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基于 PI3K/PTEN/AKT信号途径探讨褪黑素
对脊髓损伤大鼠突触可塑性的影响 *

毕佳琦 1，3 陈 崇 1 李 政 1 孙佩宇 2 谭海宁 1 林友禧 1 沈建雄 1△

(1中国医学科学院清华大学医学部 -北京协和医院骨一科 北京 100730；
2首都医科大学附属北京中医医院骨科 北京 100010；3哈尔滨市第一医院 黑龙江哈尔滨 150010)

摘要 目的：探讨褪黑素对脊髓损伤大鼠突触可塑性的影响及磷脂酰肌醇 3- 激酶 / 张力蛋白同源基因 / 蛋白激酶 B

(PI3K/PTEN/AKT)信号途径在其中的作用。方法：选择 4月龄 SPF级雄性 SD大鼠 48只，将其随机分为对照组(CON)、模型组
(SCI)、褪黑素组(MT)和褪黑素受体拮抗剂组(LUZ)，每组 12 只大鼠。对照组大鼠背部切口后缝合，余下各组大鼠使用改良的
Allen's法建立 T9水平的脊髓损伤模型。模型建立后，褪黑素组及褪黑素受体拮抗剂组每天腹腔注射褪黑素及褪黑素抑制剂，剂量

为 12.5 mg·kg-1·d-1，对照组和模型组每天注射同体积的生理盐水。治疗后第 3、7、14、21、28天进行 BBB评分，实验结束处死大鼠

取胸椎 8-10节段脊髓组织，分别采用免疫组化方法测尼氏小体数量及 Western Blot检测 PTEN、Synapsin、PSD-95、Gap-43、Akt蛋

白的表达。结果：与 SCI模型大鼠相比，MT给药干预 14 d后的 SCI大鼠 BBB评分及痛觉压力值均明显降低(P<0.05)，尼氏小体

灰度值提高 (P<0.05)，PTEN、Synapsin、PSD-95、Gap-43、Akt 蛋白的表达均显著上调 (P<0.05)。结论：MT 可能通过激活
PI3K/PTEN/Akt信号途径，上调突触可塑性相关蛋白的表达，促进 SCI大鼠突触修复。
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Effect of Melatonin on Synaptic Plasticity in Rats with Spinal Cord Injury
Based on PI3K/PTEN/AKT Signaling Pathway*

To investigate the effects of melatonin on synaptic plasticity in rats with spinal cord injury and the role of

PI3K/PTEN/AKT signaling pathway. Forty-eight SPF male Sprague-Dawley rats aged 4 months were randomly divided into
control group (CON), model group (SCI), melatonin group (MT) and the melaclonin receptor antagonist group (Luz), 12 in each group.

Rats in the control group were sutured after the incision, and the remaining groups of rats were used to establish a T9 level spinal cord

injury model using the modified Allen's method. After the model was established, the rats in MT and LUZ were intraperitoneally injected

with melatonin and melatonin inhibitor at a dose of 12.5 mg·kg-1·d-1. Rats in CON and the SCI were injected with the same volume of

physiological saline daily. BBB scores were performed on the 3rd, 7th, 14th, 21st, and 28th day after treatment. At the end of the
experiment, the rats were sacrificed and the spinal cord tissue of 8-10 segments was taken. The number of Nissl bodies and expressio of

Synapsin, PSD-95, Gap-43, Akt protein. were detected by immunohistochemistry and Western Blot. After 14 days of MT

administration, the BBB score of SCI rats could be significantly reduced, the pain pressure value could be reduced, the gray value of Nissl

bodies increased, and the expression of PTEN, Synapsin, PSD-95, Gap-43 and Akt protein could be up-regulated. MT may

up-regulate the expression of synaptic plasticity-related proteins by activating the PI3K/PTEN/Akt signaling pathway and promote
synaptic repair in SCI rats.
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图 1各组大鼠 BBB评分及压痛值测定情况

Fig.1 Determination of BBB score and tenderness value of rats in each group

前言

脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)可导致运动和感觉功能的

缺陷，带来患者沉重的生理及心理负担，在世界范围内的发病

率约为 180000/年，且随着交通工业发展仍在继续增高，但目

前仍没有十分有效的治疗手段[1,2]。褪黑素是从松果体分泌的一

种吲哚类神经内分泌激素，其生理效应包含了生物钟、繁殖、免

疫、消化、中枢神经系统等方面，已经被用于治疗失眠、癌症、心

血管疾病、衰老等[3-5]。最近的研究表明褪黑素修复损伤的突触

可塑性可能是其改善运动功能的原因，但是相关机制仍不完全

明确[6,7]。

PI3K/PTEN/Akt信号转导通路具有调节细胞分化、增殖及

抑制细胞凋亡的作用[8-10]。在 SCI发生后，PI3K/PTEN/Akt信号

转导通路的激活抑制细胞凋亡，还能够上调包括巢蛋白、神经

元特异性烯醇化酶、神经丝蛋白 -200(NF-200)等在内的众多与
神经元再生有关的蛋白质的表达，促进突触的修复[11]。本研究

主要探讨了褪黑素对大鼠脊髓损伤的保护作用及其用于修复

突触可塑性的效果，以期为褪黑素的临床应用提供理论支持。

1 材料和方法

1.1 实验动物和试剂
SPF级雄性 Sprague-Dawley大鼠 48只 (许可证号：SCXK

(京)2016-0002)，4月龄，体重 240-260克，购于北京斯贝福生物

技术有限公司。褪黑素，褪黑素受体拮抗剂 Luzindole(Sigma公

司)。兔抗鼠 GAPDH抗体 (Servicebio公司)；Gap-43、Synapsin

抗体(Abcam公司)；PSD-95、AKT、PTEN抗体(Affinity公司)。
1.2 实验方法
1.2.1 实验动物分组及模型建立 依随机数字表法将大鼠分

为 CON组、SCI组、MT组和 LUZ组。CON组以外的大鼠采用

改良 Allen's打击装置制作 SCI模型。具体操作为大鼠水合氯

醛 30 mg·kg-1腹腔注射麻醉，俯卧位固定，备皮，常规消毒，以

T9为中心行后正中线纵行切口，显露 T8-10棘突及椎板，生理盐

水冲洗后切除 T9锥板，以脊髓后正中血管为中心，10 g打击棒

自 25 mm高自由落下撞击 T9脊髓，并压迫脊髓 1 min，大鼠损

伤平面以下完全瘫痪为模型成功标志[12]。术毕用青霉素盐水冲

洗伤口，逐层缝合组织。早中晚各按压膀胱排尿 1次，直至恢复

排尿反射。

造模成功后，MT组及 LUZ组每天腹腔注射褪黑素及褪黑

素抑制剂，剂量为 12.5 mg·kg-1·d-1，CON组、SCI组于治疗时间

腹腔注射 1%乙醇生理盐水溶液 1 mL。治疗时间为每日天
18-20时。
1.2.2 BBB 评分及痛觉测试 治疗后第 3、7、14、21、28 天进
行 BBB评分，利用 YLS-3E电子压痛仪进行鼠尾痛觉测试[12,13]。

1.2.3 尼氏体染色 每组取 6只大鼠麻醉后，4 %多聚甲醛灌

流，取出脊髓，甲醛中固定 4 h。冰冻切片机切片，二甲苯及梯度

乙醇脱水，苏木素 -伊红染色 30 min，蒸馏水清洗，70 %乙醇分

色 3 min。70 %乙醇、80 %乙醇、95 %乙醇，各 2 min脱水，中性

树胶封片，显微镜下观察，拍照。使用 Image J软件分析尼氏小

体灰度值。

1.2.4 Western blotting 以打击点为中心取脊髓组织 1 cm，剪

碎后加裂解液冰浴 20 min，14000× g离心 15 min，BCA法进行

蛋白定量后，加裂解液稀释至统一浓度，加入 loading buffer后
沸水浴 10 min。100 V 恒压预制凝胶电泳分离，150 mA，120

min转至 PVDF膜，加 Gap-43、Synapsin、PSD-95、Akt、PTEN抗

体 (1:500-1:2000)，结合上含有辣根过氧化酶的抗兔 IgG(1:

4000)，ECL显色。Tanon 5200化学发光成像系统获取图像后使

用 Image J软件进行蛋白条带的灰度值分析。
1.3 统计学方法

采用统计学软件 SPSS23.0对统计数据进行分析，计量数

据以 x依s 表示，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05为差异具有
统计学意义。

2 结果

2.1 褪黑素改善 SCI大鼠的感觉及运动功能
MT给药干预 14 d后，SCI大鼠 BBB评分明显升高，而痛

觉压力数值降低，与 SCI组比较差异具有显著性意义(P<0.01)。

给予 LUZ的大鼠运动和感觉功能的恢复明显抑制，7 d和 14 d

后，大鼠的 BBB评分降低及压痛值明显高于 SCI组，差异具有

显著性意义(P<0.01)。
2.2 褪黑素增加尼氏小体灰度值

MT可以提高 SCI模型大鼠脊髓尼氏小体灰度值，与 SCI

组比较差异具有显著性意义(P<0.01)。
2.3 MT对 SCI大鼠脊髓组织 PI3K/ PTEN/Akt 信号途径蛋白

表达的影响

MT 可显著增加 SCI 模型大鼠脊髓组织 AKT 及下游
Synapsin、PSD-95、Gap-43、PTEN 蛋白的表达 (P<0.01)，而加入
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LUZ后，蛋白表达上调的趋势被阻断。

3 讨论

脊髓由包含神经细胞的上行及下行传导束所构成的灰质

和白质组成。当出现完全性脊髓实质横贯损伤时，脊髓损伤的

最低位椎体平面的感觉、运动功能完全丧失，包括膀胱、肛门括

约肌的收缩运动功能丧失[14]。在脊髓损伤发生 3小时后，灰质

内出现多发出血灶，此时白质未出现病理改变；随着时间推移，

灰质内出血灶逐渐增多，白质逐渐水肿加重；损伤发生 12小时

后，灰质神经元胞体开始出现不同位置及不同程度地脊髓损伤

会引起迥异的临床表现，从感觉和 /或运动功能的部分丧失到
损伤部位以下的完全瘫痪，并产生一系列相关的早期或晚期并

发症[15,16]。脊髓损伤其预后与损伤后脊髓微弱的再生能力有关。

脊髓损伤发生后，脊髓神经元的原发性损伤和继发性损伤是引

起脊髓神经功能障碍的主要原因，其包括细胞坏死、轴突崩解

和脱髓鞘改变、胶质瘢痕形成、炎症反应以及其他复杂的病理

生理变化[17-19]。

大鼠 T9水平损伤可导致严重脊髓横贯性损伤，而致伤暴

力主要集中在背侧，与大鼠运动功能丧失密切相关。BBB评分

中 0表示完全瘫痪，21表示正常运动功能，本实验中 MT组得

分于 14 d后均较明显高于 SCI组，且明显降低痛觉测试中压
痛值水平，BBB评分及痛觉测试均提示大鼠的神经功能和神

经可塑性进入缓慢的自愈过程。

神经细胞元及神经胶质细胞共同构成神经组织。虽然神经

元是呈现多种形态，但其组成是统一的：胞体、树突和轴突。胞

体是神经元的营养和代谢中心，包括细胞核和细胞质[24，25]。细胞

质在光镜下的特征结构为尼氏体和神经原纤维。尼氏体的主要

功能是合成与神经递质有关的蛋白质和酶[26]。大鼠脊髓损伤后

经连续腹腔注射褪黑素后，我们观察到在尼氏小体灰度值明显

增加的同时，后面与突触可塑性相关的蛋白表达量也相应的增

图 2各组大鼠脊髓尼氏小体染色情况比较

(A: con, B: SCI, C: MT, D: Luz)

Fig.2 Comparison of the staining of Nissl bodies in the spinal cord of rats in each group

注：*与 SCI组比较，P<0.01。
Note:* compared with SCI group, P<0.01.
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高，表明褪黑素可以促进 SCI大鼠突触可塑性的恢复。
GAP-43是一种脊椎动物神经细胞膜上的特异性磷蛋白，

被认为是研究神经生长发育和损伤修复等神经可塑性的首选

分子探针[27]。神经原纤维交错排列成网，并伸入树突及轴突中[28]。

NF-200是轴突细胞骨架的主要成分，可以诱导损伤轴突延长

和重构，是神经元纤维的重要组成。Synapsin、PSD-95则是促进

神经元分化和脊髓发育的重要蛋白[29，30]。synapsin蛋白是一类
在进化中高度保守与突触囊泡外侧相连的磷蛋白。通过基因重

组的小鼠及生理学的观察，学者们发现 synapsin在神经递质释
放及突触可塑性等生理活动过程中具有重要作用 [31]。

PI3K-PTEN-AKT 信号通路是经典抑制细胞凋亡启动通路。
PI3K信号通路的激活需要细胞膜上 PIP2（磷脂酰肌醇 -4,5-二

磷酸）向 PIP3（磷脂酰肌醇 -3，4,5-三磷酸）转化，AKT是 PI3K

的一个主要的下游蛋白，能介导多种生物学效应，是重要的抗

凋亡调节因子。PIP3与细胞内 Pleckstrin Homology结构域结合

导致 AKT活化 [20,21]。PTEN是 PI3K-AKT通路的主要抑制剂，
PTEN抑制了 PIP2向 PIP3的转化，所以 PTEN对神经元轴突

的恢复起到抑制作用。在我们的研究中，通过 Western blot对
MT组及其各对照组的观察，发现褪黑素降低 PTEN表达，上

调了 AKT水平促进轴突生长。褪黑素受体(MT1和 MT2)存在
于脊髓背角、腹角及神经元内，受体被褪黑素激活后，调节神经

元存活及神经干细胞分化等[22，23]。本实验中，我们通过组成神经

细胞的三部分所包含的关键蛋白和信号通路对我们提出的假

设进行验证。在大鼠的运动和感觉功能观察中，MT组的大鼠

相比较于 SCI组更早的恢复。尼氏体反应的是胞体内环境，通

观察尼氏体发现 MT 组出现了比 CON 组更多的尼氏体，而
LUZ组中几乎消失。PI3K-PTEN-AKT信号通路的激活在抑制

神经细胞凋亡的同时升高相关的蛋白。PTEN 阻止 PIP2 向
PIP3 转化是在细胞膜上进行，MT 组 GAP-43 和 NF-200的升
高可以保证转化场所的完整性，细胞膜的不完整及 PIP3的缺

乏均不能磷酸化 AKT。Synapsin和 PSD-95蛋白升高增加了神
经细胞间信息的传递，这与实验中各组大鼠运动和感觉的恢复

相吻合。

综上所述，褪黑素可能通过激活 PI3K/PTEN/Akt信号途
径，上调突触可塑性相关蛋白的表达，减轻脊髓神经元的损伤。
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