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·基础研究·

神经根磁刺激对慢性不完全性脊髓损伤大鼠
髓鞘修复的影响*

杨 琦1 赵 丹1 陈玉辉2 许东升3，4，5

摘要

目的：观察神经根磁刺激对慢性不完全性脊髓损伤大鼠髓鞘修复的影响。

方法：将18只雄性SD大鼠按随机数字表法分为假手术组、模型组、治疗组，每组6只，模型组建立钳夹型脊髓损伤

大鼠模型，治疗组于脊髓损伤术后第11天开始为期14天的治疗。治疗结束后处死大鼠，采用实时荧光定量PCR检

测损伤处脊髓组织脑源性神经营养因子（BDNF）、神经营养素-3（NT-3）、胶质纤维源性酸性蛋白（GFAP）的mRNA

表达；采用Western Blot方法检测髓鞘碱性蛋白（MBP）的表达；采用免疫荧光染色观察损伤区MBP的表达；采用

LFB髓鞘染色（Luxol Fast Blue，LFB）观察损伤区髓鞘的病理变化。

结果：神经根磁刺激治疗后大鼠BDNF、NT-3 mRNA及MBP蛋白的表达与模型组比较均明显上调（P<0.05）。LFB

髓鞘染色显示治疗组髓鞘结构较模型组排列紧密，空泡减少，具有显著性差异（P<0.05）。

结论：神经根磁刺激可以促进慢性不完全性脊髓损伤大鼠髓鞘结构的修复。
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Abstract
Objective：To observe the effect of nerve root magnetic stimulation on myelin repair in rats with chronic in-

complete spinal cord injury.

Method：Eighteen male SD rats were randomly divided into sham operation group, model group and treatment

group, with 6 rats in each group. The rat model of spinal cord injury with vertical clamp was established. The

treatment group was given therapy for 14 days from the 11th day after spinal cord injury. The expression of

brain- derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin- 3 (NT- 3) mRNA and glial fibrillary acidic protein

(GFAP) in the injured spinal cord were detected by quantitative real-time PCR. The expression of MBP in the

injured area was observed by Western blot and immunofluorescence staining. The pathological changes of my-

elin in the injured area were observed by LFB staining.

Result：Quantitative real-time PCR showed that the expression of BDNF and NT-3 mRNA were significantly

up- regulated (P<0.05). Western blot showed that the expression of MBP was higher than that of the model

group. LFB staining showed that the myelin structure of the treatment group was more closely arranged than

that of the model group accompanied by the decreased number of vacuoles (P<0.05).
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脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)是指因不同

原因引起脊髓正常结构、功能改变，造成损伤平面以

下的感觉、运动等功能障碍的一种中枢神经系统的

严重创伤性、致残性疾病，它不仅严重影响了患者的

生活质量，而且给家庭和社会带来了巨大的负

担[1]。脊髓损伤后的病理生理学十分复杂，研究表

明，SCI后神经功能的丧失不仅因为大量神经元的

丧失，轴突脱髓鞘也是重要原因之一[2—4]。脊髓损伤

后短时间内少突胶质细胞大量丢失，导致轴突脱髓

鞘变化，持续 3周，甚至更长时间，同时恶劣的微环

境抑制少突胶质前体细胞增殖分化，损伤区脱髓鞘

呈进行性变化，进一步加重SCI[5—6]。经颅磁刺激可

以促进神经系统合成和分泌内源性神经营养因子，

促进神经结构与功能的恢复，因此,被广泛应用于中

枢神经系统疾病的治疗[7—9]。本研究将应用神经根

磁刺激治疗慢性不完全性脊髓损伤大鼠，观察神经

根磁刺激对脊髓损伤大鼠髓鞘修复的影响，探讨神

经根磁刺激促进脊髓损伤康复的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

健康成年雄性、清洁级 SD 大鼠 18 只，体质量

200—220g，购自上海杰斯捷实验动物有限公司[动

物生产许可证号：SCXK（沪）2018-0006]，按随机数

字表法分为 Sham 组：假手术组，SCI 组：模型组，

RMS组：治疗组，每组6只。实验过程中严格遵守中

华人民共和国科技部2006年颁布的《关于善待实验

动物的指导性意见》的规定。

1.2 实验器材与试剂

主要器材：动脉瘤夹（美国FST）；经颅磁刺激仪

（江西脑调控技术发展有限公司）；主要试剂：戊巴比

妥钠；一抗兔源 GAPDH 抗体（美国 Abcam）；兔源

GFAP 抗体（美国 Abcam）；兔源 MBP 抗体（美国

CST）；山羊抗兔二抗（上海碧云天生物技术有限公

司）；HRP化学发光试剂盒（美国Millipore）。

1.3 模型制备

大鼠适应性饲养1周后，采取Rivlin等[10]的方法

制备钳夹型脊髓损伤大鼠模型。模型组：采用1%戊

巴比妥钠（40mg/kg）将大鼠麻醉，俯卧位固定在恒

温手术台，通过外科手术切除椎板以暴露T9—T10

节段脊髓，持三角针尖端，利用钝端穿过锥体和脊髓

硬脊膜之间挑起脊髓，持动脉瘤夹钳夹脊髓20s，可

见大鼠四肢痉挛抽搐或有摆尾现象，局部脊髓表面

充血。术后腹腔注射青霉素（100U/d），连续3d预防

感染，每日按摩大鼠腹部以防止尿潴留，直到自主排

尿功能恢复。造模后1d采用Basso Beattie Bresna-

han（BBB）运动功能评分，BBB评分<3分为造模成

功。假手术组：仅手术切除椎板，暴露T10—T11脊

髓，形成通道，不损伤脊髓，止血消毒后逐层缝合。

1.4 治疗方案

治疗组于造模后第11天进行磁刺激治疗，仪器

为经颅磁刺激仪（江西脑调控技术发展有限公司），

刺激中使用圆形动物线圈。神经根磁刺激方案（图

1）：线圈放置于大鼠L5神经根，刺激强度为 60%静

息运动阈值，刺激频率为 10Hz，共计 2000 个脉冲，

为期 14d。在刺激过程中，使用自制大鼠固定器固

定大鼠。

1.5 观测指标与检测方法

1.5.1 标本采集：治疗结束完成评估后，新鲜取材的

大鼠使用 10%水合氯醛腹腔注射深度麻醉后，冰上

Conclusion：Nerve root magnetic stimulation can promote the repair of myelin in rats with chronic incomplete

spinal cord injury.

Author's address Rehabilitation Center，Tongji Hospital，Tongji University，Shanghai，200065
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图1 大鼠T10急性脊髓损伤模型和
神经根磁刺激治疗方案
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迅速取损伤节段及上下共1cm的脊髓，移入干净EP

管。灌注取材的大鼠使用1%戊巴比妥钠麻醉（4ml/

kg），手术开胸，经 0.9%氯化钠溶液和 4%多聚甲醛

溶液心脏灌注，待肝脏变白后，剪断损伤段脊柱，分

离损伤节段脊髓，取损伤节段脊髓，浸泡在多聚甲醛

中过夜。

1.5.2 实时荧光定量 PCR 法检测 GFAP、BDNF 和

NT- 3 的 mRNA 表达水平：将预处理好的样品用

Trizol裂解法提取RNA，反转录成 cDNA，采用实时

PCR 的方法检测目的基因的 mRNA 表达情况。引

物序列见表1。

1.5.3 免疫蛋白印迹检测大鼠脊髓MBP的表达：将

脊髓组织于冰上研磨后加入裂解液，冰浴 30min。

12000r/min离心15min，取上清液，采用BCA法定量

蛋白，计算蛋白浓度，配平后置于 99℃ 10min 变

性，﹣20℃保存备用。取蛋白样品使用SDS-PAGE

凝胶电泳分离蛋白，浓缩胶80V，分离胶120V，电泳

结束后将蛋白转印至PVDF膜上，用快速封闭液进

行封闭 10min，加入一抗 4℃孵育过夜，TBST清洗 3

次，二抗室温摇床孵育 120min，TBST清洗 3次后使

用化学发光试剂在避光条件下显影，在凝胶扫描成

像系统中进行拍照、观察。Alpha View软件测量光

密度值，利用目的蛋白与内参的比值进行半定量分

析。

1.5.4 LFB染色观察损伤区髓鞘变化：将髓鞘染液

A 置于 60℃烤箱预热 30min，切片入髓鞘染液 A 加

膜加盖浸染1h，取出切片快速自来水洗。切片浸入

髓鞘染液B中稍分化 2s（趁热），直接浸入髓鞘染液

C分化15s，水洗终止分化，镜检，反复分化水洗和镜

检，至髓鞘呈蓝色背景即可，随后切片入 65℃烤箱

烤干约 30min，冷却后进入 95%乙醇后复染伊红。

最后切片依次脱水，中性树胶封片。显微镜镜检，图

像采集分析。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，计量资料

用均数±标准差描述。组间比较采用单因素方差分

析，符合正态分布且方差齐时采用LSD-t检验，方差

不齐时使用Tamhane's T2法检验。以P＜0.05为差

异有显著性意义。

2 结果

2.1 神经根磁刺激上调脊髓损伤后BDNF、NT-3的

mRNA表达,下调GFAP的mRNA表达

治疗14d后，RMS组BDNF、NT-3的mRNA表达

水平高于SCI组（P＜0.05），RMS组GFAP的mRNA

表达水平显著低于SCI组（P＜0.05）。见图2。

2.2 神经根磁刺激上调大鼠脊髓损伤后MBP蛋白

的表达促进髓鞘的修复

Western Blot 显示，SCI 组 MBP 的相对表达量

较 Sham组显著降低（P<0.05）；与 SCI组比较，RMS

组MBP的表达量明显提高（P<0.05）。这表明脊髓

损伤后神经根磁刺激可以上调MBP的表达，减少神

经髓鞘的丢失。见图3。

MBP免疫荧光染色分析脊髓损伤后的脱髓鞘

情况，与Sham组相比，SCI组髓鞘染色阳性面积明

显降低（P＜0.05）。与SCI组相比，RMS组的髓鞘染

色阳性面积表达较高（P＜0.05）。这表明神经根磁

刺激可以减少脊髓损伤区髓鞘的丢失促进髓鞘的修

复。见图4。

2.3 神经根磁刺激减少脊髓损伤后脊髓白质髓鞘

表1 q-PCR中的引物序列

名称

BDNF

NT-3

GFAP

GAPDH

引物

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

引物序列(5'—3')

GTCGCACGGTCCCCATT
ACCTGGTGGAACTCAGGGTC
GCGCAACTTTCTTCCCTCTTT
GTCATTCAGTCTCGCCCACC
GGGCGAAGAAAACCGCATC
GATGGGAATTGGGCCTAGCA
TTCAACGGCACAGTCAAGG

CTCAGCACCAGCATCACC

图2 各组大鼠BDNF、NT-3及GFAP的mRNA相对表达量

注：与Sham比较，a：P＜0.05；与SCI组比较，b：P＜0.05
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的丢失

LFB染色可以显示神经髓鞘结构，相对染色面

积可以用来比较各组间的髓鞘形成情况。与假手术

组相比，SCI 组 LFB 相对染色面积减少（P＜0.05）。

与此同时，RMS 组相对染色面积显著高于 SCI 组

（P＜0.05），空泡明显缩小，排列更加紧密。见图5。

3 讨论

脊髓损伤后，基于患者的神经可塑性，将残余的

神经纤维激活、建立连接，并增加连接中的传输是恢

复脊髓损伤运动功能的有效途径[11]。影响神经元突

起再生的微环境因素包括神经营养因子的缺乏、炎

症因子抑制作用、胶质瘢痕的形成以及髓鞘丢失等，

这些导致脊髓损伤后脊髓难以完成再生修复[12—14]。

中枢神经系统的髓鞘是一层由少突胶质细胞（oligo-

dendrocyte, OL）包绕形成的富含脂质的膜，髓鞘结

构的完整性确保了神经信息高效、准确地传递。脊

髓损伤后表现为大量少突胶质细胞丢失和死亡，导

致神经纤维脱髓鞘，从而干扰了电信号的正常传导，

这种现象在SCI中普遍存在[15—16]。

近年来神经调控技术越来越多的应用于中枢神

经性疾病，重复经颅磁刺激(repetitive transcranial

magnetic stimulation, rTMS)因具有安全、无创、有

效的优点得到了广泛的关注[17]。它是利用交变电磁

场作用于大脑皮层形成感应电流，刺激皮层下的神

经元，改变皮层兴奋性，并且可以通过改变刺激强

度、刺激频率和线圈的位置来调节中枢神经系统的

活动[18—20]。Croarkin等[21—24]研究证实，rTMS可以通

过调节 γ-氨基丁酸和谷氨酸释放，增加细胞内钙水

平，从而调节神经元活性，促进生长因子的释放。尽

管研究表明,rTMS 对 SCI 后的运动功能障碍、肌肉

强直痉挛、神经根性疼痛等方面有一定作用，但其作

用的机制和最佳治疗参数仍需进一步研究[25—28]。本

研究采用远端的神经根磁刺激治疗脊髓损伤大鼠，

通过激活自下而上的感觉传导通路，探讨神经根磁

刺激对SCI后髓鞘结构的修复作用。BDNF是少突

发生和适应性髓鞘形成的关键调节因子。本文研究

图3 各组大鼠损伤区脊髓组织MBP蛋白表达水平

注：与Sham比较，a：P＜0.05；与SCI组比较，b：P＜0.05
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图4 各组大鼠脊髓损伤区免疫荧光染色 （×40）

注：与Sham比较，a：P＜0.05；与SCI组比较，b：P＜0.05
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发现，神经根磁刺激通过调控损伤区微环境，减少损

伤区GFAP的mRNA表达，上调损伤区脊髓BDNF、

NT-3的mRNA和MBP蛋白的表达，有效促进慢性

不完全性脊髓损伤大鼠髓鞘结构的修复。但影响髓

鞘修复的原因众多，还需要进一步深入研究神经根

磁刺激治疗SCI的具体机制。此外，本次实验仅探

讨了慢性期神经根磁刺激对髓鞘修复的影响，早期

神经根磁刺激对SCI后的髓鞘修复是否有不同的效

应，这也是今后进一步研究的方向。

综上所述，本研究表明神经根磁刺激能够促进

脊髓损伤区髓鞘再生修复，这提示神经根磁刺激可

能是SCI后一种有效的治疗方案。
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成都市第一人民医院诚聘儿童康复科学科带头人公告

因医院工作需要，现面向国内外诚聘儿童康复科学科带头人1名，详情如下：

一、岗位条件及要求：1.遵纪守法，具有良好的职业道德；2.硕士研究生及以上学历和学历相应学位，所学专业为儿科、发

育行为儿科、康复医学与理疗学等专业。国外（境外）留学人员须取得教育部中国留学服务中心国外（境外）学历、学位认证证

书；3.具有副主任医师及以上专业技术职称；4.市级及以上学术技术带头人或后备人选；5.年龄要求：45周岁以下(1976年1月1

日以后出生，特别优秀者可适当放宽)；6.适应岗位要求的身体条件。

二、岗位职责：负责儿童康复相关疾病诊断；指导康复医师、治疗师制定患者康复计划及开展日常工作；了解儿童康复各亚

专业国际发展方向及技术新进展，带领团队开展国内先进康复技术；指导科室开展临床、科研、教学、人才培养等工作。

三、相关待遇：面议。

四、报名方式：如有意向，请将个人简历及相关证书及业绩佐证材料（电子版）发送到医院人力资源部邮箱（yyyrsk@126.

com），邮件名以“姓名+应聘儿童康复科学科带头人”命名。

五、联系人：苏老师；电话：028-85318902。
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