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Abstract 

BACKGROUND: Interleukin-1 receptor shows protective effects on spinal cord function recovery in rats with acute spinal cord 

injury, but the precise mechanism remains poorly understood.  

OBJECTIVE: To investigate the effect of interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra) on neurofilament protein 200 (NF 200) and 

glial fibrillary acidic protein (GFAP) expression in rat acute spinal cord injury tissue. 

METHODS: A total of 90 Sprague-Dawley rats were randomly divided into three groups: sham-operated, normal saline and 

IL-1Ra treatment group. Acute spinal cord injury models were established by improved Allen’s method. At 1, 48 and 72 hours 

after model establishment, an 8-mm spinal cord segment was dissected longitudinally from the lesion site in each group. The 

NF200 and GFAP expression was detected by immunohistochemical staining.  

RESULTS AND CONCLUSION: NF200 and GFAP expression in the IL-1Ra trentment group was significantly higher than that in 

the sham-operated and normal saline group (P < 0.05). These results showed that IL-1Ra can increase NF200 and GFAP 

expression in the injured spinal cord segment and exhibit protective effect on acute spinal cord injury. 
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摘要 

背景：白细胞介素 1受体拮抗剂对大鼠急性脊髓损伤后脊髓功能修复具有保护作用，但具体机制不明。 

目的：观察白细胞介素 1受体拮抗剂对大鼠急性脊髓损伤组织神经丝蛋白质 200和胶质纤维酸性蛋白的影响。 

方法：SD大鼠随机分成假手术组，生理盐水对照组和白细胞介素 1受体拮抗剂治疗组。采用改良 Allen氏打击法建立急性

脊髓损伤大鼠模型。分别在建模后 1，48和 72 h获取损伤段 8 mm脊髓标本。 

结果和结论：免疫组织化学染色检测，白细胞介素 1受体拮抗剂治疗组神经丝蛋白质 200和胶质纤维酸性蛋白的表达较假

手术组和生理盐水组高，差异有显著性意义(P < 0.05)。提示白细胞介素 1受体拮抗剂可使急性脊髓损伤大鼠模型损伤段脊

髓神经丝蛋白质 200和胶质纤维酸性蛋白表达增加，对急性脊髓损伤发挥保护作用。 

关键词：急性脊髓损伤；白细胞介素 1受体拮抗剂；神经丝蛋白质 200；胶质纤维酸性蛋白；炎症反应 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.33.014 
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0  引言 

 

急性脊髓损伤(acute spinal cord injury, 

ASCI)的继发性损害中，损伤局部的炎性反应起

重要的作用
[1-2]
。白细胞介素1β(Interleukin-1β，

IL-1β)是介导炎症反应的重要因子，参与刺激其

他细胞因子产生，介导炎性细胞浸润，在脊髓

损伤发生后明显上调，与脊髓神经功能永久性

丧失密切相关
[3-5]
。同时，研究发现IL-1β可诱导

体外培养的多种神经细胞凋亡
[6-9]
。 

因此，及时阻断IL-1β作用效应，抑制炎症

反应及神经细胞的凋亡效应将成为治疗ASCI

的一个新途径。已有学者将白细胞介素1受体拮

抗剂(Interleukin-1 receptor antagonist, IL-1Ra)

应用于ASCI的局部损伤部位，发现其可减少脊

髓组织中Caspase-3的表达和神经细胞凋亡的

发生
[10]
，但具体机制尚未阐明。实验拟构建大

鼠ASCI模型，观察IL-1Ra对ASCI模型大鼠脊髓

组织中神经丝蛋白200(neurofilament proteins 

200, NF200) 和 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白 (glial 

fibrillary acidic protein, GFAP)表达的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2009-12/2010-05在广西

医科大学实验动物中心及广西医科大学医学科

学实验中心完成。 

材料： 

实验动物：清洁级成年健康SD大鼠90只，

雌雄不限，由广西医科大学实验动物中心提供，
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体质量230~280 g，平均(250±21.6) g。实验经

广西医科大学实验动物管理委员会批准，实验

过程中尽可能减少动物使用数量和动物痛苦，

对动物的处置方法参照国家科学技术部2006

年发布的《关于善待实验动物的指导性意    

见》
[11]
。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

动物分组：90只大鼠随机分成3组：假手术

组、生理盐水对照组和IL-1Ra治疗组，每组30

只。 

ASCI模型建立及分组干预：生理盐水对照组

和IL-1Ra治疗组大鼠用改良Allen法建立脊髓

损伤动物模型
[12]
。在硬膜表面垫一垫片，将重

10 g的圆柱状金属棒用细绳牵引至8 cm高度，

松脱绳子，金属棒从高处垂直落下打击，造成

T9~T10脊髓急性挫伤。如大鼠出现尾巴痉挛性

摆动及躯体回缩扑动和双下肢瘫痪，即表示模

型制备成功。IL-1Ra治疗组大鼠于ASCI后立即

把吸附生理盐水5 µL(含10 µg IL-1Ra)的明胶

海绵置于脊髓损伤处；生理盐水组于ASCI后立

即把吸附生理盐水5 µL的明胶海绵置于脊髓损

伤处；假手术组只做T9~T10椎板切除术，不做

任何处理。各组术后均肌肉注射青霉素      

30 000 U，2次/d，共3 d。术后按压膀胱直至

建立排空反射，3次/d。 

脊髓损伤组织取材与切片制作：各组大鼠分别

于损伤后1，48和72 h各取10只，经体积分数

10%水合氯醛(400 mg/kg)腹腔内麻醉，左心室

插管，然后剪开右心耳，先灌注生理盐水    

200 mL，再灌注40 g/L多聚甲醛250 mL，然后

切取以损伤段为中心8 mm的脊髓，用40 g/L多

聚甲醛固定24 h，常规石蜡包埋、切片(横切)，

片厚5 µm，常规苏木精-伊红染色。 

免疫组织化学染色：采用Super PicTure免疫

组织化学染色法检测NF200和GFAP表达
[13]
。

NF200和GFAP一抗的工作浓度为1∶100。每

张切片在400倍光学显微镜下选10个不同视

野，采用病理图像分析仪和图像分析软件，对

同一批染色的切片，先根据染色的灰度定下同

一标准，根据染色的底色计算出NF200和GFAP

阳性细胞的平均灰度值。灰度值可间接反映细

胞蛋白的表达活性，灰度值越大，表达活性越

低，灰度值越小，表达活性越高。 

主要观察指标：脊髓的病理组织学观察；

NF200和GFAP染色阳性细胞灰度值测定。 

统计学分析：各组数据以x
_

±s表示，利用

SPSS 16.0软件进行单因素方差分析和多重比

较(SNK)，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验选用大鼠90只，

实验过程中无脱失，全部进入最终结果分析。 

2.2  各组大鼠脊髓的组织学观察  在模型建

立后72 h，通过高倍光镜观察，假手术组脊髓

组织结构正常，神经细胞清晰可见；生理盐水

组脊髓组织结构紊乱，损伤区有出血和水肿，

灰质中观测到多且大的空腔形成，神经细胞较

难辨认，并有大量的炎细胞聚集、浸润；IL-1Ra

治疗组脊髓组织结构一般清晰，脊髓神经元存

活较多，损伤区有出血和水肿情况比生理盐水

组轻，炎细胞浸润数量较少。 

2.3  各组大鼠脊髓组织中NF200的表达  大

鼠ASCI后脊髓组织神经细胞的NF200表达随时

间发展逐渐增强，在脊髓前角运动神经元最早出

现，而在脊髓后角神经元出现较晚。形态学方面，

神经元的胞体和胞核均有增大。各组大鼠脊髓

组织中NF200的表达见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表1可见，IL-1Ra治疗组在各时间点阳性表

达均强于生理盐水组和假手术组，尤其在72 h

时，在脊髓前角处，NF200阳性表达明显增强； 

试剂及仪器 来源 

NF200 一抗(小鼠来源)，

GFAP一抗(小鼠来源) 

即用型第二代免疫组织化

学广谱试剂盒 

DAB显色试剂盒 

(DAB-0031) 

病 理 图 像 分 析 仪

(DMR+Q550) ， Leica

QWin图像分析软件  

英国 Thermo Scientific 

公司 

天津津脉生物技术公司 

 

福州迈新生物技术公司 

 

德国 LEICA公司 

表 1  各组大鼠脊髓组织中不同时间点神经丝蛋白
质 200阳性细胞灰度值比较 

Table 1  Comparison of gray values of neurofilament 
protein 200 positive cells around the 
damaged spot of spinal cord in each group 
at different periods            (x

_

±s, n=30)

a
P < 0.05, vs. sham-operated group; 

b
P < 0.05, vs. normal 

saline group; IL-1Ra: interleukin-1 receptor antagonist 

Acute spinal cord injury 
Group  

1 h 48 h 72 h 

 

Sham- 

operated 

 

226.99±10.13 

 

227.59±5.17

 

 228.09±3.3 

Normal saline 232.44±5.04
a
 194.37±3.20

a
 190.41±2.85

a

IL-1Ra  190.32±3.28
ab
 186.34±4.71

a
76.80±5.65

ab
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3组之间的NF200阳性细胞分布差异有显著性意义    

(P < 0.05)。 

2.4  各组大鼠脊髓组织中GFAP的表达  3组损伤区周

围脊髓GFAP表达均随着时间延长而增加。从1 h开始，

IL-1Ra治疗组开始和其他两组相比差异有显著性意义

(P < 0.05)；72 h时，IL-1Ra治疗组的GFAP阳性表达明

显高于假手术组和生理盐水组 (P < 0.05)。见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

在ASCI后，脊髓原发性损伤产生的神经损害是不可

逆的，而脊髓继发性损伤在原发损伤后的数分钟到数天

内逐渐形成，和局部炎症、水肿及神经细胞凋亡有关，

是一种细胞和分子水平的主动调节过程，具有可逆性且

可被调控
[14-15]

。特别是在早期，如能采取有效措施，预

防和逆转继发性损伤，减少神经细胞死亡可显著促进受

损脊髓神经功能的恢复
[16-17]

。已有多项研究表明，如能

在继发性脊髓损伤早期抑制炎症反应和延缓神经细胞

凋亡，将促进脊髓神经元的恢复
[18-20]

。 

IL-1β是炎症反应的重要递质，炎症所导致的脊髓功

能障碍和IL-1β密切相关
[21]
，如能抑制IL-1β介导的炎症

反应，将是救治脊髓继发性损伤的有效途径
[22]
。IL-1β

还可通过Caspase-3途径诱导脊髓神经细胞凋亡
[23]
，而

在脊髓损伤区应用 IL-1R拮抗剂后可抑制这个过     

程
[10, 24]

。实验通过在ASCI损伤局部应用IL-1Ra后，发

现和脊髓功能恢复相关的NF200和GFAP指标有显著变

化，验证了将IL-1Ra应用于ASCI治疗的可能性。实际上，

IL-1Ra作为直接的IL-1β受体的拮抗剂，已有研究者尝试

用在了肝脏和脑组织炎症的治疗上
[25-27]

。在脊髓损伤治

疗方面，也有研究者尝试应用。宗少晖等
[28]
将IL-1Ra应

用在ASCI局部损伤部位后，观察到脑源性神经营养因子

增高，从而促进脊髓损伤的修复。Hook等
[29]
将IL-1Ra

应用于以吗啡作为镇痛剂的大鼠中，能减轻炎症反应，

促进脊髓功能恢复，且起效应剂量和病变范围有正比关

系。 

脊髓损伤的修复包括神经元及轴突的再生、神经元

的整合和突触的建立。NF和GFAP是细胞质骨架中中间

丝的构成成分。NF200在正常情况下只存在神经元轴突

中，而胞体不含或很少含有。当脊髓损伤发生后，损伤

区内神经细胞结构的破坏和崩解导致NF的丢失，此时，

损伤区外的神经元开始大量合成和积存NF200，以适应

神经细胞再生的需要。NF200的积存使胞体着色。从邻

近神经元胞体着色的程度可判断脊髓损伤修复的情  

况
[30]
。在实验中，脊髓损伤后NF的表达出现随时间延

长而逐渐增强，早期先出现前角运动神经元着色，而后

出现侧角及后角神经元着色，特别伤后72 h时，后角神

经元着色更加明显。主要是由于不同种类的神经元对创

伤的反应存在差别性以及神经元功能和信号传导方向

的不同，造成了不同部位神经元着色时间的不同。

IL-1Ra治疗组的NF表达在3个时间点均比假手术组、生

理盐水组强，特别在72 h，这种差别更加明显。说明

IL-1Ra的治疗可促进神经细胞NF的合成和表达。 

GFAP主要存在于星形胶质细胞中。在脊髓损伤的

早期，损伤后增生的GFAP阳性星形胶质细胞能促进其

它星形胶质细胞的有丝分裂和分化成熟
[31]
。星形胶质细

胞也可释放各种神经生长因子和成纤维细胞生长因子，

促进损伤脊髓的修复
[32]
。因此，NF200和GFAP的表达

和脊髓功能的恢复有密切关系。在研究脊髓损伤后脊髓

功能恢复的相关治疗中，均能检测到NF200和GFAP的

改变
[33-35]

。但也有研究发现，星形胶质细胞通过在脊髓

损伤后3~12 h后可合成单核细胞趋化蛋白1、基质细胞

源性因子1和巨噬细胞炎性蛋白2，趋化中性粒细胞和单

核巨噬细胞在损伤局部聚集，介导炎症反应
[36-37]

。同时，

星形胶质细胞的增生、肥大和充填缺损空隙可形成胶质

瘢痕，对轴突再生起到机械阻碍作用，影响脊髓的修复

与再生
[34, 38]

。因此从远期效应看，GFAP可抑制脊髓神

经元的修复过程。在本实验中，从ASCI后1~72 h，

IL-1Ra治疗组GFAP表达逐渐增强，和假手术组、生理

盐水组比较有显著性差异，表明在ASCI早期，IL-1Ra

即对GFAP产生影响。由于观察时间较短，IL-1Ra治疗

对GFAP的远期影响需作进一步研究。 

综上所述，在急性脊髓损伤后的早期，通过应用

IL-1Ra阻断IL-1β的作用，能抑制损伤局部的炎症效应，

增加神经元NF200和GFAP的表达，促进脊髓神经元细

胞的修复，有利于脊髓功能的恢复。将IL-1Ra应用于脊

髓损伤的治疗有较大的潜在价值。 
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