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行为学训练对局灶性脑缺血大鼠梗死侧
海马CA3区突触结构的影响

段小东1 张 雷2 胥方元1 郭声敏1 刘 曦1 姜 伟1

摘要

目的：研究行为学训练对局灶性脑缺血大鼠梗死侧海马CA3区突触结构的影响并探讨其机制。

方法：48只健康雄性Wistar大鼠制成右侧大脑中动脉脑梗死模型后随机分为训练组和对照组，每组各24只，2组又

随机分为7d、14d和21d 3个时段进行观察，每个时段8只。训练组于造模1d后，给予Morris水迷宫训练，对照组置

于普通笼中正常喂养，不给予干预。透射电子显微镜下观察各时间点不同组大鼠梗死侧海马CA3区突触结构参数

的变化。

结果：电镜下观察到各时段电针组梗死侧海马CA3区突触后致密物（PSD）厚度、活性区宽度、突触后膜曲率均较对

照组明显增加，差异有显著性意义(P<0.05)。
结论：行为学训练可以改善局灶性脑梗死大鼠梗死侧海马CA3区突触结构参数的表达，促进神经功能的恢复，从而

改善脑梗死大鼠的学习记忆能力。
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Abstract
Objective：To evaluate the effects of behavior training on synaptic interface structures around the area of cerebral

infarction and to explore its role of functional recovery in cerebral infarction.

Method: Forty-eight adult male Wistar rats were randomly divided into training group and control group after the

establishment of models of ischemic cerebral infarction, and the training group was divided into 7d, 14d, and 21d

sub-groups. Training group was given morris water training 1 day after model establishing. The control group fed

normal ordinary apartments and was not given any treatment. Synaptic ultrastructure in the hippocampal CA3 area

in ischemia side were observed under transmission electron microscopy.

Result: The synaptic curvatures and thickness of postsynaptic density（PSD） as well as the length of active area

were obviously increased in training group when compared with control group (P<0.05).
Conclusion：Behavior training can promote the recovery of cerebral infarcted neural function and the learning and

memory abilities in rats，which are likely to be related to the synaptic structure changes in hippocampus CA3 area.
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随着缺血性脑卒中发病率逐年增高，脑梗死治

疗已成为当前临床研究的重要内容之一。脑梗死患

者后遗功能障碍十分广泛，其中以学习记忆障碍与

运动功能障碍最为常见，对患者的生存质量影响也

最大。行为学训练是一种康复训练方法，它主要用

来训练相关对象的学习、记忆、空间辨别、觅食等本

能性行为能力，促进受损的行为学功能恢复[1]。目

前国内外对行为学训练的研究比较多，主要集中在

对痴呆大鼠的研究，而对局灶性脑缺血大鼠的研究

还很少。本研究采用右侧大脑中动脉缺血性梗死模

型，观察行为学训练后梗死侧海马CA3区突触结构

参数的变化，从突触机制上探讨行为学训练对局灶

性脑缺血大鼠脑损伤修复的机制，为脑卒中患者的

临床康复提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

60只健康雄性Wistar大鼠，平均体重(250±20)

g，年龄8—l0周，由泸州医学院实验动物中心提供。

造模成功的48只动物随机分为脑梗死自由活动组

(对照组）和脑梗死行为学训练组（训练组），每组24

只。2组分3个时段进行观察，每个时段8只。

1.2 主要仪器与试剂

JEM-1400型透射电子显微镜（日本）,SIS图像

采集分析系统（德国）,DP12数码相机：日本OLYM-

PUS光学仪器有限公司,Morris水迷宫视频跟踪分析

系统(包括摄像机、录像机、显示器和分析系统)：成

都泰盟科技有限公司,MT-200Morris水迷宫跟踪分

析系统(S1000): 成都泰盟科技有限公司,Image-Pro

Plus 6.0专业图像分析软件，多聚甲醛戊二醛，Na-

Cl，戊巴比妥钠，3%双氧水等。

1.3 局灶性脑缺血模型制作方法

参照廖维靖等[2]和Longa等[3]的大鼠大脑中动脉

缺血模型造模方法制成右侧大脑中动脉梗死模型。

用1%的戊巴比妥钠按照30—40mg/kg对大鼠进行

腹腔麻醉，固定于手术台上,消毒后颈部正中切开，

分离右颈总动脉、颈内动脉、颈外动脉及翼腭动脉,

颈内动脉挂线备用，在翼腭动脉起始部环扎，并结扎

颈外动脉和颈总动脉近心端，在颈总动脉分叉处的

近心端约5mm处剪一长约0.2mm的小口，将预先用

多聚赖氨酸浸泡处理的强力尼龙钓鱼线(直径

0.22mm，长25mm，离头端2mm处均匀地涂上一层聚

胺酯清漆，使其头端形成光滑的锥形，直径约

0.25mm）从颈总动脉切口插入,经颈总动脉分叉后沿

颈内动脉入颅，至大脑前动脉，稍感阻力时停止，插

入深度从分叉处计约17—19mm，然后用手术线结

扎颈内动脉以扎紧线栓，剪去多余尼龙线，最后缝合

皮肤，此外在术中和术后用小型负反馈电热毯对动

物进行保温，使肛温保持在37℃。苏醒后放回鼠笼

正常喂食和饮水，保持室温25℃。在手术中保持无

菌操作。

造模成功标准[4]：大鼠苏醒后提尾时左侧肢体

内收屈曲；同侧Hornor征；爬行时向左划圈；站立时

向左侧倾倒。凡具有以上4项体征中任何一项者均

纳入研究对象。大鼠死亡时及时补充，保证每组动

物数量。

1.4 治疗方法

对照组和训练组大鼠在造模成功后置于普通笼

中正常喂养。训练组于术后第1天开始行为学训

练；对照组只在同等条件下饲养，不做任何干预。

Morris水迷宫训练[5]：Morris水迷宫选用大鼠通

用型，圆桶形，水池直径120cm，高55cm，实验时放

入的水深22cm，水中加入奶粉，使其呈乳白色不透

明状，水温为22℃。在水池壁的边沿均匀分布4个

不同形状的标记，由此将水池等分为4个象限，选第

三象限正中放置平台(平台高21cm,平台直径10cm，

没于水下1cm，根据计算机中的分析软件进行调整

位置。将训练组大鼠放于水迷宫中适应2min，将受

试大鼠按顺时针方向依次由第一象限至第四象限入

水点顺序面向池壁放入水中。记录2min内寻找平

台的时间（逃避潜伏期）。如果大鼠在2min内找到

平台，记录2min中内实际逃避潜伏期；如果在2min

内未找到平台，由实验者将其引上平台并停留10s，

逃避潜伏期记录为2min，1次/d。每次不同动物的入

水点相同，训练顺序固定。此项目主要训练大鼠的

学习记忆能力。

1.5 取材及处理

对照组和训练组在术后7d，14d，21d分别进行

取材，每时段每组各取材8只。以1%的戊巴比妥钠

腹腔注射麻醉，固定于操作台上，迅速开胸，先以
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250ml生理盐水快速将左心室灌流大鼠体内血液冲

净，再以4%多聚甲醛200ml行心脏灌注固定(大约持

续15min)，灌注完成后断头取脑，分离海马组织，参

照大鼠脑立体定位图[6]定位取海马 CA3 区，取

1mm×1mm×2mm组织3块，固定于3%戊二醛+4%

多聚甲醛固定液中。行常规电镜标本包埋、醋酸铀

和枸橼酸铅双染。每份标本制作2张铜网，铜网由

左上角至右上角的斜线上移动，每份标本随机摄取

突触像5张，15000倍显微照片(日本JEM-1400型透

射电子显微镜)，再光学放大至50000倍。

1.6 突触形态学参数的定量分析

用SIS图像采集分析系统以及Image-Pro Plus

6.0专业图像分析软件测量突触间隙宽度、突触后致

密物(postsynaptic density，PSD)的厚度、突触后膜的

弦长和弧长及突触活性区的长度。其中活性区长度

与突触后膜致密物的厚度参考Guldner方法测量[7]；

突触界面曲率的测量参数参照Jones等的方法[8]，即

突触后膜的弦长与相应的弧长之比等于界面曲率；

突触间隙宽度用多点平均法测定。每组测定40镜

照片。

1.7 统计学分析

用SPSS 13.0版软件进行整理及统计学分析，

P<0.05为差异有显著性意义。按完全随机设计资

料进行方差分析，并进一步进行多样本均数间两两

比较的LSD-t检验法进行统计分析。

2 结果

2.1 突触形态结构

两组局限性脑缺血大鼠梗死侧海马CA3区突

触GrayⅠ型突触图像均符合兴奋性突触形态特征，

具有不典型的不对称界面,突触前膜和突触后膜较

模糊，突触后膜有浓密的电子致密物，突触前终末聚

集有较多呈圆形的突触囊泡，突触后膜比突触前膜

明显增厚。对照组突触多为平直型突触，即突触前、

后膜近于直线且平行，少数突触的后膜轻度弯曲形

成微凹型或微凸型，一般只有一个活性区域，见图

1。训练组突触多表现为凹型和凸型突触，多数为凹

性突触，其形态成弧形；突触的体积比较大，大多有

两个或以上的活性区域，见图2。

2.2 透射电镜突触形态图像分析仪统计结果

两组局限性脑缺血大鼠梗死侧海马CA3区参

数结构见表1，训练组PSD厚度、活性区长度、突触

界面曲率均增加，与同期对照组比较差异均有显著

性意义（P<0.05）；两组大鼠梗死侧海马CA3区突触

间隙宽度同期两两比较差异无显著性意义（P<
0.05）。

3 讨论

突触是神经元之间传递信息的重要结构，可塑

性是神经元和神经网络发生的适应性变化，在高级

神经中枢的脑内，每一个神经元在整个生命活动过

程中都具备可持续形成突触连接的潜在能力，这种

能力是神经网络可塑性的基础[9]。中枢神经系统突

触功能和结构的可塑性变化是神经康复的基础。脑

缺血大鼠随缺血时间的延长，会出现突触结构异常，

突触密度下降[10]。海马与学习、记忆的关系密切，对

梗死/缺氧等许多致病因素较为敏感，再加上其结构

图1 对照组海马CA3区突触形态（透射电镜，×50000）

图2 训练组海马CA3区突触形态（透射电镜，×50000）
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和功能具有明显的可塑性，因此常作为学习记忆的

研究对象。最近Briones等[11]研究发现，复杂环境可

作为一种独立影响因素，促进缺血损伤区附近的海

马神经元突触及树突生长，提示在脑缺血治疗期间，

对患者进行功能训练可以促进大脑损伤区周围神经

环路恢复，有助于其神经功能的恢复及重建。梁荫

基[12]等人研究发现，Morris水迷宫训练可以诱导大鼠

海马CA3区轴突的重塑，提示苔藓纤维系统可作为

一个研究轴突重塑和认知关系的理想区域。

行为学训练是运动训练的一种，它主要训练动

物的本能行为能力，如学习、记忆、空间辨别及觅食

等，促进受损的行为学功能的恢复。Morris水迷宫

主要应用于学习记忆、老年痴呆、缺血性痴呆、智力

与衰老、行为生物学等方面的研究。Morris水迷宫

实验通过定位航线试验测量大鼠获取经验（学习）的

能力，以潜伏期表示；通过空间搜索试验，测量大鼠

保存经验（记忆）的能力，以跨越原平台次数及平台

象限游泳距离表示。本研究中，我们选用水迷宫进

行训练，因为大鼠的梗死灶位于海马区，而水迷宫被

证实是学习记忆能力最好的训练工具。李玲[13—15]等

人研究表明，海马梗死大鼠经过水迷宫训练后，其受

损的学习记忆明显得到恢复，在训练后3周基本可

达正常水平，而制动组大鼠的学习记忆能力虽然也

有一定恢复，但始终低于正常水平，同时行为学训练

能 显 著 增 强 多 聚 唾 液 酸 神 经 细 胞 黏 附 分 子

(PSA-NCAM）和巢蛋白(nestin)在脑梗死大鼠海马齿

状回区的表达，而且还可增强神经干细胞的迁移能

力，促进神经功能恢复，从而水迷宫训练可以促进海

马梗死大鼠的学习记忆能力的恢复。

本实验通过电镜观察发现，对照组大鼠缺血侧

海马CA3区突触形态多为平直型，PSD厚度较薄，活

性区长度短；训练组大鼠以凹型突触增加为主，在纵

切面上呈一“U”型，PSD厚度大，活性区长度长。训

练组大鼠缺血侧海马CA3区PSD厚度、突触活性区

长度、突触界面曲率与同期对照组比较差异均具有

显著性意义(P<0.05)。表明Morris水迷宫训练可使

脑梗死大鼠缺血侧突触结构参数发生改变，增强了

突触的传递功能，在行为上表现为其学习记忆能力

优于对照组。突触界面曲率的改变是突触可塑性的

一个形态学特征，弯曲型突触比平直型突触有更多

的线粒体，处于更活跃的状态。扩大突触界面曲率

导致接触面积的增大，由于弯曲度大的界面呈“袋

状”，减少向周围间隙扩散，有利于递质与受体更有

效的结合以及递质作用后被重新摄取，从而提高神

经信息传递的有效性。因此推测突触界面曲率的增

大可以作为一种代偿机制[16—17]。PSD厚度与神经运

动功能和学习记忆的保持能力密切相关[18]，PSD附

于突触后膜胞浆侧厚约50nm，含有30余种与突触

传递紧密相关的蛋白成分是突触后可塑性结构基础

最重要的部分。其厚度、长度与面积在长时程增强

形成中均发现有增加现象，由此推测PSD的变化可

能是突触功效增强的物质基础[19]。突触后膜致密物

质厚度增加，可能与某些酶及其底物蛋白的磷酸化

过程引起其分子构型改变有关，这可能是功能变化

的形态学基础[20]。突触小泡是突触前部的特征性结

构，小泡内含有化学物质，称为神经递质。突触前膜

与聚集成簇的突触小泡相接触形成突触活性区，突

触活性区长度反映神经递质释放的有效面积。囊泡

融合有助于介导突触传递，神经营养因子的释放[21]。

我们的研究发现训练组大鼠缺血侧海马CA3区的

突触活性长度比对照组明显增加，说明行为学训练

可以影响神经冲动的传递功能。突触前部和突触后

表1 两组大鼠梗死侧海马CA3区突触结构参数比较 （x±s）

组别

对照组
7d
14d
21d

训练组
7d
14d
21d

与对照组同期比较，①P<0.01；组内两两比较，②P<0.05。

只数

24
8
8
8
24
8
8
8

突触间隙宽度(nm)

21.44±1.25
21.47±1.08
20.96±1.37

20.71±2.41
21.71±3.01
19.46±2.65

PSD厚度(nm)

47.00±5.12
51.06±5.23
52.68±4.16

54.23±8.16①②

60.33±9.51①

64.44±10.70①

后膜活性区长度(nm)

296.92±8.44
301.44±8.09
309.53±2.65

326.22±8.72①②

335.32±8.28①②

340.16±6.72①②

突触界面曲率

1.017±0.210
1.018±0.017
1.020±0.209

1.019±0.014②

1.026±0.017①②

1.040±0.018①②
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部相对应的细胞膜较其余部位略增厚，分别称为突

触前膜和突触后膜，两膜之间的狭窄间隙称为突触

间隙。我们在研究中观察到行为训练21d后脑缺血

大鼠缺血侧海马CA3区的突触间隙变化不大，不具

有显著性意义。这是否与我们的治疗方法、治疗时

间和治疗的强度有关，还需要我们进一步研究。另

研究认为[22]海马区轴突和树突之间的间隙与学习能

力和记忆能力密切相关，所有潜在的连接模式都惊

人地依赖突触前和突触后神经元的解剖位置。

由此可见，行为训练可以改善脑梗死大鼠学习

记忆能力，其机制可能与行为学训练促进了海马区

突触结构和传递的可塑性变化有关，使神经系统的

功能重组和代偿，从而改善学习记忆能力。
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