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·基础研究·

丰富环境对新生缺氧缺血性脑损伤大鼠运动控制及
海马脑源性神经营养因子和突触蛋白的影响*

凌 晨1 艾 坤1 曹倩茹1 刘梦君1 易细芹1，2 张 泓1，2

摘要

目的：探讨丰富环境对新生缺氧缺血性脑损伤大鼠运动控制功能，以及海马区脑源性神经营养因子（BDNF）、酪氨

酸激酶受体B（TrkB）、突触蛋白（SYP）表达的影响。

方法：SPF级孕鼠4只，分娩出健康大鼠幼仔45只，将7日龄大鼠幼仔按随机数字表法分为空白组（n=11），假手术组

（n=11），剩余23只采用改良Rice法建立新生大鼠HIBD动物模型，从造模成功的模型大鼠中二次随机分为模型组

（n=12），丰富环境组（n=11）。丰富环境组在造模后24h予丰富环境刺激，连续干预28d，余组不进行处理。各组大鼠

于造模前、造模后7、14、21、28d进行平衡木试验，干预结束后行HE染色观察大鼠海马病理形态变化、荧光定量PCR

法检测BDNF、TrkB基因表达量、Western Blot法测定SYP蛋白水平。

结果：模型组HE染色下海马CA1区细胞排列紊乱呈弥漫性分布，神经元数量减少，空泡化增加，出现水肿和坏死细

胞；丰富环境组HE染色下海马CA1区细胞排列紊乱情况有所改善，水肿改善明显。与空白组和假手术组相比，模

型组造模后 21、28d 平衡木试验评分升高（P＜0.05）；海马 BDNF、TrkB 基因相对表达量明显下降（P＜0.01，P＜

0.05）；SYP 蛋白表达降低（P＜0.05）。与模型组相比，丰富环境组造模后 21、28d 平衡木试验评分明显降低（P＜

0.01）；海马BDNF、TrkB基因相对表达量显著升高（P＜0.01）；SYP蛋白表达升高（P＜0.05）。

结论：丰富环境可改善新生缺氧缺血性脑损伤大鼠运动控制功能，其机制可能是通过上调海马BDNF、TrkB，促进

SYP表达实现的。
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Abstract
Objective：To explore the effects of rich environment on the motor control function of newborn rats with hy-

poxic- ischemic brain injury， as well as brain- derived neurotrophic factor (BDNF)， tyrosine kinase B(TrkB)，

and synaptic protein (SYP) in the hippocampus.

Method：Four SPF pregnant rats and 45 healthy rat pups were delivered. The 7-day-old rat pups were divided

into blank group (n=11) and sham operation group (n=11) according to the random number table. The remain-

ing 23 HIBD animal models of newborn rats were established by the modified Rice method，and the success-

fully modeled rats were randomly divided into a model group (n=12) and an enriched environment group (n=

11). The enriched environment group was given enriched environment stimulation 24 hours after the model
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新生儿缺氧缺血性脑损伤（hypoxic ischemic

brain damage，HIBD）是由于围产期窒息而引起的

大脑缺氧缺血性损伤[1]，研究表明[2—3]，大脑缺氧缺血

后引起的学习记忆和行为异常与神经元丢失、突触

连接及数量减少密切相关。

丰富环境是康复治疗的一种新技术，是指在温

馨的生活环境的基础上，同时提供视觉、味觉、嗅觉、

听觉及平衡感觉等多感觉刺激，已被证实具有增加

突触连接、促进突触重塑和神经元的修复再生的作

用，能够促进脑损伤的恢复[4—5]。与成人相比，未成

熟大脑对外部刺激更为敏感、更具可塑性，通常被认

为更有利于脑功能恢复及脑神经网络重建[6]。丰富

环境能够建立有效的突触连接，促进突触重塑，具有

恢复新生儿缺氧缺血性脑损伤所致的学习记忆及行

为异常的康复潜力。

脑源性神经营养因子（brain- derived neuro-

trophic factor，BDNF）是神经系统发育过程中的重

要信号分子，与酪氨酸激酶受体 B（tyrosine kinase

B，TrkB）特异性结合后，启动一系列信号通路，从而

促进突触蛋白（synaptophysin，SYP）上调[7—8]，增加突

触连接，实现突触重塑。

本研究通过观察丰富环境对新生HIBD模型大

鼠运动控制功能和海马形态改变、BDNF、TrkB基因

及SYP表达的影响，探讨丰富环境对HIBD大鼠的

脑功能康复作用及其可能的突触重建机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

实验动物为SPF级SD孕鼠 4只，孕 15天，购自

湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物许可证号

为 SYXK（湘）2019—0009。饲养孕鼠至分娩，共娩

出大鼠幼仔 48只，于 7日龄进行称重，平均体质量

(12—17)g，雌雄不限，排除体质量异常、精神状态不

佳的大鼠幼仔3只，采用随机数字表法将余下45只

大鼠幼仔随机分为空白组 11只，假手术组 11只，造

模组 23只。动物实验过程获得湖南中医药大学动

物伦理委员会批准，实验动物护理及实验按照国家

科技部《关于善待实验动物的指导性意见》进行。

1.2 主要实验试剂及仪器

异氟烷（深圳瑞沃德生命科技公司，中国）；10%

was established，and continued for 28 days，while the rest of the group was not treated. The rats in each

group were subjected to balance beam test before modeling and 7，14，21，and 28 days after modeling. After

the intervention，HE staining was performed to observe the pathological changes of rat hippocampus. BDNF

and TrkB gene expression were detected by fluorescence quantitative PCR. Western Blot method was used to

determine the level of SYP protein.

Result：The cell arrangement disorder in the hippocampus CA1 area of the model group was diffusely distrib-

uted under HE staining， the number of neurons was reduced，vacuolation increased，and edema and necrotic

cells appeared；the cell arrangement disorder in the hippocampus CA1 area of the rich environment group was

improved by HE staining， and edema improved. Compared with the blank group and the sham operation

group， the balance beam test scores of the model group increased at 21 and 28 days after modeling (P＜

0.05)；the relative expression of hippocampal BDNF and TrkB genes decreased(P＜0.01，P＜0.05)；The expres-

sion of SYP protein was reduced (P<0.05). Compared with the model group，the scores of the balance beam

test in the rich environment group were significantly reduced at 21 and 28 days after modeling (P＜0.01)；the

relative expression of hippocampal BDNF and TrkB genes was significantly increased (P＜0.01)； the expres-

sion of SYP protein was increased(P<0.05).

Conclusion：Enriched environment can improve the motor control function of neonatal rats with hypoxic-isch-

emic brain injury. The mechanism may be up-regulating hippocampal BDNF and TrkB and promoting the ex-

pression of SYP.

Author's address Hunan University of Chinese Medicine，Changsha，Hunan，410208
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水合氯醛（国药集团化学试剂有限公司，中国）；HE

染料、RNA 提取液、SYBR Green qPCR Master

Mix（Servicebio公司，中国）；SYP多克隆一抗、β-ac-

tin 多克隆一抗（Affinity Biosciences 公司，美国）、

HRP山羊抗兔二抗（BBI公司，中国）；荧光定量PCR

仪、化学发光凝胶成像仪（Bio-rad 公司，美国）；8%

O2+92%N2 混合气体（长沙方罡气体有限公司，中

国）；电凝笔（Gutta Cutter公司，德国）。

1.3 模型制备

造模组参照改良Rice法[9]建立新生大鼠HIBD

动物模型。7日龄大鼠异氟烷吸入麻醉，用医用胶

布固定四肢，铺上无菌手术巾，充分暴露大鼠颈部，

75%乙醇常规消毒后，剪破颈部皮肤，剥开周围组织

并分离左侧颈总动脉，使用电凝笔电凝[10]左侧颈总

动脉，确保颈总动脉永久性阻断，倒入青霉素，缝合

皮肤，手术时间控制在 5min内。术后保温苏醒 1h，

将大鼠置于37℃缺氧舱内，予恒流、湿润的8%氧气

和92%氮气的混合气体缺氧2h，置于带有母鼠气味

的垫料中 10min 再回笼饲养。假手术组仅暴露血

管，不结扎、剪断，不予缺氧处理。

缺氧过程中观察大鼠，是否出现震颤、抽搐、自

发左旋或夹尾尖叫等行为表现，待大鼠清醒后采用

Longa评分法[11]进行神经行为学评定，得分达到2分

以上并出现上述情况视为造模成功。造模组 23只

均造模成功，进行二次随机分组分为模型组 12只，

丰富环境组11只。

1.4 丰富环境设计及干预方法

丰富环境设计：参照Nithianantharajah等[12]研究

自制长宽高 70cm×60cm×50cm 的有机玻璃丰富环

境笼，底部铺垫料，放置不同质感的砂纸、树叶予触

觉刺激；放置柠檬味、草莓味的浴砂以及柠檬、橙子

等水果味觉及嗅觉刺激；另外配以不同颜色的转盘、

斜坡、钻筒、平衡木、台阶、楼梯，同时配合明暗交替、

不同颜色的灯光照射来提供运动觉、视觉刺激；播放

轻柔舒缓的音乐及α脑波音乐予听觉刺激；放置凉

席、冰凉金属及暖宝宝进行温度刺激。每日干预后

清理笼内卫生，每3天更换一次环境布置。

干预方法：造模后24h，丰富环境组予丰富环境

刺激。其中前 7d予早期抚触干预，使用不同材质、

大小及软硬的毛刷，沾染不同味道的浴盐给大鼠从

头到尾刷毛，15min/次，4次/d，上、下午各 2次；自第

8d起，将大鼠放入丰富环境笼内，2h/次，1次/d。空

白组、假手术组、模型组置于无特殊刺激的标准环境

中饲养。饲养温度：23℃—26℃、湿度：50%—70%，

4组大鼠均持续干预28d。

1.5 行为学测试—平衡木试验

利用平衡木试验来测试大鼠的平衡协调、运动

整合及空间记忆能力[13]。参照Fenney等[14]的研究自

制长宽为120cm×2cm的方木棒，平放在距离地面约

7cm 处，让大鼠在上面行走。在造模前、造模后 7、

14、21、28d 进行测试，每只大鼠测 3 次，每次 2min，

取平均值。评分标准[14]共分 6个等级，得分越高说

明损伤越严重，具体评分细则见表1。

1.6 HE染色

造模后 28d，空白组、假手术组、丰富环境组各

取 2只大鼠，模型组取 3只大鼠，腹腔注射 10%水合

氯醛使大鼠深度麻醉后，在 1—3min 内取脑，置于

4%多聚甲醛中固定 48h，进行梯度乙醇脱水、浸蜡、

石蜡包埋，再行石蜡连续切片，厚度为4μm，切片后

HE染色，显微镜下400倍观察左侧海马CA1区染色

情况并分析。

1.7 荧光定量PCR法

造模后 28d，各组取 9只大鼠左侧海马组织，进

行总RNA的抽提，制备逆转录反应体系，加入相应

引物，进行荧光定量 PCR的分析检测。以GAPDH

为内参，检测 BDNF、TrkB 的表达。引物序列见表

2。PCR扩增反应条件：95℃，15s；60℃，30s，均循环

40次。按照公式2-ΔΔCT计算BDNF、TrkB的基因相对

表达量。

1.8 Western Blot

造模后 28d，各组取 9只大鼠左侧海马组织，加

入适量裂解液，在冰上提取蛋白原液，使用BCA法

表1 平衡木试验评分细则

分数

0分
1分
2分
3分

4分
5分

评分细则

能在平衡木上面行走不会跌倒
能在平衡木上面行走，跌倒机会少于50%
能在平衡木上面行走，跌倒机会大于50%
在健侧后肢帮助下能跳上平衡木；
但受累的瘫侧后肢不能帮助向前移动
在平衡木上不能行走，但可坐在上面

将大鼠放在平衡木上会掉下来
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测定蛋白浓度，配制蛋白上样液，待100℃高温变性

后加入到凝胶上样孔进行电泳，使用PVDF膜进行

湿转，在TBST配制的5%脱脂牛奶中封闭1h，TBST

清洗后加入 SYP 一抗（1：1000 稀释），4℃孵育过

夜。TBST清洗后，加入适量HRP山羊抗兔二抗 IgG

（1：10000 稀释），37℃孵育 1h，TBST 洗膜后滴加

ECL 发光液，使用化学发光凝胶成像仪进行显影。

以β-actin为内参蛋白，使用 Image Lab3.0测量灰度

值，用突触蛋白 SYP 与内参的比值进行半定量分

析，计算各组突触蛋白SYP的相对表达量。

1.9 统计学分析

采用统计学软件 SPSS 21.0 进行数据分析，计

量资料以均值±标准差表示，符合正态性且方差齐

采用单因素方差分析，不符合正态性使用非参数检

验。以P＜0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 平衡木试验

造模前、造模后7、14d各组大鼠平衡木试验评分

无明显差异（P＞0.05）。与空白组和假手术组相比，

模型组造模后 21、28d 平衡木试验评分升高（P＜

0.05），平衡能力较差。与模型组相比，造模后 21、

28d，丰富环境组平衡木试验评分显著降低（P＜

0.01），平衡能力较好。见图1。因大鼠的平衡功能随

自身年龄增长有所改善，未进行各组大鼠纵向比较。

2.2 HE染色观察海马CA1区病理形态变化情况

空白组大鼠海马CA1区细胞排列整齐，细胞形

态结构完整，层次清晰，无水肿、坏死情况；假手术组

海马CA1区细胞排列疏松，部分间隙增宽；模型组

大鼠海马CA1区细胞排列紊乱呈弥漫性分布，神经

元数量减少，空泡化增加，出现水肿和坏死细胞；丰

富环境组海马CA1区细胞排列紊乱情况有所改善，

水肿改善明显，见图2。

2.3 荧光定量PCR法检测海马BDNF、TrkB表达

与空白组和假手术组相比，模型组BDNF、TrkB

基因表达量不同程度降低（P＜0.01，P＜0.05）；与模

型组相比，丰富环境组BDNF、TrkB基因表达量均显

著升高（P＜0.01）。见图3。

2.4 Western Blot法检测海马SYP表达

与空白组和假手术组相比，模型组SYP表达降

低（P＜0.05）；与模型组相比，丰富环境组SYP表达

增高（P＜0.05）。见图4。

表2 引物序列

基因

BDNF

TrkB

GAPDH

引物序列
（5'—3'）

上游 GTGTGACAGTATTAGCGAGTGGG
下游 ACGATTGGGTAGTTCGGCATT
上游 TAATGGAGACTACACCCTAATGGC
下游 AGCAGGCAGAATCCTACCACAG
上游 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG
下游 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

产物长
度（bp）

221

276

138

退火温
度（℃）

60
60
60
60
60
60

注：①模型组与空白组和假手术组相比P＜0.05；②丰富环境组与模
型组相比P＜0.01。

图2 各组大鼠海马CA1区病理形态比较 （HE染色，×400）

注：箭头示细胞空泡化增多。

①②
①②

空白组
假手术组
模型组
丰富环境组

5

4

3

2

1

0
28211470

造模后（d）

平
衡

木
试

验
评

分

空白组 假手术组 模型组 丰富环境组

100μm100μm 100μm100μm 100μm100μm 100μm100μm

图1 各组大鼠平衡木试验评分
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3 讨论

突触是不同的神经元之间的连接，是大脑中信

息传递的基本单位，是脑功能恢复的基础。突触可

塑性是指中枢神经系统内在的动态生物能力，其经

历成熟、结构和功能上的变化以响应经验并在受伤

后进行适应，是通过突触重塑促进神经修复的过

程 [15]。新生儿缺氧缺血性脑损伤所致的神经元损

伤，会导致突触变性、数量和结构变化及突触蛋白表

达异常、突触囊泡减少，致使神经递质释放和结合异

常，从而进一步加剧突触功能障碍[16—17]，引起患儿的

中枢神经功能异常。Takahashi[18]发现应用新型突触

可塑性增强药物可加速脑损伤的修复，促进功能恢

复。通过调节突触可塑性和神经免疫，减少神经元

丢失能够改善新生HIBD模型大鼠长期预后[19]。因

此探究促进突触重塑的分子和细胞机制，及其康复

价值可能是新生HIBD脑功能恢复的研究热点。

丰富环境作为康复医学的一种新治疗技术，相

较于标准环境，能够提供多样感官刺激和丰富的社

交体验，可以引发大脑的积极反应，促进脑损伤修

复[20—21]。Bayat[22]认为丰富环境促进脑损伤修复，恢

复中枢神经功能的关键在于海马的突触可塑性。其

促进HIBD神经功能重塑的潜在机制可能与调控突

触可塑性相关蛋白、凋亡相关因子、自噬相关因子

等，增强突触的形态及功能有关[23]。

本研究平衡木试验显示，造模后 14、21、28d模

型组平衡木试验评分较高，平衡能力落后，而进行丰

富环境干预后，丰富环境组较模型组评分降低，平衡

能力有所改善。说明HIBD对新生大鼠的平衡协调

能力及运动控制功能有所损害，而进行丰富环境干

预能增强其运动、协调的控制能力。

新生儿缺氧缺血性脑损伤后，大脑皮质会发生

变性和坏死，出现脑室水肿、脑沟宽度增加、神经元

丧失等病理改变[3]，并出现星形胶质细胞反应，诱导

神经元出现一系列再生、分化活动[24]。本研究显示，

丰富环境干预28d后，海马CA1区细胞排列紊乱、水

肿等组织病理改变有所减轻，提示丰富环境可以减

图3 各组大鼠海马BDNF、TrkB的mRNA相对表达量

注：与空白组和假手术组相比：①P＜0.05，②P＜0.01；丰富环境组与
模型组相比，③P＜0.01。

注：①模型组与空白组和假手术组相比，P＜0.05；②丰富环境组与模
型组相比，P＜0.05。

图4 各组海马SYP蛋白表达水平
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轻海马病理改变，促进脑功能恢复。

BDNF作为一种突触可塑性相关蛋白，是海马

区长时程增强和突触间传递神经化学信号的重要调

节因子，能够保护神经元、增加海马突触的数量，促

进相应神经环路的发育和成熟[25]。BDNF与膜结合

受体 TrkB 特异性结合促使酪氨酸激酶发生磷酸

化[26]，触发胞内信号转导，进一步提高突触联系，促

进神经元轴突生长，从而恢复中枢神经功能。既往

研究 [27—28]表明，丰富环境能够促进新生 HIBD 模型

大鼠海马BDNF、TrkB蛋白的阳性细胞表达，抑制海

马区细胞凋亡，从而实现神经保护作用，显著改善其

空间记忆能力。本研究荧光定量PCR结果显示，丰

富环境干预新生HIBD模型大鼠28d后，丰富环境组

病灶侧海马BDNF、TrkB的mRNA基因表达量明显

高于模型组，提示丰富环境能够促进BDNF、TrkB的

mRNA转录及基因表达量，增强神经元的抗受损能

力，发挥神经保护作用。

突触可塑性的特异性标志物突触蛋白SYP，参

与突触囊泡转运和神经递质释放，可特异性反映突

触的数量、分布和密度[29]。Wang等[30]发现丰富环境

显著上调了大鼠海马区突触蛋白和突触后致密蛋白

95的表达水平，能有效改善永久性大脑中动脉闭塞

引起的空间学习和运动障碍。本研究显示，空白组、

假手术组、丰富环境组病灶侧海马SYP蛋白表达明

显高于模型组，提示丰富环境干预 28d 后，BDNF/

TrkB信号通路下游信号分子SYP的表达上调。

综上所述，丰富环境可改善新生缺氧缺血性脑

损伤大鼠运动控制功能，其机制可能是通过上调海

马 BDNF、TrkB 的表达，调控 SYP 表达来实现突触

重塑，促进脑功能的恢复。

丰富环境存在治疗新生儿HIBD脑损伤的巨大

潜力，但过度刺激会产生异常的连接和回路，可能导

致癫痫、运动和认知障碍加重[31]，在本研究中暂未发

现不良反应，而如何有效的将丰富环境应用于临床，

确定合适的干预手段和干预时间，仍需进一步深入

研究。
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