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·基础研究·
电刺激对大鼠脊髓损伤后神经胶质纤维酸性蛋白与

白细胞介素-1α表达的影响①

张莹莹 1a，李俊岑 1a，饶莹 1a，杨拯 1b，张晓 1b，郑蕖 1c，许丽丽 1c

[摘要] 目的 探讨电刺激对脊髓损伤后神经胶质纤维酸性蛋白(GFAP)、白细胞介素-1α(IL-1α)表达的影响。方法 健康成年

SD 大鼠 72只随机分为正常组、损伤组、电刺激组。采用 Allen's法将后两组复制为脊髓 T9损伤模型。术后对电刺激组大鼠进行电

刺激治疗 7 d。3组均进行BBB评分，免疫组织化学检测GFAP与 IL-1α的表达情况。结果 损伤组和电刺激组BBB评分均小于正常

组(P<0.05)，伤后 5 d、7 d，电刺激组较损伤组 BBB 评分增加(P<0.05)。损伤组、电刺激组 GFAP 阳性表达均在伤后 5 d达到高峰，

伤后 5 d、7 d，电刺激组 GFAP 表达低于损伤组(P<0.05)；IL-1α阳性表达在伤后 7 d内持续上升，伤后 5 d、7 d，电刺激组 IL-1α表

达低于损伤组(P<0.05)。结论 电刺激能抑制GFAP与 IL-1α的表达，可能有利于减轻炎症反应，减少胶质瘢痕形成。
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Abstract: Objective To investigate the effects of electrical stimulation on the expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and

interleukin-1 alpha (IL-1α) in adult rats with spinal cord injury. Methods 72 adult SD rats were randomly divided into damage group (n=

24), electrical stimulation group (n=24) and normal group (n=24). The spinal cord incomplete injury model on T9 was made with Allen's

method in the former 2 groups. The rats in electrical stimulation group accepted electrical stimulation for 7 d. All the rats were evaluated

with the Basso, Beattie & Bresnahan locomotor rating scale (BBB scale), and the expression of GFAP and IL-1α were determined with im-

munohistochemistry. Results The BBB scores in both the damage group and electrical stimulation group were significantly less than that in

the normal group (P<0.05), and it was more in the electrical stimulation group than in the damage group 5 and 7 d after injury. The expres-

sions of the GFAP significantly increased after injury to the peak on 5th day, while it was less in the electrical stimulation group than in the

damage group 5 and 7 d after injury (P<0.05). The expressions of the IL-1α increased continually after injury, while it was less in the electri-

cal stimulation group than in the damage group 5 and 7 d after injury (P<0.05). Conclusion Electrical stimulation can inhibit the expression

of GFAP and IL-1α, that reduce inflammation and glial scar formation.
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脊髓损伤(spinal cord injury, SCI)是严重危害人类

健康的脊柱脊髓疾患，常致严重伤残，引起各种并发

症，严重影响患者的身心健康和生存质量，甚至危及

生命。脊髓损伤后，胶质细胞大量增生，胶质瘢痕形

成与炎症反应增强是加重神经损伤和功能障碍的主要

原因。电刺激在脊髓功能恢复中具有一定的促进作

用，但电刺激对 SCI后炎症反应和胶质瘢痕形成的影

响报道较少。电刺激是否有助于减轻 SCI后胶质瘢痕

形成和炎症反应呢？

神经胶质纤维酸性蛋白 (glial fibrillary acidic pro-

tein, GFAP)参与胶质瘢痕形成过程；白细胞介素 -1α

(interleukin-1 alpha, IL-1α)为主要的炎症因子，其表达

的增加是加重炎症反应和诱导神经元及少突胶质细胞

凋亡的主要因素之一。为此，本实验以 GFAP、IL-1α

为观察指标，探讨电刺激对大鼠脊髓损伤后不同时段

损伤区及附近GFAP、IL-1α表达的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物 健康成年 SD大鼠 72只，雌雄不限，体

重(180±20) g，由四川大学实验动物中心提供，分笼

饲养，动物饲养环境温度 20 ℃ ~25 ℃ 。随机分为损

伤组(n=24)、电刺激组(n=24)和正常组(n=24)。损伤组

和电刺激组于造模后 l d、3 d、5 d、7 d 分成 4 小组，

基金项目：1.四川省科技厅课题(2008SZ0053)；2.成都医学院创新实验项目(CX2010035)。
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每小组 6只。

1.2 动物模型制备 损伤组和电刺激组大鼠均用 1.5%

戊巴比妥钠 45 mg/kg腹腔注射麻醉，背部剃毛，常规

消毒。以 T9为中心，纵行切开皮肤及皮下组织，剥离

椎旁肌肉并暴露棘突与椎板，咬除 T9椎板，按 Allen's

法 [1]用自行加工设计的打击装置，将 10 g 冲击棒自 25

mm 高处自由坠落致伤脊髓。缝合伤口。正常组大鼠

仅切除相应椎板后即缝合伤口。术后大鼠独笼饲养。

协助大鼠排尿，每日早晚各 1 次，至其排尿反射恢

复；每日注射青霉素 1 ml和生理盐水 2 ml，抗菌和补

充体液，持续至大鼠取材。在此期间注意观察皮肤有

无压疮或感染、下肢有无溃烂。

1.3 电刺激 术后 24 h 起对电刺激组大鼠进行经皮电

刺激 30 min，每天 1 次。参数设置：疏密波脉冲电

流，电流强度中档，刺激频率 10 Hz，正极接 T7右侧

夹脊穴位置的皮肤，负极接右下肢足三里穴位置的皮

肤。连续电刺激至各组动物取材。

1.4 取材及切片处理 各组大鼠分别在术后 1 d、3 d、

5 d、7 d 取材。用过量的戊巴比妥钠麻醉大鼠，自左

心室插管后剪开右心耳，灌注加入肝素钠与普鲁卡因

的冰生理盐水，直到有澄清液从右心耳流出，再灌注

4%多聚甲醛 1 h。打开椎弓管，切除 T7、T9、T11段脊

髓，固定 24 h后置自动脱水包埋机处理。修片，连续

切片，片厚 5 μm ，连续 5张进行贴片、烤片，备用。

1.5 免疫组织化学染色 采用非生物素二步法进行

GFAP和 IL-1α免疫组化染色。将各组切片置于二甲苯

中脱腊，梯度酒精水化，高压热抗原修复，用 3%

H2O2封闭内源性过氧化物酶，正常山羊血清封闭非特

异性抗原。分别滴加 GFAP 抗体(1 ∶ 500)或 IL-1α抗体

(1 ∶ 20)，4 ℃ 冰箱过夜。用兔抗鼠二抗 37 ℃ 恒温孵育

60 min。加入 DAB-H2O2 显色液，室温下反应，显微

镜下显色充分，及时用 0.01 mol/L PBS 漂洗；苏木素

复染，梯度酒精逐级脱水，二甲苯透明，树胶封片。

显微镜下观察 GFAP、IL-1α的表达，阳性结果为棕黄

色反应。

1.6 大鼠后肢运动功能观察 按照 Basso[2]等报道的

BBB(Basso, Beattie & Bresnahan locomotor rating scale)

运动功能评分方法进行评定。

1.7 统计学分析 用 OLYMPUS 数码照像机采集图

像，观察 GFAP、IL-1α阳性产物在脊髓的分布。分别

计数各组术后 1 d、3 d、5 d、7 d脊髓内、中、外 3个

视野 1028 μm2 面积内 GFAP、IL-1α的阳性细胞数，测

量阳性产物的平均积分光密度值。各组阳性细胞数和

平均积分光密度值数据以 (x̄± s) 表示，用 SPSS 13.0

软件进行方差分析，显著性水平 α =0.05。

2 结果

2.1 BBB 评分 损伤前，3 组大鼠 BBB 评分均为 21.00

分；损伤后，损伤组、电刺激组 BBB评分均小于正常

组(P<0.05)；从损伤后第 5 天开始，电刺激组 BBB 评

分高于损伤组(P<0.05)。见表 1。

表 1 脊髓损伤后不同时间点各组大鼠BBB 评分的比较( n=6)

组别

正常组

损伤组

电刺激组

1 d

21.00±0.00

0.01±0.21a

0.09±0.38a

3 d

21.00±0.00

0.33±0.52a

0.67±0.54a

5 d

21.00±0.00

1.17±0.41a

3.80±0.45a,b

7 d

21.00±0.00

2.33±0.38a

6.67±0.31a,b

注：a：与正常组比较，P<0.05；b：与损伤组比较，P<0.05。

2.2 GFAP 正常组脊髓中央管周围的室管膜区未见

GFAP 阳性细胞的表达；室管膜区以外的灰质和白质

中偶可见染色程度较弱的 GFAP 阳性细胞；GFAP 阳

性细胞突起细长并向四周延伸。损伤 1 d 后，损伤组

和电刺激组可观察到脊髓损伤区、损伤邻近区、中央

管周围室管膜区、灰质和白质中 GFAP 阳性细胞的表

达(图 1)；损伤 3 d 后，在损伤区及周围灰质、白质中

GFAP 阳性细胞的表达与损伤后 1 d 相比均增多 (P<

0.05)，GFAP 阳性细胞肥大，染色变深；损伤 3~5 d，

GFAP阳性细胞逐渐达到高峰；5 d时损伤组和电刺激

组的积分光密度值均达到最高，损伤组高于电刺激组

(P<0.05) (图 1，表 2)；损伤 7 d后，电刺激组和损伤组

GFAP 阳性细胞较 7 d 时减少 (图 1)。与损伤组相比，

电刺激组变化幅度较小。见表 2、表 3。

表 2 损伤后不同时间点大鼠GFAP平均积分光密度值(n=6)

组别

正常组

损伤组

电刺激组

1 d

1.18±0.11

2.84±0.36

1.64±0.44

3 d

1.15±0.14

3.7±2.61a

3.70±1.54a

5 d

1.15±0.10

14.02±1.50a

5.74±0.15a,b

7 d

1.23±0.13

6.67±7.58a

4.58±0.52a,b

注：a：与正常组比较，P<0.05；b：与损伤组比较，P<0.05。

表 3 损伤后不同时间点大鼠GFAP阳性细胞数(n=6)

组别

正常组

损伤组

电刺激组

1 d

9.10±0.21

14.89±0.33

18.31±0.22

3 d

9.09±0.19

26.30±0.80a

42.10±1.61a

5 d

9.09±0.23

35.32±0.15a

57.51±0.50a,b

7 d

9.08±0.17

31.43±0.88a

50.48±0.34a,b

注：a：与正常组比较，P<0.05；b：与损伤组比较，P<0.05。

2.3 IL-1α 正常组脊髓灰质前角附近有极少量 IL-1α阳

性细胞。损伤组损伤后 1 d，脊髓灰质前角可见少量

IL-1α阳性细胞，呈 IL-1α弱染色的突起(图 2)；随着时

间的推移，IL-1α表达量呈递增趋势(图 2)，至损伤后
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2.4 GFAP 和 IL-1α在电刺激组中的相关性 用 SPSS

13.0统计软件对电刺激组中 GFAP和 IL-1a的阳性细胞

数的平均积分光密度值进行 Pearson 相关分析，GFAP

和 IL-1α在 1~7 d的变化相关(r=0.891, P<0.05)。

3 讨论

GFAP 作为星形胶质细胞的主要骨架蛋白之一，

是星形胶质细胞的一种特征性标记物[3]。GFAP表达的

减少反映星形胶质细胞反应性减弱 [4]。星形胶质细胞

一方面能提供特殊的轴突再生促进因子或诱导因子，

促进或诱导轴突再生；另一方面也可产生阻碍轴突再

生的抑制因子或形成局部瘢痕[5-9]。

电刺激能在局部形成“微电池”效应，加速局部

代谢，改善局部缺血微环境 [10-11]，促进脊髓损伤后神

经组织的再生与修复，减轻脊髓的继发性损伤[12]。

本实验结果显示，在电刺激组和损伤组中，脊髓

损伤后 1~3 d，GFAP阳性表达无显著性差异，但星形

胶质细胞在大鼠脊髓损伤后 1 d开始活化，1~3 d增殖

缓慢，这可能与脊髓损伤早期主要表现为局部水肿、

出血和组织细胞发生水解坏死，而胶质细胞处于活化

初期有关；损伤后 5 d两组 GFAP阳性表达到高峰，而

损伤后 7 d，GFAP 阳性细胞减少，在这两个时间点，

电刺激组 GFAP表达低于损伤组，提示损伤后 5 d可能

是电刺激影响星形胶质细胞过度增殖的关键时间点。

IL-1α是在感染和炎症状态下，由多种细胞产生

的、具有多方面生物学功能的细胞因子，主要参与介

导炎症反应、调节免疫及调节机体代谢 [13-14]。IL-1α表

达减少提示炎症反应的减弱。有实验表明，电针督脉

可以通过抑制脊髓水肿的程度来减轻脊髓的继发性损

伤 [15]；在缺血性脑损伤大鼠，电针明显抑制大鼠脑组

织炎症反应，减轻缺血再灌注继发性神经元损伤，对

脑缺血再灌注损伤有显著的保护作用 [16]。本实验结果

提示，电刺激可能能抑制受损伤脊髓组织中的 IL-1α

表达，减轻脊髓损伤后炎症反应和细胞凋亡。

本实验提示，脊髓损伤后，GFAP和 IL-1α的表达

存在相关性。有文献报道，星形胶质细胞能合成和分

泌神经活性物质 [17]；而炎症因子的释放可导致组织损

伤和细胞凋亡，进而反射性促进星形胶质细胞增殖和

胶质瘢痕形成[18]。两者之间存在一定联系。

脊髓继发性损伤是在原发性损伤的基础上触发的

一系列多种分子和细胞参与的复杂过程，对这一过程

本质的认识对于控制继发性损伤，促进脊髓再生修复

具有重要意义 [19-20]。本研究提示，电刺激在短期内能

减少星形胶质细胞增生，降低炎症因子，创造了有利

于运动功能的恢复及神经再生的微环境。但长期电刺

激治疗的疗效情况仍不清楚。
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