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不同训练方法对大鼠骨折后脊髓功能恢复的影响 *
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摘要 目的：分析不同训练方法对大鼠骨折后脊髓功能恢复的影响。方法：随机选取 40只 Sprague Dawley (SD)大鼠，建立骨折合

并脊髓损伤模型，另取 10只大鼠作为正常组。将建模成功的 SD大鼠随机分为模型组、减重平板训练组、游泳训练组和转笼训练

组。分别于损伤前和损伤后对大鼠的运动功能进行评测；术后 35 d对大鼠的运动诱发电位（(motor evoked potentials, MEP）、脑源

性神经生长因子（brain-derived neuotrophyic factor, BDNF）、神经元特异性烯醇化酶（neuron-specific enolase, NSE）和脊髓组织

Cleaved Caspase-3表达量、肌纤维横截面积和直径进行评测。结果：损伤后，手术组大鼠运动功能评分均降低；经不同方式训练后，

大鼠的运动功能评分均上升，14 d～35 d数据差异有统计学意义（P＜0.05）。术后 35 d，与模型组相比，训练组大鼠运动诱发电位

潜伏期均缩短，波幅、BDNF和 NSE表达量、肌纤维横截面积和直径均增大，Cleaved Caspase-3表达量均降低，14 d～35 d数据差

异有统计学意义（P＜0.05）。其中，减重平板训练组各指标检测结果最优。结论：三种训练方式均可促进大鼠骨折后脊髓功能恢复，

其中减重平板训练组恢复效果＞游泳训练组＞转笼训练组。
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Effects of Different Training Methods on the Recovery of Spinal Cord
Function after Fracture in Rats*

To analyze the Effects of different training methods on the recovery of spinal cord function after fracture in

rats. Forty SD rats were randomly selected to establish the model of fracture combined with spinal cord injury, and another 10

rats were selected as the normal group. SD rats were randomly divided into model group, weight-loss training group, swimming training

group and rotating cage training group. The motor function of rats was evaluated before and after injury. The motor evoked potential

(MEP), brain-derived nerve growth factor (BDNF), neuron specific enolase (NSE) and cleaved caspase-3 expression in spinal cord tissue,

cross-sectional area and diameter of muscle fibers were measured 35 days after operation. After the injury, the motor function

scores of the rats in the operation group decreased. After training in different ways, the score of motor function of rats increased, and the

difference was statistically significant (P<0.05). On the 35th day after operation, compared with the model group, the latency of motor
evoked potential in the training group was shortened, the amplitude, the expression of BDNF and NSE, the cross-sectional area and diam-

eter of muscle fiber were increased, and the expression of cleaved caspase-3 was decreased, and the difference between the 14 d and 35 d

was statistically significant (P<0.05). Among them, the test results of each index of the weight-loss plate training group are the best.
Three training methods can promote the recovery of spinal cord function after fracture in rats, among which the recovery effect

of weight-loss plate training group > swimming training group > rotating cage training group.
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lase

*基金项目：国家自然科学基金青年基金项目（51907197）；陕西省科技厅基金项目（2019SF-168）

作者简介：卫永鲲（1972-），男，硕士，主任医师，研究方向：骨科方面相关研究，电话：13772809549，E-mail：weiyongkun197201@163.com

（收稿日期：2020-03-05 接受日期：2020-03-31）

前言
脊髓损伤（Spinal cord injury，SCI）是一种严重致残性伤害，

主要由交通、工矿事故及运动意外所造成的严重中枢神经系统
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损伤[1]。根据相关报告，SCI具有高发生率、高致残率，但其实际

发病率比统计数据更高，因部分数据不包括入院前死亡的 30%[2,3]。

该损伤发生常伴随着感觉、运动、神经的功能的障碍以及相关

并发症的出现，对患者的日常生活及健康具有严重不良影响，

也给家庭和社会造成巨大的经济负担[4]。目前国内外研究主要

集中在对脊髓损伤研究或骨折的研究，很少研究关注骨折合并

脊髓损伤，因此，以骨折合并脊髓损伤动物模型研究不同训练

方法对大鼠骨折后脊髓功能恢复的影响是十分必要的。相关研

究结果显示，大鼠发生 SCI后，会出现神经元大量丢失，从而导

致神经功能障碍或丧失[5]。运动训练对中枢神经再生环境的改

善具有积极作用，SCI大鼠通过各种运动训练，BDNF、神经生

长导向因子 Slit2、人生长相关蛋白的表达规律均有显著变化，

脊髓功能和骨折恢复效果得到不同程度的提高[6]。运动训练常

用方法为减重训练、游泳训练和转笼训练等，不同运动训练因

训练强度和训练时间不同，提高效果也不一致。本研究建立了

骨折合并 SCI模型，主要研究三种训练方法对大鼠脊髓功能恢

复的影响，报告如下。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器

水合氯醛（购自国药集团化学试剂有限公司）；苏木精 -伊

红（H&E）染色试剂盒（购自迈基生物 -中国）；Caspase-3 免疫

组化试剂盒（购自江苏江莱生物科技有限公司）；大鼠脑源性神

经生长因子（BDNF）和神经元特异性烯醇化酶（NSE）免疫组化

试剂盒（购自上海安妍生物有限公司）。

1.2 实验动物选择

选取健康雄性 SD大鼠 48只，体重 290～320 g，SPF级，购

自陕西省医学实验动物中心。分笼饲养，自由饮水，环℃，相对

湿度控制在 50 %～55 %，昼夜 12 h循环照明，通风良好。境温

度控制在 25± 2℃。

1.3 骨折合并脊髓损伤大鼠模型建立

大鼠采用 10 %水合氯醛（300 mg/kg）行腹腔注射麻醉后，

去除背部、左后肢外侧以及膝关节前侧毛发并消毒手术区域，

取俯卧位，纵行切开大鼠背部 T10处皮肤及皮下组织，分离皮

下组织，剥离棘突旁肌肉，切除 T10棘突，用咬骨钳咬去椎板，

暴露脊髓硬膜，然后用重约 30 g小球顺导管从 3 cm高度自由

落体打击脊髓。逐层缝合 SD大鼠肌层、皮下组织、皮肤。然后

采用单纯骨折组股骨骨折模型的方法制造股骨骨折。造模结束

后各大鼠皮下注射 8× 104 U青霉素预防感染[7]。

1.4 实验动物分组及给药方法

将造模成功且成活的 40只大鼠随机分成 A组（模型组，

不做任何训练）、B组（减重平板训练）、C组（游泳训练）和 D组

（转笼训练），每组 10只。造模一周后开始训练，训练频率：3次

/d，每周训练 5 d，每次 15 min，连续 4 w。减重平板训练采用专

用跑步机及自制减重装置，跑步速度为 0.8 km/h，加重量为体

重的 20 %～40 %（随着时间逐渐减少减重量，第 1 w加重 40

%，第 2 w减重 35 %，第 3 w减重 30 %，第 4 w减重 20 %）[8]。

水中训练即游泳训练，将 75 cm× 50 cm× 45 cm的游泳池内灌

入深 35 cm的自来水，水温保持在 33℃～36℃。转笼训练采

用长 30 cm、直径 60 cm的圆形滚筒笼，一端有手摇柄，训练时

将转速控制在 5 r/min。另取 10只大鼠作为正常组，不做任何处理。

1.5 正常观察指标及评价方法

1.5.1 运动功能评定 分别于损伤前、损伤后 1 d、7 d、14 d、21 d、

28 d和 35 d对大鼠的运动功能进行评测。

1.5.2 斜板试验 将大鼠置于同一光滑斜板上，将模板由 0°

轻轻抬起，每次升高 5° ，以大鼠能在斜板上维持 5 s的最大角

度值为其功能值，并进行记录[9]。

1.5.3 运动功能评分 根据 Basso-Beattie-Bresnahan（BBB）评

分标准对大鼠后肢的运动功能进行评分。将大鼠放置于一开阔

平地上，让其自由爬行，观察大鼠后肢活动情况，包括后肢关节

活动、负重情况、步态、尾巴状态、协调动作和精细动作等。此评

分从 0～21分共有 22个等级，完全瘫痪为 0分，完全正常为

21分，等级越高，后肢运动功能越好。评定前需排空膀胱，评定

过程中保持环境安静。由两名熟悉 BBB评分标准的非本研究

组人员进行评估，每次 5 min左右，取平均值[10]。

1.5.4 改良 Tarlov评分 根据后肢的活动、负重、行走情况将

其运动功能分为 6个等级：后肢不能活动和负重为 0分；后肢

可进行轻微活动但不能负重计 1分；后肢活动频繁或有力，但

不能负重和步行计 2分；后肢可支持体重，仅有轻度障碍，明显

无力为 3分；可负重和行走，仅有情况障碍，明显无力为 4分；

行走功能正常为 5级[11]。

1.5.5 MEP检查 末次运动功能评定结束后，将大鼠麻醉后

固定在手术台上，常规显露颅骨，用颅钻在大鼠前肢皮层代表

区对应颅骨处钻孔，暴露大脑皮层运动区。把接受电极放在大

脑皮层运动区，将刺激电极放在大鼠脊髓伤点上[12]。将肌电图

针插入股四头肌内，另一端插入诱发电位仪的 input孔。地线放

于刺激电极与接受电极之间，插在臀大肌或股四头肌内。刺激

参数：刺激频率 4 Hz，波宽 0.2 ms，强度 1.8～2.0 m，单方波电

脉冲，不需要平均。打印记录运动诱发电位的潜伏期和波幅的

波形曲线，每次测试至少重复刺激 2次以获得稳定的波形。

1.5.6 BDNF和 NSE表达[13] 诱发电位检查结束后，将大鼠处

死，取损伤部位脊髓组织，经常规固定、脱水、石蜡包埋、切片

后，按试剂盒说明书方法对脑源性神经生长因子（BDNF）和神

经元特异性烯醇化酶（NSE）表达进行免疫组化染色，检测脊髓

组织神经纤维恢复情况。取 5个不同高倍视野，胞浆呈浅黄色、

棕黄、棕褐色细胞为阳性，记录阳性细胞数百分比，取平均值。

1.5.7 脊髓组织 Cleaved Caspase-3表达水平 采用免疫组化

法进行检测。上述小鼠每只取 5张距损伤中心 0.5 cm内的切

片，常规脱蜡，3 %过氧化氢处理、高温修复、血清封闭、一抗

4 ℃孵育过夜（浓度为 1:50，阴性对照组用 PBS代替），隔日采

用二抗室温孵育 30 min，然后二氨基联苯胺（DAB）显色，甘油

封片后，于倒置显微镜下观察切片上棕色部位（阳性表达位置）

及颜色强弱（棕色），用 Image-Pro Plus 5.0对阳性表达区平均光

密度进行分析。以上各步骤间均用 PBS漂洗 3次，每次 5 min[14]。

1.5.8 肌纤维横截面积和直径 取任意一侧腓肠肌，经常规固

定、脱水、石蜡包埋、切片后，每只大鼠随机选取 5张切片，作

HE染色，在光学显微镜下观察形态学改变并拍照。采用 Im-

age-Pro Plus 5.0图像分析软件机选每张切片的肌纤维横截面

积和直径[15]。
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1.6 统计学方法

采用 SPSS16.0统计学软件对数据进行统计学分析，计量

资料以均数± 标准差表示，以重复测量和 one-way ANOVA作

差异显著性分析。P＜0.05为方差有统计学意义。

2 结果

2.1 运动功能评定

2.1.1 斜板试验 损伤前、损伤后各组大鼠斜板运动功能评分

结果显示，四个手术组大鼠损伤后斜板运动功能评分均较损伤

前降低，降低幅度无统计学意义（P＞0.05）。损伤后，三个训练

组大鼠分别给予减重平板训练、游泳训练和转笼训练，并于训

练不同时间后对大鼠的斜板运动功能进行评分，结果显示，与

模型组相比，三个训练组大鼠各时间点斜板运动功能评分均呈

上升趋势，且上升幅度均大于模型组，14 d～35 d数据差异有

统计学意义（P＜0.05）。三个训练组中，减重平板训练组斜板功

能运动评分优于游泳训练组和转笼训练组。

表 1 斜板试验观察结果（n=10，x± s）
Table 1 Observation results of inclined plate test (n=10，x± s)

Groups Group A（score） Group B（score） Group C（score） Group D（score） F P

Before injury 21.0± 0.0 21.0± 0.0 21.0± 0.0 21.0± 0.0 / /

1 d 0.0± 0.0 0.0± 0.0 0.0± 0.0 0.0± 0.0 / /

7 d 1.4± 0.5 2.3± 0.7 2.0± 0.8 1.7± 0.7 3.253 0.033

14 d 6.3± 0.7 10.4± 1.1 9.4± 0.8 6.7± 0.7 58.272 ＜0.05

21 d 8.0± 0.8 12.5± 0.8 11.3± 1.1 9.1± 1.1 44.946 ＜0.05

28 d 10.2± 1.0 13.7± 1.1 13.4± 1.2 10.9± 1.4 22.751 ＜0.05

35 d 12.6± 0.7 16.7± 1.1 16.6± 0.8 13.4± 1.0 55.894 ＜0.05

2.1.2 Basso-Beattie-Bresnahan（BBB）运动功能评分 损伤前、

损伤后各组大鼠 BBB运动功能评分结果显示，四个手术组大

鼠损伤后 BBB运动功能评分均降低至 0，各组评分无统计学

意义（P＞0.05）。损伤后，三个训练组大鼠分别给予减重平板训

练、游泳训练和转笼训练，并于训练不同时间后对大鼠的 BBB

运动功能进行评分，结果显示，与模型组相比，三个训练组大鼠

各时间点 BBB运动功能评分均呈上升趋势，且上升幅度均大

于模型组，14 d～35 d数据差异有统计学意义（P＜0.05）。三个

训练组中，减重平板训练组 BBB功能运动评分优于游泳训练

组和转笼训练组。

表 2 BBB运动功能评分结果（n=10，x± s）
Table 2 BBB motor function score results（n=10，x± s）

Groups Group A（° ） Group B（° ） Group C（° ） Group D（° ） F P

Before injury 42.5± 2.6 44.0± 3.2 43.0± 2.6 43.5± 2.4 0.556 0.641

1 d 14.0± 2.1 15.5± 1.6 15.0± 2.4 16.0± 2.1 1.721 0.180

7 d 18.0± 2.6 20.0± 2.4 18.5± 2.4 18.5± 2.4 1.256 0.304

14 d 19.5± 2.6 29.5± 5.0 28.0± 2.6 22.5± 3.5 16.861 ＜0.05

21 d 22.5± 2.6 30.5± 2.8 32.0± 3.5 31.0± 3.9 17.922 ＜0.05

28 d 25.5± 2.8 35.5± 1.6 34.0± 2.1 34.5± 2.8 37.120 ＜0.05

35 d 28.5± 2.4 38.0± 3.5 36.0± 2.1 37.5± 2.6 26.491 ＜0.05

2.1.3 改良 Tarlov评分 损伤前、损伤后各组大鼠改良 Tarlov

评分结果显示，四个手术组大鼠损伤后改良 Tarlov评分均降低

至 0，各组评分无统计学意义（P＞0.05）。损伤后，三个训练组大

鼠分别给予减重平板训练、游泳训练和转笼训练，并于训练不

同时间后对大鼠的进行改良 Tarlov评分，结果显示，与模型组

相比，三个训练组大鼠各时间点改良 Tarlov评分均呈上升趋

势，且上升幅度均大于模型组，14 d～35 d数据差异有统计学

意义（P＜0.05）。三个训练组中，1 d～21 d减重平板训练组改良

Tarlov评分优于游泳训练组和转笼训练组；28 d和 35 d减重平

板训练组和游泳组数据差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.2 运动诱发电位（MEP）检查

损伤后 35 d各组大鼠运动功能评分结束后对大鼠的运动

诱发电位进行检查，结果显示，与正常组相比，四个手术组大鼠

的潜伏期均延长，波幅均降低，各组结果差异均有统计学意义

（P＜0.05）。与模型组相比，三个训练组大鼠的潜伏期均缩短，波

幅均增大，各组结果差异均统计学意义（P＜0.05）。三个训练组

检测结果相比，减重平板训练组大鼠的潜伏期缩短和波幅增大

幅度最大，转笼训练组大鼠的潜伏期缩短和波幅增大幅度最小。

2.3 BDNF和 NSE表达

运动诱发电位检测结束后对大鼠的 BDNF和 NSE进行评
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测，结果显示，与模型组相比，三个训练组大鼠的 BDNF细胞数

和NSE细胞数均增大，各组结果差异均有统计学意义（P＜0.05）。

三个训练组检测结果相比，减重平板训练组大鼠的 BDNF细胞

数和 NSE细胞数增大幅度最大，转笼训练组大鼠的 BDNF细

胞数和 NSE细胞数增大幅度最小，即说明减重平板训练效果

优于游泳训练和转笼训练。

表 3 改良 Tarlov评分结果（n=10，x± s）
Table 3 Improved Tarlov score results（n=10，x± s）

Groups Group A（score） Group B（score） Group C（score） Group D（score） F P

Before injury 5.0± 0.0 5.0± 0.0 5.0± 0.0 5.0± 0.0 / /

1 d 0.0± 0.0 0.0± 0.0 0.0± 0.0 0.0± 0.0 / /

7 d 0.7± 0.5 1.3± 0.7 1.0± 0.7 1.0± 0.7 1.521 0.226

14 d 1.4± 0.7 2.1± 0.7 1.9± 0.9 2.0± 0.7 4.240 ＜0.05

21 d 2.1± 0.6 3.0± 0.8 2.9± 0.9 2.7± 0.7 2.940 ＜0.05

28 d 2.6± 0.8 3.4± 0.8 3.4± 0.8 3.1± 0.6 4.513 ＜0.05

35 d 2.8± 0.6 3.5± 0.8 3.5± 0.8 3.1± 0.6 4.466 ＜0.05

表 4 运动诱发电位检查结果（n=10，x± s）
Table 4 Examination results of motor evoked potentials（n=10，x± s）

Groups BDNF cell number NSE cell number

Group A 2.9± 0.7 2.3± 0.3

Group B 4.5± 1.1 4.0± 0.6

Group C 4.0± 0.9 3.5± 0.4

Group D 3.5± 0.4 2.8± 0.4

F 28.331 7.637

P ＜0.05 ＜0.05

表 5 BDNF和 NSE表达结果（n=10，x± s）
Table 5 BDNF and NSE expression results（n=10，x± s）

Groups Incubation period（ms） Amplitude（滋v）

A group 14.91± 0.82 0.36± 0.05

B group 8.41± 0.81 1.03± 0.14

C group 8.58± 0.52 1.00± 0.14

D group 10.50± 1.26 0.87± 0.08

E group 5.51± 0.28 1.47± 0.08

F 184.522 144.834

P ＜0.05 ＜0.05

2.4 脊髓组织 Cleaved Caspase-3表达水平

采用 IPP软件对损伤部位脊髓组织中 Cleaved Caspase-3

表达水平进行灰度分析，结果显示，与模型组相比，三个训练组

大鼠的平均光密度均降低，各组结果差异均有统计学意义（P＜
0.05）。三个训练组检测结果相比，减重平板训练组大鼠的

Cleaved Caspase-3检测平均光密度和游泳训练训练组大鼠的

降低幅度较大，两组数据差异无统计学意义（P＞0.05），即说明

减重平板训练组 Cleaved Caspase-3表达量与游泳训练训练组

一致，均低于转笼训练组。

表 6 Cleaved Caspase-3表达水平检查结果（n=10，x± s）
Table 6 Cleaved Caspase-3 expression level check results（n=10，x± s）

Groups Group A（point） Group B（point） Group C（point） Group D（point） F P

Expression level 0.45± 0.07 0.22± 0.04 0.21± 0.04 0.30± 0.03 54.403 ＜0.05
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2.5 肌纤维横截面积和直径

各组大鼠肌纤维横截面积和直径检测结果显示，与正常组

相比，四个手术组大鼠的肌纤维维横截面积和肌纤维直径均降

低，各组数据差异均有统计学意义（P＜0.05）。与模型组相比，

三个训练组大鼠维维横截面积和肌纤维直径均增大，各组数据

差异均有统计学意义（P＜0.05）。三个训练组相比，减重平板训

练组大鼠维维横截面积和肌纤维直径增大幅度最大，转笼训练

大鼠维维横截面积和肌纤维直径增大幅度最小，即减重平板训

练更有助于肌纤维的恢复。

表 7 肌纤维横截面积和直径检查结果（n=10，x± s）
Table 7 Examination results of muscle fiber cross-sectional area and diameter（n=10，x± s）

Groups Muscle fiber cross-sectional area（滋m2） Muscle fiber diameter（滋m）

Group A 32.51± 2.88 6.11± 0.27

Group B 51.22± 3.03 8.15± 0.25

Group C 40.64± 2.90 7.01± 0.30

Group D 36.56± 3.55 6.19± 0.37

Group E 55.23± 3.03 8.47± 0.38

F 98.064 116.872

P ＜0.05 ＜0.05

3 讨论

脊髓损伤是临床上比较常见的中枢神经系统损伤，目前其

急性期治疗方式仍以手术治疗为主。通常术后患者仍存在损伤

平面以下的肢体无法正常活动、神经功能障碍等问题[16]。脊髓

损伤或骨折合并脊髓损伤后脊髓功能的恢复是研究的重点，临

床研究发现，骨折或脊髓损伤后，康复运动对损伤后脊髓功能

的恢复有重要的作用，可帮助骨折及脊髓损伤患者恢复患者的

部分功能，预防术后并发症发生[17,18]。因此，运动训练是临床上

促进骨折愈合和脊髓功能恢复的重要措施，通过动物实验研究

运动训练对骨折愈合或脊髓功能恢复的影响及恢复机制是临

床前研究常用的手段[19,20]。目前研究采用较多的训练方法为减

重跑台训练、游泳训练和自发性转笼训练。减重跑台训练是目

前被广泛使用的训练方法,该方法不同于常规康复训练如单纯

的肌力、关节活动等，可模拟人类的步行方式，通过激活 SCI大

鼠脊髓神经元，促进其后脊髓结构恢复，减轻疼痛[21,22]。游泳是

一种特殊的减重训练方式，水的浮力可提供体重支撑，让 SCI

大鼠在自然状态下有组织有计划的游泳。相关研究表明：游泳

训练对 SCI大鼠运动功能恢复有很大作用，有助于脊髓损伤后

大鼠运动功能的恢复。转笼训练是一种主动运动，无需外界刺

激，一般可分为单纯性转笼运动和食物诱惑转笼运动，可激活

神经元的活动恢复，促进轴突再生以及神经营养因子生成，有

助于促进 SCI的治愈。

BDNF参与感觉、运动神经元的发育分化与生长再生，运

动训练后 SCI大鼠脊髓内 BDNF的表达较对照组明显增加，表

明运动训练可促进脊髓内 BDNF的表达，调控轴突生长 /再

生，从而促进 SCI运动功能恢复[23,24]。NSE可作为神经元损伤的

敏感性标志物应用于临床研究，其绝大部分在中枢神经系统的

灰质内，损伤的神经细胞变性坏死，得以释放的 NS可通过血 -

脊髓屏障浸入外周血，研究发现证实，运动训练可促进脊髓内

NSE的表达[25,26]。

细胞凋亡是受一系列连续基因调控的程序化反应，Cas-

pase-3是细胞凋亡蛋白级联反应的必经之路，当细胞发生凋亡

时，Caspase-3被活化成 Cleaved Caspase-3，它的活化是凋亡进

入不可逆阶段的标志[27-29]。临床及研究证实在各种不同类型的

脊髓损伤引起的继发性神经元死亡中广泛存在着细胞凋亡，运

动训练可促进神经元的再生，但是运动训练是否降低神经元的

死亡尚未可知 [30]。本研究对训练后脊髓组织中 Cleaved Cas-

pase-3的表达进行了检测，结果显示，训练组大鼠的 Cleaved

Caspase-3表达量较模型组较低，说明运动训练可通过降低神

经元死亡速率，提升脊髓功能。另外，研究发现，运动功能的恢

复与神经肌肉功能恢复相关，本研究也对各组大鼠的肌纤维横

截面积和直径进行了检测，结果显示，训练组大鼠的纤维横截

面积和直径恢复速度大于模型组，说明通过运动可加快神经肌

肉功能恢复，进而加快神经和运动功能的恢复。

综上，三种训练方式均可促进对大鼠骨折后脊髓功能恢

复，其中减重平板训练组恢复效果＞游泳训练组＞转笼训练组。
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