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摘要

目的：研究丰富环境对颅脑外伤大鼠学习记忆能力及海马神经元凋亡的影响。

方法：32只SD大鼠采用自由落体法建立颅脑外伤模型，排除差异后纳入研究，分为丰富环境组和对照组。在造模

后11天开始进行连续4天水迷宫检测大鼠学习记忆能力，之后取脑观察海马区神经元形态及使用TUNEL法检测海

马区神经元凋亡水平。

结果：在水迷宫检测第4天丰富环境组大鼠学习记忆能力较对照组大鼠明显改善，差异有显著性意义（P<0.05)。形

态学检测发现丰富环境组大鼠海马区神经元凋亡水平较对照组明显减少，差异有显著性意义（P<0.05)。

结论：丰富环境可明显改善颅脑外伤大鼠学习记忆能力，其机制可能与减少海马区神经元凋亡，提高神经元存活水平相关。
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Abstract
Objective:To examine the effects of enriched environment on improving the function of learning and memory,

and increase the survival of neuron after traumatic brain injury in adult rats.

Method：Thirty-two adult SD rats of traumatic brain injury model were randomly divided into standard environ-

ment group(SE,n=10),and enriched environment group(EE, n=22).After 11 days,all the rats received the Morris

water maze test for consecutive 4d. The brain tissue will be extracted for immunohistochemical test(Nissle and

TUNEL staining) when the Morris water maze tests finished.

Result：The result of Morris water maze test showed that in both the navigation and space exploration experi-

ments,EE group performed significantly better than SE group(P<0.01).The number of apoptotic cells declined

markedly compared to SE group.

Conclusion:EE interventions can reduce pathological damages in hippocampus following TBI, promote brain in-

jury recovery,and also can enhance abilities of learning and memory.
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颅脑外伤（traumatic brain injury，TBI）是外界

暴力直接或间接作用于头部所造成的损伤，轻度颅

脑外伤患者有10%—15%存在长期的认知功能和行

为障碍，中度颅脑外伤患者至少有 50%存在长期的
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认知、行为功能障碍。本研究采用自由落体法建立

大鼠TBI模型，予丰富环境干预，通过水迷宫试验评

估大鼠学习记忆功能，尼氏染色观察神经元形态及

TUNEL染色检测凋亡细胞，研究丰富环境对TBI后

海马神经元凋亡的影响及大鼠学习记忆行为的康

复，阐述丰富环境对TBI后学习记忆功能康复的机

制。

1 材料与方法

1.1 动物与分组

SPF 级雄性成年 SD 大鼠 32 只，由广东省实验

动物中心提供，[合格证号SCXK（粤）2008-0002]，体

重180—200g，2月龄。随机分为标准环境饲养组和

丰富环境饲养组，标准环境饲养组（SE组）10只，丰

富环境饲养组（EE组）22只。

1.2 颅脑外伤模型的制备

大鼠术前禁食 12h，采用自由落体法建立颅脑

外伤模型。大鼠以 10%水合氯醛 0.35ml/100g腹腔

注射麻醉，俯卧于厚2cm的海绵垫上，头颅经门齿孔

固定于脑立体定位（江湾Ⅰ型C仪），头顶固定与水

平面垂着的导杆打击装置，100g重的砝码自0.4m高

处自由下落撞击大鼠头顶前囟部，制作重度闭合性

颅脑外伤模型。所有动物造模后24h按大鼠神经功

能评分标准(modified neurological severity scores,

mNSS)进行检测评分，未发现明显运动、感觉功能受

损。

1.3 标准环境设置

常规半透明有机玻璃标准笼（39cm × 33cm ×

18cm），每笼饲养1只大鼠，提供充足食物和水，提供

12h光/12h暗昼夜光变化。

1.4 丰富环境设置

不锈钢大笼（100cm×60cm×50cm），以楼梯相连

分为3层, 笼中置转轮、管道、小秋千、积木、塑料玩

具，玩具每 3d更换一次。笼底垫木屑垫料，提供充

足食物和水，笼中大鼠可自由进食进水，11只/笼共

同饲养。

大鼠在造模 24h后，按照电脑确定随机数字表

的方法将动物随机置于标准环境和丰富环境笼中饲

养，饲养至第 11天开始进行水迷宫行为学测试，连

续4d，测试完成后取脑组织，进行组织学实验。

1.5 Morris水迷宫测试

①实验设备：成都泰盟科技有限公司生产的

MT-200Morris 水迷宫系统，包括大鼠实验水槽（直

径 150cm、高 50cm 的不锈钢圆形水池，含逃逸平

台）、高清数码摄像头、摄像头固定支架、迷宫视频分

析软件、深蓝色遮光帘等。

②Morris 水迷宫（Morris water maze，MWM）

检测方法：水深 30cm，水温保持在(24±2)℃，在水池

边缘确定东、南、西、北四个象限，平台直径 9cm，高

29cm，迷宫周围以深蓝色遮光帘遮蔽，保持局部环

境安静稳定，水迷宫上方安置连接显示系统的摄像

机，同步记录大鼠运动轨迹。训练及测试期间保持

室内安静，迷宫外物品陈设位置相对固定(包括工作

台、椅子、门、窗、书架及电灯等)。

定位航行测试（orientation navigation）：用于测

量大鼠对水迷宫学习和记忆的获取能力。平台固定

置于“南”象限，距离池壁 40cm，没于水下 1cm。测

试时大鼠每天分别从东、南、西、北四个象限面向池

壁轻轻放入水中，记录大鼠自入水后至找到平台所

需的时间 ( 逃避潜伏期，escape latency period，

ELP)，及在池中游泳的轨迹。如大鼠在120s内找不

到平台，则由实验者用木棍将其引向平台并停留

10s，并记录其潜伏期为 120s，每日的成绩以东、南、

西、北四个象限的逃避潜伏期平均值作为当日的最

终逃避潜伏期数据进入统计。连续 4天，每日固定

上午进行测试。

空间探索实验（spatial probe test）：用于测量大

鼠学会寻找平台后，对平台空间位置记忆的保持能

力。最后一次定位航行测试结束后 24h撤除平台，

将大鼠从“北”象限（距离之前平台放置的“南”象限

最远的象限）中点面向池壁放入水中，记录 1min内

大鼠在池中游泳的轨迹，并由计算机软件计算出大

鼠在水池中跨越平台的次数、游泳总距离及大鼠在

原平台所在象限游泳的距离，考察大鼠对原平台的

记忆。

1.6 灌注取材与冰冻切片

各组大鼠分别在水迷宫检测后以 3.5%水合氯

醛按1ml/100g体重剂量腹腔注射麻醉，开胸暴露心

脏，0.2ml肝素抗凝，用 4℃生理盐水 150ml及 4%多

聚甲醛溶液（0.1MPB配置，pH7.4）200—250ml心脏
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灌注，断头取脑，4%多聚甲醛溶液后固定，梯度蔗糖

脱水、包埋后采用Leica冰冻切片机连续冠状冰冻切

片，厚20μm，裱于多聚赖氨酸处理后的载玻片上。

1.7 Nissl染色与凋亡检测

冰冻切片于 PBS 水化 10min，0.1%焦油紫染色

（37℃）6—8min, 双蒸水冲洗 3min,盐酸酒精分色

10s，常规梯度酒精脱水,二甲苯透明，中性树胶封

片，烤干后阴凉处保存。采用Leica 显微镜，观察大

鼠脑梗死边缘区神经细胞形态和结构的变化。冰冻

切片后根据TUNEL试剂盒处理后，进行染色，并在

100倍光镜下记录阳性细胞数。

1.8 统计学分析

评分结果数据采用均数±标准差表示，使用

SPSS 16.0版软件进行数据统计分析，数据采用 t检

验比较两组之间差异。

2 结果

2.1 两组大鼠Morris水迷宫学习记忆能力的比较

2.1.1 定位航行试验：在 4d的训练过程中，各组大

鼠寻找平台的潜伏期和总路程逐日缩短，第1—3天

丰富环境组逃避潜伏期较标准环境组缩短，但统计

学检验无显著性差异。第4天丰富环境组大鼠较标

准环境组逃避潜伏期明显缩短（P<0.05），见表1。

2.1.2 空间探索试验：丰富环境组大鼠较标准环境

组大鼠探索轨迹较多围绕原平台象限，标准环境组

大鼠穿越平台次数明显少于丰富环境组（表2）。

2.2 Nissl 染色结果

光学显微镜下观察海马区细胞的形态学变化，

标准环境组：大鼠海马神经元排列稀疏散乱，细胞肿

胀，胞核固缩，大量神经元出现尼氏体碎裂，可见细

胞吸收后遗留的空泡等一系列死亡表现;丰富环境

组：海马神经元出现肿胀，胞核固缩，尼氏体碎裂的

细胞数相对较少，死亡细胞明显减少（图1）。

2.3 TUNEL染色结果

从海马不同区域TUNEL原位标记染色结果从

凋亡细胞所占比例来看：在CA1区，丰富环境组为

0.77±0.32，正常环境组为6.02±1.09，P<0.01，表明丰

富环境干预脑外伤大鼠后CA1区凋亡细胞所占比

例明显减少；在CA3(P<0.01)、DG(P<0.05)区域结果

类似（表3）。从凋亡细胞计数来看：在CA1区，丰富

环境为 13.6 ± 2.7,正常环境组为 42.67 ± 15.26，P<

0.05，表明丰富环境干预后CA1区凋亡细胞个数明

显减少。在CA1(P<0.05),CA3(P<0.05)、DG(P<0.01)

区域结果类似（表4）。

3 讨论

“丰富环境”的概念是相对的标准环境，由国外

学者提出，意味着增加生活空间，一组丰富的对象设

表1 两组Morris水迷宫逃避潜伏期比较 （x±s，s）

组别

丰富环境饲养组（EE组）
标准环境饲养组（SE组）

P
①与标准组相比P<0.05

鼠数（只）

22
10

第1天

52.398±20.287
58.700±28.258

>0.05

第2天

46.286±25.211
52.200±31.740

>0.05

第3天

31.716±13.048
43.175±20.990

>0.05

第4天

28.90±12.80①

41.30±19.87
<0.05

表2 两组大鼠Morris水迷宫实验学习记忆能力的比较 （x±s）

组别

丰富环境饲养组（EE组）
标准环境饲养组（SE组）

P
①与标准组相比P<0.05

鼠数（只）

22
10

逃避潜伏期（s）

17.01±5.94①

38.16±4.83
<0.01

跨越平台次数（次）

6.12±1.23①

2.96±10.81
<0.05

游泳总距离（cm）

21.77±1.96
22.55±2.54

>0.05

原平台象限游泳距离（cm）

22
10

表3 海马不同区域凋亡细胞所占
切面面积的百分比 （Tunel染色，x±s）

组别

标准环境饲养组（SE组）
丰富环境饲养组（EE组）

P
①对照组相比P<0.05

CA1

6.02±1.09
0.77±0.32①

<0.01

CA3

5.79±1.13
0.47±0.21①

<0.01

DG

4.15±2.08
0.41±0.29①

<0.05

表4 海马不同区域凋亡细胞计数 （Tunel染色，x±s）

组别

标准环境饲养组（SE组）
丰富环境饲养组（EE组）

P
①对照组相比P<0.05

CA1

42.67±15.26
13.60±2.7①

<0.05

CA3

35.00±11.68
12.40±2.3①

<0.05

DG

33.27±6.23
9.2±2.59①

<0.01
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置，群体成员增加，可以促进社会交流，促进感觉，运

动、社会刺激和丰富的培训学习机会。本实验参照

国外文献制作的EE模型包括不锈钢大笼（100cm×

60cm×50cm）[1—2]，以楼梯相连分为3层,笼中置转轮、

管道、小秋千、积木、塑料玩具，玩具每 3d 更换一

次。笼底垫木屑垫料，提供充足食物和水，笼中大鼠

可自由进食进水，11只/笼共同饲养。

本项研究中 HE 染色和尼氏染色神经元还发

现，脑外伤后3d，对照组海马细胞数量减少，神经细

胞间隙变大，排列分散、稀疏、细胞形态异常尼氏降

低核仁不清楚，可见核固缩、核碎裂，神经胶质细胞

和脊髓网状增生一样，海马CA1区的神经元的数量

也有所下降，表明脑外伤引起的损伤并没有因为自

身的发展而进行修复。

实验中还发现，与对照组相比，通过丰富的环境

干预大鼠脑损伤明显减轻。EE组可见少量海马神

经元丢失和胶质增生，但一般正常细胞形态，细胞排

列更加有序，在细胞层无明显减少，尼氏结构清晰，

海马损伤程度较轻;大鼠海马细胞排列紊乱，尼氏染

色变淡，海马损伤较重。这些结果表明，对海马形成

丰富环境干预对脑损伤具有保护作用，在一定程度

上，可以防止脑外伤继发性病理过程，其原因可能如

下：①丰富的环境，可能会降低神经海马区脑外伤神

经细胞凋亡。脑外伤后神经元损伤凋亡为主的缺血

海马CAI区对缺氧最敏感，人身伤害24h后，凋亡细

胞的数量显著增加，创伤后 48h见顶高峰期将被激

活吞噬细胞，凋亡细胞被清除，神经元的损失将导致

永久性的损坏。TBI后持续的神经细胞凋亡导致进

行性脑损伤面积增大，是慢性中枢神经系统并发症

的一个重要因素[4]。在这个实验中丰富环境组在造

模后开始给EE的干预，可能使神经营养因子的表达

增加，扭转枯萎细胞凋亡的作用[5]；转录因子 cAMP

反应元件结合蛋白（cylic adenosine monophos-

phate response element-blinding protein，CREB）磷

酸腺苷反应元件磷酸化增加，CREB的磷酸化成为

活性形式抑制神经的兴奋性，突触可塑性和协调发

展，发挥神经保护作用 [6]；也可能提高即早基因

mRNA 表达，逆转细胞凋亡的病理过程，减少神经

细胞凋亡的数量，起到修复脑损伤，并提高学习和记

忆的作用[7—8]。②促进齿状回内源性神经干细胞神

经发生。神经干细胞可以自我更新和多向分化[9]。

通过神经干细胞的增殖分化产生新的神经元，新生

神经元迁移到受损区域和周围的神经元形成突触连

接，替代死亡的神经元[10—11]。

大脑发育是同时受先天的基因和后天的环境因

素共同作用[12]。在发育过程中的未成熟脑突触通过

细胞凋亡[13]，对神经系统的可塑性是最强时期的变

异或修改最强的时期，被称为大脑发育的关键时期

（critical period）。颅脑损伤后的神经功能尤其是认

知功能的恢复主要依赖于神经的可塑性，如神经元

功能的改变、化学成分和结果的改变等，都与外界丰

富环境有着重要的联系。有证据表明，随着丰富环

境的刺激，可出现脑皮质增厚，树突分支增加，大量

的轴突和细胞体产生，有助于形成新的神经网络[14]。

新生动物的研究表明，丰富环境可以提供这种

早期适当的经验，促进脑发育和脑功能的进化，而实

验证实，丰富环境可以有效地缓解老年人的认知功

能障碍[15—16]，并促进大脑损伤后修复[17]。在脑的结

构和功能的不同阶段和丰富的环境中，可以产生显

著的影响。脑外伤后引起的继发性脑损伤的病理生

图1 标准环境组与丰富环境组Nissl染色结果
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理变化，包括钙离子内流，造成无氧环境乳酸堆积，

氧自由基过量释放的兴奋性神经递质和钙稳态失衡

等病理生理变化，导致了一系列脑缺血、组织损伤、

坏死、凋亡、神经炎症等改变。

本研究动物实验提示，丰富环境可改善脑外伤

大鼠的学习记忆功能，其机制可能与减少海马部位

神经元凋亡，提高细胞存活水平相关。但人类的随

机对照研究仍鲜见开展。相对于人类，动物实验中

标准环境是一种剥夺性的环境。由于人类生活在复

杂多样的环境中，界定丰富环境存在一定的困难，但

随着现代科技的发展，一些交互技术、虚拟现实、3D

技术的提高，参数逐渐可为掌控及标准化，并且可以

通过临床常用量表，结合电诊断技术、影像学技术，

如功能性磁共振等加以量化，具有良好的应用前

景。临床上康复环境的设置应以促进身体和心理康

复为准。大多数康复单元中，患者每天大部分时间

都在独处病房或病床上，不利于康复的活动，说明目

前的康复环境设置给予患者的刺激比较欠缺，不利

于改善其认知、心理等功能，缺乏家庭、社会的共同

参与。因此，我们在临床上开始摸索开展团体康复

治疗的方式，邀请家人、陪护一起共同参与，结合一

些益智游戏、竞争性游戏及团体合作项目等，让患者

处于一个相对丰富的环境中，提高其训练的主动性

和竞争性，发现患者的心理状态及认知功能均得到

了不同程度的改善。因此，丰富环境在脑损伤患者

的功能恢复中发挥着非常重要的作用，具有良好的

应用前景。
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