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·基础研究·

运动训练对脊髓损伤后痉挛大鼠脊髓内
钾-氯离子协同转运体2表达的影响*

方 露1 李向哲1 王红星2 谢财忠3 丁 洁1 王 彤2,4

摘要

目的：研究运动训练对脊髓损伤（SCI）后痉挛大鼠行为学表现及脊髓内钾-氯离子协同转运体 2（KCC2）表达的影

响，探讨KCC2在运动训练的解痉效应中的作用。

方法：将30只雌性SD大鼠随机分为假手术组、对照组、实验组。采用改良 Allen 撞击法建立脊髓损伤后痉挛模型，

使用BBB评分、Ashworth评分来评估三组大鼠术后行为学变化，并于术后5周用免疫组化技术检测各组大鼠损伤

远段脊髓KCC2表达。

结果：假手术组术后行为学评分一直保持正常。术后1d—5周，对照组和实验组的BBB评分均持续升高，且2组组

内不同时间点的BBB评分差异均有显著性意义（P<0.05）。术后2—5周，实验组评分均高于对照组，且差异均有显

著性意义（P<0.05）。对照组和实验组在术后1周左右出现痉挛，后痉挛程度逐渐加重，至术后5周左右降低，2组组

内不同时间点的Ashworth评定结果差异均有显著性意义（P<0.05）。术后3—5周，对照组评定等级均高于实验组，

差异有显著性意义（P<0.05）。三组大鼠脊髓运动神经元胞膜上KCC2表达水平比较，组间差异有显著性意义（P<

0.05）。与假手术组相比，其余两组大鼠 KCC2 蛋白表达下调（P<0.05）；与对照组相比，实验组能够明显上调

KCC2 蛋白的表达（P<0.05），但仍低于假手术组（P<0.05）。

结论：运动训练可以促进脊髓损伤后运动功能恢复，有效缓解痉挛，并可抑制KCC2表达的下调，运动训练的解痉效

应可能是通过增加KCC2表达实现的。

关键词 运动训练；脊髓损伤；痉挛；钾-氯离子协同转运体2

中图分类号：R493；R651.2 文献标识码：A 文章编号：1001-1242（2017）-12-1326-05

Effects of exercise training on the expression of potassium- chloride cotransporter- 2 in injured spinal
cord of spastic rats/FANG Lu,LI Xiangzhe,WANG Hongxing, et al.//Chinese Journal of Rehabilitation
Medicine, 2017, 32(12): 1326—1330
Abstract
Objective: To investigate the effect of exercise training on the behaviors and expression of potassium-chloride

cotransporter-2 (KCC2) in injured spinal cord of spastic rats and explore the role of KCC2 in the antispasmod-

ic effect of exercise training.

Method: Thirty female SD rats were randomly divided into three groups: sham operation group, control group,

and experimental group. The spastic rat model with spinal cord injury (SCI) was induced by modified Allen's

method, the change of behavior after operation was evaluated with the Ashworth scale and BBB scale. The ex-

pression of KCC2 in injured spinal cord was examined by immunohistochemistry at the 5th week post injury.

Result:The behavior of sham operation group didn’t change. From the first day to fifth week after the opera-

tion, the BBB values of control group and experimental group both increased, and each group showed statisti-
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钾-氯协同转运蛋白-2（potassium-chloride co-

transporter-2，KCC2）作为一种神经元特异性转运蛋

白，可通过维持胞内低Cl-浓度状态来保持神经元的

正常兴奋性，是抑制性神经递质产生抑制性作用的

分子基础 [1]。Boulenguez 等 [2]研究发现，脊髓损伤

（spinal cord injury，SCI）后大鼠体内 KCC2 表达水

平下调（尤其是在运动神经元胞膜上）所导致的氯离

子平衡电位的去极化和突触后抑制作用的减弱，可

能是SCI后痉挛产生的机制之一。运动训练是一种

无创、无害、有效缓解SCI后痉挛的治疗方法，其确

切机制尚不明确。本实验拟通过对痉挛大鼠进行运

动训练，检测其行为学变化及KCC2表达及分布情

况，探讨运动训练的解痉作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

SPF级成年雌性 SD大鼠（上海西普尔-必凯实

验动物有限公司，许可证号：SCXK（沪）2013—

0016）30只，10周龄，体重约210g。按随机数字表法

分为3组：假手术组，对照组，实验组，每组10只。主

要实验试剂：KCC2 兔多克隆抗体（ab49917，Ab-

cam），山羊抗兔 IgG抗体（YFSA02，南京翼飞雪生

物技术有限公司）。

1.2 脊髓损伤后痉挛大鼠模型制作

根据文献中所常用的改良Allen撞击法[3—4]来制

作 SCI 后痉挛大鼠模型：10%水合氯醛（0.3ml/100g

体重）腹腔注射麻醉大鼠，定位T10棘突，常规备皮

消毒，行 T10 椎板切除术，暴露脊髓。使用 Impac-

tor I型SCI打击器，令10g小棒从25mm高处落到暴

露的脊髓处，以制作重度不完全性SCI模型。打击

成功后可见大鼠后肢及尾巴出现痉挛性抽动，标志

造模成功。逐层缝合肌肉及皮肤，局部碘伏消毒后

放回笼内。术后予保暖、抗感染、辅助排尿等处理。

1.3 BBB运动功能评分

根据BBB评分[5]对大鼠后肢的运动功能进行评

定。将大鼠置于一空旷平台，观察大鼠后肢的关节

活动、负重情况、步态、协调动作和精细动作等。此

评分从0—21分共有22个等级，等级越高，后肢运动

功能越好。评定前需排空膀胱，评定过程中保持环

境安静。由经过培训的实验外人员分别在 SCI 后

1d、1周、2周、3周、4周、5周进行此评定。

1.4 Ashworth痉挛分级评定

根据Ashworth评定[6]对大鼠后肢的小腿三头肌

痉挛程度进行评估。令大鼠仰卧，测试者一手固定

大鼠的头部并轻轻遮住大鼠的眼睛，待大鼠放松后，

另一手被动活动大鼠踝关节。此评定从 0—4级共

有 5 个等级，等级越高，肌张力越高，痉挛程度越

高。评定前需排空膀胱，评定过程中保持环境安

静。由经过培训的实验外人员分别在 SCI 后 1d、1

周、2周、3周、4周、5周进行此评定。

1.5 运动训练

减重平板训练是国际常用运动训练方法。前期

cally significant in the scales at different time after the operation (P<0.05). At the 2nd-5th week, the BBB val-

ues of experimental group were higher than control group, and the differences between the 2 groups were sta-

tistical significant (P<0.05). Spasticity occurred about one week after the operation in control group and experi-

mental group, and gradually aggravated afterwards. About 5 weeks after the operation, spasticity was somewhat

alleviated. the Ashworth values was statistical significant at different time after the operation in each group (P<

0.05). At the 3rd- 5th week, the Ashworth values of control group were higher than those of experimental

group, and the differences showed statistically significant (P<0.05). Immunohistochemistry results showed that

there was significant differencant in the KCC2 expression among 3 groups (P<0.05). Furthermore, compared

with the sham operation group, the KCC2 expression upregulated in the other 2 group，compared with the con-

trol group, the KCC2 expression of the experimental group upregulated (P<0.05), but lower than sham opera-

tion group (P<0.05).

Conclusion: Exercise training might improve motor function and alleviate spasticity by promoting the KCC2 ex-

pression in injured spinal cord of rats with SCI.

Author's address The First Clinical Medical College of Nanjing Medical University, Nanjing，210029
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课题已自行研制多通道减重步行训练系统，速度、减

重程度可定量控制[7]。运动组于损伤后第 8天开始

减重平板训练（大鼠支撑重量减少 20%—40%），运

动速度为 6m/min，每次 20min，每天训练 2 次，每周

训练 5d，训练时程为 4周。实验组进行如上运动训

练，假手术组和对照组不进行运动训练。

1.6 免疫组化

在损伤后5周，即训练结束后，10%水合氯醛腹

腔内注射麻醉，4%多聚甲醛心脏灌注固定，取大鼠

损伤区下2cm脊髓，经固定、脱水、透明、石蜡包埋。

标本切片 37℃烘片过夜，56℃烤 1h，脱腊水化，3%

H2O2孵育20min，微波修复抗原，恢复至室温后滴加

10%山羊血清封闭液室温下孵育 1h。按免疫组化

常规步骤进行染色，滴加稀释的 KCC2 一抗（1:

1500，ab49917，Abcam）覆盖标本，4℃过夜。次日

复温 30min，滴加组化二抗（1∶200，YFSA02，南京

翼飞雪生物技术有限公司），DAB 显色、中性树脂

封片后置于显微镜下观察。KCC2 阳性区域染成

棕褐色。从每组中挑出免疫阳性运动神经元，采

用 Image J 软件计算表面标记强度/胞体周长，以

每组平均标记强度占假手术组平均标记强度的百

分比来反映每组脊髓前角运动神经元胞膜上

KCC2表达[8—9]。

1.7 统计学分析

采用SPSS 20.0统计软件对实验结果进行统计

学分析。所有计量资料经检验符合正态性和方差齐

性。BBB评分使用重复测量方差分析，每个时间点

的组间差异比较采用两个独立样本 t检验，组内不

同时间点差异比较采用单因素方差分析；KCC2表

达含量使用单因素方差分析，后使用LSD检验进行

两两比较。Ashworth评定使用Kruskal Wallis H秩

和检验，后使用Nemenyi检验进行两两比较。

2 结果

2.1 行为学变化

2.1.1 BBB运动功能评分：对照组与实验组在时间主

效应上的BBB评分差异有显著性意义（F=541.663，P<

0.001），2组在干预方式主效应上的BBB评分差异也

有显著性意义（F=20.716，P<0.001），且时间和干预方

式之间存在交互作用（F=20.429，P<0.001）。

假手术组自苏醒后 BBB 评分一直保持在 21

分。术后 1d—5周，对照组和实验组的BBB评分均

持续升高，且2组组内不同时间点的BBB评分差异

均有显著性意义（P<0.05）。术后 1d—1 周，对照组

与实验组BBB评分比较，差异均无显著性意义（P>

0.05）；术后2—5周，实验组评分均高于对照组，且差

异均有显著性意义（P<0.05）。见图1。

2.1.2 Ashworth痉挛分级评定：假手术组自苏醒后

肌张力一直保持正常，Ashworth评定为 0级。对照

组和实验组在术后 1周左右出现痉挛，后痉挛程度

逐渐加重，至术后 5周左右降低，2组组内在不同时

间点的Ashworth评定结果差异均有显著性意义（P<

0.05）。术后1—5周时，3组大鼠的Ashworth评定结

果比较，差异有显著性意义（P<0.05）；术后 1—5 周

时，对照组评定等级高于实验组，但术后 1—2周差

异无显著性意义（P>0.05），至术后3—5周时，差异开

始有显著性意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 免疫组化检测

2.2.1 KCC2的定位：KCC2主要表达于神经元的胞

膜、树突棘和和树突干上，但只有胞膜上的KCC2负

责维持胞内的低氯状态，位于树突干上的KCC2功能

图1 各组大鼠术后各时间点的BBB评分

注：实验组与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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表1 对照组和实验组大鼠术后各时间点的Ashworth评分

1d
1周
2周
3周
4周
5周

P

对照组（等级，n=10）
0
10
2
0
0
0
1

0.000

1
0
7
1
0
0
0

2
0
1
4
1
0
7

3
0
0
5
7
7
2

4
0
0
0
2
3
0

实验组（等级，n=10）
0

10
3
0
0
0
2

0.000

1
0
6
3
2
2
5

2
0
1
6
7
6
3

3
0
0
1
1
2
0

4
0
0
0
0
0
0

P

-
0.690
0.222
0.027
0.023
0.036
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未明[9]。使用免疫标记法对KCC2进行定位研究，发

现大鼠脊髓灰质被广泛染成棕褐色，前角中运动神经

元的胞膜和突起均被深染（图2），与文献结果一致。

2.2.2 KCC2 的表达：三组大鼠脊髓运动神经元胞

膜上KCC2表达水平比较，组间差异有显著性意义

（P<0.05）。与假手术组相比，其余两组大鼠 KCC2

蛋白表达下调（P<0.05）；与对照组相比，实验组能够

明显上调 KCC2 蛋白的表达（P<0.05），但仍低于假

手术组（P<0.05）。见图3—4。

图2 大鼠脊髓中KCC2的定位 （免疫组化染色）

注：A.KCC2在脊髓横切面的分布（×50）；B.KCC2在脊髓灰质中的分
布，箭头示免疫阳性运动神经元胞膜，圆圈示免疫阳性突起(×400)。

图3 各组大鼠术后脊髓KCC2表达 （免疫组化染色）

3 讨论

痉挛状态是脊髓损伤后一种常见的康复问题，

它限制了运动的范围，降低了运动的灵巧性，导致异

常姿势和疼痛的产生，严重影响患者的日常生活活

动和个人卫生清洁[10]。目前脊髓损伤后痉挛产生的

机制尚不明确，主流的观点认为是由于各种脊髓上

抑制神经通路兴奋性的改变和运动神经元兴奋性的

增强[11]。γ-氨基丁酸、甘氨酸是最常见的抑制性神

经递质，而它们受体的激活依赖于细胞内的低Cl-状

态 [2]。KCC2 作为一种神经元特异性转运蛋白，是

Cl-转运至胞外的主要通道，也是维持正常或成熟神

经细胞的超极化膜平衡电位（维持正常神经元胞内

低Cl-浓度状态）的基础。当抑制性神经递质激活其

相应受体门控离子通道后，胞外Cl-向胞内转移，从

而产生超极化膜电位而抑制神经元的活性 [12]。在

SCI等病理状态下，运动神经元胞膜的KCC2分布会

减少，导致了胞内Cl-聚集。当抑制性神经递质作用

注：A/a、B/b、C/c各代表假手术组、对照组、实验组，图a、b、c是图A、B、C(×400)方框内区域放大后的图片。

图4 各组大鼠术后5周的KCC2表达

注：组间两两比较，***P<0.001
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于相应受体后，Cl-内流减少，甚至产生Cl-外向流动，

最终细胞膜发生去级化，兴奋性增加[13]。

痉挛的治疗方法多种多样，包括临床常用的口服

解痉药、化学性神经毁损法（苯酚或乙醇注射）、肉毒

毒素肌肉注射、外科介入[14]，以及我们康复科常用的

理疗、手法牵伸、运动疗法等[15]。其中，运动疗法作为

一种安全、无毒、无害的治疗方法，其临床解痉效果已

受到肯定[16—17]，有文献指出[12,18]，运动训练可通过促进

KCC2表达来缓解痉挛。

本实验行为学评估发现，SCI后对照组和实验

组BBB评分均逐渐增加，但均低于假手术组，而实

验组评分一直高于对照组；SCI后对照组和实验组

痉挛程度较假手术组均逐渐增加，但实验组相较于

对照组，Ashworth 评定等级较低，以上结果表明运

动训练可以促进脊髓损伤后运动功能的恢复，并有

效缓解痉挛。免疫组化检测脊髓KCC2表达，发现

实验组表达量低于假手术组，但高于对照组，说明运

动训练可显著上调脊髓中KCC2水平。

本研究一定程度上为临床运动解痉提供了依据

和指导，但是有关KCC2的上下游调质以及各信号

分子在痉挛产生过程中的具体机制仍不十分清楚。

脑源性神经营养因子（brain- derived neurotrophic

factor，BDNF）及其酪氨酸激酶受体 B（tyrosine ki-

nase receptor B，TrkB）可影响KCC2的表达和功能

活动[12]，Syoichi[12]等通过使用TrkB阻滞剂取消了运

动训练所带来的促进 KCC2 表达和缓解痉挛的作

用，反向证明了BDNF/TrkB在运动训练促进KCC2

表达从而缓解痉挛中的作用。本课题前期研究也发

现，运动训练可通过增加损伤脊髓下段BDNF/TrkB

的表达，促进SCI大鼠运动功能恢复[19—20]。那么，运

动训练是否同样可以通过促进BDNF/TrkB的表达

来缓解痉挛呢？BDNF/TrkB表达的增加与KCC2表

达的增加又存在着何种联系呢？以上问题尚待研

究。
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