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中分子量羟乙基淀粉对脊髓损伤后神经病理性疼痛的影响
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　　［摘要］　目的　研究中分子量羟乙基淀粉对脊髓损伤后损伤平面以下神经病理性疼痛的影响。方法 　 ＳＤ大鼠７２
只，采用随机数字法，分为４组，３组建大鼠脊髓（Ｔ１０１１）中度撞击伤模型并经尾静脉分别给予生理盐水、低分子量羟乙基
淀粉、中分子量羟乙基淀粉，余下１组仅去除相应椎板。行为学观察大鼠痛阈变化。术后测脊髓组织内伊文氏蓝含量，观
察血脊髓屏障变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察胶质细胞活化情况，ＥＬＩＳＡ定量ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα表达水平。结果 　 大鼠脊髓损伤
后３ｄ脊髓组织伊文氏蓝含量测定示（生理盐水组：２．５８±０．３０；低分子量羟乙基淀粉组：２．３８±０．４８，中分子量羟乙基淀
粉组：１．３８±０．３５）中分子量羟乙基淀粉组较生理盐水组和低分子量羟乙基淀粉组能有效缓解血脊髓屏障的异常开放
（Ｐ＜０．０５）；脊髓损伤后１０ｄ神经胶质细胞形态学观察，中分子量羟乙基淀粉组较另２组可显著减轻损伤区巨噬细胞／小
胶质细胞活化程度，并可降低损伤段脊髓组织ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα表达水平（Ｐ＜０．０５）；术后１０ｄ大鼠行为学观察，各手术
组所测机械痛敏压力阈值较术前明显降低，中分子量羟乙基淀粉组较生理盐水组和低分子量羟乙基淀粉组治疗可使痛阈

升高（Ｐ＜０．０５）。结论　 中分子量羟乙基淀粉可能通过挽救通透性异常的血脊髓屏障，抑制损伤区域巨噬细胞／小胶质
细胞的活化而缓解大鼠脊髓损伤后神经病理性疼痛。
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　　目前脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）后神经病
理性疼痛（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃｐａｉｎ，ＮＰ）发生率较高，其中，中
枢性疼痛（ｃｅｎｔｒａｌｐａｉｎ，ＣＰ）为 ＳＣＩ的顽固性并发
症［１］。截至目前，其发病机制尚不完全清楚，治疗手

段较多但疗效不确切［２］。经典观念认为，疼痛的发生

单纯由神经元介导。近年来人们逐渐认识到，神经胶

质细胞（星形胶质细胞、小胶质细胞）以及神经胶质细

胞与神经元的相互作用在 ＳＣＩ后的 ＣＰ中扮演重要角
色，其作用主要通过分泌多种细胞因子得以实现［３］。

另外，就脊髓损伤而言，血管结构和神经成分被直接破

坏，启动复杂剧烈的炎症反应，而神经胶质细胞连同外

周血白细胞都不可避免地被卷入其中［４］。所以，脊髓

损伤后的神经胶质细胞就将炎症反应与 ＣＰ的发生联
系在一起［５－６］。血脊髓屏障（ｂｌｏｏｄｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｂａｒｒｉｅｒ，
ＢＳＣＢ）在正常情况下维持脊髓内环境稳定，ＳＣＩ后，由
于血管结构受累，ＢＳＣＢ破坏不可避免，对受损脊髓炎
症反应的启动、进展和调节至关重要［７］。有研究表明

中等分子量羟乙基淀粉可以改善血管内皮细胞的功

能，防止和堵塞毛细血管漏，下调炎症介质［８］。因此

本实验采用大鼠脊髓损伤模型，以生理盐水和低分子

量羟乙基淀粉作为对照，观察中分子量羟乙基淀粉对

脊髓损伤后损伤平面以下神经病理性疼痛的影响，探

讨血脊髓屏障异常开放是否可以影响炎症反应，进而

干预ＳＣＩ后损伤水平以下ＮＰ的发生、发展。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　ＳＤ雄性大鼠７２只（２２０～２５０ｇ），第三军医大学实验动物
中心提供。采用随机数字法分为１组（生理盐水组），２组（低
分子量羟乙基淀粉组 ＨＥＳ４０，平均相对分子质量４０×１０３），３
组（中分子量羟乙基淀粉组ＨＥＳ１３０／０．４，万汶，美国费森尤斯
卡比公司，平均相对分子质量１３０×１０３，取代级０．４），４组（假
手术组）（ｎ＝１８）。模型建立完毕即刻分别经尾静脉注射生理
盐水，ＨＥＳ４０，ＨＥＳ１３０／０．４，５％ ×每次动物血容量，２次／ｄ；４
组仅行椎板去除术。各组分别于术后３ｄ测 ＢＳＣＢ破坏情况
（ｎ＝４）、１０ｄ做行为学观察和分子生物学检测（ｎ＝４）、形态学
观察（ｎ＝４），其余动物（ｎ＝６）在相应时间点做行为学观察并
在伤后６０ｄ处死。本实验符合第三军医大学实验动物伦理委
员会要求。

１．２　模型制备
　　大鼠用１％戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后，行Ｔ８

椎板去除术，利用ＮＹＵ大鼠脊髓撞击仪Ⅰ型造脊髓 Ｔ１０～Ｔ１１
中度损伤（撞击杆质量２０ｇ，高度１２．５ｍｍ）。以受撞击脊髓的
压缩比来判断模型制作成功。术后人工排尿（２次／ｄ）至排尿
反射恢复，饮食不限。

１．３　测后肢疼痛阈值以反映损伤水平以下中枢性疼痛
　　机械性痛觉过敏：机械测痛仪测定机械性痛敏压力阈值
（ｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌｐｒｅｓｓｕｒｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＰＷＰＴ）。每时间点每只动物
分别测３次（间隔３ｍｉｎ），取平均值。

１．４　脊髓组织伊文氏蓝（ｅｖａｎｓｂｌｕｅ，ＥＢ）含量的测定
　　根据改良Ｋｌｏｈｓ等［９］的方法评价ＢＳＣＢ完整性。大鼠经股
静脉注射ＥＢ，测脊髓组织内 ＥＢ含量以反应 ＢＳＣＢ破坏情况。
伤后３ｄ，大鼠麻醉后经股静脉注射２％ ＥＢ（２ｍｌ／ｋｇ），２０ｍｉｎ
后，经心脏灌注１５０ｍｌ生理盐水冲净血管内血液，取脊髓（损
伤节段为中心２ｃｍ长），剥除硬脊膜，称质量并置于等体积甲
酰胺中，置３７℃水浴４８ｈ，波长６３２ｎｍ处测光密度值，得光密
度值比脊髓湿重数值。各组数值与假手术组相比，得出相对数

用于统计学分析。

１．５　组织学观察
　　动物以过量戊巴比妥钠麻醉，灌注固定，取全长脊髓，置于
含２５％蔗糖脱水。取脊髓：损伤区为中心２ｃｍ节段。行２０μｍ
连续矢状冰冻切片。切片行免疫荧光双重标记并 Ｈｏｅｃｈｓｔ
（１∶１０００，Ｓｉｇｍａ）衬染。一抗：兔源抗 ＧＦＡＰ多抗（１∶１０００，
Ｄａｋｏ），兔源抗 Ｉｂａ１单抗（１∶８００，Ｄａｋｏ），小鼠源抗 ＥＤ１单抗
（１∶４００，Ｓｅｒｏｔｅｃ）。二抗：偶联异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）山羊源抗
兔二抗（１∶８００，Ａｂｃａｍ），偶联德克萨斯红的驴源抗小鼠二抗
（１∶８００，Ａｂｃａｍ）。
　　染色切片在奥林巴斯ＦＶ１０００激光共聚焦显微镜上观察并
采图。

１．６　脊髓组织蛋白提取和定量
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量检测星形胶质细胞（ＧＦＡＰ）、小胶质细
胞（Ｉｂａ１）、活化小胶质细胞／巨噬细胞（ＥＤ１），结果应用Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件分析。酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）定量检测 ＩＬ１、ＩＬ６、
ＴＮＦα（美国Ｒ＆Ｄ公司）。

１．７　统计学分析
　　所得数据采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，组间比较
行ｔ检验。

２　结果

２．１　ＨＥＳ１３０／０．４对ＢＳＣＢ的影响
　　由预实验可知，中度脊髓撞击伤后，ＢＳＣＢ随即遭到破坏，
３ｄ达最大值。本实验选择在伤后３ｄ比较各组间 ＢＳＣＢ破坏
程度：脊髓组织内伊文氏蓝含量 ＨＥＳ１３０／０．４组明显少于生理
盐水组。生理盐水组脊髓实质内伊文氏蓝含量明显高于假手
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术组，ＨＥＳ１３０／０．４组显著低于生理盐水组和 ＨＥＳ４０组（Ｐ＜
００５），见图１。
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Ａ：脊髓正中矢状切刨面图，箭头所示蓝色成分为伊文氏
蓝；Ｂ：各组脊髓组织相对伊文氏蓝含量　ａ：Ｐ＜０．０５，与
生理盐水组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＨＥＳ４０组比较
图１　脊髓损伤后３ｄ各组脊髓组织伊文氏蓝含量分析

２．２　ＨＥＳ１３０／０．４对损伤水平以下病理性疼痛的作用
　　脊髓中度撞击伤后后肢即瘫痪，后逐渐恢复功能，到伤后
１０ｄ达到足底着地程度。本研究选择术前１ｄ和术后１０、１４、
２０、３０、６０ｄ，对各组大鼠 ＰＷＰＴ进行测量。术前各组间 ＰＷＰＴ
无显著性差异。生理盐水组术后１０ｄ开始，所有动物ＰＷＰＴ均
显著降低，且随后各时间点较１０ｄ无明显差异，可见在伤后１０ｄ

即形成稳定的病理性疼痛。在伤后各时间点，生理盐水组、

ＨＥＳ４０组、ＨＥＳ１３０／０．４组痛阈均较损伤前明显降低，且均低于
假手术组，但ＨＥＳ１３０／０．４组高于生理盐水组和 ＨＥＳ４０组，差
异存在统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与生理盐水组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＥＳ４０组比较
图２　中分子量羟乙基淀粉对大鼠脊髓损伤后机械痛敏的影响

２．３　ＨＥＳ１３０／０．４对炎症反应的影响
　　脊髓中度撞击伤后，活化小胶质细胞／巨噬细胞在伤后１０ｄ
达到高峰，本研究选择在伤后１０ｄ比较各组炎症反应程度。
２．３．１　ＨＥＳ１３０／０．４对神经胶质细胞的影响　　Ｉｂａ１和 ＥＤ１
分别为巨噬细胞／小胶质细胞内钙结合蛋白和溶酶体膜蛋白标
记物，可反映巨噬细胞／小胶质细胞活化程度。伤后１０ｄ，损伤
段：生理盐水组脊髓内Ｉｂａ１和ＥＤ１表达较假手术组显著增强，
ＨＥＳ４０组Ｉｂａ１和ＥＤ１较生理盐水组未见明显差异，ＨＥＳ１３０／０．４
组Ｉｂａ１和 ＥＤ１表达强于假手术组，但弱于生理盐水组和
ＨＥＳ４０组（图３）。
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图３　大鼠脊髓损伤后１０ｄ免疫荧光检测各组损伤段脊髓活化小胶质细胞／巨噬细胞（Ｉｂａ１和ＥＤ１）的表达
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　　ＧＦＡＰ是星形胶质细胞的特异性标志物，伤后１０ｄ的损伤
区，生理盐水组、ＨＥＳ４０组、ＨＥＳ１３０／０．４组 ＧＦＡＰ的表达无差
异；Ｉｂａ１和ＥＤ１的表达，生理盐水组、ＨＥＳ４０组、ＨＥＳ１３０／０．４组
均高于假手术组，但 ＨＥＳ１３０／０．４组二者均低于生理盐水组和
ＨＥＳ４０组，差异存在统计学意义（Ｐ＜００５），见图４。
２．３．２　ＨＥＳ１３０／０．４对炎性细胞因子表达的影响　　对伤后
１０ｄ脊髓组织ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα的表达进行观察。损伤段：生
理盐水组与ＨＥＳ４０组间未见明显差异，ＨＥＳ１３０／０．４组较生理
盐水组和ＨＥＳ４０组均明显下降（Ｐ＜０．０５），见图５。

３　讨论

　　中枢性疼痛（ｃｅｎｔｒａｌｐａｉｎ，ＣＰ）是脊髓损伤后继发
的严重合并症，其逐年增高的发病率越来越多的引起

人们的关注。研究表明，脊髓实质内胶质细胞的活

化［１０］，炎症因子和趋化因子的表达上调等因素与 ＳＣＩ
后ＣＰ在发生上有一定相关性［１１］，ＳＣＩ后，神经胶质细
胞被炎症因子等激活导致疼痛发生，同时激活的胶质

细胞又可以促进炎症因子释放，加重炎症反应，形成恶

性循环［１２］。

　　血脊髓屏障是由星形胶质细胞附着于毛细血管壁
的血管周足与毛细血管内皮细胞的紧密连接所组成。

ＳＣＩ后脊髓实质损伤导致ＢＳＣＢ通透性增加，脊髓内的
胶质细胞及炎症因子被激活［１３］，活化的小胶质细胞及

其同源的外周巨噬细胞一同，在 ＳＣＩ后炎症的执行和
调节中有重要作用。这些炎症细胞及介质对脊髓的毒

性作用可以进一步诱发和加重 ＢＳＣＢ的破坏，导致脊
髓继发性损伤。

　　近年研究表明中等分子量羟乙基淀粉可以改善血
管内皮细胞的功能，防止和堵塞毛细血管漏，减轻血脊

髓屏障开放。其主要机制是一种物理性的“补漏”作

用，而且其效果优于同浓度的林格乳酸盐液和５％白
蛋白血清［１４］。ＨＥＳ１３０／０．４除具有上述作用外在多
种炎症病理状态下可以下调炎症介质。如脓毒症或内

毒素血症大鼠接受ＨＥＳ１３０／０．４输注后肺内的炎症介
质生成明显减少［１５］，包括 ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６、中性粒细
胞趋化因子等。本研究利用ＨＥＳ１３０／０．４干预ＳＣＩ后
血脊髓屏障的异常开放，进而影响炎症反应来干预脊

髓损伤后损伤平面以下 ＣＰ的发生和维持。结果显示
ＨＥＳ１３０／０．４可以改变 ＢＳＣＢ通透性，减轻炎症反应，
进而缓解ＳＣＩ后中枢性疼痛的发生。
　　目前，鲜见通过调节ＢＳＣＢ功能来干预ＳＣＩ后ＣＰ
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ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨＥＳ４０组比较

图４　大鼠脊髓损伤后１０ｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量检测损伤段脊髓ＧＦＡＰ、Ｉｂａ１、ＥＤ１特异性标记物表达
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图５　大鼠脊髓损伤后１０ｄＥＬＩＳＡ定量检测各组损伤段脊髓ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα的相对表达量
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的研究。通过本实验的初步研究，我们对脊髓损伤节

段和腰段的胶质细胞活化情况进行了观察，未见 ＨＥＳ
１３０／０．４影响２个节段脊髓星形胶质细胞反应，也未
见其影响腰段巨噬细胞／小胶质细胞活化，但在脊髓损
伤区节段，ＨＥＳ１３０／０．４可降低巨噬细胞／小胶质细胞
活化程度，并使损伤区 ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα表达下调。
提示ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα表达下调可能为 ＨＥＳ１３０／０．４
缓解损伤水平以下ＮＰ的原因之一；而受损脊髓，这些
细胞因子主要由剧烈活化的巨噬细胞／小胶质细胞所
分泌［１６－１７］，所以 ＨＥＳ１３０／０．４干预后巨噬细胞／小胶
质细胞活化水平的下调可以进一步支持上述推测。

ＨＥＳ４０治疗组未见ＨＥＳ１３０／０．４上述作用，一方面证
明低分子量ＨＥＳ对ＳＣＩ后 ＢＳＣＢ破坏可能没有作用，
另一方面说明扩容作用不是ＨＥＳ１３０／０．４影响ＳＣＩ后
ＢＳＣＢ、炎症和损伤水平以下神经病理痛的原因。
　　综上所述，ＨＥＳ１３０／０．４可以缓解 ＳＣＩ后损伤水
平以下中枢性疼痛，其原因可能为通过挽救异常通透

的ＢＳＣＢ，抑制损伤区域以巨噬细胞／小胶质细胞活化
为代表的炎症反应，并下调 ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα表达。
现有关于ＳＣＩ后ＮＰ的机制研究多关注腰段脊髓和背
根神经的机制［１８］，本研究提示ＨＥＳ１３０／０．４减轻损伤
水平以下ＮＰ的机制可能是通过影响损伤节段脊髓的
炎症反应，提示损伤水平以下 ＮＰ的发生、发展也可能
相关于受损脊髓节段，可补充对该种疼痛的机制认识。

由于ＳＣＩ后ＮＰ的影响因素错综复杂，其具体的作用
机制还有待进一步研究。
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