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脊髓损伤(spinal cord injury, SCI)是因各种因素致中枢

神经系统的损害，可造成损伤平面以下感觉、运动功能丧失，

改善和促进运动功能恢复是SCI患者康复治疗的首要目标[1]。

目前电刺激已成为临床SCI康复治疗的有效手段，Kapadia

NM等[2]认为，电刺激可“启动”早期SCI的神经肌肉系统，促

进神经恢复；Gater DR等[3]指出，电刺激调节膀胱或肠括约肌

收缩。但关于经皮电刺激在减轻继发性SCI方面的报道很

少，尤其是白细胞介素-1α(interleukin-1-alpha, IL-1α)、肿

瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-alpha, TNF-α)在活体

内表达部位和时间差异未完全明确。因此，本研究应用组织

病理学及免疫组化标记方法检测大鼠SCI后脊髓内IL-1α、

TNF-α表达变化，探究经皮电刺激对脊髓继发性损伤作用

的机制，为临床治疗SCI提供参考资料。现报道如下：

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

SD大鼠64只，体重200—300g，随机分为对照组、电刺激

组，每组32只。

1.2 方法

1.2.1 模型制备：用Allen打击法制作急性SCI模型。主要操

作：3%戊巴比妥钠麻醉，背部剪毛，常规消毒，切开皮肤，剥

离肌肉，暴露及咬除T9棘突及椎板，显露T9脊髓，用10g金

属棒从25mm高处垂直落下，正中打击T9制作急性SCI模

型。

1.2.2 行为功能评估：采用BBB运动功能评分(Basso, Beat-

tie and Bresnahan locomotor rating scale, BBB scale) [4]。将

大鼠后肢运动分为22个等级[5]，后肢全瘫为0分，完全正常为

21分，两者之间根据功能分别定为1—20分。

1.2.3 干预：采用SDZ-IV型电刺激仪行经皮电刺激治疗。

参数设置：刺激时间30min，频率10Hz，电流3mA，波形为疏

密波，电压以刺激患肢有肌收缩为准，正极电极夹夹于大鼠

T9棘突下后正中线右侧旁开约2cm处皮肤，负极电极夹夹于

右膝关节后外侧、腓骨小头下方约5mm处皮肤，按上述方法

刺激治疗。

1.2.4 免疫组织化学染色：切片用二甲苯脱蜡，各级乙醇至

水洗，采用高压修复抗原2—3min,滴加 3%H2O2,室温孵育

10min；用蒸馏水冲洗，山羊血清封闭，室温孵育10min，用

IL-1α抗体和TNF-α抗体标记，37℃孵育1h，PBS冲洗，滴
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摘要

目的：探究经皮电刺激对大鼠脊髓损伤后白细胞介素-1α( IL-1α) 、肿瘤坏死因子-α(TNF-α) 表达变化的影响

及意义。

方法：48只SD大鼠，随机分为对照组、电刺激组，采用改良Allen脊髓损伤打击模型，术后不同时间点采用BBB评分

进行行为功能评估，用病理学和免疫组织化学方法定位、定性的检测对照组、电刺激组的损伤段脊髓组织中

IL-1α、TNF-α的变化情况。

结果：BBB评分显示，术后第1—3天，对照组及电刺激组BBB评分值均为0—1分，电刺激组在损伤后第5天及第7

天时BBB评分值与对照组相应时间点比较，组间差异明显(P<0.05)；免疫组织化学显示，损伤后第1—7天，两组

IL-1α、TNF-α免疫反应阳性神经元数目和平均积分光密度值强度呈递增趋势，且于第7天时达峰值，进一步分析

得出，电刺激组IL-1α、TNF-α免疫反应阳性神经元数目及平均积分光密度值强度均明显低于对照组(P<0.05)。
结论：经皮电刺激可抑制脊髓损伤后IL-1α、TNF-α表达，减轻脊髓继发性炎症反应，促进功能恢复。
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加羊抗兔二抗，37℃孵育40min，PBS冲洗，滴加DAB-H2O2显

色充分，PBS冲洗，苏木素复染，梯度酒精逐级脱水，二甲苯

透明，中性树脂封片。

1.3 图像采集及统计学分析

用OLYMPUS数码照相机采集图像，计数两组IL-1α、

TNF-α阳性细胞数，测量阳性产物积分光密度值；阳性细胞

数和积分光密度值数据以均数±标准差表示，用方差分析

LSD法比较。

2 结果

2.1 BBB评分结果

术前所有大鼠BBB评分值为21分，术后第1—3天，两组

均为0—1分，于第3—7天，两组恢复幅度加大，且电刺激组

更明显，且电刺激组在术后第5、第7天时与对照组比较有显

著差异(P＜0.05)。见表1。

2.2 白细胞介素-1α变化

两组IL-1α免疫阳性神经元主要分布于脊髓前角和损

伤处，周围伴中性粒细胞浸润；术后第1—7天两组IL-1α免

疫阳性神经元数量及平均积分光密度值呈递增趋势，至第7

天时达峰值；进一步分析发现，在损伤后第5、第7天时，电刺

激组IL-1α阳性细胞数及平均积分光密度值均明显低于对

照组(P＜0.05)。见表2，图1—2。

2.3 肿瘤坏死因子-α变化

表2 术后两组大鼠 IL-1α阳性神经元数及平均积分光密度值 (x±s,n=6)

组别

对照组
电刺激组

电刺激组与对照组比较：①P＜0.05

阳性神经元数
术后第1天
11.50±1.05
3.17±1.17

术后第3天
12.17±0.75
8.83±1.17

术后第5天
12.00±1.10①

9.00±1.10①

术后第7天
18.80±0.89①

15.00±0.89①

平均积分光密度值
术后第1天
1.68±0.13
0.98±0.15

术后第3天
2.88±0.49
1.84±0.21

术后第5天
4.24±0.42①

2.36±0.21①

术后第7天
4.82±0.92①

3.48±0.31①

图1 术后1、3、5、7d时对照组大鼠T9脊髓节段前角及损伤区 IL-1α免疫反应阳性物表达 (免疫组化，×400)

注：a、b、c、d分别代表术后第1、3、5、7天时

图2 术后第1、3、5、7天时电刺激组大鼠T9脊髓节段前角及损伤区 IL-1α免疫反应阳性物表达 (免疫组化，×400)

a db c

注：a、b、c、d分别代表术后第1、3、5、7天时

a db c

两组大鼠脊髓损伤部位均存在TNF-α免疫阳性神经

元，伴大量中性粒细胞浸润；SCI后第1—7天，随着时间的推

移，上述两组TNF-α免疫反应阳性神经元数目及免疫阳性

积分光密度值强度呈递增趋势，于第7天时达峰值，且电刺

激组TNF-α阳性神经元数目及平均积分光密度在损伤后第

5、第7天时均明显低于对照组(P＜0.05)。见表3，图3—4。

3 讨论

目前SCI治疗关键在于减轻脊髓炎症反应，促进运动功

能恢复。相关研究发现，在SCI早期，脊髓组织出现炎性水

肿、变性等[6]。因此，如何有效减轻炎症反应对SCI康复治疗

具有重要意义。

IL-1α属于IL-1家族，过量的IL-1α也可介导病原微生

表1 术后两组大鼠BBB评分值比较 (x±s,n=6)

组别

对照组
电刺激组

电刺激组与对照组比较：①P＜0.05

术后第1天

0.01±0.21
0.09±0.38

术后第3天

0.33±0.73
0.67±1.49

术后第5天

1.14±1.35①

3.71±4.52①

术后第7天

2.33±2.29①

6.75±5.50①
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物入侵、炎症发生、机体发热、组织损伤的发生。锁志刚等[7]

认为，IL-1局限表达在损伤区及其邻近组织；李想等[8]研究表

明，IL-1β呈单峰表达，于损伤后12h达到峰值，直到第7天

仍高于对照组。本研究表明，术后第1—7天，两组IL-1α免

疫阳性表达持续增加，至第7天时达峰值，提示IL-1α可能

是参与SCI早期的细胞因子；进一步分析发现，损伤后第5、

第7天时，电刺激组IL-1α明显低于对照组(P＜0.05)，这种

差异可能是由于经皮电刺激抑制了大鼠的免疫系统如巨噬

细胞，减少了IL-1α的释放，减轻炎症反应。相关研究表明，

IL-1由激活的巨噬细胞和其他细胞释放，可通过调节CRF因

子释放，进而发挥激活HPA轴的作用[9]。TNF是一种多效性

细胞因子，可促进炎症反应，导致水肿、炎症反应和缺血缺氧

的恶性循环[10]。赵彦平[11]发现，SCI后第1天TNF-α仅表达

上调，脊髓灰质内含有大量TNF-α，于第3天到达高峰，至

第7天仍高于正常水平；吕志刚等[12]发现，TNF-α于SCI后第

6小时迅速升高，至第24小时接近于基础水平；第3天上升至

第二个峰值，至第5天有所下降，但仍高于正常水平；本研究

发现，SCI后第1—7天，TNF-α免疫反应阳性表达呈递增趋

势，且于第7天时到峰值。本研究还得出，电刺激组TNF-α

在损伤后第5、第7天时均明显低于对照组(P＜0.05)，这可能

是经皮电刺激抑制细胞—单核巨噬细胞的活性，减少

TNF-α的产生和释放，进而削弱TNF-α增多导致炎症连锁

反应。一些研究发现，苗巍巍等[13]认为在脑缺血再灌注损伤

过程中，TNF-α能够刺激血管内皮细胞表达黏附分子，介导

白细胞与血管内皮细胞的黏附，促进白细胞在缺血区的聚集

和浸润，造成微循环的阻塞，引起病变组织无复流，同时聚集

浸润的白细胞还可释放大量的细胞毒素如氧自由基、蛋白水

解酶等，导致缺血的组织进一步损伤。上述研究结果差异可

能是由于实验方法及干预不同所致。

综上所述，本研究表明，对SCI模型大鼠给予经皮电刺

激治疗，可抑制损伤脊髓的IL-1α、TNF-α表达，减轻炎症

反应，对运动功能恢复有一定的作用和意义。
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表3 术后两组大鼠TNF-α阳性神经元数及平均积分光密度值 (x±s,n=6)

组别

对照组
电刺激组

电刺激组与对照组比较：①P＜0.05

阳性神经元数
术后第1天
4.17±0.75
3.67±1.03

术后第3天
7.00±0.89
4.50±1.05

术后第5天
11.33±1.21①

7.00±0.89①

术后第7天
16.17±1.47①

8.83±0.75①

平均积分光密度值
术后第1天
5.04±2.16
2.50±0.62

术后第3天
6.55±0.39
2.93±0.17

术后第5天
7.69±0.12①

3.33±0.15①

术后第7天
8.85±1.46①

4.28±1.21①

图3 术后第1、3、5、7天时对照组大鼠T9脊髓节段损伤区TNF-α免疫反应阳性物表达 (免疫组化，×400)

图4 术后第1、3、5、7天时电刺激组大鼠T9脊髓节段损伤区TNF-α免疫反应阳性物表达 (免疫组化，×400)

注：a、b、c、d分别代表术后第1、3、5、7天时

a db c

注：a、b、c、d分别代表术后第1、3、5、7天时

a db c
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