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摘要

目的：探讨早期运动训练对脊髓损伤大鼠后肢运动功能的影响及其相关机制。

方法：成年SD雄性大鼠75只，采用改良钳夹法建立大鼠T10损伤模型。术后随机分为假手术组（A组）、脊髓损伤组（B

组）、脊髓损伤+跑台训练组（C组），术前3天及术后第2、3、7、14天采用BBB行为功能评定量表对大鼠后肢运动功能进行

评分。术后第2、3、5、7天取损伤中心头尾端约1cm的脊髓组织进行脊髓含水量的测定，术后第3天行免疫组化检测脊髓

组织损伤段半胱氨酸蛋白酶3（caspase-3）和髓过氧化物酶（MPO）的表达情况，行HE染色观察脊髓组织病理学改变。

结果：①术前各组大鼠后肢运动功能评分均为21分，术后B组和C组大鼠评分随着时间的延长而逐渐升高，第7天

时3组之间差异有显著性意义（P＜0.05）。②A组大鼠脊髓含水量基本不变，脊髓损伤后第3天，水肿达到高峰，随

后逐渐下降，到术后第7天脊髓含水量仍高于A组，且各个时间点差异均有显著性意义（P＜0.05）。③术后第3天A

组大鼠caspase-3少量表达，MPO基本不表达，B组大鼠caspase-3和MPO的表达均高于C组，3组相比差异均有显著

性意义（P＜0.05）。④B组脊髓组织病理学改变较C组重。

结论：早期运动训练可以促进脊髓损伤大鼠后肢运动功能的恢复，其机制可能与减轻脊髓损伤后水肿，减少细胞凋

亡和炎症反应有关。
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Abstract
Objective: To explore the influence of early exercise training on motor function of hind limbs in rats after spi-

nal cord injury（SCI） and the related mechanism.

Method: Seventy- five adult male SD rats were used to establish the model of T10 injury in rats using the

modified clamping method. They were randomly divided into sham operation group (group A)， SCI group

(group B) and SCI with treadmill training group (group C). On 3 days before operation and 2, 3, 7, 14 days

after SCI, BBB scale was used to evaluate hind limbs function of rats. The spinal cord tissue at injury centre

about 1cm length was taken off to determine the water content of spinal cord on 2, 3, 5 and 7 days after inju-

ry. The expressions of cysteine proteinase 3 (caspase-3) and myeloperoxidase (MPO) were detected by immuno-

histochemical technique and HE staining was used to observe pathological change of spinal cord tissue on the

3rd postoperative day.

Result: ①Before operation BBB scores of rats in 3 groups all were 21, after operation hind limbs motor func-
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脊髓损伤（spinal cord injury, SCI）是一种严重

的中枢神经系统损伤，常导致严重的或永久性残

疾。我国目前约有 200 万脊髓损伤导致的截瘫患

者，并且每年新增约5万人，给家庭和社会带来了巨

大负担[1]。脊髓损伤的治疗一直是世界研究的热点

和难点，其主要原因是脊髓损伤后发生复杂的病理

生理反应。脊髓损伤后，改善和促进患者运动功能

恢复是康复治疗的关键。近年来，大量临床观察显

示早期运动训练可减少脊髓损伤并发症，有利于患

者运动功能恢复[2]。动物实验研究表明，早期进行

运动训练效果较好[3—5]，延迟训练可降低运动训练效

果[6]，但其具体机制尚不明确。本实验通过对脊髓

损伤大鼠进行早期运动训练，探讨早期运动训练对

脊髓损伤大鼠运动功能的影响及相关机制。

1 材料与方法

1.1 主要实验仪器与试剂

主要实验仪器：自制跑步训练器，动脉血管夹。

主要试剂：兔抗 caspase-3一抗（美国Abcam公司）、

兔抗MPO一抗（美国Abcam公司）、SP免疫组化试

剂盒、DAB显示试剂盒。

1.2 实验动物与分组处理

成年雄性SPF级SD大鼠75只，体质量为230—

280g，由广东省医学实验动物中心提供。随机分成

3组，分别为假手术组（A组）、脊髓损伤组（B组）、脊

髓损伤+跑台训练组（C组）。A组只咬除椎板，不损

伤脊髓。

1.3 模型的制作及术后护理

用动脉血管夹制作大鼠T10钳夹损伤模型。具

体过程是大鼠以 10%的水合氯醛（0.3ml/100g）腹腔

麻醉，俯卧位固定于手术台上。按肋骨确定椎体序

列，以T9—T11棘突为中心，将周围的毛发剃去，碘

酒消毒，酒精脱碘，以此为中心作后背部正中纵行切

口，长约3cm，切开背部皮肤、皮下组织、椎旁肌肉及

韧带，并充分止血，用直蚊式钳小心咬除T9—T11棘

突、椎板及两侧关节突，充分暴露脊髓。采用改良动

脉夹于椎管壁和脊膜之间垂直钳夹T10节段脊髓，

快速释放动脉夹，使脊髓受到突然的钳夹，60s后将

动脉夹取下，并可见钳夹处有一明显血肿标记。模

型成功判断的标准：夹闭后大鼠尾巴出现痉挛性摆

动，双下肢及躯体回缩样扑动，脊髓损伤处可见充

血、水肿。假手术组只咬除椎板，不损伤脊髓。

术后将大鼠置于 28℃左右的空调室内复苏，给

予 3ml的生理盐水腹腔注射，取代手术过程中丢失

的血容量，脊髓损伤组的大鼠麻醉清醒后双下肢呈

弛缓性瘫痪，假手术组的大鼠麻醉清醒后活动不受

影响。术后大鼠腹腔注射青霉素钠20万单位，每天

1次，连续3d。实验期间为防止大鼠出现互残行为，

进行单笼饲养。自由进食水，若大鼠进食水较少，可

补充适量的葡萄糖和生理盐水。脊髓损伤组的大鼠

每日按摩膀胱2—3次，直至排尿反射恢复。

1.4 运动训练及行为学观察

在脊髓损伤前 3天，将所有大鼠放入跑台训练

器材内进行适应性训练。C组大鼠在脊髓损伤后第

2天开始进行训练，参照相关文献[5]及本人预实验的

情况，第 1 周设定跑台速度为 350cm/min，30min/d，

分 3 次进行，每次 10min，中间隔 10min，每周 5 次。

第 2周设定跑台速度为 500cm/min，30min/d，分 3次

进行，每次10min，中间隔10min，每周5次。每次训

练前都行膀胱排空，以免影响训练效果。造模前后

tion BBB scores in group B and group C increased gradually with the extension of time. There were signifi-

cant differences among three groups on the 7th postoperative day (P＜0.05). ② The water content of spinal

cord in group A basically remained unchanging, on the 3rd postoperative day, edema reached the peak and

then gradually decreased, water content on the 7th postoperative day was higher than that in group A. At each

time point the differences were statistically significant (P＜0.05). ③ At the 3rd post operative day in group A

caspase-3 had little expression and MPO had almost no expression. In group B caspase-3 and MPO expres-

sions were higher than that of group C. In three groups the differences had statistical significance (P＜0.05). ④
In group B pathological change of spinal cord tissue was severer than that in group C.

Conclusion: Early exercise training can enhance the recovery of hind limbs motor function in rats after SCI.

Its mechanism may be related to edema alleviating, apoptosis and inflammation reducing after SCI.

Author's address Zhujiang Hospital of Southern Medical University, 510282

Key word spinal cord injury; treadmill training; inflammation; edema; apoptosis

319



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Apr.2015, Vol. 30, No.4

采用双盲法对所有大鼠进行BBB评分（Basso, Be-

attie and Bresnahan, BBB）[7]，该BBB评分是从0分

到 21分，0分代表完全瘫痪状态，21分代表正常状

态。由了解BBB评分而不了解本实验的人员进行

评分。分别于术前3天以及术后每周（共2周）进行

评分。

1.5 脊髓组织含水量的测定

用干湿重法测定脊髓组织水肿的程度。于造模

后第 2天、3天、5天、7天每组各取 4只大鼠，以损伤

点为中心低温取出约 1cm的脊髓组织，在高灵敏度

的天平上称其湿重（可精确到 0.00001g），然后置于

80℃烤箱内干燥 3d左右至恒重，称其干重，重复测

量 3次，分别取平均值。按Ellicot公式计算脊髓组

织的含水量：H2O（%）=[（湿重－干重）/湿重]×100%。

1.6 标本的处理及免疫组化染色和HE染色。

用 10%的水合氯醛（0.3ml/100g）对大鼠进行腹

腔麻醉，打开胸腔，暴露心脏，将灌流针经心尖插入

左心室直到主动脉，在右心耳处剪一个小口，以

0.9%的 37℃生理盐水 250ml冲灌，直至体循环血液

冲洗干净，流出清亮的液体为止，此时肝脏变白。然

后换预冷的（4℃）4%多聚甲醛 500ml 灌流固定，最

初的200ml的滴速稍快，以后速度放慢，直至大鼠肝

脏变硬，四肢及尾巴僵硬为止。取出脊髓，用 4%多

聚甲醛固定24—48h，置于4℃冰箱保存。最后将固

定好的组织进行常规石蜡包埋，连续切片，切片厚度

为3µm，部分切片进行HE染色，显微镜下观察病理

学改变，部分切片行免疫组化检测。

1.6.1 免疫组化：选取术后第 3天的脊髓组织切片

caspase-3、MPO各 4张，按SP免疫组化试剂盒说明

书进行操作，SP试剂盒购于北京中杉金桥生物技术

有限公司。具体步骤如下：①常规石蜡包埋切片；②
石蜡切片常规脱蜡；③将切片浸入0.01mol/L枸橼酸

盐缓冲液（pH 6.0）中进行抗原修复，冷却到室温后

用0.01mol/L PBS洗涤3min×3次；④3%过氧化氢室

温反应 10min，阻断内源性过氧化物酶，0.01mol/L

PBS洗涤 3min×3次；⑤加正常山羊血清封闭液，室

温下孵育20min后倾去血清，勿洗；⑥滴加一抗Cas-

pase- 3（1∶500）和 MPO（1∶200），4℃孵育过夜，

0.01mol/L PBS洗涤 5min×3次；⑦滴加生物素标记

山羊抗兔 IgG，室温下反应20min，0.01mol/L PBS洗

涤5min×3次；⑧滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵

白素（HRP）工作液，室温下反应 15min，0.01mol/L

PBS 洗涤 5min×3 次；⑨DAB 显色，苏木素复染，中

性树脂封片。阳性细胞为胞浆或胞核染为棕黄色或

棕褐色，在400倍显微镜下观察拍照，并对该标本的

阳性细胞数进行方差分析。

1.6.2 HE 染色：通过肉眼观察大鼠脊髓形态的改

变，石蜡切片HE染色观察大鼠脊髓组织病理学改

变。将切好的石蜡切片脱蜡；浸入苏木精溶液

2min；1%盐酸酒精分化数秒；自来水冲洗碱化

5min；0.5%的伊红溶液浸泡 30s；自来水冲洗数秒，

烘干、常规脱水、透明，树胶封固。

1.7 统计学分析

选用 SPSS 13.0 进行数据分析，所得数据以均

值±标准差表示。组间比较采用单因素方差分析，

多重比较采用LSD法或SNK法。

2 结果

2.1 术后并发症

麻醉意外死亡1只，尿路感染死亡2只，尿潴留

死亡2只，肠胀气死亡3只。均予以及时补充。

2.2 运动功能评分

所有大鼠术前和A组大鼠的BBB评分均为 21

分，B组和C组的大鼠在术后即表现为完全性截瘫，

BBB评分为 0，这是造模成功的一个重要标志。随

着时间的延长评分逐渐增加，且C组各个时间点的

BBB评分均高于B组。B组和C组在各个时间点的

BBB评分与A组相比均有显著性差异（P＜0.05），但

1周前B组和C组之间没有显著性差异（P＜0.05）。

1 周后，3 组之间差异均有显著性意义（P＜0.05）。

说明早期运动训练有利于脊髓损伤大鼠后肢运动功

能的恢复。见图1。

2.3 脊髓组织含水量的测定

A 组脊髓含水量变化不大，B 组和 C 组含水量

在第3天时达到高峰，以后逐渐减少，损伤后第7天

脊髓含水量仍高于A组水平，且B组含水量在各个

时间点均高于C组。造模后第2、3、5、7天，3组相比

差异均有显著性意义（P＜0.05）。选择水肿高峰期

第3天进行后续实验。见表1。

2.4 免疫组织化学染色

320



www.rehabi.com.cn

2015年，第30卷，第4期

Caspase-3免疫组化结果：A组见少量阳性细胞

表达，B组和C组可见阳性细胞表达，主要在胞浆或

胞核表达，表达为棕黄色或棕褐色。C组阳性细胞

的表达明显低于B组，两组差异有显著性意义（P＜

0.05），说明脊髓损伤后运动训练可以减少 caspase-3

表达。见图2—3。

MPO免疫组化结果：A组基本未见阳性细胞表

达，B组和C组MPO主要在胞浆部位表达，表达为

棕黄色或棕褐色，C组MPO的表达明显低于B组，

两组差异有显著性意义（P＜0.05），说明脊髓损伤后

运动训练可以抑制MPO的表达。见图4—5。

2.5 HE染色观察大鼠脊髓组织病理学改变

标本大体形态观察：A 组脊髓外形光滑，弹性

好，无肿胀和出血。B组和C组损伤节段可见明显

肿胀和出血，在钳夹处有一明显血肿标记。

石蜡切片HE染色光镜下观察结果：A组脊髓组

织结构完整，灰质和白质分界清楚，灰质呈现典型的

“H”型，脊髓中央有一细小的中央管，神经纤维排列

整齐，神经细胞形态正常、尼氏小体结构清晰，无出

血、炎细胞浸润及空洞等变化。B组和C组脊髓组

织失去正常形态，损伤处脊髓组织膨出，灰质和白质

分界不清，组织疏松、出血、水肿，并有大量炎症细胞

浸润，神经元细胞变少，残存神经元胞体变小变圆、

胞核固缩、甚至消失。神经纤维溶解、消失，损伤区

大量空洞形成，但C组上述改变较轻，残留神经元较

多。见图6。

图1 脊髓损伤后不同时间点BBB评分
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表1 脊髓损伤后不同时间点脊髓组织中
含水量百分比 (x±s,%)

组别

A组
B组
C组

F
P

与同时间点假手术组相比：①P＜0.05；与同时间点脊髓损伤组相比：
②P＜0.05

例数

4
4
4

第2天

70.18±0.07②

74.06±0.55①

73.40±0.42①②

107.48
0.000

第3天

70.14±0.10②

77.21±0.92①

75.84±0.71①②

124.43
0.000

第5天

70.20±0.14②

75.66±0.40①

73.89±0.29①②

356.76
0.000

第7天

70.13±0.07②

74.13±0.27①

73.02±0.19①②

443.64
0.000

图2 大鼠脊髓组织caspase-3免疫组化 （×400）

A假手术组；B脊髓损伤组；C脊髓损伤+跑台训练组

A B C

图3 大鼠脊髓组织caspase-3的阳性细胞计数

假手术组 脊髓损伤+
跑台训练组

脊髓损伤组

1500

0

500

1000

ca
sp

as
e-

3
阳

性
细

胞
数
（
个

/m
m

2 ）

①与假手术组相比P<0.05, ②与脊髓损伤组相比P<0.05

3 讨论

脊髓损伤的病理生理过程主要包括原发性损伤

和继发性损伤两个阶段。脊髓损伤后，轴突立即发

生机械性破坏，在原发性损伤数小时至数天，复杂的

继发性损伤产生，主要包括脊髓出血、水肿、缺血再

灌注、炎症反应、兴奋性中毒、细胞内外离子失衡、脂

质过氧化、细胞凋亡、线粒体功能障碍等，其中炎症

反应在脊髓继发性损伤中扮演了重要角色[8—11]。脊

髓损伤后炎症反应导致血-脊髓屏障遭受破坏，血管

的破坏导致原位或外源的炎症细胞募集加剧。原位

的炎症细胞如小胶质细胞，外周浸润的细胞包括中
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性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞和NK细胞，均释放

大量的炎症因子，这些炎症因子大多数具有致炎作

用，它们启动一系列细胞反应，包括小胶质细胞、巨

噬细胞和星形胶质细胞，导致这些细胞活化和迁移，

诱导神经元损伤。损伤的神经元进一步活化炎症介

导细胞，导致一系列炎症级联反应，引起更加严重的

致炎因子释放，参与和促进多种继发性损伤的发生，

这些继发性损伤最终导致损伤体积扩大，空洞和胶

质瘢痕形成，成为阻碍神经功能远期恢复的重要因

素。减轻SCI后早期炎症反应具有神经保护和促进

功能恢复的作用[11—12]。

图6 大鼠脊髓组织病理学改变 （HE染色×400）

A假手术组；B脊髓损伤组；C脊髓损伤+跑台训练组

A B C

图4 大鼠脊髓组织MPO免疫组化 （×400）

A假手术组；B脊髓损伤组；C脊髓损伤+跑台训练组

A B C

图5 大鼠脊髓组织MPO的阳性细胞计数
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①与假手术组相比P<0.05, ②与脊髓损伤组相比P<0.05

目前，脊髓损伤后的抗炎治疗主要以药物治疗

为主，但是，由于药物不良反应的存在，使其临床运

用受到一定限制。人和动物[13—15]的研究表明规律的

运动训练可以产生抗炎特性。中性粒细胞（PMNL）

是急性免疫炎症反应的主要炎症细胞，也是最早到

达损伤组织的炎症细胞[8]。活化的中性粒细胞产生

一系列炎症介质，包括蛋白酶、细胞因子，趋化因子，

氧自由基等，这些介质释放导致各种继发性损伤发

生，包括激活和募集其他炎症细胞，诱导神经元损伤

以及胶质细胞活化。抑制中性粒细胞浸润可以起到

神经保护和促进神经功能的恢复[16—17]。髓过氧化物

酶（myeloperoxidase, MPO）存在于PMNL的嗜天青

颗粒中，PMNL 激活时 MPO 释放。MPO 是中性粒

细胞的功能标志和激活标志，可以敏感地反映出组

织中性粒细胞浸润的程度[8]。研究发现规律的运动

训练可减少白细胞释放过氧化物，提高机体抗氧化

的能力[18]。本研究结果表明，脊髓损伤后第 3天，C

组MPO的表达明显低于B组，说明早期运动训练可

以降低大鼠SCI后脊髓组织中MPO的活性，减轻脊

髓组织中中性粒细胞的浸润，发挥其抗炎作用。除

此以外，运动训练还能改善脊髓组织可塑性，提高中

枢神经系统中神经营养因子的表达，改善神经血管

重塑，促进内源性神经干细胞的迁移和分化，能明显

地促进脊髓损伤后运动功能的恢复。本实验行为学

结果显示C组大鼠运动功能恢复明显优于B组，也

说明早期运动训练可促进大鼠后肢运动功能恢复。
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脊髓损伤后血 -脊髓屏障（blood- spinal cord

barrier, BSCB）受到破坏，导致一系列渗透性改变，

包括脊髓出血，水肿和炎症，最终加重神经元缺血、

缺氧，导致神经元坏死或凋亡，严重影响患者预后。

脊髓水肿是继发性脊髓损伤的重要病理生理基础，

因此，减轻脊髓水肿已成为研究关注的焦点。研究

发现，脊髓水肿与运动功能障碍密切相关[19]。本实

验的结果显示脊髓损伤后第 3天水肿达到高峰期，

通过早期运动训练，脊髓水肿的程度明显降低，且各

组之间差异均有显著性意义，说明运动训练可以减

轻脊髓水肿。

脊髓损伤后，上诉一系列继发性改变最终导致

细胞坏死或凋亡。caspase是一类天冬氨酸特异性

半胱氨酸蛋白酶，caspase过表达和激活均可引起细

胞凋亡，其中 caspase-3是主要的效应分子。在正常

情况下，caspase-3蛋白是以活性很低的酶原形式存

在，当 caspase-3 被激活后导致蛋白酶级联反应放

大，引起细胞迅速死亡，抑制其活性可以减少细胞死

亡，促进功能恢复[20]。本实验免疫组化结果显示运

动训练能够抑制 caspase-3表达，说明早期运动训练

可抑制细胞凋亡，起到神经保护的作用。

综上所述，早期运动训练可以促进大鼠后肢运

动功能的恢复，其机制可能与减轻脊髓损伤后的脊

髓水肿，减少细胞凋亡和炎症反应有关。但临床实

验和动物实验仍然存在着一定的差距，探索脊髓损

伤患者最佳运动训练的时间窗，尚待研究。
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