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运动疗法促进坐骨神经损伤小鼠的运动功能恢复

刘珊珊1，魏艳霞1，付莉萍2

(南阳市中心医院 1. 康复医学科；2. 医务科，河南 南阳 473000)

[摘　要]	 目的：评估运动疗法对坐骨神经损伤小鼠运动功能恢复的促进作用。方法：将60只雄性C57BL/6

小鼠随机分为假手术组、坐骨神经损伤组和运动治疗组，每组20只。通过挤压坐骨神经建立坐骨

神经损伤小鼠模型。对各组小鼠脚趾形态和坐骨神经功能指数(Sciatic Functional Index，SFI)进行

评估。通过免疫荧光染色观察各组小鼠神经纤维的形态及数量。使用透射电子显微镜检查小鼠坐

骨神经损伤部位远端的有髓神经纤维数量。使用real-time PCR检测与神经损伤修复相关的基因。 

结果：与假手术组比较，坐骨神经损伤组小鼠脚趾不能张开，SFI高且下降速度慢，差异有统计

学意义(P<0.001)。与坐骨神经损伤组比较，运动治疗组小鼠脚趾张开功能轻度恢复，SFI下降速

度快，差异有统计学意义(P<0.001)。免疫荧光染色结果显示：坐骨神经损伤组受损部位远端神经

纤维数量少，密度低；而运动治疗组受损部位远端神经纤维数量和密度均升高。电镜结果显示：

与假手术组比较，坐骨神经损伤组小鼠受损部位远端有髓神经纤维比例降低，差异有统计学意义

(P<0.001)；与坐骨神经损伤组比较，运动治疗组小鼠受损部位远端有髓神经纤维比例升高，差异

有统计学意义(P<0.01)。Real-time PCR结果显示：与假手术组比较，坐骨神经损伤组BDNF，Mpz

和Cdh1基因表达均降低(P<0.01或P<0.001)，Artn基因表达升高(P<0.001)；与坐骨神经损伤组比

较，运动治疗组BDNF，Mpz，Cdh1，Gap-43，cJun基因表达水平升高(P<0.01或P<0.001)，Artn基

因表达降低(P<0.01)。结论：运动疗法对坐骨神经损伤小鼠的运动功能恢复有促进作用。
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Abstract Objective: To evaluate the effect of exercise therapy on motor function recovery in mice with sciatic nerve 

injury. Methods: A total of 60 male C57BL/6 mice were randomly divided into a sham operation group, a sciatic 

nerve injury group and an exercise therapy group, 20 rats in each group. A mouse model of sciatic nerve injury 

was established by squeezing the sciatic nerve. The toe morphology and Sciatic Functional Index (SFI) of mice 

in each group were evaluated. The morphology and quantity of nerve fibers in each group were observed by 

immunofluorescence staining. Transmission electron microscopy was used to examine the number of myelinated 
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周围神经系统神经损伤或神经病变是一种常

见的致残的疾病。一般人群中神经病变的患病率

超 过 2 % 。 尽 管 神 经 修 复 手 术 在 数 十 年 间 已 有 进

步，但患者的预后往往很差。临床上一般有3种手

术策略，包括直接修复、神经转移和异体移植，

但每种方法都有缺陷 [ 1 ]。对于直接修复，其困难

之处在于再现神经束的排列、炎症和引起神经病

变的张力；对于自体神经转移，最大的挑战是可

用供体神经的数量和长度有限，以及供体区域神

经功能丧失[2]；对于异体移植，最大的缺点在于免

疫排斥反应的产生[3]。尽管外科技术和研究都取得

了极大进展，但目前还没有针对神经再生的治疗

方法。人体中神经需要长距离再生，因此神经的

远端部分常常在此过程中逐渐失去再生的能力[4]。

为开发成功的神经再生分子疗法，临床上亟需改

善神经元的内在再生能力，以增加轴突生长的速

度，防止基底层的丢失和处理以及应对施万细胞

的慢性去神经支配变化。

运 动 可 以 加 快 机 体 的 新 陈 代 谢 ， 有 利 于 改

善血液循环，加强肌肉的功能。而血液的供应充

足，可以促进神经的修复与再生。有研究[5]提出：

耐力训练可以通过激活环磷酸腺苷(cyclic adenosine 
monophosphate，c A MP)引起C57BL/6J小鼠比目

鱼肌和腓肠肌中的脂肪三酰甘油水解酶 (a d i p o s e 
tr iglyceride l ipase，ATGL)基因和蛋白表达上升，

提高小鼠的运动能力。同时，运动还可以上调老

年小鼠心肌神经生长因子(n e r v e  g row t h  f ac to r，

NGF)的表达，调节心肌结构的重构和功能 [6]。一

项大鼠相关的研究 [ 7 ]显示：有氧运动可以促进海

马脑源性神经生长因子(brain-derived ner ve growth 
factor，BDNF)的表达，是延缓大鼠脑衰老及空间

学习记忆能力下降的机制之一。临床上常使用运

动疗法，治疗小儿的臂丛神经损伤，可以有效提

高小儿患肢肌力，促进上肢功能恢复[8]。另外，运

动疗法配合针刺还可用于治疗坐骨神经痛 [ 9 ]。但

是运动疗法是否可以促进坐骨神经再生，对神经

功能的恢复的影响，以及其中的分子机制仍不清

楚。因此，本研究旨在探究运动疗法是否能改善

坐骨神经损伤后的运动和感觉功能恢复。

1  对象与方法

1.1  动物

本 研 究 使 用 体 重 为 2 0 ~ 2 2  g 的 成 年 雄 性

C57BL/6J小鼠(共60只)，购于河南省动物实验中

心[S C X K (豫) 2 0 1 7 - 0 0 0 1 ]。所有小鼠饲养在温度

和湿度受控的动物房中，具有12 h/12 h的光/暗循

环，允许小鼠自由进食与饮水。

1.2  手术方法

实验程序均经实验动物管理委员会批准。手术

实验均在异氟烷(1%)麻醉下进行。小鼠随机分为

nerve fibers at the distal end of the mouse sciatic nerve injury site. The genes associated with nerve damage repair 

were detected by real-time PCR. Results: Compared to the sham group, the mice in the sciatic nerve injury group 

were not able to open toes, the SFI was higher (P<0.001) and the decline rate was slower. Compared with the 

sciatic nerve injury group, the toe opening function of mice in the exercise treatment group recovered slightly 

and SFI decreased rapidly (P<0.001). The results of immunofluorescence staining showed that the number and 

density of distal nerve fibers of the injured area in the sciatic nerve injury group were low, however, the number 

and density of the injured distal nerve fibers of the injured area in the exercise treatment group were increased. The 

results of electron microscopy showed that, compared with the sham group, the ratio of distal myelinated nerve 

fibers of the injured area in the sciatic nerve injury group was lower (P<0.001); compared with the sciatic nerve 

injury group, the ratio of distal medullated nerve fibers of the injured area in the exercise treatment group increased 

(P<0.01). Real-time PCR showed that compared with the sham operation group, BDNF, Mpz and Cdh1 gene 

expression levels were decreased (P<0.01 or P<0.001) and Artn gene expression level was increased (P<0.001) in 

the sciatic nerve injury group; compared with the sciatic nerve injury group, BDNF, Mpz, Cdh1, Gap-43 and cJun 

gene expression levels were increased (P<0.01 or P<0.001) and Artn gene expression was decreased (P<0.01) in 

the exercise treatment group. Conclusion: Exercise therapy can promote the recovery of motor function in mice 

with sciatic nerve injury.

Keywords sciatic nerve injury; motor function; exercise therapy
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假手术组(Sham组)、坐骨神经损伤组(Injur y组)、

运动治疗组(Injury+exercise组)，每组20只。对于左

后肢坐骨神经挤压伤，用平滑镊子行坐骨神经夹伤 
30 s，用10-0缝合线(Ethilon，美国)标记挤压部位。

损伤后，将伤口分层缝合，让小鼠在加热垫上恢

复。在假手术组中，坐骨神经暴露但不进行破坏。

1.3  低强度有氧跑步机跑步

跑步训练在术后第3天开始。将小鼠置于没有

倾斜的跑步机(EXER-6M，Columbus Instruments，

美国 )上以 1 0  m / m i n 的速度运动1 0  m i n ，每周训 
练5 d。

1.4  功能性坐骨神经功能指数

坐骨神经功能指数(Sciatic Functional Index，

SFI)检测是一种监测神经损伤后恢复情况的非侵入

性手段。训练小鼠沿着限定的轨道行走，将不同

颜色的无毒染料薄薄地涂抹到后爪上。在手术当

天、以及在手术后第7，14，21和28天，不同组小

鼠沿着轨道行走并在纸上留下清晰的爪印。使用

数字卡尺测量以下长度：爪长度(PL，从脚跟到第

三脚趾的距离)和脚趾展开长度(TS，从第一脚趾

到第五脚趾的距离)。重复实验3次，并使用平均

值来计算SFI。SFI计算公式为：SFI=118.9[(ETS−

N TS) / N TS] − 5 1 . 2 [ (E P L − N P L) / N P L] − 7 . 5。其中

ETS是实验小鼠脚趾展开长度，NTS是正常小鼠脚

趾展开长度，EPL是实验小鼠爪长度，NPL是正常

小鼠爪长度。

1.5  免疫荧光染色

手术后第 7 天，用 1 0 % 水合氯醛 ( 3 . 5  m L / k g )
麻醉小鼠，取出坐骨神经，然后将神经在4%多聚

甲醛/磷酸盐缓冲盐水中固定24 h。用低温恒温切

片器(L eica，德国)切20 μm厚度切片。  用山羊血

清封闭后，使用针对神经丝 - 2 0 0 (N F- 2 0 0 )的一抗 

( 1 : 1  5 0 0；Mi l l i p o re，美国) 4  ℃下孵育过夜。洗

涤 后 ， 与 A l e x a  F l u o r  4 8 8 - 缀 合 的 二 抗 ( 1 : 3 0 0 ；

Invitrogen，美国)一起温育2 h。使用Olympus荧光

显微镜(New Hyde Park，NY，USA)观察切片。使

用Image J图像分析软件对荧光染色图进行分析。

1.6  透射电子显微镜

手术后第28天，用10%水合氯醛(3.5  mL/kg )
麻醉小鼠，取出坐骨神经，将神经浸入含有2 . 5 %
戊二醛、4.0%多聚甲醛和0.1 mol/L二甲胂酸钠的

缓冲液中，在4 ℃下固定24 h。随后，在含有1.5%
亚铁氰化钾、1.0%锇和0.1 mol/L二甲胂酸钠的缓

冲 液 中 固 定 2  h 。 将 坐 骨 神 经 的 两 端 修 剪 掉 ， 并

使用乙醇梯度脱水，然后过渡到环氧丙烷中，用

EPON/araldite树脂渗透过夜，纵向嵌入模具中。

使用新鲜树脂，在60 ℃下聚合48 h。将每个神经

切割至1 μm厚度并用甲苯胺蓝染色以确定一个特

定区域，使用金刚石刀和超薄切片机制成70 nm厚

度切片。将切片置于150目碳/镍网格上，在电子

显微镜(Hitachi H-7000，日本)下检查所有样品，

并通过安装在显微镜上的S I A - 8  CCD相机获取图

像，用Northern Eclipse Software(Cheektowaga，美

国)分析图像。

1.7  Real-time PCR
手术后第14天，用10%水合氯醛(3.5  mL/kg )

麻 醉 小 鼠 ， 然 后 在 背 部 切 开 以 暴 露 脊 髓 ， 取 出

L 4 和 L 5 节 段 脊 髓 ， 然 后 用 眼 科 剪 在 冰 上 切 碎 。

使 用 T R I z o l 试 剂 ( I n v i t r o g e n ， 美 国 ) 分 离 总 组 织

mRNA。然后使用PrimeScriptRT试剂盒(Takara，

日本)反转录为cDNA。StepOnePlus系统(A pplied 
Biosystems，美国)用于进行反转录定量聚合酶链

反应，反应使用相应的引物(表1)和S YBR Premi x 
Ex TaqII(Takara，日本)。将基因表达标准化为18s 
RNA，并使用StepOne软件分析数据。

表1 Real-time PCR的引物序列

Table 1 Primer sequences of real-time PCR

基因 正向引物 反向引物

Artn 5'-AGCTGTTTTGCAAGCTGCCG-3' 5'-GGCAGTGGGACAATGCAGTA-3'

BDNF 5'-TCATACTTCGGTTGCATGAAGG-3' 5'-AGACCTCTCGAACCTGCCC-3'

Gap43 5'-TGGTGTCAAGCCGGAAGATAA-3' 5'-GCTGGTGCATCACCCTTCT-3'

Mpz 5'-CGGACAGGGAAATCTATGGTGC-3' 5'-TGGTAGCGCCAGGTAAAAGAG-3'

Cdh1 5'-CAGGTCTCCTCATGGCTTTGC-3' 5'-CTTCCGAAAAGAAGGCTGTCC-3'

cJun 5'-CCTTCTACGACGATGCCCTC-3' 5'-GGTTCAAGGTCATGCTCTGTTT-3'
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1.8  统计学处理

使用Graphpad Pr i sm8.0软件对数据进行统计

学分析，以均数±标准差( x ± s )表示。使用双向方

差 分 析 与 重 复 测 量 分 析 组 间 差 异 ， 并 进 行 事 后

Bonferroni检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  运动治疗促进坐骨神经损伤小鼠功能恢复

假手术组小鼠脚趾分开，坐骨神经损伤组小鼠

损伤侧的脚趾合并无法分开，运动治疗组小鼠可以

张开，但脚趾张开较小(图1A)。假手术组小鼠SFI
值在手术后一致保持稳定，维持在较低水平，表明

小鼠神经功能没有损害；在手术当天，因未开始运

动训练，坐骨神经损伤组的表现与运动治疗组一致

(图1B)。在手术后第7和14天，坐骨神经损伤组和

运动治疗组小鼠SFI值均出现下降，但相较于坐骨

神经损伤组，运动组小鼠SFI值下降更多，表明小

鼠神经功能开始改善，而运动组小鼠神经功能恢复

更快，但在这些时间点，坐骨神经损伤组和运动治

疗组之间没有显著差异；在手术后第21和28天，运

动治疗组小鼠SFI值明显低于损伤组，差异具有统

计学意义(P<0.001)。表明手术后使用运动疗法的

小鼠神经功能恢复速度明显更快，恢复效果更好。

2.2  运动治疗增加小鼠坐骨神经挤压伤后轴突再生

使用抗NF-200抗体通过免疫荧光染色法检测

轴突再生情况，荧光图像(图2)显示：假手术组、

坐骨神经损伤组和运动治疗组的轴突长度没有差

异；运动治疗组受伤部位的轴密度与坐骨神经损

伤组没有差异，但是在轴突远端，坐骨神经损伤

组小鼠轴突缺失，运动治疗组轴突存在，数量少

于假手术组。荧光染色(图2C)显示：在假手术组

中，远端的轴突减少。

2.3  坐骨神经挤压伤后神经远端的残端去神经支配

在坐骨神经挤压伤后35 d，通过透射电子显微

镜检查坐骨神经中距离挤压部位约3 mm的节段部

分神经的横截面可发现，坐骨神经损伤组的有髓

纤维与假手术组相比，有显著缺失，差异有统计

学意义(P<0.001，图3)。在运动治疗组中，有髓鞘

纤维增加，组间差异均有统计学意义。

2.4  运动疗法促进坐骨神经损伤后神经恢复相关基

因表达

与坐骨神经损伤组相比，运动疗法显著下调

Artn和上调与神经营养支持相关的BDNF基因、髓

鞘功能相关的Mpz和Cdh1基因和与c AMP途径相关

的基因cJun和Gap-43(图4)。

图1 运动治疗对坐骨神经运动功能恢复的影响

Figure 1 Effect of exercise therapy on recovery of motor function of the sciatic nerve

(A)坐骨神经挤压伤后的趾扩散试验；(B)SFI。n=5；与坐骨神经损伤组相比，**P<0.01。

(A) Toe diffusion test after sciatic nerve crush injury; (B) Sciatic nerve function index. n=5; compared with the injured group, **P<0.01.
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图2 挤压伤7 d后坐骨神经中的轴突数

Figure 2 Number of axons in the sciatic nerve crush injury after 7 days
(A)坐骨神经的纵向切片进行神经丝免疫染色；(B)图2A中矩形区域放大图(比例尺：100 μm)；(C)坐骨神经的横向切片进行
神经丝免疫染色(比例尺：100 μm)。
(A) Longitudinal sections of the sciatic nerve for neurofilament immunostaining; (B) Magnified views from the boxed areas in Figure 2A 
(Scale bar: 100 μm); (C) Transverse sectioning of the sciatic nerve for neurofilament immunostaining (Scale bar: 100 μm). 

图3 运动疗法对坐骨神经损伤小鼠轴突的影响

Figure 3 Effect of exercise therapy on axons in sciatic nerve injury mice
(A)坐骨神经挤压伤35 d后对远端神经损伤进行透射电镜分析(比例尺：2 μm)；(B)有髓鞘轴突的检测(总轴突的百分比)。与
假手术组相比，###P<0.001；与坐骨神经损伤组相比，**P<0.01；n=5。
(A) Transmission electron microscopy analysis of proximal nerve injury 35 days after sciatic nerve crush injury (Scale bar: 2 μm); (B) 
Detection of myelinated axons (percentage of total axons). Compared with the sham group, ###P<0.001; compared with the injury group, 
**P<0.01; n=5.
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图4 运动疗法对小鼠坐骨神经挤压伤后的基因表达的影响

Figure 4 Effect of exercise therapy on genes expression of mouse sciatic nerve crush injury

这些基因与营养支持(A，B)，髓鞘功能(C，D)和内在轴突生长能力(E，F)有关。与假手术组相比，##P<0.01，###P<0.001；

与坐骨神经损伤组相比，**P<0.01，***P<0.001；n=10。

These genes are associated with nutritional support (A, B), myelin function (C, D) and intrinsic axon growth (E, F). Compared with the 

Sham group, ##P<0.01, ###P<0.001; Compared with the Injury group, **P<0.01, ***P<0.001; n=10.
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3  讨论

周围神经损伤可以诱导感觉神经元的组织化

学和电生理学特性的深刻变化，且最终可以导致

神经性疼痛的发展 [10]。严重的周围神经损伤往往

预后不良，其中可能的原因是神经元内在生长速

度太慢，并且远端的神经在此过程中可能会失去

支持再生的能力 [11]。此外，影响周围神经损伤恢

复的另一个主要因素是远端营养不良 [12]。这可能

主要归因于施万细胞的萎缩、基底层管的丧失和

神经肌肉接头的损伤 [13]。在慢性去神经支配中，

施旺管的完整性得不到维持，并且发生显著的肌

肉萎缩 [14]。最近研究 [15]显示：在神经损伤后，小

鼠功能恢复存在关键时期(约35 d)。若可以在关键

时期内，通过增加神经元内再生长能力，允许轴

突能快速到达远端末梢，可以改善损伤的神经的

恢复情况。

运动治疗组小鼠脚趾张开和SFI的变化均表明

运动治疗可以增快小鼠运动功能的恢复。免疫荧

光检查结果显示：运动治疗组小鼠神经纤维的数

量增多，密度增加，均提示小鼠损伤神经的恢复

良好。有髓神经纤维的轴突有髓鞘包围，而髓鞘

是由一个施万细胞的胞膜融合，呈同心圆状包卷

轴突而形成的。通过检查有髓神经纤维的水平，

我们发现运动治疗组小鼠有髓神经纤维数量显著

多于坐骨神经损伤组。有髓神经纤维神经传导呈

跳跃式，传导速度明显加快。有髓神经纤维的增

加，表明运动治疗可加速小鼠坐骨神经的恢复。

神经鞘胚素(ar tem i n，A r t n)是一种来源于神

经胶质细胞的神经营养因子，参与调节多种类型

神经元的存活、分化和迁移 [16]。有报道 [17]指出：

A r t n在施万细胞内表达，并在神经损伤后，远端

残端中Artn表达显著上调。BDNF有助于支持现有

神经元的存活，并促进新神经元和突触的生长和

分化[18]。髓磷脂蛋白零(myelin protein zero，Mpz)
是单个膜糖蛋白，是外周神经系统中髓鞘的主要

成分[19]。Mpz由施万细胞表达，占外周神经系统中

所有蛋白质的50%以上。上皮钙黏蛋白1(epithelial 
calcium-dependent cell adhesion protein 1，Cdh1)是细

胞周期后期分裂促进复合物的一个调节亚基，在

脑组织中有大量表达，主要定位于神经元，且具

有调节神经元轴突生长及神经元存活的作用 [20]。
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细胞内 c A M P 水平与内在生长能力的激活直接相

关，且升高的c AMP水平可以上调IL -6，IL -6再通

过STAT 3诱导再生相关基因，例如生长相关蛋白

43(growth associated protein 43，Gap-43)和cJun促

进神经恢复 [21]。本研究结果显示：坐骨神经损伤

后，小鼠的A r t n水平显著上调，与文献[ 1 7 ]描述

一致。损伤导致神经元的缺失，使由神经元分泌

的BDNF的水平出现下降。运动治疗组小鼠Artn及

BDNF的水平相较于未运动组有明显提高，表明运

动疗法可能通过提高神经营养因子的表达，促进

神经的再生。另外，运动治疗还可以上调Mp z和

cdh1的表达水平，促进髓鞘功能的恢复。而cJun和

Gap -43的表达增加提示我们运动可能通过上调内

在轴突生长能力从而发挥治疗作用。

综上，运动可能通过增加内在轴突生长能力

并推迟远端神经部分的萎缩，从而促进坐骨神经

挤压伤后的恢复，且这些效果也有助于功能上的

恢复。运动疗法可能是一种有效且有前景的治疗

周围神经损伤的方法。
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