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脊髓挫裂伤致大鼠认知功能受损的实验研究
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　　［摘要］　目的　探究脊髓损伤后的认知、情绪改变以及脑内相关区域病理变化和内质网应激相关
分子表达情况。方法　１２０只成年ＳＤ雌性大鼠分为损伤组和对照组（每组６０只）。制备脊髓 Ｔ１０节段
的Ａｌｌｅｎ法打击损伤模型（打击力度２０ｇ×２５ｍｍ），对照组只接受椎板切除术。ＢＢＢ评分观察损伤后运
动功能恢复情况，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫和高架十字迷宫分别检测大鼠学习记忆功能和情绪改变。尼氏染色观
察大脑神经细胞形态数量，快速高尔基体染色检测海马区域树突棘密度。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＧＲＰ７８和
Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白在海马区域的表达变化。结果　高架十字迷宫检测损伤大鼠进入开臂次数明显减少，
水迷宫空间探索测试结果显示损伤动物跨越平台次数明显下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。尼氏染色和快速
高尔基体染色结果显示大鼠皮质和海马区域神经元形态和数量异常，海马区域树突棘密度下降（Ｐ＜
００５，Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示脊髓损伤后内质网应激相关蛋白 ＧＲＰ７８表达上调
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　脊髓损伤后成年大鼠产生持续学习记忆能力下降，同时出现焦虑的情绪
变化。这可能与脊髓损伤后海马和皮质区域发生的内质网应激引起海马与皮质区域神经细胞受损有关。

　　［关键词］　 脊髓损伤；认知障碍；情绪变化；脑损伤；内质网应激
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　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）后产生的运动
和感觉功能障碍一直是学者关注的重点，而认知、情绪

改变因各种原因容易被忽略［１］。但已有研究表明，ＳＣＩ
患者会出现不同程度的记忆障碍、焦虑、抑郁等情

况［２－４］。伴随预防医学、临床医学和康复医学的相互

融入，脊髓损伤患者的治疗与康复逐渐成为一个综合

的过程。人们也逐渐意识到该问题的重要性［１］。关

于脊髓损伤后认知障碍的研究较少，更缺乏对相关机

制的探究。我们在既往研究基础上，采用大鼠脊髓挫

裂伤模型，观察伤后不同时间点大鼠的认知功能状况

以及大鼠脑内的病理变化，并探索其可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　雌性成年 ＳＤ大鼠１２０只，体质量２００～２２０ｇ，由
第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心

提供。动物生产许可：ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００５。动物饲
养及实验过程遵守实验动物管理及保护的有关规定。

动物分为实验组和对照组（每组６０只，每组下设５个
时间点，每个时间点１２只）。戊巴比妥钠（德国）、快
速高尔基体染色试剂盒（ＦＤｒａｐｉｄｇｏｌｇｉｓｔａｉｎｋｉｔ，美
国）、兔抗大鼠葡萄糖调节蛋白 ７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ７８ｋＤ，ＧＲＰ７８，Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，美国）、兔抗大鼠
Ｃａｓｐａｓｅ１２（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，美国），Ａｌｌｅｎ打击器（ＲＭ２００７，美
国），冰冻切片机（ＬｅｉｃａＣＭ１９００，德国），电泳仪、电泳
槽（ＢｉｏＲａｄ，美国）。
１．２　动物模型建立
　　动物术前１２ｈ禁食，以１％戊巴比妥钠（４ｍＬ／ｋｇ）
腹腔注射麻醉。常规备皮，消毒，咬开Ｔ９～Ｔ１１椎板，显
露脊髓。Ａｌｌｅｎ打击器上建立力度为２０ｇ×２５ｍｍ的
挫裂伤模型。造模以损伤后大鼠后肢发生抽搐后瘫

软、尾巴痉挛性摆动为标准。对照组仅显露脊髓，不做

损伤处理。分别缝合肌肉和皮肤置于２５～２８℃动物

房内。术后护理：每天１次青霉素１．６×１０５Ｕ后腿肌
肉丰厚处注射，连续３ｄ；每天３次按摩膀胱排尿，直到
约１周后恢复自主排尿。
１．３　行为学评价
１．３．１　大鼠后肢运动功能（ＢＢＢ评分）　　造模后分
别于相应时间点评估 ＢＢＢ评分。检测时对偏离平均
值２分以上者剔除，之后补充。由１～２名熟悉 ＢＢＢ
评分方法的非本组实验人员进行评分。

１．３．２　高架十字迷宫和 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　ＳＣＩ
后８、１２周进行。保持室内适宜温度湿度，调节灯光，
测试时间５ｍｉｎ，每只老鼠只测试１次，实验前安抚实
验对象，充分适应实验环境，实验过程中从十字迷宫掉

下地的老鼠予以剔除。记录开放臂进入次数和在迷宫

内行进路程。每次实验后清洁器械表面避免留下气

味。用Ｓｍａｒｔ２．０软件分析数据。
　　分别在损伤后７、１１周进行水迷宫的训练和测试
（测试时间正好落在第８周和第１２周）。测试分为定
位航行测试和空间探索测试。定位航行测试连续４ｄ，
训练依次从迷宫的４个象限入水。每天第１次训练
（测试）均从目标象限对侧象限头朝内放入水迷宫。

前４ｄ定位巡航测试大鼠每天第１次找到平台的时间
为潜伏期。第５天为空间探索测试，取消平台，在９０ｓ
内记录大鼠穿越平台次数。Ｓｍａｒｔ２．０软件（Ｐａｎｌａｂ）
分析数据。

１．３．３　病理染色和快速高尔基体染色　　相应时间
点行为学检测后，灌注动物，ＯＣＴ冰冻切片包埋剂包
埋组织，冰冻切片厚度１５μｍ行尼氏染色，观察海马
皮质区域神经细胞形态。

　　快速高尔基体染色按说明进行换液染色。每组取
４～６只样本，放入－８０℃低温速冻后制备６０μｍ冰冻
切片，切至完整海马区域且背景清晰５～１０张切片。
每张脑片观察海马区域末端树突，在４００倍油镜下观
察海马区域清晰基树突末端，统计方法以每１０μｍ树

７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）



突棘个数反映树突棘密度［５］。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　相应时间点取出海马组
织冻存于液氮，收集完成各组标本后取出放入 ＰＩＰＡ
裂解液与蛋白酶抑制剂混合液中。经过研磨、低温超

速离心、取上清液等过程，最后 ＢＣＡ试剂盒测蛋白浓
度得到各组蛋白。之后进行凝胶电泳，曝光仪曝光条

带并分析各组条带灰度值。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，所有数据以
珋ｘ±ｓ来表示。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验潜伏时检测采用单因
素方差分析。其余数据均用独立样本 ｔ检验，检验水
准α＝０．０５。

２　结果

２．１　一般情况
　　与对照组比较，损伤组大鼠精神萎靡，双下肢软
瘫，并且出现尿潴留。１周内部分大鼠出现血尿等现
象，随着时间推移好转。１０ｄ左右可基本自主排尿。
损伤组手术苏醒后评分均为０，即损伤后后肢完全性
瘫痪。术后各时间点损伤组和对照组比较，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。
２．２　脊髓损伤大鼠高架十字迷宫和 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检

测结果

　　高架十字迷宫检测结果显示，损伤大鼠进入开臂

次数减少，相比对照组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
但随着时间的推移，没有更加严重的迹象。动物活动

的总路程有显著下降（Ｐ＜０．０１），对照组大鼠平均活
动总路程约为２０ｍ，损伤８周或１２周后，大鼠平均活
动总路程均在１０ｍ之内。这提示大鼠在 ＳＣＩ后出现
探索行为减弱的表现（图１）。
　　水迷宫实验中，ＳＣＩ大鼠的定位巡航潜伏时间均
出现下降趋势，结果显示，损伤大鼠潜伏时间在巡航的

２～４ｄ均有所延长，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１）。探索实验结果显示，损伤８周和１２周后
的动物穿越平台的次数明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），
且记录各组平均游泳速度差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。以上说明大鼠的空间记忆和学习能力在损伤
后有所下降，但因损伤造成的运动功能损害对该行为

学测试的影响可忽略（图１）。
２．３　脊髓损伤大鼠脑组织尼氏染色观察
　　对照组海马与皮质区域椎体细胞排列整齐结构紧
密，形态完整。而损伤组大鼠海马各区域以及部分皮

质出现了病理改变。其中以齿状回、ＣＡ２和 ＣＡ３区域
改变最明显，该区神经元细胞排列稀疏，结构紊乱。在

皮质区域也可见锥体细胞减少、染色变浅等现象。这

种变化早在 ＳＣＩ后 ４周即可发现，并持续到损伤后
１２周（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）皮质区域在ＳＣＩ后８周起也
出现了神经细胞减少（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图２、３）。
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图１　各组大鼠ＢＢＢ评分、高架十字迷宫和Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测结果
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图２　各组大鼠海马与皮质区域尼氏染色结果
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１：对照组；２：损伤１周组；３：损伤４周组；４：损伤８周组；５：损伤１２周组　Ａ：ＣＡ２区椎体细胞计数；Ｂ：ＣＡ３区椎
体细胞计数；Ｃ：齿状回颗粒细胞计数　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图３　各组大鼠海马皮质各个区域尼氏染色结果定量分析

２．４　脊髓损伤大鼠脑组织树突棘染色观察
　　ＳＣＩ后海马区域４周与８周树突棘数量稀疏，与对
照组比较，密度明显减少（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图４）。
２．５　脊髓损伤大鼠海马组织 ＧＲＰ７８和 Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋

白的表达情况

　　ＧＲＰ７８蛋白在ＳＣＩ后大鼠海马的表达明显高于对
照组，且随着时间的推移表达续升高，但在损伤后１２周
有明显下降（Ｐ＜０．０１）。Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白从损伤后１周
表达增高，之后持续高表达。伤后各个时间点与对照组

相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图５）。

３　讨论

　　长期以来，学者们对ＳＣＩ的研究主要集中在运动、
感觉功能的缺失及其自主神经相关的并发症上，而对

于损伤后造成的大脑认知障碍的研究较少。考虑到情

感、记忆等认知功能在患者治疗和康复过程中的重要

意义，研究脊髓损伤后相关问题的发生及可能原因显

得尤为重要。

９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）
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↑：示树突棘　１：对照组；２：损伤１周组；３：损伤４周组；４：损伤８周组；５：损伤１２周组　Ａ～Ｅ：分别为对照组，
损伤１、４、８、１２周组　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图４　各组大鼠高尔基体染色结果
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：对照组；２：损伤１周组；３：损伤２周组；４：损伤４周组；５：损伤
８周组；６：损伤１２周组　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠海马组织ＧＲＰ７８和Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达

　　我们的前期研究发现，ＳＣＩ大鼠在损伤５周后出
现齿状回颗粒细胞数量减少，并且损伤后８周动物有
学习记忆功能改变［６］。本研究进一步完善了ＳＣＩ后大
鼠认知功能的行为学评价，并增加了焦虑相关的行为

学测试。对ＳＣＩ后大鼠的脑内变化进行了相对系统的
观察。我们验证了ＳＣＩ大鼠８周后会出现学习和空间
记忆能力下降。而且，通过高架十字迷宫实验发现，动

物还有抑郁、恐惧和明显的探索兴趣减退等情绪障碍。

同时，这些种变化会持续到损伤后１２周。但是，海马、
皮质部位的病理学改变却早于行为学变化。海马多个

区域神经细胞在４周后即出线数量减少的情况。快速
高尔基体染色结果证实，海马内树突棘密度随着时间

推移逐渐减少、稀松，说明海马内部的纤维投射可能受

损，也说明海马与皮质或大脑其他部位的信息链接可

能不畅。最后，我们发现内质网应激相关蛋白 ＧＲＰ７８
和Ｃａｓｐａｓｅ１２在损伤大鼠海马表达明显上调。这提示
内质网应激、海马神经元的慢性炎症可能参与了大鼠

ＳＣＩ后的认知、情绪障碍。
　　脊髓损伤引起海马、皮质区域病理改变和认知障
碍、情绪改变的机制尚不完全清楚。综合已有的相关

报道，我们发现主要集中在以下两大主要方面：①脊髓
损伤伴发有难以察觉脑组织结构损害。Ｗａｎｇ等［７］对

４２只成年雄狗进行了后肢高速冲击实验，发现在损伤
仅８ｈ之后在损伤动物的海马和丘脑等处发生神经元

０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



变性和脱髓鞘改变。此外Ｚｈａｎｇ等［８］对成年白猪行脊

柱高速冲击非穿透性钝挫伤的研究中发现，损伤动物

的记忆力等行为学方面有异常，动物在损伤后脑电图

和脑内也有不同程度改变。②脊髓损伤介导的脑内继
发性损伤。有学者发现 ＳＣＩ后大鼠脑内细胞周期激
活，并发现了脑内有持续性炎症反应。与神经病理性

疼痛密切相关的小胶质细胞在ＳＣＩ慢性期也处于持续
激活状态。通过竞争性抑制脑内 ＩＬ６的表达使得炎
症减轻，并有助于功能恢复［９］。还有观点认为 ＳＣＩ后
到脑海马和皮质区域神经元大量消失与皮质脊髓束联

系切断又或是脊髓损伤后上行神经元凋亡有关，但该

问题目前仍存在一定的争论［６］。本实验结果显示，ＳＣＩ
后大鼠海马有内质网应激相关蛋白的激活，支持了慢

性炎症的观点。

　　内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）是
指某种原因导致细胞内质网生理功能发生紊乱的一种

亚细胞器病理过程。严重持续的内质网应激可能引起

与之有关的炎症和凋亡通路激活与ＳＣＩ继发性损伤密
切相关［１０－１２］。最近有研究指出，ＳＣＩ后 １２周脑内有
内质网应激相关蛋白 ＧＲＰ７８表达增高［１３－１４］，本研究

结果印证了这一观点。使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，我们发
现脊髓挫裂伤后 １周到 ３个月 ＧＲＰ７８和 Ｃａｓｐａｓｅ１２
蛋白总体趋势在海马表达逐渐升高，而 ８～１２周
ＧＲＰ７８蛋白表达的下降可能是持续强烈的内质网应
激已经引起细胞稳态调节能力减弱，内质网功能失代

偿［１１］。这些结果说明脊髓损伤后海马可能产生持续

严重的ＥＲＳ，并且参与了炎症和神经细胞凋亡等反应。
然而对于内质网应激的发生和发展的具体机制以及是

否是影响脊髓损伤后认知障碍等问题我们还不得而

知，也需要更多的探索。
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