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·基础研究·

跑台训练对大鼠脑缺血再灌注后脑组织基质金属
蛋白酶-2和血管内皮生长因子表达的影响*

马跃文1 强 琳1

摘要

目的：探讨跑台训练对大鼠脑缺血再灌注神经功能恢复和缺血脑组织中MMP-2和VEGF表达的影响。

方法：用线栓法制作Wistar大鼠大脑中动脉梗死再灌注模型，35只大鼠随机分为假手术组、跑台训练组和手术对照

组。跑台训练和手术对照组又分为跑3天、跑7天、跑14天3个亚组，各亚组及假手术组每组5只大鼠。跑台组于术

后第3天开始给予跑台训练，假手术组及手术对照组不予跑台训练。于跑3天、跑7天、跑14天3个时间点进行神经

功能评估后处死大鼠。采用RT-PCR技术测定缺血区脑组织中MMP-2及VEGF的水平。

结果：跑台训练组在跑7天、跑14天神经功能评分明显低于对照组(P＜0.05)。跑台训练组缺血区脑组织在跑7天、

跑14天MMP-2水平高于对照组（P＜0.05），各时间点VEGF水平均高于对照组(P＜0.05)。

结论：跑台训练能通过上调MMP-2及VEGF的表达,促进血管形成和神经再生等,有利于脑损伤后神经功能的恢复。
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Abstract
Objective: To study the effects of treadmill training on the recovery of neurological function and the expression

of MMP-2 and VEGF in ischemic brain of rats after cerebral ischemia-reperfusion.

Method: A total of thirty-five male adult Wistar rats were given cerebral ischemia-reperfusion and were random-

ly divided into sham-operated group, control group and exercise group, with treadmill running. Neurological func-

tion was measured at the 24h after the operation, the 3rd, the 7th and the 14th day after the beginning of exer-

cise respectively. RT-PCR was used to detect the expression of MMP-2 and VEGF in the ischemic brain at the

3rd, 7th and 14th day.

Result: Compared with those in the control group, the behavior scores in exercise group was much lower at the

7th and 14th day (P＜0.05). MMP-2 expression in exercises group was higher than in the control group at the

7th and 14th day (P＜0.05). The expression of VEGF in the exercise group was greater than that in the control

group at all points (P＜0.05).

Conclusion: The expression of MMP-2 and VEGF in the brain ischemic area can be improved through treadmill

training. It can promote recovery of neurological function by developing neurogenesis and promoting vascularization

after cerebral infarction.
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缺血性脑血管病是当今社会最常见的疾病之

一，减少其发病率、死亡率和致残率是基础医学和临

床医学的一个重要研究课题。临床调查显示，康复

治疗可以改善急性缺血性脑血管病患者的运动功

能，降低其神经功能缺损积分[1]，降低致残率。运动

训练是脑梗死后康复治疗方法中的重要手段，但其

确切机制尚不明确。研究证明脑卒中的恢复与神经

重塑及神经血管发生密切相关。本研究通过大脑中

动脉缺血再灌注模型，观察运动功能训练能否对基

质 金 属 蛋 白 酶 -2(matrix metalloproteinases-2,

MMP-2)及血管内皮生长因子(vascular endotheliar

growth factor, VEGF)表达产生影响，从而探讨其部

分机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康雄性Wistar大鼠35只，体重250—350g，清

洁级，由中国医科大学实验动物部提供，笼内饲养，

予充足的食物和饮水，室温（23±2）℃。随机将大鼠

分为假手术组5只，跑台训练组和手术对照组各15

只。跑台训练组和手术对照组又根据观察时间点不

同分为跑3天、跑7天、跑14天3个亚组，每个亚组5

只大鼠。

1.2 动物模型制备

采用改良的Longa EZ线栓法[2]制备大脑中动脉

梗死（middle cerebral artery occlusion, MCAO）后再

灌注模型。大鼠经10%水合氯醛(350mg/kg)腹腔麻

醉后，仰卧绑定，颈前部正中切口，分离出右侧颈总

动脉、颈内动脉和颈外动脉，结扎颈外动脉远心端、

颈总动脉近心端，用微动脉夹夹闭颈内动脉的远心

端。在颈总动脉靠近分叉处剪一小口，将预先处理

过的鱼线(线身直径 0.265mm，线头直径 0.34±

0.02mm)的圆钝端沿切口插入颈内动脉，结扎颈总动

脉的插线处，然后撤掉动脉夹，将鱼线缓缓送入，直

至大脑中动脉，鱼线插入深度平均为18—20mm，以

阻断该侧大脑中动脉的血流，最后缝合颈部切口。

此时大鼠左眼虹膜颜色变浅，缺血2h后拔出鱼线，

实行再灌注。动物苏醒出现右侧Horner综合征，右

侧眼裂变小，瞳孔缩小，出现左侧偏瘫，以左上肢为

明显，提尾悬拉出现左上肢蜷缩屈曲或被动性过度

伸展，同时出现向左侧转圈，跌倒。假手术对照组处

理措施参照手术组，但线栓不入颅。模型建立后3

天内给予庆大霉素2万U腹腔注射。

1.3 电动跑台运动训练

跑台(treadmill training)采用改良后人用跑步机

作为电动跑台。各组大鼠在手术前均经过适应性跑

步训练3d，30min/d。在大鼠缺血再灌注后第3天，

运动组予以跑台训练，30min/d，每周5d。跑台参数

设置如下：平板斜度：0°。履带传输速度：术前3d：

12m/min；术后第1天：5m/min；术后第2天：8m/min；

第3天及以后：12m/min。手术对照组每天进行和运

动组同样的抓取，但不予跑台训练。

1.4 神经行为学评分

MCAO术后24h依照Longa等[2]的方法对大鼠进

行神经行为学评分。Longa评分分为6个等级：0分：

正常，无神经功能缺损；1分：左侧前爪不能完全伸

展，轻度神经功能缺损；2分：行走时，大鼠向左侧

（瘫痪侧）转圈，中度神经功能缺损；3分：行走时，大

鼠身体向左侧（瘫痪侧）倾倒，重度神经功能缺损；4

分：不能自发行走，有意识丧失。5分：死亡。评分

为1—4分的大鼠表明造模成功，并将评分为1—3分

的大鼠入组。0分、4分或死亡剔除，再随机补充。

在跑台3天、7天、14天3个时间点对相应组别大鼠

再次依此进行神经功能评定，观察其运动功能的恢

复情况。

1.5 取材与检测

各组大鼠于相应时间断头处死，假手术组于假

手术后第3天处死，取前囟前2mm至前囟后3mm右

侧脑组织，取梗死周围脑组织用于抽提总RNA。从

基因文库中检索大鼠MMP-2和VEGF基因序列，应

用 Primers 5.0 软件设计引物，由 TAKALA 公司合

成。
MMP-2 上游引物 5'-GCA ACC ACA ACC AAC TAC

GAT-3'，

下游引物5'-CAT TCC CTG CGA AGA ACA CA-3'，

扩增片段为496bp，VEGF

上游引物5'-GGA CAT CTT CCA GGA GTA CC-3'，

下游引物5'-CGC ATG ATC TGC CAT AGT GCA-3'，

扩增片段为147bp。

内参照物β-actin上游引物为5'-TAA AGA CCT CTA

TGC CAA CAC-3'，
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下 游 引 物 为 5'-TAA AGC CAT GCC TAA TGT

CTC-3'，

扩增片段为 357bp。大鼠脑组织匀浆，按照

Trizol试剂说明抽提脑组织总RNA。所得RNA进行

定量和纯度分析，逆转录成 cDNA 模板，用于

RT-PCR检测。反应程式：MMP-2及β-actin：94℃

30s，53℃ 30s，72℃ 30s；VEGF：94℃ 30s，58℃

30s，72℃ 30s，均30个循环。PCR产物于2%琼脂糖

凝胶上电泳，紫外灯下拍照，行成像分析，以Image J

软件(NIH)对产物条带吸光度值进行计算。结果以

“目的基因灰度值/β-actin灰度值”比值表示。

1.6 统计学分析

采用SPSS 13.0统计软件进行统计学分析，结

果用均数±标准差表示，组间比较采用方差分析。

2 结果

2.1 各组大鼠各时间点神经功能评分

假手术组各大鼠术后24h Longa神经功能评分

均为0分，跑台训练组及手术对照组各亚组之间大

鼠术后24h Longa神经功能评分无显著性差异（P＞
0.05）。跑台训练组大鼠缺血再灌注后跑台第7天及

第14天时，其神经功能评分均较对照组降低，差异

有显著性意义（P＜0.05）。见表1，表2。

2.2 RT-PCR检测结果

大鼠脑缺血再灌注后脑组织MMP-2mRNA表

达增加。跑台组与对照组相比在第7天、第14天有

显著差异（P＜0.05），第7天为高峰。见图1，表3。

脑缺血再灌注后大鼠脑组织VEGFmRNA表达

水平增高，在术后各时间点跑台组与对照组比较均

增高（P＜0.05）。见图2，表4。

2.3 MMP-2和VEGF在梗死脑组织中表达相关性

将梗死脑组织中MMP-2及VEGF的表达进行

相关性分析，r＝-0.436，P＝0.104，本实验中二者表

达无相关性。

3 讨论

神经功能评估反映缺血性脑损伤的程度，本实

验采用Longa神经功能评分来反映各组大鼠术后各

时间点神经行为方面的改变。从评分结果看，各亚

组大鼠术后24小时Longa神经功能评分无显著性差

表1 各亚组大鼠造模后24h Longa评分比较（x±s，分）

组别

跑台训练组
对照组

只数

15
15

3天亚组

2.40±0.55
2.60±0.55

7天亚组

2.60±0.55
2.40±0.89

14天亚组

2.60±0.55
2.40±0.55

表2 各组大鼠不同时间点Longa评分比较 （x±s，分）

组别

跑台训练组
对照组

①与手术对照组比较，P<0.05

只数

15
15

第3天

2.20±0.45
2.60±0.55

第7天

1.60±0.55①

2.40±0.55

第14天

1.20±0.55①

2.00±0.71

表3 各组大鼠各时间点MMP-2mRNA表达
(x±s，目的基因灰度值/β-actin灰度值的比值)

组别

假手术组
跑台组
对照组

①与对照组比较P<0.05

第3天

0.30±0.03
0.42±0.03
0.38±0.04

第7天

0.89±0.05①

0.73±0.03

第14天

0.61±0.05①

0.44±0.04

表4 各组大鼠各时间点VEGFmRNA表达
(x±s，目的基因灰度值/β-actin灰度值的比值)

组别

假手术组
跑台组
对照组

①与对照组比较P<0.05

第3天

0.32±0.05
1.57±0.04①

1.23±0.04

第7天

1.22±0.03①

0.91±0.03

第14天

0.50±0.04①

0.33±0.06

1 M765432

496bp MMP-2

357bp β-actin

图1 MMP-2 mRNA的RT-PCR结果

注：M：DNA Maker带，1：假手术组，2、4、6：分别为跑3天、跑7天、跑
14天跑台训练组，3、5、7：分别为跑3天组、跑7天组、跑14天组的对
照组。

图2 VEGF mRNA的RT-PCR结果

注：M：DNA Maker带，1：为假手术组，2、4、6：分别为跑3天、跑7天、
跑14天的跑台训练组，3、5、7：分别为跑3天组、跑7天组、跑14天组
的对照组。

147bp VEGF

1 M765432

357bp β-actin
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异（P＞0.05），假手术组大鼠评分均为0分，说明跑

台组及对照组各亚组间术后无组间差异，且假手术

组未造成大鼠神经功能损伤。造模对照组、跑台训

练组出现的神经功能缺损，说明对照组、跑台组大鼠

均有一定程度的皮质缺血，造模较理想。本实验中

我们发现跑台组大鼠缺血再灌注后第7天及第14天

时，其神经功能评分均较对照组降低，差异有显著性

意义（P＜0.05），说明早期康复训练确实能促进受损

神经功能恢复。

MMPs是一组锌依赖性蛋白酶家族，能降解细

胞外基质，参与人体正常生长发育、创伤愈合和一系

列的病理过程，如转移癌、关节炎、动脉粥样硬化、肺

纤维化等[4]。近年来，MMPs和脑缺血的关系开始受

到人们的关注，其中MMP-2和MMP-9与脑血管病

关系的研究较多。MMPs在脑缺血恢复阶段对促进

血管再生[5]及神经再生[6]有着其重要的作用。Reeves

等[7]指出MMP-2与神经损伤后突触的再生和神经元

的可塑性有关。在本研究中我们发现跑台组及对照

组大鼠脑组织MMP-2水平在MCAO术后均增高且

于第7天达高峰。如Rosenberg等[8]用酶谱法检测自

发性高血压鼠和Wistar-Kyoto鼠持续MCAO后1h、

3h、12h、24h和5天的MMPs表达，发现梗死脑组织

内 MMP-2 直到缺血后 5 天才有明显增加（P＜
0.05）。Romannic 等[9]也观察到大鼠 MCAO 后 24h

MMP-2出现在梗死区的巨噬细胞，其活性在第5天

达到高峰，至缺血后第30天时仍有明显的低水平表

达，MMP-2可能有助于巨噬细胞向缺血区域的转

移，利于缺血后期组织修复过程中细胞碎片的清

理。Rosenberg等[10]还有研究显示MCAO再灌注后第

5 天和 21 天在缺血区周围的星形细胞中可见

MMP-2的浓重染色。大鼠慢性脑缺血时MMP-2主

要来源于小胶质细胞和内皮细胞，这些细胞有助于

白质内微血管床的重构[11]。血管再生也是脑缺血后

修复的重要过程，在血管生成过程中，内皮细胞要穿

过ECM和基质外的纤维支架，而MMPs在ECM的降

解过程中起着重要的作用。这些提示MMP-2与脑

损伤后组织神经修复及血管再生有关。在本实验

中，第7天和14天，跑台组大鼠脑组织中MMP-2的

表达高于对照组，差异有显著性意义（P＜0.05），跑

台组神经功能评分优于对照组，提示在运动训练的

刺激下，MMP-2表达增加，可能有助于神经功能恢

复。有研究[12]发现MMPs通过多种途径促进大脑重

塑，通过调整细胞外基质促进树突重塑，通过降解神

经胶质瘢痕促使轴突延伸及修复。Biernaskie等[3]认

为，康复训练能促进与神经功能恢复密切相关的未

损害皮质运动区神经树突的生长，尤其是早期的康

复训练(发病后第5天)，能增加树突分支的数量。故

我们推测：脑缺血恢复期，在运动训练的持续作用

下，MMP-2表达增加并发挥一定的积极作用。其作

用机制可能在于：MMP-2通过促进血管再生及神经

再生，来增加缺血脑组织的氧供，促进大脑重塑，从

而促进神经功能的恢复。

血管内皮生长因子是一种高度特异的血管内皮

细胞有丝分裂素，与相应受体特异性结合，作用于血

管内皮细胞，诱导内皮细胞增殖及毛细血管形成，促

进血管新生及侧支循环建立，改善缺血周围区血供，

减轻缺血性脑损伤[13]。Sun等[14—15]的实验证实VEGF

通过抑制脑缺血后神经细胞凋亡、调节离子通道、促

进神经和血管再生、直接营养神经等机制促进神经

功能恢复。本实验中，脑缺血后VEGF表达增加，其

中3天为高峰，跑台训练组各时间点VGEF均较对照

组明显增加（P＜0.05）。缺血可刺激脑组织表达

VEGF，同时VEGF具有促进新生血管的形成，营养

神经和神经保护等作用[16—17]等作用，在新血管形成

之前，对神经系统起着直接保护作用，有助于延长细

胞的存活时间，直到新血管形成。VEGF表达增强

可能是运动训练促进功能恢复的机制之一。我们推

断康复训练可诱导脑梗死区VEGF的表达，促进血

管生成，改善缺血区的血液供应，保护神经细胞，从

而促进神经功能恢复。

Wang等[19]研究表明，VEGF能够通过VEGF受

体调节MMP-2的表达，而MMP-2又能降解细胞外

基质，从而释放更多的VEGF，这便建立了一个正反

馈调节环路来促进新生血管形成。早期Lamoreaux

等[20]研究发现VEGF通过促进MMP-2表达及抑制

TIMP-1、2的表达来调节上皮细胞分泌的MMP活

化。VEGF增强了MMP-2的释放，加快基底膜的降

解和内皮细胞的迁移，促进了血管形成[21]。同时，

MMP-2降解细胞外基质的过程中，将一些与细胞外

基质结合的生长因子如bFGF、TGF-β等释放出来，
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这些生长因子不但能促进MMPs酶原的合成，而且

能够上调 VEGF 的表达 [22]。底煜 [23] 等的实验中

MMP-2与VEGF表达呈正相关，共同促进视网膜新

生血管的形成。由以上研究我们认为，MMP-2与

VEGF之间相互促进、互为因果，最终导致内皮细胞

增生、迁移，促进梗死脑组织血管再生。MMP-2及

VEGF 的表达受多种因子的影响，如白介素-1

（IL-1）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、表皮生长因子

（EGF）等。在本实验中，梗死区脑组织MMP-2与

VEGF的表达经统计学分析未呈现出相关性，考虑

与以下原因有关：①本实验样本量较小；②在实验中

所涉及影响MMP-2及VEGF表达的因子较多，如

TNF-α、IL-1等。

运动训练是促进脑缺血后神经功能恢复的有效

手段，可通过多种途径发挥其积极效应。在运动训练

的刺激下，脑缺血再灌注大鼠缺血脑组织MMP-2及

VEGF表达增加，促进血管形成和神经再生，可能是运

动康复训练促进脑缺血后功能恢复的机制之一。
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