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摘要　应用Ａｌｌｅｎ造模法制备大鼠急性脊髓损伤（ＳＣＩ）模型，研究弱激光照射对损伤脊髓组织内肿瘤坏死因子α

（ＴＮＦα）、白介素６（ＩＬ６）和白介素１０（ＩＬ１０）表达的影响。６８只ＳＤ大鼠随机分为正常组、ＳＣＩ组和照射组，照射组应

用８１０ｎｍ弱激光经皮照射相应的脊髓损伤节段。分别于术后１ｄ、３ｄ和７ｄ进行ＢＢＢ评分；１ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ、１ｄ、

３ｄ、５ｄ和７ｄ取材，酶联免疫吸附检测（ＥＬＩＳＡ）法检测受损脊髓组织内ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１０的表达情况。实验发

现，照射后７ｄ照射组大鼠ＢＢＢ评分高于ＳＣＩ组，且有统计学意义（犘＜０．０５）；与ＳＣＩ组相比，照射组受损脊髓组织内

ＴＮＦα和ＩＬ６的表达量均降低，且在术后６ｈ、１２ｈ、１ｄ（ＴＮＦα）和６ｈ、１２ｈ、５ｄ（ＩＬ６）差异有统计学意义（犘＜０．０５）；

ＩＬ１０的表达量在各个时间点均增高，且在术后１ｄ、３ｄ、５ｄ和７ｄ差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结果表明弱激光照

射能明显抑制脊髓损伤早期前炎症因子ＴＮＦα和ＩＬ６的表达，促进抑炎因子ＩＬ１０的表达，促进损伤后期大鼠运动

功能的恢复。
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１　引　　言

弱激光与生物组织相互作用能产生特殊的生物

刺激效应［１］，因而在临床中得到了广泛应用［２］，诸如

激光针灸、激光理疗、弱激光血管内照射等，其对于

缓解疼痛［３］、促进创伤愈合［４］、改变血液流变学［５］等

具有显著疗效。近年来弱激光在脊髓损伤（ＳＣＩ）中

的研究逐渐增多，采用弱激光血管内照射治疗ＳＣＩ

动物时发现［６］：弱激光能够减轻损伤对神经细胞的

损害，减轻神经功能的丧失，增强神经抗氧化能力，

从而减少自由基的损害并促进脊髓神经的功能恢

复。本实验室以往的研究发现［７－８］，应用８１０ｎｍ弱

激光经皮照射皮质脊髓背侧束全横断的大鼠能够显

著减少损伤后期空洞形成，促进轴突再生。但目前

对于弱激光照射后脊髓所发生的病理变化仍不十分

清楚，有必要进一步研究以阐明弱激光治疗脊髓损

伤的确切机制。本文通过构建更贴近临床的大鼠脊

髓损伤模型———Ａｌｌｅｎ打击伤模型，对受损脊髓组

织内肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白介素６（ＩＬ６）和白

介素１０（ＩＬ１０）的表达情况进行了动态检测，以期

为临床应用弱激光辅助治疗急性脊髓损伤提供理论

依据。

２　材料和方法

２．１　材　　料

健康成年雄性ＳＤ大鼠６８只，体重（２５０±２０）ｇ，

由第四军医大学动物中心提供。ＩｍｐａｃｔｏｒＭｏｄｅｌⅠ

型打击器由美国新泽西大学提供，ＡＧＥ２００Ⅰ型弱

激光理疗仪由第四军医大学生物医学工程系提供，

ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１０酶联免疫吸附检测（ＥＬＩＳＡ）

试剂盒均购自Ｒ＆Ｄ公司，酶标仪（６８０型）购自Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司。

２．２　方　　法

２．２．１　脊髓损伤模型的建立

用Ａｌｌｅｎ法制备急性脊髓损伤模型
［９］［过程如

图１（ａ）～（ｆ）所示］。模型制备成功的标准为：撞击

瞬间大鼠双下肢回缩样扑动、尾部不规则摆动，术中

胫骨前肌运动诱发电位（ＭＥＰｓ）检测不到，麻醉清

醒后大鼠双下肢拖行。术后给予每日两次人工辅助

排尿，直至自主排尿功能恢复。

图１ 急性脊髓损伤模型的制备（Ａｌｌｅｎ法）及弱激光照射过程。（ａ）ＩｍｐａｃｔｏｒＭｏｄｅｌⅠ型打击器；（ｂ）手术部位的备皮及消

毒；（ｃ）显露Ｔ９椎板；（ｄ）咬骨钳小心咬除Ｔ９椎板，暴露长约５ｍｍ脊髓；（ｅ）用１０ｇ的撞针自２５ｍｍ高度处自由

下落打击Ｔ９脊髓后正中部；（ｆ）造模成功后肉眼可见撞击处脊髓组织肿胀、硬膜下有均匀血肿出现；（ｇ）照射组大

　　　　　　　　　　　　　　　　　鼠应用８１０ｎｍ弱激光经皮照射受损区域
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ｃｏｒｄ；（ｅ）ｉｍｐａｃｔｉｎｇｔｈｅｍｉｄｄｌｅｏｆｔｈｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｕｓｉｎｇａ１０ｇｓｔｒｉｋｅｒｆｒｏｍ２５ｍｍｈｅｉｇｈｔ；（ｆ）ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｓｐｉｎａｌ

ｃｏｒｄｔｉｓｓｕｅａｆｔｅｒｉｍｐａｃｔｅｄ；（ｇ）８１０ｎｍｌｏｗｌｅｖｅｌｌａｓｅｒａｐｐｌｉｅｄｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙａｔｔｈｅｌｅｓｉｏｎｓｉｔｅｏｆｒａｔｓｉｎ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｉｒｒａｄｉａｔｏｎｇｒｏｕｐ

２．２．２　动物分组及弱激光治疗

６８只大鼠随机分为３组：正常组（狀＝４），ＳＣＩ

组（损伤对照组，狀＝３２），照射组（狀＝３２）。照射组

大鼠在损伤１５ｍｉｎ后即开始第一次照射（波长

０２０４００３２
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８１０ｎｍ，功率１５０ｍＷ）［如图１（ｇ）所示］，光纤探头

距离皮肤０．５ｃｍ，０．３ｃｍ２ 光斑集中在标记缝线正

中，手术当日照射三次，每次５０ｍｉｎ，间隔１０ｍｉｎ，

之后每只每天照射５０ｍｉｎ至取材。本实验的预实

验以及先前的研究［１０］均证实这个剂量对照射区域

组织无损伤且对大鼠脊髓损伤是有效的。照射前所

有大鼠（包括ＳＣＩ组大鼠）均被微麻醉（１％戊巴比

妥钠，３０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射）置于自制保温盒内。

ＳＣＩ组除无弱激光照射干预外，其他操作与照射组

均相同。正常组不做任何处理直接取材，ＳＣＩ组和

照射组分别于术后１ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ、１ｄ、３ｄ、５ｄ、

７ｄ处死动物取材。

２．２．３　行为学观察及运动功能学评价

分别于损伤后１ｄ、３ｄ、７ｄ对ＳＣＩ组和照射组

大鼠进行行为学观察（取材前进行），采用ＢＢＢ评分

法［１１］对两组大鼠双侧下肢运动功能由熟悉评分标

准且与本实验无关的三人独立观察评分，所得的数

据进行统计学分析以评价弱激光照射对大鼠运动功

能恢复的影响。

２．２．４　脊髓组织取材

正常组、ＳＣＩ组和照射组大鼠分别按实验要求

的时间点取材。取材时腹腔注射过量戊巴比妥钠

（１００ｍｇ／ｋｇ），待动物麻醉后于冰上迅速剪取损伤

区脊髓组织（以损伤段为中心包括头尾端在内的

１．２ｃｍ区域），迅速浸入液氮 ５ ｍｉｎ 后转移到

－８０℃冰箱保存备用。

２．２．５　组织匀浆提取

取－８０℃保存的脊髓组织于冰上解冻，以每克

组织加入３ｍＬ裂解液冰浴超声匀浆，于４℃离心

机静置２０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸上清

液５００μＬ，－２０℃冰箱保存备用。

２．２．６　ＥＬＩＳＡ检测

取提取的上清液及不同浓度的标准品各孔

１００μＬ，根据ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ检测试

剂盒说明书进行操作，在酶标仪上于４５０ｎｍ波长

处以阴性对照孔调零，检测各孔光密度（ＯＤ）值，根

据标准液的检测结果得出标准曲线，求出各组

ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１０的浓度值。

２．２．７　数据统计与分析

采用ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件对所得数据进行

统计分析，各组数据均用均数±标准差（珚狓±狊）表示，

ＳＣＩ组和照射组组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５

表示差异有统计学意义。

３　结　　果

３．１　行为学观察和犅犅犅评分

两组大鼠苏醒后双下肢均拖行，为弛缓性瘫痪，

ＢＢＢ评分均为０，说明造模成功；术后１ｄ，两组大鼠

双下肢肌张力均增高，呈痉挛性瘫痪，未见任何关节

活动；术后３ｄ，两组大鼠双下肢肌张力较术后１ｄ时

减弱，偶见１～２个关节轻度活动；术后７ｄ，ＳＣＩ组大

鼠髋膝踝关节轻度活动，照射组大鼠髋膝踝３个关节

均有大幅活动，部分大鼠可见优势爪跖面触地，但无

负重，统计学分析显示此差异有统计学意义（３．５８±

０．７９对比６．８６±０．９２，犘＝０．００９４），如表１所示。

表１ 脊髓损伤大鼠术后双下肢ＢＢＢ评分

Ｔａｂｌｅ１　ＢＢＢｓｃｏｒｅｍｏｔｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｈｉｎｄｌｉｍｂｓ

ｏｆｒａｔｓａｆｔｅｒｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ

１ｄ ３ｄ ７ｄ

ＳＣＩｇｒｏｕｐ ０．７３±０．２５ １．６２±０．５４ ３．５８±０．７９

Ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ０．８２±０．３９ １．８３±０．３９ ６．８６±０．９２

犘＜０．０５

３．２　犛犆犐组和照射组大鼠受损脊髓组织内犜犖犉α、

犐犔６和犐犔１０的犈犔犐犛犃检测结果

图２ ＳＣＩ组和照射组受损脊髓组织内ＴＮＦα的表达

曲线（ＥＬＩＳＡ法），犘＜０．０５，犘＜０．０１

Ｆｉｇ．２ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＴＮＦαｉｎｔｈｅｉｎｊｕｒｅｄｓｐｉｎａｌ

ｃｏｒｄｔｉｓｓｕｅｏｆＳＣＩａｎｄｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄ

ｔｏＳＣＩｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５，犘＜０．０１

如图２～４所示，正常大鼠脊髓组织中ＴＮＦα、

ＩＬ６和ＩＬ１０仅有微弱表达，ＳＣＩ后三者表达水平

均升高，但ＴＮＦα和ＩＬ６的表达速度和量均高于

ＩＬ１０。ＴＮＦα和ＩＬ６于ＳＣＩ后６ｈ内迅速升高，

１２ｈ达高峰后下降，２４ｈ后ＩＬ６又逐渐上升，至第

５ｄ出现第二个表达高峰后下降。ＩＬ１０在２４ｈ内

表达缓慢上调，第３ｄ时表达明显增强，第５ｄ出现

峰值后下降。照射组ＴＮＦα和ＩＬ６的表达均受到

不同程度的抑制，其中ＴＮＦα和ＩＬ６的表达６ｈ即

出现峰值且表达量与ＳＣＩ组同期相比差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；１ｄ后ＩＬ６的表达量逐渐减低，

５ｄ时未见ＩＬ６第二次表达峰出现。照射组ＩＬ１０

０２０４００３３
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的表达速度和量均高于ＳＣＩ组同期，且１ｄ、３ｄ、５ｄ

和７ｄＩＬ１０的表达量与ＳＣＩ组同期相比差异均有

统计学意义（犘＜０．０５）。

图３ ＳＣＩ组和照射组受损脊髓组织内ＩＬ６的表达

曲线（ＥＬＩＳＡ法），犘＜０．０５，犘＜０．０１

Ｆｉｇ．３ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＩＬ６ｉｎｔｈｅｉｎｊｕｒｅｄｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ

ｔｉｓｓｕｅｏｆＳＣＩａｎｄｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ

ＳＣＩｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５，犘＜０．０１

图４ ＳＣＩ组和照射组受损脊髓组织内ＩＬ１０的表达

曲线（ＥＬＩＳＡ法），犘＜０．０５，犘＜０．０１

Ｆｉｇ．４ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＩＬ１０ｉｎｔｈｅｉｎｊｕｒｅｄｓｐｉｎａｌ

ｃｏｒｄｔｉｓｓｕｅｏｆＳＣＩａｎｄｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄ

ｔｏＳＣＩｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５，犘＜０．０１

４　讨　　论

众多学者以往的研究发现弱激光照射能够调整

机体的免疫系统、神经系统、血液循环系统和组织代

谢等多种生物学过程。Ｌｉｕ等
［１２］从机体功能内稳态

（ＦＳＨ）的角度认为弱激光照射能够调节远离内稳

态的生物系统使其恢复功能内稳态，而对处于内稳

态的生物系统无影响。具体的可能与以下因素有

关：１）提高多种酶活性
［１３－１４］，包括糖代谢相关酶

类、线粒体呼吸链重要酶类和过氧化物歧化酶等；２）

促进细胞增殖和细胞运动；３）激活细胞蛋白合成与

多肽生长因子的分泌等。关于弱激光在脊髓损伤修

复中的研究中发现，采用弱激光血管内照射治疗

ＳＣＩ的动物
［６］能增强神经细胞的抗氧化能力，减轻

神经功能的丧失，其机制与大剂量激素治疗ＳＣＩ类

似。Ｗｕ等
［１５］应用８１０ｎｍ弱激光经皮照射脊髓横

断伤和挫伤的大鼠，均能显著增加受损脊髓的轴突

再生数量，改善大鼠的体重支撑和步态，其机理可能

与抑制受损组织的免疫应答反应有关，但有待进一

步研究和探讨。

脊髓原发性损伤后随之而来的继发性损伤是导

致残余神经通路受损和功能丧失的重要原因［１６］。

在继发性损伤的各种损伤机理中，炎性细胞因子和

炎性反应居于重要位置，介导ＳＣＩ后炎症反应发生

的细胞因子即前炎症细胞因子［１７－１８］能够在ＳＣＩ后

早期表达，并诱导相应的炎性细胞侵入受损脊髓局

部产生继发性炎症反应，加重受损脊髓的损害，

ＴＮＦα和ＩＬ６就是其中起重要作用的成员
［１９］。本

研究显示，ＳＣＩ后早期即有ＴＮＦα和ＩＬ６的大量表

达，两者均于１２ｈ内升至峰值水平，其出现可能是

由于原发性损伤激活了神经胶质细胞和神经细胞内

的相关基因，引起细胞因子的大量表达，属于中枢神

经系统的固有免疫反应；而ＩＬ６在损伤后第５ｄ出

现第二个表达高峰，这可能与脊髓损伤后继发性炎

症反应引起更大范围的组织损伤有关。本研究发

现，弱激光照射后早期ＴＮＦα和ＩＬ６的表达均受

到不同程度的抑制，ＴＮＦα的表达量在照射后６ｈ、

１２ｈ和１ｄ相比ＳＣＩ组同期显著减少，ＩＬ６的表达

在照射后６ｈ和１２ｈ相比ＳＣＩ组同期显著减少且

未发现术后第５ｄ的表达峰，推测弱激光照射减轻

了受损组织早期过度的免疫应答反应，减少了前炎

症因子的过度表达，这会减轻继发性炎症反应的发

生，继发性损伤也相应减弱。至于弱激光是通过何

种途径和通路而导致此生物学效应的出现仍不得而

知。值得指出的是，组内比较结果显示照射组大鼠

损伤脊髓组织内ＴＮＦα在术后３ｄ和５ｄ的表达量

与术后７ｄ的表达量无统计学差异，这与ＳＣＩ组组

内比较的结果相同，结合损伤后３ｄ、５ｄ和７ｄ未见

两组ＴＮＦα表达量的明显差异，说明脊髓损伤早期

的炎症反应是自限性的，这与Ｌｕｏ等
［２０］应用弱激光

治疗骨骼肌顿挫伤的情形类似。基于此可认为弱激

光照射并没有缩短早期的炎症反应进程，但却减轻

了损伤早期过度的免疫应答反应，这对残存神经细

胞的保存和功能的恢复是有利的。

与ＴＮＦα和ＩＬ６不同的是，在脊髓损伤急性

期内脊髓神经细胞和胶质细胞也可表达抑炎因子

ＩＬ１０
［２１］。ＩＬ１０具有免疫调节作用，研究发现其上

调能抑制ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ８和ＩＬ１２等炎症

因子的过度表达和释放［２２－２３］；Ｚｈｏｕ等
［２４］发现ＩＬ

１０在脊髓损伤后不仅作为一种抑炎因子存在，而且

０２０４００３４
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其本身可以与神经元细胞膜的ＩＬ１０受体结合起到

直接的神经保护作用。应用单纯疱疹病毒载体介导

的ＩＬ１０在大鼠损伤脊髓局部的过表达能显著增加

受损组织神经元存活和损伤后期运动功能的恢

复［２５］。本研究显示，ＩＬ１０虽然在ＳＣＩ早期即开始

表达，但其表达量低且表达的速度缓慢，损伤后５ｄ

才增加至峰值，弱激光照射后ＩＬ１０的表达速度和

表达量均显著增加。可认为弱激光照射后受损组织

内ＩＬ１０表达的增加不仅能拮抗前炎症因子引起的

继发性炎性反应，有利于改善损伤的微环境，而且能

通过ＩＬ１０表达的上调起到直接的神经保护作用，

从而增加神经细胞的存活数量并有利于脊髓损伤后

期大鼠运动功能的恢复，这可能是弱激光照射促进

脊髓损伤修复分子水平的机制。

５　结　　论

应用８１０ｎｍ弱激光经皮照射能明显抑制脊髓

损伤早期前炎症因子ＴＮＦα和ＩＬ６的表达，增加

抑炎因子ＩＬ１０的表达，促进损伤后期大鼠运动功

能的恢复。但由于弱激光产生生物效应的作用环节

众多，要想更深入地揭示弱激光通过激活何种通路

或离子通道而导致上述效应的产生还需科研人员的

长期探索。
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