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·基础研究·

跑台训练对慢性脑缺血大鼠海马区
Notch1和突触素表达的影响*

郭雅碧1，2 郑彩霞1 陆 敏1，3

摘要

目的：研究跑台训练对慢性脑缺血大鼠海马区Notch1和突触素（SYN）表达的影响，从而探讨跑台训练对慢性脑缺

血的康复作用及其可能的分子机制。

方法：选取雄性的SD大鼠90只，随机分为9组，3个假手术对照组（7d、14d、28d）、3个模型组（7d、14d、28d）和3个跑

台训练组（7d、14d、28d），每组10只。采用双侧颈总动脉永久性结扎法制备慢性脑缺血模型，假手术组仅分离双侧

颈总动脉不结扎。跑台训练组于术后第3天开始跑台训练，1周训练6d。在各个时间点，应用Western-blot和免疫组

化分析各组大鼠海马区Notch1和突触素表达的变化情况。

结果：与同时段的假手术组相比较，模型组和跑台训练组海马组织Notch1蛋白含量和表达在28d时都发生明显降低

（P＜0.05）；其中，模型组对比跑台组降低更为明显（P＜0.05）。模型组和跑台训练组较假手术组突触素（synapto-

physin，SYN)蛋白含量和表达也发生降低。其中，跑台训练组Notch1和SYN蛋白含量和表达在28d时要明显高于

模型组（P＜0.05）。

结论：跑台训练可以增加慢性脑缺血大鼠海马区Notch1和突触素的表达。
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Abstract
Objective: To investigate effects of treadmill training on the expression of Notch1 and synaptophysin in the

hippocampus of rats with chronic cerebral ischemia.

Method: Ninety male SD rats (250—300g) were randomly divided into nine groups including three sham

groups (7 days, 14 days and 28 days), three model groups (7 days, 14 days and 28 days) and three treadmill

training groups (7 days, 14 days and 28 days). N=10 for each group. The chronic cerebral ischemia models in

both model groups and treadmill training groups were prepared by ligating bilateral common carotid artery per-

manently，while the sham groups only isolated bilateral common carotid artery without ligation. Treadmill train-

ing started at the third day after surgery with six days training for every week. At different time points, ana-

lyzing the expression level of Notch1 and synaptic in hippocampus by immunohistochemical staining and West-

ern Blot test.

Result:The expression of both Notch1 and SYN proteins in rats of sham groups were significantly higher than

those in the rats of both model groups and treadmill training groups on day 28（P＜0.05）,while the expression
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慢性脑缺血( chronic cerebral ischemia，CCI )

是血管性认知障碍发生与发展的重要因素，如不及

时进行有效治疗与控制将会导致持久性或进展性的

认知与神经功能障碍[1—2]。早期及时对慢性脑缺血

患者进行有效的干预和治疗，改善认知功能，对患者

的生存质量和日常活动提高有着重大的意义。

Notch 通路能够影响神经系统的发生和发展，以及

轴突、树突的生长等有关功能[3]。Notch通路直接影

响学习和记忆功能，Notch 信号通路在成年小鼠大

脑记忆形成中起着关键作用 [4]。突触素（synapto-

physin，SYN)可以比较好的反映神经系统对缺血性

损伤的突触可塑性，作为检测突触的密度和脑缺血

后突触重建的指标，是突触重新建立的重要标志。

慢性脑缺血导致的学习记忆功能障碍可能与海马区

和齿状回突触异常有关[5]。多项研究已经证明了运

动对脑缺血有一定影响，包括增强生存率、减少神经

损伤，改善血脑屏障(blood brain barrier，BBB)功能

障碍和维护神经与血管的完整性[6—10]。本课题组前

期研究表明跑台训练可以改善慢性脑缺血大鼠的学

习记忆功能。本研究采取双侧颈总动脉永久性结扎

法，旨在探讨Notch1和突触素在跑台训练改善慢性

脑缺血大鼠的学习和记忆功能中的可能机制，为临

床跑台训练改善学习记忆功能提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

雄性 SD 大鼠，SPF 级别，90 只，重量 250—

300g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供。

所有大鼠于独立通风笼中在协和动物中心适应性饲

养 1周，大鼠自然昼夜节律光照，自由饮水和摄食，

(21±2)℃恒温。适应性喂养1周，随机分为跑台训练

组、假手术组和模型组。每组以时间点的不同，又分

为7d、14d和28d三个亚组，每亚组10只大鼠。

1.2 主要实验试剂和仪器

Notch1、突触素和β-actin抗体：武汉博士德生物

有限公司；苏木素染色液：碧云天生物技术研究所；

RIPA裂解液和显影定影试剂盒，北京全氏金生物技

术有限公司；动物实验跑台：北京兴远天地科技有限

公司；电泳仪电源、垂直电泳槽和电转仪，北京六一

仪器厂。

1.3 动物模型制备

术前对所有大鼠进行 12h 的禁食，4h 的禁水。

称重后，腹腔注射水合氯醛（0.3—0.35ml/100g）麻

醉，将大鼠仰卧位固定，颈前部去毛备皮，常规碘伏

局部消毒，7 号刀片在颈正中线切开一切口，长约

2cm左右，止血钳缓慢分离皮下组织，暴露出双侧胸

锁乳突肌后，玻璃分针分离出双侧颈总动脉，分离颈

总动脉时应小心谨慎，不要触到迷走神经而导致其

损伤。分离出颈总动脉后，使用手术线结扎好双侧

颈总动脉的远、近心端，结扎好后仔细观察大鼠的呼

吸是否正常及是否出现抽搐的现象，以此判断是否

失误将迷走神经结扎，确保无误后，从结扎的中间剪

断血管，以完全阻断颈总动脉血流，用无菌生理盐水

清洁伤口，检查伤口，无明显出血后缝合切口，假手

术组仅分离出颈总动脉，不结扎。手术过程中注意

保护迷走神经，严密观察大鼠的呼吸变化，注意无菌

操作，保持大鼠肛温约在 36.5℃。待大鼠苏醒后将

其放回独立通风笼中饲养，术后每日腹腔注射青霉

素20万U/kg，连续3天，防止术后感染。

1.4 跑台训练

跑台训练组在模型制作前2天将实验动物置于

跑台上进行适应训练，每天10min。制备模型后，跑

台组于第 3天开始训练，训练强度为每天 30min，每

天训练1次，每周训练6d，休息1d。跑台参数设置为

10m/min，斜度 0°。跑台训练安排在晚上 6点以后。

模型和假手术组环境及饮食同跑台组，同等抓取但

of both Notch1 and SYN proteins in treadmill training groups were significantly higher than those in the rats

of the model groups on day 28（P＜0.05）.

Conclusion: Treadmill training could increase the expression of both Notch1 and synaptophysin in hippocam-

pus of the rats with chronic brain ischemia.

Author's address Tongji Hospital Affiliated to Tongji Medical College, Huazhong University of Science and

Technology, Wuhan, 430033
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是不进行跑台运动训练。

1.5 取材及检测

1.5.1 蛋白免疫印迹法（Western blot）：每组随机抽

取 5只大鼠，于 7d、14d和 28d时断头处死大鼠。沿

着枕骨大孔剪开皮肤肌肉，剥离颅骨，分离出海马组

织，加入预先放入PMSF的RIPA组织裂解液1ml，于

冰上充分碾磨后放置 30min，置于高速离心机中以

12000r/min，4℃离心 30min，取上清液，以BCA法检

测蛋白浓度。配制 10%的SDS-PAGE分离胶和 5%

的 SDS-PAGE 浓缩胶，以 80V 电泳 30min 后，120V

电泳分离 1h，转移至 PVDF 膜上，室温摇床封闭

2h。Notch1（1∶1000）和 SYN（1∶200）一抗 4℃孵育

过夜，洗涤后加入 TBST 稀释 HRP 标记二抗，浸泡

PVDF膜，室温摇床孵育 2h。放入显影液显影和定

影液定影。借助 ImageJ 2X 图像分析软件，以

Notch1和SYN蛋白累积光密度和内参蛋白β-Actin

蛋白累积光密度为标准，量化分析各组大鼠的脑部

海马组织在不同时间点时Notch1和SYN蛋白表达

量变化。

1.5.2 免疫组织化学法：每组剩余的 5只大鼠麻醉

后，以4%的多聚甲醛液灌注后立即断头取脑, 将取

出的组织放入多甲中固定，常规脱水、透明、浸蜡、石

蜡包埋，连续做冠状切片，片厚 5μm。备用于

Notch1蛋白和突触素的免疫组化。60℃电热恒温箱

烘烤石蜡切片 1h，脱蜡水化，为阻断内源性过氧化

物酶的活性，在 3% H2O2室温下孵育 10min，PBS洗

3 次，抗原修复，将 50μl 1∶60 稀释的兔抗大鼠

Notch1抗体滴加到切片上，1∶200 稀释的小鼠抗大

鼠 SYN 抗体，阴性对照组用 PBS 代替一抗，4℃过

夜，PBS冲洗 3次，每次约 5min，将 50μl的二抗滴加

到每张切片上，室温湿盒中孵育20min，再次用PBS

冲洗 5min 3 次，DAB 显色剂显色，蒸馏水终止反

应，自来水冲洗每张切片 10min，苏木素复染 1min，

0.1%盐酸酒精分色，冲洗，反蓝，镜下观察细胞核染

色程度，脱水、透明，封片。借助 Image-Pro® Plus

Version 6.0软件对图像进行分析，以400×视野条件

下各组大鼠脑部海马CA1区Notch1和SYN蛋白累

积光密度减去该视野空白区域累积光密度为标准，

量化分析各组大鼠的脑部海马CA1区在不同时间

点时Notch1和SYN表达量变化。

1.6 统计学分析

各组数据均采用SPSS19.0进行统计学分析，以

均数±标准误的形式。运用单因素方差分析实验结

果，P＜0.05有显著性差异，两两比较使用Dunnett-t

检验法，结果均采用Graphpad Prism 6绘制。

2 结果

2.1 跑台训练对海马区Notch1的影响

采用Western blot检测海马区Notch1的表达，数

据显示：各组大鼠在第7和14天时海马区Notch1蛋

白表达没有明显的变化；模型组大鼠海马区 Notch

1蛋白表达在第 28天时显著低于假手术组大鼠(P<

0.05)，跑台训练组Notch1表达高于模型组，低于假

手术组，均有显著性差异(P<0.05)。采用免疫组化

检测海马CA1区Notch1的表达，结果表明：各组大

鼠在第 7和 14天时海马CA1区Notch1表达没有明

显的变化；模型组大鼠在第28天时Notch1表达低于

假手术组(P<0.05)，而跑台训练组和假手术组相比

无显著性差异，见图1—2，表1—2所示。

2.2 跑台训练对海马区突触素的影响

采用Western blot 检测海马区SYN的表达，数

据显示：第7天时各组大鼠海马区SYN蛋白表达没

有明显的变化；跑台训练组和模型组大鼠在第14天

时SYN蛋白表达低于假手术组(P<0.05)；第 28天时

模型组蛋白表达低于假手术组(P<0.05)，跑台训练

组低于假手术组(P<0.05)，高于模型组(P<0.05)。采

用免疫组化检测海马 CA1 区 SYN 的表达，结果表

明：第 7 天时各组 SYN 表达没有明显的变化；模型

组大鼠在第 14 天时 SYN 表达低于假手术组 (P<

0.05)，跑台训练组与假手术组和模型组均无显著性

差异；第 28天时，模型组低于假手术组(P<0.05)，跑

台训练组高于模型组(P<0.05)，假手术组与跑台训

练组无显著性差异。见图3—4，表3—4所示。

图1 Western blot 检测海马区Notch1的表达
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3 讨论

跑台训练在临床康复已经应用多年，可以有效

改善患者的运动功能。与其他运动方式相比跑台训

练更符合大鼠日常的运动情况，能够精确地调控大

鼠的训练强度、改变其坡度和速度等。Notch 通路

是经典而保守的发育调控通路，与脑缺血损伤机制

的相关研究越来越受到人们的重视。该通路成员在

缺血损伤、缺血后再灌注、调控干细胞等方面均有研

究报道。Notch 通路在神经元的形态、突触可塑性

及神经干细胞的调控方面发挥着重要作用 [11—13]。

Notch通路成员中的受体Notch1已被证实在成人大

脑中的海马区域表达，影响海马区神经发育，并且参

与脑缺血损伤后血管以及神经元的新生过程[14]。海

马Notch1的缺失使长时程增强和长时程抑制分离，

使得学习能力及短期记忆能力下降甚至缺失 [15]。

Notch信号通路在增强LTP和改善学习记忆方面起

着重要作用 [16—17]。我们对慢性脑缺血大鼠海马区

表2 各组大鼠海马CA1区Notch1蛋白
相对光密度的比较 (n=5,x±s)

组别

假手术组
模型组

跑台训练组
与假手术组相比，①P<0.05

7天

0.48±0.02
0.51±0.06
0.49±0.04

14天

0.47±0.04
0.55±0.05
0.52±0.07

28天

0.40±0.02
0.30±0.03①

0.35±0.07

图3 Western blot 检测海马区SYN的表达

表3 各组大鼠SYN蛋白相对表达量 (n=5,x±s)

组别

假手术组
模型组

跑台训练组
与假手术组相比，①P<0.05；与模型组相比，②P<0.05

7天

0.41±0.02
0.39±0.03
0.38±0.04

14天

0.40±0.04
0.30±0.05①

0.33±0.02①

28天

0.39±0.02
0.29±0.03①

0.33±0.02①②

表4 各组大鼠海马CA1区SYN蛋白
相对光密度的比较 (n=5,x±s)

组别

假手术组
模型组

跑台训练组
与假手术组相比，①P<0.05；与模型组相比，②P<0.05

7天

0.78±0.02
0.71±0.06
0.69±0.04

14天

0.77±0.04
0.63±0.05①

0.72±0.07

28天

0.70±0.02
0.50±0.03①

0.65±0.07②
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图2 免疫组化检测海马CA1区Notch1的表达 (×400)

表1 各组大鼠Notch1蛋白相对表达量 (n=5,x±s)

组别

假手术组
模型组

跑台训练组
与假手术组相比，①P<0.05；与模型组相比，②P<0.05

7天

0.58±0.02
0.61±0.06
0.59±0.04

14天

0.57±0.04
0.60±0.05
0.59±0.07

28天

0.65±0.02
0.50±0.03①

0.55±0.02①②

7天 28天14天

假手术组

跑台训练组

模型组
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图4 免疫组化检测海马CA1区SYN表达 (×400)

Notch1表达进行检测，发现模型组和跑台训练组海

马中 Notch1 的表达随着脑缺血时间的延长而变

化。7d、14d模型组和跑台训练组Notch1含量较假

手术组有增高趋势，我们考虑可能是慢性脑缺血所

致的Notch信号通路被激活导致Notch1代偿性的升

高，以试图补偿缺血引起的神经元丢失。随着时间

的延长，Notch通路的激活逐渐减弱，甚至表现为抑

制状态，所以28天时模型组Notch1下降明显。跑台

训练组虽然也呈现下降趋势，但明显高于模型组，这

提示在 28天时间点Notch1的增高可能与运动训练

有关。

突触素可以比较好的反映神经系统对缺血性损

伤的突触可塑性，SYN作为突触囊泡的跨膜蛋白，

是神经修复和神经元间联系的重要结构蛋白，关联

到突触的结构和功能，SYN变化常被作为脑组织修

复的一个观察指标[18]。有研究发现跑台训练可以提

高海马内SYN，增强LTP，提高学习记忆能力[19]。本

研究结果与之相符，我们观察到跑台训练能够增加

慢性脑缺血大鼠海马区突触素的表达，训练第 28

天，跑台训练组较模型组突触素的表达量增多有显

著性差异。慢性脑缺血后，海马区突触素的表达量

下降，而进行跑台训练一定的周期可以增加突触素

的表达。

综上，跑台训练可以改善海马区Notch1和突触

素的表达，大量的研究和我们前期的实验均已证实

跑台训练可以提高大鼠的学习记忆能力。那么跑台

训练对学习记忆康复作用的可能机制之一是否是通

过影响Notch1和突触素的变化来实现的呢?慢性脑

缺血后机体存在复杂的病理生理变化，虽然我们发

现跑台训练 28天后海马区Notch1的表达比模型组

增加，提示跑台训练可能激活了 Notch 通路引起

Notch1的变化，但是Notch1的表达受多种因素的影

响和调控，而且Notch通路影响学习记忆功能的内

在机制仍不十分明确，其受体Notch1调控学习和记

忆功能的具体机制也不完全清楚，所以我们下一步

的研究方向是观察通路的相关配体、靶基因以及调

节因子的变化。由于我们的各检测时间点 Notch1

的含量变化不同，所以后期的研究将会延长训练时

间，以便更好的观察Notch1的整个变化过程。
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