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补阳还五汤联合骨髓间充质干细胞外泌体
治疗大鼠脊髓损伤的机制研究
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[摘要] 目的:探讨补阳还五汤联合骨髓间充质干细胞外泌体对大鼠脊髓损伤神经功能恢复作用及其

机制研究。方法:SD雄性大鼠40只随机分为正常组、模型组、补阳还五汤组(BYHWD组)、骨髓间充

质干细胞外泌体组(BMSCs-Exos组)及补阳还五汤+骨髓间充质干细胞外泌体组(BYHWD+BMSCs-
Exos组)。脊髓损伤后第7,14,28天进行BBB神经功能评分,取脊髓组织进行苏木精-伊红(HE)染色

和尼氏染色;WesternBlot法测定脊髓组织核因子E2 相关因子2(Nrf2)、血红素加氧酶-1(HO-1)、突触

素(Syn)蛋白表达;荧光染色检测活性氧(ROS)的表达量。结果:神经功能评分:与正常组比较,模型

组、BYHWD组、BMSCs-Exos组、BYHWD+BMSCs-Exos组神经功能评分均不同程度下降,脊髓损伤

后第14天和第28天BYHWD+BMSCs-Exos组神经功能评分优于BYHWD组、BMSCs-Exos组及模

型组,差异有统计学意义(P<0.05)。HE染色和尼氏染色显示:模型组大鼠神经元细胞数量减少,脊髓

损伤区域内大量空洞坏死,BYHWD组、BMSCs-Exos组及BYHWD+BMSCs-Exos组神经元数量和周

边空洞坏死有不同程度改善,BYHWD+BMSCs-Exos组改善最为明显。WesternBlot法测定 Nrf2、

HO-1、Syn蛋白表达与正常组比较,模型组Nrf2及 HO-1的蛋白表达均明显上调,差异有统计学意义

(P<0.05),Syn的蛋白表达明显下调;与模型组比较,各给药组Nrf2、HO-1及Syn的蛋白表达均明显

上调,差异有统计学意义(P<0.05);与BYHWD组和BMSCs-Exos组比较,BYHWD+BMSCs-Exos
组Nrf2、HO-1及Syn的蛋白表达均明显上调,差异有统计学意义(P<0.05)。荧光染色检测活性氧氧

化应激损伤显示:BYHWD组、BMSCs-Exos组及BYHWD+BMSCs-Exos组大鼠脊髓组织活性氧荧光

强度高于正常组,低于模型组(P<0.05),与BYHWD组和BMSCs-Exos组比较,BYHWD+BMSCs-
Exos组活性氧表达显著降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:补阳还五汤联合骨髓间充质干细胞

外泌体能改善脊髓损伤大鼠的神经功能,可能与加速激活Nrf2/HO-1信号通路上调Syn的蛋白表达、
抑制活性氧的生成有关。
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Abstract Objective:ToinvestigatetheeffectofBuyang
Huanwudecoction(BYHWD)combinedwithbonemarrow
mesenchymalstem cellexosome (BMSCs-Exos)onthe
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recoveryofneurologicalfunctionofspinalcordinjuryinratsanditsmechanism.Methods:40SDmaleratswererandomly
dividedintonormalgroup,modelgroup,BYHWDgroup,BMSCs-Exosgroup,BYHWD+BMSCs-Exosgroup.BBBneuro-
logicalfunctionscoreswereperformedat7,14,and28dafterspinalcordinjury,andspinalcordtissuesweretakenfor
Hematoxylin-eosin(HE)stainingandNisslstaining.Nrf2,HO-1,andSynproteinexpressionweredeterminedbyWestern
Blotwithfluorescencestainingforreactiveoxygenspecies(ROS).Nrf2,HO-1,andSynproteinexpressionweredeter-
minedbyWesternBlot.FluorescencestainingwasusedtodetecttheexpressionofROS.Results:Neurologicalfunction
scores:comparedwiththenormalgroup,theneurologicalfunctionscoresofthemodelgroup,BYHWDgroup,BMSCs-
Exosgroup,andBYHWD+BMSCs-Exosgroupdecreasedtodifferentdegrees,andtheneurologicalfunctionscoresofthe
BYHWD+BMSCs-ExosgroupwerebetterthanthoseoftheBYHWDgroup,theBMSCs-Exosgroup,andthemodel

groupafter14dand28daftertheoperation(P<0.05).HEstainingandNisslstainingshowedthat:thenumberofneu-
ronalcellsdecreasedinthemodelgroup,andalargenumberofcavitieswerenecroticintheareaofspinalcordinjury.The
numberofneuronsandperipheralcavitiesnecroticwereimprovedtodifferentdegreesintheBYHWDgroup,theBMSCs-
Exosgroup,theBYHWD+BMSCs-Exosgroup,andmostobviouslyintheBYHWD+BMSCs-Exosgroup.Theimprove-
mentwasmostobviousintheBYHWD+BMSCs-Exosgroup.TheproteinexpressionofNrf2,HO-1,andSynwassignifi-
cantlyup-regulatedinthemodelgroupcomparedwiththatinthenormalgroupbyWesternBlot(P<0.05),anddown-
regulatedinthemodelgroup,andsignificantlyup-regulatedineachofthedrug-deliveredgroupscomparedwiththatinthe
modelgroup(P<0.05).TheproteinexpressionofNrf2,HO-1,andSynwassignificantlyup-regulatedintheBYHWD+
BMSCs-ExosgroupcomparedwiththeBYHWDandBMSCs-Exosgroups(P<0.05).Fluorescencestainingtodetectthe
oxidativestressdamageofROSshowedthatthespinalcordtissuesofratsintheBYHWDgroup,theBMSCs-Exosgroup,

theBYHWD+BMSCs-Exosgroup,andtheBYHWD+BMSCs-Exosgroupweresignificantlydown-regulated(P<0.05).
BMSCs-Exosgroupwashigherthanthenormalgroupandlowerthanthemodelgroup(P<0.05),andtheexpressionof
ROSinBYHWD+BMSCs-ExosgroupwassignificantlylowerthanthatinBYHWDgroupandBMSCs-Exosgroup(P<
0.05).Conclusion:BuyangHuanwudecoctioncombinedwithbonemarrowmesenchymalstemcellexosomescanimprove
theneurologicalfunctionofratswithspinalcordinjury,whichmayberelatedtotheactivationofNrf2/HO-1signalling
pathwaytoup-regulatetheproteinexpressionofSynandinhibitthegenerationofROS.
Keywords: BuyangHuanwudecoction;exosomes;bonemarrow mesenchymalstemcells;spinalcordinjury;oxidative
stress

  脊髓损伤(SpinalCordInjury,SCI)作为一种严重

的神经系统创伤,往往会导致患者出现不同程度的运

动、感觉及自主神经功能障碍[1]。由于神经细胞的再

生能力较低,损伤后微环境改变等,使脊髓损伤的治疗

成为世 界 性 的 医 学 难 题[2]。补 阳 还 五 汤(Buyang
HuanwuDecoction,BYHWD)通过多靶点调控微环

境,营养供应等方面干预效果显著,为轴突再生提供物

质代谢基础[3]。另一方面,骨髓间充质干细胞外泌体

(BoneMarrowMesenchymalStemCell-derivedExo-
somes,BMSC-Exos)具有低免疫原性、高稳定性及无

致瘤风险等特性[4-5],使其成为再生医学极具前景的治

疗载体。基于此,将补阳还五汤与骨髓间充质干细胞

外泌体联合应用于脊髓损伤,能否发挥其协同增效作

用? 其机制是否与核因子E2 相关因子2/血红素加氧

酶-1(Nrf2/HO-1)信号通路、突触素(Syn)蛋白表达及

活性氧(ROS)生成有关?

1 材料和方法

1.1 实验细胞及动物

骨髓间充质干细胞(BMSCs)购自长沙维赞生物

科技有限公司(货号为RASMX-01001),检测报告显

示:CD34阳性率为0.95%,CD45阳性率为0.35%,

CD44阳性率为95.81%,CD90阳性率为98.52%,符
合实验要求。

SD大鼠:本研究用8周龄无特定病原体(SPF)级
雄性SD大鼠40只,体重为(220±20)g,由湖南斯莱

克景达实验动物有限公司提供(许可证号为SYXK
(湘)2021-0002)。相关动物实验在湖南中医药大学第

一附属医院动物实验中心实施,并获伦理委员会批准

(审批号为ZYFY20221111-44),符合规范要求。

1.2 实验药物

补阳还五汤参考《中华人民共和国药典》规定的剂

量标准,选取临床常用量称取药材,药物组成如下:生
黄芪60g,当归尾10g,赤芍10g,地龙10g,川芎

10g,红花10g,桃仁10g。所用中药由湖南中医药大

学第一附属医院中药房提供,按照既定配比准确称量

各味药材,采用水提法制备。首次提取加入10倍量蒸

馏水,持续加热回流2h;二次提取加入8倍量蒸馏水,
回流时间控制在1.5h。合并两次提取液,经过滤处

理后浓缩至含生药2g/mL的有效浓度。制备完成的
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药液置于4℃下冷藏保存,临用前以蒸馏水稀释至所

需浓度。

1.3 主要试剂

DMEM/F12(1∶1)培养基、磷酸盐缓冲液(PBS)、
胎牛血清、青链霉素、胰蛋白酶购自长沙优加生物科技

有限公司;细胞上清外泌体提取试剂盒T20和牛血清

白蛋白(BSA)购自长沙维赞生物科技有限公司;RIPA
裂解液、HO-1、Nrf2、Syn抗体购自长沙皮诺飞生物科

技公司。

1.4 主要仪器

脱水机(武汉俊杰电子有限公司,JT-12S),病理切

片机(LEICA,RM2016),包埋机(武汉俊杰电子有限

公司,JB-L5),冻台(武汉俊杰电子有限公司,JB-L5),
组织摊片机(浙江省金华市科迪仪器设备有限公司,

KD-P),正置光学显微镜(日本尼康,NikonEclipse
E100),高速组织研磨仪(Jingxin,JXFSTPRP-48),高
速离 心 机(科 析 仪 器,TGL-16),台 式 冷 冻 离 心 机

(SCILOGEX,CF1524R)。

1.5方法

1.5.1 骨髓间充质干细胞培养及传代 从-80℃冰

箱取出骨髓间充质干细胞,立即置于37℃水浴锅快速

晃动解冻。用移液器将细胞悬液转移至15mL离心

管内,加入预温至37℃的培养基适量,轻柔混匀后,以

250g的相对离心力离心分离5min;随后小心移除上

清液,加入1mL完全培养基,吹打混匀,按(2.5~
4.0)×104/mL的细胞密度进行传代培养;细胞复苏

24h后进行首次培养基更换,随后维持每48h更换1
次。通过倒置显微镜监测细胞增殖,当培养皿中细胞

融合率达80%~90%时进行传代;弃培养基,用2mL
磷酸盐缓冲液洗涤细胞,加1mL0.25%胰酶消化,镜
下见细胞变圆即加培养基终止消化,滴管吹打使细胞

脱落。收集培养液离心(250g,5min),弃上清,加

1mL新鲜增殖培养基吹打混匀,按(2.5~4.0)×104/

mL密度传代。

1.5.2 骨髓间充质干细胞外泌体分离 当第3代骨

髓间充质干细胞生长至80%融合度时,移除原有培养

基,更换为添加双抗(青霉素-链霉素)及10%无外泌

体胎 牛 血 清 的 低 糖 达 尔 伯 克 改 良 伊 格 尔 培 养 基

(DMEM)培养液进行后续培养,对生长状态异常的细

胞培养皿予以整体废弃;更换新鲜培养基后继续培养

48h,随后收集培养上清用于后续实验,将收集的样品

转移至离心管,在4℃下以3000g 离心10min以去

除细胞碎片。向上清液中加入外泌体分离试剂,充分

振荡1min后,置于4℃下静置2h。随后在4℃环下

以10000g离心60min,弃上清,沉淀物用200μL磷

酸盐缓 冲 液 重 悬,最 后 在4 ℃下 以12000g 离 心

2min,所得上清即为外泌体悬液,取适量样品进行二

辛可宁酸(BCA)法蛋白定量检测,根据测定结果调整

外泌体悬液浓度至200μL/mL。将制备好的骨髓间

充质干细胞来源外泌体分装后,置于-80℃超低温冰

箱中长期保存,供后续实验使用。

1.5.3 骨髓间充质干细胞外泌体鉴定 采用透射电

子显微镜观察外泌体的形态;采用纳米颗粒追踪分析

检测外泌体的粒径分布和浓度;WesternBlot法检测

外泌体标志蛋白CD63、CD9、TSG101及Calnexin的

表达。

1.5.4 大鼠分组及给药方式 40只大鼠随机分为5
组,每组8只:正常组灌胃等体积蒸馏水溶液;模型组

灌胃等体积蒸馏水溶液,尾部注射等体积的磷酸盐缓

冲液;BYHWD组灌胃补阳还五汤,剂量为生药12.5
g/kg,按照体表面积药物剂量换算公式计算,相当于

70kg成人剂量的2倍;BMSCs-Exos组灌胃等体积的

蒸馏水,尾部注射骨髓间充质干细胞外泌体质量浓度为

200μg/mL,治疗剂量为200μL外泌体溶液;BYHWD+
BMSCs-Exos组灌胃补阳还五汤溶液,按生药12.5g/

kg剂量,尾部注射治疗剂量为200μL骨髓间充质干

细胞外泌体。各给药干预组从第2天开始灌胃补阳还

五汤溶液28d,1次/d,尾部静脉注射骨髓间充质干细

胞外泌体3d,1次/d,常规饲养至处死;正常组按上述

方法给药干预28d后检测。

1.5.5 模型制备 实验动物经过7d适应性饲养后

进入正式实验阶段。采用改良Allen􀆳s重物坠落法[6]

制作脊髓损伤模型,造成大鼠脊髓重度损伤致完全性

截瘫。实验大鼠经腹腔注射50mg/kg戊巴比妥钠麻

醉后,俯卧位固定。以T10椎体为中心作3cm背部正

中切口,充分显露T10节段脊髓。将直径3mm圆形垫

片置于脊髓表面,采用10g重物从12.5cm高度自由

坠落撞击垫片,建立T10节段脊髓冲击伤模型,随后逐

层缝合切口。模型成功判定标准:撞击瞬间观察到大

鼠躯体明显抖动,后肢快速回缩并伴有弹动反应,尾部

呈现短暂翘起后迅速下垂。局部脊髓组织可见明显瘀

血,术后大鼠后肢运动功能完全丧失[7];将大鼠置于保

温垫上直至苏醒。

1.5.6 术后护理 术后每日实施2次人工辅助排尿,
并用75%酒精进行局部消毒,持续至大鼠自主排尿功

能恢复。同时,每48h更换1次饲养垫料,维持笼内

环境清洁干燥。

1.6 实验指标测定

1.6.1 后肢运动功能评估 在脊髓损伤后第7,14,

28天,采用BBB评分量表评估各组大鼠后肢运动功

能恢复情况。由两名经过培训且不了解分组情况的观

察者,在标准观察平台上对大鼠进行5min的行为学
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观察,重点评估后肢各关节活动度、躯干运动能力及协

调性。最终取两位观察者评分的平均值作为该时间点

的BBB评分结果。

1.6.2 苏木精-伊红(HE)染色组织学观察 从烤箱

染色架取出烤好的石蜡切片,先放入二甲苯Ⅰ浸泡

20min,再移入二甲苯Ⅱ浸泡同样时间。待石蜡完全

溶解,依次将切片转入无水乙醇Ⅰ、Ⅱ各浸泡5min,
用无水乙醇快速刷洗20s后,置于水盆中用自来水冲

净乙醇残留。
接着把切片浸入染色缸的 HE染液1中染色3~

5min,取出后水洗至无色。随后,将切片先后浸入

HE染色液2和3中,分别染色3~5s,并立即流水冲

洗。完成染色步骤后,按顺序将切片放入85%乙醇、

95%乙醇、HE染色液4、3次无水乙醇、正丁醇,以及2
次二甲苯中进行梯度处理,每个环节保持3~5min。
最后将染色完毕的切片放在通风处晾干,用中性树胶

封片,借助光学显微镜观察并记录损伤区域神经元形

态变化、空洞形成状况和炎症细胞浸润分布特点。

1.6.3 尼氏(Nissl)染色组织学观察 将烤箱中烤好

的石蜡切片样本放入二甲苯Ⅰ、Ⅱ各浸泡20min脱

蜡,无水乙醇Ⅰ、Ⅱ各5min脱水,刷洗后流水洗净。
切片入HE染液1中染色3~5min,水洗至无色,依次

浸入HE染液2和3中各3~5s,立即水洗。随后依

次经85%乙醇、95%乙醇,HE染液4,3次无水乙醇,
正丁醇,二甲苯Ⅰ、Ⅱ梯度处理,各3~5min。染色完

成后通风干燥,用中性树胶封片,在光学显微镜下观察

损伤区域神经元形态、空洞形成及炎症细胞浸润情况。

1.6.4 WesternBlot法测定脊髓组织Nrf2、HO-1及

Syn蛋白表达 准确称取组织剪碎入离心管,加预冷

含蛋白酶抑制剂的裂解缓冲液。低速匀浆(30s/次,
冰浴1min)至完全裂解,超声破碎后4℃下15000g
离心10min。上清液与5倍上样缓冲液混合,沸水浴

5min变性,经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-
PAGE)电泳后转膜至聚偏氟乙烯(PVDF)。5%脱脂

奶粉 室 温 封 闭 1h,加 Nrf2(1∶2000)、HO-1
(1∶6000)、Syn(1∶50000)一抗4 ℃下孵育过夜。

TBST洗3次(10min/次),加1∶15000二抗室温孵育

1h后再洗3次。ECL化学发光检测(每组重复3次),
滴加新鲜ECL显色液后优化曝光,完成显影定影。

1.6.5 荧光染色检测活性氧氧化应激损伤 冰冻切

片需先进行复温处理,用组化笔在组织周边画圈,添加

自发荧光淬灭剂后,用流水冲洗10min。接着在画圈

内滴加活性氧染液,放入避光恒温箱中于37℃下孵育

30min。随后将玻片洗涤3次,加入DAPI染液,在避

光环境下室温孵育10min。最后采集图像,并对活性

氧荧光强度进行分析。

1.7 统计学方法

采用SPSS27.0统计软件进行分析。组间多重比

较采用单因素方差分析,并进行LSD多重比较,同时

进行方差齐性检验。数据以x±s形式表示,检验水准

α=0.05。P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 骨髓间充质干细胞形态观察

第三代骨髓间充质干细胞呈现典型的纺锤状形

态,细胞生长状态良好,具有典型的骨髓间充质干细胞

形态学特征。细胞排列规则,胞体饱满,折光性良好,
显示出理想的增殖状态,见图1。

图1 骨髓间充质干细胞形态观察(×100)

2.2 骨髓间充质干细胞外泌体鉴定

骨髓间充质干细胞外泌体颗粒平均粒径约为

100nm,颗粒物浓度为6.0×106 个/mL,透射电镜观

察显示外泌体呈现典型的双凹圆盘状结构。Western
Blot法检测结果表明,与对照组相比,给药干预组外泌

体标志物CD63、CD9和TSG-101的表达水平显著上

调,见图2。透射电镜观察显示,骨髓间充质干细胞外

泌体形态为圆形、椭圆形或茶托状,具备完整囊泡结

构,内部含低电子密度物质。WesternBlot法检测到

特征性标志蛋白CD63、CD9及 TSG-101阳性表达。
上述结果提示所提取外泌体符合鉴定要求,具备开展

后续实验的条件。

2.3 大鼠后肢运动功能评分

脊髓损伤后各组大鼠不同时间点脊髓功能评分见

表1。各组大鼠不同时间点脊髓功能评价经单因素方

差分析比较,结果显示第7,14,28天时B组、C组、D
组、E组BBB评分均明显低于A组,差异有统计学意

义(P<0.05);第7天时B组BBB评分明显低于E
组,差异有统计学意义(P<0.05);第14天和第28天

时B组、C组、D组BBB评分均明显低于E组,差异有

统计学意义(P<0.05),见表1及图3。

2.4 HE染色结果

  脊髓损伤后第28天,正常组神经元形态正常,脊
髓中央灰质区域内见大量神经元细胞,无明显空洞及
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图2 骨髓间充质干细胞外泌体鉴定

表1 各组大鼠不同时间点脊髓功能评价

BBB评分(n=8,x±s,分)

组别 第7天  第14天 第28天 
A 21.00±0.00 21.00±0.00 21.00±0.00

B 2.63±1.061)2) 3.50±0.931)2) 3.88±0.831)2)

C 7.13±0.841) 7.63±1.061)2) 7.88±1.131)2)

D 7.50±0.931) 8.38±1.851)2) 8.50±1.311)2)

E 7.75±1.041) 10.13±1.131) 10.38±1.601)

注:A 组 正 常 组;B组 模 型 组;C组 BYHWD 组;D 组

BMSCs-Exos组;E 组 BYHWD+BMSCs-Exos组 (下 同)。

1)与A组相比,P<0.05;2)与E组相比,P<0.05。

图3 各组大鼠不同时间点BBB评分

瘢痕组织生成;模型组神经元数量少于正常组,同时周

围大量空洞;BYHWD组及BMSCs-Exos组神经元数

量和坏死区域较模型组有所改善,BYHWD+BMSCs-
Exos组神经元结构较为完整,损伤恢复良好,胶质空

洞坏死区域较少,见图4。也即:正常组和BYHWD+
BMSCs-Exos组神经元结构较为完整,脊髓空洞较少,
模型组神经损伤较为严重,胶质区域内大量空洞,无存

活神经元;BYHWD组和BMSCs-Exos组脊髓空洞介

于模型组和联合治疗组之间,神经元结构明显优于

BYHWD组和BMSCs-Exos组。

2.5 尼氏染色结果

脊髓损伤后第28天,正常组有大量正常神经元

分布,而模型组神经损伤较为严重,观察区域内神经

元分布最少,BYHWD+BMSCs-Exos组神经元分布

优于BYHWD组和BMSCs-Exos组,见图5。也即:正
常组神经元细胞完整且数量较多,而模型组视野区

域内 有 大 量 空 洞,神 经 元 分 布 较 少,BYHWD+
BMSCs-Exos组神经元细胞数量优于BYHWD组和

BMSCs-Exos组。

图4 各组大鼠脊髓损伤后第28天脊髓组织 HE染色(×100)

图5 各组大鼠脊髓损伤后第28天脊髓组织尼氏染色(×100)

2.6 WesternBlot法测定脊髓组织Nrf2、HO-1、Syn
蛋白表达结果

脊髓损伤后第28天与正常组比较,模型组 Nrf2
及HO-1蛋白表达均明显上调,Syn蛋白表达明显下

调,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,各
给药干预组中Nrf2、HO-1、Syn蛋白表达均明显上调,
差异有 统 计 学 意 义(P<0.05);与 BYHWD 组 和

BMSCs-Exos组 比 较,BYHWD+BMSCs-Exos 组
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Nrf2、HO-1、Syn蛋白表达均明显上调,差异有统计学 意义(P<0.05),见图6。

图6 各组大鼠脊髓损伤后第28天脊髓组织Nrf2、HO-1、Syn蛋白相对表达

2.7 荧光染色脊髓组织活性氧表达结果

脊髓损伤后第28天,BYHWD组、BMSCs-Exos
组和BYHWD+BMSCs-Exos组大鼠脊髓组织活性氧

(ROS)荧光强度高于正常组,低于模型组,差异有统计

学意义(P<0.05);与BYHWD组和BMSCs-Exos组

比较,BYHWD+BMSCs-Exos组活性氧表达显著降

低,差异有统计学意义(P<0.05),见图7。

3 讨论

图7 各组大鼠脊髓损伤后第28天脊髓组织活性氧表达比较(1)P<0.0002)

  脊髓损伤作为一类严重的神经系统创伤性疾病,
往往伴随复杂的病理生理改变,主要包括原发性脊髓

损伤与继发性脊髓损伤两个阶段,而继发性脊髓损伤

对脊髓损伤的最终转归起决定性作用[8]。继发性脊髓

损伤属于多种因素相互作用介导的主动进程[9]。脊髓

损伤发生后引发的一系列细胞、分子层面的生化级联

反应,主要涉及脊髓缺血性损伤、内环境稳态失衡及神

经细胞凋亡坏死这三大关键病理过程[10]。首先,广泛

的小血管损伤会引发脊髓周围组织产生缺血、血栓形

成、缺氧及营养匮乏等病理改变[11];其次,在损伤过程

中活性氧(ROS)大量生成,继而引发氧化应激与炎症

级联反应,致使细胞代谢功能紊乱,超氧阴离子(O2-)、

过氧化氢(H2O2)及羟基产物(-OH)等活性氧代谢产

物出现过量蓄积[12]。
作为Cap'n'Collar(CNC)转录因子家族的重要成

员,核因子E2 相关因子2(Nrf2)属于碱性亮氨酸拉链

类转录因子[13]。在生理稳态条件下,该转录因子通过

与细胞质中的 Keap1(Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白

1)形成复合物,以非活性状态存在于胞质中;这种相互

作用机制维持了 Nrf2在正常生理状态下的活性调

控[14]。在氧化应激或亲电性物质等外界刺激作用下,

Keap1分子中的半胱氨酸残基会发生化学修饰,这种

修饰显著降低了其与Nrf2的亲和力,促使Nrf2从复

合物中释放并快速转移至细胞核内[15]。进入细胞核

后,Nrf2会与sMaf(小 Maf蛋白)结合形成异源二聚

体复合物[16],这种复合物能够特异性识别并结合基因

6 ChineseJTradMedTraum&Orthop,Nov.2025,Vol.33,No.11



组中的抗氧化反应元件,从而激活下游多种抗氧化酶

和解毒酶相关基因的转录过程[15]。
作为Nrf2信号通路的关键效应分子,血红素加氧

酶-1(HO-1)在细胞防御机制中起重要作用[6]。在代

谢过程中,胆绿素会在胆绿素还原酶的催化下发生转

化,生成具有显著抗氧化活性的胆红素;这种代谢产物

能够中和细胞内过量的活性氧,从而降低氧化应激对

细胞造成的损伤[17]。吴兵等[18]研究发现,激活 Nrf2
与HO-1的表达,可明显减轻脊髓组织氧化损伤,减少

脊髓神经元凋亡,提升大鼠的神经运动功能。陶经纬

等[16]研究表明,模型组大鼠脊髓组织 Nrf2及 HO-1
蛋白表达显著高于假手术组,川芎嗪能够通过 Nrf2/

HO-1信号通路调控抗氧化作用,发挥神经保护作用。
本研究中模型组大鼠Nrf2及 HO-1的蛋白表达较正

常组升高,各给药干预组的蛋白表达均明显上调,且结

合活性氧的表达下降,其中联合治疗组尤为明显,这表

明联合治疗组能够促进 Nrf2/HO-1通路的抗氧化作

用,从而治疗大鼠脊髓损伤。
突触核蛋白(Syn)属于小分子可溶性无序的细胞

内蛋白,在生理状态下中枢神经系统中突触核蛋白呈

广泛表达[19],其主要参与突触囊泡转运、神经递质合

成与释放、细胞膜稳态维持等生理过程[20]。有研究发

现在脊髓横断损伤模型中,体外给予突触核蛋白干预

后,可通过调控凋亡相关基因及神经营养因子(NT),
改善损伤后的运动及感觉功能[21]。另有研究发现脊

髓损伤后突触核蛋白在脊髓前角与后角均有表达,且
其基因与蛋白水平呈下调趋势,提示突触核蛋白可能

参与神经元及神经胶质细胞存活与凋亡的调控,进而

影响大鼠脊髓损伤后感觉与运动功能的恢复进程[22]。
这与本研究的结果相似,在本研究中脊髓损伤大鼠给

予治疗后,脊髓组织突触核蛋白明显上调,并且大鼠的

运动功能得到改善。
由于中医疗法的特色优势,中药干预脊髓损伤的

作用机制已成为当前研究的热点领域。历代医家主要

采用益气活血、扶正固本、通络祛瘀等治疗原则,其中

以益气活血化瘀类中药的应用最为广泛[23]。这类药

物通过多靶点、多途径的作用机制,在促进神经功能恢

复方面展现出独特优势。清代著名医家王清任所著

《医林改错》云“半身不遂,亏损元气,是其本源”,“元气

既虚,必不能达于血管,血管无气,必停留而瘀”,针对

“气虚血瘀”这一病机特点,清代医家王清任提出了“益
气活血”的治疗原则,并据此创制了经典名方补阳还五

汤。该方充分体现了“气为血之帅,血为气之母”的中

医理论精髓,通过补气与活血的双重作用,达到标本兼

治的效果,逐渐成为临床治疗中枢神经系统损伤的经

典方[24-26],广泛应用于中风后遗症、截瘫等神经系统损

伤疾病[27]。许卢春等[28]研究发现,补阳还五汤可以通

过GPX4/ACSL4轴抑制铁死亡,减少神经元和髓鞘

继发性损伤和氧化应激反应,最终促进神经功能的恢

复。郭德华等[29]研究发现,补阳还五汤可促进脊髓损

伤大鼠脊髓星形胶质细胞增殖,抑制胶质瘢痕的形成,
促进大鼠脊髓损伤后运动功能恢复。

外泌体(Exosomes,Exos)内含丰富的生物活性成

分,包 括 功 能 性 蛋 白 质、脂 质 分 子、核 酸 物 质 以 及

microRNA等多种非编码RNA[30]。这些成分能够精

确调控靶细胞基因表达谱和生理活动,影响细胞的迁

移、增殖和分化等关键生物学过程,尤其在炎症调控和

神经再生等领域展现出显著的治疗潜力[31],为脊髓损

伤后的神经功能重建提供了新的思路。在干细胞的选

择上,骨髓间充质干细胞因其不仅获取途径相对简便,
还可实现自体移植,避免了社会伦理、免疫排斥反应等

优点,成为脊髓损伤细胞治疗的理想种子细胞[32]。而

相较于骨髓间充质干细胞本身,由于其纳米级的微小

尺寸,外泌体能够更有效地穿越血脑屏障和血脊髓屏

障,这一特性大大提高了其对中枢神经系统疾病的治

疗潜力[31]。已有研究证实骨髓间充质干细胞通过靶

向递送生物活性成分,在脊髓损伤修复中实现多维度

调控[33]。因此,理论上用补阳还五汤联合骨髓间充质

干细胞外泌体治疗大鼠脊髓损伤有望发挥协同效应。
综上所述,本试验围绕补阳还五汤与骨髓间充质

干细胞外泌体联合治疗脊髓损伤展开研究,HE染色

及尼氏染色结果从形态学角度直观证实,联合治疗组

展现出卓越的神经保护效能,能够减少损伤区域空洞

形成,突破阻碍神经元及轴突再生的生理屏障。在分

子层面,联合治疗显著上调 Nrf2、HO-1、突触核蛋白

表达水平,同时伴随活性氧表达量显著降低。基于上

述实验数据,推测该联合疗法的作用机制可能为:加速

激活 Nrf2/HO-1信号通路,进而上调突触核蛋白表

达,同时抑制活性氧生成,减轻氧化应激对神经细胞造

成的损伤,从而改善大鼠神经功能。
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