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超早期和早期运动训练对脑梗死大鼠神经功能恢复的
影响及机制*

张青杰1 胡昔权1，2 张丽颖1 罗 婧1 郑海清1

摘要

目的：探讨超早期和早期运动训练对脑梗死急性期大鼠神经功能恢复的影响及梗死边缘区皮质神经细胞坏死及凋

亡在其中的作用。

方法：将成年雄性SD大鼠104只，采用改良Zea-Longa线栓法制作左侧大脑中动脉阻塞再灌注模型，随机分为5组：

超早期训练组（31只）、早期训练组（22只）、超早期对照组（23只）、早期对照组（23只）、假手术组（5只）。训练组大

鼠分别于术后24h、48h开始每天予以跑笼运动训练；对照组和假手术组大鼠置于普通笼内饲养，不予以任何针对性

训练。各组大鼠在造模术后24h、运动训练前和运动训练第14d分别进行神经功能评分。训练3d后检测脑组织含

水量，训练14d后检测梗死体积并采用尼氏染色、TUNEL法分别观察脑皮质梗死边缘区细胞坏死、凋亡的情况。

结果：随机分组后，超早期训练组的死亡率高于早期训练组的死亡率(41.94% vs 18.18%)。训练第14d，早期训练组

的mNSS评分均明显优于其对照组（P<0.05）；早期组(训练组-对照组)mNSS评分差值与超早期组mNSS评分差值之

间比较有显著性差异（P<0.05）。训练3d后，超早期训练组的脑组织含水量较其对照组明显增加（P<0.05）；早期训

练组的脑组织含水量较其对照组无明显差异（P>0.05）。训练14d后，超早期训练组的脑梗死体积与其对照组比较

无明显差异（P>0.05）；早期训练组的脑梗死体积均明显小于其对照组（P<0.05）；各训练组与相应的对照组梗死体积

的比值示早期组小于超早期组（P<0.05）。超早期训练组梗死边缘区的神经细胞数量、TUNEL阳性细胞数与其对照

组相比无明显差异（P>0.05）；早期训练组梗死边缘区的神经细胞数量明显多于其对照组（P<0.05），TUNEL阳性细

胞数较其对照组明显减少（P<0.05）。

结论：早期运动训练与超早期运动训练相比，可以显著改善急性脑梗死大鼠的神经功能，其机制可能与减少梗死边

缘区神经细胞的坏死与凋亡有关。
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Abstract
Objective: To investigate effects of very early and early exercise training on neurological function and the role

of neural necrosis and apoptosis in cortex of peri-infarct region in rats with acute cerebral infarction.

Method: A total of 104 male Sprague-Dawley(SD) rats after transient left middle cerebral artery occlusion(tM-

CAO) were randomly divided into five groups: very early exercise group(31 rats), early exercise group(22

rats), very early control group(23 rats), early control group (23 rats), sham- operated group(5 rats). Exercise

group were exposed to the wheel running from 24h, 48h after stroke respectively. The control group and sham
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脑梗死是导致神经功能障碍和残疾的主要原因

之一，研究表明，运动训练能够促进脑梗死后的运动

功能的恢复，降低致残率[1]。然而，运动训练具体的

介入时间尚未明确。有研究表明，超早期（症状发

生 24h 内）开始运动有利于脑梗死后神经功能的恢

复[2—4]。也有研究报道，脑梗死大鼠过早开始康复训

练，会增加细胞凋亡，加剧炎症反应，扩大脑缺血再

灌注相关的组织损伤，不利于神经功能的恢复 [5]。

脑梗死引发一系列复杂的病理生理过程，其中神经

细胞坏死和凋亡在神经功能的损伤与修复中起重要

作用[6]。本研究通过观察超早期和早期运动训练对

脑梗死急性期大鼠神经功能恢复、脑水肿及梗死边

缘区皮质神经细胞坏死及凋亡的影响，探讨脑梗死

后运动训练最佳介入时间。

1 材料与方法

1.1 动物模型制备与分组

1.1.1 实验动物：SPF级成年雄性 SD雄性大鼠104

只，2—3 月龄，体重240—260g，购于广东中医院大

学医学实验动物中心[许可证号 SCXK（粤）2013-

0034]。实验过程中动物的饲养及处置遵循动物保

护、动物福利和国家实验动物伦理的相关规定。

1.1.2 动物模型制备：以 3.5%水合氯醛（350mg/kg

体重）行腹腔注射麻醉，参照Zea-Longa线栓法[7]做

大鼠左侧大脑中动脉阻塞再灌注（transient middle

cerebral artery occlusion, tMCAO）模型，使用线栓

插入大脑中动脉，阻断血流90min后拔出线栓，使血

管再灌注。麻醉后只暴露、分离血管与神经，不以栓

线阻断左侧大脑中动脉血流。

1.1.3 入组标准：剔除麻醉及手术意外死亡的大鼠，

并遵循原则补充，于 tMCAO术后24h采用改良神经

损伤程度评分神经功能评分（modified neurologi-

cal severity scores，mNSS）[8]评分进行神经功能评

分。该评分方法包括运动功能测试、感觉功能测试、

group were fed in cages with no any special training exercise. The neurological functions were tested by modi-

fied neurological severity scores (mNSS) at 24h after tMCAO, before training and 14d after training exercise.

The rats in each group were sacrificed at 24h after tMCAO and 3d,14d after training exercise. The brain wa-

ter content and the infarction volumes were calculated. And the neural necrosis, apoptosis in the peri-infarction

region were observed through Nissl staining and TUNEL method.

Result: After random grouping, the mortality rate in the very early exercise training group was higher than

that in the early exercise training group (41.94% vs 18.18%). The rats in early exercise group showed signifi-

cantly better neurological function than corresponding control group (P<0.05). The values of difference mNSS

score (exercise group- control group) in early group was significantly different that in very early group (P<

0.05). After 3 days exercise，the brain water content of rats in very early exercise group was significantly more

than corresponding control group (P<0.05). Early exercise group was not significantly different that correspond-

ing control group (P>0.05). After 14 days exercise，the infarction volumes of rats in very early exercise group

was not significantly different compared with corresponding control group (P>0.05). The infarction volumes of

rats in early exercise group was significantly less than corresponding control group (P<0.05). The values of rel-

ative infarct volume in early exercise group was lower than that in very early exercise group (P<0.05). Both

the Nissl staining and the TUNEL results showed that very early exercise group was not significantly different

with that of corresponding control group (P>0.05), while the number of neural cells of early exercise group

was much more than that of corresponding control group (P<0.05). and the number of TUNEL positive cells

of early exercise group was much less than that of corresponding control group (P<0.05).

Conclusion：Early exercise training, compared with very early exercise training, can significantly improve the

neurological function of rats with acute cerebral infarction. The mechanism may be associated with the reduc-

tion of necrosis and apoptosis of in cortex of peri-infarct region.

Author's address Department of Rehabilitation Medicine, The Third Affiliated Hospital of Sun Yat-sen Univer-

sity, Guangzhou, 510630
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平衡能力和反射缺失与异常运动 4部分，每部分又

分为若干小项，总计 18 分。总分 1—6 分为轻度损

伤，7—12分为中度损伤，13—18分为重度损伤。选

取中度损伤大鼠纳入本研究。

1.1.4 随机分组：将符合入组标准的脑梗死大鼠

104只, 按电脑随机数字表法随机分为5组：超早期

训练组（31只，死亡13只）、早期训练组（22只，死亡

4只）、超早期对照组（23只，死亡5只）、早期对照组

（23只，死亡5只），假手术组（5只，无死亡）。

1.2 运动训练方法

本实验采用自主研发的实验动物跑笼训练器进

行运动训练 [9]。实验动物跑笼直径 20cm，长度

40cm，跑笼由电动马达带动，可通过控制器设定转

速、时间及路程。

超早期训练组、早期训练组大鼠分别从 tMCAO

术后 24h、48h开始进行跑笼训练，此阶段训练量随

着时间逐渐增加，初始转速为 3r/min；训练第 3d 训

练量增加为 5r/min；训练第 7d 训练量增加为 10r/

min；以训练上均为每天 2次，每次训练 20min，共训

练 14d，对照组及假手术组大鼠则置于普通笼内饲

养，除自由饮水、进食、活动外，不予以任何针对性训

练。

1.3 大鼠神经功能评定

分别于造模术后 24h、训练前、训练后第 14d采

用mNSS评分进行神经功能评分。

1.4 取材

在相应时间点进行神经功能评分后，以水合氯

醛（350mg/kg体重）腹腔注射麻醉小鼠，开胸暴露心

脏，在心尖偏左处的左心室插管至升主动脉，止血钳

将心脏与针头固定，剪开右心耳，快速滴注4℃生理

盐水200—250ml冲洗血管，再用4℃的4%多聚甲醛

100—150ml心脏灌注，然后断头取脑。将取好的脑

组织于 4%多聚甲醛中固定，经蔗糖溶液中梯度脱

水、包埋后置于Leica冷冻切片机由额叶至枕部前后

顺序连续冠状冰冻切片，片厚4—6μm。

1.5 大鼠脑组织含水量测定

干湿重法测定脑组织含水量[10]。将大鼠断头完

整取脑，切除前部的嗅球和后部的小脑和脑干，将大

鼠脑组织正中矢状面切分左右两侧大脑半球。用电

子分析天平（精确度 0.0001g）分别称取左右两侧大

脑半球湿重后，放入恒温电热干燥箱中 110℃烘烤

48h 至恒重，再称干重，脑含水量（%）＝（湿重-干

重）/湿重×100%。

1.6 脑梗死体积测定

每个脑组织，从 5个冠状脑组织切块切片中各

取 1 张切片行尼氏染色。解剖显微镜下观察并拍

片。应用 Image-Pro Plus 6.0图像分析软件分析计

算每张切片梗死面积。每一组织块的梗死体积=切

片梗死面积×组织块厚度（2mm），5个组织块梗死体

积之和即为该脑组织的梗死体积。为了减少脑水肿

对梗死体积的影响，梗死体积表示为：梗死体积

（%）=左侧半球梗死体积/右侧半球体积×100%[11]。

1.7 尼氏染色

冰冻切片于 0.01M PBS 中水化 10min，置于

0.1%焦油紫染液中 37℃染色 5—6min；双蒸水冲洗

1min×3次，70%酒精浸泡3min；95%酒精浸泡3min；

100%酒精浸泡1min×3次，二甲苯透明，中性树胶封

片。每只动物取3张切片，置于正置显微镜下观察，

每张切片在高倍镜下（×400）随机取 3个视野拍照，

使用 Image-Pro Plus 6.0软件对神经元进行计数。

1.8 TUNEL检测

应用罗氏 TUNEL(terminal de- oxynucleotidyl

transferase mediated dUTP nickend labling，末端脱

氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记)凋亡细

胞检测试剂盒,按照试剂盒说明书操作。绿色荧光

为凋亡信号。采用 Image-ProPlus6.0软件计数阳性

细胞。

1.9 统计学分析

采用SPSS22.0统计软件进行统计学分析，所得

数据以均数±标准差表示，各组数值均经正态性及

方差齐性检验，采用两独立样本 t检验以及单因素

方差分析的统计学方法分析。显著性水平α=0.05。

2 结果

2.1 各组大鼠死亡率统计

将符合入组的MCAO大鼠进行随机分组后，统

计各组大鼠取材前死亡率。各组死亡率（%）=存活

大鼠数量/入组大鼠总数×100%。超早期训练组的

死亡率高于早期训练组的死亡率 (41.94% vs

18.18%)。

1015



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Sep. 2018, Vol. 33, No.9

2.2 各组大鼠造模后mNSS评分结果

假手术组大鼠 mNSS 评为 0 分，说明假手术组

无神经功能损害。造模术后24h及训练前各组大鼠

的 mNSS 评分并无差异。训练第 14天，超早期训

练组的 mNSS 评分与其对照组相比无显著性差异

（P>0.05）；早期训练组的mNSS评分均明显优于其

对照组（P<0.05），见表 1。比较训练前超早期组（训

练组-对照组）mNSS评分差值与早期组mNSS评分

差值无差异（P>0.05）；训练第 14d，超早期组mNSS

评分差值与早期组评分差值比较有显著性差异（P<

0.05），见表2。

2.3 大鼠脑组织含水量测定结果

训练 3d后，将各组大鼠取材，超早期训练组的

脑组织含水量较其对照组明显增加（P<0.05），早期

训练组的脑组织含水量较其对照组无增加（P>

0.05），见表3。

2.4 脑梗死体积测定结果

训练第 14d，超早期训练组的脑梗死体积与其

对照组相比无显著性差异（P>0.05），早期训练组的

脑梗死体积均明显小于其对照组（P<0.05），见表

3。训练组与相应的对照组梗死体积的比值显示早

期组（0.86±0.17）小于超早期组（1.07±0.12），有显著

性差异（P<0.05）。

2.5 大鼠皮质梗死边缘区尼氏染色结果

超早期训练组梗死边缘区的神经细胞数量与其

对照组相比无显著性差异（P>0.05）。早期训练组梗

死边缘区的神经细胞数量明显多于其对照组，有显

著性差异（P<0.05），见图1，表4。

2.6 大鼠皮质梗死边缘区TUNEL检测结果

超早期训练组梗死边缘区的TUNEL阳性细胞

数量与其对照组相比无显著性差异（P>0.05）；早期

训练组 TUNEL 阳性细胞数较其对照组明显减少，

有显著性差异（P<0.05）。见图2，表4。

表1 各组脑梗死大鼠mNSS评分比较 （x±s，分）

组别

超早期对照组
超早期训练组
早期对照组
早期训练组

注：与早期对照组比较，①P<0.05。

动物数（只）

9
9
9
9

术后24h

9.83±1.00
9.75±0.97
9.58±0.98
9.79±0.84

训练前

9.83±1.00
9.75±0.97
9.48±0.90
9.55±0.92

训练14d

5.20±1.2
4.90±0.92
5.05±0.90

3.50±0.87①

表2 各组脑梗死大鼠mNSS评分差值比较 （x±s，分）

组别

超早期组
早期组

注：与超早期组比较，①P<0.05。

动物数（只）

9
9

训练前

0.51±0.22
0.65±0.37

训练14d

-4.83±1.00
-6.25±0.97①

表3 各组脑梗死大鼠训练3d脑组织含水量和
14d脑梗死体积的比较 （x±s,%，n=9）

组别

超早期对照组
超早期训练组
早期对照组
早期训练组

注：与超早期对照组比较①P<0.05。

训练3d脑组织含水量

72.05±0.50
73.26±0.37①

71.92±0.46
71.88±0.24

训练14d脑梗死体积

78.60±7.43
77.98±5.68
77.69±6.02
68.20±7.03①

表4 各组脑梗死大鼠训练14d脑梗边缘区神经细胞与
TUNEL阳性细胞数量的比较 （x±s，n=9）

组别

超早期对照组
超早期训练组
早期对照组
早期训练组

①与早期对照组比较P<0.05。

神经细胞数量

36.92±3.13
38.57±2.85
38.26±2.57
42.35±1.85①

TUNEL阳性细胞数量

45.55±2.20
44.68±2.14
44.08±1.68

36.42±1.37①

图1 脑梗死大鼠梗死边缘区尼氏染色结果 (×400)

超早期对照组 早期训练组早期对照组超早期训练组
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3 讨论

本实验研究观察了超早期和早期运动训练对脑

梗死急性期大鼠神经功能恢复、脑水肿及梗死边缘

区皮质神经细胞坏死及凋亡的作用。研究发现脑梗

死急性期会出现脑组织水肿、神经细胞会发生坏死

和凋亡，脑梗死后超早期运动训练加重脑水肿，增加

神经细胞坏死和凋亡，不利于神经功能的恢复。

近年来，研究发现，脑梗死后大鼠神经功能的改

善与康复治疗的时间密切相关。有研究发现，脑梗

死后 24h开始运动训练提高神经营养因子水平，促

进神经再生和功能恢复[12—13]。然而，也有研究发现，

大鼠脑梗死后超早期开始运动训练导致高糖酵解相

关的NADPH氧化酶活化增加，细胞凋亡增多，不利

于神经功能的恢复[14]。本研究发现，训练第3d，超早

期训练组的脑组织含水量较其对照组明显增加，早

期训练组的脑组织含水量较其对照组无增加。训练

第 14d，超早期训练组的神经功能评分及脑梗死体

积与其对照组无明显差异，早期训练组的神经功能

评分及脑梗死体积均优于其对照组。说明梗死后超

早期运动训练加重脑组织水肿，不利于梗死体积减

小及神经功能恢复，与前人的研究一致[15—16]。

脑梗死后，梗死区神经元死亡主要经历凋亡和

坏死两种途径 [17—19]，其中，缺血中心区以坏死为

主[20]。尼氏小体是表示神经元活性的指标，由粗面

内质网和核糖体组成，主要功能是合成蛋白质。生

理情况下，尼氏小体的数量可反映神经细胞合成蛋

白质的能力。在神经元受损时，神经细胞中尼氏小

体的数量减少甚至消失[21]。而本研究发现，超早期

训练组梗死边缘区的神经细胞数量与其对照组无明

显增多，早期训练组梗死边缘区的神经细胞数量明

显多于其对照组。说明早期进行运动训练有利于梗

死周围神经细胞存活。

神经细胞凋亡是脑梗死后神经功能损伤的主要

因素之一，脑缺血可启动凋亡程序，引发神经元死

亡[22]。细胞凋亡即基因调控的程序性细胞死亡，它

是一个主动过程，涉及一系列蛋白的激活、表达及调

控等 [23—25]。在细胞凋亡的过程中，染色体 DNA 断

裂，TUNEL法可识别含有断裂DNA片段的细胞并

使其染色，从而标记凋亡细胞[26]。本研究发现，假手

术组大鼠脑皮质几乎没有 TUNEL 阳性的凋亡细

图2 脑梗死大鼠梗死边缘区TUNEL染色结果 (×400)
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胞，MCAO术后急性期梗死边缘区可见神经细胞凋

亡且梗死后 3d 凋亡数量最多，造模术后 8d 逐渐减

少。脑梗死急性期给予运动训练，可以减少梗死边

缘区的神经细胞凋亡[27]。本实验发现，超早期训练

组梗死边缘区的神经细胞数量与其对照组无明显减

少，早期训练组 TUNEL 阳性细胞数较其对照组明

显减少。说明脑梗死早期进行运动训练显著可抑制

细胞凋亡。

综上所述，本研究表明，超早期运动训练不利于

神经功能的恢复，其原因可能与加重脑组织水肿有

关。而在大鼠 tMCAO术后早期进行适当强度的运

动训练有利于神经功能的恢复。其机制可能与运动

训练可能通过减少脑梗死大鼠梗死边缘区神经元坏

死，扼制细胞凋亡有关。
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