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·基础研究·

运动训练对高血压大鼠认知功能及脑内血管内皮
一氧化氮合成酶的影响*

张丽颖1 胡昔权1,2 郑海清1 陈 曦1 罗 婧1

摘要

目的：研究运动训练对高血压大鼠认知功能及脑内血管内皮一氧化氮合成酶（endothelial nitric oxide synthase，

eNOS）的影响。

方法：将30只3月龄自发性高血压易卒中（stroke-prone spontaneously hypertensive，SHRSP）大鼠随机分为对照组

（SHRSP-Con）和训练组（SHRSP-PE），采用相同周龄的Wistar Kyoto（WKY）大鼠15只作为正常血压对照组（WKY-

Con）。SHRSP-PE组给予持续4个月的跑笼训练；SHRSP-Con组和WKY-Con组不予任何针对性训练。各组大鼠在

3及7月龄分别测血压、认知功能，观察皮质及海马的eNOS、β-secretase（BACE1）、β-amyloid（Aβ）的表达。

结果：3月龄SHRSP大鼠的血压明显高于WKY大鼠，差异有显著性意义（P<0.05），各组大鼠认知功能无明显差异。

7月龄SHRSP-Con组与WKY组比较，血压明显升高，认知功能减退，脑内 eNOS表达减少、BACE1表达增加及Aβ

沉积增加，差异有显著性意义（P<0.05）。与SHRSP-Con组相比，4个月的运动训练可以明显降低血压、改善认知功

能且可以增加eNOS表达，减少BACE1和Aβ的表达，差异有显著性意义（P<0.05）。

结论：运动训练能够改善慢性高血压大鼠的认知功能，其机制可能与其促进脑内 eNOS表达，进而减少BACE1表达

和Aβ沉积有关。
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Abstract
Objective: To investigate the effect of physical exercise on cognitive function, endothelial nitric oxide synthase

(eNOS) and β- amyloid (Aβ) in cortex and hippocampus of stroke- prone spontaneously hypertensive (SHRSP)

rats.

Method: Experiments were carried out on 3-month-old male SHRSP rats (n=30) or age-matched normotensive

Wistar Kyoto (WKY) rats (n=15). SHRSP rats were randomly divided into control (SHRSP- Con, n=15) and

physical exercise (SHRSP- PE, n=15) groups. A 4-month exercise protocol with a wheel (21 cm in diameter,

made in China) was implemented to rats in SHRSP-PE.

Result: Compared with Wistar Kyoto (WKY) rats, the hypertensive challenge caused cognitive impairment, de-

creased eNOS levels and increased β- secretase (BACE1) and Aβ levels in the cortex and hippocampus. 4-

month exercise lowered blood pressure (BP), promoted eNOS expression, ameliorated Alzheimer’s pathology,

and improved cognitive function in SHRSP-PE rats.
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慢性高血压，尤其是中年开始的高血压导致晚

年认知障碍甚至痴呆已被大量研究证实[1—2]。认知

障碍严重影响患者的日常生活活动能力，给患者、家

庭和社会造成沉重的负担。然而，高血压导致认知

障碍尚缺乏研究，其机制目前亦不明确，临床预防、

治疗均未得到应有的重视。近来研究发现，高血压

可以引起脑内Aβ的沉积[3—4]，且可导致血管内皮损

伤 [5]，血管内皮在 Aβ的产生及清除中起重要的作

用[6]。eNOS是血管内皮分泌的重要物质，可以有效

地保护血管内皮，eNOS 表达减少可能参与高血压

引起的 Aβ的沉积[7]。本研究将通过观察运动训练

对高血压大鼠血压、认知功能、皮质及海马 eNOS、

BACE1、Aβ的表达的影响，探讨运动训练对高血压

大鼠认知功能的影响及其机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组及血压监测

采用雄性，SPF 级，SHRSP 共 30 只，（140—

160g，3 月龄，血压 178±6mmHg）随机分为，对照组

（SHRSP-Con）和训练组（SHRSP-PE），每组各15只，

采用相同月龄的Wistar Kyoto（WKY）大鼠 15只作

为正常血压对照组（WKY-Con），共3组，45只大鼠，

分组前记录大鼠基础血压，之后每周监测大鼠血压。

1.2 各组大鼠的认知功能评估及运动训练

Morris水迷宫：①获得性训练，将大鼠头朝池壁

放入水中，放入位置随机取东、西、南、北四个起始位

置之一。记录动物找到水下平台的时间（s），即逃逸

潜伏期。每只动物每天训练 4次，两次训练之间间

隔15—20min，连续训练6d。②探查训练，最后一次

获得性训练结束后的第二天，将平台撤除，开始60s

的探查训练。记录动物在目标象限所花的时间和进

入该象限的次数，以此作为空间记忆的检测指标。

各组大鼠在3月龄和7月龄分别检测。

运动训练方案：采用自行研发的实验动物跑笼

训练器进行运动训练 [8—10]。跑笼直径 20cm，长度

40cm，由电动马达带动，控制器设定转速、时间或路

程，转速可从 1r/min 调至 25r/min。认知功能评估

后，首先检测每只大鼠的最大运动速度，运动训练组

大鼠经1周的预训练后，大鼠由起始转速5r/min，持

续 30s，随后以每 30s 增加 2 转的速度直至达到

85%—90%的最大速度，最后以每30s增加1转的速

度，当大鼠不能或不愿意继续在跑笼中跑动时的转

速为最大运动速度，根据每只大鼠运动潜能的不同，

整个过程共需要 4—6min。选最大运动速度的 1/2

作为大鼠的最终运动速度，每天训练 1h，每周训练

6d，训练持续24周。对照组和假手术组的大鼠不予

上述任何针对性强化训练，但可以在笼内饮水、进

食、自由活动。

1.3 实验动物的脑组织取材

脑组织取材：麻醉后的大鼠，开胸暴露心脏，

0.2ml 肝素抗凝，用 4℃生理盐水 150ml 快速冲洗，

4%多聚甲醛固定液灌注固定 30min。灌注后，取脑

组织，经固定、脱水、包埋并制作冰冻切片。用于进

行Elisa检测的脑组织只用生理盐水快速冲洗，后迅

速进行蛋白提取。

1.4 免疫荧光

选取每只大鼠从前囟+4.0到-6.0mm的冰冻切

片，每隔 24 片取 1 片，用于检测皮质和海马部位

eNOS、BACE1和Aβ的表达。阴性对照只加抗体稀

释液，不加一抗。将冰冻切片恢复至室温、组化笔

划圈后，用 0.01M PBS 水化 5min。滴加 0.3%Tri-

ton X-100，室温孵育 30min，增加抗体对细胞膜的

通透性；0.01M PBS漂洗 1次，5min；滴加正常山羊

血清，室温下孵育1h，不漂洗，封闭非特异性结合位

点；滴加一抗 （用抗体稀释液稀释）：eNOS（1∶

200）、BACE1（1∶100）和 Aβ（1∶400），4℃孵育过夜

（约 20h）；0.01M PBS漂洗 3次，每次 5min；滴加二

抗 （抗体稀释液稀释）：DylightTM 488 山羊抗小

鼠 IgG（1∶1000），室温避光孵育1h；0.01M PBS漂

洗 3 次，每次 5min。用带 DAPI 的防荧光淬灭封片

Conclusion: Long-term exercise initiated in rats at young age promoted eNOS expression and attenuated vascu-

lar-related Alzheimer's pathology in SHRSP-PE rats.
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剂封片，避光自然晾干；BX51荧光显微镜下观察并

拍照。

1.5 Elisa法

对脑组织中的Aβ进行定量检测：脑组织中Aβ

的检测步骤按照Elisa试剂盒中步骤进行，简述步骤

如下：配置溶液，加样，37℃反应120min，弃去液体，

甩干，不用洗涤。每孔加生物素标记抗体工作液，

37℃反应60min，弃去液体，甩干，洗板，甩干。加辣

根过氧化物酶标记亲和素工作液，37℃，反应60min

后，弃去液体，甩干，洗板，甩干。依序每孔加底物，

37℃避光显色。终止反应。用酶联仪测量各孔的

光密度（OD值）。

1.6 图像分析和计数

选取每只大鼠从前囟+4.0到-6.0mm的冰冻切

片，每隔24片取一片，取梗死边缘区3—4个不相邻

视野于 400倍镜相同曝光强度下拍照，输入电脑用

Image Pro Plus 图像分析软件（Media Cybernetics,

Sliver Spring, MD, 美国）进行定量计算。

1.7 统计学分析

所有数值资料均以均数±标准差表示。采用

SPSS20.0（SPSS Inc, Chicago, IL, 美国）进行统计

分析，行为学结果采用重复测量的方差分析进行统

计分析。各组间 IF及Elisa检测结果采用方差分析

进行统计分析。P<0.05认为有显著性差异。

2 结果

2.1 运动训练降低高血压大鼠的血压值

3月龄SHRSP大鼠血压值明显高于WKY大鼠

（P<0.05）。SHRSP大鼠随着年龄增长，血压逐渐升

高，7 月龄 SHRSP 大鼠血压值明显高于 WKY 大鼠

（P<0.05），运动训练可以显著降低SHRSP的血压值

（P<0.05），SHRSP-PE组大鼠血压值与WKY-Con大

鼠相比差异无显著性意义（P<0.05）。见表1。

2.2 运动训练改善高血压大鼠的认知功能

3 月龄 SHRSP 大鼠与 WKY 大鼠相比，逃逸潜

伏期、目标象限停留时间及穿越平台次数无明显差

异（表 1，P>0.05）。7 月龄 SHRSP-Con 组与 WKY-

Con组大鼠比较，认知功能明显减退，主要表现在逃

逸潜伏期延长（P<0.05）、目标象限停留时间缩短

（P<0.05）、穿越平台次数减少（P<0.05）。运动训练

可以显著改善SHRSP大鼠的认知功能，SHRSP-PE

组与SHRSP-Con组大鼠相比，逃逸潜伏期缩短（P<

0.05）、目标象限停留时间延长（P<0.05）、穿越平台

次数增加（P<0.05）。SHRSP-PE 组与 WKY-Con 组

大鼠相比逃逸潜伏期、目标象限停留时间及穿越平

台次数无明显差异（P<0.05）。

2.3 运动训练促进皮质及海马eNOS的表达

免疫荧光检测皮质和海马血管内皮一氧化氮合

成酶（endothelial nitric oxide synthase，eNOS）阳性

细胞的表达（图 1A）。与WKY-Con组大鼠相比（图

1B，C），SHRSP-Con组大鼠皮质及海马eNOS阳性细

胞表达明显减少（P<0.05）。运动训练能够显示促进

皮质及海马eNOS的表达（图1B，C），SHRSP-PE组与

SHRSP-Con组比较，皮质及海马 eNOS阳性细胞表

达明显增加（P<0.05），SHRSP-PE组与WKY-Con组

比较，eNOS阳性细胞表达无明显变化（P>0.05）。

2.4 运动训练减少皮质及海马BACE1的表达

免疫荧光检测皮质和海马BACE1阳性细胞的

表达（图2A）。与WKY-Con组大鼠相比（图2B，C），

SHRSP-Con组大鼠皮质及海马BACE1阳性细胞表

达明显增加（P<0.05）。运动训练能够减少皮质及海

马 BACE1 的 表 达（图 2B，C），SHRSP- PE 组 与

SHRSP-Con 组比较，皮质及海马 BACE1 阳性细胞

表达明显减少（P<0.05），SHRSP-PE组与WKY-Con

组比较，BACE1 阳性细胞表达无明显变化（P>

0.05）。

2.5 运动训练减少皮质及海马Aβ沉积

免疫荧光检测皮质（图3A）和海马（图3B）部位

Aβ沉积，Elisa对Aβ沉积进行定量检测（图 3C，D）。

表1 各组大鼠训练前后血压及认知功能的比较（x±s）

血压(mmHg,3月龄)
血压(mmHg,7月龄)

游泳速度(mm/s,3月龄)
游泳速度(mm/s,7月龄)
逃逸潜伏期(s,3月龄)
逃逸潜伏期(s,7月龄)

目标象限停留时间(s,3月龄)
目标象限停留时间(s,7月龄)
穿越平台次数(次,3月龄)
穿越平台次数(次,7月龄)

注：①与正常血压组比较P<0.05；②与高血压对照组比较P<0.05

正常
血压组
126±5
136±4

315±47
376±76
15±1
11±1
26±2
23±3
6±1
5±1

高血压
对照组
178±7①

203±5①

299±48
371±68

14±2
21±1①

27±2
11±3①

7±1
1.2±1①

高血压
训练组
179±5①

146±6②

300±45
371±23
13±2

13±2②

25±3
22±2②

6±2
4±1②
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与WKY-Con组大鼠相比（图3C，D），SHRSP-Con组

大鼠皮质及海马Aβ沉积明显增加（P<0.05）。运动

训练能够减少皮质及海马 Aβ 沉积（图 3C，D），

SHRSP-PE组与SHRSP-Con组比较，皮质及海马Aβ

沉积明显减少（P<0.05），SHRSP-PE组与WKY-Con

组比较，Aβ沉积无明显变化（P>0.05）。

图1 各组大鼠脑内血管内皮一氧化氮合成酶（eNOS）表达 （免疫荧光染色，×400）

A 各组大鼠皮质和海马 eNOS 的免疫荧光检测，标尺：25μm。B 各组大鼠皮质 eNOS 阳性细胞数比较（*与 WKY-Con 组比较，P<0.05；#与
SHRSP组比较，P<0.05）。C 各组大鼠海马eNOS阳性细胞数比较（*与WKY-Con组比较，P<0.05；#与SHRSP组比较，P<0.05）。
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3 讨论

本实验观察了运动训练对高血压大鼠皮质及海

马 eNOS、BACE1表达及Aβ沉积的影响。研究发现

高血压会引起脑内 eNOS表达减少，BACE1表达及

Aβ沉积增加，认知功能减退；运动训练能够促进

eNOS的表达，减少BACE1表达及Aβ沉积，进而改

善认知功能。

慢性高血压导致脑卒中、冠心病、慢性肾功能障

碍等靶器官损害已引起高度关注，但是高血压引起

的老年脑功能损害的状况，即从轻度认知障碍到痴

呆的序贯性改变，尚未得到应有的重视。认知障碍

患者脑功能损害持续性、进行性加重，导致日常生活

或社会活动能力的明显减退，发展为痴呆，是神经系

统疾病治疗中最困难的问题之一。大量的临床研究

已经证实 [2,4,6,11]，高血压可以导致认知障碍。Laun-

er[12]研究发现，中年时收缩压>160mmHg 或者舒张

压>90mmHg的患者与正常血压对照组相比，20—26

年后发生痴呆的相对风险率为 3.8—4.8，而未经治
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疗的高血压患者，发生痴呆的危险性更高。Feld-

man[13]的研究也发现，降压药物治疗，可以降低患者

发生痴呆的风险。本研究同样发现，长期慢性高血

压，如不予以干预及治疗，可引起认知功能减退。因

此，高血压是认知障碍重要的危险因素，长期慢性高

血压会引起认知功能减退甚至痴呆。

高血压状态对脑组织的损害是一个缓慢而持续

进展的过程，以往的研究认为[6]，其主要导致血管内

皮结构和功能异常、动脉粥样硬化、脑灌注不足、脑

白质疏松及脑卒中，进而引起血管性认知障碍

（vascular cognitive impairment, VCI），其与以 Aβ

沉积形成老年斑为主要病理特征的 Alzheimer 病

（Alzheimer’s disease, AD）不具有相关性。Petro-

vitch[1]经过 36 年的跟踪研究 （Honolulu-Asia Ag-

ing study）发现，高血压患者脑组织中可见皮质、海

马的萎缩及大量老年斑沉积。提示高血压引起的痴

呆，不仅具有血管性痴呆（vascular dementia, VaD）

的病变特点，而且表现出 AD 样病理改变。Aβ是

AD的特征性病变老年斑的主要成分，老年斑在脑

组织、脑血管及其他组织的沉积，在AD的发生及发

展中起核心作用[14]。Aβ异常沉积会引起神经突起

损害，大量神经元丢失[4]。Aβ由淀粉样蛋白前体蛋

白（amyloid precursor protein, APP）经 β分泌酶（β-

site APP-cleaving enzyme 1，BACE1）和 γ分泌酶顺

图2 各组大鼠脑内BACE1表达 （免疫荧光染色，×400）

A各组大鼠皮质和海马BACE1的免疫荧光检测，标尺：25μm。B各组大鼠皮质BACE1阳性细胞数比较（*与WKY-Con组比较，P<0.05；#与
SHRSP组比较，P<0.05）。C 各组大鼠海马BACE1阳性细胞数比较（*与WKY-Con组比较，P<0.05；#与SHRSP组比较，P<0.05）。
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序切除后产生[12]，APP有两条分解代谢途径：非淀粉

样蛋白生成途径和淀粉样蛋白生成途径，BACE1是

淀粉样蛋白产生途径中的起始酶和限速酶，在Aβ的

异常聚集过程中起核心作用[15]。Aβ产生增加，并在

脑内蓄积会引起认知功能减退，有研究认为，

BACE1不仅是Aβ产生的关键酶，其对神经系统的

损害不仅通过增加Aβ生成，且是AD发生的独立危

险因素[15]。本实验中发现慢性高血压可以引起皮质

和海马BACE1表达的增加，并可见Aβ的沉积，且慢

性高血压大鼠的认知功能减退，说明高血压可以引

起AD样病理改变[4,6]。同时本研究发现，运动训练

可以降低高血压大鼠的血压值，并减少脑内BACE1

的表达及Aβ的沉积，进而改善高血压大鼠的认知功

能。然而，本研究中未能明确Aβ与神经细胞的定位

关系，我们将在今后的研究中进一步检测Aβ的细胞

定位，明确Aβ的细胞来源。

运动训练可以改善认知功能，已有大量研究证

实[16—18]。但其对高血压引起的认知功能减退的作用

及机制，尚缺乏研究。正常功能的血管内皮细胞在

细胞迁移、重组、增殖、凋亡，蛋白及分子的产生、分

泌、代谢，调节血管平滑肌收缩中起重要作用 [19]。

eNOS 是血管内皮产生的重要物质，其产生的NO，

通过舒张血管，起到良好的降压作用[19—20]。高血压

引起血管内皮细胞结构破坏及功能异常，eNOS 的

A各组大鼠皮质Aβ的免疫荧光检测，标尺：25μm。B各组大鼠海马Aβ的免疫荧光检测，标尺：200μm。C Elisa检测各组大鼠皮质Aβ含量的
比较（*与WKY-Con组比较，P<0.05；#与SHRSP组比较，P<0.05）。D Elisa检测各组大鼠海马Aβ含量的比较（*与WKY-Con组比较，P<0.05；#
与SHRSP组比较，P<0.05）。

图3 各组大鼠脑内Aβ表达 （免疫荧光染色，×400）
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分泌减少[21]。Austin[22]发现，与正常小鼠相比，eNOS

缺陷小鼠的脑血管内皮BACE1表达增加，同时发现

其脑组织中的 BACE1、APP、Aβ 表达增加，且

BACE1的活性也明显增高。本研究中同样发现，高

血压可以引起脑内 eNOS的表达减少，BACE1表达

及Aβ沉积增加；运动训练可以显著增加脑内 eNOS

的表达，并降低BACE1的表达及Aβ的沉积。说明

运动训练可能是通过促进高血压大鼠脑内 eNOS的

表达[20]，作用于Aβ产生的关键酶BACE1[23—24]，减少

Aβ的生成，使皮质和海马Aβ沉积减少。皮质及海

马是脑内支配认知功能的关键部位[3,9]，Aβ沉积可引

起皮质和海马神经元损伤，引起认知功能减退。运

动训练通过调节eNOS表达，减少BACE1表达及Aβ

沉积，进而改善高血压引起的认知功能。

综上所述，本研究表明运动训练可以通过调节

高血压大鼠脑内 eNOS的表达，减少BACE1的表达

及Aβ沉积，进而改善受损的认知功能。
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