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摘要　 目的　 探讨坐骨神经电刺激对不完全性脊髓损伤大

鼠运动功能恢复的影响及其可能机制。 方法　 使用改良 Ａｌ⁃
ｌｅｎ′ｓ 法构建不完全性胸部脊髓损伤大鼠模型，４５ 只 ＳＤ 大鼠

随机分为假手术组、脊髓损伤组、坐骨神经电刺激组，每组

１５ 只。 电刺激参数为脉宽 １ ｍｓ，频率 １００ Ｈｚ，２０ ｍｉｎ ／次，１
次 ／ ｄ，持续 ２１ ｄ。 采用 ＢＢＢ 评分评估运动功能；电生理检测

动作电位传导情况；ＨＥ 染色观察脊髓及股二头肌病理改变

并分析股二头肌肌纤维平均截面积百分比；通过免疫组化、
ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测分析脑源性神经营养因子（ＢＤ⁃
ＮＦ）和酪氨酸激酶 Ｂ（ＴｒｋＢ）阳性细胞数、相对 ｍＲＮＡ 表达量

和蛋白表达情况。 结果　 干预 ２１ ｄ 时，① 电刺激组 ＢＢＢ 评

分和动作电位平均振幅高于脊髓损伤组且差异有统计学意

义（Ｐ ＜ ０. ０５）；② 电刺激组脊髓组织病理损伤比脊髓损伤组

明显改善，股二头肌肌纤维平均截面积比脊髓损伤组增大且

有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）；③ 电刺激组 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 阳性

细胞数多于脊髓损伤组且有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）；④ 电刺

激组 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 相对 ｍＲＮＡ 表达量和蛋白表达高于脊髓

损伤组且有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 坐骨神经电刺

激可以减轻脊髓组织损伤，促进运动功能恢复，延缓损伤平

面以下肌肉萎缩，其机制可能与 ＢＤＮＦ⁃ＴｒｋＢ 蛋白表达增加

有关。
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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，最新指南已指出物理疗法在

神经保护方面有积极作用。 电刺激（ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕ⁃
ｌａｔｉｏｎ， ＥＳ）是常用的物理疗法之一，已广泛应用于

周围神经损伤及脑损伤等疾病。 在 ＳＣＩ 治疗研究

中，有报道提出早期应用 ＥＳ 可以激活脊髓运动回

路并发挥神经保护作用［１］。 临床中常将 ＥＳ 应用于

肌肉，但有学者将 ＥＳ 作用于神经时，发现利用更少

的功率，可获得更好的治疗效果［２］。 坐骨神经是人

体最粗大的神经，起于腰骶神经丛，在改善神经源性

疼痛方面有效［３］。 坐骨神经电刺激（ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｅ⁃
ｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ， ＳＮＥＳ）是一种利用低频脉冲电

流刺激坐骨神经的神经干预治疗方案。 脑源性神经

营养因子（ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＢＤＮＦ）
常作为神经运动功能恢复的观察指标，酪氨酸激酶

Ｂ（ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ Ｂ， ＴｒｋＢ）是与 ＢＤＮＦ 相

互作用的主要受体，ＢＤＮＦ 激活 ＴｒｋＢ 受体，重组运

动回路，促进运动功能恢复［４］。 现探讨 ＳＮＥＳ 对不

完全性 ＳＣＩ 大鼠运动功能恢复及 ＢＤＮＦ⁃ＴｒｋＢ 表达

的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 实验动物 　 动物实验方案遵循《中国实验

动物指南》，并经安徽医科大学动物实验伦理委员

会批准（编号：ＬＬＳＣ２０２２１１０３），本实验所有操作均

遵循 ３Ｒ 原则，最大程度保证动物福利。 ４５ 只 ＳＰＦ
级雌性 ＳＤ 大鼠（１０ ～ １２ 周，２１０ ～ ２３０ ｇ）由安徽医

科大学动物实验中心提供。 实验动物［许可证号：
ＳＣＸＫ（安徽）２０１７ － ００６］饲养于室温 ２０ ℃ ～ ２５ ℃
和相对湿度 ４０％ ～７０％环境中，并提供足够的水和

食物。
１． １． ２　 主要试剂和仪器　 二甲苯购自上海国药集

团化学试剂有限公司；苏木精伊红染色试剂盒购自

北京索莱宝科技有限公司；柠檬酸盐抗原修复液购

自杭州浩克生物科技有限公司；组化试剂盒购自杭

州图凌生物医药有限公司；一抗 （ ＢＤＮＦ， ＴｒｋＢ，
ＧＡＰＤＨ， １ ∶ ２ ０００）购自武汉三鹰生物技术有限公

司；二抗（辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ， 辣根酶标记山

羊抗小鼠 ＩｇＧ， １ ∶ １０ ０００）购自北京中杉金桥生物

技术有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒购自美国赛默飞世尔科
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技公司；ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒购自美国赛默飞

世尔科技公司；ＥＣＬ 发光试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司；低频神经肌肉电刺激仪 ＨＢ⁃ＳＪ３ 购

自苏州好博医疗器械有限公司；组织脱水机 ＡＳＰ３００
购自德国莱卡有限公司；石蜡包埋机 ＥＧ１１５０ 购自

德国莱卡有限公司；石蜡切片机 ＲＭ２２５５ 购自德国

莱卡有限公司；正置荧光显微镜 ＤＭ６ 购自德国莱卡

有限公司；生物信号采集与分析系统 ＢＬ⁃４２２１ 购自

中国泰盟科技有限公司； 荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 仪

ＬＣ４８０Ⅱ 购自瑞士罗氏公司； 凝胶成像分析仪

ＡＬ６００ＲＧＢ 购自美国伯乐公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 实验分组及处理　 将 ４５ 只 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ
大鼠随机分为 ３ 组，每组 １５ 只：假手术组（Ｓｈａｍ 组；
椎板切除术），脊髓损伤组（ＳＣＩ 组；造模后不干预），
坐骨神经电刺激组（ ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ 组；造模后进行坐

骨神经电刺激），实验分组及安排见图 １。 使用改良

Ａｌｌｅｎ′ｓ 法构建 Ｔ１０ 不完全性 ＳＣＩ 大鼠模型，腹腔注

射 １. ２５％三溴乙醇溶液（１０ ｍｌ ／ ｋｇ）麻醉大鼠，当眼

睑反射消失后，将大鼠俯卧位固定于手术板上，背部

纵向切开 １５ ｍｍ。 Ｓｈａｍ 组仅进行椎板切除术，不破

坏脊髓。 其余各组大鼠均分离脊柱两侧肌肉，暴露

Ｔ１０ 附近的脊髓，使用打击棍（１０ ｇ，５０ ｍｍ） ［５］ 撞击

暴露部位，停留时间 ５ ｓ。 术中硬膜囊充血增厚，脊
髓撞击处出现血肿及大鼠立即出现摆尾反射作为统

一标准［６］。 各组大鼠术后均置于 ３６ ℃ ～３７ ℃加热

垫下苏醒，连续 ３ ｄ 注射青霉素（１６０ ｍｇ ／ ｋｇ）预防感

染。 术后 ＳＣＩ 大鼠均采用 Ｃｒｅｄｅ 法手动排尿（２ 次 ／
ｄ），直至排尿反射重新建立。

图 １　 实验进展图

１． ２． ２　 ＳＮＥＳ　 本实验选用低频神经肌肉电刺激仪

（ＨＢ⁃ＳＪ３），将电刺激仪电极端连接无菌针灸针（针
尖直径 ０. ２５ ｍｍ，针长 ２５ ｍｍ），选择大鼠双侧坐骨

神经近端（髋关节后上缘）和远端（股骨中点下 ０. ５
ｃｍ）为刺激点，进行方波脉冲电刺激，以大鼠后肢出

现跖反射为针电极刺激到坐骨神经的判断标准。 参

考 Ｈｏｕ ｅｔ ａｌ［７］与Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ［８］的研究，持续干预 １４ ｄ
时运动功能指标得到改善，为探讨延长干预时间是

否能进一步提高治疗效果，本实验将干预持续时间

设置为 １４ ｄ 和 ２１ ｄ。 参考 ＣＬＡＩＲ⁃ＡＵＧＥＲ ｅｔ ａｌ［９］的
研究，设置刺激参数为：脉宽 １ ｍｓ，频率 １００ Ｈｚ，２０
ｍｉｎ ／ ｄ，１ 次 ／ ｄ，连续 ２１ ｄ，术后第 ４ ｄ 开始刺激。
１． ２． ３　 ＢＢＢ 评分 　 干预第 １ 、３ 、５ 、７ 、１４ 、２１ ｄ
时，采用 ＢＢＢ 评分评估大鼠的运动能力，包括踝关

节、膝关节和髋关节的活动范围、躯干运动协调性和

整体稳定性等。 将大鼠置于直径为 ９０ ｃｍ 的空旷场

地，观察其自由活动 ４ ｍｉｎ，总分为 ２１ 分，０ 分指后

肢完全没有运动能力，２１ 分指后肢完全正常，采用

双人双盲法评定。
１． ２． ４　 电生理检测　 干预第 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时按上述

方法麻醉大鼠，采用生物信号采集与分析系统进行电

生理检测。 使用玻璃分针沿腰骶神经丛游离坐骨神

经腹腔部，然后循坐骨神经沟纵向分离坐骨神经至腘

窝处。 刺激电极置于 Ｔ１０ 脊髓受损处，记录电极分别

置于双侧坐骨神经干采集动作电位平均振幅，参考电

极置于后肢股二头肌肌中腹，记录电极与参考电极之

间相距１ ｃｍ，接地电极置于大鼠尾部皮下。 刺激类型

为方波单刺激，刺激参数为波宽 ０. １ ｍｓ，初幅度 ０. ２
Ｖ，增量 ０. ０２ Ｖ，末幅度 １ Ｖ，延时 ４ ｍｓ。
１． ２． ５　 ＨＥ 染色　 末次治疗和行为学评估后，心脏

灌注 ０. ９％冰生理盐水（１ ０００ ｍｌ ／ ｋｇ）至肝脏变白，
快速提取脊髓组织及后肢肌肉，将样本于 ４％ 多聚

甲醛中固定。 梯度酒精脱水后，将组织包埋后连续

切片 ５ μｍ。 切片放入二甲苯和梯度酒精中脱蜡，用
苏木精染色 ５ ｍｉｎ，流动水冲洗至细胞核呈蓝色。 将

切片浸泡在伊红染液 ３ ｓ，洗去漂浮液后，中性树脂

密封，显微镜观察并拍照。
１． ２． ６　 免疫组化染色　 将脊髓切片脱蜡后进行抗

原修复，３％ Ｈ２Ｏ２ 孵育以消除内源性过氧化物酶，
加入 ３％ ＢＳＡ 室温封闭 ３０ ｍｉｎ，一抗 ４ ℃孵育过夜。
次日 ＴＢＳＴ 水洗涤 ３ 次后，二抗室温孵育 １ ｈ，加入

ＤＡＢ⁃Ｈ２Ｏ２ 液室温下充分显色。 最后苏木精复染细

胞核，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。
显微镜观察脊髓 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 阳性细胞数，Ｉｍａｇｅ Ｊ
半定量分析。
１． ２． ７ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 按上述方法快速提取脊髓

组织，并保存于液氮中。 ＴＲＩＺＯＬ 试剂盒提取总

ＲＮＡ，分别加入氯仿、异丙醇后离心，３０ μｌ ＤＥＰＣ 水

溶解 ＲＮＡ。 往试管中加入 １ μｌ ｇＤＮＡ Ｄｉｇｅｓｔｅｒ，２ μｌ
ｇＤＮＡ Ｄｉｇｅｓｔｅｒ Ｂｕｆｆｅｒ，１ｎｇ⁃１ｕｇ 总 ＲＮＡ 和 ＤＥＰＣ 水消

除总 ＲＮＡ 中的 ＤＮＡ。 取上一步反应液 １０ μｌ，加入

２ μｌ Ｈｉｆａｉｒ ＩＩ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ，２ μｌ Ｈｉｆａｉｒ ＩＩ Ｂｕｆｆｅｒ ｐｌｕｓ，１
μｌ Ｏｌｉｇｏ（Ｄｔ）１８ 和 ＤＤＨ２Ｏ，２５ ℃浸泡 ５ ｍｉｎ，４２ ℃温
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浴 ３０ ｍｉｎ，８５ ℃加热 ５ ｍｉｎ。 ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试

剂盒在 ＲＴ⁃ＰＣＲ 仪进行如下反应：９５ ℃变性 １５ ｓ，６０
℃退火 １５ ｓ，７２ ℃延伸 １５ ｓ，引物序列如表 １ 所示。

表 １　 实时 ＲＣＲ 引物核苷酸序列（５′⁃３′）

引物 序列 （５′⁃３′） 产物大小 （ｂｐ）
ＢＤＮＦ Ｆ： ＴＴＴＧＡＴＧＡＧＡＣＣＧＧＧＴＴＣＣ １６４

Ｒ： ＣＴＣＡＣＣＴＧＧＴＧＧＡＡＣＴＣＡＧ
ＴｒｋＢ Ｆ： ＴＧＴＧＧＴＡＧＧＡＴＴＣＴＧＣＣＴＧ ８４

Ｒ： ＣＡＴＧＡＧＡＣＡＴＣＴＴＴＣＡＴＧＣＣＡ
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ ９５

Ｒ： ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ

　 　 注：ＧＡＰＤＨ⁃甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶

１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 从液氮中取出脊髓组织

（２０ ｍｇ），进行研磨、裂解、离心、分离上清液。 电泳

前计算蛋白浓度，将上样缓冲液 × ３（１８ μｇ）加入泳

道进行电泳后，转移至 ＰＶＤＦ 膜恒流电泳，浸入密封

液封闭 １ ｈ。 一抗 ４ ℃孵育过夜，隔日洗涤 ３ 次，二
抗温育 ２ ｈ。 最后将显影剂滴入膜表面，凝胶成像分

析仪计算灰度值，Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行定量分析。
１． ３ 　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件 （ ＩＢＭ
Ｃｏｒｐ． ）对数据进行统计学处理，呈正态分布的两组

数据比较采用 ｔ 检验，呈正态分布的多组数据比较

采用单因素方差分析，ＳＮＫ⁃ｑ 检验进行两两比较，用
�ｘ ± ｓ 表示。 呈偏态分布的两组数据比较采用 Ｍａｎｎ⁃
Ｗｈｉｔｎｅｙ 秩和检验，呈偏态分布的多组数据比较采用

Ｋｒｕｓｋａｌ Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验，用 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）表示，以 Ｐ
＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组大鼠 ＢＢＢ 评分比较　 如表 ２、图 ２ 所示：
与 ＳＣＩ 组比较，ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ 组干预 １、３、５、７、１４ ｄ 时

ＢＢＢ 评分结果差异无统计学意义（Ｐ ＞０. ０５），干预 ２１
ｄ 时 ＢＢＢ 评分明显升高（Ｐ ＜０. ００１）。

表 ２　 各组大鼠干预后 ＢＢＢ 评分比较

（分，ｎ ＝ １５，Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）或 �ｘ ± ｓ）

时间（ｄ） Ｓｈａｍ ＳＣＩ ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ Ｚ ／ ｔ 值 Ｐ 值

１ ２１ ０（０，０） ０（０，０． ７５） － ０． ９６８ ０． ３３３
３ ２１ ０（０，０． ７５） ０． ５（０，１） － １． ７１８ ０． ０８６
５ ２１ ０． ５（０，１． ７５） １． ５（１，２） － １． ８６８ ０． ０６２
７ ２１ ０． ５（０，４） ２（２，２． ７５） － １． ７１７ ０． ０８６
１４ ２１ ２． ５（１，６． ２５） ５（３，７． ７５） － １． ６０３ ０． １０９
２１ ２１ ５． ５０ ± １． ５１ １０． ５０ ± １． ２０∗∗ ７． ３３８ ＜ ０． ００１

　 　 与 ＳＣＩ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 ＢＢＢ 运动功能评分

２． ２　 各组大鼠动作电位平均振幅比较　 如图 ３、表
３ 所示，Ｓｈａｍ 组大鼠动作电位平均振幅正常，ＳＣＩ 组
大鼠动作电位平均振幅降低。 如表 ３、图 ４ 所示：干
预 １４ ｄ 时各组大鼠动作电位平均振幅结果比较无

统计学差异（Ｐ ＞ ０. ０５），干预 ２１ ｄ 时各组大鼠差异

比较有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 ＳＣＩ 大鼠相比，
ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ组干预 １４ ｄ 时动作电位平均振幅差异

图 ３　 电生理动作电位检测结果

Ｓｈａｍ 组动作电位平均振幅均正常，ＳＣＩ 组动作电位平均振幅降低，ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ 组动作电位平均振幅较 ＳＣＩ 组升高
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表 ３　 各组大鼠动作电位平均振幅比较（ｍＶ，ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

时间 Ｓｈａｍ ＳＣＩ ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ ｔ 值 Ｐ 值

１４ ｄ ０． ３８ ± ０． ０７ ０． ２１ ± ０． ０５ ０． ２７ ± ０． ０７ ０． １８６ ０． ８５７
２１ ｄ ０． ４１ ± ０． ０２ ０． １８ ± ０． ０７ ０． ３３ ± ０． ０４∗ ４． ２３９ ＜ ０． ０５

ｔ 值 ０． ７８３ － ０． ９８４ １． ４５４
Ｐ 值 ０． ４５６ ０． ３５４ ０． １８４

　 　 与 ＳＣＩ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

比较无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５），干预 ２１ ｄ 时动作电

位平均振幅升高且有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ３　 各组大鼠脊髓及股二头肌 ＨＥ 染色比较　 脊

髓 ＨＥ 结果显示，Ｓｈａｍ 组脊髓结构排列规整；ＳＣＩ 组
脊髓中央有空洞，损伤面积大，且细胞核与细胞膜分

离；与 ＳＣＩ 组比较，ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ 组损伤面积减小，见
图 ５Ａ。 股二头肌 ＨＥ 结果显示，Ｓｈａｍ 组股二头肌

肌纤维排列整齐，组织间隙均匀，无肌肉萎缩；ＳＣＩ
大鼠股二头肌肌纤维松散，间隙大，提示肌肉萎缩；
与 ＳＣＩ 组相比，ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ 组肌纤维排列稍规则，肌
纤维间隙减小，见图 ５Ｂ。 如图 ６ 所示：干预 １４ ｄ 和

２１ ｄ 时各组股二头肌肌纤维平均 ＣＳＡ 百分比差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 ＳＣＩ 组比较，ＳＣＩ ＋
ＳＮＥＳ 组干预 １４ ｄ 平均 ＣＳＡ 百分比无统计学差异

（Ｐ ＝ ０. ２１７），干预 ２１ ｄ 时平均 ＣＳＡ 百分比增大且

有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。

图 ４　 各组大鼠动作电位平均振幅比较

与 ＳＣＩ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 脊髓组织和股二头肌 ＨＥ 染色 ×１００
Ａ：干预 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 各组大鼠脊髓组织 ＨＥ 染色；Ｂ：各组大鼠股二头肌 ＨＥ 染色结果
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图 ６　 股二头肌肌纤维平均 ＣＳＡ 百分比结果

　 　 ＣＳＡ 百分比 ＝ 肌纤维平均截面积 ／ 总平均面积 × １００％ ；与 ＳＣＩ

组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 脊髓 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 的免疫组化比较　 如图

７Ａ、７Ｃ 所示，Ｓｈａｍ 大鼠脊髓可见较多的棕黄色或棕

褐色颗粒，其余各组大鼠脊髓棕黄色或棕褐色颗粒

呈不同程度减少趋势。 如图 ７Ｂ、７Ｄ 所示，干预 １４ ｄ
和 ２１ ｄ 时，各组大鼠脊髓 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 免疫阳性

细胞数有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 ＳＣＩ 组比较，
ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ 组干预 ２１ｄ 时 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 免疫阳性

细胞数增多且均有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测脊髓 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 相对 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达量比较　 采用 ２ － ΔΔＣｔ分析法计算 ｍＲＮＡ 表

达倍数变化，脊髓组织 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 相对 ｍＲＮＡ 表

达量结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相比，干预 １４ ｄ 时其余各

组脊髓 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 靶基因 ｍＲＮＡ 相对表达量没

有上升趋势，干预 ２１ ｄ 时 ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ 组 ＢＤＮＦ 和

ＴｒｋＢ 靶基因相对 ｍＲＮＡ 表达增加。 与 ＳＣＩ 组相比，
ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ 组在干预 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时 ＢＤＮＦ 相对

ｍＲＮＡ 表达量增多且有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）；干
预 １４ ｄ 时 ＴｒｋＢ 相对 ｍＲＮＡ 表达量无差异 （Ｐ ＝
０. ５７４），干预 ２１ ｄ 时 ＴｒｋＢ 相对 ｍＲＮＡ 表达量增多

且有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ８Ａ、８Ｂ。
２． ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脊髓 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 蛋白

表达量比较　 脊髓组织 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 蛋白表达量

结果显示，与 Ｓｈａｍ 组比较， ＳＣＩ 后各组 ＢＤＮＦ 和

ＴｒｋＢ 蛋白表达均有不同程度的下降（Ｐ ＜ ０. ００１）。
与 ＳＣＩ 组相比，ＳＣＩ ＋ ＳＮＥＳ 组干预 １４ ｄ 时 ＢＤＮＦ 和

ＴｒｋＢ 蛋白表达升高且有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）；在
干预 ２１ ｄ 时 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 蛋白表达升高且有统计

学差异（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ９Ａ ～９Ｄ。

图 ７　 各组大鼠 ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 免疫组化染色结果 × １００
　 　 Ａ：干预 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时 ＢＤＮＦ 阳性细胞免疫组化图；Ｂ：干预 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时 ＢＤＮＦ 阳性细胞计数统计图；Ｃ：干预 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时 ＴｒｋＢ 阳性

细胞免疫组化图；Ｄ：干预 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时 ＴｒｋＢ 阳性细胞计数统计图；黑色箭头：ＢＤＮＦ 和 ＴｒｋＢ 免疫阳性标记细胞，呈棕黄色或棕褐色；与 ＳＣＩ 组

比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ８　 ＢＤＮＦ⁃ＴｒｋＢ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果

　 　 Ａ：干预 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时 ＢＤＮＦ 相对 ｍＲＮＡ 表达量；Ｂ：干预 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时 ＴｒｋＢ 相对 ｍＲＮＡ 表达量；与 ＳＣＩ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ９　 脊髓 ＢＤＮＦ⁃ＴｒｋＢ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

　 　 Ａ：干预１４ ｄ 和２１ ｄ 时 ＢＤＮＦ 蛋白免疫印迹发光条带图；Ｂ：干预１４ ｄ 和２１ ｄ 时 ＴｒｋＢ 蛋白免疫印迹发光条带图；Ｃ：干预１４ ｄ 和２１ ｄ 时 ＢＤ⁃
ＮＦ 蛋白表达量柱状图；Ｄ：干预 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 时 ＴｒｋＢ 蛋白表达量柱状图；与 ＳＣＩ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

　 　 ＳＣＩ 后脊髓结构或功能受损，损伤平面以下出

现运动、感觉和二便等多种功能障碍，给患者、家庭

和社会带来巨大的经济负担。 寻找安全有效的治疗

方法是学者们一直面临的挑战。 电刺激作为一种常

用的康复治疗方法，在 ＳＣＩ 领域应用颇多，如硬膜外

电刺激、功能性电刺激、经皮脊髓电刺激等。 ＳＮＥＳ

是对坐骨神经进行低频脉冲刺激的治疗方法，已知

ＳＮＥＳ 在缓解神经性疼痛、改善活动能力和促进周围

神经再生方面有效［３］，与提高中枢敏感性、提高丘

脑后三角核神经元的兴奋性和促进髓鞘再生有关。
然而针对 ＳＮＥＳ 促进 ＳＣＩ 后运动功能恢复的研究较

少，Ｖｉｖｏ ｅｔ ａｌ［１０］发现将 ＥＳ 应用于坐骨神经可激活

感觉神经元的内在生长潜能，加速神经再生。 ＳＮＥＳ
通过上调兴奋性突触传递因子胶质谷氨酸转运蛋
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白，诱发脊髓长时程增强状态，激活大量脊髓背角神

经元，从而调节脊髓可塑性。
　 　 ＢＤＮＦ 常作为评估神经系统损伤后运动功能恢

复的重要蛋白，对神经元的存活、分化和再生起关键

作用。 ＴｒｋＢ 是与 ＢＤＮＦ 结合的高亲和力受体，对维

持神经元生理功能及促进损伤后运动功能恢复发挥

积极作用。 ＢＤＮＦ 是一种重要的神经营养因子，其
浓度在成年时降低，但在机体损伤后通过自分泌及

旁分泌等途径表达上调，与特异性受体 ＴｒｋＢ 结合

后，形成同源二聚体复合结构，促进酪氨酸受体残基

发生自身磷酸化，从而激活细胞内下游信号通路，发
挥对损伤神经元的保护作用，改善肢体运动功能。
　 　 本实验数据显示，ＳＮＥＳ 连续干预 ２１ ｄ 可改善

损伤后运动活动，提高动作电位平均振幅，减轻脊髓

组织损伤，延缓损伤平面下肌纤维萎缩，增加 ＢＤＮＦ
和 ＴｒｋＢ 蛋白表达。 因此推测 ＳＮＥＳ 促进 ＳＣＩ 运动

功能恢复与脊髓 ＢＤＮＦ⁃ＴｒｋＢ 蛋白高表达有关，其原

因可能是：①ＳＣＩ 后良好的再生微环境是运动功能

恢复的基础。 ＳＣＩ 后常保留皮质 － 脊髓连接，ＥＳ 可

促进损伤同侧皮质 － 脊髓轴突的生长，改善保留区

域再生环境；ＥＳ 诱导神经元细胞内 Ｃａ２ ＋ 浓度升高，
调节细胞内外离子分布，为神经再生提供稳定的内

环境［１１］；ＳＮＥＳ 诱导 Ｎ⁃甲基 Ｄ⁃天冬氨酸受体参与脊

髓长时程增强过程，脊髓背角神经元接受电信号刺

激，进行换元处理，诱发出场电位，使脊髓内神经元

再生微环境向有利方向转变［１２］。 ②ＳＣＩ 后髓鞘再

生对运动功能恢复至关重要，ＢＤＮＦ 是参与髓鞘再

生的重要蛋白。 ＥＳ 促进功能恢复的作用机制与中

枢神经系统脱髓鞘区 ＢＤＮＦ 表达升高有关。 ＥＳ 提

高有髓神经纤维上施万细胞释放神经营养因子 ＢＤ⁃
ＮＦ 的能力，上调脊髓中 ＢＤＮＦ 表达水平，促进受损

神经元的存活及发挥神经保护作用［１３］。 ③原肌球

蛋白受体激酶 Ｂ 可减少神经元变性，是 ＳＣＩ 修复可

利用的靶点。 当 ＢＤＮＦ 与 ＴｒｋＢ 结合后启动细胞内

信号通路传导，增加神经回路适应性，从而调控神经

元生长、发育和分化［１４］。 ＴｒｋＢ 激动剂促进兴奋性

谷氨酸能受体增多，使神经末梢发生去极化，参与神

经元的兴奋性突触传递活动，调控整个神经元网络

的信息传递［１５］。 ＴｒｋＢ 协同 ＢＤＮＦ 诱导脊髓神经元

保护作用，是 ＳＮＥＳ 促进 ＳＣＩ 后运动功能恢复的原

因之一。
　 　 综上，ＳＮＥＳ 通过激活特定的神经营养因子及其

受体，减轻脊髓组织损伤及促进运动功能恢复。 上

述实验数据显示，在持续干预 １４ｄ 时部分指标尚未

出现阳性结果，其原因可能为 ＳＮＥＳ 促进 ＳＣＩ 功能

恢复机制起效慢，不足以对抗损伤后发生的一系列

急性期继发性损伤。 然而随着干预时长增加至 ２１ ｄ
时，ＳＮＥＳ 对 ＳＣＩ 后功能恢复效果进一步提高，使所

有检测指标结果均成阳性。 本研究对临床上制定

ＳＣＩ 康复疗程有指导意义，但局限性在于未能确定

最佳的干预时间。 为解决上述局限性，本课题组计

划加长干预时间，以确定 ＳＣＩ 康复最佳时间。
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（ＢＢＢ） ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｃａｌｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ． Ｈｅｍａｔｏｘｙ⁃
ｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃ⁃
ｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ （ＣＳＡ） ｏｆ ｂｉｃｅｐｓ ｆｅｍｏｒｉｓ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ （ＢＤＮＦ） ａｎｄ
ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ Ｂ （ＴｒｋＢ） ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ， ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴ ＰＣＲ） ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 Ｏｎ ２１ ｄ， ｔｈｅ ＢＢＢ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ＳＮＥＳ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＳＣＩ
ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＣＩ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｊｕ⁃
ｒｙ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ＳＮＥＳ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＣＳＡ ｏｆ ｂｉｃｅｐｓ ｆｅｍｏｒｉｓ ｍｕｓｃｌｅｓ
ｈａｄ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＢＤＮＦ ａｎｄ ＴｒｋＢ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＳＮＥＳ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＳＣＩ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎｓ ｏｆ ＢＤＮＦ ａｎｄ ＴｒｋＢ ｉｎ ＳＮＥＳ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＳＣＩ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜
０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＳＮＥＳ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ， ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ ａｔｒｏｐｈｙ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅｓ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ ｌｅｖｅｌ． Ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＤＮＦ⁃ＴｒｋＢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ； ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ； ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ； ｔｒｏｐｏｍｙｏ⁃
ｓｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ Ｂ

·１２５１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｓｅｐ；５８（９）


