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　 　 【摘要】 　 目的　 通过对大鼠不同水平脊髓损伤后盆底肌纤维类型及电镜下形态学观察ꎬ为脊髓损伤盆

底肌张力异常及功能障碍的临床研究提供参考ꎮ 方法　 选取雌性成年 ＳＤ 大鼠 ３０ 只ꎬ按随机数字表法分为骶

髓上脊髓损伤组(ＳＳ 组)、骶髓下脊髓损伤组(ＳＣ 组)和对照组ꎬ每组 １０ 只ꎬ采用脊髓离断法分别制作骶髓上

和骶髓下脊髓损伤大鼠模型ꎬ造模成功 ４ 周后ꎬ观察各组大鼠耻尾肌Ⅰ型肌纤维含量、ＨＥ 染色和电镜下形态

学变化ꎮ 结果　 ＳＳ 组和 ＳＣ 组大鼠的Ⅰ型肌纤维含量分别为(１２６１２.４±７９５.０)和(４９６３.０±１５２６.３)像素ꎬ显著

低于对照组[(３０６２５.８±１２５７.０)像素]ꎬ组间差异有统计学意义(Ｆ ＝ １７２０ꎬＰ<０.０５)ꎬ且 ＳＣ 组的Ⅰ型肌纤维含

量显著低于 ＳＳ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ ＨＥ 染色中ꎬＳＳ 组肌纤维走形迂曲、细胞核增生严重ꎬ局部毛细血管扩张ꎻ而 ＳＣ
组肌纤维严重断裂ꎬ排列紊乱ꎬ细胞核呈球状改变伴轻度增生ꎮ 电镜下ꎬＳＳ 组肌小节溶解、断裂严重ꎬ但肌小

节结构保留ꎬ伴轻度线粒体增生ꎻＳＣ 组肌小节溶解、断裂更严重ꎬ完全丧失肌小节结构ꎬ伴大量结缔组织增生ꎬ
无明显线粒体增生ꎮ 结论　 骶髓上脊髓损伤后耻尾肌Ⅰ型肌纤维部分减少ꎬ以肌萎缩伴肌纤维结构基本保留

为特点ꎻ而骶髓下脊髓损伤后耻尾肌Ⅰ型肌纤维显著减少ꎬ以肌萎缩伴肌纤维结构严重破坏为特点ꎮ
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　 　 脊髓损伤后盆底功能障碍是脊髓损伤患者生活质
量降低的重要因素ꎬ常见有尿潴留、尿失禁、大便失禁、
便秘、性功能障碍等[１￣２]ꎮ 既往对于盆底功能障碍的研

究ꎬ大多集中在膀胱逼尿肌和括约肌功能失调、尿动力

学异常等ꎬ事实上盆底肌张力异常和肌肉功能障碍也

是脊髓损伤后盆底功能障碍的重要组成部分ꎬ从盆底
肌肉的角度分析盆底功能障碍ꎬ为脊髓损伤后盆底功

能障碍的研究提供了一种研究思路[３￣６]ꎮ 笔者曾对脊

髓损伤后盆底肌张力进行研究ꎬ发现不同水平脊髓损

伤后盆底肌肉张力明显不同[４]ꎬ且肌肉内神经肽含量

也有显著性差异[３]ꎮ
不同水平脊髓损伤后ꎬ肢体骨骼肌会因为失神经

支配发生一系列的改变ꎬ而对于盆底肌肉是否在不同

水平脊髓损伤后也存在相应变化ꎬ目前研究较少ꎮ 耻

尾肌作为肛提肌的重要组成部分ꎬ连接盆底前后矢状
径ꎬ不仅对腹、盆部脏器具有承托和支持作用ꎬ还参与

下尿路、直肠和阴道的括约功能ꎬ对于排尿、排便及分

娩的正常进行具有重要的辅助作用[７]ꎮ 因此ꎬ结合大

鼠盆底肌肉的解剖特点ꎬ耻尾肌是研究盆底肌肉的理

想选择ꎮ 本研究通过建立大鼠骶髓上和骶髓下水平的
脊髓损伤模型ꎬ对盆底耻尾肌的肌纤维类型、ＨＥ 染色

以及电镜下形态学改变进行研究ꎬ旨在从盆底肌肉角

度进一步分析脊髓损伤盆底功能障碍的发病机制ꎬ并
为其临床治疗提供依据ꎮ

材料与方法

一、 实验动物及分组

选取 ＳＰＦ 级健康成年雌性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大
鼠 ３０ 只(由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供)ꎬ２５０~２８０ ｇꎬ按随机数字表法分为骶髓上脊髓损
伤组(ｓｕｐｒａｓａｃｒａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙꎬＳＳ 组)、骶髓下脊髓损伤

组(ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ａｔ ｏｒ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｓａｃｒａｌ ｌｅｖｅｌꎬＳＣ 组)
和对照组ꎬ每组 １０ 只ꎮ

二、主要试剂与仪器

肌纤维类型测试:用 ０. １ ｍｏｌ / Ｌ 巴比妥钠 ( ｐＨ
１０.０)ꎬ０.１８ ｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ꎬ０.２ ｍｏｌ / Ｌ 醋酸盐缓冲液(ｐＨ
４.６)分别制备碱性和酸性孵育液ꎮ

ＨＥ 染色:用 １０％甲醛中性缓冲液、酒精(按 ７０％、
８０％、９０％、９５％、１００％浓度稀释)、二甲苯(国产ꎬＡＲ
级)、石蜡、蒸馏水、Ｈａｒｒｉｓ 苏木精染液、自来水、１％的

盐酸酒精、１％伊红染液、中性树胶ꎮ
电镜标本制片:用 ３％戊二醛、０.１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓

冲液、锇酸、乙醇系列脱水 (乙醇 ５０％、７０％、８５％、
９０％、１００％)、丙酮 １００％、醋酸铀、柠檬酸铅ꎮ

主要仪器:脱水机、石蜡切片机、冰冻切片机、微量

加样器、微波炉、３７ ℃孵箱、光学显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ)、透
射电子显微镜(日本电子 １２３０)ꎮ

手术器械:咬骨钳、弯剪、止血钳、电凝、缝合线等

用于耻尾肌的组织分离ꎮ
三、研究方法

１. 模型制作方法:将 ３０ 只大鼠普通环境下饲养 １
周ꎬ采用脊髓离断法将脊髓完全横断ꎬ骶髓上损伤组和

骶髓下损伤组分别取胸９￣１０和腰３￣４棘突水平将脊髓完全

横断ꎻ术后常规处理ꎬ２ 组造模大鼠均行人工膀胱排

尿ꎬ每日 ３ 次ꎬ持续 ４ 周造模成功后进行耻尾肌取材测

试ꎮ 脊髓横断后ꎬＳＳ 组大鼠死亡 ３ 只ꎬＳＣ 组和对照组

无大鼠死亡ꎮ 对照组普通饲料喂养ꎬ无特殊干预ꎮ 本

研究获首都医科大学动物实验医学伦理学审查批准

(１１１７￣０４２１￣００１７￣８)ꎮ
造模成功标准:骶髓上损伤大鼠的耻骨上区膀胱

张力较高ꎬ人工排尿时尿道具有较高阻力ꎬ需要适当加

压才可完成人工排尿ꎬ下肢肌肉具有痉挛表现ꎻ骶髓下

损伤大鼠的耻骨上区膀胱张力低ꎬ人工排尿时尿道阻

力很小ꎬ下肢肌肉张力低下、无痉挛表现ꎮ
２. 肌肉取材: 用 ４％ 水合氯醛溶液腹腔麻醉

(３００ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ将大鼠仰卧位固定四肢和头部置于测

试台上ꎮ 会阴部以骨盆出口处为中心备皮ꎬ消毒ꎮ 骨

盆骨性出口侧缘与肛门外口之间ꎬ剪开皮肤ꎬ止血钳钝

性分离皮下组织ꎬ见耻尾肌纤维ꎬ继续钝性剥离肌肉深

面的结缔组织ꎬ可见该肌纤维连接于耻骨联合后方与

尾椎起始部之间ꎬ正常肌肉直径大约有 １ ｃｍꎬ呈扁圆

柱形ꎮ 暴露耻尾肌ꎬ显微外科剪游离包绕于直肠周围

的耻尾肌ꎬ左右各一块ꎬ约 ０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍ 大小ꎬ迅速

置入液氮冰冻保存(用于肌纤维类型分析)ꎬＨＥ 染色

和电镜切片按照常规方法处理取材标本ꎮ
３. 标本的制备:制备三磷酸腺苷酶染色标本用于

肌纤维类型分析ꎬ使用 Ｄｕｂｏｗｉｔｚ￣Ｂｒｏｏｋｅ 法[８] 操作ꎬ切
片的硫化钴黑色沉淀为 ＡＴＰ 酶活性所在部位ꎮ 三磷

酸腺苷酶染色中ꎬ根据染色强度不同ꎬ将肌纤维分为Ⅰ
型和Ⅱ型ꎮ 酸性条件下(ｐＨ２~ ４)Ⅰ型纤维呈强染色ꎬ
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Ⅱ型纤维呈弱染色或不染色ꎻ碱性条件下(ｐＨ８ ~ １０)
Ⅰ型纤维为弱染色至无色ꎬⅡ型纤维为强染色ꎮ 常规
方法制备 ＨＥ 染色标本和透射电镜标本ꎮ

四、统计学方法
根据肌纤维类型研究结果ꎬ将耻尾肌酸性条件下

三磷酸腺苷酶染色切片图像经显微摄像扫描后输入计
算机ꎬ使用 Ｌｅｉｃａ ＱＷＩＮ 图像分析软件在 １０×２０ 倍光学
显微镜下ꎬ对三磷酸腺苷酶染色切片上强染色的Ⅰ型
肌纤维阳性区域所占像素面积进行计算ꎮ 每张切片随
机选取 ３ 个视野取平均值ꎬ结果采用统计学软件 ＳＰＳＳ
１９.０ 单因素方差分析进行比较ꎬＢｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法ꎬ显著性
水平 Ｐ 为 ０.０５ꎮ ＨＥ 染色和电镜下改变ꎬ对图像特点
进行描述性总结ꎮ

结　 　 果

一、不同水平脊髓损伤后Ⅰ型肌纤维含量的变化
对照组、ＳＳ 组和 ＳＣ 组显微镜下的Ⅰ型肌纤维含

量分别为 ( ３０６２５. ８ ± １２５７. ０)、 ( １２６１２. ４ ± ７９５. ０) 和
(４９６３.０±１５２６.３)像素ꎬ３ 组间比较ꎬ差异均有统计学
意义(Ｆ＝ １７２０ꎬＰ<０.０１)ꎻＳＳ 组和 ＳＣ 组的Ⅰ型肌纤维
含量均显著低于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ＳＣ 组的Ⅰ型肌
纤维含量低于 ＳＳ 组更显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 显微镜下图像
如图 １ 所示ꎮ

二、不同水平脊髓损伤后 ＨＥ 染色光学显微镜与
电镜下形态学对比

骶髓上脊髓损伤后ꎬ显微镜下可以观察到肌纤维
的走行及其 ＨＥ 染色有较明显变化ꎻ光学显微镜下(纵
切图ꎬ１０×２０ 倍视野)观察发现ꎬ与正常肌纤维相比ꎬ损
伤后 ４ 周时ꎬ肌纤维走形迂曲、外观变形、细胞核增生
严重ꎬ局部可见到毛细血管扩张ꎮ 而骶髓下脊髓损伤
后 ４ 周时ꎬ耻尾肌在中高倍视野下(纵切图ꎬ１０×４０ 倍
视野)均可见到肌纤维的严重溶解、断裂ꎬ排列极其紊
乱ꎬ细胞核呈球状改变伴轻度增生ꎬ毛细血管局部扩
张ꎬ如图 ２ 所示ꎮ

对照组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＳＳ 组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＳＣ 组

图 １　 ３ 组大鼠盆底耻尾肌Ⅰ型肌纤维染色的光学显微镜下图像(横切图ꎬ１０×２０ 倍视野)

对照组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＳＳ 组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＳＣ 组

注:上图为 １０×２０ 倍数视野ꎻ下图为 １０×４０ 倍数视野

图 ２　 ３ 组大鼠盆底耻尾肌普通 ＨＥ 染色(纵切图)
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　 　 正常耻尾肌在电镜 ８６４０ 倍视野ꎬ和 ２９９００ 倍视野
下可见到肌纤维规律的明暗带间隔排列ꎬ肌小节界限
清楚、整齐有序ꎬ同一个肌束内 Ｚ 线保持同一水平ꎮ
骶髓上脊髓损伤后 ４ 周时ꎬ肌小节溶解、萎缩及断裂明
显ꎬ但肌小节的基本结构仍然保留ꎬ且伴轻度线粒体增
生ꎻ而骶髓下脊髓损伤后 ４ 周时ꎬ镜下可见到肌小节溶
解、断裂严重ꎬ大多数 Ｚ 线和肌丝破坏ꎬ完全丧失肌小
节的基本结构ꎬ大量结缔组织增生ꎬ但无明显线粒体增
生ꎬ低倍镜下整体呈竹林样改变ꎬ这与其 ＨＥ 染色的特
点相一致(８６４０ 倍视野)ꎬ如图 ３ 所示ꎮ

讨　 　 论

由于脊髓损伤后盆底肌肉张力异常及功能障碍与
脊髓受伤部位密切相关ꎬ且临床治疗原则不同ꎬ所以本
研究设计了以骶髓排尿中枢为分界的骶髓上脊髓损伤
模型和骶髓下脊髓损伤模型ꎮ 骶髓上脊髓损伤后ꎬ耻
尾肌为上运动神经元性损伤ꎬ脊髓低级中枢存在ꎬ部分
功能反射性保留ꎻ而骶髓下脊髓损伤后ꎬ支配耻尾肌的
骶髓节段和相应马尾神经损伤ꎬ脊髓低级反射弧被切
断ꎬ盆底肌肉则处于弛缓状态ꎮ 耻尾肌作为盆底器官
的一部分ꎬ脊髓中枢位于骶髓１￣４水平ꎬ结合既往研究证

实大鼠的脊髓圆锥位于腰４ 椎板水平[９￣１１]ꎮ 本研究的

２ 个动物模型分别从胸９￣１０和腰３￣４棘突水平将脊髓及马
尾神经横断ꎬ其中骶髓下脊髓损伤模型制作过程中ꎬ可
清晰显示脊髓圆锥和马尾神经的离断状态ꎮ

肌张力异常在肢体功能异常的研究甚多ꎬ但骶髓
上脊髓损伤后盆底肌肉张力异常的针对性研究较少ꎬ
事实上常见的脊髓损伤后盆底功能障碍(如尿潴留、
尿失禁、便秘、性功能障碍等)均与盆底张力异常关系
密切ꎬ如尿道外括约肌张力异常导致逼尿肌￣括约肌协
同失调ꎬ肛提肌痉挛导致排便时的排泄阻力增大[１２]ꎬ
坐骨海绵体肌的张力增大导致阴茎异常勃起和勃起时
间过长等[１３]ꎮ 而对于盆底肌张力研究相对较多集中
在骶髓排尿中枢远端的损伤ꎬ如腰骶部脊髓脊膜膨出
患者盆底肌肉张力低下出现压力性尿失禁和便失
禁[１４￣１５]ꎻ产后老年女性骨盆部神经损伤导致盆底结构
张力低下引起盆底器官脱垂、尿失禁等[１６￣１７]ꎬ可见在
关注盆底功能障碍时应重视盆底肌肉张力异常ꎮ

肌肉纤维类型作为影响肌张力的关键因素ꎬ在脊
髓损伤盆底肌肉的研究中少见报道ꎮ 目前ꎬ肌纤维类
型的最常用分类方法是 １９７０ 年 Ｂｒｏｏｋｓ 根据肌纤维形
态、机能和代谢特征提出的分类方法[１８]ꎬ该方法将肌
纤维分为Ⅰ型、Ⅱａ 和Ⅱｂ型ꎮ 耻尾肌内两种类型的肌
纤维均有一定的含量ꎬ分别起着不同的作用ꎬⅠ型肌纤

对照组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＳＳ 组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＳＣ 组

注:上图为 ８６４０ 倍视野ꎻ下图为 ２９９００ 倍视野

图 ３　 ３ 组大鼠盆底耻尾肌透射电镜下肌小节结构变化
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维主要维持静息时盆底肌肉张力ꎬ承托盆腔器官并保
证尿道出口一定的阻力ꎬ防止站立及体位变化时尿失
禁ꎻⅡ型肌纤维则主要在腹压突然增高时快速收缩ꎬ通
过保护性反射来防止尿失禁及便失禁[１９]ꎮ 曾有研究
报道脊髓损伤后下肢不同肌肉肌纤维类型的萎缩程
度ꎬ完全性脊髓损伤 ５ 个月后股外侧肌的Ⅰ、Ⅱａ 和
Ⅱｂ 型 肌 纤 维 横 截 面 积 分 别 减 少 ６２％、 ６８％ 和
５５％[２０]ꎮ 这仅是针对肢体骨骼肌而不是盆底肌肉的
肌纤维类型研究ꎬ可见盆底肌肉纤维类型的研究尚未
得到足够的重视ꎮ 本研究重点关注对盆底肌张力影响
大的Ⅰ型肌纤维变化ꎮ

通过骶髓上脊髓损伤和骶髓下脊髓损伤的耻尾肌
纤维类型对比ꎬ本研究发现两者的Ⅰ型肌纤维含量均
显著低于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ而后者的Ⅰ型肌纤维含量
显著低于前者(Ｐ<０.０５)ꎬ这与前期研究两种水平脊髓
损伤后盆底肌肉张力和神经肽含量的变化[３] 以及临
床表现相一致ꎮ 分析原因:骶髓上脊髓损伤作为上运
动神经元损伤ꎬ在脊休克过后由于脊髓低级反射通路
的完整ꎬ损伤水平远端的肌肉大多进入痉挛期ꎬ盆底肌
肉也不例外ꎬ这部分肌肉保持了自身的收缩特性ꎬ延缓
了因为失神经支配导致的肌肉萎缩ꎻ有观点认为此痉
挛状态与脊髓介导的单突触神经反射恢复以及神经递
质受体上调、感觉神经元过敏有关[２１]ꎬ从而保留了一
定比例的Ⅰ型肌纤维ꎮ 骶髓下脊髓损伤由于脊髓反射
的低级反射通路中断ꎬ脊髓反射被抑制或丧失ꎬ肌肉长
期处于弛缓状态ꎬ无法实现任何收缩ꎬ神经对于肌肉的
营养作用完全消失ꎬ导致Ⅰ型肌纤维的含量严重下降ꎮ
前期研究[４]已证实骶髓上脊髓损伤后的不同时期ꎬ大
鼠盆底肌肉张力变化规律与脊髓损伤后肢体骨骼肌的
张力变化规律类似ꎻ关于脊髓损伤后盆底肌肉张力与
Ⅰ型肌纤维比例的关系尚无定论ꎬ从本研究的结果分
析Ⅰ型肌纤维比例的下降可能与张力低下相关ꎬ但不
能排除其它因素对肌张力的影响ꎬ如 α 运动神经元参
与的肌紧张反射等ꎮ

本研究还观察了不同损伤水平大鼠盆底肌肉的
ＨＥ 染色和电镜下肌小节结果变化情况ꎬ对比其与肌
纤维类型之间的关系ꎬ发现 ＳＣ 组具有典型的失神经
后肌肉萎缩、组织退变、结缔组织增生等特征ꎻＳＳ 组的
表现则有所不同ꎬ其特征表现与Ⅰ型肌纤维类型的研
究结果一致ꎮ 分析其原因ꎬ骶髓上脊髓损伤通过保留
的脊髓反射在一定程度上补偿肌肉和某些盆底功能ꎬ
而骶髓下脊髓损伤后ꎬ盆底肌肉及器官的功能基本完
全丧失ꎬ呈现长期的迟缓和无功能状态[３]ꎮ

综上所述ꎬ骶髓上脊髓损伤后ꎬ盆底耻尾肌Ⅰ型肌
纤维部分减少ꎬ形态学以肌萎缩但肌纤维结构基本保
留为主要特点ꎬ这与骶髓上脊髓损伤通过保留的脊髓

反射在一定程度上补偿某些盆底功能、延缓肌肉萎缩
有关ꎻ而骶髓下脊髓损伤后ꎬ盆底耻尾肌Ⅰ型肌纤维显
著减少ꎬ形态学以肌萎缩伴肌纤维结构严重破坏为主
要特点ꎬ这与骶髓下脊髓损伤后盆底肌肉及器官长期
的迟缓状态加重了盆底组织结构退变有关ꎮ 因此ꎬ在
今后的临床治疗中ꎬ如何利用骶髓上脊髓损伤后残留
的脊髓反射调节盆底肌肉张力ꎬ最大限度地恢复盆底
功能ꎬ如何选取有效的康复手段刺激或替代盆底肌肉
延缓骶髓下脊髓损伤后盆底肌肉和器官的萎缩ꎬ将会
是重要的研究方向ꎮ
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(修回日期:２０２１￣０３￣２３)
(本文编辑:汪　 玲)

消息
«中华物理医学与康复杂志»第三届吞咽障碍康复优秀论文评奖拉开帷幕

吞咽障碍是康复医学领域的难点和热点研究课题之一ꎮ 自 ２００９ 年开始ꎬ«中华物理医学与康复杂志»携手广州中山大学第三

附院ꎬ已连续举办了多次“全国吞咽障碍康复高峰论坛”ꎬ并借以选择和组织发表了一大批优秀专题论文ꎬ对促进吞咽障碍康复学术

交流ꎬ推动我国吞咽障碍康复工作的发展起到了良好作用ꎮ
今年 ５ 月 ２８－３０ 日ꎬ«中华物理医学与康复杂志»将再度与中山大学第三附院携手ꎬ在广州举办“第七届中国吞咽障碍康复高峰

论坛”ꎮ 根据此前确定的原则ꎬ我们如约开展了«中华物理医学与康复杂志»第三届吞咽障碍康复优秀论文评奖活动ꎬ对 ２０１８－２０２０
年期间本刊发表的吞咽障碍康复方面的优秀论文进行评选和奖励ꎮ

本次活动采用函评方式ꎬ特邀请国内吞咽障碍康复方面的权威专家进行评审ꎬ最终将根据每篇论文得分高低ꎬ评出一等奖 １
名ꎬ二等奖 ３ 名ꎬ三等奖 ５ 名ꎬ鼓励奖 １０ 名ꎬ并分别给予相应奖励ꎮ

«中华物理医学与康复杂志»编辑部

２０２１ 年 ４ 月
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