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摘 　 要 　 目的 　 探讨低剂量超短波治疗对大鼠脊髓损伤后转化生长因子 - β1( transforming growth factor - β1,TGF - β1)、缺
氧诱导因子 1 - α(hypoxia inducible factors 1 - α,HIF - 1α)和 Nogo - NgR 通路相关基因及蛋白表达的影响。 方法 　 将 30 只雄性

SD 大鼠随机分为对照组、模型组、超短波(ultrashort wave,USW)组,每组 10 只。 对照组仅暴露脊髓,模型组、USW 组采用改良 Al-
len 法建立脊髓损伤模型,USW 组在造模 24h 后每日给予低剂量超短波干预,持续 4 周。 采用运动评分量表( Basso - Beattie -
Bresnahan,BBB)和斜板评分评价大鼠的后肢运动功能情况,利用 Real - time PCR 及 Western blot 法检测脊髓组织中 TGF - β1、
HIF - 1α、Nogo - A、NgR mRNA 及蛋白表达水平。 结果 　 与对照组比较,模型组大鼠 BBB 评分与斜板评分显著降低(P < 0. 05),
TGF - β1、HIF - 1α、Nogo - A、NgR mRNA 及蛋白表达显著降低(P < 0. 05);与模型组比较,USW 组大鼠 BBB 评分与斜板评分显

著升高(P < 0. 05),TGF - β1、HIF - 1α、Nogo - A、NgR mRNA 及蛋白表达显著升高(P < 0. 05)。 结论 　 脊髓损伤后进行超短波治

疗可以降低 TGF - β1、HIF - 1α、Nogo - A 和 NgR 的基因和蛋白的表达,促进大鼠神经功能恢复。
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Effect of Low - dose Ultrashort Wave Treatment on TGF - β1, HIF - 1α and Nogo - NgR Pathway after Spinal Cord Injury in Rats. 　 LI
Pengcheng, ZHAO Wei, ZHANG Yang, et al. Department of Orthopedics, Central Hospital Affiliated of Shenyang Medical College, Liaon-
ing 110024, China

Abstract　 Objective　 To investigate the effect of low - dose ultrashort wave treatment on the expression of genes and proteins relat-
ed to TGF - β1, HIF - 1α and Nogo - NgR pathway after spinal cord injury in rats. Methods　 Thirty male SD rats were randomly divided
into control group, model group, and USW group, with 10 rats in each group. The model group and the USW group used the modified Al-
len method to establish the spinal cord injury model, and the control group only exposed the spinal cord. The USW group was given daily
low - dose ultrashort wave intervention 24hours after the model was established for 4 weeks. The BBB score and the oblique plate score
were used to evaluate the motor function of the rat′s hind limbs. The TGF - β1, HIF - 1α, Nogo - A, NgR mRNA and protein expression
levels in the spinal cord tissue was detected by Real - time PCR and Western Blot, respectively. Results 　 Compared with the control
group, the BBB score and oblique plate score of the model group were significantly decreased (P < 0. 05), and the mRNA and protein ex-
pressions of TGF - β1, HIF - 1α, Nogo - A, and NgR were significantly decreased (P < 0. 05) . Compared with the model group, the
BBB score and oblique plate score of the USW group were significantly increased (P < 0. 05), and the mRNA and protein expressions of
TGF - β1, HIF - 1α, Nogo - A, and NgR were significantly increased (P < 0. 05) . Conclusion　 Low - dose ultrashort wave therapy af-
ter spinal cord injury can promote the recovery of rat nerve function by reducing the expression of TGF - β1, HIF - 1α, Nogo - A and
NgR genes and proteins.

Key words　 Ultrashort wave; Spinal cord injury; Transforming growth factor - β1;Hypoxia inducible factor - 1α;Nogo - NgR pathway

　 　 脊髓损伤( spinal cord injury, SCI)是世界上最严

重的神经系统疾病之一,通常会导致严重的长期残

疾,给社会带来了沉重的经济负担 [1] 。 据世界卫生

组织(WHO)估计,全球每年有超过 25 万人患有脊髓

损伤,且发生率仍在上升 [2] 。 SCI 患者功能恢复的常

规干预措施包括药物和手术等康复方法,但治疗效果

仍然不尽如人意 [3] 。 目前,许多物理方法也通过维

持微环境的稳定性来加速神经再生的速度和质量。
超短波( ultrashort wave,USW) 通过刺激神经血管的

形成和神经滋养来改善血液循环、抑制炎症状态、减
轻肿胀、为轴突生长和施万细胞增殖提供氧气和营

养,以及增强组织代谢和神经系统功能 [4] 。 本研究
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评估低剂量 USW 对 SCI 的治疗效果,以及转化生长

因子 - β1( transforming growth factor - β1,TGF - β1)、
缺氧诱导因子 1 - α( hypoxia inducible factors 1 - α,
HIF - 1α)和 Nogo - NgR 通路相关基因及蛋白表达的

影响,为临床治疗 SCI 提供理论依据。
材料与方法

1. 实验动物:雄性 SD 大鼠 30 只,体质量 200 ~
220g,购自辽宁长生生物技术有限公司,许可证号:
SCXK(辽)2015 - 0001。 饲养环境:12h 昼夜交替、温
度 22 ~ 25℃ 、湿度 45% ~ 50% ,环境清洁,通风良好,
自由摄食、饮水。 本研究通过沈阳医学院实验动物伦

理学委员会审批 [伦理审批号:研伦审第 (2020) 47
号],实验期间各项操作符合《实验动物管理条例》。

2. 试剂与仪器:TGF - β1 抗体 ( sc - 130348) 购

自美国 Santa Cruz 公司;HIF - 1α 抗体 ( sc - 13515)
购自美国 Santa Cruz 公司;Nogo - A 抗体(13401S)购

自美 国 Cell Signaling Technology 公 司; NgR 抗 体

( ab172653 ) 购 自 英 国 Abcam 公 司; GAPDH 抗 体

(AF0003)、鼠单克隆抗体 ( AG019) 购自中国 Beyu-
time 公司;蛋白提取试剂盒、总 RNA 提 取 试 剂 盒

(DP419)购自中国 TIANGEN 公司;SYBR Premix Ex
Taq 试剂盒(DRR420A)购自大连 TAKARA 公司;USW
装置[使用频率 40. 68MHz,最大输出功率 40W,电流

强度 60mA 左右(DL - CII,编号 BB1404069)]购自汕

头市医疗器械厂。
3. 大鼠 SCI 模型建立及 USW 干预:30 只大鼠

随机分成对照组、模型组和 USW 组,每组 10 只。
1% 戊巴比妥钠 50mg / kg 腹腔注射麻醉大鼠,俯卧

固定,备皮消毒,确定 T10 棘突位置,分离皮下组织

和两侧肌肉,暴露 T9 ~ T11 棘突。 用咬骨钳分离 T10

棘突,暴露脊髓 T9 ~ T11 平面(面积约 4mm × 6mm) ,
对照组 仅 进 行 椎 板 咬 除,脊 髓 无 损 伤,模 型 组 和

USW 组采用改良的 Allen 撞击装置,5g 打击棒从

5cm 高度自由落体下落并对脊髓进行撞击。 模型组

不做任何治疗;USW 组在损伤 24h 后,将大鼠置于

固定器中,将一对直径为 4cm 的圆盘电极放置在大

鼠脊髓伤口的两侧,距离皮肤 2cm,每天接受 7min
的 USW 治疗,直至第 4 周末处死。 末次 USW 治疗

后,麻醉处死,获取 2cm 受损脊髓组织,一部分组织

经磷酸盐缓冲液( PBS)洗涤后,置于 - 80℃ 保存。
4. 行为学评分:在实验造模后的 1 周、2 周、3 周、

4 周,所有大鼠的神经运动功能由两名未参与本研究

的技术人员使用运动评分量表 ( Basso - Beattie -
Bresnahan,BBB)进行检查,观察时间为 3 分钟 / 只。
BBB 评分量表的范围为 0 ~ 21 分,根据四肢运动的协

调性、爪子的放置和尾部平衡等参数来判断。 其中 0
分表示没有可观察到的后肢功能,21 分表示正常步

态和功能齐全的后肢。 同时进行斜板试验:将大鼠身

体轴线和斜板纵轴垂直后逐渐增大斜板坡度,当大鼠

刚好能够在斜板上停留 5s,记录此时坡度作为其肢

体功能评分。
5. 实时定量 PCR 检测:取各组大鼠冰冻脊髓组

织,并根据试剂盒说明书提取总 RNA。 使用 5 × First
Strand cDNA Synthesis Master Mix 试剂盒合成第一链

cDNA。 最后应用 Power SYBR Green PCR Master Mix
试剂盒进行实时定量 PCR。 扩 增 条 件 如 下: 95℃
10min,95℃ 15s, 60℃ 60s, 40 个 循 环, 72℃ 4min。
3 - 磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)作为内参,2 - ΔΔCt 法

对基因表达进行定量分析。 所用 PCR 引物由宝生物

工程(大连)有限公司合成,具体序列详见表 1。

表 1　 实时定量 PCR 的寡核苷酸引物列表

引物名称 上游引物(5′→3′) 下游引物(5′→3′)
TGF - β1 CAATTCCTGGCGTTACCTTG AAAGCCCTGTATTCCGTCTC
HIF - 1α CTCCCTTTTTCAAGCAGCAG CAGGTGTTTCTTGGGTAGGC
Nogo - A GACAGAAATGGGCAGCATAGT CAGAGACAGCAGCAGGAATAA

NgR CAGCTCTGCAGTACCTCTAC CTCTAAGTCACTGGTAGCCAG
GAPDH CTGAGCACTCTCCCTCACAATTC GTGCAGCGAATCTTATTGATGGT

　 　 6. Western blot 法检测:切碎脊髓组织,添加 RI-
PA 蛋白裂解液提取总蛋白,BCA 试剂盒检测蛋白含

量后采用 10% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电

泳(SDS - PAGE) 分离的等量蛋白质,转移到 PVDF
膜上,含 5% 脱脂奶粉的 Tris 缓冲盐水中的封闭,分

别加入稀释后的一抗(TGF - β1、HIF - 1α、Nogo - A、
NgR、GAPDH)4℃ 孵育过夜,洗膜后添加稀释后的二

抗于室温下孵育 1h,洗膜后采用电化学发光显影,并
在凝胶成像仪获取图像。

7. 统计学方法:采用 SPSS 20. 0 统计学软件对数
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据进行统计分析,符合正态分布的计量资料以均数 ±
标准差( x ± s)表示,组间均值比较使用单因素方差分

析,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. 小剂量 USW 治疗对大鼠 BBB 评分影响:对照

组大鼠各时间点的 BBB 评分均在 20 分以上,表示基

本无后肢运动障碍。 与对照组比较,模型组各时间点

的 BBB 评分降低(P < 0. 05);与模型组比较,USW 组

各时间点的 BBB 评分升高(P < 0. 05),但低于对照

组(P < 0. 05,表 2)。

表 2　 各组大鼠 BBB 评分比较( x ± s,分)

组别 n 1 周 2 周 3 周 4 周

对照组 10 20. 30 ± 0. 82 20. 50 ± 0. 71 20. 50 ± 0. 85 20. 90 ± 0. 32
模型组 10 1. 60 ± 0. 84 ∗ 3. 60 ± 1. 26 ∗ 6. 10 ± 1. 59 ∗ 9. 60 ± 1. 71 ∗

USW 组 10 3. 10 ± 1. 37 ∗# 5. 00 ± 1. 63∗# 8. 50 ± 1. 78 ∗# 12. 80 ± 1. 99 ∗#

　 　 与对照组比较, ∗ P < 0. 05;与模型组比较, #P < 0. 05

　 　 2. 小剂量 USW 治疗对大鼠斜板评分影响:对照

组大鼠各时间点的斜板评分均在 65 分以上。 与对照

组比较,模型组大鼠各时间点的斜板评分降低(P <

0. 05);与模型组比较,各时间点 USW 组大鼠斜板评

分升高(P < 0. 05),但低于对照组(P < 0. 05,表 3)。

表 3　 各组大鼠斜板评分比较( x ± s,分)

组别 n 1 周 2 周 3 周 4 周

对照组 10 65. 40 ± 2. 12 65. 60 ± 1. 84 66. 20 ± 1. 14 66. 00 ± 1. 88
模型组 10 32. 20 ± 1. 99∗ 34. 80 ± 1. 68∗ 38. 20 ± 1. 75∗ 40. 80 ± 2. 35∗

USW 组 10 35. 00 ± 2. 16∗# 39. 40 ± 2. 67∗# 43. 80 ± 3. 33∗# 48. 80 ± 3. 91∗#

　 　 与对照组比较, ∗ P < 0. 05;与模型组比较, #P < 0. 05

　 　 3. 小剂量 USW 治疗对大鼠 TGF - β1、HIF - 1α
的影响:对照组 TGF - β1 和 HIF - 1α mRNA 低水平

表达。 与对照组比较,模型组 TGF - β1 和 HIF - 1α
mRNA 表达较对照组升高(P < 0. 05);USW 组 TGF -
β1 和 HIF - 1α mRNA 较模型组降低(P < 0. 05),但
高于对照组(P < 0. 05)。 TGF - β1 和 HIF - 1α 蛋白

表达与 mRNA 结果一致,详见图 1。

4. 小剂量 USW 治疗对大鼠 Nogo - NgR 通路的

影响:对照组 Nogo - A 和 NgR mRNA 低水平表达。
模型组 Nogo - A 和 NgR mRNA 表达较对照组升高

(P < 0. 05);USW 组 Nogo - A 和 NgR mRNA 较模型

组降低 ( P < 0. 05 ), 但 高 于 对 照 组 ( P < 0. 05 )。
Nogo - A 和 NgR 蛋白表达与 mRNA 结果一致,详见

图 2。

图 1　 各组 TGF - β1 和 HIF - 1α蛋白表达

A. TGF - β1、HIF - 1α 蛋白表达水平;B. TGF - β1mRNA 相对表达量;C. HIF - 1α mRNA 相对表达量。

与对照组比较,∗ P < 0. 05;与模型组比较,#P < 0. 05

　

讨 　 　 论

SCI 是一 种 常 见 的 临 床 疾 病, 常 导 致 四 肢 瘫

痪 [5] 。 脊髓损伤后通常伴随着自发性和可塑性的轴

突再生,有助于改善感觉和运动功能,但轴突再生是

有限的 [6] 。 脊髓损伤后的自然恢复需要持续数年,

且恢复的效果不佳 [7] 。 因此,开发可以加速恢复运
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图 2　 各组 Nogo - A 和 NgR 蛋白表达

A. Nogo - A、NgR 蛋白表达水平;B. Nogo - A mRNA 相对表达量;C. NgR mRNA 相对表达量。

与对照组比较, ∗ P < 0. 05;与模型组比较, #P < 0. 05

　

动功能的新方法对于脊髓受损患者来说是重中之重。
超短波是一种高频电磁波,具有穿透性强、作用

部位深的特点,产生明显的温热效应,目前作为一种

治疗方法,广泛用于物理治疗、康复医学以及神经再

生 [8] 。 多项证据表明,超短波在脊髓损伤后修复发

挥积极的促进作用。 高琳等 [9] 研究表明,超短波可

以调控大鼠脊髓损伤后巨噬细胞极化,继而抑制炎性

反应并促进脊髓损伤。 Yin 等 [10] 研究发现,骨髓间充

质干细胞移植联合 USW 辐射在促进 SCI 后功能恢复

方面比单独治疗更有效,这可能是由于同时抑制炎症

和脊髓水肿,进而并促进神经功能恢复。 笔者既往研

究发现,USW 通过抑制 MK2 促进 SCI 恢复和减轻

SCI 后的炎性反应 [11] 。 BBB 评分以及斜板评分是用

来评价 SCI 大鼠后肢功能恢复程度的指标 [12,13] 。 本

研究中,超短波治疗后能够明显提高脊髓损伤后大鼠

的 BBB 评分以及斜板评分,表明 USW 疗法对脊髓损

伤有效。
脊髓损伤会在原始损伤部位和外部引发复杂的

炎性反应,并加重组织损伤 [14] 。 生长转化因子 β1
( transforming growth factor - β1,TGF - β1)广泛参与

体内各种病理生理过程,与炎症、创伤等多种疾病的

发生、发展关系密切。 研究表明,急性脊髓损伤后

TGF - β1 表达增加,可能与其具有免疫抑制、炎症抑

制的作用相关,是身体对神经损伤的自我保护反

应 [15] 。 Lei[16] 研究发现,杨梅苷能够部分通过 TGF -
β 信号通路下调 COX - 2、TGF - β1、p53,从而发挥抗

氧化和抗炎作用,促进 SCI 大鼠的功能恢复。 HIF -
1α 是一种转录因子,参与血管生成、细胞凋亡的生物

学过程。 研究报道,SCI 后的急性和慢性反应期,HIF
- 1α 及其靶基因如血管生成分子的表达增加,在 28
天达到峰值,且 HIF - 1α mRNA 及蛋白的表达情况

与损伤情况和预后密切相关 [17] 。 本实验中在脊髓损

伤后的 24h 给予低剂量 USW 治疗,能够有效降低大

鼠脊髓组织中 HIF - 1α 和 TGF - β1 mRNA 及蛋白的

表达,表明低剂量 USW 治疗能够有效改善改善血液

循环、抑制炎症状态。
Nogo - A 是在中枢神经系统髓鞘中发现的 No-

go 家族的一员,已被确定为限制轴突再生的关键分

子。 脊髓损伤后,少突胶质细胞和髓鞘将细胞内

Nogo - A 释放到细胞外基质中,并抑制轴突再生。
研究表明,在体内应用的 Nogo - A 抗体不仅可以中

和 Nogo - A 在少突胶质细胞和髓磷脂中表达的抑

制功 能,而 且 可 以 直 接 积 极 地 增 强 神 经 元 的 再

生 [18] 。 NgR 是 Nogo - A 的受体,在脊髓损伤后再

生抑制信号转导中起重要作用,而 NgR 的表达与中

枢神经细胞再生能力直接相关,因此 NgR 被认为是

其中之一促进轴突再生的重要靶点。 研究报道,内
源性 NgR 拮抗剂的缺失导致 SCI 后功能恢复的显

著延迟,而过表达内源性 NgR 拮抗剂显着促进视神

经和脊髓损伤后的轴突再生 [19] 。 此外,Nogo - A 与

NgR 结合后,将信息传递给神经细胞,生成 NgR /
p75NTR / LINGO - 1 复合物,进一步介导轴突生长

抑制 [20] 。 因此,Nogo / NgR 信号通路在 SCI 后中枢

神经系统中神经元和轴突的再生中发挥关键作用。
本研究检测了 Nogo - A 与 NgR 基因和蛋白的表达

情况,结果显示,低剂量 USW 治疗显著降低损伤脊

髓组织 Nogo - A 与 NgR 基因和蛋白的表达,表明

USW 可能通过负性调控 Nogo - NgR 通路对脊髓损

伤起到修复作用。
综上所述,低剂量 USW 能够通过下调脊髓 No-

go / NgR 的信号通路中 Nogo - A 与 NgR mRNA 及蛋

白的表达,减轻局部缺氧环境,降低炎性反应,进而加

快脊髓损伤后神经功能恢复,为临床应用提供了较好

的理论依据。
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