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·基础研究·论　著

[摘要]　目的　观察利用特定药物激活特定受体(DR E A DDs)技术提高大脑皮质神经元电活动对轻度脊髓损

伤(SCI)小鼠轴突髓鞘再生及运动功能恢复的影响。方法　成年雄性C57/BL小鼠33只，皮质定向注射携带激活型

DREADDs受体的腺相关病毒[AAV-hM3D(Gq)-mCitrine]。随机分为假手术组、SCI组与激活组，每组11只。假手术组不

损伤脊髓，SCI组与激活组制备SCI脊髓损伤模型，2周后，激活组腹腔注射1 mg/(kg·d) N-氧化氯氮平(CNO)以激活皮

质神经元电活动，假手术组与SCI组腹腔注射等量生理盐水，1次/d，持续4周后灌注取材。采用免疫组织化学方法检

测病毒感染情况以及神经元原癌基因(cFos)和髓鞘碱性蛋白(MBP)的表达；采用透射电镜观察背侧皮质脊髓束髓鞘化

的程度；采用旷场试验BMS评分及不规则水平楼梯评估小鼠运动功能恢复情况。结果　免疫荧光染色证实腺相关病毒

成功感染皮质锥体神经元，三组GFP标记的腺相关病毒转染神经元细胞数量差异无统计学意义(P＞0.05)。激活组小鼠

皮质神经元cFos表达量明显增加，与SCI组和假手术组相比，差异有统计学意义(P<0.001)；在脊髓损伤中心，激活组

与假手术组轴突的MBP表达量明显高于SCI组，差异有统计学意义(P<0.001)；透射电镜观察显示，激活组G-ratio值明

显低于SCI组，差异有统计学意义(P<0.001)；BMS评分结果显示，腹腔注射1、2、4周，三组BMS评分差异无统计学意

义(P＞0.05)；不规则水平楼梯试验评估发现，腹腔注射2周，激活组与SCI组的错误率降低，且激活组的错误率明显低

于SCI组(P<0.001)；腹腔注射4周，激活组与SCI组的错误率持续下降，且激活组的错误率明显低于SCI组(P<0.001)。 

结论　利用DREADDs技术提高大脑皮质神经元电活动能有效促进轻度脊髓挫裂伤后小鼠轴突的髓鞘再生及其技巧性

运动功能的恢复。
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[Abstract]　Objective　To observe the effect of increasing brain cortical neuronal activity in mice on axon remyelination 

and motor function recovery after mild spinal cord contusion injury by chemical genetics technology (DREADDs). Methods　

33 C57/BL male adult mice accepted stereotactic injection of adeno-associated virus with activated receptor [AAV-hM3D(Gq)-

mCitrine] into the right cerebral cortex. Then all of the mice were randomly divided into three groups: sham group (n=11), SCI 
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group (n=11) and activated group (n=11). SCI spinal cord injury model was established in SCI group and activation group. Two 

weeks later, activation group was intraperitoneally injected with 1 mg/(kg·d) clozapine N-oxide (CNO) to activate the electrical 

activity of cortical neurons. Sham group and SCI group were intraperitoneally injected with the same amount of normal saline once a 

day for 4 weeks. Animals were perfused at last, using immunofluorescence to observe the results of infection of virus, the expression 

of cellular Fos (cFos) within neurons and myelin basic protein (MBP) in dorsal corticospinal tract; transmission electron microscopy 

to show the result of axonal myelination; BMS scale and irregular horizontal ladders were used to evaluate the motor function of 

mice. Results　Immunofluorescence microscopy confirmed successful transfection of virus into neurons at mice motor cortex, and 

there was no statistical significance of number of neurons infected by GFP labled adeno-associated virus between the three groups. 

Neuronal cFos fluorescence intensity at the transfection site in activated group was significantly higher than that in SCI group 

(P<0.001); MBP fluorescence intensity in the spinal cord injury center in activated group and sham group were significantly higher 

than that in SCI group (P<0.001). The G-ration value in activated group was apparently lower than that in SCI group (P<0.001). For 

the BMS score, there was no statistical significance between activated group and SCI group; the evaluation of irregular horizontal 

ladders found that after 2 weeks intraperitoneal injection, the error rate in activated group and SCI group decrease, and the error 

rate in activated group was significantly lower than that in SCI group (P<0.001); after 4 weeks intraperitoneal injection, the error 

rate in activated group and SCI group continued to decline, and the error rate in activated group was significantly lower than that in 

SCI group (P<0.001). Conclusion　Using DREADDs strategies to improve the neuronal activity of cerebral cortical neurons can 

effectively promote the axon remyelination and the recovery of motor function after mild spinal cord contusion injury in mice.

[Key words]　spinal cord injury; designer receptor exclusively activated by designer drugs; neuronal activity; remyelination; mice

髓鞘(my e l i n)包裹在轴突外，对维持轴突的

正常功能具有重要作用 [1]。研究发现，脊髓损伤

(spinal cord injur y, SCI)后轴突脱髓鞘现象持续存

在，这可能是导致患者功能恢复困难的重要原因之

一[2]。在啮齿类动物的SCI研究中，虽然观察到一

定程度的自发性髓鞘再生，但不足以诱导机体功能

恢复[3-4]，采用一定策略促进髓鞘再生是SCI治疗的

潜在靶点[5]。越来越多的证据表明，神经元电活动

调控着髓鞘的发育过程[6-9]。2017年，Li等 [10]在大

鼠轻度脊髓挫裂伤后，通过置入电极持续诱导其大

脑初级运动皮质(M1)神经元放电，发现大鼠病灶

处髓鞘再生活动增强。但置入电极创伤较大，且影

响的范围不确定，亟需新技术来解决这些问题。

特定药物激活特定受体(designer receptor exclusively 
activated by designer drugs，DREADDs)技术是一种

被广泛使用的化学遗传学方法，其将载有特异性受

体的病毒注射到机体内感染靶细胞，当受体与特定

的化学药物相结合时，便可实现对细胞信号、电活

动等生理行为的调控。由于该技术创伤小，控制范

围相对精准，近年来逐渐被广泛应用于神经科学领 
域[11-14]。2018年，Mitew等[15]使用DREADDs技术增

强小鼠大脑感觉神经元的电活动，结果检测到胼胝

体受刺激处的轴突髓鞘化程度提高。本研究旨在探

讨增强神经元电活动对脊髓损伤小鼠轴突髓鞘再生

及运动功能恢复的影响。

1　材料与方法

1.1　实验动物与试剂　6~8周龄成年雄性C57/BL小
鼠，体重25~30 g，由陆军特色医学中心实验动物中

心提供，动物生产许可证号：SCXK(渝)2012-0005。
腺相关病毒p A AV- h S y n - H A - h M 3 D ( G q ) - I R E S -
mCitrine(上海gene-chem)；N-氧化氯氮平(CNO，英

国Bristol公司，Tocris Bioscience)。一抗：鸡单克隆

抗GFP抗体(1:2000；英国Abcam公司)；兔单克隆抗

NeuN抗体(1:400；美国Millipore公司)；小鼠单克隆

抗cFos 抗体(1:200；美国santa crutz公司)；大鼠单

克隆抗MBP抗体(1:200；美国Millipore公司)；小鼠

单克隆抗Neurofilament抗体(SMI312)(1:200；美国

Biolegend公司)；小鼠单克隆抗Neurofilament 200抗体

(NF200)(1:200；美国Sigma公司)。DAPI(0.5 μg/ml； 
美国 s i g m a公司)。驴血清以及A l e x  F l u o r - 4 8 8、
Alex Fluor-594 和Alex Fluor-647标记的二抗均来

自美国 Ja c k s o n  l a b o r a t o r y。激光共聚焦显微镜

(Nikon A1+R，日本尼康公司)。荧光显微镜(日本

OLYMPUS公司)。透射电镜(Hitachi-7500，日本

Hitachi公司)。实验过程符合国家及单位有关实验

动物的管理和使用规定。

1.2　方法

1.2.1　腺相关病毒的立体定位注射　所有小鼠均

进行腺相关病毒pA AV-hSyn-HA-hM3D(Gq)-IRES-
mCitr ine的立体定位注射。立体定位注射方法：

以小鼠大脑Bregma为原点，在距离中线0.8 mm及

1.2 mm的右侧大脑皮质，AP方向坐标(单位mm)分
别为–0.5/+0.8、–1/+0.8、–0.5/+1.2、–1/+1.2，共

4个位点，使用微量注射器向各个位点注射0.6 μl腺
相关病毒，注射深度0.7 mm。

1.2.2　动物模型的制备及分组　33只雄性C57/BL
小鼠随机分为假手术组、SCI组与激活组(n=11)。
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所有实验动物于病毒注射后2周用1 %戊巴比妥钠

(50 mg/kg)腹腔麻醉，置于俯卧位，以胸椎弯曲最

大处为中心，用小鼠剃毛器去除该区毛发。常规消

毒，剪开皮肤，显露颈后脂肪垫，于后缘逐层切

开，分离肌肉，暴露棘突。根据T9棘突斜向尾侧、

T11斜向头侧、T10中立稍斜向后的特点，确定T10、

T11的位置。咬去T10、T11棘突及相应椎板，充分暴

露脊髓背面及两侧。除假手术组小鼠不接受脊髓损

伤外，剩余实验小鼠均采用Impactor Model-2改良

Allen's打击设备造成轻度脊髓挫裂损伤，致伤力度

为2.5 mm×5 g。打击完毕后，无菌缝合伤口，待其

苏醒后观察记录有无异常活动，后放回笼中饲养。

术后给予青霉素肌内注射预防感染，20 000 U/次，

共3 d。术后常规人工排尿(2次/d或3次/d)，直至

恢复自主膀胱。将SCI后1 d时后肢运动功能(basso 
mouse scale，BMS)评分高于3分(提示脊髓损伤过

轻)，伤后1周BMS评分低于3分(提示脊髓损伤过

重)的小鼠剔除，并及时补充相同数量的实验小鼠

建模。

1 . 2 . 3　腹腔药物注射　将C N O溶于二甲基亚砜

(dimethyl sulfox ide，DMSO)，制作储存液(10 mg 
CNO/2 ml  DMSO)，分装后储存于–20 ℃冰箱，

使用时用生理盐水稀释。SCI 2周后，实验动物接

受腹腔注射。激活组小鼠接受CNO的工作浓度为

1  mg / ( k g · d)，SCI组与假手术组注射等量生理盐

水，1次/d，持续4周。

1.2.4　组织取材及冷冻切片　腹腔注射4周后，各

组随机抽取8只小鼠进行灌注取材。用1%戊巴比妥

钠麻醉小鼠后，先用0.01 mmol/L PBS经心灌注，然

后经4%多聚甲醛(PFA)灌注后取出小鼠T10的脊髓组

织。在4%PFA中固定24 h，并经18%、24%、30%的

蔗糖溶液梯度脱水，将组织通过OCT进行包埋。

脑组织及脊髓组织均行冠状面冷冻切片，厚度为

20 μm，于低温冰箱冻存，备用。

1.2.5　免疫组织化学染色　小鼠组织切片经0.3% 
Triton X-100通透30 min，10%驴血清封闭30 min，
一抗4 ℃孵育过夜后，Jack son二抗室温孵育1 h，
Fluore G Mounting封片。使用激光共聚焦显微镜采

集免疫组化图像，通过ImageJ软件分析荧光强度。

1.2.6　透射电子显微镜观察　各组剩余3只小鼠用

0.01 mmol/L PBS经心灌注后再行2.5%戊二醛溶液经

心灌注。取出小鼠T10脊髓组织后，固定于4%戊二

醛溶液中，用冰盒运送到重庆医科大学生命科学

院，由技术人员进行脱水、包埋、固定和超薄切

片。切片为损伤中心的背侧皮质脊髓束，厚度为

100 nm。图像的放大倍数为12 000倍。髓鞘厚度及

G-ratio值(轴突直径占整个神经纤维直径的比值)通

过ImageJ软件计算。

1.2.7　小鼠旷场试验BMS评分　手术前1 d将正常小

鼠置于旷场内熟悉环境，术后第1天开始进行BMS
评分，观察时间为4min，摄像机录下视频后用电脑

进行分析。评估时间点为腹腔注射1、2、4周。

1.2.8　不规则水平楼梯试验　水平横梯跑道(长×

宽：80 cm×50 cm)由两块有机玻璃组成，横梯间隔

为1.3 cm。动物饲养笼放置于跑道末端诱导动物通

过横梯跑道回笼，通过摄像机记录小鼠跑过31个横

梯的情况。每次实验前随机抽掉5根横梯制成无规

律间隔跑道(最大间隔为两个横梯)。实验结束后，

志愿者逐帧分析左后肢踩空和滑落横梯的情况，计

算错误步数占总步数的比率，评价小鼠左后肢在水

平楼梯上的抓握控制能力。检测时间点为腹腔注射

1、2、4周。

1.3　统计学处理　采用SPSS 23.0、GraphPad Prism 6 
以及Image J-w in64软件进行统计分析。计量资料

若满足正态分布，则采用x±s表示。两组比较，若

符合正态分布和方差齐性，则采用t检验；若不满

足正态分布或方差齐性，则采用秩和检验。三组

及以上且存在多个时间点的数据采用双因素方差

分析(Two-way ANOVA)并行Tukey事后多重比较。 
P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2 . 1　D R E A D D s技术对神经元电活动的影响　

小鼠初级运动皮质( M 1 )大量神经元表达腺相关

病毒的标签蛋白m Ci t r i n e (G F P荧光染色)，通过

与神经元特异性标记物Ne u N双染，证实病毒成

功感染皮质神经元(图1 )。免疫荧光染色结果可

见，三组G F P标记的腺相关病毒感染神经元细

胞数量差异无统计学意义 ( P ＞ 0 . 0 5 )；假手术组

与S C I组皮质神经元细胞的c Fo s表达均较少，而

在激活组中， c F o s蛋白的表达量明显增加，其

荧光强度[ ( 4 . 2 3 0±0 . 6 3 3 )×1 0 4 AU ]明显高于假

手术组及S CI组[分别为( 2 . 1 2 5±0 . 4 0 5 )×1 0 4 AU
和(2.770±0.395)×10 4 AU]，差异有统计学意义

(P<0.001，图2)。
2 . 2　增强神经元电活动对轴突髓鞘再生的促进

作用　髓鞘碱性蛋白(myelin basic protein，MBP)
及轴突(a x o n，通过S M I 3 1 2 / N F 2 0 0标记)免疫荧

光共染结果显示，激活组荧光强度高于 S C I 组
[(1.952±0.240)×107 AU vs. (0.191±0.124)×107 AU]，
差异有统计学意义(P<0.001，图3)。

透射电镜结果可见，腹腔注射4周后，与SCI
组比较，激活组左侧背侧皮质脊髓束髓鞘较厚，其

G-ratio值(0.787±0.111)与SCI组(0.871±0.080)及假
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图1　小鼠皮质神经元腺相关病毒感染情况

Fig.1　Adeno-associated virus infection of cortical neuron in rats
　　A . 大脑皮质示意图，M1(初级皮质运动区)为病毒注射区域；B. M1区免疫荧光染色情况(×200)，黄色共表达的区域即GFP/

NeuN/DAPI阳性细胞，箭头所指为腺病毒感染的椎体神经元

病毒的立体定位注射

合成GFP荧光染色 NeuN荧光染色DAPI荧光染色

A

B

M1

图2　小鼠GFP及cFos免疫荧光染色结果 (×200)

Fig.2　GFP and cFos immunofluorescence staining (×200)
　　A . 各组免疫荧光染色结果；B. 各组GFP阳性细胞数及cFos荧光强度比较；与假手术组比较，(1)P<0.001；与SCI组比较， 

(2)P<0.001(n=8)。

手术组(0.584±0.101)比较，差异均有统计学意义

(P<0.001，P<0.05，图4)。
2.3　增强神经元电活动对小鼠运动功能恢复的促

进作用　腹腔注射1、2、4周，三组BMS评分差异

无统计学意义(P>0.05)。不规则水平楼梯试验结果

显示，腹腔注射1周，激活组及SCI组的错误率均

高于假手术组(P=0.001)；腹腔注射2周，激活组与

SCI组的错误率降低，且激活组的错误率明显低于
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图3　MBP与SMI312/NF200免疫双标情况

Fig.3　MBP and SMI312/NF200 immunofluorescence co-

staining
　　MBP. 髓鞘碱性蛋白；dCST. 背侧皮质脊髓束；A. 背侧皮质

脊髓束T10节段脊髓示意图；B. A图所示左侧dCST的免疫荧光染

色结果，绿色示MBP标记阳性髓鞘，红色示SMI312/NF200标记

阳性轴突(×800)；C. 各组MBP荧光强度比较。与假手术组比

较，(1)P<0.05，(2)P<0.001；与SCI组比较，(3)P<0.001 (n=8)。

图4　背侧皮质脊髓束透射电镜观察结果

Fig.4　TEM of dorsal corticospinal tract
　　A. 透射电镜图(×12 000)；B. G-ratio值；与假手术组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.001；与SCI组比较，(3)P<0.001 (n=3)。
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SCI组(P<0.001)，但高于假手术组(P<0.001)；腹腔

注射4周，激活组与SCI组的错误率仍高于假手术组

(P<0.001)，但激活组与SCI组的错误率持续降低，

且激活组的错误率明显低于SCI组(P<0.001，表1)。

3　讨　　论

在中枢神经系统疾病如多发性硬化和脊髓损

伤中，病理性脱髓鞘现象广泛存在。轴突髓鞘化

是一个复杂的过程，不仅受到各种转录因子(如
Olig2等)的调控，还受细胞外环境(损伤微环境、

轴突本身)的影响 [ 1 5 ]。研究显示，上调转录因子

Olig2或其他分子可以促进少突胶质细胞前体细胞

(oligodendrocyte precursor cells，OPCs)的增殖和轴

突髓鞘化[4,16]，但这些研究采用的干预措施多为脊

髓局部病毒注射，临床转化时相对困难。由于脊髓

损伤后的局部微环境非常复杂，通过改善微环境促

进再生轴突髓鞘化修复仍充满不确定性[17]。因此，

从轴突电活动的调节入手，促进髓鞘再生修复成为

重要的备选措施之一，也是本研究的出发点。为了

最大限度保留轴突，本研究采用小鼠轻度脊髓挫裂

损伤模型，以造成轴突的脱髓鞘改变，方便后续观

察，与Li等[9]的研究方法一致。

有研究发现，切断8 d龄(P8)大鼠的一侧视神

经，可在短期内(4 d)引起该侧增殖OPCs数量下降

表1　小鼠行为学试验结果(x±s, n=11)

Tab.1　Behavioral test results of mice (x±s, n=11)

组别
BMS评分 左后肢不规则水平楼梯错误率(%)

腹腔注射1周 腹腔注射2周 腹腔注射4周 腹腔注射1周 腹腔注射2周 腹腔注射4周

假手术组 9.00±0.00 9.00±0.00 9.00±0.00 0.04±0.00 0.03±0.00 0.02±0.00

SCI组 8.82±0.12 8.91±0.09 9.00±0.00 0.67±0.02(1) 0.49±0.03(1) 0.35±0.03(1)

激活组 8.91±0.09 8.91±0.09 9.00±0.00 0.65±0.02(1) 0.36±0.03(1)(2) 0.19±0.01(1)(2)

　　SCI. 脊髓损伤；与假手术组比较，(1)P<0.001；与SCI组比较，(2)P<0.001。

90%[18]。体外实验发现，背根神经节细胞的动作电

位样放电会影响共培养体系中OPCs的分化及髓鞘

发育[19]。另有研究发现，使用光/化学遗传学技术

调控皮质神经元电活动后，可观察到实验动物脑白

质OPCs的增殖反应及轴突髓鞘化增强[14,20]。本研

究采用了新兴的化学遗传学技术DREADDs来提高

小鼠大脑M1神经元电活动，结果显示，皮质神经

元电活动的提高可以诱导MPB的表达增加，且透射

电镜观察到激活组的G-ratio值明显小于SCI组，说

明轴突髓鞘得到了更好的修复，该结果与前期报道
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一致。此外，有研究发现，通过单独饲养以对动物

进行人为隔离，结果会损害其额叶皮质的髓鞘化进 
程[21]，从反面说明了神经元电活动依赖的髓鞘修复

在治疗中枢神经系统疾患中的重要意义。

电活动诱导髓鞘修复的机制目前尚不清楚。电

镜下观察到的非突触“轴突-胶质”链接被认为可

能是电活动调控髓鞘形成的结构基础[22]。轴突通过

囊泡释放或非囊泡释放的方式将神经递质(如谷氨

酸)释放至胞外。少突胶质细胞膜受体(如AMPAR)
与谷氨酸结合并激活髓鞘相关蛋白的表达[2,23]，从

而使得髓鞘更倾向于在电活动水平较高的轴突上延

伸[24]。近来研究发现，脑干OPCs细胞膜上的钠通

道(Nav1.2)也参与了轴突-胶质信号的转导过程；当

谷氨酸受体激活后，Ca2+、Na+内流可刺激OPCs出
现动作电位样放电，并诱导髓鞘发育 [25]。总体来

讲，既往研究多集中在“轴突-胶质”的细胞间信

号传递层面，对电活动调控髓鞘形成的下游机制缺

乏深入探索，这也是下一步研究需要关注的方向。

此外，本研究还发现，三组小鼠的BMS评分未

出现明显差异，主要原因可能是本实验对小鼠造成

的损伤较轻，轴突以脱髓鞘改变为主，而小鼠BMS
量表主要反映小鼠四肢的粗大运动。另外，通过不

规则水平楼梯试验进一步评测小鼠左后肢技巧性运

动功能，发现在腹腔注射2周后，激活组错误率明

显低于SCI组(P<0.001)，且在腹腔注射4周后，激活

组和SCI组的错误率持续下降，但激活组的错误率

明显低于SCI组(P<0.001)，提示增强神经元电活动

能有效促进小鼠SCI后技巧性运动功能的恢复。

综上所述，本研究利用DREADDs技术提高了

大脑皮质神经元电活动，发现其能有效促进脊髓轻

度挫裂伤后的髓鞘再生修复及运动功能恢复，为中

枢神经系统疾患的治疗提供了新的思路。
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