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跑台训练对成年小鼠脊髓损伤后髓鞘结构修复的影响
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４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院康复医学科１；４０００４２重庆，陆军特色医学中心野战外科研究部特殊环境战伤
防治研究室，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室２

　　［摘要］　目的　研究跑台训练对小鼠 Ｔ１０脊髓轻度挫伤后背侧皮质脊髓束（ｄｏｒｓａｌｃｏｒｔｉｃｏｓｐｉｎａｌ
ｔｒａｃｔ，ｄＣＳＴ）髓鞘结构修复的影响。方法　实验采用成年 Ｃ５７／ＢＬ雌性小鼠。１２只用于模型验证；另
３０只按随机数字表法分为（ｎ＝１０）：假手术组（只接受椎板切除）、脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）组
和跑台训练组［进行单侧（左侧）脊髓打击伤］。跑台训练组于术后１周开始进行为期４周的跑台训练
（参数：１２ｍ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ／次，１次／ｄ，５ｄ／周）。取材前 ２周，对各组小鼠进行初级运动皮质（ｐｒｉｍａｒｙ
ｍｏｔｏｒｃｏｒｔｅｘ，Ｍ１）注射生物素化葡聚糖胺（ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄｄｅｘｔｒａｎａｍｉｎｅ，ＢＤＡ）以示踪ｄＣＳＴ。４周训练结束
后进行组织取材。采用免疫荧光染色检测血小板源性生长因子受体 α（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒα，ＰＤＧＦＲα）、Ｋｉ６７蛋白、少突胶质细胞转录因子２（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｏｌｉｇ２）、
腺瘤性结肠息肉病蛋白（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＣ／ＣＣ１）、髓鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）表达情况；透射电镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）观察左侧ｄＣＳＴ区髓鞘化情况；
在伤前、损伤后１周及训练后１、２、４周对各组小鼠进行左后肢运动功能评估（ｂａｓｓｏｍｏｕｓｅｓｃａｌｅ，ＢＭＳ）。
结果　免疫荧光染色显示，ＳＣＩ组左侧ｄＣＳＴ区内ＰＤＧＦＲα／Ｋｉ６７双阳性细胞数量与 ＰＤＧＦＲα阳性细胞
数量的比值、Ｏｌｉｇ２／ＡＰＣ／ＣＣ１双阳性细胞数量与Ｏｌｉｇ２阳性细胞数量的比值以及 ＭＢＰ的平均荧光强度
较假手术组显著减少（Ｐ＜０．０１），而跑台训练组较ＳＣＩ组有所增加（Ｐ＜０．０１）。ＴＥＭ结果显示，ＳＣＩ组左
侧ｄＣＳＴ区Ｇｒａｔｉｏ较假手术组显著增加（Ｐ＜０．０１），而跑台训练组较 ＳＣＩ组有所降低（Ｐ＜０．０１）。在损
伤后各个时间点中，跑台训练组的ＢＭＳ评分有所改善，但与 ＳＣＩ组相比差异无统计学意义。结论　跑
台训练能够促进ＳＣＩ小鼠左侧ｄＣＳＴ区中ＯＰＣｓ增殖、分化和 ＯＬｓ的成熟，增加髓鞘相关蛋白的表达并
促进髓鞘结构的修复。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ；ｔｒｅａｄｍｉｌｌｔｒａｉｎｉｎｇ；ｍｙｅｌｉｎｒｅｐａｉｒ；ｍｏｔｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（８２００２３７７），ｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆ
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０１９ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０１９５）ａｎｄｔｈｅＯｐｅｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＴｒａｕｍａ，ＢｕｒｎｓａｎｄＣｏｍｂｉｎｅｄＩｎｊｕｒｉｅｓ（ＳＫＬＫＦ２０２１１１）．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＴＡＮＢｏｔａｏ，Ｅｍａｉｌ：３０３５１８＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）在青壮年人群
中致残率高，临床上难以获得功能的完全康复。ＳＣＩ
后轴突的脱髓鞘改变损害了正常的传导特性，导致运

动、感觉和自主功能障碍。因此，再髓鞘化是恢复 ＳＣＩ
后机体功能的重要治疗靶点。少突胶质前体细胞

（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＯＰＣｓ）在脱髓鞘损伤
后会被激活，随后增殖并迁移到病变部位，根据微环境

变化激活髓鞘基因相关转录程序，并分化为少突胶质

细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ，ＯＬｓ），成熟的 ＯＬｓ将细胞质突
起包裹在裸露的轴突周围，从而形成新的髓鞘［１］。自

发性髓鞘再生在损伤后会启动［２］，但这种内源性再生

能力极为有限：损伤会导致ＯＰＣｓ和ＯＬｓ的丢失；即使
大量的 ＯＰＣｓ会募集到病变部位，其分化成 ＯＬｓ的过
程通常受阻；存活下来的 ＯＬｓ是否能够促进髓鞘修复
目前也存在不同的观点［３－５］。长期脱髓鞘会造成轴突

萎缩、神经变性，从而导致疾病进展。因此，外源性干

预促进ＳＣＩ后髓鞘的修复受到广泛的关注。运动训练
是 ＳＣＩ患者康复治疗中必不可少的一部分。研究报
道，连续３周的强制性跑台运动能够促进正常小鼠胼
胝体的适应性髓鞘形成［６］；对脱髓鞘模型动物（如实

验性自身免疫性脑脊髓炎、饲铜、溶血磷脂毒素诱导）

采取运动训练（如游泳、自愿跑轮）能够减少髓鞘丢失

或促进髓鞘再生［７－９］。然而，既往的研究主要基于运

动对髓鞘状态的观察，运动对 ＳＣＩ后少突胶质谱系细
胞演变特别是 ＯＰＣｓ的增殖、分化以及髓鞘化的影响
尚不清楚。因此，本研究以促进 ＳＣＩ后髓鞘再生为切
入点，探讨跑台训练对成年小鼠脊髓损伤后髓鞘结构

修复过程及运动功能恢复的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　４２只６～８周、体质量１８～２０ｇ的Ｃ５７／ＢＬ雌性小

２１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



鼠，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供，动物生

产许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９０００４。饲养于１２ｈ／１２ｈ
昼夜交替、室温２５～２８℃、湿度４０％～６０％的通风环境
中，给予自由饮食。其中，１２只小鼠分为假手术组和
ＳＣＩ组（ｎ＝６）用于验证 ＳＣＩ模型；３０只小鼠按照随机
数字表法分为 ３组：假手术组、ＳＣＩ组、跑台训练组
（ｎ＝１０）。模型验证小鼠于术后２周取材，其余小鼠于
术后５周取材。实验按照重庆医科大学动物伦理委员
会相关规定进行。

１．２　ＳＣＩ模型制备
　　腹腔注射 ０．５％戊巴比妥钠（１００ｍｇ／ｋｇ）麻醉小
鼠，消毒备皮，切开背部皮肤，以颈背部脂肪垫为参照，

脂肪垫下缘第一个棘突为 Ｔ９，再往下一个棘突即为
Ｔ１０。钝性剥离筋膜和肌肉，去除 Ｔ１０棘突及椎板，暴
露脊髓。假手术组接受椎板切除，但不损伤脊髓。ＳＣＩ
组和跑台训练组接受 ＳＣＩ，模型制备采用改良 Ａｌｌｅｎ’ｓ
击打仪（美国罗格斯大学 Ｗ．Ｍ．ＫｅｃｋＣｅｎｔｅｒｆｏｒＣｏｌ
ｌａｂｏｒａｔｉｖｅＮｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ的ＷｉｓｅＹｏｕｎｇ教授惠赠），损伤
部位为左背侧脊髓白质（避开中央血管），致伤强度为

２．５ｍｍ×５ｇ。致伤后缝合背部肌肉及皮肤，给予皮下
注射０．５ｍＬ的０．９％生理盐水补液，放回笼中并观察
记录术后情况。术后１周内，每日对小鼠进行３次人工
膀胱排空。

１．３　跑台训练方案
　　实验前对小鼠进行５ｄ的预训练，速度为９ｍ／ｍｉｎ，
训练时间为２０ｍｉｎ。正式训练在 ＳＣＩ后 １周开始，初
始速度（热身速度）为９ｍ／ｍｉｎ［１０］，持续５ｍｉｎ；一级速
度为 １２ｍ／ｍｉｎ［１１］，持续 ２５ｍｉｎ；３０ｍｉｎ／次，１次／ｄ，
５ｄ／周，共训练４周。假手术组和 ＳＣＩ组则放在静止
的跑道中待３０ｍｉｎ。
１．４　ｄＣＳＴ顺行示踪
　　取材前２周对小鼠进行ＢＤＡ注射。腹腔注射０．５％
戊巴比妥钠麻醉小鼠，消毒备皮，沿头颅矢状线划开头

部皮肤，暴露前囟，使用牙科钻于前囟右侧开一个颅

窗，后将小鼠固定于立体定位仪上，微量注射器中吸取

１０％ＢＤＡ溶液２．４μＬ（Ｄ１９５６，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）备
用。定位前囟，沿着中线向前０．５ｍｍ、向后０．５ｍｍ，旁
开０．８ｍｍ和１．２ｍｍ，深０．７ｍｍ，共４个位点进行注
射，０．６μＬ／位点，速度为 ０．２μＬ／ｍｉｎ，每个位点注射
后滞针３ｍｉｎ，后缓慢退针。注射完毕，缝合头部皮肤
并消毒，放回笼中观察、记录。

１．５　灌注、取材与冰冻切片
　　每组取７只小鼠进行免疫荧光染色检测。过量麻
醉小鼠后，依次使用０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，
Ｃ０１０３，博奥森，北京）和 ４％ 多聚甲醛溶液（ＰＦＡ，科

隆，成都）对小鼠进行经心灌注，灌注后取出小鼠大脑

及下胸段脊髓，４℃下在４％ＰＦＡ溶液中固定２４ｈ，然
后在 １８％、２４％、３０％的蔗糖溶液中梯度脱水，使用
Ｏ．Ｃ．Ｔ．组织包埋剂（４５８３，Ｓａｋｕｒａ，美国）包埋，沿着大
脑冠状面和脊髓横切面进行 １８μｍ冰冻切片（Ｃｒｙｏ
ＳｔａｒＮＸ５０，赛默飞，中国）。
１．６　免疫荧光染色
　　冰冻切片室温复温１５ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ浸洗
３次，每次８ｍｉｎ；０．３％Ｔｒｉｔｏｎ（Ｔ８７８７，Ｓｉｇｍａ，美国）通
透３０ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ浸洗３次，每次８ｍｉｎ；使用
免疫荧光封闭液（Ｐ０２６０，碧云天，上海）室温封闭
６０ｍｉｎ；加入一抗后室温过夜孵育，一抗分别为：兔来
源抗ＧＦＡＰ抗体（１∶２０００；ＰＡ１１００１９，赛默飞，中国），
山羊来源抗血小板源性生长因子受体 α（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅ
ｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒα，ＰＤＧＦＲα）、抗体（１∶１００；
ＡＦ１０６２，Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ，美国），兔来源抗 Ｋｉ６７抗体
（１∶３００；ＡＢ９２６０，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国），兔来源抗少突胶质
细胞转录因子 ２（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，
Ｏｌｉｇ２）抗体（１∶２００；１Ｄ７１０，ＩＢＬ，日本），小鼠来源抗腺
瘤性结肠息肉病蛋白（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＡＰＣ／ＣＣ１）抗体（１∶５００；ＯＰ８０，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国），
大鼠来源抗髓鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）
抗体（１∶５００；ＭＡＢ３８６，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）；次日，倒去一
抗，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ浸洗 ３次，每次 ８ｍｉｎ；加入 Ａｌｅｘ
Ｆｌｕｏｒ４８８和ＡｌｅｘＦｌｕｏｒ５９４标记的驴来源抗兔、山羊、
小鼠和大鼠的荧光二抗（１∶４００，ＪａｃｋｓｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，美
国）后室温避光孵育６０ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ浸洗３次，
每次８ｍｉｎ；使用ＤＡＰＩ（０．５μｇ／ｍＬ；Ｓｉｇｍａ，美国）染细
胞核，避光孵育２ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ浸洗３次，每次
８ｍｉｎ；洗涤后晾干封片；静置于４℃冰箱中２～３ｈ，然
后在激光共聚焦显微镜（Ａ１＋Ｒ，Ｎｉｋｏｎ，日本）下观察染
色情况，使用ＩｍａｇｅＪ对图像进行细胞计数和平均荧光
强度分析。

１．７　透射电镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）
观察

　　每组取３只小鼠，过量麻醉后，依次使用０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ、４％ＰＦＡ、２．５％戊二醛（Ｇ９１６０５５，麦克林，上海）
混合溶液对小鼠进行经心灌注，灌注后取出小鼠下胸

段脊髓，放在戊二醛溶液中于４℃冰箱保存，脱水、包
埋、切片。１２０００倍拍摄左侧 ｄＣＳＴ区。使用 ＩｍａｇｅＪ
测量和计算髓鞘厚度参数 Ｇｒａｔｉｏ（等于轴突直径除以
纤维直径）。

１．８　小鼠左后肢运动功能评估（ｂａｓｓｏｍｏｕｓｅｓｃａｌｅ，
ＢＭＳ）评分

　　将小鼠放在１个空旷的场地并观察４ｍｉｎ，正式评
估之前先让小鼠进行环境预适应以保证评估结果准

３１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）



确。于伤前，损伤后 １周，训练后 １、２、４周使用 ＢＭＳ
评估小鼠的左后肢粗大运动情况［１２］。

１．９　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行数据统计分析。结果
以 珋ｘ±ｓ表示。采用ＡｎｄｅｒｓｏｎＤａｒｌｉｎｇｔｅｓｔ进行正态性检
验。采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓｔｅｓｔ非参数检验和 Ｄｕｎｎ’ｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｔｅｓｔ事后组间比较分析 Ｇｒａｔｉｏ。
采用双因素方差分析（ｔｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ）和 Ｔｕｋｅｙ’ｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｔｅｓｔ事后组间比较分析小鼠 ＢＭＳ
得分。其余数据均采用单因素方差分析，并采用

Ｔｕｋｅｙ’ｓｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｔｅｓｔ进行事后组间比较。
Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＣＩ模型成功建立
　　本模型主要观察部位为Ｔ１０左侧ｄＣＳＴ区（图１Ａ）。
免疫荧光染色和 ＴＥＭ结果显示，相比于假手术组小
鼠，ＳＣＩ组小鼠脊髓左背侧白质出现胶质纤维酸性蛋
白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）阳性的细胞数
量增加，提示星形胶质细胞增生（图 １Ｂ）；左侧 ｄＣＳＴ
区域出现广泛的髓鞘变薄、分层（图１Ｃ）。以上结果表
明，本实验成功建立了Ｔ１０脊髓轻度挫伤模型，为后续
研究髓鞘修复奠定了模型基础。

２．２　跑台训练增强ＳＣＩ后ｄＣＳＴ区ＯＰＣｓ的增殖能力
　　免疫荧光双标染色（图２Ａ）结果显示，ＳＣＩ组左侧

ｄＣＳＴ区内处于增殖状态的ＯＰＣｓ（ＰＤＧＦＲα／Ｋｉ６７双阳
性）与总 ＯＰＣｓ（ＰＤＧＦＲα阳性）的比值较假手术组显
著减少（０．５９±０．０６ｖｓ０．９２±０．０１，Ｐ＜０．０１，图２Ｂ），跑
台训练组左侧 ｄＣＳＴ区内处于增殖状态的 ＯＰＣｓ与总
ＯＰＣｓ的比值较ＳＣＩ组有所增加（０．７７±０．０３ｖｓ０．５９±
０．０６，Ｐ＜０．０１，图２Ｂ）。以上结果表明，跑台训练增强
ＳＣＩ后ｄＣＳＴ区ＯＰＣｓ的增殖能力。
２．３　跑台训练促进ＳＣＩ后ｄＣＳＴ区ＯＬｓ的成熟
　　免疫荧光双标染色（图３Ａ）结果显示，ＳＣＩ组左侧
ｄＣＳＴ区内成熟的 ＯＬｓ（Ｏｌｉｇ２／ＡＰＣ／ＣＣ１双阳性）与少
突胶质谱系细胞（Ｏｌｉｇ２阳性）的比值较假手术组显著
降低（０．５２±０．０７ｖｓ０．８９±０．０６，Ｐ＜０．０１，图３Ｂ），跑台
训练组左侧ｄＣＳＴ区内成熟的 ＯＬｓ与少突胶质谱系细
胞的比值较 ＳＣＩ组显著增加（０．７５±０．０２ｖｓ０．５２±
０．０７，Ｐ＜０．０１，图３Ｂ）。以上结果提示，跑台训练促进
ＳＣＩ后ｄＣＳＴ区ＯＬｓ的成熟。
２．４　跑台训练增加 ＳＣＩ后 ｄＣＳＴ区 ＭＢＰ的表达并促

进髓鞘形成

　　于小鼠右侧皮层 Ｍ１区注射 ＢＤＡ，顺行示踪左侧
ｄＣＳＴ（图４Ａ）。免疫荧光双标染色（图４Ｂ）结果显示：
相比于假手术组（５１．４４±１．４５），ＳＣＩ组左侧 ｄＣＳＴ区
内ＭＢＰ平均荧光强度显著下降［（３０．１７±２．８９），Ｐ＜
０．０１，图４Ｃ］；而跑台训练组左侧ｄＣＳＴ区内ＭＢＰ的平
均荧光强度较 ＳＣＩ组有所增加且具有统计学差异
［（３９．５８±２．６３）ｖｓ（３０．１７±２．８９），Ｐ＜０．０１，图４Ｃ］。
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图１　小鼠ＳＣＩ模型的建立与鉴定　（ｎ＝６）
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蓝色：示ＤＡＰＩ（标记细胞核）；Ｂ：各组小鼠左侧 ｄＣＳＴ区 ＰＤＧＦＲα／Ｋｉ６７双阳性细胞数量与 ＰＤＧＦＲα阳性细胞数量的比值
（ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＣＩ组比较

图２　跑台训练增强实验小鼠ＳＣＩ后ｄＣＳＴ区ＯＰＣｓ的增殖能力
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Ａ：免疫荧光染色观察左侧ｄＣＳＴ区ＯＬｓ的成熟情况　绿色：示Ｏｌｉｇ２（标记少突胶质谱系细胞），红色：示ＡＰＣ／ＣＣ１（标记ＯＬｓ），
蓝色：示ＤＡＰＩ；Ｂ：各组小鼠左侧ｄＣＳＴ区Ｏｌｉｇ２／ＡＰＣ／ＣＣ１双阳性细胞数量与Ｏｌｉｇ２阳性细胞数量的比值（ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）
ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＣＩ组比较

图３　跑台训练促进实验小鼠ＳＣＩ后ｄＣＳＴ区ＯＬｓ的成熟

５１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）
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Ａ：免疫荧光染色观察大脑右侧皮层Ｍ１区ＢＤＡ注射情况与脊髓左侧ｄＣＳＴ区ＢＤＡ示踪情况　红色：示ＢＤＡ，蓝色：示ＤＡＰＩ；
Ｂ：免疫荧光染色观察左侧ｄＣＳＴ区ＢＤＡ阳性轴突和ＭＢＰ阳性髓鞘染色情况　红色：示 ＢＤＡ，绿色：示 ＭＢＰ；Ｃ：各组小鼠左侧
ｄＣＳＴ区ＭＢＰ平均荧光强度统计结果（ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＣＩ组比较

图４　跑台训练增加实验小鼠ＳＣＩ后ｄＣＳＴ区ＭＢＰ的表达

　　ＴＥＭ观察髓鞘结构显示：假手术组左侧 ｄＣＳＴ区
中髓鞘结构完整致密；ＳＣＩ组存在广泛、严重的脱髓鞘
或髓鞘变薄、分层以及轴突萎缩的情况；而跑台训练组

脱髓鞘程度较轻，轴突保留相对较好（图５Ａ）。Ｇｒａｔｉｏ
是一种描述髓鞘厚度的参数，等于轴突直径除以纤维

直径，比值等于１时表示脱髓鞘。统计结果显示：ＳＣＩ
组左侧ｄＣＳＴ区 Ｇｒａｔｉｏ较假手术组显著增加（０．８３±
０．０５ｖｓ０．６９±０．０４，Ｐ＜０．０１，图５Ｂ），跑台训练组左侧
ｄＣＳＴ区 Ｇｒａｔｉｏ较 ＳＣＩ组有所降低（０．７７±０．０４ｖｓ
０．８３±０．０５，Ｐ＜０．０１，图５Ｂ）。以上结果表明，跑台训
练增加ＳＣＩ后ｄＣＳＴ区ＭＢＰ的表达并促进髓鞘修复。

２．５　跑台训练对ＳＣＩ小鼠ＢＭＳ评分结果的影响
　　ＢＭＳ评分结果显示（图６）：损伤后１周及训练后
１、２周，ＳＣＩ组ＢＭＳ评分均较假手术组显著减少（分别
为３．１０±１．６０ｖｓ９．００±０．００、４．２０±１．３２ｖｓ９．００±
０．００、５．５０±１．４３ｖｓ９．００±０．００，Ｐ＜０．０１）；在损伤后各
个时间点中跑台训练组 ＢＭＳ得分逐渐提高，但与 ＳＣＩ
组比较无统计学差异（３．１０±１．２９ｖｓ３．１０±１．６０，
４．５０±０．７１ｖｓ４．２０±１．３２，５．７０±０．８２ｖｓ５．５０±１．４３，
８．２０±１．０３ｖｓ８．１０±１．１０，Ｐ＞０．０５）。以上结果表明，
跑台训练对 ＳＣＩ小鼠后肢运功功能恢复的作用不
显著。
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图６　各组小鼠ＢＭＳ评分结果　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

３．１　轻度脊髓挫伤模型成功建立
　　皮质脊髓束（ｃｏｒｔｉｃｏｓｐｉｎａｌｔｒａｃｔ，ＣＳＴ）是由运动皮
层直接投射到脊髓的信号传导束，是产生自主运动的

关键；而ＳＣＩ导致下行传导束的结构或功能受损，造成
来自大脑信号突然且持续地丧失，从而影响了运动功

能。因此，本研究着重观察 ＳＣＩ后 ＣＳＴ及后肢运动功
能。挫伤是脊髓短暂地受到物理冲击，与临床上大多

数ＳＣＩ患者发病原因相似［１３］。团队前期开发了一种

诱导小鼠ｄＣＳＴ脱髓鞘的模型：采用改良 Ａｌｌｅｎ’ｓ击打
仪制备轻度脊髓挫伤模型，从而造成轴突大部分保留

和广泛性脱髓鞘［１４］。本研究沿用该模型，发现 ＳＣＩ后
脊髓背侧白质出现 ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细胞增生，
并且ｄＣＳＴ区域出现广泛的髓鞘变薄、分层，这与前期
研究结果相一致，表明本研究成功建立了ＳＣＩ模型，这
为接下来研究ＳＣＩ后髓鞘修复奠定了模型基础。
　　脱髓鞘后最初的 ２周内，ＯＰＣｓ在病变处迅速聚

集，随后增殖并分化为 ＯＬｓ，进而形成新的髓鞘结
构［１５］。然而，这种自发的髓鞘再生是远远不够的。在

慢性脱髓鞘部位中，尽管有大量的 ＯＰＣｓ迁移到病变
区域，但这些 ＯＰＣｓ出现分化阻滞［１６］。因此，促进

ＯＰＣｓ的分化是髓鞘修复的关键。文献报道，ＯＬｓ中过
表达Ｏｌｉｇ２的转基因小鼠在溶血磷脂胆碱诱导的胼胝
体脱髓鞘后显示出ＯＰＣｓ分化能力和再髓鞘化能力增
强［１７］。在脱髓鞘模型的动物实验中也显示出细胞移

植在促进ＯＰＣｓ增殖和分化上的效果［１８－１９］。然而，病

毒传递、基因调控和侵入性的手术干预在临床转化中

仍存在一些局限。通过硬膜外电刺激、化学遗传学技

术来激活神经元活动以促进ＯＰＣｓ分化和ＯＬｓ成熟的
相关研究已为经颅电刺激等非侵入性神经肌肉调节技

术在临床 ＳＣＩ患者中的应用提供了强有力的证
据［１４，２０］。而运动是一种需要患者主动参与的治疗方

法，更加符合康复医学的理念；在动物实验中也发现运

动能够减少髓鞘丢失或促进髓鞘再生：运动训练可以

增加高脂饮食小鼠脊髓中髓鞘蛋白脂蛋白（ｐｒｏｔｅｏｌｉｐｉｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＬＰ）和ＭＢＰ表达，减少高脂饮食导致的ＯＰＣｓ
和ＯＬｓ丢失［２１］。在溶血磷脂毒素诱导小鼠脊髓脱髓

鞘后，立即进行自愿跑轮训练可以促进 ＯＬｓ的形成，
增加再生髓鞘的厚度［９］。运动还能调节慢性脑低灌

注小鼠小胶质细胞和星形胶质细胞的表型，促进髓鞘

碎片清除和 ＯＰＣｓ的增殖和分化，从而修复白质和改
善认知功能［２２－２３］。由此可见，运动在促进髓鞘修复方

面有很大的潜力。

３．２　跑台训练的适宜时机
　　ＳＣＩ后大量ＯＬｓ死亡、髓鞘结构紊乱、ＣＮＳ常驻免
疫细胞被激活并与浸润的外周白细胞一起引起炎

症［２４］，同时继发性损伤如水肿、缺血、兴奋性毒性、氧

化应激和自由基积累也随之而来［２５］。在这种环境下，

７１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）



过早地开始运动训练可能会加重损伤程度。然而，若

运动训练开始时间太晚，在慢性期局部有大量死亡细

胞碎片、损伤后反应性星形胶质细胞激活导致胶质瘢

痕的形成可能会阻碍轴突再生和髓鞘修复，神经功能

下降导致神经对运动训练的敏感性降低，从而影响治

疗效果［２６－２７］。此外，研究显示，胸髓挫伤模型动物多

数采取在ＳＣＩ后１周进行跑台运动的方式进行［１１，２８］，

因此，本研究在 ＳＣＩ后 １周开始跑台训练。ＪＡＭＥＳ
等［２９］发现小鼠脊髓挫伤后 １周内脊髓背侧上行柱轴
突传导完全阻滞，在亚急性期（２～４周）内恢复一定程
度的传导能力，在慢性期（３～６个月）传导能力没有进
一步改善。ＢＡＣＭＥＩＳＴＥＲ等［４］对脱髓鞘模型小鼠的

前肢运动皮层进行纵向双光子成像，结果显示，脱髓鞘

后神经元会立即表现出高度兴奋，此时小鼠的学习能

力受损，进行前肢伸取训练会短暂地抑制 ＯＬｓ的生
成，但延迟训练（脱髓鞘后１０天）则增加了ＯＰＣｓ分化
和ＯＬｓ的生成，表明运动训练和 ＯＬｓ之间存在复杂的
动力学关系。本研究在ＳＣＩ后１周开始进行４周的跑
台训练可能可以在内源性髓鞘修复的基础上维持并提

高脱髓鞘轴突的髓鞘再生能力。然而，目前尚不清楚

脱髓鞘期间进行运动是否有协同或者拮抗作用，团队

后续将对 ＳＣＩ后运动时间进行探索，优化运动时间以
在内源性髓鞘修复基础上驱动更强有力的髓鞘再生。

３．３　跑台训练促进ＯＰＣｓ增殖、ＯＬｓ成熟和髓鞘化
　　本研究采用了ＯＰＣｓ标记物（ＰＤＧＦＲα）与Ｋｉ６７免
疫荧光共染来检测 ＯＰＣｓ的增殖状况，发现跑台训练
组左侧ｄＣＳＴ区内处于增殖状态的ＯＰＣｓ在总ＯＰＣｓ中
的占比高于ＳＣＩ组，表明跑台训练增强了损伤后ＯＰＣｓ
的增殖能力，这一结果支持了先前的报道。本研究使

用少突胶质谱系细胞标记物（Ｏｌｉｇ２）和成熟的 ＯＬｓ标
记物（ＡＰＣ／ＣＣ１）免疫荧光共染来检测 ＯＬｓ的成熟情
况，发现跑台训练组左侧 ｄＣＳＴ区内成熟的 ＯＬｓ在少
突胶质谱系细胞中的占比较 ＳＣＩ组显著增加，证实了
跑台训练增加了 ＳＣＩ后 ｄＣＳＴ区中成熟的 ＯＬｓ的数
量。显然，这是跑台训练促进损伤后髓鞘再生的关键

一步。接着，本研究采用免疫荧光染色和ＴＥＭ来观察
髓鞘结构。皮质注射ＢＤＡ可以更好地标记 ｄＣＳＴ。我
们发现跑台训练组 ｄＣＳＴ区内 ＢＤＡ阳性轴突周围的
ＭＢＰ表达强度比ＳＣＩ组高；电镜也观察到跑台训练降
低了Ｇｒａｔｉｏ，即髓鞘厚度更大，表明跑台训练能够改善
ｄＣＳＴ轴突髓鞘化情况。
３．４　跑台训练促进髓鞘修复的机制探讨
　　在分子机制方面，我们考虑运动促进髓鞘修复可
能与以下这些途径相关：①本团队前期发现，跑台训练
可以提高ＳＣＩ小鼠运动皮质中脑源性神经营养因子

（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、胰岛素样生
长因子１（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ１）水平［１０］。而

ＢＤＮＦ在脱髓鞘后 ＯＰＣｓ的招募中发挥作用。ＶＯＮＤ
ＲＡＮ等［３０］发现双环己酮草酰二腙（ｃｕｐｒｉｚｏｎｅ，ＣＰＺ）诱
导的脱髓鞘引起胼胝体中ＢＤＮＦ蛋白水平降低，ＢＤＮＦ
杂合缺陷小鼠在脱髓鞘后出现 ＯＰＣｓ增殖减少、ＭＢＰ
表达降低，表明 ＢＤＮＦ可能通过调节脱髓鞘损伤后的
ＯＰＣｓ数量以及髓鞘相关蛋白的表达来发挥作用。
ＯＰＣｓ成功通过 Ｇ２／Ｍ期对细胞周期的退出和随后分
化成能够形成髓鞘的 ＯＬｓ在髓鞘发育或者髓鞘修复
过程中是必要的。ＭＩＮ等［３１］在体外验证了 ＩＧＦ１能
够加速ＯＰＣｓ的Ｇ２／Ｍ期进程。此外，ＩＧＦ１还参与招
募的ＯＰＣｓ分化为 ＯＬｓ［３２］。由此可以推测，跑台训练
可能通过提高如ＢＤＮＦ和ＩＧＦ１等生长因子和营养因
子的表达等来促进ＯＰＣｓ的增殖、分化和ＯＬｓ的成熟。
②运动可以上调骨骼肌和大脑中过氧化物酶体增殖物
激活受体γ共激活因子１α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α，ＰＧＣ１α）的表达［３３－３４］。

近来有研究显示，在小鼠脊髓脱髓鞘后立即进行自愿

跑轮训练可以激活 ＰＧＣ１α，促进 ＯＬｓ的形成，增加再
生髓鞘的厚度；然而，当ＯＬｓ中的ＰＧＣ１α被敲除后，即
使接受了跑轮训练，病变处 Ｇｒａｔｉｏ没有下降，表明
ＰＧＣ１α是运动促进髓鞘增厚的关键因子［９］。另外，先

前已有研究证明了 ＰＧＣ１α在 ＣＮＳ中调控着髓鞘发
育，对髓鞘结构和致密成分的生成十分重要［３５］。因

此，我们推测，跑台训练可能通过上调 ＰＧＣ１α水平来
促进ＯＰＣｓ的增殖、分化和ＯＬｓ的成熟以及髓鞘化。
　　我们注意到，与ＳＣＩ组相比，在损伤后各个时间点
跑台训练组ＢＭＳ得分逐渐提高，但二者在统计学上没
有明显的差异，考虑可能的原因是：①本研究采用的模
型损伤程度相对较轻，对小鼠的运动功能影响较小；而

ＢＭＳ是一个简化的、半定量的粗大运动评估量表，主
要评估足踝关节活动、前肢与后肢的协调情况、行走时

足爪的位置和躯干稳定性［１２］。因此，需要采用更加系

统、精细的后肢运动功能评定方法以观察后肢关节活

动情况和测量具体的步态参数，从而更好地评估本研

究中跑台训练带来的行为学变化情况。②尽管本研究
发现运动增强了髓鞘再生能力，但再生髓鞘期间形成

的髓鞘的厚度比正常髓鞘小，再髓鞘轴突动作电位的

传导速度较完整轴突慢［３６］。这可能不足以导致跑台

训练组在ＳＣＩ后有更明显的功能恢复表现。
　　综上所述，跑台训练能够促进 ＳＣＩ小鼠左侧 ｄＣＳＴ
区中ＯＰＣｓ增殖、分化和ＯＬｓ的成熟，增加髓鞘相关蛋
白ＭＢＰ的表达和髓鞘厚度，从而促进轴突髓鞘解剖学
上的修复，由此可以推断，跑台训练对ＳＣＩ后髓鞘修复

８１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



有积极影响，未来有必要深入研究跑台训练等运动疗

法促进ＳＣＩ髓鞘修复的分子机制。
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