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I 

摘要 

目的：既往研究发现Raf/Mek/Erk信号传导通路在脊髓损伤后出现高表达，

该通路可能对脊髓损伤后神经功能恢复具有十分重要的作用。为研究

Raf/Mek/Erk信号传导通路对脊髓损伤功能恢复的影响，本实验构建脊髓损伤大

鼠模型,初步研究应用Raf抑制剂抑制该信号通路对脊髓损伤神经功能恢复的影

响，进一步探寻脊髓损伤治疗的新靶点。 

方法：选择雌性 SD 大鼠 108 只。将实验动物随机分为假手术组（仅掀开椎

板，不损伤脊髓，I 组，n=36）、脊髓损伤对照组（损伤脊髓，不应用 raf 抑制

剂，II 组，n=36）、脊髓损伤后 PLX4720 干预组（损伤脊髓，应用 raf 抑制剂，

III 组，n=36），各组又分为伤后 1d，伤后 3d，伤后 5d，伤后 7d，伤后 14d 及

伤后 28d 等五个亚组,每个亚组各 6 只。 

各组均用改良 Allen's 法建立大鼠急性脊髓损伤模型，并在硬膜下放置

PE-0402 导管以便局部给药。I 组：在 SCI 后 30min 内和以后每天持续 7 天经导

管注射生理盐水 10μl；II 组：在 SCI 后 30min 内和以后每天持续 7 天，用微

量注射器经导管向损伤局部注射 10 μL 生理盐水（1mg/ml）；III 组：在 SCI 后 

30min 内和以后每天持续 7 天，用微量注射器经导管向损伤局部注射 10μl 

PLX4720（1mg/ml）。 

在脊髓损伤前及损伤后 1d、3d、5d、7d、14d 和 28d 对每组大鼠进行 BBB

评分。术后各组按预定时间点随机处死 6 只，取脊髓标本行 HE 染色、Nissl 染

色、GFAP/p-erk 双重免疫荧光染色、NeuN 免疫组化染色以及 Westem-blot 检测

相关蛋白表达，观察、计算阳性细胞数或阳性面积，软件分析蛋白积分吸光度。

所得数据用 SPSS17.0 统计软件进行分析。 

结果：术后各时间点实验假手术组 BBB 评分均明显高于损伤对照组和实验

干预组（P＜0.05）；术后随时间延长损伤对照组和干预组 BBB 评分逐渐增加，

从第3天开始至术后28天各时间点实验干预组 BBB 评分均明显优于损伤对照组

（P＜0.05 ）。  HE 和 Nissl 染色显示术后各时间点实验干预组脊髓组织形态

和神经元数量均优于损伤对照组。免疫荧光显示术后 14 天和 28 天实验干预组的

GFAP、p-erk 的积分光密度（IOD）均较损伤对照组减弱，胶质瘢痕染色面积明

显小于损伤对照组（P＜0.05 ）。NeuN 免疫组化染色显示实验干预组存活的神
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摘要 
 

II 

经元数量明显高于损伤对照组（P＜0.05 ）。WB 检测蛋白表达示实验干预组的

p-erk、GFAP 表达与损伤对照组存在统计学差异，实验干预组的蛋白表达水平明

显降低（P＜0.05 ）。 

结论： 

1、脊髓损伤后 Raf/Mek/Erk 信号传导通路水平明显升高，抑制该通路后能明

显抑制以 GFAP 为标记蛋白的星形胶质细胞的活化。 

2、抑制 Raf/Mek/Erk 信号传导通路可抑制瘢痕组织的形成，为轴突生长修复

创造有利环境，促进损伤部位神经功能恢复。 

3、Raf/Mek/Erk 信号通路在脊髓损伤后神经功能修复过程中具有重要作用,

为脊髓损伤的机制研究和临床治疗提供了新的靶点。 

 

关键词：脊髓损伤；胶质瘢痕；Raf 抑制剂；星形胶质细胞; Raf/Mek/Erk

信号通路
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 Abstract 

 

Ⅲ 

Abstract 

Objective: Previous studies have been proved that Raf / Mek / Erk signaling 

pathways with high expression after spinal cord injury, this pathway may play a very 

important role of functional recovery after spinal cord injury. To study the role of Raf 

/ Mek / Erk signaling pathways in the functional recovery after spinal cord injury, we 

build a experimental model of spinal cord injury in rats to have a preliminary study of 

the impact of the application of Raf inhibitor for neurological recovery of spinal cord 

injury, and for the further exploring of new therapeutic target after spinal cord injury. 

Methods: 108 female SD rats were randomly divided into sham group 

(laminectomy only, no damage to the spinal cord, I group, n = 36), the control group 

of spinal cord injury (spinal cord injury, do not apply raf inhibitor, II group, n = 36), 

spinal cord injury with PLX4720 intervention group (spinal cord injury, with the 

application of raf inhibitor, III group, n = 36), each group was divided five subgroups: 

1d, 3d, 5d, 7d, 14d and 28d after spinal cord injury, each subgroup with six rats. 

Each group was established by modified Allen's model of acute spinal cord injury 

and placed PE-0402 subdural catheter for topical administration. Group I: in 30min 

after SCI and within seven days after the continuous daily injection of saline through 

the catheter with 10μl; II group: 30min within seven days after the continuous daily 

later sustained by micro syringe through the catheter to the local injection of 10 μL of 

saline damage after SCI ( 1mg / ml); III group: 30min after SCI and within seven days 

after the continuous daily with a micro-syringe through the catheter to damage local 

injection 10μl PLX4720 (1mg / ml). 

Before spinal cord injury and 1d, 3d, 5d, 7d, 14d and 28d after injury, the rats 

were rated by BBB scoring. in each group six rats were sacrificed at each time point, 

then the spinal cord specimens were taken HE staining, Nissl staining, GFAP / p-erk 

double immunofluorescence staining, immunohistochemical of  NeuN and 

Westem-blot detection . The data were analyzed using statistical software SPSS17.0. 

Result: The BBB scores at each time point in the sham group were significantly 

higher than the control group and the intervention group (P <0.05); With time after 
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IV 

injury The BBB scores in the control group and the intervention group both increased 

gradually with time after injury, and the BBB scores from the 3d till the 28d in the 

intervention group were significantly better than the control group at each time point 

(P <0.05). The HE and Nissl staining showed that in the intervention group tissue 

morphology and the number of neurons were superior than in the control group at 

each time point. In the intervention group, immunofluorescence showed the integrated 

optical density of p-erk (IOD) and GFAP were higher than those in the control group 

at 14 days and 28 days, which mean significantly less tissue damage and smaller glial 

scar area than those in the control group (P <0.05). NeuN immunohistochemistry 

shows the number of surviving neurons in the intervention group was significantly 

higher than control group (P <0.05). WB detection of the p-erk and GFAP expression 

shown that in the intervention group was significantly decreased than in the control 

group, the expression levels in the intervention group was significantly lower (P 

<0.05). 

Conclusion: 

1. The activation of Raf / Mek / Erk signaling levels were significantly increased 

after the spinal cord injury, which can be inhibited by using the raf inhibitor 

PLX4720. 

2, Raf inhibitor PLX4720 can inhibit the activation of astrocytes which labeled 

with GFAP protein, affectting the formation of gial scar, creating an enabling 

environment to repair axon, promoting the recovery of neurological function. 

3, The Raf / Mek / Erk signaling pathway plays an important role in the repairing 

process after spinal cord injury, and provides a new target of the mechanism research 

and clinical therapy for spinal cord injury. 

Key words：spinal cord injury; glial scar; raf inhibiter; astrocytes ;Raf / Mek / Erk 

signaling pathway 
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缩略语表 
 

Ⅴ 
 

英汉缩略语名词对照 

英文缩写 英文全称 中文全称 

SCI Spinal Cord Injury 脊髓损伤 

AST Astrocyte 星形胶质细胞 

RAS Reactive Astrocytes 反应性星形胶质细胞 

ECM Extracellular Matrix 细胞外基质 

ERK Extracellular signal-regulated Kinase 细胞外调节蛋白激酶 

MAPK Mitogen-activated Protein Kinase 丝裂原活化蛋白激酶 

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein 胶质纤维酸性蛋白 

BBB Basson-Beattle-Bresnahan rating scale BBB评分 

HE Hematoxylin and Eosin 苏木精-伊红染色 

Nissl Nissl stain  尼氏染色 

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

NeuN Neuron-specific Nuclear Protein  神经元特异性核蛋白 
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第一章 前 言 

脊髓损伤（spinal cord injury, SCI）是工矿、交通事故以及运动意外中

较为常见的损伤，它严重危害着人类的健康。脊髓损伤的治疗是一个世界性的难

题，即使在现代医学迅猛发展的近几十年里，对于 SCI 的治疗仍未找到令人满意

的治疗手段。然而，伴随着现代交通和建筑业的发展，随之出现 SCI 的发病率逐

年上升，其病例在临床工作中也日益多见，但目前临床采用对症的药物和外科手

术治疗均未取得满意的效果。脊髓损伤通常引起神经细胞组织的破坏，主要表现

为脊髓微观结构的破坏伴神经再生受限和功能恢复障碍。脊髓损伤后，损伤局部

诸多细胞及分子同时发生复杂的作用，以达到修复损伤组织的目的；既往许多研

究已经证明了神经胶质细胞在脊髓损伤后的炎症反应及组织修复的整体发病率

和永久致残的影响中占有举足轻重的地位[1]。脊髓损伤后影响神经再生的主要因

素包括炎性细胞浸润、星形胶质细胞活化、促生长因子与细胞外基质抑制分子的

共同作用等等。诸多因素活化并形成的胶质瘢痕组织，则是导致神经轴突再生修

复困难的主要原因[2]。 

脊髓组织在损伤后，外伤会导致病变区形成一个以大量细胞和结缔组织基质

为主要成分的密封状的瘢痕组织。一般情况下疤痕组织被划分成两部分：纤维和

神经胶质。纤维瘢痕主要是由血管周围来源和脑膜来源的成纤维细胞在进入病变

中心区域后纤维基质沉积而形成。靠近纤维瘢痕的外层，存在着一个标志纤维瘢

痕和胶质瘢痕组织之间的分界的特征性结构——胶质界膜[3]。在 SCI 后，胶质瘢

痕的形成是一个反应性胶质增生的动态过程，其特点是由反应性星形胶质细胞出

现层叠和网眼状的延长并包绕在病灶的周围区域，从而形成了一个限制轴突生长

的物理屏障。此外，胶质瘢痕的形成具有空间方向性。磁共振成像发现，在大鼠

脊髓中胶质瘢痕在空腔头或尾方向的平均厚度要薄于空腔两侧，这表明瘢痕主要

是沿脊髓轴向生长[4]。 

胶质瘢痕的另一个重要特征是组织细胞外基质成分表达的增加，这主要是由

反应性星形胶质细胞分泌所致。在细胞基质成分中，硫酸软骨素酶（CSPGs）抑

制轴突再生和限制的突触可塑性的性质已有广泛研究[5-7]。在鼠脊髓损伤后，CSPG

家族神如多能蛋白聚糖（versican）、经蛋白聚糖（neurocan）、短小蛋白聚糖
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（brevican）和 NG2 蛋白聚糖的表达明显上调 [8, 9]。在人类 SCI 后，CSPG 家族

的 NG2 和磷酸蛋白多糖在星形胶质细胞瘢痕周围均能被检测发现，而神经蛋白聚

糖和多功能蛋白聚糖则只能在病变中心被检测到[10]。在细胞和活体实验中，CSPGs

通过 Rho 激酶的介导作用可以抑制轴突出生长[11]。Siebert 和 Osterhout 发现在

活体中 CSPGs 可以直接抑制少突胶质前体细胞突起的生长和分化成熟[12]。有趣的

是，CSPGs 也通过 CD44 受体调控小胶质细胞和局部浸润的来自血液的巨噬细胞

的活性，在脊髓损伤的急性期都发挥了有益作用[13]。 

在一般情况下，胶质瘢痕的形成取决于病变的严重程度，严重创伤会在受影

响的区域产生不可逆的胶质瘢痕。此外，脊髓内星形胶质细胞的分布不均也同样

影响胶质疤痕的形成的进程。靠近病灶部位的星形胶质细胞密集重叠于新增殖的

和从远侧区域迁移过来的星形胶质细胞，并进行同构胶质增生，从而导致胶质瘢

痕的形成；而远离损伤的部位的反应性星形胶质细胞最终则会重获形态和功能特

性正常的静止状态[14]。因此，星形胶质细胞高度异质性的状态变化，是胶质瘢痕

形成的决定性因素[15]。 

既往研究已表明 SCI 后胶质瘢痕的形成即是反应性星形细胞胶质化的进程

[16]。星形胶质细胞（AST）是脊髓组织内数量最多的胶质细胞，它广泛分布于脊

髓的各个区域，在脊髓神经中扮演着重要的组织学和生物学作用[17]，并在脊髓损

伤（SCI）后经过一系列形态、分子表达和功能方面的变化而形成反应性星形胶

质细胞（RAS）。RAS 是 SCI 后的病理学标志之一，RAS 通过上调表达 CSPGs、

tenascins 等蛋白组学变化的改变细胞外基质的成分[18]，同时这些过表达蛋白也

刺激 AST 增殖分化并向受损区域迁移[19]。它的蛋白组学上的变化对神经修复有着

重要影响，在损伤的初始阶段可以起到限制并修复受损区域的作用，但最终会因

产生胶质瘢痕而影响神经的再生和修复。 

星形胶质细胞在 CNS 损伤后活化，出现一系列形态学、分子学及基因学等表

达变化后活化成为反应性星形胶质细胞[20]。AST活化成为RAS的过程是渐进性的，

其活化程度取决于三点：脊髓受损程度，损伤后的时间段以及 AST 距离受损区域

的距离[21, 22]。典型的病理变化为 SCI 后受损区域的 AST 突起肥大，细胞胞体增大，

有丝分裂进程加快，并伴随 GFAPs、波形蛋白（vimentin）、巢蛋白（nestin）

等中间丝蛋白的表达上调[20, 22]。在活化初始阶段这些中间丝蛋白仅有轻微升高，
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随着损伤进程发展分泌量显著增加，胞体持续增生肥大，异型胶质增生，瘢痕组

织逐渐形成并包绕受损节段[7]。在 AST 活化过程中还伴有其他一些细胞产物的改

变，各种细胞因子特別是炎症趋化因子如 TGF-β、IL-1β、IL-6 和 CNTF 等表达

增多，蛋白表达如环氧合酶 2、一氧化氮合酶和钙结合蛋白 S100β等表达增加[20, 

21]。目前已明确的几种可以激活 AST 成为 RAS 的信号通路，信号转导子.和转录激

活子（STAT）， 转化生长因子-β/Smad 蛋白信号通路（TGF-β/Smad），Sox9 转

录因子[20, 23]。 

RAS 增殖不仅是损伤后神经病理标志，在协调损伤反应结果方面也有重要作

用。但 RAS 在 SCI 后扮演的角色一直被认为是负面的，其主要原因在于产生化

学和物理屏障抑制神经轴突再生。既往的观点认为，成熟的中枢神经系统微环境

限制了轴突的出芽再生，而最近的研究则表明在一定条件下，成熟的中枢神经组

织仍具有再生潜力[24]。在 SCI 后，成熟的星形胶质细胞被直接或间接诱导激活而

活化成为反应型星形胶质细胞，RAS 分泌多种过表达的蛋白抑制因子并释放入细

胞外基质形成了一个对神经修复及再生的不利外环境，在 RAS 和细胞外基质的共

同作用下增生形成致密的胶质瘢痕组织包绕在受损组织周围，这些化学及物理屏

障共同阻滞了神经轴突的再生，其中在细胞外基质中明显上调的抑制因子主要包

括硫酸软骨素多糖（CSGPs）、波形蛋白（vimentin） 、韧粘素（tenascins）和

胶原蛋白（collagen）[7, 25-28]。这些抑制因子又与 RAS 一起参与形成胶质瘢痕，

造成延长的轴突受阻蜷缩，妨碍轴突生长[29]。此外，RAS 在 SCI 后表达 EGFR 上

调，激活表皮生长因子受体（EGFR）可反过来促进激活星形胶质细胞[30, 31]，并促

进硫酸软骨素蛋白多糖分泌增加，促进胶质瘢痕形成[30]。同时体内和体外实验均

证明 CSGPs 可以抑制少突胶质前体细胞（OPCs）的分化成熟，从而抑制髓鞘形成

[12]。另外有学者研究发现 SCI 后 AST 同样可以分泌抑制因子来阻滞神经突触的再

生，AST 通过表达 ephrin 家族的 ephrinB3 的受体蛋白 EphA4 来抑制轴突导向作

用[32]。因此,如何抑制星形胶质细胞活化，从而抑制胶质瘢痕形成，成为脊髓损

伤治疗的重要策略之一。在此,我们发现细胞发育调控的 Raf/Mek/Erk 信号传导

通路可能在脊髓损伤后星形胶质细胞的活化中起着重要作用。 

Raf/MEK/ERK 信号传导通路是一条可以被多种因素广泛活化的有丝分裂原

活化蛋白激酶（MAPK）通路。当其上游的信号受体受到胞外信号刺激时，即活化
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并激活 Raf；而 Raf 可将 Mek 磷酸化激活，p-MEK 进一步磷酸化 ERK1/2，然后

p-MEK1/2 再将细胞核内的 EIK-1L 磷酸化，此瀑布式的激活过程将神经细胞外的

信号通过细胞膜、细胞质传递到细胞核，来调节细胞周期调控细胞的增殖、分化

和凋亡等生理病理过程[33]。 

Raf 是一种 40-75kD 的原癌基因，负责编码丝/苏氨酸蛋白的磷酸化激酶,在

哺乳动物中通常存在三种类型:A-Raf、B-Raf、C-Raf(或 Raf-1),其中 C-Raf 是

目前研究最广泛的激酶[34]。通常 Raf 在静息细胞中处于非活化状态。受上游相关

信号激活后,Raf 募集于胞膜内表面,随后发生构型改变并暴露其磷酸化位点后

被磷酸化而形成活化的 Raf 单体，活化后的磷酸化 Raf 进一步激活并磷酸化下游

的级联反应，即磷酸化下游的 MEK，后者又进一步激活并磷酸化细胞外信号调节

激酶（ERK）,磷酸化后的 ERK 继而通过磷酸化各种不同的细胞内蛋白来直接或间

接影响细胞基因的转录[35]。细胞即通过这种级联磷酸化的过程将来自细胞外的刺

激信号传递至细胞内,在通过细胞转录因子的调控，参与细胞的增殖、分化以及

凋亡等多种生理过程的调节。近年来的研究表明 Raf 家族蛋白能够调节神经细胞

分化,影响突触的修饰及改变突触强度，并能够调节神经细胞内在兴奋性,这些功

能使其在神经组织的发育及形成中起着重要作用[36, 37]。 

Mek是具有双特异性的蛋白激酶,包括 Mek1和 Mek2两种亚型,它们能磷酸化

ERK 上的 Tyr 和 Thr 两个调节位点而被激活。ERK1/2 在被上游的 Mek 磷酸酸化激

活后由细胞质转移到细胞核内,通过介导包括 ATF、Elk-1、Ap-1、NF-kB、c-fos

和 c-Jun 等基因片段的转录来调节相关蛋白表达，参与机体细胞的增殖与分化、

构建细胞骨架与维持细胞形态以及细胞凋亡等多种生物学反应[38, 39]。 

细胞外调节蛋白激酶(ERK)家族有 5 个亚型,包括 Erk1/2、ERK5、P38 和 JNK,

它是将信号从细胞表面受体传.导至细胞核内的关键因子,它们表达广泛,调节不

同细胞内包括有丝分裂、有丝分裂后期的功能、减数分裂等一系列生理过程[40]。

在神经系统中, Raf/Mek/Erk 信号通路在神经祖细胞的生成、发育和功能发挥方

面具有重要作用[39]。此外，细胞和活体实验均发.现 ERK1/2 会促使神经细胞凋亡

[41]。近来有研究发现 Raf/Mek/Erk 通路能够影响对突触的功能储备[42]。 

在神经系统中，Raf/Mek/Erk 信号通路的活化增加已经被证明与神经组织损

伤修复密切相关。Carbonell 的研究表明 SCI 后，磷酸化活化的 ERK 会在神经元、
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