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规律性有氧运动对脑缺血大鼠的脑保护作用及
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体操教研室,江苏 南通　 226019; 3. 江苏省淮安市淮阴师范学院科研部,江苏 淮安　 223300)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究规律性的有氧运动对脑缺血大鼠的脑组织的保护机制。 方法　 按照随机数字表法将 40
只 SPF 级 SD 雄性大鼠随机分为假手术组、模型组、实验组、对照组,模型组、实验组、对照组大鼠采用线栓法制备大

鼠脑中动脉脑缺血(middle cerebral artery occlusion,MCAO)动物模型,假手术组大鼠只进行穿线,不结扎;实验组大

鼠每日进行有规律的有氧运动(跑台跑步):运动强度为 20 m / min,每日 3 次,每次 20 min,每次间隔 2 h,对照组大

鼠每日给以 1. 08 mg / mL 的尼莫地平灌胃给药。 激光散斑成像观察大鼠大脑皮层血流变化;脑电图检测大鼠大脑

皮层总功率的变化;2,3,5-三苯基氯化四氮唑(2,3,5-triphenyltetrazolium chloride,TTC)染色检测大鼠的脑梗死面

积;蛋白免疫印迹检测各组大鼠脑组织中脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor,BDNF)、生长相关

蛋白(growth-associated protein 43,GAP43)的表达。 结果　 与假手术组相比,模型组、实验组、对照组大鼠大脑皮层

血流灌注量、大脑皮层总功率、BDNF、GAP43 的表达明显下降(P < 0. 05),梗死面积明显升高(P < 0. 05),与模型

组相比,实验组、对照组大鼠大脑皮层血流灌注量、大脑皮层总功率、BDNF、GAP43 的表达明显升高(P < 0. 05),梗
死面积明显下降(P < 0. 05)。 结论　 规律性的有氧运动明显改善脑缺血大鼠的血流灌注和脑部微血管循环障碍,
降低其脑组织的梗死面积,抑制炎性的级联放大,可能与激活 BDNF / GAP43 通路有关。
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the protective effect and mechanism of regular aerobic exercise on cerebral
ischemia in rats. Methods　 According to the random number table method , 40 specific pathogen-free male SD rats were
randomly divided into sham operation, model, experimental, and control groups. The middle cerebral artery occlusion
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(MCAO) rat model was constructed by the thread plug method . Rats in the sham operation group were threaded without
ligation. Rats in the experimental group performed regular aerobic exercise ( running on a treadmill) every day with an
exercise intensity of 20 m / min, three times a day, 20 min each time, and 2 h apart each time. Rats in the control group
were given 1. 08 mg / mL nimodipine by gavage daily. Laser speckle imaging was used to observe changes in blood flow in
the cerebral cortex. Electroencephalograms were used to detect changes in total power in the cerebral cortex. 2, 3,5-
triphenyltetrazolium chloride staining was used to detect cerebral infarct areas. Western Blot was used to detect the
expression of brain-derived neurotrophic factor ( BDNF) and growth-associated protein 43 ( GAP43) in brain tissue.
Results　 Compared with the sham group, the cerebral cortex blood perfusion, total cerebral cortex power, and expression
of BDNF and GAP43 in the model, experimental, and control groups were significantly decreased (P<0. 05), and infarct
area was significantly increased (P< 0. 05). Compared with the model group, the cerebral cortex blood perfusion, total
cerebral cortex power, and expression of BDNF and GAP43 in the experimental and control groups were significantly
increased (P<0. 05), and the infarct area was significantly decreased (P<0. 05). Conclusions　 Regular aerobic exercise
can significantly improve blood perfusion and cerebral microvascular circulatory disorders in cerebral ischemic rats, reduce
infarct size in brain tissue, and inhibit the inflammatory cascade, which may be related to activation of the BDNF / GAP43
pathway.

【Keywords】　 aerobic exercise; cerebral ischemia; protective mechanism
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　 　 缺血性脑血管疾病严重威胁人类的健康,该病

具有发病率高、致残率高及死亡率高等特点,给患

者的家庭带来沉重的精神和经济负担。 作为新陈

代谢最为旺盛的器官,人体的大脑的最为关键的能

量来源即是血糖中的葡萄糖进行有氧分解,因而脑

组织对缺血、缺氧最为敏感。 研究显示[1] 脑缺血发

生后,脑部神经元细胞处于缺血、缺氧的病理状态,
会诱导一系列的神经炎症、氧化应激反应、细胞凋

亡、离子泵功能失衡、神经生物电信号传导受阻等

相关病理过程的发生,致使患者出现脑部灌流不

足,缺血区域微血管以及大血管在神经变性过程中

随之发生改变,脑组织结构损伤进一步恶化,使患

者出现相应的神经功能障碍。 因此在脑缺血发生

后,尽快恢复脑部血灌流,增强神经生物电信号传

导,有助于改善患者对肢体协调控制、语言感知等

的自主性。 大量的临床事实显示[2] 康复性的运动

有助于改善患者的肢体运动和神经功能障碍。 研

究显示[3]有氧运动可明显增强缺血性动物模型大

脑 皮 质、 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 ( brain-derived
neurotrophic factor,BDNF)、生长相关蛋白 ( growth-
associated protein 43,GAP43)和纹状体的表达,改善

动物的运动功能。 国内外的研究大多集中在有氧

运动作为一种辅助方式,对脑栓塞患者的运动功能

的探讨上,而有关运动对神经功能和脑血流、脑微

血管的影响的报道较少[4]。 本研究将规律性的有

氧运动作为一种治疗干预方式,从 BDNF / GAP43 信

号角度入手,探讨有氧运动对脑中动脉脑缺血

(middle cerebral artery occlusion,MCAO)动物模型脑

组织的保护作用,希望为疾病的临床治疗提供新的

角度。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

40 只 6 ~ 9 周雄性 SD 大鼠 SPF 级,250 ~ 320
g,采购自中国医学科学院医学实验动物研究所

【SCXK(京)2019-0013】,在南通大学的基础动物实

验室完成实验【SYXK(苏)2020-0029】。 本研究已

获得医院实验动物伦理委员会的批准(伦理审批

号:IACUC-202012035),并在实验过程中遵循相关

规定,尽最大努力减少动物的疼痛与伤亡。 所有大

鼠在本院 SPF 级动物房中(22 ± 3)℃,湿度(45 ±
5)%,12 h 光暗交替,自由摄食与饮水等条件下进

行适应性喂养 7 d 后开始实验。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

尼莫地平(20 mg × 50 片,广东华南药业集团有

限公 司, 国 药 准 字: H44025019 )。 戊 巴 比 妥 钠

(2019-5V40)、组织裂解液(2020-72B3)、化学增强

显色剂 (2020-90M1) (南京建成生物科技有限公

司),蛋白浓度检测试剂(HJ4F73)、Western Blot 试
剂盒(HJ6VD3)、2,3,5-三苯基氯化四氮唑(2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride,TTC,HJ43NR)染色试剂

盒、髓过氧化物酶(myeloperoxidase,MPO,HJ2C4L)
免疫试剂盒、尼式染色试剂盒(HJ3C5G)购自上海
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碧云天生物科技有限公司, 兔抗 GAPDH 抗体

(ab8245)购自美国 abcam 公司。
光学显微镜(型号:X71,日本 Olympus 公司),

凝胶成像处理系统(型号:Universal Hood Ⅱ,美国

Bio-rad 公司),激光散斑成像仪(型号:PeriScan PSI
System,瑞典 PERIMED 公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 MCAO 模型的构建和分组处理

(1)MCAO 大鼠模型的构建:参照 Franke 等[5]

介绍的方法,将大鼠诱导麻醉后,消毒,备皮,切开

颈部皮肤,充分暴露大鼠的左侧颈总动脉、颈外动

脉,使用动脉夹夹闭颈内动脉远心端,采用 6 号尼龙

线结扎大鼠的颈内动脉的近心端,形成脑缺血状

态,2 h 后,拔出线栓,实现脑部血流再灌注。 术中

需要维持大鼠肛温在 37℃,为减少操作的误差,所
有动物手术均有同一研究人员完成。 术后 2 h,进行

神经功能评价:无神经功能缺失症状,能够正常活

动记为 0 分;大鼠出现左侧前爪不能完全伸展的情

况记为 1 分;大鼠爬行时出现转圈走的现象记为 2
分;大鼠行走时身体向一侧侧倾倒的现象记为 3 分;
大鼠出现意识丧失,不能自主行走的现象记为 4 分,
其中获得 1 ~ 3 分的大鼠表示造模成功。

(2)实验的分组处理:实验中同批次造模成功

30 只大鼠,按照随机数字表法分为模型组,实验组,
对照组,每组 10 只,另取 10 只大鼠作为假手术组,
假手术组大鼠在造模术中只进行穿线,不结扎。 造

模成功后,实验组大鼠每日进行有规律的有氧运动

(跑台跑步):运动强度为 20 m / min,每日 3 次,每次

20 min,每次间隔 2 h;对照组大鼠每日给以 1. 08
mg / mL 的尼莫地平灌胃给药,模型组和假手术组大

鼠以等剂量的生理盐水进行灌胃处理,所有大鼠均

以单笼,基础饲料喂养。
1. 2. 2　 激光散斑成像观察各组大鼠大脑皮层血流

变化

连续处理 14 d 后,再次对动物进行神经功能评

价后,以 35 mg / kg 的巴比妥钠将大鼠麻醉,背卧位

固定在手术台上,头顶纵切,分离鼓膜,以暴露大鼠

的大脑皮层,激光散斑成像仪检测各组大鼠大脑皮

层的血流变化情况。
1. 2. 3　 脑电图检测各组大鼠大脑皮层总功率的

变化

激光散斑成像检测后,按照脑立体定位仪仪器

要求进行操作,植入记录电极、参比电极,连接引导

线,开启 LQWY-N 脑电生物信号系统检测各组大鼠

大脑皮层生物电信号的变化,同时 LQWY-N 脑电信

号系统分析各组大鼠大脑皮层的总功率。
1. 2. 4　 各组大鼠脑梗死面积的比较

大鼠处死后,取出各组大鼠的脑组织,注意保

持动物脑组织的完整性,取大鼠的脑组织标本,制
成厚度约为 2 mm 的冠状切片,TTC 工作液避光染

色,正常脑组织中因含与 TTC 发生特异性反应的酶

而呈红色,缺血区域因酶活下降不能与 TTC 发生特

异性的结合而呈现苍白色[6],图像分析测量系统统

计分析大鼠脑组织的脑梗死面积比例大小。
1. 2. 5　 各组大鼠脑组织内微血管形态的比较

取大鼠的脑组织,按要求制成约 150 μm 的冠

状切片,激光扫描共聚焦显微镜进行检测,并将所

得图像进行三维重建,观察大鼠脑组织中血管直径

< 8 μm 的血管的形态。
1. 2. 6　 尼式染色

取大鼠的脑组织,按照尼式染色试剂盒要求进

行脱蜡,水化,切片,染色,脱水,透明,封片后,上镜

检测,观察各组大鼠脑组织中的尼式小体的变化

情况。
1. 2. 7　 各组大鼠脑组织中 MPO 的表达情况

取大鼠的脑组织,石蜡切片,抗原修复后,加入

一抗(1 ∶100),维持 4℃避光过夜,次日加入二抗,孵
育后,显色,苏木素复染,脱水,透明,封片,显微镜

下观察,以胞质或胞浆中出现棕黄色颗粒为阳性染

色[7],Image-Pro Plus 6. 0 图像处理软件统计分析阳

性细胞率。
1. 2. 8 　 蛋白免疫印迹检测各组大鼠脑组织中

BDNF、GAP43 蛋白的表达

取各组大鼠的脑组织,在 4℃裂解液中放置 30
min,离心,并将上清液稀释,常规方法提取样本中的

总蛋白,以 50 μg 样品进行上样,电泳后,转模,封
闭,加入一抗(BDNF、GAP43、GAPDH) (1 ∶1 500),
孕育 1 h,以(1 ∶10 000)的二抗稀释,二氨基联苯胺

(diaminobenzidine,DAB)显色,以 GAPDH 作为内参

分析各条带的灰度值。
1. 3　 统计学分析

数据分析采用软件 SPSS 16. 0,脑梗死面积、
MPO 阳性表达情况等符合正态分布的计量资料采

用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)进行表示,多组间比较采

用单因素方差分析,两两间比较采用独立 t 检验,P<
0. 05 表示具有统计学意义。
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2　 结果

2. 1　 各组大鼠的一般状态以及神经功能评分的

比较

假手术组大鼠的反应敏捷,活泼好动,皮毛光

亮,饮食与进水未见明显异常,体重增加较为明显;
模型组大鼠皮毛杂乱,暗淡无光,活动量明显减少,
反应迟钝,大鼠经常以鼠尾为中心转圈,四肢协调

性不高,弓背明显,食欲不良,体重增加不明显;与
模型组相比,实验组以及对照组大鼠的症状明显改

善,大鼠的四肢协调趋于正常,饮水与进食量明显

增加,体重较模型组增加较为明显。 大鼠的神经功

能评价结果显示,与假手术组相比,模型组、实验

组、对照组大鼠的神经功能评分明显升高 ( P <
0. 05),与模型组相比,实验组、对照组大鼠的神经

功能评分明显下降(P < 0. 05),对照组和实验组大

鼠的神经功能差异不明显,不具有统计意义(P >
0. 05)(见图 1)。

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 2　 各组大鼠大脑皮层血流灌注量

Note. Compared with the normal group,∗P < 0. 05. Compared with the model group,#P < 0. 05.

Figure 2　 Cerebral cortex blood flow perfusion of rats in each group

2. 2　 激光散斑成像检测各组大鼠大脑皮层血流

变化

激光散斑成像结果显示,与假手术组相比,模
型组、实验组、对照组大鼠大脑皮层血流灌注量明

显减少(P < 0. 05),与模型组相比,实验组、对照组

大鼠大脑皮层血流灌注量明显减少(P < 0. 05),对
照组和实验组大鼠的神经功能差异不明显,不具有

统计意义(P > 0. 05)(见图 2)。
2. 3　 脑电图检测各组大鼠大脑皮层总功率的变化

脑电图检测结果显示,与假手术组相比,模型

组、实验组、对照组大鼠大脑皮层总功率明显下降

(P < 0. 05),与模型组相比,实验组、对照组大鼠大

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 1　 各组大鼠的神经功能

Note. Compared with the normal group,∗P < 0. 05. Compared

with the model group,#P < 0. 05.

Figure 1　 Neural function of rats in each group

脑皮层总功率明显增强(P < 0. 05)。 对照组和实验

组大鼠的大脑皮层总功率相差不明显,无统计学意

义(P > 0. 05)(见图 3)。
2. 4　 TTC 检测各组大鼠脑梗死体积

TTC 染色结果显示,假手术组大鼠基本无脑梗

死现象,与假手术组相比,模型组、实验组、对照组

大鼠脑梗死面积明显增大(P < 0. 05),与模型组相

比,实验组、对照组大鼠大鼠脑梗死面积明显减小

(P < 0. 05),对照组和实验组大鼠的脑梗死体积相

差不明显,无统计学意义(P > 0. 05)(见图 4)。
2. 5　 各组大鼠脑组织内微血管的形态

激光扫描共聚焦显微镜下,假手术组大鼠的大

脑皮层的微血管排列规则,血流灌注量正常,与假

手术组相比,模型组动物的大脑皮层微血管排列紊

乱,走形不规则,微血管之间彼此相连的较少;与模

型组相比,实验组和对照组大鼠的大脑皮层的微血
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管分支数量明显增多,微血管虽然排列迂曲,但血

管之间靠拢趋势明显,形成连接(见图 5)。
2. 6　 尼式染色

尼式染色结果显示,假手术组大鼠的神经元细

胞结构清晰、完整,胞体以及突起结构未见异常,尼
式小体数量丰富,呈现深蓝色,胞核染色均匀,呈现

淡蓝色;模型组大鼠的大脑皮层中神经元细胞胞体

皱缩严重,细胞排列失去规则,胞浆中空泡样变性

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 3　 各组大鼠的大脑皮层生物电

Note. Compared with the normal group,∗P < 0. 05. Compared with the model group,#P < 0. 05.

Figure 3　 Bioelectricity of cerebral cortex of rats in each group

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 4　 TTC 染色

Note. Compared with the normal group,∗P < 0. 05. Compared with the model group,#P < 0. 05.

Figure 4　 TTC staining

图 5　 大鼠的大脑皮层的微血管形态

Figure 5　 Microvascular morphology of cerebral cortex in rats
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明显,尼式小体数量锐减,着色变浅;实验组和对照

组大鼠的大脑皮层中神经元细胞尼式小体数量明

显回升,染色较重(见图 6)。
2. 7　 各组大鼠脑组织中 MPO 的表达情况

免疫组化结果显所示,与假手术组相比,模型

组、实验组、对照组大鼠脑组织中 MPO 阳性细胞的

比例明显增大(P < 0. 05),与模型组相比,实验组、
对照组大鼠脑组织中 MPO 阳性细胞的比例明显降

低(P < 0. 05),对照组和实验组大鼠的脑组织中

MPO 阳性细胞的比例相差不明显,不具有统计意义

(P > 0. 05)(见图 7)。
2. 8　 各组大鼠脑组织中 BDNF、GAP43 蛋白的

表达

Western Blot 结果显示,与假手术组相比,模型

组、实验组、对照组大鼠脑组织中 BDNF、GAP43 的

表达明显下降(P < 0. 05),与模型组相比,实验组、
对照组大鼠脑组织中 BDNF、GAP43 的表达明显增

强(P < 0. 05),对照组和实验组大鼠的脑组织中

BDNF、GAP43 的表达相差不明显,不具有统计意义

(P > 0. 05)(见图 8)。

图 6　 尼式染色

Figure 6　 Nissl staining

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 7　 大鼠脑组织中 MPO 的表达

Note. Compared with the normal group,∗P < 0. 05. Compared with the model group,#P < 0. 05.

Figure 7　 Expression of MPO in rat brain

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 8　 脑组织中 BDNF、GAP43 的表达

Note. Compared with the normal group,∗P < 0. 05. Compared with the model group,#P < 0. 05.

Figure 8　 Expression of BDNF and GAP43 in brain tissue
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3　 讨论

缺血性脑血管疾病或缺血性中风是世界范围

内中老年人致残的主要原因之一,该病是一种脑部

血管闭塞导致的血液循环障碍引发的患者脑部组

织呈现局灶性坏死的现象进而导致患者的神经功

能缺失的危重病。 患者出现脑缺血后会出现不同

程度的心理、感知、言语、运动以及吞咽等日常生活

障碍,给患者的家庭以及社会带来沉重的负担。 目

前该病的病理机制尚在实验研究阶段,临床上主要

采用早期溶栓,辅以神经保护和康复训练来帮助患

者改善生活质量,尚无根治性的治疗方案使所有脑

缺血患者摆脱疾病困扰[8]。 因此,减轻患者脑缺血

后的血流循环障碍,减小患者的脑梗死比例,缓解

患者的脑损伤程度,有助于改善患者预后,提高患

者的生命质量,这些成为脑卒中治疗领域的研究热

点和急需解决的问题。
国内外的大量临床数据显示[9] 有氧运动在脑

卒中的康复治疗中能明显改善患者的机能,提高患

者的运动功能、认知能力和自主性的生活质量,但
是其分子机制尚未完全阐明。 昝兴淳等[10] 研究显

示有氧运动能明显增强血管内皮生长因子的表达,
促进急性脑缺血大鼠脑组织的血管新生,从而降低

实验动物的脑梗死的比例,改善其四肢机能。 Jing
等[11]研究显示有氧运动能明显增强神经突触素等

相关蛋白的表达,缓解脑缺血大鼠脑组织的神经损

伤。 Wang 等[12]研究报道规律性的有氧运动能明显

减轻短暂性大脑中动脉闭塞大鼠的脑水肿状态,将
造模术对实验动物血脑屏障的损伤降低,下调实验

动物脑组织的神经元的异常凋亡,改善动物的神经

功能障碍。 本研究中,结果显示与模型组相比,实
验组大鼠的神经功能评分明显升高,动物脑血流的

灌注量明显回升,神经元传导生物电的功率明显升

高,脑部微血管形态明显转好,脑组织梗死面积明

显下降,脑组织神经元细胞中的尼式小体损伤明显

缓解,这些结果均证实了规律性的有氧运动,作为

治疗手段对疾病的有效干预。
BDNF 是机体脑组织神经营养素家族的重要成

员之一。 GAP43 是神经特异性的轴突蛋白。 研究

显示[13]BDNF 能增强神经突触的可塑性,参与调控

中枢神经系统中神经院细胞的生长、发育、再生、分
化、凋亡等生理过程;GAP43 可抑制脑损伤后炎症

的级联放大,增强脑缺血后神经元相关受体的转

运,阻止损伤加剧。 Hu 等[14] 研究表明为期两周的

日常跑台训练,能明显增强脑中风大鼠脑组织的

BDNF / GAP43 通路的表达,改善缺血区域的神经突

触传递,促进实验动物运动功能的恢复。 本研究中

结果显示,实验组大鼠脑组织中炎性代表因子 MPO
的表达明显降低,BDNF、GAP43 的表达明显升高,
证实了干预措施对信号通路的激活作用。

综上所述,规律性的有氧运动能明显改善脑缺

血大鼠的血流灌注和脑部微血管循环障碍,降低其

脑组织的梗死面积,抑制炎性的级联放大,这可能

与激活 BDNF / GAP43 通路有关。 但是就能否将该

治疗方式在脑缺血的临床治疗进行全面的推广,仍
需结合患者的疾病的进展以及体质的特异性进行

综合判断。
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