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丰富环境对脑缺血大鼠行为学恢复及
神经丝蛋白、突触素表达的影响*

薛 丽1 廖维靖1,3 蔺俊斌2 章 鑫2 陈修平2 徐 换2

摘要

目的：研究“形神共养”对脑缺血大鼠行为学恢复及神经丝蛋白（NF）、突触素（SYN）表达的影响。

方法：制作线栓法大鼠脑缺血模型（MCAO），随机分为“形养”组、“神养”组、“形神共养”组、“标准养”组及假手术

组。术后第3、10、17、24、30天进行平衡木行走试验及倾斜板试验，干预结束后进行免疫组织化学检测大鼠梗死周

围皮质及海马区NF、SYN的表达。

结果：平衡木行走试验和倾斜板试验：三个治疗组大鼠评分均优于“标准养”组（P＜0.05）。免疫组化检测：“形养”、

“神养”、“形神共养”组大鼠梗死周围皮质及海马区NF、SYN表达均高于标准养组，“形神共养”组表达高于其他两

组（P＜0.05）。

结论：“形神共养”的丰富生存环境可促进脑缺血大鼠行为学恢复，其机制可能与促进NF及SYN的表达有关。
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Abstract
Objective: To study the effect of“both physique and spirit”enriched environment on behavioral recovery and

expression of NF and SYN.

Method: Established the rat model of MCAO, then divided the rats into“physique regimen”group,“spirit regi-

men”group,“physique and spirit regimen”group, standard group and sham-operated group. The beam-walking

test and inclined plane test were used to evaluate the functional recovery at day 3, 10, 17, 24 and 30 after

MCAO. NF and SYN were immunohistochemistry stained to detect the expression in peri-infarct and hippocam-

pus area after intervention.

Result: Rats in three treated groups performed better than in standard group(P＜0.05) in the beam-walking test

and inclined plane test (P＜0.05). The expression of NF and SYN in peri-infarct and hippocampus area of rats

in three treated groups were significantly higher than in standard group(P＜0.05).Moreover, the rats in“phy-

sique and spirit”enriched environment group had the highest expression than the other two groups(P＜0.05).

Conclusion:“Physique and spirit regimen” with enriched environment can promote the functional recovery,

which may be associated with the enhanced expression of NF and SYN.
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脑卒中亦称脑血管意外，是指突然发生的、由脑

血管病变引起的局限性或全脑功能障碍，持续时间

超过 24h或者引起死亡的症候群[1]。近年来随着医

疗水平的提高，脑卒中急性期的死亡率有所下降，使

得脑卒中的总患病率和致残率明显提高，给患者及

社会带来了沉重的负担[2]。自Hebb[3]提出“丰富生存

环境”概念来，丰富环境得到了广泛研究，丰富环境

可促进脑组织功能恢复[4]，增强神经系统的可塑性，

促进实验大鼠感觉运动功能[5]。《黄帝内经》强调静

以养神，动以养形，动静结合，形神共养。形神共养

是中医养生和康复的基本原则[6]，研究表明形神共

养可促进实验大鼠的认知功能，降低高血压危险因

素[7]。本实验采用大鼠大脑中动脉阻塞模型，观察

“形神共养”对脑缺血大鼠认知功能及神经丝蛋白

（neurofilament protein, NF）、突触素（synaptophy-

sin, SYN）表达的影响，为临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物及分组：SPF 级，雄性 SD 大鼠 60

只，购自武汉大学动物实验中心，体重 220—240g，

饲养于武汉大学生物安全三级动物实验室。计算机

随机数字法分为假手术组、“形养”组、“神养”组、“形

神共养”组、标准养组，每组12只。

1.1.2 主要试剂和仪器：NF 小鼠抗单克隆抗体、

SYN兔抗多克隆抗体（武汉博士德生物技术公司）；

抗鼠/兔通用型免疫组化试剂盒（Dako Denmark A/

S）；尼龙线栓（北京沙东生物技术有限公司）；光学

显微镜 Olympus BX51（日本）；冰冻切片机 Leica

CM1950（德国）。

1.2 实验方法

1.2.1 动物造模：参照廖维靖等[8]线栓改良法建立

大鼠大脑中动脉阻断及再灌注模型，手术组线栓插

入（1.8±0.2）cm，假手术组线栓插入深度 1cm，余操

作同手术组，线栓插入 2h后恢复供血。造模术后，

参照Zea Longa法[9]对已苏醒大鼠进行神经功能缺

损评分，评分在1—3分认为造模成功，纳入实验。

1.2.2 丰富环境笼具及干预方法：术后 3天开始给

予丰富环境刺激。“形养”笼90cm×75cm×50cm，笼内

除放置垫料、食物和水外，另放置跑轮、不同形状和

颜色的玩具、管道、楼梯、秋千等供动物攀爬玩耍，笼

内物品每日更换位置。“神养”笼大小同“形养”笼，笼

中仅放置垫料、饲料和水。“形养”、“神养”组大鼠分别

居于相应笼内4h/d，“形神共养”组大鼠入住“形养”笼

4h后转入“神养”笼4h，其余时间居于标准笼。标准

养组及假手术组居于无特殊刺激的标准笼中44cm×

32cm×20cm，干预时间从术后3天开始，持续4周。

1.2.3 行为学评分：术后第 3、10、17、24、30天进行

行为学评分。

平衡木行走实验：用于测试大鼠运动的协调功

能 [10]，平衡木长 175cm，宽 1.9cm，放在距离地面

70cm处，让大鼠在其上行走。评分标准 0分：大鼠

在平衡木上掉下来；1 分：大鼠在平衡木上无法行

走，可坐在上面；2分：大鼠行走过程中掉下来；3分：

大鼠能走过平衡木，但患侧后肢不能帮助其向前移

动；4分：大鼠走过平衡木，但有 50%的机会跌倒；5

分：大鼠走过平衡木，较少跌倒；6分：大鼠走过平衡

木，无跌倒，重复测量3次取平均值。

倾斜板实验[11]：在于观察大鼠的平衡功能[11]，两

块 500mm×270mm的矩形木板通过合页连接，构成

试验平板。可调节不同的倾斜角度，记录大鼠能坚

持的最大角度，重复测量3次取平均值。

1.2.4 免疫组织化学染色：干预结束后，将大鼠用

10%水合氯醛（350mg/kg）麻醉后，用生理盐水和多

聚甲醛溶液进行内灌注，灌注成功后，根据Paxinos

的大鼠脑立体定位图谱第三版[12]，切取包含有梗死

灶的组织块，依次进行固定、脱水、浸蜡、包埋、切片

后，采用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白—过氧

化物酶连结法（streptavidin-perosidase, SP）染色，试

剂选用NF小鼠抗单克隆抗体、SYN兔抗多克隆抗

体和SP试剂盒。阴性对照切片采用磷酸盐缓冲液

代替一抗，其余步骤相同。免疫组化结果采用 Im-

age-Pro Plus 6.0系统进行分析，每个标本随机选取

5张切片，在200倍显微镜下每张切片选取3个不同

视野，测定梗死灶周围皮质及海马区NF、SYN阳性

产 物 的 累 积 光 密 度 值（integral optical density,

IOD）。所有检测应在相同的条件下进行处理。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 18.0 软件进行分析，符合正态分布

的实验数据用均数±标准差表示，多个样本均数比
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较采用单因素的方差分析。

2 结果

2.1 行为学评分

2.1.1 平衡木行走实验评分：术后第 10天，“形养”

组与“形神共养”组评分高于“神养”组、标准养组

（P＜0.05），“神养”组与标准养组无明显差异（P＞

0.05），术后第17天其他手术组评分均高于标准养组

（P＜0.05），术后第24天开始，“形神共养”组评分高

于其他手术组，差异具有显著性意义（P＜0.05），术

后31天，“形神共养”组与假手术组无明显差异（P＞

0.05）。见表1。

2.1.2 倾斜板实验评分：术后第 10天，“形神共养”

组、“形养”组评分高于标准养组（P＜0.05），术后第

24 天，“形神共养”组评分高于其他手术组（P＜

0.05），“形养”组评分高于“神养”组、标准养组（P＜

0.05），术后第 17天、31天，“形养”组与“形神共养”

组评分高于“神养”组、标准养组（P＜0.05），“形养”

组与“形神共养”组无明显差异，“形神共养”组与假

手术组无明显差异（P＞0.05）。见表2。

2.2 免疫组织化学检测

2.2.1 “形神共养”对脑缺血大鼠梗死周边及海马区

NF表达的影响：手术组大鼠NF免疫组化阳性细胞

呈圆形或椭圆形，棕黄色或棕褐色，在大鼠梗死周围

皮质及海马区均见表达。假手术组皮质及海马区也

可见表达，但表达较少。图像分析显示：“形神共养”

组NF表达高于其他各组（P＜0.05），“形养”组高于

“神养”组，“神养”组高于标准养组（P＜0.05），标准

养组表达高于假手术组（P＜0.05）。见表3。

2.2.2 “形神共养”对脑缺血大鼠梗死周边及海马区

SYN表达的影响：手术组大鼠SYN免疫反应产物主

要在皮质、海马，可见弥散性表达。SYN免疫反应

产物呈棕黄色，颗粒状散在分布，排列成环状、半弧

形或者不规则团块，假手术组表达较少。图像分析

显示：“形神共养”组 SYN 表达高于其他各组（P＜

0.05），“形养”高于“神养”组，但两者之间无显著性差

异（P＞0.05），标准养组高于假手术组，但与假手术组

之间无显著性差异（P＞0.05）。见表4。

表1 各组大鼠平衡木行走实验评分 (x±s)

组别

形养组
神养组

形神共养组
标准养组
假手术组

同时间点与标准养组比较：①P＜0.05；同时间点与“形养”组比较：②P＜0.05；同时间点与“形神共养”组比较：③P＜0.05

动物数

12
12
12
12
12

第3天

1.82±0.87
1.64±0.67
1.73±0.90
1.55±0.82

5.27±0.65①②③

第10天

3.18±1.08①

2.36±0.92②③

3.36±0.92①

2.18±0.75②③

5.64±0.67①②③

第17天

3.82±0.60①

3.45±0.82①③

4.18±0.60①②

2.73±0.90②③

5.91±0.30①②③

第24天

4.36±0.67①③

4.00±1.00①③

5.00±0.63①②

3.09±0.83②③

6.00±0.00①②③

第30天

4.45±0.69①③

4.18±0.98①③

5.18±0.98①②

3.27±0.65②③

6.00±0.00①②

表2 各组大鼠倾斜板实验评分 (x±s)

组别

形养组
神养组

形神共养组
标准养组
假手术组

同时间点与标准养组比较：①P＜0.05；同时间点与“形养”组比较：②P＜0.05；同时间点与“形神共养”组比较：③P＜0.05

动物数

12
12
12
12
12

倾斜板实验评分
第3天

38.27±2.97
38.09±2.66
38.45±4.11
37.82±5.15

52.55±6.59①②③

第10天
43.27±2.83①

41.91±3.65
43.55±3.86①

38.91±3.53②③

54.55±6.23①②③

第17天
49.18±3.49①

45.64±4.03③

50.27±4.90①

41.91±6.76②③

57.27±2.28①②③

第24天
51.55±4.16①③

47.73±3.55①②③

54.55±3.30①②

43.55±2.81②③

57.55±2.88①②③

第30天
52.55±3.62①

50.55±2.81③

54.64±4.11①

45.64±3.35②③

57.64±2.91①②

表3 各组大鼠梗死周围皮质及海马区
NF表达的累积光密度值 (x±s)

组别

形养组
神养组

形神共养组
标准养组
假手术组

与相同区域标准养组比较：①P＜0.05；与相同区域“形养”组比较：②
P＜0.05；与相同区域“形神共养”组比较：③P＜0.05

动物数

12
12
12
12
12

梗死周围皮质区

25405.78±2624.29①③

19634.07±2129.41①②③

33487.08±4848.63①②

13631.56±2135.59②③

9510.04±869.85②③

海马区

16050.55±1243.07①③

12476.41±1248.59①②③

20539.07±2271.98①②

8764.11±476.17②③

6661.86±977.04②③

表4 各组大鼠梗死周围皮质及海马区
SYN表达的累积光密度值 (x±s)

组别

形养组
神养组

形神共养组
标准养组
假手术组

与相同区域标准养组比较：①P＜0.05；与相同区域“形养”组比较：②
P＜0.05；与相同区域“形神共养”组比较：③P＜0.05

动物数

12
12
12
12
12

梗死周围皮质区

24952.20±1210.22①③

23117.81±1495.39①③

34380.14±6457.00①②

9351.09±971.14②③

7220.78±974.96②③

海马区

12349.74±2540.04①③

11918.66±2347.68①③

14858.23±2887.65①②

6857.79±508.10②③

5523.13±660.49②③
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3 讨论

形神共养是中医养生的基本原则，形宜动，神宜

静，形与神相互依存，相互统一，是健康的象征 [6]。

采用中医养生康复理论进行护理，可有效改善脑卒

中患者肢体运动功能，提高康复效果[13]。丰富环境[14]

是指能促进感觉、认知及行为能力的居住条件，这是

与标准环境相对而言的，是指多只大鼠居于笼中，大

鼠可在笼内进行各种探索和社会交往，近年来，丰富

环境得到了广泛的研究，多项研究表明[15—16]丰富环

境可促进神经系统的可塑性，提高大鼠的感觉、运动

及认知功能。

本实验在丰富环境基础上，以“形神共养”理论

为指导，根据“动以养形”理论制作“形养”笼，笼内放

置各种积木、玩具、木梯、台阶、秋千、管道、跑轮等供

动物玩耍，大鼠在笼内可以进行交流，有利于大鼠增

加身体活动、学习经历、躯体感觉及视觉输入，从而

提高行为能力，根据“静以养神”理论制作出“神养”

笼，大鼠可以在安静的环境下，拥有更大的活动空

间，群居的生活更利于大鼠之间的交流。

本研究采用平衡木行走实验、倾斜板试实验评

估大鼠的行为学恢复情况。研究结果显示，从术后

第10天开始，进行丰富环境干预的“形养”、“神养”、

“形神共养”组行为学结果明显优于标准养组，从术

后 24天开始，“形神共养”组的平衡木行走实验、倾

斜板实验评分明显高于其他各组，“形养”组评分结

果优于“神养组”。这些结果表明，将大鼠居于可进

行探索学习和体力活动的“形养”笼内，可明显提高

大鼠的运动协调功能和平衡功能，“形神共养”组大

鼠与“形养”组大鼠相比，有更多的安静休息和群居

交流的时间，更有利于改善其运动协调能力。

神经丝蛋白是神经元胞体及神经轴突细胞骨架

的主要成分，由神经元胞体合成，主要分布于神经细

胞的胞体和神经突起内，在维持神经元功能及轴浆

运输方面发挥重要作用[17—19]，故NF的变化可用于反

映神经元生理及病理改变。李娜等[20]研究发现丰富

环境、探索学习可促进脑梗死大鼠皮质 NF 的表达

以及脑梗死后患侧肢体功能的恢复，Rolstad S等[21]

研究发现提高 NF 的浓度可降低认知障碍，减轻血

管负担，Dubois等[22]研究表明训练和学习的环境可

减少非磷酸化 NF 的降低，对脑梗死起到明显的保

护作用。突触素是一种位于突触囊泡膜上的特异性

蛋白，参与神经系统突触连接的形成与维持，是突触

前传入神经纤维特异性标志物，反映突触的分布及

密度[23—24]。它在突触发生、轴突生长、神经递质释放

及突触可塑性等生理活动中具有重要作用，SYN的

变化可以作为损伤脑组织修复的重要观察指标[25]。

研究[26]表明与标准环境相比，丰富环境训练可以提

高SYN表达，江城等[27]研究表明丰富环境可促进脑

缺血大鼠SYN的表达，促进功能表现的改善和大脑

可塑性的改变。

本实验免疫组化结果显示，在梗死周围皮质及

海马区，“形神共养”组、“形养”组、“神养”组 NF、

SYN 表达明显高于标准养组，“形神共养”组 NF、

SYN的表达高于其他手术各组。该结果提示在“形

神共养”的丰富环境下，大鼠可进行探索学习和运动

训练，这对大鼠梗死周围皮质及海马区NF、SYN的

表达具有明显的保护作用，这一结果与大鼠的行为

学评分结果相一致。NF及 SYN免疫活动的变化，

证明脑缺血后确实存在代偿性再生活动，可以形成

新的突触联系，增加突触的可塑性，而且丰富康复训

练可促进此重塑进程，在“形养”的丰富环境训练的

基础上，加上有利于大鼠休息及群体间交流的“神

养”训练，从而促进了受损神经元的修复及再生，可

以更加有效地促进脑缺血大鼠神经功能的恢复。

4 结论

通过本研究可发现，“形神共养”的丰富环境对

脑缺血大鼠行为学恢复的有利作用，以及对 NF、

SYN表达的促进作用，在本研究中我们并未选取多

个时间点检测NF、SYN的表达，但是可证明4周“形

神共养”的丰富环境训练，有利于受损神经元的恢复

及再生，有利于脑缺血大鼠运动功能及认知功能的

恢复，那么我们如何有效地将“形神共养”的丰富环

境的实验结论用于指导临床治疗，通过什么手段来

增强或者抑制相关的生长因子、通道蛋白、神经递质

等，从而达到脑卒中患者功能恢复，这仍需我们进一

步深入研究。相信随着神经生物学、分子生物学等

基础学科以及康复医学的发展，在丰富环境促进神

经元突触再生及功能重组的机制研究中必将有更大

突破，从而更有效地指导临床治疗。
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