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·基础研究·

运动训练对脑缺血大鼠神经功能及梗死边缘区
细胞增殖与凋亡的影响*

李莉莉 1 胡昔权 1,3 张丽颖 1 罗 婧 1 潘三强 2

摘要

目的：探讨运动训练对急性脑缺血大鼠神经功能及脑皮质梗死边缘区细胞增殖与凋亡的影响。

方法：采用改良Zea-Longa线栓法制作大脑中动脉阻塞（MCAO）模型，将大鼠随机分成运动训练组（n=15）、对照组

（n=15）和假手术组（n=9）。运动训练组大鼠从术后1d开始每天予以跑笼运动训练；对照组和假手术组大鼠置于普

通笼内饲养，不予以任何针对性训练。3组大鼠在造模术后1d、8d和15d分别进行神经功能评分（mMSS），并采用

Ki67免疫荧光、TUNEL法分别观察脑皮质梗死边缘区细胞增殖、凋亡，以Western印迹法检测Bcl-2与Bax蛋白表达

的情况。

结果：在造模术后8d和15d，训练组大鼠的神经功能评分（mNSS）均明显优于对照组，差异有显著性意义（P＜0.05）；

免疫荧光结果显示，训练组大鼠脑皮质梗死边缘区Ki67阳性细胞增加，且以造模术后8d最明显，与对照组相比，差

异有显著性意义（P＜0.05）；在造模术后8d和15d，训练组TUNEL阳性细胞数较对照组明显减少，同时，训练组梗死

边缘区Bcl-2的表达高于对照组，Bax的表达低于对照组。

结论：运动训练能够促进急性脑梗死大鼠神经功能的恢复，其机制可能与促进皮质梗死边缘区细胞增殖、减少细胞

凋亡有关。
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Abstract
Objective: To study the effects of exercise training on neural function and cell proliferation as well as cell

apoptosis in the peri-infarction region in rats with acute cerebral infarction.

Method: Permanent cerebral ischemia was induced by left middle cerebral artery occlusion（MCAO）in adult

Sprague-Dawley rats. Rats were randomly divided into a exercise training group（n=15）, a control group and a

sham surgery group. Wheel running was administered to the rats of exercise training group at day 1 after

MCAO. The rats in the latter two groups were fed in standard cages without any special training exercise.

Their neurological functions were measured with modified neurological severity score(mNSS) at the 1std, 8thd

and 15thd after MCAO. Ki67 and TUNEL method were used to observe cell proliferation and apoptosis, and

Western blotting was used to detect the expressions of Bcl-2 and Bax in the peri-infarction region.

Result: The rats in exercise training group showed significantly better neurological function at 8d and 15d

post MCAO（P＜0.05）, and significantly less TUNEL-positive cells（P＜0.05） as compared with control group.
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脑卒中是造成神经功能障碍和长期残疾的主要

原因之一。研究证实，运动训练能够改善脑卒中患者

的运动功能，提高其日常生活活动能力[1—2]，然而，其具

体机制尚未完全阐明。有研究表明，运动训练促进神

经功能恢复的原因可能与增加细胞增殖、减少细胞凋

亡有关[3—6]。本研究通过观察运动训练对脑梗死大鼠

神经功能及脑皮质梗死边缘区细胞增殖与凋亡的影

响，探讨脑梗死后神经功能恢复的可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物模型建立与分组

1.1.1 实验动物与造模：SPF级成年SD雄性大鼠49

只，体重250—280g，购自广东省医学实验动物中心

[许可证号SCXK（粤）2008-0002]。按电脑随机数字

表的方法随机选取 40只大鼠术前禁食，自由饮水，

以 3.5%水合氯醛按 1ml/100g体重剂量行腹腔注射

麻醉，参照Zea-Longa线栓法[7]制作大鼠左侧大脑中

动 脉 闭 塞（middle cerebral artery occlusion，

MCAO）模型。余下 9 只大鼠作假手术组，麻醉同

上，但只暴露、分离血管与神经，不以线栓阻断左侧

大脑中动脉的血流。

1.1.2 入组标准：MCAO后6h采用改良的Bederson

标准进行神经功能评分[8]，选择评分为1—3分（苏醒

后出现左眼Horner征、提尾时右侧前肢屈曲或爬行

时向右侧转圈即追尾现象）的左侧MCAO大鼠纳入

本研究。

1.1.3 分组：剔除麻醉及手术意外死亡的大鼠，将符

合入组标准的MCAO大鼠 30只按电脑随机数字表

方法随机分为运动训练组（n=15）和对照组（n=15）。

1.2 运动训练方法

运动训练组于造模术后24h开始每天给予跑笼

运动训练[9]。跑笼直径 20cm，长度 40cm，由电动马

达带动。每天训练1次，每次20min，每周6次，共训

练 2周。训练强度按循序渐进的原则进行，其中前

4d 5r/min，中间4d 10r/min，后4d 15r/min。对照组

与假手术组大鼠则置于普通笼内饲养，除自由饮水、

进食、活动外，不予以任何针对性训练。

1.3 大鼠神经功能评定

分别于造模术后第1d（24h）、8d和15d采用改良

神经损伤程度评分（modified neurological severity

score，mNSS）[10]进行评估。该评分方法包括运动

功能测试、感觉功能测试、平衡能力和反射缺失与异

常运动4部分，每部分又分为若干小项，总计18分。

总分1—6分为轻度损伤，7—12分为中度损伤，13—

18分为重度损伤。

1.4 大鼠脑组织取材与观察

1.4.1 取材与切片：两组大鼠在造模术后第 1、8和

15天各时间点进行神经功能评分后，以3.5%水合氯

醛（1ml/100g体重）行腹腔注射麻醉，4℃生理盐水和

4%多聚甲醛进行心脏灌注，然后断头取脑，将脑组

织置入 4%多聚甲醛溶液中固定，经梯度蔗糖脱水、

包埋后制作冰冻切片，片厚20μm。

1.4.2 免疫荧光染色：切片室温下干燥，经 0.01M

PBS液水化10min；置于0.01M柠檬酸钠抗原修复液

（98—100℃）中抗原修复 5min；室温下冷却后经

0.01M PBS漂洗3次，每次5min；1%Triton X-100室

温下破膜 30min；0.01M PBS漂洗 3次，加入山羊血

清室温下封闭 1h；加入兔抗 Ki67 单克隆抗体（1∶

250，Abcam）湿盒内 4℃过夜；取出湿盒复温 15min，

0.01M PBS 漂洗 3 次；加入山羊抗兔 Alexa Fluor

555（1∶1000,Cell Signaling Technology）室温下避光

孵育1h；0.01M PBS漂洗3次，抗荧光淬灭封片液封

片，置于荧光显微镜下观察。采用 Image-Pro

Plus6.0软件计数阳性细胞。

Ki67 cell proliferation increased obviously in exercise training group versus those in control group, especially

at day 8. Moreover, Western blotting result showed up-regulation of Bcl-2 and down-regulation of Bax in exer-

cise training group.

Conclusion: Exercise training can facilitate functional recovery after cerebral infarction in rats, and this may

be partially attributed to the increase of cell proliferation and the decrease of cell apoptosis.

Author's address Department of Rehabilitation Medicine, the Third Affiliated Hospital of Sun Yat-sen Universi-

ty, Guangzhou, 510630
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1.4.3 TUNEL检测：应用罗氏TUNEL(terminal de-

oxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick

end labling,末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP 缺

口末端标记)凋亡细胞检测试剂盒,按照试剂盒说明

书操作。绿色荧光为凋亡信号。采用 Image-Pro

Plus6.0软件计数阳性细胞。

1.4.4 Western印迹法检测：将组织样本用裂解液裂

解，取 20μl裂解样品液，进行SDS-PAGE蛋白电泳，

表达产物电转移至PVDF膜上进行免疫反应（一抗

为兔抗Bcl-2、兔抗Bax抗体，1∶1000稀释），化学发

光法显影，并以β-actin 为内参对照。采用 Image J

图像分析系统计算光密度值，为了减少蛋白不均匀

降解造成的误差，结果以相对光密度值（目的条带光

密度值/同一样品β-actin条带光密度值）表示。

1.5 统计学分析

数据以均数±标准差表示，应用 SPSS16.0统计

软件进行统计分析，所有数值均经方差齐性及正态

性检验，采用单因素方差分析,P＜0.05表示差异有

显著性意义。

2 结果

2.1 大鼠造模后各时间点神经功能评估结果

训练组与对照组大鼠的 mNSS 评分在造模 1d

后均逐渐下降。造模术后1d时，训练组与对照组的

评分差异无显著性意义（P＞0.05）；而造模术后 8d

和 15d 时，两组的评分差异均有显著性意义（P＜
0.05）见表1。

2.2 大鼠皮质梗死边缘区Ki67免疫荧光染色结果

假手术组大鼠脑皮质增殖细胞很少，造模术后

大鼠皮质梗死边缘区Ki67阳性细胞明显增加。在

造模术后8d时，Ki67阳性细胞数量最多，15d时有所

下降。训练组与对照组相比，在 1d 和 15d 时，两组

Ki67阳性细胞数量的差异无显著性意义（P＞0.05）；

而在8d时，训练组的Ki67阳性细胞数明显多于对照

组，两组间的差异有显著性意义（P＜0.05），图1—2。

2.3 大鼠皮质梗死边缘区TUNEL检测结果

假手术组大鼠脑皮质几乎没有TUNEL阳性细

胞，造模术后1d时，皮质梗死边缘区TUNEL阳性细

胞数量明显增多，8d时有所下降，至15d时进一步降

低。造模术后 1d时，训练组与对照组TUNEL阳性

细胞数的差异无显著性意义（P＞0.05）；而在造模术

后 8d 和 15d 时，训练组 TUNEL 阳性细胞数明显少

于对照组（P＜0.05），见图3—4。

2.4 大鼠皮质梗死边缘区Bcl-2、Bax蛋白表达结果

造模术后8d和15d时，Bcl-2蛋白表达均高于相

应对照组，15d时两组Bcl-2蛋白表达的差异有显著

性意义（P＜0.05）；造模术后 8d 和 15d 时，Bax 蛋白

表达均低于相应对照组，8d时两组Bax蛋白表达的

差异有显著性意义（P＜0.05），见图5。

3 讨论

已有研究证实，大鼠局灶性脑缺血后进行各种

运动训练或置于丰富环境中有利于其神经功能的恢

复[11—16]。多数学者认为脑梗死后运动训练介入的时

表1 训练组与对照组大鼠mNSS评分比较 （x±s）

组别

训练组
对照组

①与对照组比较P<0.05

例数

15
15

术后第1天

9.44±1.51
9.22±1.48

术后第8天

4.67±1.00①

5.89±0.78

术后第15天

2.33±0.58①

4.00±0.82

A为假手术组，B为MCAO术后1d，C为对照组术后8d，D为训练组
术后8d，E为对照组术后15d，F为训练组术后15d

图1 各组大鼠脑梗死边缘区Ki67表达情况
（免疫荧光染色,×400）

图2 Ki67阳性细胞数比较

注：与对照组比较，*P<0.05
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间越早，神经功能恢复越好。有研究发现，大鼠脑缺

血后 24h开始运动训练，其神经功能较对照组明显

改善 [17—19]。本研究从造模术后 1d 开始采用跑笼训

练器对脑梗死大鼠进行运动训练，结果发现，训练组

较对照组更能改善大鼠的神经功能。造模术后1d，

运动训练尚未介入时，两组在mNSS评分方面无差

异。造模术后8d和15d时，训练组均比对照组评分

低，说明早期运动训练能够改善脑梗死大鼠的神经

功能。这一结果与上述观点一致。但是，关于脑损

伤后康复训练介入的时间问题目前尚未得出一致结

论。也有作者报道，脑梗死大鼠过早开始康复训练

会扩大脑梗死体积，加重脑损伤，不利于神经功能的

恢复[20]。本研究过程中未观察到早期运动训练对脑

梗死大鼠神经功能恢复的不利影响，这可能与本实

验中训练强度较低有关。因此，究竟脑缺血后何时

开始康复训练及设定何种训练强度对神经功能的恢

复最有利，未来有必要进一步深入研究。

脑缺血可引发一系列复杂的病理生理过程。脑

缺血可促进神经再生[21—22]。Takagi等[22]报道，小鼠全

脑缺血后神经祖细胞的增殖水平提高，海马齿状回

神经再生增强可能是对缺血损伤的代偿反应，而这

又是海马缺血后促进功能恢复的因素之一。本实验

结果支持以上观点。在本研究中，我们采用Ki67作

为增殖细胞的标志。Ki67是一种内源性核抗原，在

细胞周期的G1、S、G2和M期均表达，是已知的增殖

抗原中最具增殖能力的代表性指标，也是目前应用

最广泛的增殖细胞标记之一。我们发现，脑缺血运

动训练组大鼠皮质梗死边缘区的细胞增殖水平较对

照组进一步增强，说明运动训练可提高脑缺血皮质

的细胞增殖水平，对于促进神经干细胞增殖并分化

为神经细胞修复受损神经系统具有重要作用。结合

神经功能评估结果，相应时间点训练组大鼠的

mNSS评分均低于对照组，提示脑梗死大鼠神经功

能的恢复可能与运动训练促进脑缺血皮质梗死边缘

区细胞增殖有关。运动训练促进细胞增殖及神经再

生的机制目前尚未完全阐明，可能与神经营养因子

增加等有关[23—24]。研究表明，大鼠脑缺血后其脑内

基质细胞衍生因子 1（stromal cell-derived factor,

SDF-1）及其受体CXCR4的表达增加[25]，而SDF-1可

能参与运动训练促进脑缺血后的神经再生[26—27]，提

示SDF-1/CXCR4可能在运动训练促进脑缺血后神

经再生进而改善神经功能的过程中发挥重要作用。

现有研究表明，脑缺血可启动凋亡程序，引发神

经元死亡[28]。在细胞凋亡的过程中，染色体DNA断

裂，TUNEL法可识别含有断裂DNA片段的细胞并

使其染色，从而标记凋亡细胞。本实验发现，训练组

TUNEL阳性细胞数较对照组明显减少，说明运动训

练可抑制细胞凋亡。目前与凋亡相关的蛋白主要分

为两大类：抗凋亡蛋白和促凋亡蛋白。其中，Bcl-2

和Bax是与细胞凋亡密切相关的具有拮抗作用的因

子。Bcl-2是定位在线粒体和粗面内质网上的抗凋

图3 各组大鼠脑梗死边缘区TUNEL标记
（免疫荧光染色，×200）

图4 TUNEL阳性细胞数比较

注：A为假手术组，B为MCAO术后1d，C为对照组术后8d，D为训练
组术后8d，E为对照组术后15d，F为训练组术后15d

注：与对照组比较，*P<0.05

15d8d
MCAO造模术后时间（d）

1dT
U

N
E

L
阳

性
细

胞
数
（
个

/0
.0

5m
m

2 ）

30

0

60

50

40

10

20

对照组
训练组

图5 大鼠皮质梗死边缘区Bcl-2、Bax蛋白表达

Bax

Bcl-2

β-actin

15E15C8E8C1S

注：S假手术组，E运动训练组，C对照组，数字为MCAO后时间（d）

A

F

E

D

C

B

531



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Jun，2013, Vol. 28, No.6

亡蛋白，其水平的增高可抑制多种凋亡刺激因子作

用下 caspase 家族蛋白酶的活化，从而抑制细胞凋

亡。Bax是最早发现的促凋亡成员之一，能促进细

胞凋亡。本研究显示，与对照组相比，训练组皮质梗

死边缘区Bcl-2表达升高、Bax表达降低。上述结果

表明，运动训练可通过增加抗凋亡蛋白、减少促凋亡

蛋白来抑制细胞凋亡，减轻脑损伤。

综上所述，运动训练能够增加脑梗死大鼠皮质

梗死边缘区的细胞增殖并通过促进抗凋亡蛋白、减

少促凋亡蛋白的表达来减缓细胞凋亡，这可能是运

动训练促进脑梗死后神经功能恢复的机制之一。
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