
www.rehabi.com.cn

2018年，第33卷，第10期

·基础研究·

早期运动训练对脊髓损伤大鼠痛觉阈值及
脊髓后角胶质细胞活化的影响*

李向哲1,2 王 灿3 方 露4 丁 洁4 王庆华5 董传明6 王 彤7 吴勤峰1,2,8

摘要

目的：观察早期运动训练对T10不完全性SCI大鼠机械性及热刺激痛觉阈值、脊髓后角小胶质细胞和星形胶质细胞

活化的影响。

方法：将 24 只成年雌性 SD 大鼠随机分为：假手术组（Sham 组）、SCI-对照组（SCI-Sed 组）和 SCI-运动组（SCI-TT

组）。SCI-Sed组和SCI-TT组使用改良Allen’s法制作T10不完全SCI模型，Sham组只暴露脊髓。SCI-TT组于SCI

第8天行减重平板训练。于SCI术前、术后第1、7、14、21、28、35天使用Von Frey单丝及热刺激痛觉测试仪对大鼠的

痛觉阈值进行评估。SCI 5周后，使用免疫组化技术对所有大鼠L4—5脊髓进行染色，观察脊髓后角小胶质细胞及

星形胶质细胞活化情况，并对大鼠痛觉阈值与胶质细胞活化之间的相关性进行分析。

结果：机械性痛觉阈值评估结果显示，SCI术后第1天，SCI-Sed组和SCI-TT组阈值均较Sham组增加（P＜0.05）；之

后两组阈值均低于Sham组（P＜0.05）；第21—35天，SCI-TT组阈值明显高于SCI-Sed组（P＜0.05）。热刺激痛觉阈

值结果显示，SCI术后第1天，SCI-Sed组和SCI-TT组痛觉阈值较Sham组均增加（P＜0.05）；SCI 7天后，两组大鼠痛

觉阈值均低于Sham组（P＜0.05）；术后14—35天，SCI-TT组痛觉阈值明显高于SCI-Sed组（P＜0.05）。小角质细胞

及星形胶质细胞免疫组化结果显示，SCI-Sed组和SCI- TT组脊髓后角内的阳性细胞数量多于Sham组（P＜0.05）；

而SCI-TT组明显少于SCI-Sed组（P＜0.05）。相关性分析显示，SCI后第35天，痛觉阈值与脊髓后角胶质细胞活化

数量之间呈负相关（P＜0.001）。

结论：早期运动训练对缓解SCI大鼠NP的发生有一定作用，其机制可能与抑制脊髓后角胶质活化相关。
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Abstract
Objective:To observe the effect of early exercise training on mechanical and thermal sensitivity, and activation

of microglia and astrocyte in dorsal horn of T10 incomplete spinal cord injury (SCI) rats.

Method：Totally 24 adult female SD rats were randomly divided into three groups，sham operation group (Sham

group), SCI-control group (SCI-Sed group) and SCI-exercise group (SCI-TT group). SCI-Sed group and SCI-TT

group used modified Allen's method to produce T10 incomplete SCI model, and Sham group only exposed spi-

nal cord. SCI-TT group underwent body-weight supported treadmill training from 8th day after SCI. The pain

threshold was evaluated by Von Frey monofilament and plantar test device before and 1, 7, 14, 21, 28 and 35
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神经病理性疼痛（neuropathic pain，NP）是脊髓

损伤（spinal cord injury，SCI）后常见的并发症之

一，可表现为自发性疼痛、触诱发痛/痛觉超敏或痛

觉过敏等[1]。SCI后约有 53%的患者会出现不同程

度的NP，其中 76%的NP 患者多在损伤 1年后出现

典型症状[2]。SCI后疼痛可从多方面损害患者的身

心健康，降低生存质量[2]，并可能伴随患者终生，其

对患者的影响甚至远超感觉缺失和运动障碍[3]。虽

然目前的诊疗技术和治疗手段不断进展，但鉴于NP

发病机制的复杂性，NP 的治疗效果仍不尽如人

意[1,4]。

脊髓后角是感觉信息整合的重要区域，其中小

直径传入纤维（Aδ纤维和C纤维）多终止于Lamina

Ⅰ-Ⅱ，参与快痛及慢性疼痛调节[5]；Aβ纤维多终止

于 lamina Ⅲ-Ⅳ[6]，Aβ传入纤维阈值降低与机械性

痛觉过敏（触觉诱发疼痛）关系密切[7]。在SCI早期，

受损脊髓后角内的小角质细胞和星形胶质细胞活化

增多，促炎细胞因子和前列腺素等释放的增加，以及

神经递质比例的失调等多种因素，可能共同促进了

脊髓后角神经元及传入纤维的重组与敏化，促使NP

的发生 [4,8]。而研究发现 [9—11]，早期运动训练不仅可

以改善不完全SCI后的运动功能，还可通过调节神

经元兴奋性及异常重塑纤维而有效减轻 SCI 后的

NP程度。延期运动训练则不能够有效逆转SCI后

NP或已重塑的异常传入纤维[12]。由此可见，在SCI

早期进行运动干预可能是NP预防性治疗的手段之

一。那么早期运动训练是否能够通过抑制脊髓后角

胶质细胞的活化而减轻SCI后NP，目前尚不清楚。

本研究拟采用运动训练对SCI大鼠进行早期干

预，观察运动训练对T10不完全 SCI大鼠机械性痛

觉阈值、热刺激痛觉阈值、脊髓后角小胶质细胞及星

形胶质细胞活化的影响，探讨早期运动训练对T10

不完全SCI大鼠痛觉阈值及脊髓后角胶质细胞活化

的影响。

1 材料与方法

1.1 动物及分组

成年雌性SD大鼠 24只[上海西普尔-必凯实验

动物有限公司，许可证号：SCXK（沪）2013-0016]，体

重220—250g，SPF级。所有大鼠均饲养于恒温环境

（22±2℃），湿度 50%—60%，自由饮食，自然光照。

采用随机数字表法将所有 SD 大鼠随机分为：假手

术组（Sham组）、SCI-对照组（SCI-Sed组）和 SCI-运

动组（SCI-TT组），每组各8只。

days after SCI. 5 weeks after SCI, the L4-5 spinal cord of all rats was stained by immunohistochemistry, and

the number of microglia and astrocyte in the dorsal horn of the spinal cord was observed. The correlation be-

tween the threshold of pain and the activation of glial cells in rats were also analyzed.

Result：Mechanical pain threshold assessment showed that first days after SCI, the thresholds of SCI-Sed group

and SCI-TT group were significantly increased and higher than the Sham group (P<0.05)， the two groups in

follow-up evaluation were significantly lower than Sham group (P<0.05)，at 21—35 day, SCI-TT group was

significantly higher than SCI-Sed group (P<0.05). Heat pain threshold showed that first days after SCI, SCI-

Sed group and SCI-TT group were higher than Sham group (P<0.05)，7th day after SCI, the two groups pain

thresholds were lower than those in Sham group(P<0.05)，14—35 days after operation, SCI- TT group pain

threshold was significantly higher than that of SCI-Sed group (P<0.05). The immunohistochemistry showed that

the number of microglia and astrocyte in the dorsal horn of spinal cord in SCI-Sed group and SCI-TT group

was higher than that in Sham group (P<0.001), but that of SCI-TT group was less than that of SCI-Sed group

(P<0.001). The correlation analysis showed that, at 35 days after SCI, there was a negative correlation between

the threshold of pain and the number of activation of glial cells in the dorsal horn of spinal cord (P<0.001).

Conclusion: Early exercise training has certain effect on relieving the occurrence of NP in SCI rats, and its

mechanism may be related to inhibiting glial activation of spinal dorsal horn.

Author's address Rehabilitation Medicine Center of Suzhou Science & Technology Town Hospital, Suzhou，

215153

Key word spinal cord injury; exercise training; microglia; astrocyte; neuropathic pain
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1.2 主要仪器及试剂

NYU脊髓损伤打击器（Model I，美国新泽西州

立大学神经科学联合中心实验室提供）；减重平板

（ 国 家 实 用 新 型 专 利 ，专 利 号 ZL2009 2

0235390.5）；von Frey 单丝（von Frey hair，Stoelt-

ing，Wood Dale，美国）；热刺激痛觉测试仪（IITC

390，IITC Life Science，Woodland Hills，美国）；石

蜡切片机（LeicaRM2135，Nussloch，德国）；rabbit

anti-Ionized calcium-binding adaptor molecule [an-

ti- Iba-1]（WAKO 公司）；rabbit anti-Glial Fibrillary

Acidic Protein [Anti-GFAP]（Abcam 公司)；HRP 标

记山羊抗兔二抗（中杉金桥）；3-3-diaminobenzidine-

4 HCl/H2O2（DAB，Vector Laboratories，Burlingame，

美国）。

1.3 SCI模型制作[9,13—14]

麻醉所有动物（10% 水合氯醛溶液，0.3ml/

100g），经常规备皮、消毒、铺巾，以T10棘突为中心

切开皮肤约3cm，暴露T10棘突，并使用椎板咬骨钳

咬除T10棘突和椎板，充分暴露脊髓。SCI-Sed组和

SCI-TT组使用NYU脊髓损伤打击器，采用改良Al-

len’s 法制作 T10 不完全 SCI 模型（打击头直径：

2.5mm，损伤计量：10g×25mm），打击后大鼠出现甩

尾及双后肢抽动，提示造模成功[15]；Sham组只暴露

脊髓。造模后逐层缝合皮下组织及皮肤，局部消

毒。术后予小腿三头肌肌注青霉素钠 20万U/d，连

续3d。辅助排尿2次/d，直至形成反射性排尿。

1.4 运动训练

训练方式采用减重平板训练。于SCI术后第 8

天 [9]对 SCI-TT 组大鼠进行运动训练，跑台设速为

6m/min，2 次/d，每次 20min，5 天/周，共训练 4 周 [15]。

于每次训练前排空大鼠膀胱；大鼠体重减重范围为

40%—60%，根据大鼠后肢的运动恢复情况，逐渐减

小体重支持。

1.5 疼痛评估

1.5.1 机械性痛觉阈值评估：使用von Frey单丝对

大鼠后肢脚掌进行无害性机械刺激，观察大鼠的疼

痛反应。评估采用Chaplan等[16]改良的NP评估法。

操作前，在室温安静环境中，先将大鼠放置于透明隔

笼中适应 15min。随后将一系列 von Frey 细丝

（0.4、0.6、1.0、1.4、2.0、4.0、6.0、8.0和15.0g）从2.0g力

度开始垂直刺激大鼠后肢脚掌中部皮肤，每次刺激

持续时间为6—8s，依大鼠的反应依次进行评估（up-

down 法 [17]），大鼠出现缩足或舔足反应记为阳性

（X），无反应记为阴性（O），每只大鼠评估时间应小

于1min，避免出现刺激过敏。以von Frey单丝刺激

强度小于 4g时考虑NP的存在[18]。50%缩足反应阈

值的评估时间点：SCI术前、SCI后第1、7、14、21、28、

35天。

1.5.2 热刺激痛觉阈值评估：使用热刺激痛觉测试

仪进行热刺激痛觉阈值评估。参照Hargreaves等[19]

提供的评估方法进行。评估前将大鼠置于树脂玻璃

评估笼中适应 15min，每只大鼠评估 3次，取缩足反

应平均值作为每只大鼠的热刺激痛觉阈值，每次评

估间隔10min，热刺激强度设定为20%，最长刺激时

间为20s，以防损伤大鼠[9]。评估时间与机械性痛觉

阈值评估相同。

1.6 免疫组化

1.6.1 取材：SCI 5周后，在大鼠深度麻醉下（麻醉

方法同前），打开胸腔暴露心脏，使用灌注泵先用

0.9%生理盐水250ml进行心脏灌注，之后换用4%多

聚甲醛溶液250ml灌注，先快后慢。取出脊髓后，依

据神经根分离目标脊髓节段（L4—L5）[13]，4%多聚甲

醛4℃后固定过夜，酒精梯度脱水，石蜡包埋。使用

石蜡切片机对脊髓节段进行水平横切，切片厚度为

5µm。

1.6.2 免疫组化：组织切片经脱蜡水化、过氧化物酶

灭活、微波修复、10%封闭液（羊血清原液：0.01M

PBS=1∶9，体积比）封闭、一抗孵育（anti- Iba-1，1∶

1000；Anti-GFAP，1∶800) 4℃过夜后，次日添加二

抗（HRP标记山羊抗兔二抗，1∶200，中杉金桥）37℃
恒温孵育 1h，再经DAB显色，脱水封片，干燥，显微

镜下观察，拍照保存。摄片后使用 Image-Pro Plus

6.0分别对脊髓后角 Iba-1和GFAP阳性标记细胞进

行计数分析。

1.7 统计学分析

使用SPSS 20.0软件进行统计学分析。所有数

据均采用均值±标准差表示，保留小数点后2位有效

数字。缩足反应阈值建立一般线性模型重复测量方

差分析，其余数据使用单因素方差分析，若单因素方

差分析有显著性差异，再使用 POST hoc 进行两两
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比较。采用Pearson相关性分析对第35天大鼠痛觉

阈值和胶质细胞数量之间的相关性进行分析。设定

P<0.05为差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 运动训练对SCI大鼠痛觉阈值的影响

三组大鼠的痛觉阈值经重复度量方差分析，在

时间主效应上存在差异（机械性痛觉阈值：F=

69.712，P＜0.001；热刺激痛觉阈值：F=45.161，P＜

0.001），时间与组别之间存在交互作用（机械性痛觉

阈值：F=21.066，P＜0.001；热刺激痛觉阈值：F=

18.089，P＜0.001）。SCI 术后第 1 天，SCI-Sed 组和

SCI-TT 组大鼠痛觉阈值均增加（与 Sham 组相比，

P＜0.001）；之后两组大鼠痛觉阈值均低于Sham组

（P＜0.001）。SCI 后第 1—14 天 SCI-Sed 组和 SCI-

TT组大鼠机械性痛觉阈值组间差异无显著性意义

（P＞0.05）；术后21—35天，SCI-TT组机械性痛觉阈

值明显高于SCI-Sed组（P＜0.01，图 1A）。SCI后第

1天和第7天，SCI-Sed组和SCI-TT组大鼠热刺激痛

觉阈值组间差异无显著性意义（P＞0.05）；术后14—

35天，SCI-TT组热刺激痛觉阈值明显高于SCI-Sed

组（P＜0.001，图1B）。

2.2 运动训练对脊髓后角小胶质细胞及星形胶质

细胞活化的影响

表1 大鼠痛觉阈值与脊髓后角胶质细胞活化数量之间的
相关性分析（Pearson相关系数）

痛觉阈值

机械性痛觉阈值
热刺激痛觉阈值

小胶质细胞
相关系数

-0.847
-0.800

P
0.000
0.000

星形胶质细胞
相关系数

-0.815
-0.820

P
0.000
0.000

SCI后 5周，经 Iba-1和GFAP免疫组化染色，脊

髓后角 Iba-1 及 GFAP 阳性小胶质细胞呈黄褐色或

黄棕色，活化的小角质细胞及星形胶质细胞胞体肥

大，突起增多，在三组大鼠脊髓Lamina I-IV内均有

表达（图 2）。计数分析发现，在脊髓灰质后角内，

SCI-Sed组和SCI- TT组的 Iba-1+及GFAP+细胞数量

均明显多于 Sham 组（F＜0.001）；而 SCI- TT 组与

SCI-Sed 组相比，前者经 4 周运动训练后 Iba-1+及

GFAP+细胞数量明显减少（F＜0.001，图2B，图2C）。

2.3 大鼠后肢痛觉阈值与脊髓后角胶质细胞活化

数量的相关性

为进一步分析 SCI 后第 35 天大鼠痛觉阈值与

脊髓后角胶质细胞活化数量之间的相关性，我们采

用了Pearson相关性分析。取本研究中每只大鼠痛

觉阈值和胶质细胞计数的平均值进行分析，结果显

示，痛觉阈值与脊髓后角胶质细胞活化数量之间呈

负相关，即痛觉阈值越低，小胶质细胞和星形胶质细

胞活化数量越多，结果具有显著性意义（F＜0.001，

表1）。

3 讨论

国际疼痛研究协会（International Association

for the Study of Pain，IASP）对 NP 的定义为：“由

躯体的感觉系统损害或疾病导致的疼痛”[20]。SCI

后的NP可分为：损伤平面处NP和/或损伤平面以下

NP，可由脊髓压迫、脊髓缺血、神经根或马尾压迫等

导致，表现为电击样、针刺样、钻击样、压榨样或灼烧

图1 各组大鼠痛觉阈值评估结果

A：Von Frey机械性痛觉阈值折线图；B：热敏痛觉阈值折线图。SCI-TT组 v.s. SCI-Sed组，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。
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样疼痛等[3—4,21]。其中，损伤平面以下NP多在SCI后

数月或数年逐渐出现，是SCI最常见的疼痛类型，对

患者的影响往往更为严重，且更令人难以忍受[2,22]。

由于SCI后脊髓上位中枢抑制作用的减弱，脊髓后

角内神经元的特性可能发生了改变，包括对外周刺

激反应性增加、静息电位活动增加和刺激后放电时

间延长等，可能导致了中枢敏化的产生[4]。此外，小

胶质细胞和星形胶质细胞活化后，还可释放一系列

生物活性物质（包括炎性因子、趋化因子以及神经营

养因子等），并激活相应信号转导通路调节神经元活

性，导致脊髓感觉整合区的敏化，以及传入纤维的结

构重塑等（如CGRP标记纤维），参与NP的发生与发

展[23—24]。

本研究采用早期运动训练，对不完全性SCI大

鼠进行了干预。结果显示，痛觉阈值于 SCI 后第 1

天明显高于正常值，提示SCI后早期脊髓休克，导致

脊髓层面对伤害性感觉刺激不敏感；SCI后第7天痛

觉阈值迅速下降，可能与SCI早期星形胶质细胞和

小角质细胞的大量活化，以及炎性因子（IL-1β、IL-

6、TNF-α和TGF-β等）的大量释放密切相关[25]，而运

动训练4周可明显升高不完全性SCI大鼠的痛觉阈

值。说明早期运动训练具有减轻SCI后NP的可能

性，与国内外研究结果一致[9,26—27]。此外，本研究还

发现，SCI后，SCI-Sed组脊髓后角的小胶质细胞和

星形胶质细胞活化数量明显增多；而经 4周运动训

练后，SCI-TT组脊髓后角的小胶质细胞和星形胶质

细胞活化数量明显减少。进一步分析显示，SCI后

第35天，大鼠痛觉阈值与脊髓后角胶质细胞数量之

间存在明显负相关，痛觉阈值越低，胶质细胞活化数

量越多。但限于本研究观察时间及样本量，目前尚

A：各组脊髓后角GFAP及 Iba-1免疫组化图；B：脊髓后角GFAP+细胞计数柱状图；C：脊髓后角 Iba-1+细胞计数柱状图。组间两两比较，***P＜
0.001（Bar值=100µm）。

图2 脊髓后角GFAP及 Iba-1免疫组化结果 （×200）
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不能确定其他时间节点二者之间的相关性。国内外

相关研究亦不明确二者之间的相关性。但是，Gwak

等[28]的研究发现，在SCI 2h后小胶质细胞和星形胶

质细胞即大量增殖，并持续至SCI后3个月（该研究

终点），提示胶质细胞活化是SCI后NP发生与维持

的重要因素，而抑制SCI后胶质细胞活化可能是改

善NP的有效方法。

Kim 等 [13]的研究发现，在 SCI 早期对不完全性

SCI大鼠进行重复经颅磁刺激治疗也可减少损伤平

面以下脊髓后角内的小胶质细胞和星形胶质细胞活

化数量，并减轻NP程度。并且还有研究发现[29—30]，

在SCI早期使用小胶质细胞或星形胶质细胞活化抑

制剂，可明显预防SCI后疼痛的发生。说明通过多

种途径抑制胶质细胞活化对减轻SCI后NP具有重

要意义，但SCI早期运动减轻NP的机制目前尚不清

楚。研究显示[31]，对不完全性 SCI大鼠进行针灸治

疗可显著降低脊髓内超氧阴离子（O2
-）（具有小胶质

细胞活化调节作用）的产生，并抑制活性氧介导的

p38MAPK和ERK通路对小胶质细胞的激活作用，

减少促炎性细胞因子和前列腺素的释放，减轻SCI

后的疼痛反应。运动训练是否通过类似途径抑制胶

质细胞活化并改善SCI后NP，仍需进一步研究。

综上所述，早期运动训练可明显升高T10不完

全性SCI大鼠的痛觉阈值，抑制损伤平面以下脊髓

后角内小胶质细胞和星形胶质细胞的活化。但早期

运动通过何种途径抑制脊髓后角内的小胶质细胞和

星形胶质细胞活化并改善SCI后NP，以及运动训练

减轻 NP 的疗效维持情况，目前尚不清楚。后续研

究应进一步探讨早期运动训练改善SCI后NP的有

效性及具体作用途径，为临床早期预防/减轻SCI后

NP提供更佳的治疗方案。
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