
号传递，防止生长锥塌陷，从而促进轴突再生［27］。
本研究结果显示，在术后第 28 天与模型组相

比，BBB评分和斜板试验均表明脊髓康可促进 SCI
大鼠运动功能的恢复，可抑制 SCI 大鼠损伤区
ＲhoA、ＲOCK 的表达，可促进外泌体中 miＲ-21、
miＲ-126、miＲ-133b的表达。此外，在第 7 天与模
型组相比，脊髓康组 miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b
的表达均明显增加，其中 miＲ-126 增加最为显著，
表明脊髓康在 SCI 早期促进 miＲ-21、miＲ-126、
miＲ-133b的表达，尤其是 miＲ-126，并为后期的修
复提供良好的微环境。在 7 ～ 21 天，模型组 miＲ-
21、miＲ-126 的表达量低且较为稳定，而脊髓康组
miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b的表达均呈现下降趋
势，其可能由于细胞的双向调节或其他信号通路的

干预等作用，提示此阶段为机体适应脊髓康的刺激

作用，可适当调节脊髓康的剂量浓度等来维持

miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b的表达，加速脊髓损伤
的修复。在第 28 天，脊髓康组 miＲ-21、miＲ-126、
miＲ-133b的表达出现反弹增长而且大鼠的运动功能
明显改善，ＲhoA、ＲOCK 表达减少，表明脊髓康可
促进外泌体中 miＲ-21、miＲ-126、miＲ-133b 的表达，
进而抑制 ＲhoA/ＲOCK 通路改善 SCI 大鼠的运动功
能，在 28天后具有显著差异，而且脊髓康对外泌体
中 miＲ-133b的表达具有明显促进作用。
综上所述，脊髓康可能通过调控外泌体来源的

部分 miＲNA，促进神经细胞轴突再生，修复脊髓
损伤，进而改善运动功能。然而本实验样本量较
少，应进行多样本重复实验来证明结论; 另外脊髓

康可能对多种 miＲNA 都有调控作用，应通过高通
量测序进行筛选检测多种 miＲNA 的表达，并联系
相关信号通路的作用具体分析其机制。
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Effect of Jisui Kang ( 脊髓康) on the Expression of Serum Exosomal mＲNAs in Spinal Cord Injury Model Ｒats
WU Chengjie1，2，MA Yong1，2，GUO Yang1，2，ZHOU Yuxin2，TU Pengcheng1，2，YANG Guanglu1，2，SUN
Jie1，2，PAN Yalan3

1． Affiliated Hospital of Nanjing University of Chinese Medicine，Nanjing，210029; 2． Bone Ｒepair and Ｒeconstruction New Technol-
ogy Laboratory，Nanjing University of Chinese Medicine; 3． Chronic Disease Traditional Chinese Medicine Nursing Laboratory，Nan-
jing University of Chinese Medicine
ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Jisui Kang ( JSK，脊髓康) in the treatment of spi-
nal cord injury ( SCI) ． Methods Eighty SD rats were randomly divided into sham operation group，model group，
prednisone group，and Jisui Kang group，with 20 rats in each group． Except for the sham operation group，the rats in
the other groups used the modified Allen's method to establish the acute SCI model． The spinal cord of the rats in the
sham operation group were exposed but not injured． After modeling，rats in the sham operation group and model group
were administered with 20 ml / ( kg·d) normal saline by gavage，while rats in the prednisone group and JSK group
received 60 mg / ( kg·d) prednisone solution and 25 g / ( kg·d) JSK solution by gavage，respectively． The out-
comes were assessed at the 7th，14th，21st and 28th day after operation，with five rats at each time point． The motor
function of hindlimbs determined by BBB score and oblique plate test were evaluated． After collecting the serum，the
exosomes were extracted and identified by the exosome's marker proteins ( Tsg101，CD63，CD9) ． The expression of
ＲhoA，ＲOCK protein and mＲNA in the injured area，and the expression of miＲ-21，miＲ-126，miＲ-133b mＲNA in
exosomes were detected． Ｒesults Compared with the sham operation group at the same time point，the model group
had significantly reduced angle of the oblique plate test and the BBB score at all time points，higher expression of
ＲhoA protein and mＲNA at the 7th and 28th day，higher expression of ＲOCK protein and mＲNA at the 28th day，
and lower expression of miＲ-21，miＲ-126，miＲ-133b mＲNA in exosomes at the 7th and 28th day ( P ＜ 0. 05) ． Com-
pared with the outcomes in the model group at the same time point，the angle of the oblique plate test and the BBB
score significantly increased at the 7th and 21st day in the JSK group and prednisone group; the expression of ＲhoA，
ＲOCK protein and mＲNA decreased at the 28th day; and the expression of miＲ-21，miＲ-126，and miＲ-133b mＲNA
increased in exosomes at all time points ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Conclusion JSK may promote the expression of
miＲ-21，miＲ-126，miＲ-133b mＲNA in serum exosomes of acute SCI model rats，thereby inhibiting the ＲhoA /ＲOCK
pathway，repairing spinal cord injury and improving the motor function of rats． The effect works best at 28 days．
Keywords spinal cord injury; Jisui Kang ( 脊髓康) ; motor function; exosomes; microＲNAs
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