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摘要

目的：观察不同时程自由基清除剂左旋捕集剂苯-N-叔丁基硝酮（PBN）消除活性氧（ROS）后，大鼠脊髓损伤（SCI）引

发中枢性痛觉敏化的行为表现。

方法：选择健康成年雌性SD大鼠24只，体重180—220g，随机分为阴性对照组、假手术组、SCI+PBN组和SCI+生理

盐水（NS）对照组（N=6）；鞘内置管后，采用自行改制的Ò型纽约大学装置建立大鼠SCI模型，SCI+PBN组鞘内注射

15µl PBN（3mg/15µl），SCI+NS对照组注射15µl NS，术后30min第1次注射，以后连续注射7d，每天1次；观察和记

录第1、3、7、14、21、28、35天时间点大鼠对机械性和热痛敏刺激的感受性变化，并采用BBB运动功能评分标准，对

术后第1、5、10、15、20、25、30、35天时间点进行行为评价。

结果：与 SCI+NS对照组比较，注射 SCI+PBN组大鼠机械性刺激痛阈值增高，热缩足潜伏期延长，BBB行为评价

PBN注射组也明显优于对照组（P＜0.01）。

结论：左旋捕集剂苯-N-叔丁基硝酮具有消除ROS，降低中枢性痛觉敏化的作用，为进一步探讨SCI后ROS下游谷氨

酸受体激活和相关细胞因子所致中枢性痛觉敏化的机制提供依据。
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Abstract
Objective: To evaluate the behaviors of hyperalgesia after removal of reactive oxygen species（ROS） by free

radical scavengers phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN) from intrathecal injection in a rat model of central neuro-

pathic pain after spinal cord injury (SCI).

Method: Twenty-four female Sprague-Dawley rats were randomly assigned to four groups for varied purposes:

control-normal, sham-operation, SCI+NS (intrathecal injection of normal saline) and SCI+PBN (intrathecal injec-

tion 15mg/15µl). A 10g rod was dropped over a distance of 25mm onto the exposed T10 cord of rats using

the modified weight drop device from New York University (NYU) (150 kDyne, 1s dwell time). PBN were in-

trathecally injected into the damaged areas at 30min post- surgery, and continuously for 7 days. On the 1st,

5th, 10th, 15th, 20th, 25th, 30th, 35th day after SCI, BBB rating scale was used to observe the recovery of

motor function. Mechanical paw withdrawal threshold (MWT) and thermal withdrawal latency (TWL) were mea-

sured repeatedly before and on experimental days 1, 3, 7, 14, 21, 28, and 35 for experiment after each treat-

ment of PBN.
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脊髓损伤（spinal cord injury, SCI）后继发产生

的活性氧（reactive oxygen species, ROS）与中枢性

痛觉敏化密切相关。ROS 及其诱导产生的致炎因

子与神经营养因子（nerve growth factor, NGF 和

brain derived neurotrophic factor, BDNF），使谷氨

酸受体蛋白的磷酸化上调及谷氨酸释放增多，诱发

疼痛信号转导系统的激活，导致SCI后中枢性疼痛

敏化的发生[1]。本研究采用清除ROS的良好左旋捕

集剂苯-N-叔丁基硝酮（phenyl-N-tert-butylnitrone,

PBN），经椎管内注射于大鼠SCI模型，观察不同时

程 PBN 消除 ROS 后，损伤节段疼痛敏化的行为表

现。为进一步阐明 SCI 后 ROS 下游谷氨酸受体激

活和相关细胞因子所致中枢性痛觉敏化的机制提供

依据。

1 材料与方法

1.1 动物分组

选取健康成年雌性 SD 大鼠，体重 180—220g，

由南方医科大学动物中心提供。将大鼠在实验环境

中适应性饲养3d，随机分为阴性对照组、假手术组、

脊髓挫伤组。脊髓挫伤组又分为ROS清除剂PBN

治疗组（SCI+PBN 组）和生理盐水（normal saline,

NS）对照组（SCI+NS组），每组 6只。在手术前 3—
5d（体重 200—245g），所有动物都要作一组测试以

确定行为基线。本研究动物实验方式经学院实验动

物伦理审查委员会批准，实验结束后，采用麻醉后处

死。

1.2 SCI模型制备及鞘内导管植入和给药方法

用 0.3%戊巴比妥钠 30mg/kg腹腔内注射麻醉，

腰背部脱毛，常规消毒，暴露脊髓棘突。固定胸第

8—12 棘突，咬开胸第 9、10、11 棘突，及第 9、10 椎

板，充分显露硬脊膜，约1cm，避免损伤硬脊膜[2]。于

所暴露脊髓尾端旁侧，在显微手术镜下，缝线针刺穿

硬脊膜孔，见少量脑脊液流出时，将充满相应液体的

PE-10 微管向颈部方向插入约 6mm。缝扎固定竖

脊肌，穿过皮下，到达颈部，暴露出 15cm，以热熔蜡

封闭。根据Basso DM等[3]介绍的脊髓冲击损伤模

型，采用自行改制的Ò型NYU（New York Universi-

ty）装置[2]，根据NYU实验标准，对暴露脊髓大鼠的

第 10 胸段进行撞击（150 kDyne, 1s dwell time），

停留1s。撞击后，用伤口周围脂肪组织填充骨缺损

部位，创口撒上青霉素粉，分层缝合。在撞击造成损

伤后 30min，鞘内注射 15µl PBN（3mg/15µl），对照

组注射 15µl NS，注射后用 10µl NS 冲洗微管。连

续注射 7d，每天 1次，共 8次[4]。观察和记录第 1、3、

7、14、21、28、35天时对机械性、热和冷刺激的感受

性变化，并采用BBB（Basso-Beattie-Bresnahan）运动

功能评分标准，在术后第 1、5、10、15、20、25、30、35

天时进行行为评价。评分采用双盲法。

1.3 动物机械性痛敏的测定

行为学测试时间固定在 9∶00—12∶00，测试人

员不知道手术分组情况。在 25℃安静的环境中，将

大鼠放入 25cm×35cm×45cm的透明有机玻璃箱中，

箱底为 5mm× 5mm 的金属丝网眼垫，适应 20—

30min，待其安静后，用 von Frey hairs（Stoelting 公

司，美国）测定大鼠后足50%的缩足阈。折力分别为

0.6g、2g、6g、15g为本法测定的50%缩足阈值。首先

从2.0g开始，将纤毛垂直刺向大鼠左后爪第三脚趾

为基础的角质化垫子间的最敏感的区域。稍用力，

直至其弯曲成S形，避开足垫，依据大鼠有无缩足反

射，再更换下一折力或上一折力纤毛，每次持续时间

最长不超过 8s，测试相邻间隔时间为 10s。记录大

Result: Compared with SCI+NS and SCI+PBN groups, there were statistically significant improvements of loco-

motor behavior in SCI+PBN group(P＜0.05). Mechanical allodynia could be statistically significantly attenuate

in SCI+PBN group compared to SCI+NS group at the same time thermal hyperalgesia could be significantly at-

tenuate(P＜0.01).

Conclusion: PBN could remove the reactive oxygen species and induce hyperalgesia of central sensitization on

the SCI in rat.

Author's address Dept. of Cell Biology and Genetics, Shantou University Medical College, Shantou, 515041
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鼠对不同折力纤毛的一系列反应。若大鼠出现快速

的缩足反射或舔足反应，则记为阳性反应，以“X”表

示，若无反应，则视为阴性反应，以“O”表示，可得到

一串以“O”或“X”组合的序列，以出现“X”的前一次

“O”作为起点，选择包括该起点的 6 次连续刺激反

应，如“OXOXXO”，作为推算 50%机械缩足反应阈

值（mechanical paw withdrawal threshold, MWT）

的关键序列，推算公式 50% MWT(g) =(10［Xf + κδ］)/

10000，其中，Xf为序列中最后一根 von Frey纤毛的

对数值；κ为根据测量所得“X”、“O”序列查表后得到

的值，δ为各个纤毛力度取对数后的均差，在此约等

于0.224。当术后50%缩足阈值小于6g时认为出现

痛敏。术前 3d 和 1d，术后第 1、3、7、14、21、35 天时

测定假手术组、SCI损伤组和SCI损伤+PBN治疗组

的50%缩足阈值[5]。

1.4 热痛敏检测

利用Hargreaves检测方法，测量大鼠受到热伤

害性刺激后其脚爪回缩的潜伏时间，即热缩足反射

潜伏期（thermal withdrawal latency, TWL）。当大

鼠适应周围环境后，把大鼠单个放到其下有抬高的

玻璃平台下面，用发光热源进行照射。从发光源照

射到脚爪上到关掉热源这段时间，为大鼠脚爪回缩

的潜伏期的时间，保持发光热源的照射强度不变。

每只大鼠测定 5 次，每次持续 8—10s，每次间隔

3min，取后 3次平均值为大鼠TWL值。这样，在假

手术组大鼠产生一个稳定的 8—10s 的脚爪回缩的

潜伏期。比较SCI+BPN实验组大鼠的脚爪回缩的

潜伏期和仅SCI对照组大鼠的脚爪回缩的潜伏期，

以确定各组大鼠对热痛敏的表现差异。

1.5 统计学分析

采用 Sigma Stat 3.5 软件进行统计学分析，计

量资料用均数±标准差表示，组间比较采用单因素

方差分析，组内比较采用配对 t检验，50%MWT采用

重复测量资料的双因素方差分析，Bonferroni 检验

水准调整法分别比较每两组各时点数值的差异。

2 结果

2.1 大鼠运动协调功能恢复状况

通过 BBB 等级评分系统对两 SCI 组和 SCI+

PBN治疗组大鼠后肢运动功能恢复情况进行评估，

结果两组大鼠 BBB 评分值在伤后第 10 天开始，各

时间点差异都非常显著（见图 1），治疗组恢复程度

明显高于对照组。其中第 20 天时间点，对照组为

SCI组BBB等级为（4.010±0.426）分，SCI+PBN组为

（8.883±0.423）分；第 35 天时间点，对照组为 SCI 组

BBB 等 级 为（9.250 ± 0.463）分 ，SCI + PBN 组 为

（16.750±0.524）分；两组时间点评分值之间的差异

非常显著（P＜0.05）。

2.2 大鼠机械痛阈测定

各组大鼠分别在术前 3 天、1 天测定左、右足

50%MWT，取其平均值为基础值。如果任一只足的

基础值≤6g时，则剔除。术前，3组大鼠左、右足50%

MWT无明显区别；术后第3天各组都出现不同程度

的阈值下降，随后假手术组基本处于正常状态，而

SCI 损伤组和 SCI+PBN 治疗组机械痛阈都明显下

降，但 SCI 对照组下降程度明显大于 SCI+PBN 治

疗。第 21 天时，SCI 对照组机械痛阈为（2.453 ±

0.459）g，而SCI+PBN治疗组机械痛阈则为（6.442±

0.650）g；第 35天时，SCI对照组机械痛阈为（3.203±

0.335）g，SCI+PBN治疗组机械痛阈为（5.598±0.599）

g，两组时间点之间的机械痛阈差异非常显著（P＜

0.01），见图2。

2.3 大鼠对热痛缩腿反应潜伏期的测定

SCI+PBN组在术后第1天到第7天持续给药期

间，TWL（s）明显上升 [TWL1d=（14.667s ± 0.995）s；

TWL7d=（16.501±0.671）s]，术后第 21 天至第 35 天

（术后第7天后停止给药）TWL逐渐下降，趋于正常

图1 大鼠SCI+NS组和SCI+PBN治疗组
后肢运动功能BBB等级评分
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水平 [TWL21d=（13.500 ± 0.920）s；TWL35d=（14.160 ±

0.872）s]；而SCI+NS组在术后第 1天开始就表现出

TWL明显下降，术后第7天TWL7d=（8.500±1.176）s，

第 35 天时 TWL35d=（6.333±0.827）s。停药后各时间

段SCI+NS组与SCI+PBN组相比较具有显著性差异

（P＜0.01），见图3。

3 讨论

在绝大多数的SCI患者中，不论是完全或不完

全性损伤，通常在损伤后 1个月内都会产生慢性中

枢性神经疼痛（central neuropathic pain, CNP）综合

征或称为超敏疼痛[6]，包括不依赖外周刺激发生的

自发性疼痛和正常非伤害性的刺激引起的外周诱发

性疼痛。这种疼痛是永久性的，并常导致患者产生

抑郁症，严重地影响患者的生存质量，甚至于产生自

杀的严重后果。SCI后中枢性疼痛敏化与其继发损

伤产生的活性氧密切相关[7]。ROS诱导中枢性痛觉

性敏化的产生，可能通过三个方面实现：一方面是

ROS 通过激活谷氨酸受体来实现。谷氨酸受体广

泛存在于中枢和外周神经系统，在脊髓背角神经元

上有特异性分布，因此其受体的激活从而介导了外

周伤害性信息的传递[5,8]。一方面是通过促进致炎细

胞因子（IL-1α，IL-1，IL-6和TNF-）的产生[9]。如 IL-1

可通过上调P物质及神经生长因子的表达，敏化脊

髓后角神经元，也可使脊髓神经元处于过度兴奋状

态，易化突触，并可通过抑制神经胶质细胞清除突触

间谷氨酸，使神经元处于高度兴奋状态[10]。还有一

方面就是ROS通过影响神经营养因子的释放，特别

是神经生长因子和脑源性神经营养因子[11—12]。NGF

的增加，可以导致BDNF的上调，后者可调控脊髓背

角神经元的功能，激发突触效能的改变[13]。因而在

SCI后ROS的消除将减少脊髓致炎细胞因子和神经

营养因子的产生，从而可以达到防止或减轻中枢和

周围疼痛敏化的产生。PBN 是一种良好的自由基

自旋捕集剂，在组织中能很好地消除堆积的 ROS，

从而消除或减低SCI后疼痛敏化的产生。因此，为

探讨 SCI后自由基清除剂 PBN清除ROS的作用对

大鼠SCI后中枢和周围疼痛敏化产生的影响，本研

究采用大鼠脊髓挫伤型中枢神经性疼痛模型，通过

腰椎置留管在撞击造成损伤后 30min，鞘内注射自

由基清除剂PBN，每天 1次，连续注射 7d，观察不同

时程大鼠后肢对机械性和热痛敏刺激的感受性变

化，并采用BBB评分标准，对术后相应时段进行了

行为评价。

从本实验结果可以看出，两组大鼠BBB评分值

在伤后第10天开始，各时间点差异都非常显著（P＜

0.05），自由基清除剂PBN治疗组恢复程度明显高于

对照组。其中第20天时间点到第35天时间点，两组

时间点评分值之间的差异显著（P＜0.05）。这一现

象与大鼠SCI区的病理生理变化的表现相一致。有

研究资料显示，SCI后第 1小时后脊髓谷氨酸耗尽，

第 6小时许多促炎症反应性细胞因子产生达高峰，

第24小时为中性粒细胞产物产生的高峰，第48小时

血液中神经生长因子达到高峰，第14天有些大鼠开

始产生异常性疼痛，第35天所有大鼠表现出异常性

疼痛[14]。因此本实验BBB评分结果提示，鞘内注射

图2 各组大鼠左后足机械痛阈的比较
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图3 各组大鼠对热痛缩腿反应潜伏期的比较

-3 4235282114731-1

18

4

6

8

10

12

14

16

缩
腿

反
应

潜
伏

期
(s

)

SCI-Control

SCI-PBN(3mg)
SCI-Vehicle(NS)

SCI术后时间点（d）

202



www.rehabi.com.cn

2014年，第29卷，第3期

自由基清除剂PBN在SCI大鼠自发恢复的基础上，

有利于脊髓损伤大鼠神经运动功能的恢复。

由于大鼠对热痛缩腿反应潜伏期的测定是动物

处于相对自由活动状态下，并以辐射热为刺激源，因

此不会引起皮肤非痛感受器（触觉、压觉感受器）的

兴奋，主要引起多觉型伤害感受器的兴奋[15]。本实

验通过检测鞘内注射自由基清除剂 PBN组大鼠热

痛缩腿反应潜伏期显示（图3），在术后第1天到第7

天持续给药期间，表现出 TWL明显上升，术后第 7

天停止给药后，于第21天至35天TWL逐渐下降，并

逐渐趋于正常水平；而对照组在术后第 1天开始就

表现出TWL明显下降，并持续下降到第 35天。停

药后各时间段两组相比较也具有差异显著性（P＜

0.01）。这一结果与通常情况下接受 150 kDyne 挫

伤的大鼠，在T10水平用无限度装置持续1s，位于这

个水平的损伤在97%的损伤大鼠中产生机械性疼痛

和热痛觉过敏相一致。进一步说明自由基清除剂

PBN 能有效阻止或减轻中枢和周围疼痛敏化的产

生。此外，通过对大鼠机械性痛觉过敏的观测（图

2），也进一步证实给予自由基清除剂PBN组在术后

第 1天到第 7天持续给药期间，TWL明显比对照组

减弱，虽然术后第 21天至第 35天TWL也成逐渐下

降趋势，但与对照组相比，各时间段的差异非常显著

（P＜0.01）。从而进一步反映出 SCI 后鞘内注射自

由基清除剂 PBN具有明显减弱机械性痛觉刺激阈

的作用。

综上所述，通过腰椎置留管在撞击造成SCI后

鞘内注射自由基清除剂PBN，可以较有效地清除继

发产生的ROS，有助于损伤大鼠后肢运动功能的恢

复，并具有明显的减弱机械性疼痛和热痛觉过敏的

发生作用。一方面为临床应用ROS清除剂降低或

消除SCI后中枢性和外周性疼痛敏化提供依据，也

为进一步利用自旋捕集剂PBN清除ROS的药理学

机制，探讨SCI后ROS下游产物谷氨酸受体激活和

相关细胞因子所致中枢疼痛敏化的机制，提供了良

好的基础模型。
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