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丹参酮IIA通过调控PI3K/AKT/GIT1通路
对脊髓损伤大鼠运动功能及肠道菌群的影响*
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【摘要】 目的 探究丹参酮IIA对脊髓损伤(SCI)大鼠运动功能及肠道菌群的影响及其具体作用机制。 方法 将大

鼠分为假手术(Sham)组、SCI组、丹参酮IIA组、丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组、丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组,除Sham
组外,其他各组均通过改良的Allen法构建大鼠SCI模型。Basso、Beattie、Bresnahan(BBB)运动功能评分量表、斜板实验

评估各组大鼠运动功能;试剂盒检测各组大鼠血清中内毒素(LSP)、D-乳酸(D-LA)、二胺氧化酶(DAO)水平;HE染色法

和PAS染色法观察大鼠脊髓和小肠组织病理变化情况;TUNEL法检测大鼠脊髓组织细胞凋亡情况;ELISA法检测各

组大鼠脊髓组织中白细胞介素(IL)-1β、白细胞介素(IL)-6、肿瘤坏死因子(TNF)-α水平;肠道内容物培养实验检测各组

大鼠肠道菌群数量;Western
 

blot实验检测磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)/蛋白激酶B(AKT)/G蛋白偶联受体激酶相互作

用蛋白1(GIT1)通路相关蛋白表达。 结果 Sham组大鼠脊髓神经元及小肠黏膜结构均正常;与Sham组相比,SCI组

大鼠脊髓神经元减少伴空洞形成及炎性浸润,同时小肠绒毛萎缩、杯状细胞减少,BBB评分、滑落的最大角度、乳酸杆菌

数量、p-PI3K、p-AKT、p-GIT1蛋白表达量明显降低(P<0.05),细胞凋亡率、LSP、D-LA、DAO、IL-1β、IL-6、TNF-α水

平、大肠埃希菌和肠球菌数量均明显升高(P<0.05);与SCI组相比,丹参酮IIA组、丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组大鼠脊

髓和小肠组织损伤显著改善,炎性浸润缓解,杯状细胞数量增加;BBB评分、滑落的最大角度、乳酸杆菌数量、p-PI3K、p-
AKT、p-GIT1蛋白表达量明显升高(P<0.05),细胞凋亡率、LSP、D-LA、DAO、IL-1β、IL-6、TNF-α水平、大肠埃希菌和

肠球菌数量均明显降低(P<0.05);丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组以上各指标变化趋势与丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组

相反(P<0.05)。 结论 丹参酮IIA通过激活PI3K/AKT/GIT1通路增强SCI大鼠运动功能,改善肠道屏障受损和

肠道菌群紊乱。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effects
 

and
 

specific
 

mechanisms
 

of
 

salvianolic
 

acid
 

IIA
 

on
 

motor
 

function
 

and
 

gut
 

microbiota
 

in
 

rats
 

with
 

spinal
 

cord
 

injury
 

(SCI). Methods Rats
 

were
 

assigned
 

into
 

sham
 

surgery
 

(Sham)
 

group,

SCI
 

group,tanshinone
 

IIA
 

group,tanshinone
 

IIA+pLVX-sh-NC
 

group,and
 

tanshinone
 

IIA+pLVX-sh-PI3K
 

group.
 

Except
 

for
 

the
 

Sham
 

group,all
 

other
 

groups
 

constructed
 

rat
 

SCI
 

models
 

using
 

the
 

modified
 

Allen
 

method.
 

The
 

Basso,

Beattie,Bresnahan
 

(BBB)
 

motor
 

function
 

rating
 

scale
 

and
 

inclined
 

plate
 

test
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

motor
 

function
 

of
 

rats.
 

The
 

reagent
 

kit
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

endotoxin
 

(LSP),D-lactate
 

(D-LA),and
 

diamine
 

oxidase
 

(DAO)
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

HE
 

staining
 

and
 

PAS
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

spinal
 

cord
 

and
 

small
 

intestine
 

tissues
 

of
 

rats.
 

TUNEL
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

apoptosis
 

in
 

rat
 

spinal
 

cord
 

tissue
 

cells.
 

ELISA
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

interleukin
 

(IL)-1β,interleukin-6,and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

in
 

the
 

spinal
 

cord
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

Detecting
 

the
 

number
 

of
 

gut
 

microbiota
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats
 

by
 

cultivating
 

gut
 

contents.
 

Western
 

blot
 

experiments
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proteins
 

related
 

to
 

the
 

phosphatidylinositol
 

3-kinase
 

(PI3K)/protein
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kinase
 

B
 

(AKT)/G
 

protein
 

coupled
 

receptor
 

kinase
 

interacting
 

protein
 

1
 

(GIT1)
 

pathway. Results The
 

Sham
 

group
 

had
 

normal
 

spinal
 

cord
 

neurons
 

and
 

small
 

intestinal
 

mucosal
 

structures.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,the
 

SCI
 

group
 

showed
 

decreased
 

spinal
 

cord
 

neurons,with
 

cavity
 

formation,inflammatory
 

infiltration,atrophy
 

of
 

small
 

intestinal
 

villi
 

and
 

decreased
 

goblet
 

cells.
 

The
 

BBB
 

score,maximum
 

sliding
 

angle,number
 

of
 

lactobacilli,p-PI3K,p-AKT,and
 

p-GIT1
 

proteins
 

were
 

prominently
 

reduced
 

(P<0.05),while
 

the
 

apoptosis
 

rate,LSP,D-LA,DAO,IL-1β,IL-6,TNF-sh-α,and
 

the
 

numbers
 

of
 

Escherichia
 

coli
 

and
 

Enterococcus
 

were
 

clearly
 

raised
 

(P<0.05).
 

Compared
 

with
 

the
 

SCI
 

group,the
 

tanshinone
 

IIA
 

group
 

and
 

tanshinone
 

IIA+pLVX-sh-NC
 

group
 

showed
 

clear
 

improvement
 

in
 

spinal
 

cord
 

and
 

small
 

intestine
 

tissue
 

injury,alleviation
 

of
 

inflammatory
 

infiltration,and
 

raise
 

in
 

goblet
 

cell
 

count.
 

The
 

BBB
 

score,maximum
 

sliding
 

angle,number
 

of
 

lactobacilli,p-PI3K,p-AKT,and
 

p-GIT1
 

proteins
 

were
 

prominently
 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

apoptosis
 

rate,LSP,D-LA,DAO,IL-1β,IL-6,TNF-sh-α,and
 

the
 

numbers
 

of
 

Escherichia
 

coli
 

and
 

Enterococcus
 

were
 

prominently
 

decreased
 

(P<0.05).
 

The
 

trend
 

of
 

changes
 

in
 

the
 

above
 

indicators
 

in
 

the
 

tanshinone
 

IIA+pLVX-sh-PI3K
 

group
 

was
 

opposite
 

to
 

that
 

in
 

the
 

tanshinone
 

IIA+pLVX-sh-NC
 

group
 

(P<0.05). Conclusion Tanshinone
 

IIA
 

can
 

enhance
 

the
 

motor
 

function
 

of
 

SCI
 

rats,improve
 

intestinal
 

barrier
 

damage
 

and
 

gut
 

microbiota
 

disorders,which
 

may
 

be
 

achieved
 

by
 

activating
 

the
 

PI3K/AKT/GIT1
 

pathway.
【Keywords】 Tanshinone

 

IIA;PI3K/AKT/GIT1
 

pathway;Spinal
 

cord
 

injury;Gut
 

microbiota

  脊髓损伤(SCI)是由外部机械力导致的急性创伤

性中枢神经系统(CNS)疾病,其特征为损伤平面以下

运动功能丧失、感觉障碍及自主神经功能失调,并伴随

炎症、氧化应激、胃肠道功能障碍等继发性病理级联反

应[1]。其中胃肠道功能障主要是由肠道和CNS之间

的轴线紊乱导致胃自主神经控制丧失而引起的[2]。有

研究表明,SCI后肠道菌群紊乱,通过破坏菌群与免疫

或代谢平衡,并经由肠-脑轴加剧神经炎症与并发症的

发生[3]。因此,探究CNS-肠道轴分子机制对于SCI的

研究具有重要价值。丹参酮IIA作为丹参的主要脂溶

性活性成分,具有广泛的药理作用。临床研究表明,该
化合物可通过多靶点机制干预心血管疾病、恶性肿瘤、
脑血管障碍及神经退行性疾病[4]。有研究报道,丹参

酮IIA磺酸钠促进内源性神经干细胞的增殖和分化,
通过过度激活 Notch通路修复大鼠SCI[5]。此外,丹
参酮IIA还可通过抑制铁死亡和炎症反应来减轻氟化

物诱导的大鼠SCI[6]。磷酸肌醇3-激酶(PI3K)是一种

脂质激酶,通过激活下游靶蛋白激酶B(AKT)在创伤

性SCI、神经退行性疾病等多种疾病中发挥重要作

用[7]。G蛋白偶联受体激酶相互作用蛋白1(GIT1)是
一种GTP酶激活蛋白,具有促进脊柱成熟、调节神经

元代谢、影响突触后神经元的兴奋性等多种功能[8]。
研究显示,异丙酚可通过激活PI3K/AKT信号通路以

提高GIT1表达水平,从而缓解大鼠脊髓缺血再灌注

损伤[9]。在SCI大鼠模型中,过度表达GIT1,不仅抑

制了SCI后神经胶质瘢痕形成和神经炎症,还降低了

细胞凋亡并促进了受伤病变区域的轴突再生[10]。但

关于丹参酮IIA是否可通过调控PI3K/AKT/GIT1
轴影响SCI发展尚未有研究阐明。因此,本研究旨在

探讨丹参酮IIA对SCI发展的影响及其具体机制。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 60只雄性SPF级大鼠,180~220
 

g,

6~8周龄,购自广州明迅生物科技有限责任公司,生
产许可证号为:SCXK(粤)2024-0070。本研究已获得

本院伦理委员会审核批准。

1.2 主要试剂 丹参酮IIA(YLK-B0849D)购自上海

优利科生命科学公司;HE染色试剂盒(F4713)、PAS
染色试剂盒(F4714)、TUNEL法细胞凋亡检测试剂盒

(F4708-50G)购自上海远慕生物;大鼠白细胞介素

(IL)-1β检测试剂盒(CSB-E08055r)、大鼠白细胞介素

(IL)-6检测试剂盒(CSB-E11876r)、大鼠肿瘤坏死因

子(TNF)-α 检 测 试 剂 盒 (CSB-E11987r)、内 毒 素

(LSP)检测试剂盒(CSB-E14247r)、D-乳酸(D-LA)检
测试剂盒(E-BC-K002-M)、二胺氧化酶(DAO)检测试

剂盒(E-BC-K524-M)购自武汉益普生物;蛋白一抗:

PI3K(GD-CZ0128P)、p-PI3K(GD-KT8569)、AKT
(gd-b3537R)、p-AKT (gd-b3346R)、GIT1 (GD-
CZ4110R)、p-GIT1(GD-CZ5372R)、GAPDH(GD-
CZ0835R),山羊抗兔二抗(GD-CZ0295G-PE)购自上

海古朵生物。

2 方法

2.1 模型构建 将大鼠适应性喂养3
 

d,随机选取48
只大鼠,通过改良的 Allen法构建大鼠SCI模型[11]。
大鼠经3%戊巴比妥钠麻醉后,俯卧位固定于立体定

位仪,脊椎T9-T11节段剃毛消毒;沿中线纵行切口暴

露T10椎板,使用显微咬骨钳行椎板切除术显露脊

髓,采用改良的 Allen打击装置(10
 

g重锤从25
 

mm
高度垂直坠落)造成T10脊髓中度挫伤,肉眼观察可

见脊髓瞬时凹陷伴轻微出血;逐层缝合肌肉和皮肤,术
后人工排尿3次/天,直至自主排尿恢复,并以50

 

mg/

kg的量注射抗生素头孢曲松3天,预防感染。剩余12
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只大鼠作为假手术(Sham)组,只进行脊髓暴露不进行

打击。

2.2 分组及处理 将SCI模型构建成功的大鼠分

为:SCI组、丹参酮IIA组、丹参酮IIA+pLVX-sh-NC
组、丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组。其中丹参酮IIA
组大鼠从术后第1~7

 

d,每天通过尾静脉注射给予20
 

mg/kg的丹参酮IIA[12]。丹参酮IIA+pLVX-sh-NC
组、丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组大鼠在20

 

mg/kg
丹参酮IIA处理的基础上分别尾静脉注射2.5

 

μL慢

病毒质粒pLVX-sh-NC、pLVX-sh-PI3K(1×109
 

TU/

mL)。Sham组、SCI组大鼠分别使用等量生理盐水处

理。

2.3 运 动 功 能 评 估  Basso,Beattie,Bresnahan
(BBB)运动功能评分量表:将大鼠置于开阔平地,观察

5
 

min内后肢关节运动、躯干稳定性及协调性,按21
分制量表评分,分值越低表明大鼠脊髓 损 伤 越 严

重[13]。
斜板实验:将大鼠置于可调节角度的粗糙斜板上

(0°起始),以1°/s的速度缓慢增大倾斜角度,记录其

能维持姿势不滑落的最大角度,每组重复3次取均值。
测试前适应性训练3天,正式实验于术后4周进行,环
境保持安静避光[14]。

2.4 样本采集 将运动功能评估后的大鼠注射戊巴

比妥钠溶液进行麻醉,取大鼠腹主动脉取血,之后通过

吸入过量CO2 处死,无菌条件下分离肠道内容物于无

菌冻存管中,将其保存于液氮中;随后取6只大鼠分离

脊髓组织保存于-80
 

℃条件下用于后续检测,剩余6
只大鼠,分离脊髓、小肠组织,通过甲醛固定,之后进行

脱水透明、石蜡包埋,制作石蜡切片,用于后续染色实

验。

2.5 肠道黏膜屏障指标LSP、D-LA、DAO水平检测

 将2.4中保存的全血离心后,取上清,之后按照

LSP、D-LA、DAO试剂盒说明检测各组大鼠肠道黏膜

屏障指标LSP、D-LA、DAO表达水平。

2.6 HE染色、PAS染色观察大鼠组织病理变化 分

别取2.4中保存的脊髓组织石蜡切片和小肠组织石蜡

切片,通过HE染色试剂盒和PAS染色试剂盒对切片

进行染色,最后在显微镜下观察大鼠组织病理变化情

况。

2.7 TUNEL染色检测细胞凋亡情况 将2.4中的

脊髓组织石蜡切片进行脱蜡、水化,加入蛋白酶K通

透,PBS完全冲洗掉蛋白酶K后,加入TUNEL检测

液37
 

℃下避光孵育1
 

h,PBS冲洗后,加入抗荧光淬

灭剂封片,最后在显微镜下观察脊髓组织细胞凋亡情

况,并计算细胞凋亡率。

2.8 ELISA法检测 大鼠脊髓组织中IL-1β、IL-6、

TNF-α水平
 

取部分2.4中保存的脊髓组织,加入生理

盐水,研磨后离心取上清,之后按照IL-1β、IL-6、TNF-
α试剂盒说明书操作,并根据标准曲线计算IL-1β、IL-
6、TNF-α表达水平。

2.9 肠道菌群数量检测 取200
 

mg肠道内容物,加
入1

 

mL无菌PBS均质后梯度稀释至10-7,之后取稀

释液(100
 

μL/皿)分别接种于EMB、EC、LBS三种选

择性培养基中。培养后通过典型菌落形态学特征和生

化反应进行菌种鉴定,最终以CFU/g为单位统计各

菌群数量。

2.10 Western
 

blot实验检测PI3K、p-PI3K、AKT、p-
AKT、GIT1、p-GIT1蛋白表达量 将2.4中剩余的脊

髓组织在 RIPA裂解缓冲液中匀浆提取蛋白。使用

Bradford试剂检测蛋白质浓度。通过SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离等量的蛋白质(每条泳道50
 

μg总蛋

白),然后转移到PVDF膜上。封闭后膜与蛋白一抗

(PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、GIT1、p-GIT1、

GAPDH)在4
 

℃下过夜孵育,次日与山羊抗兔二抗孵

育。最后在成像仪下观察条带,并用Image
 

J量化蛋

白灰度值。

3 统计分析

本研究数据均通过GraphPad
 

Prism
 

9分析,均表

示为x±s。多组间比较采用单因素方差分析法,进一

步两两比较采用SNK-q法。P<0.05为差异有统计

学意义。

结 果

1 丹参酮IIA对SCI大鼠运动功能的影响

SCI组与Sham组相比,BBB评分明显降低,斜板

滑落的最大角度明显缩小(P<0.05);丹参酮IIA组、
丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组与SCI组相比,BBB评

分明显升高,斜板滑落的最大角度明显变大(P<
0.05);丹参酮IIA-H+pLVX-sh-NCPI3K 组与丹参

酮IIA+pLVX-sh-NC组相比,BBB评分明显降低,斜
板滑落的最大角度明显缩小(P<0.05)。见表1。

表
 

1 各组大鼠BBB评分、斜板滑落的最大角度(x±s,n=12)
Table

 

1 BBB
 

scores
 

and
 

maximum
 

angle
 

of
 

inclined
 

plate
 

sliding
in

 

each
 

group
 

of
 

rats

组别 BBB评分
(分)

斜板滑落的
最大角度(°)

Sham组 21.00±0.00 61.33±7.01
SCI组 3.19±0.62a 22.17±2.83a

丹参酮IIA组 12.16±1.98b 47.16±5.19b

丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组 11.93±1.72b 44.26±4.93b

丹参酮IIA-H+pLVX-sh-PI3K组 6.43±0.94c 26.31±3.25c

  注:aP<0.05
 

vs
 

Sham组;bP<0.05
 

vs
 

SCI组;cP<0.05
 

vs
 

丹参

酮IIA+pLVX-sh-NC组。
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2 丹参酮IIA对SCI大鼠肠道黏膜屏障指标LSP、D-
LA、DAO水平的影响

各组大鼠肠道黏膜屏障指标LSP、D-LA、DAO水

平比较,SCI组较Sham组明显升高(P<0.05);丹参

酮IIA组、丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组较SCI组明

显降低(P<0.05);丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组较

丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组明显升高(P<0.05)。
见表2。

表
 

2 各组大鼠小肠组织中LSP、D-LA、DAO水平

(x±s,n=12)
Table

 

2 LSP,D-LA,DAO
 

levels
 

in
 

small
 

intestine
 

tissues
of

 

rats
 

in
 

each
 

group
组别 LSP(EU/L) LA(μmol/mL) DAO(ng/mL)

Sham组 58.15±6.87 0.17±0.02 29.81±0.21
SCI组 96.68±10.34a 0.24±0.03a 35.96±0.31a

丹参酮IIA组 80.46±8.56b 0.21±0.02b 33.14±0.25b

丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组 62.43±7.11b 0.19±0.02b 31.56±0.28b

丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组 87.26±9.14c 0.23±0.03c 34.76±0.33c

 注:aP<0.05
 

vs
 

Sham组;bP<0.05
 

vs
 

SCI组;cP<0.05
 

vs
 

丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组。

3 丹参酮IIA对SCI大鼠脊髓组织病理变化的影响

Sham组大鼠脊髓组织运动神经元排列紧密,胞
体饱满,核仁明显,未见炎性细胞浸润、出血或空泡变

性,血管周围间隙正常;SCI组大鼠脊髓组织神经元数

量减少,残存神经元核固缩,炎症浸润,空洞扩大;与

SCI组相比,丹参酮IIA组、丹参酮IIA+pLVX-sh-
NC组大鼠脊髓组织神经元数量增加,炎症减轻,空洞

面积缩小;与丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组相比,丹参

酮IIA-H+pLVX-sh-PI3K组大鼠神经元数量减少,
炎性浸润加重,空洞面积扩大。见图1。

  A Sham组 B SCI组 C 丹参酮IIA组 D 丹参酮IIA+
pLVX-sh-NC组 E 丹参酮IIA-H+pLVX-sh-PI3K组

图
 

1 HE染色法观察各组大鼠脊髓组织病理变化情况(100×)
Fig.1 Observation

 

of
 

pathological
 

changes
 

in
 

spinal
 

cord
 

tissue
of

 

rats
 

in
 

each
 

group
 

using
 

HE
 

staining
 

method(100×)

4 丹参酮IIA对SCI大鼠脊髓组织细胞凋亡情况的

影响

Sham组、SCI组、丹参酮IIA 组、丹参酮IIA+
pLVX-sh-NC组、丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组细胞

凋亡率分别为(2.04±0.96)%、(32.14±3.87)%、
(11.34±1.71)%、(12.65±2.10)%、(27.31±
3.14)%。SCI组与Sham组相比,大鼠脊髓组织细胞

凋亡率明显升高(P<0.05);丹参酮IIA组、丹参酮

IIA+pLVX-sh-NC组与SCI组相比,大鼠脊髓组织细

胞凋亡 率 明 显 降 低(P<0.05);丹 参 酮IIA-H+
pLVX-sh-PI3K组与丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组相

比,大鼠脊髓组织细胞凋亡率明显升高(P<0.05)。
见图2。

  A Sham组 B SCI组 C 丹参酮IIA组 D 丹参酮IIA+
pLVX-sh-NC组 E 丹参酮IIA-H+pLVX-sh-PI3K组

图
 

2 TUNEL染色观察各组大鼠脊髓组织细胞凋亡情况(200×)
Fig.2 Observation

 

of
 

apoptosis
 

of
 

spinal
 

cord
 

tissue
 

cells
in

 

each
 

group
 

of
 

rats
 

by
 

TUNEL
 

staining(200×)

5 丹参酮IIA对SCI大鼠脊髓组织中IL-1β、IL-6、

TNF-α水平的影响

各组大鼠脊髓组织中IL-1β、IL-6、TNF-α水平比

较,SCI组较Sham 组明显升高(P<0.05);丹参酮

IIA组、丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组较SCI组明显降

低(P<0.05);丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组较丹参

酮IIA+pLVX-sh-NC组明显升高。见表3。

表
 

3 各组大鼠脊髓组织中IL-1β、IL-6、TNF-α水平

(x±s,n=6)
Table

 

3 Levels
 

of
 

IL-1
 

β,IL-6,and
 

TNF
 

-
 

α
 

in
 

spinal
 

cord
 

tissues
of

 

rats
 

in
 

each
 

group
组别 IL-1β(pg/mg) IL-6(pg/mg) TNF-α(pg/mL)

Sham组 25.17±3.07 94.27±6.24 36.54±4.02
SCI组 63.47±5.46a 145.24±12.08a 96.11±5.47a

丹参酮IIA组 33.31±3.08b 103.14±7.24b 51.28±5.83b

丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组 34.35±3.68b 105.31±8.52b 47.25±5.21b

丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组 48.14±5.24c 134.74±11.26c 78.34±8.05c

 注:aP<0.05
 

vs
 

Sham组;bP<0.05
 

vs
 

SCI组;cP<0.05
 

vs
 

丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组。

6 丹参酮IIA对SCI大鼠肠道组织病理变化的影响

Sham组大鼠小肠黏膜结构完整,绒毛排列整齐,
隐窝形态正常,无明显炎症细胞浸润和上皮损伤,杯状

细胞分布均匀;SCI组大鼠小肠黏膜损伤,绒毛萎缩、
断裂,部分区域上皮细胞脱落,炎症浸润,黏膜下层血

管扩张,间质水肿,杯状细胞明显减少;丹参酮IIA组

和丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组大鼠黏膜损伤明显缓
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解,炎性浸润程度减轻,杯状细胞数量增加;与丹参酮

IIA+pLVX-sh-NC组相比,丹参酮IIA+pLVX-sh-
PI3K组大鼠小肠黏膜损伤加重,炎性浸润程度加深,
杯状细胞数量减少。见图3和图4。

  A Sham组 B SCI组 C 丹参酮IIA组 D 丹参酮IIA+
pLVX-sh-NC组 E 丹参酮IIA-H+pLVX-sh-PI3K组

图
 

3 HE染色观察各组大鼠小肠组织病理变化(100×)
Fig.3 Observation

 

of
 

Pathological
 

Changes
 

in
 

Small
 

Intestine
 

Tissue
of

 

Rats
 

in
 

Each
 

Group
 

by
 

HE
 

Staining(100×)

  A Sham组 B SCI组 C 丹参酮IIA组 D 丹参酮IIA+
pLVX-sh-NC组 E 丹参酮IIA-H+pLVX-sh-PI3K组

图
 

4 PAS染色观察各组大鼠小肠组织中杯状细胞变化(200×)
Fig.4 Observation

 

of
 

changes
 

in
 

goblet
 

cells
 

in
 

small
 

intestine
 

tissues
of

 

rats
 

in
 

each
 

group
 

by
 

PAS
 

staining(200×)

7 丹参酮IIA对SCI大鼠肠道大肠埃希菌、肠球菌、
乳酸杆菌数量的影响

各组大鼠肠道内大肠埃希菌、肠球菌数量比较,

SCI组较Sham 组明显升高(P<0.05);丹参酮IIA
组、丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组较SCI组明显降低

(P<0.05);丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组较丹参酮

IIA+pLVX-sh-NC组明显升高(P<0.05)。各组大

鼠肠道内乳酸杆菌数量比较,SCI组较Sham组明显

降低(P<0.05);丹参酮IIA组、丹参酮IIA+pLVX-
sh-NC组较SCI组明显升高(P<0.05);丹参酮IIA+
pLVX-sh-PI3K组较丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组明

显降低(P<0.05)。见表4。

表
 

4 各组大鼠大肠埃希菌、肠球菌、乳酸杆菌及双歧杆菌数量

(x±s,n=12,CFU/g)
Table

 

4 Quantity
 

of
 

Escherichia
 

coli,Enterococcus,Lactobacillus,
and

 

Bifidobacterium
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats
组别 大肠埃希菌 肠球菌 乳酸杆菌

Sham组 4.12±0.61 3.43±0.45 8.64±0.51
SCI组 8.37±0.93a 8.49±0.91a 2.34±0.27a

丹参酮IIA组 6.21±0.71b 6.10±0.66b 6.46±0.71b

丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组 6.02±0.64b 5.76±0.64b 6.33±0.67b

丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组 7.68±0.91c 7.89±0.85c 3.72±0.44c

 注:aP<0.05
 

vs
 

Sham组;bP<0.05
 

vs
 

SCI组;cP<0.05
 

vs
 

丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组。

8 丹参酮IIA对SCI大鼠脊髓组织中PI3K、AKT、

GIT1蛋白表达量的影响

SCI组与Sham组相比,大鼠脊髓组织中p-PI3K、

p-AKT、p-GIT1蛋白表达量明显下降(P<0.05);丹
参酮IIA组、丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组与SCI组

相比较,大鼠脊髓组织中p-PI3K、p-AKT、p-GIT1蛋

白表达量明显上升(P<0.05);丹参酮IIA+pLVX-
sh-PI3K组与丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组相比,大鼠

脊髓组织中p-PI3K、p-AKT、p-GIT1蛋白表达量明显

下降(P<0.05)。见图5,表5。

表
 

5 各组大鼠脊髓组织中p-PI3K、p-AKT、p-GIT1蛋白表达量

(x±s,n=6)
Table

 

5 Expression
 

levels
 

of
 

p-PI3K,p-AKT,and
 

p-GIT1
 

proteins
in

 

spinal
 

cord
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
组别 p-PI3K p-AKT p-GIT1

Sham组 1.71±0.19 1.53±0.17 1.47±0.17
SCI组 0.71±0.09a 0.43±0.06a 0.54±0.06a

丹参酮IIA组 1.33±0.16b 1.02±0.12b 1.18±0.13b

丹参酮IIA+pLVX-sh-NC组 1.24±0.14b 1.15±0.13b 1.12±0.13b

丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组 0.82±0.09c 0.64±0.08c 0.79±0.10c

  注:aP<0.05
 

vs
 

Sham组;bP<0.05
 

vs
 

SCI组;cP<0.05
 

vs
 

丹参酮IIA+
pLVX-sh-NC组。

  A Sham组 B SCI组 C 丹参酮IIA组 D 丹参酮IIA+
pLVX-sh-NC组 E 丹参酮IIA+pLVX-sh-PI3K组

图
 

5 各组大鼠脊髓组织中PI3K、AKT、GIT1蛋白表达

Fig.5 Expression
 

of
 

PI3K,AKT,and
 

GIT1
 

proteins
 

in
 

spinal
 

cord
tissues

 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

讨 论

近年来,肠道-CNS轴在SCI病理生理机制中的

作用日益受到重视。研究表明,CNS与肠道菌群之间

存在双向调控机制[15]。一方面,CNS功能紊乱可改变

肠道内环境,从而影响微生物群落结构;另一方面,肠
道菌群失调已被证实与多种神经系统疾病的发生相

关,例如多发性硬化症、帕金森病及自闭症谱系障碍

等[16]。本研究通过改良Allen法建立大鼠SCI模型,
旨在揭示SCI后肠道菌群的特异性改变和丹参酮IIA
对SCI发展的影响及具体作用机制。

丹参酮IIA是丹参中最活跃的二萜类奎宁色素,
具有抗炎、抗细胞凋亡、神经保护等多种作用[17]。研

究指出,丹参酮IIA在心血管、脑血管、内分泌和神经
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系统疾病方面的具有重要的药用作用[18]。在SCI大

鼠模型中,丹参酮IIA通过调节反应性星形胶质细胞

表型,促进其向 A2型极化,并减轻脊髓病理损伤,从
而显著改善大鼠的运动功能[19]。丹参酮ⅡA还可通

过改善微循环、抑制炎症反应从而有效修复SCI[20]。
在本研究中,SCI大鼠运动功能严重受损;脊髓和小肠

组织出现严重损伤,脊髓组织中细胞凋亡率、炎症因子

IL-1β、IL-6、TNF-α水平、大肠埃希菌、肠球菌数量以

及肠道黏膜屏障指标LSP、D-LA、DAO水平均明显升

高,乳酸杆菌数量显著降低;经丹参酮IIA治疗后,SCI
大鼠运动功能得到改善;脊髓和小肠组织损伤程度明

显减轻;脊髓组织细胞凋亡率、IL-1β、IL-6、TNF-α、

LSP、D-LA、DAO水平显著降低,肠道菌群数量改善。
提示丹参酮IIA可增强SCI大鼠运动功能,减轻肠道

组织损伤,改善肠道菌群紊乱。

PI3K/AKT信号通路至关重要,与SCI的病理过

程密切相关,该通路的激活可以延缓炎症反应,防止神

经胶质瘢痕形成,并促进神经功能恢复[21]。大量研究

报道,PI3K/AKT 信号通路参与SCI细胞凋亡[22]。

GIT1是一种具有多种生物学功能的穿梭蛋白,其不

同结构域结合不同的蛋白质并调节其活性。研究表

明,GIT1主要在脊髓的神经元中表达,在 CNS内,

GIT1蛋白表现出显著的神经保护作用[23]。有研究发

现,在SCI大鼠模型中,Euxanthone通过激活PI3K/

Akt通路和抑制TLR4/NF-κB/p38信号级联,显著缓

解SCI症状,并减轻神经炎症、氧化损伤和神经元凋

亡[24]。此外,GIT1还可通过抑制TNFα表达促进少

突胶质细胞分化和髓鞘再生,改善SCI修复[25]。在本

研究中,SCI组与Sham 组相比,p-PI3K、p-AKT、p-
GIT1蛋白表达量明显降低,经丹参酮IIA治疗后,三
者蛋白表达量明显回升,猜测丹参酮IIA对SCI大鼠

的治疗作用可能与PI3K/AKT/GIT1轴相关。因此,
在丹参酮IIA治疗基础上,进一步干扰PI3K表达发

现,丹参酮IIA对SCI大鼠的治疗作用被明显削弱。
提示丹参酮IIA可能通过PI3K/AKT/GIT1通路缓

解SCI大鼠运动功能障碍,肠道组织受损和肠道菌群

紊乱。
综上所述,丹参酮IIA对SCI大鼠运动障碍、肠道

屏障受损、肠道菌群紊乱的改善作用可能是通过调控

PI3K/AKT/GIT1轴实现的。本研究为SCI治疗方

法创 新 提 供 了 理 论 基 础,但 关 于 丹 参 酮IIA 调 控

PI3K/AKT/GIT1轴对SCI的治疗作用还需进一步

深入研究验证。
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