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护理干预对大鼠脊髓损伤后运动功能修复的脊髓形态学研究

宋碧英，李　巍　（第三军医大学护理学院野战护理学教研室，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　研究护理干预对大鼠脊髓损伤后脊髓运动功能修复的脊髓形态学变化。方法　将６０只ＳＤ成年大鼠随机
分为３组，分别为正常对照组、实验对照组、实验组，每组２０只，每组分４个时相点，即脊髓损伤后１ｄ、７ｄ、３０ｄ、６０ｄ（ｎ＝５）。实验
对照组和实验组均采用切割加挤压脊髓Ｌ４平面横断制备脊髓损伤大鼠模型。正常对照组为正常大鼠未经处理，实验对照组大鼠
脊髓损伤后给予排尿、排便等常规护理，实验组除常规护理之外，还给予关节活动度训练和肌肉按摩训练，每日２次，每次１０ｍｉｎ。
采用常规ＨＥ染色、免疫组织化学染色法观察护理干预对脊髓损伤后大鼠脊髓的形态学变化。结果　ＨＥ染色结果以及 ＧＦＡＰ和
ＮＦ２００免疫组织化学染色结果显示，实验组和实验对照组未见明显区别，但与正常对照组比较差异非常明显。结论　护理干预对
损伤区脊髓组织形态学研究未见明显改变。
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　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是因各种原因所
致脊髓结构和功能的损伤，导致损伤水平以下脊髓神

经功能（运动和感觉）障碍［１］。运动功能障碍是导致

患者存活期丧失生活自理能力最主要的原因。临床护

理研究显示，早期运动功能护理干预在临床护理中结

合常规护理能促进脊髓损伤患者功能康复。本研究前

期实验结果［２］也佐证了综合护理干预可改善脊髓损伤

后大鼠运动功能行为学的部分修复，具有延缓肌肉萎

缩速度、改善运动功能，促进损伤脊髓功能的部分恢

复。为了进一步了解护理干预对脊髓损伤后大鼠神经

功能恢复的神经生物学基础，探讨护理干预是否能引

起脊髓损伤处的形态学结构改变。本实验对各组各时

相点的动物进行了脊髓组织取材，采用 ＨＥ染色方法
和免疫组织化学染色方法，研究护理干预对脊髓损伤

后脊髓组织的形态学变化，寻找临床实践中运动康复

训练措施能有效改善脊髓损伤运动功能的脊髓组织修

复证据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　将６０只ＳＤ成年大鼠（约２５０ｇ，雌雄不限）随机分为３组，

即：正常对照组、实验对照组和实验组（各组均为 ｎ＝２０）；每组

分为４个时相点（各个时相点均取 ｎ＝５），即脊髓损伤后１ｄ、

７ｄ、３０ｄ、６０ｄ。实验动物均由第三军医大学动物实验中心

提供。

１．２　主要仪器
　　手动轮转式石蜡切片机（湖北康龙电子科技有限责任公

司）、３７℃恒温箱（北京医疗设备厂）、光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍ

ｐｕｓ，显微图像分析系统）、烤箱（广州市旭朗机械设备有限公
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司）、病理组织漂烘仪（常州市中威电子仪器有限公司 ＰＨＹ

Ⅲ）、４℃冰箱。

１．３　主要试剂
　　兔抗ＮＦ２００抗体购自武汉三鹰公司，兔抗ＧＦＡＰ抗体购自
北京博奥森公司，山羊来源封闭血清购自北京中杉公司，抗兔

二抗试剂盒购自中杉公司，二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎ，
ＤＡＢ）显色试剂盒购自北京中杉公司。

１．４　动物模型制备
　　正常对照组为正常大鼠，实验对照组和实验组均采用切割
加挤压脊髓Ｌ４平面横断制备脊髓损伤大鼠模型，其具体操作

见本课题组应用方法［２］。

１．５　护理干预措施
　　实验对照组大鼠脊髓损伤后给予常规护理，实验组大鼠脊
髓损伤后给予护理干预。实验对照组和实验组大鼠采取常规

护理，于脊髓损伤后１ｄ开始进行腹腔注射青霉素钠２０万 Ｕ，
每日１次，连续注射３ｄ以预防感染，协助受伤大鼠每天２次排
尿、排便；实验组除常规护理之外，还给予按摩膀胱与腹部、关

节活动度训练和肌肉按摩训练等被动训练，护理干预均于损伤

后立即进行，每日２次，每只大鼠每次１０ｍｉｎ。大鼠后肢进行被
动关节活动训练，包括膝被动屈伸、膝被动外展内收、髋被动屈

伸、髋被动外展内收、踝被动背屈跖屈等训练，以维持和改善其

关节活动度；肌肉按压训练主要以向心性和环形交替按摩足

部、小腿、大腿各肌肉群，以减少双后肢水肿及增加血液循环。

１．６　脊髓组织取材
　　将正常对照组、实验对照组和实验组大鼠于存活１ｄ、７ｄ、
３０ｄ、６０ｄ后断头处死，沿脊柱正中切开皮肤并分离肌肉，暴露
脊髓Ｌ４水平上下各１ｃｍ处的棘上韧带并剪去，椎板用咬骨钳
咬去，充分暴露脊髓后，用手术刀片在脊髓Ｌ４水平上下各１ｃｍ
处截取损伤的脊髓，入４℃的４％多聚甲醛中固定４８ｈ。

１．７　观察指标
１．７．１　常规ＨＥ染色　　各组脊髓组织进行石蜡包埋、修块，
行石蜡切片，各组织块各取５张石蜡切片，按常规操作步骤进
行ＨＥ染色，以观察护理干预对脊髓损伤后损伤区大鼠的组织
修复情况。

１．７．２　免疫组织化学染色　　取脊髓组织石蜡切片各５张，按
ＳＡＢＣ免疫组织化学试剂盒说明书进行免疫组织化学染色，
ＧＦＡＰ一抗工作浓度为１∶４００，ＮＦ２００一抗工作浓度为１∶１００，
以０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＬ（ｐＨ７．２）代替一抗作为对照。显示各组脊髓
损伤大鼠各个时相点的神经丝蛋白２００（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ２００，ＮＦ
２００）和胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）
的变化，光镜下观察脊髓损伤后大鼠经护理干预后在各组各时

相点中神经元的ＮＦ２００免疫反应阳性变化和神经胶质细胞的
ＧＦＡＰ免疫反应阳性变化。

２　结果

２．１　ＨＥ染色
　　光镜下脊髓组织结构 ＨＥ染色可见，正常对照组脊髓组织

结构清晰完整（图１ａ）。脊髓损伤后１ｄ，实验组（图１ｂ）和实验
对照组（图１ｃ）ＨＥ染色在脊髓损伤区均可见出血现象和轻度炎
性反应。脊髓损伤后７ｄ（图１ｄ、图１ｅ），损伤区脊髓组织结构
紊乱，大量炎性细胞浸润，炎性反应加剧，也可见增生的各种细

胞及增生的毛细血管，神经元肿胀、坏死，突起消失。脊髓损伤

后３０ｄ，实验组（图１ｆ）和实验对照组（图１ｇ）均可见脊髓损伤
区炎性反应减轻或消失，出现囊腔样变化或空腔；组织填充处，

细胞增生十分明显，增生细胞有一定方向性，呈簇状排列，增生

的组织中见大量增生的毛细血管。脊髓损伤后６０ｄ，损伤部位
脊髓组织结构改善，实验组（图１ｈ）和实验对照组（图１ｉ）无明
显区别，可见以损伤区域为中心形成的比较致密的组织围绕在

空腔周围，组织细胞排列较有规律，走行与脊髓纵轴基本一致。

２．２　ＧＦＡＰ免疫组织化学染色
　　光镜下脊髓组织结构 ＧＦＡＰ免疫组织化学染色结果显示，
正常对照组在脊髓灰质中ＧＦＡＰ阳性反应细胞和阳性反应纤维
清晰可见；在脊髓白质中，ＧＦＡＰ免疫反应阳性细胞和阳性纤维
密集，可见ＧＦＡＰ免疫反应阳性细胞星状突起明显，细胞多呈不
规则多角形（图２ａ）。实验组和实验对照组中的 ＧＦＡＰ免疫反
应阳性细胞表达随时间的推移而逐渐增多，相同时相点 ＧＦＡＰ
免疫反应阳性未见明显差异。脊髓损伤后１ｄ，实验组（图２ｂ）
和实验对照组（图２ｃ）脊髓损伤区组织结构紊乱，可见ＧＦＡＰ免
疫反应阳性的细胞和纤维，损伤腔隙内的组织碎片中见 ＧＦＡＰ
免疫反应阳性细胞和阳性纤维。脊髓损伤后 ７ｄ，实验组
（图２ｄ）和实验对照组（图２ｅ）损伤区可见散在 ＧＦＡＰ免疫反应
阳性细胞和阳性纤维，染色较浅，见大量炎性细胞浸润。脊髓

损伤后３０ｄ，实验组（图２ｆ）和实验对照组（图２ｇ）损伤区内组
织ＧＦＡＰ免疫反应阳性表达较７ｄ时增加，ＧＦＡＰ免疫反应阳性
细胞表达和ＧＦＡＰ阳性纤维表达增加，且 ＧＦＡＰ免疫反应阳性
纤维交织成网。脊髓损伤后６０ｄ，实验组（图２ｈ）和实验对照组
（图２ｉ）脊髓损伤组织结构紊乱得到改善，损伤区内组织填充，
增生区内ＧＦＡＰ免疫反应阳性细胞和阳性纤维明显增加，染色
加深呈棕褐色并形成胶质瘢痕，实验组与实验对照组比较无明

显差异。

２．３　ＮＦ２００免疫组织化学染色
　　光镜下脊髓组织结构ＮＦ２００免疫组织化学染色结果显示，
正常对照组（图３ａ）ＮＦ２００免疫反应阳性细胞分布在脊髓灰质
中。实验组和实验对照组 ＮＦ２００免疫反应阳性纤维均呈先下
降，后逐渐增高的趋势。脊髓损伤后１ｄ，实验组（图３ｂ）与实验
对照组（图３ｃ）在脊髓损伤区组织中和损伤间隙内的组织块中见
有ＮＦ２００免疫反应阳性细胞和阳性纤维。脊髓损伤后７ｄ，实验
组（图３ｄ）与实验对照组（图３ｅ）在脊髓损伤组织中ＮＦ２００免疫
反应阳性细胞和纤维表达较脊髓损伤后１ｄ明显下降，见少量
ＮＦ２００免疫反应阳性细胞和纤维分布。脊髓损伤后３０ｄ，实验
组（图３ｆ）与实验对照组（图３ｇ）ＮＦ２００免疫反应阳性表达随时
间推移逐渐增高。脊髓损伤后６０ｄ，实验组（图３ｈ）与实验对照
组（图３ｉ）ＮＦ２００免疫反应阳性纤维数量随时间推移逐渐增加，
在靠近正常脊髓侧ＮＦ２００免疫反应阳性纤维交织成网，在增生
组织中可见少量ＮＦ２００免疫反应阳性纤维。

·９１·
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ａ：正常对照组；ｂ：实验组１ｄ；ｃ：实验对照组１ｄ；ｄ：实验组７ｄ；ｅ：实验对照组７ｄ；ｆ：实验组３０ｄ；ｇ：实验对照组３０ｄ；ｈ：实验组６０ｄ；
ｉ：实验对照组６０ｄ

图１　大鼠脊髓组织纵切面ＨＥ染色光镜观察（ＨＥ×２０）

ａ：正常对照组；ｂ：实验组１ｄ；ｃ：实验对照组１ｄ；ｄ：实验组７ｄ；ｅ：实验对照组７ｄ；ｆ：实验组３０ｄ；ｇ：实验对照组３０ｄ；ｈ：实验组６０ｄ；
ｉ：实验对照组６０ｄ

图２　大鼠脊髓组织纵切面ＧＦＡＰ免疫组织化学染色光镜观察（×２０）

·０２·
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ａ：正常对照组；ｂ：实验组１ｄ；ｃ：实验对照组１ｄ；ｄ：实验组７ｄ；ｅ：实验对照组７ｄ；ｆ：实验组３０ｄ；ｇ：实验对照组３０ｄ；ｈ：实验组６０ｄ；
ｉ：实验对照组６０ｄ

图３　大鼠脊髓组织纵切面ＮＦ２００免疫组织化学染色光镜观察（×２０）

３　讨论

　　脊髓损伤后患者常有不同程度的运动功能障碍，
恢复运动功能是患者最迫切的需求之一。有研究显

示，运动功能训练能够增强脊髓的可塑性，并在一定程

度上帮助脊髓损伤患者改善症状［３４］，是脊髓损伤患者

神经功能恢复的基础［５］。目前脊髓损伤后功能修复的

重点和难点是减少继发性损伤，促进中枢神经系统的

可塑性变化、应用阻断抑制轴突生长的物质和刺激神

经生长促进再生等［６］。中枢神经损伤后的继发性损伤

引起的炎性反应是造成进一步损伤的关键原因［７］。本

研究ＨＥ染色结果显示，实验组和实验对照组均于脊
髓损伤 １ｄ时，脊髓损伤区以出血反应为主；７ｄ时炎
性反应最重；３０ｄ时炎性反应明显减轻，毛细血管增生
明显。本研究提示运动功能护理干预未能减轻局部炎

性反应，尚不能阻止和减轻脊髓损伤后继发性脊髓结

构和功能的损害。本研究 ＨＥ染色结果还显示，实验
组和实验对照组均于脊髓损伤 ６０ｄ后损伤部位脊髓
组织结构改善，损伤部位空腔处有成束神经纤维进入

填充，灰质中可见空腔形成和囊腔样变化，空腔形成和

囊腔样变化则标志着脊髓损伤进入稳定期［８］。本研究

提示尚未寻找到临床实践中运动功能护理干预能有效

改善脊髓损伤运动功能的脊髓病理组织修复证据。

　　脊髓损伤修复是一个复杂、多因素共同参与的病
理生理反应过程，脊髓组织病理改变过程中各种病理

变化引起神经元大量丢失和星形胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅ，
ＡＳ）的激活与胶质纤维化形成局部胶质瘢痕，导致患
者功能缺失及恢复困难。ＡＳ在脊髓损伤修复中起重
要作用。ＡＳ是最大的神经胶质细胞，ＧＦＡＰ是成熟 ＡＳ
中主要的中间丝蛋白，是 ＡＳ的一种标志性蛋白。
ＧＦＡＰ在损伤脊髓组织中的表达可反映 ＡＳ增殖、肥大
等程度改变，也是衡量胶质瘢痕形成和发展的指标［９］。

有研究显示，ＡＳ在脊髓损伤修复的过程中有两面性作
用，在损伤早期增生活跃，构成网格框架，并诱导、支持

神经纤维的再生，参与到损伤后脊髓的神经修复［１０］；

在脊髓损伤后数天，ＡＳ可能转变为反应性胶质细胞并
形成瘢痕组织，机械性或化学性阻挡神经再生［１１］。本

实验中，实验组和实验对照组在脊髓损伤后１ｄ，ＧＦＡＰ
表达非常强烈，在 ＧＦＡＰ免疫组织化学染色切片中可
见大量染成深褐色的 ＧＦＡＰ免疫反应阳性细胞和纤
维；７ｄ时降至低谷；随着时间延长，ＧＦＡＰ阳性表达增
加，３０ｄ时ＡＳ被激活并呈明显反应性增生促进神经再

·１２·
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生［１２］；损伤后６０ｄ，脊髓损伤区 ＧＦＡＰ阳性细胞表达
呈高峰。上述现象表明，实验组和实验对照组在脊髓

损伤区不同时相点，ＧＦＡＰ阳性反应物表达未见明显差
异，而且脊髓损伤后脊髓损伤区ＡＳ明显功能活跃并胶
质化，形成胶质瘢痕阻碍神经纤维生长和再通［１３］，提

示护理干预不足以影响损伤脊髓组织中 ＧＦＡＰ的
表达。

　　正常脊髓组织中的神经元（ｎｅｕｒｏｎ）主要起支配邻
近脊髓节段的运动、感觉和自主神经功能，具有十分重

要的作用，神经元和ＡＳ可作为脊髓损伤后损伤脊髓修
复的重要反应［１４］。神经元的结构蛋白之一是神经丝

蛋白（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＦ），ＮＦ行免疫组化染色
检测可提示神经元细胞的生长状态［１５］。ＮＦ２００是ＮＦ
的一种，在脊髓损伤后染色能反映伤后神经元的形态

并反映其功能状态［１６］。本实验中观察到，实验组和实

验对照组ＮＦ２００阳性反应物表达均呈先下降，再上升
的趋势；在脊髓损伤后１ｄ，ＮＦ２００阳性反应物仍存在
表达，提示在脊髓损伤后１ｄ，神经元和神经纤维尚未
完全变性坏死；脊髓损伤后７ｄ，ＮＦ２００阳性反应物表
达降低；脊髓损伤后３０ｄ，ＮＦ２００在创伤刺激和多种
诱导因子的作用下，积存于胞体，以适应神经再生的需

要，其表达随时间推移逐渐增高；脊髓损伤后 ６０ｄ，
ＮＦ２００阳性反应物表达增加，在脊髓灰质中表达增强。
本研究中实验组和实验对照组相同时相点 ＮＦ２００免
疫反应阳性物表达未见明显差异，因此，我们推测护理

干预可能不足以影响 ＮＦ２００阳性反应物在损伤脊髓
组织中的表达，或者是我们的研究手段还不够先进，尚

不能检测出实验组与实验对照组之间的差别，可再进

一步应用免疫电镜或分子生物学等研究手段，以研究

大鼠脊髓损伤后超微结构和分子水平的变化。

　　由此可见，护理干预对损伤区脊髓组织形态学影
响尚未见明显改变，这可能与护理干预不足以明显改

善脊髓损伤后脊髓组织结构内继发性损伤，如炎性反

应、出血、神经胶质细胞大量增生、神经元损伤后再生

十分困难等有关。本研究尚未找到护理干预促进行为

学改变的神经生物学证据。护理干预对脊髓损伤修复

的确切机制尚有待进一步研究。
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