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摘要

目的：观察早期运动对中重度颅脑外伤（TBI）大鼠认知功能的影响。

方法：成年雄性SD大鼠30只，随机分为运动组、对照组和假手术组。制作中重度控制性皮质损伤（CCI）颅脑外伤模

型，运动组大鼠在术后1天进行电动跑台运动训练，30min/d，1次/d，为期2周，训练结束后休息1周；术后第21—25

天行Morris水迷宫(MWM)检查，评估大鼠认知功能的变化；术后第26天行Western blot检查海马区脑源性神经营

养因子（BDNF）表达。

结果：运动组术后第21—24天平台搜索的潜伏期较对照组缩短，术后第25天颅脑外伤后运动组的象限游泳路程占

总路程的百分值（29.1±0.02）大于对照组（23.10±0.02）(P<0.05)；运动组和对照组大鼠损伤对侧皮质内BDNF蛋白表

达分别为（0.94±0.10）和（0.65±0.03），表明运动上调损伤对侧的海马区BDNF的表达。

结论：早期进行适宜强度的运动训练治疗能改善颅脑外伤大鼠认知功能和上调海马BDNF的表达。
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Abstract
Objective: To determine the effect of early treadmill exercise on cognitive function of rats following traumatic

brain injury(TBI）.

Method: Thirty rats were randomly divided into an exercise group(n=10), a control group(n=10) or a sham

group(n=10). Rats underwent surgery to induce either a sham injury or a controlled cortical impact (CCI) inju-

ry. Rats in exercise group were forced to administers treadmill exercise for 14 days. The Morris water maze

(MWM) task began at 21 days post-surgery and lasted for consecutive 4 days. Rats were sacrificed at day 26

for determining brain-derived neurotrophic factor (BDNF) protein expression in hippocampus.

Result: The rats in the exercise group had a shorter latency to find the platform in MWM test compared with

control group rats (P<0.05). In exercise group rats travelled a longer distance which possesed a larger percent

of total distance(29.07±0.02), compared to that in control group (23.10±0.02)(P<0.05). The BDNF protein levels

in contralateral hippocampus increased in the exercise group compared with the control group,(0.944±0.095)vs

(0.65±0.03), respectively.

Conclusion: Treadmill exercise soon after severe TBI can contribute to the alleviation of TBI- induced cogni-

tive deficits and the up-regulation of hippocampal BDNF expression.
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颅脑外伤（traumatic brain injury,TBI）是世界

范围的公共卫生问题，很多脑外伤患者伴有认知功

能障碍，目前没有一种有效的方法和药物来治疗这

类疾病，康复治疗仍然是治疗颅脑外伤的主要手段

之一[1]。运动疗法是康复医学的主要组成部分，运

动除了有利于运动器官的功能恢复，还促进心血管

系统、呼吸系统和神经系统的功能恢复。临床研究

表明，运动训练能改善颅脑外伤患者的运动和认知

功能[2—3]。但临床上对于中重度颅脑外伤的早期运

动治疗还没有统一的治疗指南 [4]。在基础研究方

面，检索文献，研究大多集中在轻中度脑外伤，对于

中重度颅脑外伤早期运动治疗研究不多，效果还不

明确。脑源性神经营养因子（brain-derived neuro-

trophic factor, BDNF）是一种和学习记忆有关的很

重要的神经营养因子，上调海马BDNF与认知功能

改善密切相关[5]。颅脑外伤发生后，经常出现认知

功能障碍，也伴随着海马 BDNF 表达的下调 [6]。在

诸多颅脑外伤动物模型中，控制性皮质撞击损伤模

型（controlled cortical impact, CCI）大脑的 BDNF

出现明显下调，与临床相似，适合进行脑外伤干预后

大脑BDNF变化的研究[5]。为了探索中重度颅脑外

伤早期运动治疗的效果，本课题通过制作大鼠CCI

颅脑外伤，在外伤后一天进行电动跑台运动训练，观

察海马区BDNF表达，探讨早期跑台运动训练与颅

脑外伤后认知功能恢复之间的关系，以及早期跑台

运动训练对BDNF表达的影响。

1 材料与方法

1.1 动物分组及模型制作

1.1.1 动物分组：健康成年 SD 大鼠 30 只，体重

250—270g（由上海西普尔-必凯实验动物有限公司

提供，许可证号码SCXK（沪）2011-0016），随机分成

运动组、对照组和假手术组，每组各10只。

1.1.2 动物模型：参考Sutton 等制作CCI的方法[7]：

异氟醚气体诱导麻醉后，将大鼠俯卧位固定于控制

性皮质冲击颅脑损伤操作台上(PSI，美国产)，异氟

醚全身麻醉，额顶部剃毛、消毒，沿中线矢状线切开

皮肤，暴露颅顶骨，用牙科电钻沿中线右旁5mm，前

囟前 2.5mm 作一直径 5mm 的骨窗，暴露完整硬脑

膜，使用不锈钢打击头对准骨窗，以速度4m/s、深度

3.2mm撞击，造成中重度颅脑外伤[8]。小心止血、缝

合，见图1。

1.1.3 运动训练方案：参考本课题组脑卒中大鼠跑

台训练的经验，采用循序渐进的为期 2周的低强度

训练方案[9]。各组在受伤后1d进行每天0倾角电动

跑台（DSPT-202，立泰生物科技有限公司）运动干

预，第 1 周跑台速度是 3m/min，每天 30min；第二周

跑台速度是 3m/min 和 5m/min 各 5min，8m/min，

20min，每天共30min；对照组（0度倾角，0m/s），置于

跑台机上30min。训练结束后休息1周。

1.2 观察指标及检测方法

1.2.1 Morris水迷宫测试：测定空间学习能力和记

忆能力，包括定位航行试验和空间搜索试验。定位

航行试验：术后第 21天，从任一象限开始将大鼠面

向池壁随机放入水中，记录大鼠1min内找到平台的

时间(逃避潜伏期)，找到平台休息 10s，如果 1min内

找不到平台，引导动物到平台休息10s，则逃避潜伏

期记为 1min，再按顺时针方向由下一象限入水进

行，每次 4个象限。每只鼠每天训练 1次，连续 4d。

每天找到平台的平均时间为其学习时间，用于学习

阶段的统计分析。空间搜索试验：末次定位航行试

验结束后的第一天，撤除平台，从平台最远点将大鼠

面向池壁放入水中，进行空间探索能力测试，在

1min内记录其在各个象限寻找平台的时间，用于记

忆能力的统计分析。

图1 建立大鼠CCI颅脑外伤模型

打开骨窗暴露脑膜的位置，即
前囟右侧前方的圆形骨窗

Key word traumatic brain injury; treadmill training; cognitive function; hippocampus; brain-derived neurotroph-

ic factor

按照预先设置的参数进行精确
打击
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1.2.2 Western blot 检测：在手术后第 26 天大鼠在

10%水合氯醛（0.4ml/100g 体重）麻醉下断头取脑，

将海马放入组织裂解液，匀浆，超声裂解。然后在

4℃下以14000g离心30min，取上清。牛血清白蛋白

标准液绘制标准曲线，考马斯亮蓝法测定提取蛋白

的蛋白浓度。配分离胶和积层胶，上样量为50g，先

以 60V电压电泳至样品进入分离胶中，然后将电压

调至 100V，直至溴酚蓝跑至凝胶末端；转膜电压

100V，转膜时间为 90min，5%脱脂奶粉室温封闭

1h。β肌动蛋白（β-actin）作为内参，孵育β-actin (1∶

1500，Epitomics, Inc.)和抗 BDNF 抗体 (1∶1500,

Abcam)，室温振荡 1h 后，4℃过夜。孵育 HRP 标记

的山羊抗兔 IgG二抗（稀释度为1∶4000，上海舒济生

物），室温振荡 1h。加荧光显影剂（ECL），在凝胶成

像系统和 Quantity One 图像分析系统（Bio-rad 公

司）中成像及分析蛋白条带的光密度。将假手术组

光密度值设定为 1，取运动组和对照组光密度值与

假手术组光密度的比值进行比较。

1.3 统计学分析

数据用 SPSS16.0 版统计软件分析，水迷宫数

据采用重复测量资料的方差分析，蛋白电泳数据采

用独立样本 t检验，检验水准α=0.05。

2 结果

2.1 对脑外伤后大鼠体重改变的影响

见表 1。假手术组大鼠的体重呈稳步上升趋

势；而对照组大鼠则在术后第3天体重显著下降，随

后稳步上升，两组无显著性差异。运动组的体重也

下降，随后逐步上升，和对照组相比，两组无显著性

差异。上述结果说明运动训练对体重无明显影响

（图2）。

2.2 对空间学习能力的影响

见表 2。在颅脑外伤后第 21—24天，随时间推

移，对照组和假手术组大鼠各时间点的潜伏期逐渐

缩短，学习能力逐步提高。对照组大鼠找到水下平

台的潜伏期明显比假手术组长，差异具有显著性

（P<0.05）。而运动组平台搜索的潜伏期较对照组缩

短，第3天和第4天明显缩短，有明显差异(P<0.05)；

运动组和假手术组无明显差异。上述结果说明：外

伤后大鼠空间学习能力明显降低，而运动训练促进

影响脑外伤后大鼠的空间学习能力的改善(图3)。

2.3 对空间记忆能力的影响

图2 运动训练对脑外伤大鼠体重改变的影响
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图3 运动对大鼠的空间学习能力的影响

与对照组相比，*P<0.05；与假手术组相比，#P<0.05。
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表1 低强度运动训练对大鼠体重的影响 (x±s)

测试时间

-1d
3d
6d
9d

12d
15d
18d
21d
24d

运动组

257.3±4.70
247.3±8.4

257.3±10.7
269.6±10.0
285.9±10.5
298.1±8.7
319.1±9.8
325.8±8.0
340.2±8.9

对照组

262.4±8.0
259.3±9.0
265.7±8.4

286.9±10.0
303.5±7.9
317.4±6.6
327.6±9.6
343.4±8.0
353.7±9.8

假手术组

258.7±11.4
257.0±7.6
269.9±7.3

305.0±12.6
313.9±8.6
329.0±9.9
349.3±5.7
359.3±6.3
368.0±8.6

表2 运动训练对大鼠空间学习能力的影响 (x±s)

测试时间

21
22
23
24

①与对照组比较P<0.05；②与假手术组比较P<0.05

运动组

58.93±0.99
47.40±2.38

30.13±5.69①

27.18±4.99①

对照组

59.38±0.63②

52.61±3.93②

48.17±3.21②

43.01±4.88②

假手术组

32.06±3.82
22.97±5.15
12.00±2.66
11.80±2.68
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脑外伤后第25天去除平台，观察各组大鼠在目

标象限（原平台所在区域）的停留时间百分比，以了

解各组大鼠的空间记忆能力。颅脑外伤后运动组和

假手术组的目的象限停留时间百分比分别为

（29.07±0.02）和（29.69±0.03），均比对照组（23.10±

0.02）高，差异具有显著性意义（P<0.05）。

2.4 海马BDNF的表达

运动组和对照组大鼠损伤对侧海马内BDNF蛋

白表达分别为（1.115±0.129）和（0.743±0.031），运动

组损伤对侧海马的BDNF表达较对照组明显升高，

差异具有显著性意义（P<0.05）(图 4A)，运动组和对

照组大鼠损伤侧海马内BDNF蛋白表达相似，分别

为（0.891±0.06）和（0.749±0.04），无显著性差异(图

4B)。

3 讨论

近年来，随着颅脑外伤发病率逐渐升高，脑外伤

的后遗症也越来越受到临床医生的重视，据报道中

度颅脑外伤患者至少有50%存在长期的损伤相关的

残障[10]。与运动功能障碍相比，中重度颅脑外伤患

者外伤后记忆力、定向力、注意力、执行功能、解决问

题能力等认知功能障碍往往更为突出，持续时间长，

严重影响患者躯体运动功能的恢复和日常生活能力

的提高[11]。研究表明，学习记忆功能障碍和海马的

病理变化密切相关，在CCI颅脑外伤动物模型中，出

现认知功能障碍，也发现海马区域有相应的病理改

变 [12]。有研究认为颅脑外伤引起海马部位尤其是

CA2、CA3区大量的神经元死亡，是颅脑外伤后认知

功能障碍发生的主要原因[13]。本实验结果发现颅脑

外伤后对照组大鼠潜伏期延长，在目标象限游泳时

间减少，也证实颅脑外伤后大鼠认知功能遭到损害。

以往的动物实验研究已经证实，颅脑外伤后一

周进行运动训练能改善大鼠颅脑外伤后的认知功能

障碍 [14]。最近有文献报道指出，大鼠颅脑外伤后 2

天进行跑台训练能促进短期记忆功能的改善[15]。然

而，这些研究仅限于轻中度颅脑外伤，对于运动训练

对中重度颅脑外伤的学习记忆障碍是否有影响，尚

未见有报道。本研究通过制作大鼠颅脑外伤模型，

观察外伤后1天进行跑台运动训练对中重度颅脑外

伤大鼠认知功能的影响，结果发现早期进行低强度

的康复训练治疗能改善颅脑外伤大鼠空间学习和记

忆能力。但是，也有报道颅脑外伤大鼠早期进行跑

台训练不能改善甚至恶化认知功能[6,14]。就大鼠颅

脑外伤急性期运动训练而言，之所以出现不同的实

验结果，可能与不同运动方式、运动频率和运动强度

有关。转笼运动和跑台运动是最常用的运动方式，

这两种运动存在不同的特点，跑台运动训练可以控

制运动时间和运动强度，而转笼运动很难控制运动

时间和运动强度。此外，有报道跑台运动比转笼运

动更容易改善脑缺血后功能障碍，也表明两种运动

训练方式对治疗效果存在差别[16]。我们认为，具体

的运动时间和运动强度必须和康复介入的时间点综

合考虑。颅脑外伤后产生脑水肿、脑缺血、炎症反

应、自由基生成、兴奋性氨基酸释放、能量代谢障碍

等病理生理改变，尤其是伤后第一周这种病理生理

改变尤其明显[17]，此时，运动训练方案对疗效起着至

关重要的作用，只有适当的运动时间和运动强度才

会促进神经功能改善，而不适当的运动量和运动强

度可能恶化神经功能[18]。本研究也表明，中重度颅

脑外伤后急性期采取适宜的训练方案能改善中重度

颅脑外伤大鼠的认知功能障碍。

对于本课题运动改善颅脑外伤大鼠认知功能障

碍的机制，我们认为可能与脑内 BDNF 的作用有

关。BDNF是中枢神经系统内最丰富、分布最广的

神经营养因子，它具有促进海马神经元的生长、增

殖、分化和迁徙等作用，与认知功能密切相关[19—20]。

以往的研究表明，运动训练能改善正常大鼠的认知

功能，上调大鼠海马的BDNF表达水平，并且通过上

调BDNF来改善认知功能[21—22]。进一步研究表明，

运动训练还促进颅脑外伤大鼠海马BDNFmRNA的

表达，改善颅脑外伤大鼠的认知功能，并且认知功能

图4 运动对脑外伤后大鼠海马BDNF蛋白表达的影响
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的改善和对侧海马 BDNF 的上调明显相关 [6,23]。此

外，BDNF 和突触可塑性密切相关[24]。本研究也发

现，同侧海马BDNF蛋白水平并未明显改变，而对侧

海马的BDNF的蛋白水平明显上调，提示运动训练

能促进BDNF的上调。结合空间学习和记忆功能的

改善，提示本研究大鼠认知功能的改善很可能是通

过上调对侧海马的BDNF，通过对侧海马可塑性的

变化达到的。

本研究通过对颅脑外伤大鼠早期运动训练效果

的观察，结果表明早期介入适宜的运动训练，可以促

进大鼠颅脑外伤后神经功能恢复。本研究为颅脑损

伤的临床康复治疗提供有价值的依据，提示在脑外

伤早期，采取正规的、适宜的功能训练可起到改善颅

脑外伤患者的功能障碍作用。
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