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·基础研究·

早期康复介入对脑损伤幼鼠的行为学及其
体内降钙素基因相关肽表达的影响*

全莉娟1 陈 晓1 王 珺 1 应德霞1

摘要

目的：研究早期康复治疗对缺血缺氧性脑损伤幼鼠的行为学及其体内降钙素基因相关肽表达的影响。

方法：将40只15日龄SD大鼠平均分为4组，每组10只，分别为：脑损伤模型组：结扎大鼠左颈总动脉并置于含8%氧

气和92%氮气的缺氧环境中，以此作为脑损伤模型；康复治疗组：造模后连续两周给予触摸（20 min/d）、丰富环境刺

激(30 min/d)和平衡木训练(30min/d)；假手术组：行左侧颈总动脉分离术后不作结扎及缺氧处理；对照组：不做处

理。康复治疗两周后对各组大鼠进行平衡木实验、步伐失误实验和Morris水迷宫实验，并测定血浆、脑组织和脊髓

中降钙素基因相关肽（CGRP）的含量。

结果：与对照组相比，康复治疗组大鼠的平衡木实验评分增加1.6（P<0.01），步伐失误率增加8.07%（P<0.01），Morris

水迷宫实验中的逃避潜伏期增加18.1s（P<0.01），2min内跨越原平台的次数减少6次（P<0.01），血浆、脑组织和脊髓

中CGRP含量分别增加18.94pg/ml、103.38pg/ml和197.26pg/ml（P<0.01）；与脑损伤模型组相比，康复治疗组大鼠的

平衡木实验得分减少1.8（P<0.01），步伐失误率减少15.59%（P<0.01），Morris水迷宫实验中的逃避潜伏期减少10.5s

（P<0.05），2min内跨越原平台的次数增加 4次（P<0.05），血浆、脑组织和脊髓中CGRP含量分别减少 13.91pg/ml、

86.57pg/ml和120.16pg/ml（P<0.05）。

结论：早期康复介入两周对脑损伤幼鼠的平衡能力、协调能力、学习记忆能力有明显改善，并能增加血浆、脑组织和

脊髓中CGRP的含量，但未能恢复到正常水平。
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Abstract
Objective：To study the effects of early rehabilitation on the behavior and expression of calcitonin gene-related

peptide（CGRP） in neonatal rats with hypoxic-ischemic brain damage.

Method：Totally 40 15d rats were divided into 4 groups, and 10 rats each, sex in half. The 4 groups were

brain damage group: brain damage model was established by ligature the left common carotid artery followed

by exposure to hypoxia environment (8% O2 and 92% N2) for 2 hours; rehabilitation group: brain damaged

rats were stimulated by touch (20 minutes daily), enriched environment (30 minutes daily) and traversing a bal-

ance beam (30 minutes daily) for two weeks; sham-operated group: rats were only subjected to the separation

of left carotid artery without carotid ligation and hypoxia; control group: neither model establishment nor reha-

bilitation was done. Beam balance test, foot fault test and Morris water maze test were performed and content
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缺血缺氧性脑损伤（hypoxic- ischemic brain

damage，HIBD）是导致小儿知觉障碍、智力障碍、脑

性瘫痪、发育迟缓及癫痫的重要原因[1—2]。目前用于

缺血缺氧性脑损伤的治疗方法有药物治疗、高压氧

治疗,以及多种方法联合治疗等[3—5]。近年来，行为

疗法（触摸、丰富环境刺激等）作为一种安全、有效、

经济的康复手段，越来越多地出现在缺血缺氧性脑

损伤的疗效及其机制研究中。本实验以缺血缺氧性

脑损伤新生大鼠为模型，研究早期康复介入对脑损

伤幼鼠行为学的改善情况，以及对幼鼠血浆、脑组织

和脊髓中的降钙素基因相关肽（calcitonin gene-re-

lated peptide，CGRP）含量的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

实验动物为 SPF 级 15 日龄新生 SD 大鼠，40

只，雌雄各半，体重 21—30g，由江西省实验动物中

心提供。将 40只15日龄大鼠按随机数字表法分成

4 组，每组 10 只，雌雄各半，分别为对照组、假手术

组、脑损伤模型组和康复治疗组，实验室常规饲养。

1.2 主要仪器与试剂

Morris 水迷宫装置(安徽正华生物仪器设备有

限公司)；大鼠降钙素基因相关肽 ELISA 试剂盒

(Cayman公司)。

1.3 缺氧缺血性脑损伤模型的建立

脑损伤模型组和康复治疗组大鼠仰卧位固定于

手术板上，乙醚麻醉后，常规酒精消毒颈部皮肤，取

颈部正中切口，钝性分离并结扎左颈总动脉，缝合切

口。恢复2h后，置于37℃缺氧舱内，持续输入8%氧

气和 92%氮气的混合气体，2h 后取出大鼠，维持

37℃环境，观察大鼠行为 1h，以翻身不能、平衡异常

者初步视为成功模型，3天后各组大鼠进行平衡木和

步伐失误测试，造模后大鼠与对照组比较，平衡木实

验得分和步伐失误率增加，差异有显著性意义（P<

0.05），视为造模成功[6]。假手术组仅切开幼鼠颈部皮

肤，分离左颈总动脉后缝合皮肤伤口，不结扎。

1.4 康复介入

每日上午 8时，用软毛刷对康复治疗组大鼠从

头到尾匀速刷动，持续20min；触摸结束后将大鼠暴

露于含有转盘、阶梯、管道、秋千等物品的丰富环境

中（每周改变环境 2次），持续 30min；下午 14时，进

行平衡木训练，持续 30min[7]。康复治疗持续 2 周。

其余各组大鼠饲养于光照 12h，黑暗 12h，温度 20—

26℃，湿度40%—70%的环境中，自由摄食和饮水。

1.5 运动评价

各组大鼠进行平衡木实验和步伐失误实验，运

动实验的选择及评价标准参照王拥军主编的《现代

神经病学进展》[8—9]，实验全程由两位南昌大学第一

附属医院神经专科医师共同观察和评价。

1.5.1 平衡木实验：用于检测大鼠的运动平衡性。

平衡木长 100cm，宽 2cm，高 80cm，两端各有一平

台，大鼠放置在平衡木上，观察120s，根据大鼠在平

衡木上的表现评分，得分越高说明平衡能力越差。

于大鼠33日龄进行测试评定，每只大鼠测试2次，每

of CGRP in plasma, brain tissue and spinal cord were determined after two weeks of rehabilitation.

Result: Compared with control group, there were 1.6 points increase in scores of traversing a balance beam（P<

0.01）, 8.07% increase in rate of foot fault（P<0.01）, escape latent period increased 18.1 seconds in Morris wa-

ter maze P<0.01）, 6 times decrease in crossing the original platform within 2 minutes（P<0.01）, 18.94 pg/ml,

103.38 pg/ml and 197.26 pg/ml decrease in CGRP content of plasma, brain tissue and spinal cord, respectively

（P<0.01）. Compared with model group, there were 1.8 points fall in scores of traversing a square bridge（P<

0.01）, 15.59% decrease in rate of foot fault（P<0.01）, 10.5 seconds decrease in escape latent period（P<0.05）,

4 times increase in crossing the original platform within 2 minutes（P<0.05）, 13.91pg/ml, 86.57pg/ml and

120.16pg/ml increase in CGRP content of plasma, brain tissue and spinal cord, respectively（P<0.05）.

Conclusion: The rats ability of balance, coordination, learning and memory failure to return to normal levels

but ameliorated significantly after two weeks of rehabilitation, and the levels of CGRP in plasma, brain tissue

and spinal cord were markedly increased.
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次测试间隔5min，取两次测定的平均值作为实验结

果，正式记录实验结果前测试 3 次，以适应测试环

境。评分标准见表1。

1.5.2 步伐失误实验：由Hernande Z和Sehallent建

立发展的，用于检测大鼠的运动协调性[9]。把大鼠

放在网格上，每小格为 3cm2，网格放置于离实验台

一定高度，大鼠步伐失误时会从网格空档中滑脱，记

录2min内大鼠前肢迈出的步伐总数及步伐失误数，

用于计算步伐失误率。于大鼠 33日龄进行测试评

定，每只大鼠测试两次，取两次测定的平均值作为实

验结果。

1.6 Morris水迷宫实验

用 Morris 水迷宫实验测试大鼠学习记忆能

力。平台放置第四象限，4个入水点随机择一将大

鼠头朝池壁放入水中，记录大鼠找到水下平台的

时间，以此作为逃避潜伏期，若 120s 仍未找到，则

引导大鼠到平台，逃避潜伏期记为 120s，每次让动

物在平台上停留 15s，如此将各组大鼠训练 3天，每

天 4次。第 4天（大鼠 37日龄）开始测试，记录各组

大鼠逃避潜伏期和撤除平台后 2min内跨越原平台

的次数，每只大鼠测试 2 次，取两次测定的平均值

作为实验结果。

1.7 CGRP的含量测定

将各组大鼠于 37 日龄用水合氯醛麻醉，腹主

动脉取血，离心分离出血浆；取脑和脊髓，称重后，

加入适量生理盐水匀浆，离心分离出上层清液。

血浆与匀浆液用于 ELISA 测定。根据试剂盒说明

书的步骤进行操作，分析数据计算CGRP含量。

1.8 统计学分析

应用SPSS18.0进行统计学分析，计量资料以均

数±标准差表示，多样本间均数比较采用单因素方

差分析,并进行方差齐性检验，方差齐采用LSD-t检

验、方差不齐采用 Tamhane T2 检验。以 P<0.05 为

差异有显著性意义。

2 结果

2.1 康复介入前后各组大鼠平衡木实验测试结果

见表 2。由平衡木实验测试结果可以看出，康

复介入前，假手术组与对照组相比，得分无差异

（P=1），模型组和康复组与对照组相比得分明显

较高（P<0.01）；康复介入后，假手术组与对照组的

得分仍无差异（P=1），模型组和康复组的得分较

对照组高（P<0.01），康复组与模型组比较，得分明

显减少（P<0.01）。

2.2 康复介入前后各组大鼠步伐失误实验测试结果

见表 3。步伐失误实验结果显示，康复介入前，

假手术组与对照组相比，前肢步伐总数、步伐失误数

和失误率差异不具有显著性意义（P>0.05），模型组

和康复组与对照组相比，步伐总数减少，步伐失误数

及失误率增加（P<0.01）；康复介入后，假手术组与对

照组比较，前肢步伐总数、步伐失误数和失误率差异

不具有显著性意义（P>0.05），模型组与对照组比较，

步伐总数减少，步伐失误数增加和失误率增加（P<

0.01），康复组与对照组相比，步伐总数差异不具有

显著性意义（P>0.05），步伐失误数和失误率增加

（P<0.01），康复组与模型组比较，步伐总数增加，步

伐失误数和失误率减少（P<0.01）。

2.3 康复介入2周后各组大鼠记忆能力测试结果

见表 4。Morris 水迷宫实验结果显示，康复介

入两周后，假手术组与对照组相比，逃避潜伏期和

2min内跨越原平台的次数差异不具有显著性意义

（P>0.05）；模型组大鼠与对照组比较，逃避潜伏期显

著增加，2min内跨越原平台的次数减少，差异有显

著性意义（P<0.01）；康复组与对照组比较，逃避潜伏

期增加，2min内跨越原平台次数减少，差异有显著

性意义（P<0.01）；康复组与模型组比较，逃避潜伏期

表1 平衡木实验评分标准

实验表现

能够到达平台或能维持正常平衡姿势
抓住平衡木的一侧
悬于平衡木并有一肢体摔下平衡木
悬于平衡木并有两肢体摔下平衡木或在平衡木上旋转>60s
试图在平衡木上保持平衡>40s,但摔下
试图在平衡木上保持平衡>20s,但摔下
直接摔下:无保持平衡意图

得分

0
1
2
3
4
5
6

表2 大鼠平衡木实验测试结果 (x±s)

组别

对照组
假手术组
模型组
康复组

①与对照组比较P<0.01；②与模型组比较P<0.01

只数

10
10
10
10

康复介入前得分

0
0

3.5±0.7①

3.4±0.5①

康复介入后得分

0
0

3.4±0.5①

1.6±0.5①②
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减少，2min内跨越原平台的次数增加，差异有显著

性意义（P<0.05）。

2.4 康复介入2周后各组大鼠血浆、脑组织和脊髓

中的CGRP含量测定结果

由表5中数据可看出，假手术组与对照组相比，

血浆、脑组织和脊髓中的 CGRP含量差异不具有显

著性意义（P>0.05）；模型组和康复组与对照组比较，

血浆、脑组织和脊髓中的CGRP含量降低（P<0.01）；

康复组与模型组比较，血浆、脑组织和脊髓中的

CGRP含量增加（P<0.05）。

表3 大鼠步伐失误实验测试结果 (x±s)

组别

对照组
假手术组
模型组
康复组

①与对照组比较P<0.01；②与模型组比较P<0.01

只数

10
10
10
10

康复介入前
步伐总数
55.7±7.5
56.0±9.4
46.4±7.3①

45.8±6.4①

失误数
2.5±0.9
2.7±0.9

13.7±3.7①

14.4±4.7①

失误率（%）
4.56±1.64
4.87±1.43

30.04±8.10①

32.24±11.78①

康复介入后
步伐总数
77.5±9.2
74.4±10.0
56.8±8.6①

69.6±10.7

失误数
3.8±0.9
4.0±0.8

16.1±4.9①

8.8±2.7①②

失误率（%）
4.96±1.32
5.49±1.39

28.62±9.17①

13.03±4.70①②

表4 大鼠Morris水迷宫实验测试结果 (x±s)

组别

对照组
假手术组
模型组
康复组

①与对照组比较P<0.01；②与模型组比较P<0.05

只数

10
10
10
10

逃避潜伏期(s)

25.9±8.7
28.1±7.6

54.5±7.1①

44.0±11.4①②

2min内跨越原平台的次数

15.6±4.8
13.8±4.5

5.80±1.6①

9.70±3.0①②

表5 大鼠CGRP含量测定结果 (x±s，pg/ml)

组别

对照组
假手术组
模型组
康复组

①与对照组比较P<0.01；②与模型组比较P<0.05

只数

10
10
10
10

血浆

76.58±9.62
72.59±8.49

43.73±5.87①

57.64±15.47①②

脑组织

680.53±86.11
652.89±74.90
490.58±64.41①

577.15±80.80①②

脊髓

842.80±72.86
829.19±47.38

525.38±31.06①

645.54±47.24①②

3 讨论

单侧颈总动脉结扎结合缺氧是制作幼鼠缺血缺

氧性脑损伤模型的主要方法，缺血缺氧的严重度是

决定脑损伤程度的关键因素[10]，可通过观察并测定

其行为学的变化来判定是否发生脑损伤，还可通过

神经电生理及脑组织病理变化进一步确认是否为脑

性瘫痪。本次实验通过对模型大鼠与正常大鼠进行

平衡木实验及步伐失误实验，模型大鼠较正常大鼠

平衡木得分增加，步伐失误率降低，结果显示模型大

鼠的行为学发生变化，从而判定脑损伤的发生。

本次实验选择触摸、丰富环境刺激以及平衡木

训练作为康复治疗方法。根据文献报道，早期康复

治疗有助于脑损伤的修复，触摸和丰富环境刺激可

改善脑损伤大鼠的平衡协调能力，并能增加海马神

经元兴奋性突触后电位，促进脑细胞增殖、神经网络

重建以及神经丝蛋白的表达，从而促进学习记忆能

力的恢复[11—13]，可减少脑组织的后继持续行为损伤，

修复脑水肿[14—15]，平衡木训练可提高脑损伤大鼠的

四肢肌力及平衡能力。行为学评定方法选择平衡木

实验、步伐失误实验和Morris水迷宫实验。平衡木

实验是对大鼠通过平衡木时的不同表现进行评分，

用于检测大鼠的运动平衡能力；步伐失误实验是观

察并记录大鼠在网格中踩空的步伐数，计算步伐失

误率，用于检测大鼠对运动的整合协调能力；Morris

水迷宫实验是一种强迫实验动物游泳，学习寻找隐

藏在水中平台的实验，主要用于测试实验动物对空

间定位的学习记忆能力。通过以上三个实验评价早

期康复介入对脑损伤大鼠行为学的改善情况。

CGRP是一种广泛分布于中枢和外周神经系统

的血管扩张剂，有扩张脑血管、增加脑血流量及降低

脑组织缺血损伤面积的作用，能感受伤害性信息、介

导神经-免疫系统相互调节，对缺血缺氧神经细胞亦

有保护和促进恢复的作用[16]。本次实验通过对幼鼠

血浆、脑组织和脊髓中的CGRP水平的检测，评价康

复介入对脑损伤幼鼠体内CGRP水平的影响。

本次研究结果显示，对脑损伤幼鼠进行维持两

周的触摸、丰富环境刺激以及平衡康复训练，康复治

疗组的平衡木实验评分由平均 3.4 分降至平均 1.6

分，得分仅为模型组（3.4分）的一半，步伐失误率由

平均 32%减少至平均 13%，失误率不到模型组

（28.6%）的一半，Morris水迷宫中的逃避潜伏期与模

型组相比，平均减少9.5s，2min内跨越原平台的次数

平均增加 4次，体内CGRP的含量较模型组提高了

20%。早期康复介入能有效改善大鼠通过平衡木的
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表现，降低在网格上行走的步伐失误率，减少在

Morris 水迷宫中的逃避潜伏期以及增加 2min 内跨

越原平台的次数，同时增加CGRP在幼鼠血浆、脊髓

和脑组织中的表达。测试结果虽未完全达到正常组

的水平，但与模型组相比，各项指标均有明显改善，

说明早期康复介入能有效提升幼鼠的平衡能力、协

调能力和学习记忆能力，同时，血浆、脑组织和脊髓

中的CGRP含量明显升高，提示早期康复介入能够

有效保护脑损伤幼鼠的缺血缺氧神经细胞，修复脑

组织缺血损伤。

综上所述，早期康复介入作为一种安全、有效、

经济的治疗手段，能有效控制缺血缺氧性脑损伤的

病情发展，恢复部分功能，为今后的进一步治疗奠定

良好基础。
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