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·基础研究·

康复训练对缺血性脑卒中小鼠突触蛋白Ⅰ和
突触后致密蛋白-95表达的影响*

张秋月1 郑 卉1 姚智超1 张小郁1 汪江碧1，2

摘要

目的：探究局部缺血性脑卒中后康复训练对突触蛋白Ⅰ（Synapsin Ⅰ）和突触后致密蛋白-95（PSD-95）表达的影响。

方法：光栓法建立局部缺血脑卒中模型，随机分为假手术组（n=9）、缺血组（n=9）、缺血+训练组（n=9），术后16h开始

对缺血+训练组进行康复训练，持续至21天，分别于术后第1、3、7、14、21天对小鼠进行行为学测试。康复训练的方

法有加速转棒训练、爬梯子训练、平衡木训练、悬挂训练，2 次/d。21 天后取脑做 Western Blot 分析 Synapsin Ⅰ、

PSD-95的表达水平。

结果：行为测试结果表明，脑卒中后第 1天缺血组和缺血+训练组疲劳转棒的成绩和抓力显著低于假手术组（P<

0.01），在训练后第3天，缺血+训练组转棒成绩增高至假手术组水平，均明显高于缺血组（P<0.05），在训练第7天后，

转棒成绩三组间无差异；前肢抓力恢复较慢，训练第7天后，缺血+训练组抓力提高至假手术组水平，较缺血组高（P<

0.05）。Western Blot结果显示，术后21天，缺血组PSD-95表达水平明显低于假手术组（P<0.01），缺血+训练组显著

高于缺血组（P<0.01）；Synapsin Ⅰ表达水平缺血组较假手术组低（P<0.05），缺血+训练组显著高于缺血组（P<

0.01）。

结论：局部缺血性脑卒中后康复训练促进小鼠脑功能恢复与突触蛋白Synapsin Ⅰ和PSD-95表达的增加有关。
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Abstract
Objective: To explore the effect of functional recovery of rehabilitation training and its mechanism following

ischemic stroke in mice.

Method: Ischemic stroke was induced by photothrombosis. All mice were randomly divided into three groups:

sham group, ischemia group and Ischemia + training group. In training group, the training was performed from

16h after operation and lasted for 21 days. The methods of rehabilitation training include accelerated rotarod

training, climb ladder training, balance beam training and hanging wire training twice a day. Behavioral tests

were given at 1, 3, 7, 14, and 21 days. All animals were decapitated at 21 days. The expression of PSD-95

and Synapsin Ⅰ were detected by Western Blot.

Result: Rotarod performance and limb grip in ischemia group and ischemia+training group were reduced signifi-

cantly compared to sham group at 1 day after stroke (P<0.01). Compared to ischemia group, rotarod perfor-

mance in ischemia + training group was raised to the sham group level at 3 days following stroke (P<0.05).

There were no significance among three groups from 7 days after stroke. Limb grip restored more slowly.
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脑卒中目前已成为世界公认的三大致死疾病之

一，其中缺血性脑卒中约占脑卒中总数的60%，患者

中有 70%以上会出现不同程度的后遗症[1—2]。临床

目前最有效的治疗方法是溶栓治疗，但溶栓治疗的

窗口期短，并有一定的出血风险[3—4]。临床实践已表

明，缺血性脑卒中患者的部分脑功能可通过康复训

练逐渐恢复，但具体的细胞和分子机制尚不清楚。

Pagnussat等[5]比较了非技巧性训练和技巧性训练后

发现，虽然只有技巧性训练提高了缺血后大脑突触

蛋白（Synapsin）Ⅰ和突触后致密蛋白 95(postsynap-

tic density protein 95，PSD95)的表达水平，但也说

明了脑功能的恢复与突触蛋白之间有一定的关系。

越来越多的实验数据表明，脑卒中引起的功能

丧失可以通过适当的运动获得不同程度的恢复，其

恢复的程度与运动开始的时间以及运动的类型及方

式密切相关[6—7]。功能的恢复与神经环路的重建有

关，而神经环路的重建有赖于神经元之间突触的形

成，因此，如何有效刺激神经元建立新的突触对脑功

能的恢复至关重要[8]。实验数据也表明脑功能的损

伤与修复会伴随着突触数量或密度的改变[9]。突触

传递受许多蛋白的调控，其中 Synapsin Ⅰ和 PSD-

95与谷氨酸的释放以及受体功能有关，因此在脑损

伤恢复的研究中显得尤为重要[5]。许多研究表明，

药物治疗和物理干预促进脑损伤和老年痴呆的功能

恢复与 Synapsin Ⅰ和 PSD-95 表达水平的升高有

关[10]。本研究旨在通过动物行为测试和分子检测技

术，探究脑缺血性损伤后功能的恢复与突触蛋白

Synapsin Ⅰ和 PSD-95 之间的关系，为进一步揭示

康复训练促进脑功能恢复的机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

成年昆明鼠（18—22g），雌雄不拘（由兰州大学

动物实验中心提供），18—22℃，12h—12h黑—白交

替饲养，自由进食水。预训练 3天后，进行手术，随

机分为假手术组、缺血组、缺血+训练组。

1.2 方法

1.2.1 预训练：所有小鼠术前进行 3 天的预训练。

方法为先将小鼠放于静止的疲劳转移棒（ZB-200中

国成都）上 5min，待小鼠熟悉后，启动转棒，在 5min

内将速度从 10r/min 匀加速至 40r/min，小鼠掉落后

重新放回转棒直至训练结束[11]。进行 3轮训练，每

轮间隔5min，每天2次。

1.2.2 术前动物挑选：经过3天训练后，挑选在疲劳

转棒上能坚持200s以上的小鼠，然后将一个自制的

三角形握持装置连接至高敏的张力传感器（JZ300

中国北京）上，采用BL-410生物信息采集系统软件

测量小鼠前肢抓力：使小鼠前肢抓住金属三角杆，缓

慢向后拖拽鼠尾，当小鼠前肢松开时该系统记录的

最高值即为小鼠前肢最大抓力，每只小鼠测5次，计

算平均值，挑选前肢抓力超过 60g的小鼠用于后续

实验。

1.2.3 建立缺血性脑脑卒中模型：局部缺血脑卒中

模型：利用光化学栓塞法建立脑缺血动物模型[12]，腹

腔注射盐酸氯胺酮 (100mg/kg )/甲苯噻嗪溶液

(15mg/kg)麻醉后，将小鼠固定在手术台上，做头部

正中切口，用牙科钻于感觉运动皮质区（Bregma点

右1.5mm，后0.5mm处为中心）打磨头骨至小血管在

解剖镜下清晰可见为止，眼窝窦静脉丛注射孟加拉

红（10mg/ml，4ml/kg），用绿光照射 3min，照射面积

为 1.0mm2。于术后 12h进行神经功能评分，方法参

照改良的 Bederson 标准 [13]，选择评分 2—3 分（提尾

时右侧前肢屈曲或爬行时向右侧转圈及追尾现象）

的小鼠作为实验对象。随机分为缺血组和缺血+训

Grip increased to sham group level after 7days training with significant difference with ischemia group (P<

0.05). Western Blot analysis revealed the level of PSD-95 and Synapsin Ⅰin ischemia group reduced significant-

ly compared to sham group (P<0.01, P<0.05,respectively). However, both of them were increased significantly

after training (P<0.01).

Conclusion: Increased Synapsin Ⅰ and PSD- 95 may involve in promoting functional recovery in ischemic

stroke mice.
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练组。假手术组仅用绿光照射不注射孟加拉红。而

后对缺血+训练组小鼠术后 16h开始进行康复训练

持续至21天。

1.2.4 康复训练方法：加速转棒训练：将小鼠放在疲

劳转棒仪上，在5min内转速从10r/min匀加速至20r/

min，掉落的小鼠需重新放回转棒上，直至训练结

束，每天两次[12]。主要训练小鼠增强体能和耐力以

及锻炼感觉运动的协调能力。

爬梯子训练：将一根50cm长的梯子斜靠在墙上

（与地面呈 60°夹角，格与格间为 2cm），让小鼠从上

至下，又从下至上，来回往返 3次，每天训练 2次[12]。

主要训练小鼠全身的协调能力。

平衡木训练：取一根长1.2m的木棒平放在距地

面 7cm 高的支架上，让小鼠反复从一侧爬到另一

侧。5min/次，2次/d[12]。主要训练小鼠的平衡功能。

悬挂训练：将小鼠悬挂在一根长 75cm，直径

1.5mm，距地面 50cm的铁丝一端，诱导其利用两前

肢交替运动从一侧爬到另一侧，5min/次，2 次/d[12]。

主要训练小鼠前肢的抓握能力。

上述训练的强度循序渐进进行。小鼠造模后初

始训练时由于肢体瘫痪明显，实验人员需要给予必

要的辅助。以上训练只针对缺血+训练组小鼠。

1.2.5 行为学测试：分别对所有小鼠于术前和术后

1、3、7、14、21天进行行为测试。

疲劳转棒测试：将小鼠放于静止的转棒上

5min，待小鼠适应后，启动转棒，在5min内匀加速从

10r/min至 40r/min，记录小鼠掉落的时间，每只小鼠

测3次，间隔5min[12]，求平均值，用于统计学分析。

抓力测试：让小鼠前肢抓住金属三角杆，缓慢向

后拖拽小鼠尾巴，当小鼠前肢松开时记录最高值即

为最大抓力[12]，每只小鼠测 5次，求平均值，用于统

计分析。

1.2.6 取材：在 21 天后，将各组小鼠用乌拉坦

（150mg/ml）麻醉（0.17ml/20g），用 PBS溶液 30ml进

行心脏灌流，取脑，于-80℃冻存，做Western Blot时

分别取分布在感觉运动皮质区的梗死区及其周围

1—2mm脑组织用于蛋白的检测分析。

1.2.7 Western Blot：裂解提取蛋白，制成蛋白样，电

泳，转膜，用奶粉-TBST溶液封闭，加一抗（1∶2000，

Anti- Synapsin1 （Cell Signaling，cat#5297）Anti-

PSD95（abcam ab12093））4℃过夜，二抗（1∶5000（中

山金桥ZB3201））1h后进行曝光，成像分析。

1.3 统计学分析

所有的行为测试和数据分析均采用双盲法进

行。使用 SPSS 17.0软件对数据进行统计学分析。

行为测试数据采用一般线性模型的重复测量进行分

析，均数间进行两两比较。Western Blot 数据采用

单因素方差分析。所有的结果用均数±标准误来表

示，P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 康复训练对缺血性脑卒中小鼠行为学功能的

影响

为了验证康复训练的效果，我们分别在术前，术

后第1、3、7、14和21天对所有小鼠进行行为学测试，

疲劳转棒测试主要用来评价感觉运动协调功能，前

肢抓力测试评价前肢的肌力。

行为测试结果显示，术后1天缺血和缺血+训练

组小鼠疲劳转棒成绩和前肢抓力显著低于假手术组

（P＜0.01），说明本模型是成功的。术后第 3 天，缺

血组的转棒成绩仍然低于假手术组（P＜0.05），但缺

血+训练组与假手术组无差异，说明训练促进了缺

血后引起的运动功能失调的恢复；术后 7天、14天，

假手术组、缺血组和缺血+训练组三组间均无显著

差异，说明小鼠存在很强的自我恢复能力。前肢抓

力测试结果表明，术后第 3天，缺血组和缺血+训练

组仍明显低于假手术组（P＜0.01），术后第 7 天，缺

血+训练组前肢抓力高于缺血组（P＜0.05），与假手

术组无差异，说明训练促进了前肢抓力的恢复，但恢

复的速度要明显落后于协调能力的恢复；第14天和

21天，缺血+训练组前肢抓力显著高于缺血组（P＜

0.01），说明训练进一步促进了肌力的恢复（见图1）。

2.2 康复训练对缺血性脑卒中小鼠PSD-95和Syn-

apsin Ⅰ表达水平的影响

康复训练促进了缺血性脑卒中小鼠功能受损的

恢复可能与提高突触的可塑性有关，而 PSD-95 和

Synapsin Ⅰ是调控突触可塑性的关键分子，为了进

一步研究康复训练促进缺血性脑卒中小鼠功能恢复

的机制，我们采用Western Blot技术，检测了缺血半

影区突触蛋白 PSD-95 和 Synapsin Ⅰ的表达水平。
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A：为转棒测试结果。从术后3天起,康复训练促进了缺血后引起的平衡失调的恢复(n=9)。B：为前肢抓力测试结果。从术后7天起,康复训练
提高了缺血后引起的前肢抓力的降低(n=9)。2a：P＜0.01，a：P＜0.05（缺血 vs假手术）；2b：P＜0.01，b：P＜0.05（缺血+训练 vs缺血）；2c：P＜
0.01，c：P＜0.05（缺血+训练vs假手术）。

图1 康复训练对缺血性脑脑卒中小鼠动物行为的影响

图2 脑组织损伤区周围中PSD-95和Synapsin Ⅰ的表达量

A: 为脑组织损伤区周围PSD-95与Synapsin ⅠWestern Blot结果。B: 为脑组织损伤区周围PSD-95的表达量。C: 为脑组织损伤区周围Syn-
apsin Ⅰ的表达量。*P＜0.05；**P＜0.01。
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3 讨论

康复训练是目前临床治疗脑卒中的有效辅助手

段，且其促进损伤后脑功能恢复的效果已在动物实

验和临床试验中得到证实[14—15]。选择适当的训练方

式和训练时长对脑功能的恢复有至关重要的作用，

且康复训练进行的越早，恢复效果越好[16]。康复训

练促进脑功能恢复的机制虽然还不清楚，但有实验

表明适宜运动能够减少炎症因子的表达，增加脑源

性生长因子和血管内皮生长因子以及突触蛋白表

达[8,17]，说明适宜的运动能够抑制炎症反应，促进细

胞增殖，增加突触的可塑性，机制的进一步阐明将能

够更好地指导康复训练在临床上的疗效。

相对于MCAO模型和颈总动脉结扎模型，本实

验选用的光化学诱导栓塞的动物模型，易于操作，可

结果表明缺血后Synapsin Ⅰ的表达水平较假手术

组明显降低（P＜0.05），PSD-95 的表达水平显著低

于假手术组（P＜0.01），训练后，Synapsin Ⅰ和PSD-

95的表达水平较缺血组显著升高（P＜0.01）。说明

缺血损伤使神经元丢失，突触数量减少，而康复训练

能够促使损伤周围突触蛋白的表达增强，提高了突

触的可塑性，从而有利于动物行为的恢复（图2）。

265



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Mar. 2019, Vol. 34, No.3

重复性好，光照时间及范围均可控，更容易控制缺血

部位及范围，可保证脑局部组织永久缺血，且死亡率

低[18]。对缺血性脑卒中小鼠在术后16h进行康复训

练，小鼠受损的运动功能得到明显改善，与以往的结

果一致，说明及早有效的训练能够促进损伤后的功

能恢复[19—20]。本实验联合使用多种训练方法，包括

加速转棒、爬梯子、平衡木、悬挂训练，其中加速转棒

训练能够增强动物的体能和耐力，与目前常用跑台

训练的目的相一致，另外为了避免从转棒上掉落下

来，要求动物跑的速度要与转棒的转速保持一致，因

此也训练了小鼠的肢体协调能力[21]。爬梯子是一种

全身性运动，能够促进整个机体的协调能力[22]，平衡

木主要是训练小鼠的平衡协调能力[23]，悬挂训练的

目的是迫使患侧肢体的被动使用，促进其功能的恢

复[24]，这种全身运动和局部训练相结合的训练方式

对于损伤后脑功能的恢复是必要和有效的[25]，说明

及早的、适合的、全身性的、多样性的训练方式对于

脑功能的恢复至关重要。

脑损伤后，如脑卒中和脑创伤，脑功能的恢复与

可塑性密切相关，为了证实康复训练促进脑功能的

恢复与大脑可塑性的关系，我们检测了与突触传递

相关的关键蛋白：SyanpsinⅠ与 PSD-95。Synapsin

Ⅰ主要通过磷酸化与去磷酸化作用来调节突触囊泡

储存池的稳定、突触囊泡的可移动性、神经递质释放

的动力学，Synapsin Ⅰ磷酸化依赖于Ca2+与CaMⅡ

结合，进而激活 PKA，促使囊泡移动和神经递质的

释放[26]，Synapsin Ⅰ调控着突触传递的效应、神经元

的连接，能够反映大脑的可塑性程度[5,27—28]。本结果

显示缺血损伤引起Synapsin Ⅰ降低，而康复训练促

进了其表达水平的提高，说明康复训练促进功能的

恢复与提高Synapsin Ⅰ的表达，增强大脑可塑性密

切相关。PSD-95分布在突触后膜上，能够结合多种

受体和离子通道以及相关的信号蛋白，比如AMPA

受体和NMDA受体以及电压依赖性钾离子通道[28]，

调节着突触的成熟和稳定，在突触可塑性中发挥着

重要的作用[27]。PSD-95能够参与NMDA受体的簇

集反应，而NMDA受体单独表达则没有这种簇集形

成，从而保证了突触信号传递的有效进行[29]。本结

果显示康复训练促进了缺血性脑卒中小鼠PSD-95

表达量提高，说明康复训练通过提高PSD-95表达，

增强了突触的可塑性，促进了缺血后脑功能的恢复。

本实验以动物行为以及分子检测技术研究了康

复训练对行为恢复和关键突触蛋白的影响，结果表

明，康复训练促进了动物行为的恢复与Synapsin Ⅰ
和PSD-95表达水平的增加，这些结果说明，康复训

练促进缺血性脑功能恢复的机制可能与突触可塑性

有关，具体的信号途径需要在以后的实验中进一步

探究。
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