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摘　要：目的　斑马鱼具有很强的脊髓损伤后的修复能力，如在脊髓完全横断的４～６周内即可恢复自由游泳能
力，但是目前修复机制不明。本文旨在研究斑马鱼脊髓损伤修复过程中，脑源性神经营养因子（Ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕ
ｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）和其受体酪氨酸激酶受体Ｂ（Ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｔｙｐｅＢ，ＴｒｋＢ）的作用。方
法　本文通过建立成年斑马鱼脊髓损伤模型，采用实时定量 ＰＣＲ方法，检测了脊髓损伤不同时间点斑马鱼脊髓中
ＢＤＮＦ和ＴｒｋＢ基因的表达情况；进而用蛋白质电泳方法检测了脊髓损伤急性期和慢性恢复期斑马鱼脊髓中 ＢＤＮＦ
蛋白质的表达情况。结果　同假手术组相比，脊髓损伤组斑马鱼脊髓组织ＢＤＮＦ和ＴｒｋＢ基因在损伤急性期（４ｈ）
和修复早期（６ｄ）呈现显著性升高（Ｐ＜００５），同时，脊髓ＢＤＮＦ蛋白的表达在损伤急性期（２４ｈ）显著性降低（Ｐ＜
００５），在神经修复期（１５ｄ）显著性升高（Ｐ＜００５）。结论　斑马鱼脊髓损伤后修复期局部存在着良好的神经再生
微环境，从而可能促进轴突的再生长及运动能力的恢复。
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　　脊髓损伤（ＳｐｉｎａｌＣｏｒｄＩｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是一类目前
为止尚无有效治疗方法的高致残性神经系统疾病。

与哺乳动物不同，斑马鱼在脊髓损伤后具有很强的

自主修复能力，成年斑马鱼在脊髓损伤后六周即可

基本恢复其正常运动水平［１］。推测斑马鱼的这一

特殊性能是由多种因素造成的，其中损伤过程中的

微环境对修复的影响作用不容忽视［２］。损伤后所

诱导的一些细胞因子如神经营养因子和氧化应激因

子等会对损伤后神经元存活轴突生长发挥重要作

用［３－６］。神经营养因子如脑源性神经营养因子

（Ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）在斑马鱼
幼鱼发育过程中促进中枢神经系统和外周神经系统

的发育，在成鱼神经系统中保护神经元［７］。Ｔｒｋ属
于受体型酪氨酸激酶，是原癌基因编码的神经营养

因子受体家族的成员之一，其家族成员的胞内区有

高度同源性，目前已知该家族编码的神经营养因子

受体有ＴｒｋＡ，ＴｒｋＢ，ＴｒｋＣ三种亚型［８］。ＴｒｋＢ是 ＢＤ
ＮＦ的受体，在小鼠颈部脊髓损伤后，通过提高 ＴｒｋＢ
和ＢＤＮＦ在运动神经元中的表达水平，可以有效提
高膈肌活动恢复速度，进而提高呼吸功能［９－１０］。大

量的研究表明 ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ信号通路对神经系统的
生长和损伤后恢复具有重要作用［１１－１４］。因此组织

环境中ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ的升高有可能促进脊髓损伤后神
经的修复。但是斑马鱼脊髓损伤后的ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ是
否与其在哺乳类动物中的作用相似，值得探讨。

本文利用成年斑马鱼脊髓损伤模型，研究其损

伤后不同时间点损伤位点下游脊髓组织中ＢＤＮＦ和
ＴｒｋＢ基因相对于内参 ｇａｐｄｈ基因的表达变化。探
讨了ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ对脊髓损伤修复过程的影响。结
果显示，成年斑马鱼脊髓损伤修复过程中脑内ＢＤＮＦ
和ＴｒｋＢ基因的变化呈现升高的动态过程，提示了在
脊髓修复过程中，脊髓组织中的神经营养因子变化可

能对脊髓损伤位点组织的再生与修复产生影响。

１　材料和方法

１１　实验动物与分组
本实验中所使用动物为６月龄成年斑马鱼，购

自上海佳誉水族馆，体长２～３ｃｍ。所涉及的所有
斑马鱼实验都经过江南大学无锡医学院实验动物管

理委员会审核通过，符合实验动物的伦理学要求。

手术前斑马鱼集中养殖于２８℃温室，每天给予１４ｈ
光照和１０ｈ无光照。将成年斑马鱼随机分为假手
术组和脊髓损伤组。实时定量ＰＣＲ实验中，脊髓损

伤组和假手术组分别于脊髓损伤术后或假手术后４
ｈ、１２ｈ、６ｄ取损伤点下游５ｍｍ组织存于 －８０℃保
存备用（每个时间点设置８个样本）。
１２　脊髓损伤动物模型制备

参照Ｓｃｈａｃｈｎｅｒ研究小组的方法制作成年斑马
鱼脊髓损伤模型［１，１５］。术前使用００３３％ ３－氨基
苯甲酸乙酯甲基磺酸盐（ＭＳ２２２，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）麻
醉３０ｓ。以鳃盖后缘和背鳍连线间的中点为起点，
沿皮肤做纵切口（约２ｍｍ）暴露脊髓。手术组用精
密剪刀切断脊髓；假手术组暴露但并不切断脊髓。

闭合伤口后，用组织粘合剂封闭伤口。ＳＣＩ手术成
功标志：手术时在显微镜下能够看到脊髓完全横断

的截面，并且术后３ｄ斑马鱼无游泳能力。ＳＣＩ修复
标志：斑马鱼于术后７ｄ，具有较弱的游泳能力，同时
体型保持直线型，无Ｃ型或Ｓ型等畸形。
１３　实时定量ＰＣＲ
１３１　总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成　从损伤后
成年斑马鱼全脑组织中提取基因组 ＲＮＡ（ＥＺｇｅｎｅ
ＴｉｓｓｕｅＲＮＡＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔ，ＢＩＯＭＩＧＡ，ＳａｎＤｉｅｇｏ），－
８０℃冰箱储存备用。将提取的脑组织中总 ＲＮＡ用
反转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ，Ｔａｋａｒａ，
Ｄａｌｉａｎ）反转录合成ｃＤＮＡ。
１３２　引物设计　根据 ＮＣＢＩ上 ＢＤＮＦ的 ｍＲＮＡ
序列并结合斑马鱼全基因组测序公布的序列（ＢＤ
ＮＦ基因登录号：ＮＭ＿００１３０８６４９１，ＴｒｋＢ基因登录
号：ＮＭ＿００１１９７１６１２，ＧＡＰＤＨ基因登录号：ＮＭ＿
００１１１５１１４１），利用 Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５０设计引物。
引物序列如表１所示。

表１　斑马鱼ＢＤＮＦ和ＴｒｋＢ基因ＰＣＲ所用引物

目的基因

（℃）
引物 序列（５′→３′）

产物长

度（ｂｐ）
复性

温度

ＢＤＮＦ
Ｆ ５′－ＡＡＣＡＴＴＣＣＧＴＴＴＡＣＡＴＴＣＴＣ－３′

Ｒ ５′－ＡＣＡＡＣＡＧＣＡＣＣＴＴＧＡＣＡＴＡＧ－３′
１００ ６０

ＴｒｋＢ
Ｆ ５′－ＧＧＡＡＡＡＧＣＡＡＡＡＡＣＣＣＴＧＴＣＴＡＧＡ－３′

Ｒ ５′－ＴＧＴＡＧＣＡＴＣＡＣＴＴＣＣＴＧＣＣＡＴＴ－３′
１０４ ６０

ＧＡＰＤＨ
Ｆ ５′－ＧＴＧＴＡＧＧＣＧＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴ－３′

Ｒ ５′－ＴＧＧＧＡＧＴＣＡＡＣＣＡＧＧＡＣＡＡＡＴＡ－３′
１２１ ６０

１３３　ＰＣＲ扩增体系和条件　实时荧光定量 ＰＣＲ
技术对斑马鱼脊髓损伤后不同时间点 ｍＲＮＡ表达
量进行相对定量分析。荧光染料为 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ
（ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＲｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，Ｔａｋａ
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ｒａ，Ｄａｌｉａｎ），以 ＧＡＰＤＨ作为内参，实时定量 ＰＣＲ反
应体系总体积为 １０μＬ，包括：ＳＹＢＲ５μＬ，Ｐｒｉｍｅｒ
Ｍｉｘ０４μＬ，Ｒｏｘ０２μＬ，ＤＥＰＣＨ２Ｏ３４μＬ，上、下
游引物（Ｆ、Ｒ）（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０２μＬ，模板（２５ｎｇ／
μＬ）１μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性１ｍｉｎ：９５℃
变性４５ｓ，５５℃复性４５ｓ，７２℃延伸１５ｓ，３９个循环；
７２℃延伸８ｍｉｎ，４℃保存。由 ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
４８０Ⅱ型荧光定量ＰＣＲ仪收集荧光信号。每个待测样
品ｃＤＮＡ设置３个重复，对得到的３个Ｃｐ值取平均
值，用２－△Ｃｔ法进行计算。
１４　蛋白质印迹
１４１　脊髓总蛋白提取及样品制备　将损伤后成
年斑马鱼脊髓组织加裂解液 ＲＩＰＡ与蛋白酶抑制剂
ＰＭＳＦ裂解（碧云天生物技术研究所），室温１２０００ｇ
离心１５ｍｉｎ，取上清液，得到总蛋白。用酶标仪测定
蛋白浓度后加蛋白上样缓冲液（北京索莱宝生物科技

有限公司），煮沸１０ｍｉｎ，放－８０℃冰箱储存备用。
１４２　免疫印迹　取等量蛋白上样于 ＳＤＳ－聚丙
烯酰胺凝胶（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），通过电泳槽电泳（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ），并采用预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
ＵＳＡ）作对照。电泳起始电压调整为８０Ｖ，待溴酚
蓝由浓缩胶进入分离胶后将电泳仪电压调１００Ｖ，当
溴酚蓝抵达分离胶底部时终止电泳。待电泳结束

后，通过湿式转移电泳仪把凝胶泳道中总蛋白转移

到ＰＶＤＦ膜上。成功转膜后，根据彩虹预染蛋白质
Ｍａｒｋｅｒ的大小将膜剪为两部分，使内参蛋白与目的
蛋白条带分开并分别标记，然后把膜置于５％脱脂
奶粉的封闭液中室温封闭１小时，用ＴＢＳＴ洗膜５ｓ，
然后把内参蛋白膜和目的蛋白膜分别置５％ＢＳＡ稀
释的β－ｔｕｂｕｌｉｎ一抗（１∶２０００）（碧云天生物技术研
究所）溶液和５％ＢＳＡ稀释的 ＢＤＮＦ一抗（１：８００）
（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司）溶液中，４℃过夜孵育。再次用
ＴＢＳＴ洗膜５１０ｍｉｎ，然后内参蛋白膜和目的蛋白膜
分别放入 ５％ＢＳＡ稀释的辣根酶标记山羊抗小鼠
ＩｇＧ，（１∶２０００）溶液、５％ＢＳＡ稀释的山羊抗小鼠二
抗（辣根酶标记，１∶２０００）溶液中，室温孵育１５小
时，然后用ＴＢＳＴ洗膜５１０ｍｉｎ，用ＥＣＬ试剂盒（碧云
天生物技术研究所）显影，置于凝胶成像仪中（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ）照相并应用 ＩａｍｇｅＪ软件对 ＢＤＮＦ及 β－ｔｕｂｌｉｎ
蛋白质条带灰度进行定量分析处理。

１５　数据分析
实时荧光定量ＰＣＲ数据结果通过独立样本Ｔ－

Ｔｅｓｔ分析，比较各个时间点手术组与假手术组的ｍＲ

ＮＡ表达水平。蛋白质电泳数据使用单因素方差分
析，比较各个时间点手术组与假手术组的蛋白质表达

水平，根据统计学定义选取Ｐ＜００５为显著性差异。

２　结果

２１　ＢＤＮＦｍＲＮＡ在脊髓损伤修复过程中表达量的
变化

实验证明，与对应时间点的假手术组相比，手术

后４ｈ，ＢＤＮＦｍＲＮＡ在斑马鱼脊髓中极显著升高（Ｐ
＜００１），在脊髓中的表达量大约是假手术组的２８
倍；手术后６ｄ，ＢＤＮＦ基因在斑马鱼脑中的表达量
显著升高（Ｐ＜００５），在脊髓中的表达量大约是假
手术组的３２倍（图１）。

图１　脊髓中ＢＤＮＦ基因在斑马鱼脊髓
　　损伤后不同时间点的表达变化

２２　斑马鱼脊髓损伤修复过程中，脊髓中ＢＤＮＦ蛋
白的表达变化

实验证明，与假手术组相比，在脊髓损伤后２４ｈ，
ＢＤＮＦ蛋白表达量显著降低约２２％（Ｐ＜００５）；；到损
伤后１５ｄ时，ＢＤＮＦ蛋白表达量显著升高约３０％。

图２　脊髓中ＢＤＮＦ蛋白在斑马鱼脊髓

　　损伤后不同时间点的表达变化
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２３　ＴｒｋＢｍＲＮＡ在脊髓损伤修复过程中表达量的
变化

实验证明，与对应时间点的假手术组相比，手术

后４ｈ，ＴｒｋＢｍＲＮＡ在斑马鱼脊髓中极显著升高（Ｐ
＜００５），在脊髓中的表达量大约是假手术组的１７
倍；手术后６ｄ，ＴｒｋＢ基因在斑马鱼脑中的表达量显
著升高（Ｐ＜００５），在脊髓中的表达量大约是假手
术组的２３倍。（图３）。

图３　脊髓中ＴｒｋＢ基因在斑马鱼脊髓

　　损伤后不同时间点的表达变化

３　讨论

本课题组前期研究结果已经证实，成年斑马鱼

脊髓损伤后，特定的基因表达会迅速做出相应改变，

当基因水平的变化积累到一定程度就可以引起相应

蛋白的变化，至损伤后１８天，神经轴突自主修复可
达到５０％，其游泳行为的恢复也在损伤后２～３周
显现［１］。因此，本研究选取脊髓损伤后４ｈ，１２ｈ，２４
ｈ时间点作为损伤修复的急性期，选取６ｄ，１５ｄ作
为损伤修复的初期［１６］。分别在这两个时期中选取

样本检测成年斑马鱼脊髓损伤后脊髓中 ＢＤＮＦ和
ＴｒｋＢ的表达变化，探讨这两个基因的表达变化对于
斑马鱼脊髓损伤修复的影响。

神经营养因子（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ，ＮＴ）是一类对神经
元的发育、成熟、存活有重要作用的蛋白。神经损伤

后，神经元或胶质细胞可分泌多种神经营养因子，通

过自分泌、旁分泌等方式与相应的神经细胞上特异

性受体结合，激发多种信号通路而发挥其支持神经

元生长、发育和神经损伤修复的作用［１７］。斑马鱼脊

髓损伤后的再生修复主要依靠的也是运动神经元的

再生［１８］。本文检测了斑马鱼脊髓损伤后 ＴｒｋＢ和
ＢＤＮＦ的ｍＲＮＡ表达水平，以及 ＢＤＮＦ的蛋白表达
水平。结果显示，在急性期 ４ｈ，ＢＤＮＦ和 ＴｒｋＢ的
ｍＲＮＡ水平在脊髓损伤的成年斑马鱼脊髓下段都显
著升高，并且变化水平相似，损伤后１２ｈ，ＢＤＮＦ和

ＴｒｋＢ的 ｍＲＮＡ水平开始下降。与之相对应的是
ＢＤＮＦ蛋白水平在２４ｈ显著下降，这提示可能是神
经元在损伤急性期内受到重创的原因，但是在神经

修复初期６ｄ，ＢＤＮＦ和 ＴｒｋＢ的 ｍＲＮＡ水平显著升
高，而ＢＤＮＦ的蛋白质水平也在修复期的１５ｄ检测
到显著增高。这说明修复期的 ＢＤＮＦ和 ＴｒｋＢ表达
增加很可能为损伤区域提供了一个友好的微环境，

促进了斑马鱼脊髓损伤的修复。对此有支持证据的

是，发育和损伤往往会分享某些分子机制，而已有研

究表明，在斑马鱼发育过程中，ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ信号通
路控制着神经元的存活和凋亡［１２］。总之，本研究表

明，ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ表达增加对于斑马鱼脊髓损伤后的
修复具有一定的促进作用，与其在哺乳类动物中的

神经保护作用具有相似性［１１，１９］。，即：成年斑马鱼脊

髓损伤修复过程中，脊髓中高表达的ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ水
平可能促进受损伤的运动神经元轴突再生，进而恢

复运动能力。但是确切的作用机制有待于进一步的

实验如利用ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ技术或者转基因斑马鱼技术
来回答。
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江南大学医学院神经科学中心申延琴教授实验室介绍

江南大学位于美丽的太湖之滨－无锡，是一所教育部直属的２１１重点院校。江南大学无锡医学院成立
于２０１２年，目前已经吸引大量海内外优秀人才加盟。医学院神经科学中心申延琴教授实验室致力于神经退
行性疾病及中枢神经损伤及修复的研究。本实验室利用小鼠和斑马鱼两种模式动物建立帕金森病、脊髓损

伤和脑损伤模型，研究神经胶质细胞、自噬和神经干细胞在神经变性、损伤及修复中的作用机制，并致力于筛

选传统中药单体成分和神经粘附分子对于帕金森病和脊髓损伤及脑损伤的治疗作用。实验室现有教授１
名，副教授１名，讲师１名，博士后１名，科研助理１名，研究生８名，是一支充满活力和凝聚力的科研团队。
团队拥有省级人才１名，无锡市级人才２名，３人具有海外留学背景，４人具有博士学位。团队目前承担国家
自然科学基金及江苏省各类基金数项。团队诚邀生物医学相关专业背景的优秀研究人员和学生加盟。

５

成年斑马鱼脊髓损伤修复中ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ的表达研究




