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小鼠Alien’s脊髓损伤模型的建立及评价 

赵 军，权正学，刘 渤，卢曼鹏，蒋电明，欧云生 

(重庆医科大学附属第一医院骨科 ．重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立并评价不同力致伤的小鼠Allen’s脊髓损伤(spina1 cord injury，SCI)模型，为进一步研究脊髓损伤机制提供 

实验动物参考。方法：将171只小鼠随机分为假手术组(18只)和实验组(153只)，实验组按打击重量及高度分为A组(1 g X 2．5 em，18 

只)，B组(2 g×2．5 cm，45只)，CN(3 g X 2．5 cm，45只)，D组(3 g×5 cm，45只)。假手术组只暴露脊髓，实验组显露脊髓后采用 

改良AUen法致伤。伤后行运动功能BMS评分、运动诱发电位(Mot0r evoked Dotentials，MEP)电生理测定及病理切片HE染色。结 

果：除A组外 ．实验组打击后运动功能损伤均明显，但后期都有不同程度恢复，B组2周后BMS评分与对照组无显著性差异(P> 

0．05)：D组恢复最差，死亡率最高；C组死亡率低，恢复不完全。B、C、D组在损伤后3 d内出现MEP—N1峰潜期延长，之后逐渐降 

低：B组1N后MEP已与对照组无显著差异(P>0．05)；C、D组8周时MEP仍显著延长。病理切片也表现出相应改变。结论：小鼠SCI打 

击模型为一合理SCI模型．为SCI的理论研究奠定了基础 
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Establishment and evaluation of a mouse model of Allen’S spinal cord injury 
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【Abstract】Objective：To establish and evaluate a mouse model of graded Allen’s spinal cord injury(SCI)，and provide theoreti— 

cal evidence for a new model of contusive SCI．Methods：A total of 171 mice were divided into surgical controls(n=lS)that 

received laminectomy but did not receive a contusive injury，and experimental groups(n=153)ruined by modified Allen’S method 

and distinguished by the amount of weight in grams dropped onto the impounder and height from the weight to the im— 

pounder：group A(1 g X 2．5 am n=18)，group B(2 g×2．5 cm n=45)，group C(3 g×2．5 am n=45)and group D(3 g X 5 cm n= 

45)．All animals were assessed by electrophysiological，structural and examined using the basso mouse seale(BMS)．Results：Ax— 

cept the group A，the BMS revealed a statistically significant difference between surgical controls and experimental groups after 

injury．In experimental groups，both initially and as recovery progressed over time，there was no difference in functional out— 

come between group B and surgical controls at 2 week；group D recovered badly with a high mortality and there was no re— 

covery evidence in group C up to 8th week．The mean peak latency of Nl wave in MEP prolonged within 3days and then 

gradually decreased in experimental groups；however，by 1 week there was no significant difference between group B and surgi— 

cal controls(P>0．05)；in group C and D，there were still significant difference at 8 weeks．there were different histopatholog— 

ical changes in groups during the test．Conclusion：A mouse model of eontusive spinal cord injury is a reasonable model and 

provides theory basis for SCI studies． 
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1911年．Allen L 】报道了垂直打击脊髓建立脊髓 

损伤(Spinal cord injury。SCI)模型的方法．因这种方 

法更接近于人类SCI过程，临床相关性好，已广泛用 

于SCI的研究、治疗。随着SCI研究的不断深入，探索 
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某一基因或细胞因子对SCI后的影响变得越来越重 

要。小鼠不仅成本低、好喂养，而且在基因研究方面 

比大鼠更具明显优势．其基因与人类有着高同源 

性 ．人类对小鼠遗传操作也较成熟．便于分析某 

一 基因或细胞因子对SCI后的影响 因国内未有Allen’ 

s致伤模型建立．而国外相关动物模型又缺乏运动诱 

发电位等反映神经元损伤之客观评价指标 因此我 

们建立小鼠Allen’S SCI模型．通过运动功能BMS评 
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分、运动诱发电位(Motor evoeked potentials，MEP) 

电生理测定及病理切片HE染色．观察不同力致伤后 

小鼠脊髓功能的变化情况．为进一步研究SCI机制 

提供实验动物参考。 

1 材料与方法 

1．1 实验 动物分组 

成年雌性昆明小鼠171只，体重18～23 g，随机分为假手 

术组f18只)和实验组f153只)。实验组按打击重量及 高度分为 

A组(1 g×2．5 em，18只)，B组(2 g X 2．5 cm，45H)，C组 (3 g 

×2．5 cm，45只)，D组(3 g×5 em，45只)。每组分别在脊髓损 

伤后即刻 、6 h、12 h、l d、3 d、1周 、2周 、4周 、8周进行 电生理 

测定 、HE染色 ，小 鼠麻醉清醒后行 双后 肢运动功能评分 ．手 

术对照组和A组每时相点各2只动物．其它组每时相点各5只 

动物。 

1．2 手术步骤及损伤模型制备 

将实验动物用10％水合氯醛5 ml／kg腹腔麻醉后置于俯 

卧位．以胸椎弯曲最大处为中心．用剪刀剪去该区毛发 常规 

消毒，剪开皮肤 ，显露颈后脂肪垫．于后缘逐层切开，分离肌 

肉，暴露脊突。根据T9棘突斜向尾侧，T1 斜向头侧 ，T。。中立稍 

斜向后，确定T 椎体位置。咬去T 。。棘突及相应椎板，充分 

暴露脊髓背面及两侧 实验组采用Impactor Mode1—2改良 

Allen’s打击设备f由美 国W．M．Keek Center for Collaborative 

NeuroscienceRutgers，Wise Young~授惠赠)，分别以1 g×2．5 

am，2 g×2．5 cm，3 g×2．5 cm，3 g×5 cm力致伤，打击完毕 

后．无菌缝合伤El。假手术组除不损伤脊髓外，其余同实验组。 

术后常规人工排尿2～3次，d．直至恢复 自主膀胱 

13 术后动物行为学观 察 

各组小鼠分别在损伤后12 h、1 d、3 d、1周 、2周、4周 、8 

周进行运动功能评 分(BMS评分 ，表1、2) 由于SCI后小 鼠运 

动功能恢复与大鼠不同．BMS评分系统是通过观察小鼠SCI 

后运动功能的变 化而专为小鼠制定 该评分包括其主 、副评 

分系统．主要是观察SCI后后肢踝关节活动度、脚掌脚背触地 

情况、躯干稳定性及尾部位置 

1．4 MEP测 定 

动物麻醉后固定在立体定位仪上．头部、左股部剪毛 切 

开头皮暴露颅骨．在冠状缝下1 mm、矢状缝右旁开1 mm处 ． 

用牙科钻钻一直径2 mm／b~L暴露硬脑膜．将银球刺激电极 

固定在定位仪上 ．缓慢推进贴至硬脑膜 切开左股部皮肤 ．分 

离 出坐骨神经 ．将 双银丝记 录电极挂在坐骨神经 上 ．参考电 

极置头皮下 应用PoWerlaB／16SP型诱发电位仪．刺激频率4 Hz． 

波宽O．2 113s，强度3 mA．信号经前置放大器放大10万倍 ，计算 

机叠~1256次 ，各 组分别在 术后 即刻 、6 h、12 h、1 d、3 d、l 

周 、2周 、4周 、8周进行MEP检测 。 

表 1 BMS主评分系统 

分级 评分标准 

7 

8 

无踝关节运动 

踝关节轻微运动 

踝关节广泛活动 

无负重或有负重情况下脚掌着地或偶然、频繁、持续脚背站立但没有脚掌站立 

偶然脚掌站立 

频繁、持续脚掌站立，但不协调或频繁、持续脚掌站立，有些协调，但脚爪在触地和抬起时旋转 

频繁、持续脚掌站立，有些协调，脚爪触地时平稳；或频繁、持续脚掌站立，很协调，但脚爪在触地和抬起时旋转 

频繁 、持续脚掌站立 ，很协调 ，脚爪触地 时平稳但抬起 时旋转 ；或频繁 、持续脚掌站立 ，很协调 ，脚爪在触地和抬起时 

平稳．但有严重躯干不稳 

频繁 、持续脚掌站立 ，很协调 ，脚爪在触地 和抬 起时平稳 ，轻微躯干不稳 ；或频繁 、持续脚掌站立 ，很协调 ，脚爪 在触 

地和抬起时平稳．躯干稳定但尾巴下垂或翘起又下垂 

9 频繁 、持续脚掌站立 ，很协调 ，脚爪在触地和抬起 时平稳 ，躯干稳定 ，尾 巴翘起 

脚掌着地：偶尔，频繁=0：持续=1 

双后肢着地时协调：不协调=0；有些协调=1；非常协调=2 

脚爪触地：始终旋转=O；平稳伴有旋转=1；始终平稳：2 

躯干稳定性 ：严重不稳=0：轻度不稳=1；稳定=2 

尾 巴：下垂 ，翘起又下垂=0：翘起=1 

左+右= 

左+右= 

左+右= 

总评分f111 
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1．5 组 织切 片观 测 

MEP$0定后，左心室插管 ．剪开右心耳，先用50 ml生理 

盐水灌洗，再用40 g／L甲醛50 ml灌注 ，然后以伤段为中心切 

取约10 mm的脊髓 ．中性福尔马林固定48 72 h．取直接打击 

部位 ，常规石蜡包埋 ，连续切片 ，片厚4 Ixm，HE染色。 

1．6 统计学分析 

本研究各组小 鼠数据以 1表 示 ，运用SPSS12．0版统计 

软件包进行分析．选用SNK-q检验及Dunnet—t检验进行组间 

数据比较．单因素方差分析进行不同时相点间比较 

2 结 果 

本实验暴露脊髓时出血约0．2～0．3 m1．给予腹 

腔注射生理盐水0．1～0．2 ml补充血容量 整个实验 

中小鼠死亡17只，其中B组1只，C组3只，D组l3只。因 

尿路感染死亡3只．术后出现血尿2只．其它死因不 

明，可能与脊髓损伤太重有关。A组因运动功能评 

分、组织病理切片及电生理均为发现明显脊髓损伤 

的改变，未参与最后结果统计分析。 

一  

(力 

皇 
∞  

12 h 1 d 3 d 1周 2周 4周 8周 

致伤后时 间 

注： 各组与假手术组对应时间点比较，P<O．05；$各组内 

后一时间点与其前一相邻时间点比较．P<O．05 

图 1 各组 BMS主评分值 

一  

1 日 

c，) 

塞 
∞  

12 h 1 d 3 d 1周 2周 4周 8周 

致伤后时间 

注 ： 各组与假手术组对应时间点比较 ，P<O．05；$各 

组内后一时间点与其前一相邻时间点比较．P<0．05 

图 2 BMS副评分值 

2．1 术后BMS评分比较(图1、图2) 

术后12 h．所有小鼠都完全清醒 假手术组与 

实验组BMS评分差异明显(P<O．05)。随着时间的延 

长．脊髓功能都有所恢复，以损伤后1周恢复最明显。 

实验各组问BMS评分均有显著性差异(P<0．05)其中 

B组损伤后恢复较快．2周后与假手术组BMS评分无 

显著性差异(P>0．05)；c组次之，但未完全恢复，4周 

时评分趋于稳定，8周时BMS主评分(7．8±0．45)，副评 

分(9．4+0．55)；D组损伤最重 ，运动恢复最差。4周时 

BMS主评分(1．67_+0．58)，到8周时也未见改善。D组 

在1月时后部躯体出现明显萎缩．并且由于长期会阴 

部触地、摩擦，尿道口伴不同程度糜烂、溃疡。 

2．2 术后MEP检 测 比较 

术后各时间点MEP—N 峰潜伏期测定见图3、表 

3 各实验组峰潜伏期都有不同程度恢复 1周时，B 

组MEP峰潜伏期与对照组无显著差异(P>0．05)， 

但C、D组8周时MEP峰潜伏期与对照组相比差别仍 

显著(P<0．05)。D组ILC组MEP峰潜伏期延长，C组 

在损伤后即刻，D组在损伤后1d前均未测出MEP。 

在损伤后3 d内实验组均出现MEP延长．之后逐渐 

恢复 

一 ·

◆-一假手术组 
· · -●··B组 
一 + 一c组 

0 h 6 h 12 h 1 d 3 d 1周 2周 4周 8周 

致伤后时间 

注 ： 各组与假手术组对应时间点 比较 ，P<0．05；$各 组内后 

一 时间点与其前一相邻时间点比较．P<0．05 

图 3 MEP—N1峰潜伏期时间 

2．3 术后组织病理学改变 

脊髓打击后都出现明显瘀血．HE染色观察 ，损 

伤区主要位于脊髓灰质侧索和前索深层区域(图4)。 

损伤早期灰质内出血、水肿，部分神经元溶解。1周 

时血肿消退，淋巴细胞、胶质细胞增多，大量毛细血 

管增生．可见到神经元卫星现象 到第4周时增生的 

炎性细胞和毛细血管逐渐恢复正常．并见部分神经 

元固缩坏死。第8周时可见嗜酸性小体(图5)。实验 

组都有不同程度损伤．以D组损伤最重．出血面积最 

大，几乎占据整个脊髓灰质区 
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注 ：
* 各 组 与 假 手 术 组 对 应 时 间 点 比 较

，
P < O． 0 5 ；$ 各 组 内 后 一 时 间 点 与 其 前 一 相 邻 时 间 点 比 较

，
P < 0 ． 0 5

I d X 4 0 ( H E ) i 周 X 4 0 ( H E ) 8 周 X 4 0 ( H E )

图 4 C 组 H E 染 色 可 见 1 d 时 脊 髓 内 出 血 、 水 肿 ：1 周 时 血 肿 消 褪 ， 淋 巴 细 胞 、 胶 质 细 胞 增 多 ， 大 量 毛 细 血 管 增 生 ，

可 见 到 神 经 元 卫 星 现 象 ：4 周 时 增 生 的 毛 细 血 管 和 炎 性 细 胞 逐 渐 。恢复 正 常 ；8 周 时 ， 可 见 嗜 酸 性 小 体

3 讨 论

假 于 术纰 × 1 0 B 组 × 1 0 C 绀 × 1 0 D 组 × 1 0

图 5 H E 染 色 低 倍 镜 可 见 ：术 后 1 d 时 除 假 手 术 组 外 。 实 验 组 各 组 脊 髓 内 多 灶 性 出血 、 水 肿 ，

打 击 越 重 。 出血 、 水 肿 越 明 显

用 小 鼠作 为 S C I 模 型 具 有 经 济 、 易 于 喂 养 、 便 于

观 察 研 究 的优 点 ． 同 时 可 充 分 利 用 小 鼠基 因 变 异 的

多 样 性 研 究 某 一 基 因 或 细 胞 因 子 对 S C I 后 的 影 响 。

本 实 验 采 用 I m p a c t o r M o d e l 一 2 改 良 A l l e n
’

s 打 击 设

备 ， 通 过 电 磁 控 制 重 物 下 落 ， 保 证 脊髓 只 受 一 次 撞

击 ：通 过 对 脊 柱 损 伤 段 两 端 的 夹 持 ， 稳 定 脊 柱 ，
显 著

减 低 了 动 物 呼 吸 对 打击 精 确 度 的 影 响 ． 从 而 提 高 了

小 鼠脊髓 损 伤模 型 的标 准 化 和 可 重 复 性 ㈦
。

实 验 中对 小 鼠S C I 后 运 动 功 能 的 观 察 通 过 运 动

功 能 评 分 、 电 生 理 测 定 及 病 理 组 织 切 片 ， 从 主 观 、 客

观 两 方 面 评 价 不 同 力 致 伤 脊 髓 对 小 鼠 运 动 功 能 的

影 响 。 小 鼠运 动 功 能 评 分 采 用 国 际 最 新 的B M S 评 分

法 ． 该 评 分 根 据 S C I ／b 鼠 运 动 功 能 改 变 的 特 点 而 制

ǒ
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定的，已被证明是一敏感、可靠、有效的小鼠运动评 

分方法l31 特别是其副评分系统考虑到脊髓打击后 

可能造成双下肢功能的不一致．使BMS评分系统更 

加完善 该实验中也发现BMS评分简单易行．小鼠运 

动功能的改变也能通过BMS评分具体体现．脊髓不 

同损伤的小鼠．BMS评分存在显著性差异 在SCI早 

期．BMS评分降低除因脊髓受损使神经元发生原发 

性及继发性死亡外，还与局部出血、水肿及血管痉 

挛等急性炎症致动物疼痛及限制其活动有关 随着 

急性炎症的逐渐减轻以及胶质细胞的增生和分泌 

一 些神经营养因子促进了神经的修复与再生 ．BMS 

评分相应增高 

诱发电位是目前评价脊髓电生理功能较为客 

观的指标 实验中刺激电极直接与硬脑膜接触．记 

录电极置于对侧坐骨神经．避免了诱发电位从头皮 

和外周测量时因自发脑电[51和外周肢体肌电嘲的干 

扰 MEP是通过电或磁刺激运动皮层产生兴奋．经 

下行传导通路．在相应肌肉或神经表面记录到电位I7】 

MEP较躯体感觉诱发电位更直接、客观地反映运动 

传导束的机能状态f8．91 本实验中MEP最终恢复程度 

与脊髓打击损伤程度相一致 实验中发现小鼠脊髓 

损伤后3 d内出现一过性MEP值增高．之后逐渐下 

降．而这一时期．病理HE染色切片发现正是脊髓损 

伤出血、水肿最严重的时候 ，到1周时出血、水肿逐 

渐被淋巴细胞、胶质细胞代替。炎症趋于稳定，MEP 

也下降到低值 这种变化可能与外力造成脊髓本身 

损伤。同时也与损伤后出血 、水肿、变性坏死物质所 

引起神经细胞内外微环境改变而导致快K+通道的 

失活有关[10--12] 1周后MEP已趋于稳定．但BMS运动 

功能评分仍有变化．这说明在SCI急性期后．运动功 

能的最终恢复可通过MEP提前预测 但在损伤重的 

C、D组早期都没测~JMEP，随着时间的延长．MEP逐 

渐出现．这表明在SCI早期 ．并不能单纯根据MEP存 

在与否而推断运动通路是否存在．运动功能观察也 

证实了这点 

实验经过长期观察．实验组与假手术组对照．实 

验组都有不同程度损伤．B组最终恢复同假手组：D 

组恢复最差 ，死亡率最高；C组死亡率低，恢复不完 

全。说明打击是成功的，不同致伤力对模型影响不 

一

样，为SCI的理论研究奠定了基础。同时该模型改 

良了Allen法．提高了可靠性及可重复性．是一合理 

的SCI模型。 
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