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运动康复对缺氧缺血性脑损伤新生大鼠
空间学习记忆的影响

陈小璐%蒋莉

!重庆医科大学附属儿童医院神经内科"重庆%<$$$!<#

%%!摘%要"%目的% 探讨运动康复对缺氧缺血性脑损伤 'T?e@(新生大鼠脑结构和空间学习记忆的影响% 方

法%<B 只 C 日龄 R/32MK-W@2Q5-9大鼠随机分为假手术组*T?e@组及运动组% T?e@组和运动组建立T?e@模型$运

动组于建模 " 周后开始 < 周的运动康复% 检测各组大鼠运动功能和空间学习记忆能力$观察脑重变化和突触超微

结构$计数海马&H! 区存活锥体细胞并检测磷酸化 &28f??及脑源性神经营养因子'e@7̀ (表达水平% 结果%运

动组大鼠运动功能及空间学习记忆能力均优于 T?e@组$和假手术组间差异无统计学意义% T?e@组大鼠海马突

触前膜囊泡减少$突触间隙增宽$突触后致密物变薄$而运动组未见明显异常% T?e@组*运动组大鼠左侧脑重及海

马&H! 区存活锥体细胞均较假手术组低$T?e@组又较运动组低'<Z$6$!(% 运动组大鼠海马 &H! 区磷酸化

&28f??和e@7̀ 表达水平均明显高于T?e@组% 结论%运动康复可促进 T?e@大鼠海马神经元存活$增强突触可

塑性$改善其受损的空间记忆能力% !中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&%'% &%'O"

!关%键%词"%缺氧缺血#运动康复#学习记忆#新生大鼠
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%%<:635-,3) =:>2,3*?2%G+()P-J,(M2,-,'--NN-L,+N/'9J(L25,32()()M+) L-3-O325J,3KL,K3-2)1 J/2,(255-23)()M2)1

.-.+39() )-+)2,2532,JJKO.(,,-1 ,+'9/+b(LW(JL'-.(LO32() 12.2M-'T?e@(6@239A.6% +̀3,9W-(M',CW129W+51 R/32MK-W

@2Q5-932,JQ-3-32)1+.591(P(1-1 (),+,'3--M3+K/J) 2M3+K/ ,'2,Q2JJKOS-L,-1 ,+5-N,L23+,(1 5(M2,(+) N+55+Q-1 O9" '3J

'9/+b(LJ,3-JJ'T?e@(# 2M3+K/ ,'2,3-L-(P-1 /'9J(L25,32()()M" Q--XJ2N,-3,'-T?e@-P-),# 2L+),3+5M3+K/ ,'2,Q2J

JKOS-L,-1 ,+2J'2.W+/-32,(+) Q(,'+K,5(M2,(+) 2)1 '9/+b(LJ,3-JJ6 +̀55+Q()MN+K3Q--XJ/'9J(L25,32()()M$ .+,+3NK)L,(+)

,-J,2)1 Q2,-3.2c-,2JXJQ-3-/-3N+3.-16e(52,-325O32() Q-(M',$ L-3-O325.+3/'+5+M92)1 5-N,'(//+L2./25K5,32J,3KL,3K-

+N,'-2)(.25JQ-3--b2.()-16G'--b/3-JJ(+) 5-P-5J+N/'+J/'+3L25.+1K5()W1-/-)1-),/3+,-() X()2J-??'&28f??( 2)1

O32() 1-3(P-1 )-K3+,3+/'(LN2L,+3'e@7̀ ( Q-3-1-,-3.()-1 O9(..K)+'(J,+L'-.(J,396B264)36%&+./23-1 Q(,' ,'-L+),3+5

M3+K/$ ,'-.+,+3NK)L,(+) 2)1 ,'-J/2,(255-23)()M2)1 .-.+392O(5(,9() ,'-)+)W,32()-1 T?e@M3+K/ Q-3-J(M)(N(L2),59

1-L3-2J-1$ Q'-3-2J,'-3-Q2J)+J(M)(N(L2),1(NN-3-)L-O-,Q--) ,'-,32()-1WT?e@ 2)1 ,'-L+),3+5M3+K/J6G'-5-N,

'-.(J/'-3-Q-(M',2)1 )-K3+)J() ,'-5-N,'(//+L2./25&H! c+)-+NO+,' T?e@M3+K/J1-L3-2J-1 2)1 ,'-3-1KL,(+) Q2J

.+3-J(M)(N(L2),() )+)W,32()-1 T?e@M3+K/6G'-K5,32J,3KL,K3-+N,'-5-N,'(//+L2./KJQ2J3-.23X2O592O)+3.25() ,'-

)+)W,32()-1 T?e@M3+K/$ Q'(5-)++OP(+KJ2O)+3.25(,9Q2J+OJ-3P-1 () ,'-,32()-1 T?e@2)1 ,'-L+),3+5M3+K/J60'+J/'+3W

&28f??2)1 e@7̀ -b/3-JJ(+) () ,'-5-N,'(//+L2./KJ() ,'-,32()-1 T?e@M3+K/ ()L3-2J-1 J(M)(N(L2),59L+./23-1 Q(,' ,'2,

() ,'-)+)W,32()-1 T?e@M3+K/6(A+,)46*A+6%0'9J(L25,32()()ML2) 3-J,32() O32() 12.2M-2)1 2.-5(+32,-J/2,(255-23)()M

2)1 .-.+39(./2(3.-),J() 32,JQ(,' T?e@6 !(9*+C (A+32/7D2.*-35$ !"#"$ #! '$()%'% &%'O"

%%E2F 8A5.6)%T9/+b(2W(JL'-.(2# 0'9J(L25,32()()M# Y-23()M2)1 .-.+39# 7-+)2,2532,J

%%新生儿缺血缺氧脑病'T?̂(是指围产期窒息导

致的缺血缺氧性脑损伤'T?e@($目前在我国窒息儿

中T?̂的发病率为 C6#D [#C6FD$是严重危害新

生儿健康的常见病$病情重*病死率和致残率高$可

发生多种永久性神经功能缺损$如智力低下*脑性瘫

痪和癫
#

等$是新生儿期以后致残的主要原因!!"

%

运动康复是指通过病人自身的力量或治疗师的

辅助操作或借助于器械所进行的主动或被动运动$

&=F=&
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以改善局部或全身功能为目的的一种治疗方法!""

%

国内外越来越多的动物及人体研究发现运动康复可

明显提高学习记忆能力$促进诸如脑外伤*神经变性

疾病等患者认知功能的改善!=W<"

$然而目前关于运动

康复对 T?̂ 患儿学习记忆影响的研究尚不多见%

为了探讨运动康复对 T?̂ 患儿学习记忆的影响及

其可能机制$本实验通过制做新生鼠T?e@模型$经

过运动康复后检测神经功能及空间学习记忆能力$

并对其海马结构及海马区与学习记忆相关的蛋白水

平进行检测%

#G材料和方法

#H#G实验动物及分组

C 日龄 R/32MK-W@2Q5-9'R@(大鼠 <B 只 '重庆

医科大学动物实验中心提供( 随机分组)假手术组

!F只$运动与非运动T?e@组各!F只% 运动T?e@组

于T?e@"周后每天给予平衡*抓握*旋转*行走等训

练% 非运动T?e@组及假手术组大鼠不予干预$于生

后 "! 1断奶后饲养于标准饲养笼内至生后 <: 1%

#H!GPITL模型的制作

参照>(L-W42))KLL(法!#"建立 T?e@模型)大鼠

经乙醚麻醉后于颈部正中行一切口$分离左颈总动

脉$FW$ 丝线行双线结扎$缝合皮肤% 手术结束后$

动物回窝恢复 !$$ [!"$ .()$然后将其置于 =Cm水

浴的密闭缺氧箱中$持续充以 B$ .5EY氧氮混合气

体$气流量 $6# YE.()$维持 !$$ [!"$ .()% 缺氧完毕

后$存活者继续保温 ! ' 后作行为测定$不能翻身*平

衡异常或左旋者视为成功模型$返回母鼠笼中饲养%

假手术组游离而不结扎左颈总动脉$不予缺氧处理%

各组大鼠均由母鼠喂养至生后 "! 1断奶%

#6%G运动康复器材及方法

!

滚笼训练器)为长 F6# L.$直径 !"6# L.的圆

形网状仪器% 将大鼠放入该器内然后手摇按

# 3E.()进行转动训练%

"

平衡木训练)采用 !$$ L.

长$"6# L.宽的圆木棒$平放距地面 " L.处$让大

鼠在其上行走%

#

转捧训练)取长 !#$ L.$直径

<6# L.的圆棒$将大鼠放于该棒的一端以 = 3E.()

的速度分别向左右交替转动%

)

网屏训练)网屏为

#$ L.a<$ L.网带$网眼为 ! L.a! L.$网板的左

右和上方用 "6# L.高的木板框边$网屏距地面高度

为 B$ L.$下方铺以海绵$先将网屏水平放置$将鼠

放于其上$然后缓缓将其一端抬高$在 " J内将此网

屏变成垂直位$保持 # J$观察大鼠是否会从网屏上

掉下或用前爪抓握住网屏% 以上 < 种运动康复项目

每项每天进行 !$ .()$每周进行 F 1$持续 < 周%

#6JG神经功能评分

参照文献!F"神经功能评分方法如下%

平衡木行走评分)大鼠能跳上横木$在横木上行

走不跌倒为 $ 分#在横木上行走跌倒机会小于 #$D

为 ! 分#在横木上行走跌倒机会大于 #$D为 " 分#

能跳上横木$但不能向前移动为 = 分#在平衡木上不

能行走$但可坐在横木上为 < 分#将大鼠放在平衡木

上即会掉下为 # 分%

转棒行走评分)转动过程中大鼠可在转棒上行

走为 $ 分#转动过程中大鼠不会掉下$且持续时间达

F$ J以上为 ! 分#转动开始后大鼠从转棒上掉下为

" 分#转动开始前大鼠就从转棒上掉下为 = 分%

网屏试验评分)大鼠前爪抓住网屏可达 # J$且

不滑落为 $ 分#暂时抓住网屏$滑落一段距离$但未

掉下为 ! 分#在 # J内掉下为 " 分#网屏转动时大鼠

即掉下为 = 分% 计算每只大鼠各项评分之和的平均

值$作为其综合评分%

分别于运动康复后 C 1*!< 1*"! 1*"B 1 每组随

机抽取 B 只大鼠进行神经功能评分$观察比较每组

大鼠神经功能情况%

#6$G海马突触超微结构观察

运动康复结束后$每组随机抽取 B 只大鼠断头

处死$置于冰台上面$剪开颅骨$剥离脑组织$

$6$! 80eR冲洗掉表面血迹$分离出左侧海马$表

面滴加 "6#D戊二醛$切取约 ! ..a! ..大小的

海马组织$浸泡于 "6#D戊二醛中 <m保存$经 0eR

冲洗后$!D锇酸固定$再经 0eR 冲洗后$梯度丙酮

脱水$环氧树脂 F!B 浸透包埋$超薄切片$醋酸铀和

柠檬酸铅双染后$透射电镜下 ' Ĝ&7H?!$ 荷兰

0'5(/J公司( 观察突触形态结构%

#6'G空间学习记忆行为测验

剩余的所有大鼠于 #$ 日龄时以 8+33(J水迷宫

测试空间学习记忆能力% '!(定位航行试验)测量

获取学习记忆的能力% 第 ! 天让大鼠自由游泳

" .()$从第 " 天起$每天上午训练 < 次$每次从不同

点入水$记录大鼠寻找并爬上平台所需时间 '寻台

潜伏期($连续 # 1% 如果大鼠在 F$ J内未找到平

台$潜伏期记为 F$ J% '"(空间探索试验)测量保持

空间位置记忆的能力% 定位航行实验结束后$于次

日上午撤除平台$选择第 = 象限池壁中点作为入水

点$将大鼠面向池壁放入水中$记录在 F$ J内跨过

该象限平台相应位置的次数%

#6OG脑重测定

水迷宫测试后所有大鼠断头取脑$ 用镊子夹去

&<F=&
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双侧嗅球$ 脑干沿小脑下缘修平$保留绒球小结叶$

沿中线剖开$用纱布擦干表面血迹$用电子天平分别

秤取左右半球脑重%

#6QG病理改变

称取脑重并肉眼观察脑形态变化后$立即将左

半球固定于 <$ MEY甲醛缓冲液中$常规石蜡包埋$

冠状连续切片$苏木精W伊红染色后观察海马的改

变% 在 <$$ 倍光镜下大脑乳头体水平的切片上对左

侧海马&H! 区存活锥体细胞进行计数$随机观察

&H! 区 # 个视野并计数正常锥体细胞数目$取平均

值作为每组代表值%

#HYG海马磷酸化(-@EII及TLR̂ 表达水平

免疫组化法检测左侧海马磷酸化钙调素依赖性

蛋白激酶 ??'&28f??( 和脑源性神经营养因子

'e@7̀ (水平)切片常规脱蜡$=D双氧水灭活内源

性过氧化物酶 !$ .()$蒸馏水洗 = 次#$6$! 8枸橼

酸缓冲液 '/TF6$( 中加热沸腾后断电$间隔 B .()

后反复 ! [" 次$自然冷却$0eR洗 " 次#滴加正常山

羊血清封闭液室温下 !# .()后甩去$加 !)!$$ 磷酸

化 &28f??或 !) "$$ e@7̀ 一抗 '&-55R(M)25()M

G-L')+5+M9公司( 室温孵育 " '$0eR 洗 " .() a=

次#滴加生物素标记的二抗室温下孵育 !# .()$0eR

洗 " .() a= 次#RHe&=Cm孵育 !# .()$0eR洗 # .()

a= 次$@He显色$镜下控制反应时间% 蒸馏水洗

涤*晾干$中性树胶封片% 阳性细胞表现为神经突起

部位黄棕色颗粒% 左侧海马 &H! 区光镜下

' a<$$ 倍(每张切片随机取 # 个视野$测量平均光

密度值$取其平均值进行统计分析%

#6#"G统计学分析

采用 R0RR软件进行统计学处理% 数据以均数\

标准差'H\?(表示$ 多组间比较采用方差分析$两两

比较用U检验% <Z$6$#为差异有统计学意义%

!G结果

!6#G神经功能评分

各组大鼠神经功能评分随年龄增长呈下降趋

势$运动组大鼠在运动 " 周*= 周及 < 周后的神经功

能评分'!6!" \$6"#$$6C! \$6"B$$6<F \$6!B(和同

龄期假手术组大鼠的神经功能评分 '$6:" \$6!#$

$6FC \$6"#$ $6#$ \$6=F( 均明显优于 T?e@组

'!6<" \$6=$$!6"! \$6=!$!6$< \$6==( % 在各测

试时间点运动组与假手术组间神经功能评分差异无

统计学意义'<l$6$#( '图 !( %

!"# !$!"# "$ !"# # $ !"# $ $
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GG图 #G各组大鼠不同时间点神经功能评分G与 T?e@组

相比$2)<Z$6$#$O)<Z$6$!%

!6!G突触形态透射电镜观察

在 F$ $$$ 倍透射电镜下观察T?e@组大鼠左侧

海马可见突触前膜内囊泡数量减少$突触前后膜轮

廓模糊$突触间隙增宽$突触后致密物厚度减低$而

运动组及假手术组左侧海马神经毡区每视野下突触

数量多于T?e@组$突触前膜内囊泡丰富$突触前后

膜轮廓清晰 '图 "( %

GG图 !G大鼠左侧海马突触超微结构观察'透射电镜$ aF$ $$$(%

<)假手术组$左侧海马区突触前膜内囊泡丰富$突触前

后膜轮廓清晰# T)T?e@组$大鼠左侧海马区可见突触前膜内囊泡数量减少$突触前后膜轮廓模糊$突触间隙稍增宽$突触后致密物

厚度减低 '箭头所示(# ()运动组$与假手术组无明显差别%

&#F=&
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!H%G@A55*6水迷宫

在 # 1 的 8+33(J水迷宫定位航行实验中$各组

大鼠寻台潜伏期随训练时间延长而下降$在各测试

时间点T?e@组寻台潜伏期均明显长于运动组 '第

! [" 天<Z$6$#$第 = [# 天 <Z$6$!(和假手术组

'第 ! [= 天<Z$6$!$第 < [# 天<Z$6$#( $而运动

组与假手术组间差异无统计学意义'<l$6$#('图

=(% 在第 F 天的空间探索实验中$T?e@组大鼠穿

越平台次数'"6F" \$6C< 次(较假手术组'<6F" \

!6!: 次(及运动组'#6"# \!6:B 次(少$差异有统计

学意义 '<Z$6$!( $运动组与假手术组间差异无统

计学意义'<l$6$#(%
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%%图 %G各组大鼠水迷宫定位航行实验寻台潜伏期G

与T?e@组相比$2)<Z$6$#$O)<Z$6$!%

!HJG脑重变化

T?e@组*运动组大鼠左侧平均脑重均低于假

手术组% 而T?e@组 '$6<F \$6$" M( 又较运动组

'$6F= \$6$F M( 低 '<Z$6$!( % 各组大鼠右侧平

均脑重之间差异无统计学意义 '<l$6$#( %

!H$G病理改变

T?e@组大鼠左侧海马大量神经元出现变性坏

死$散在正常神经细胞$可见胶质细胞增生% 运动组

大鼠左侧海马亦有变性和坏死的神经元出现$但程

度较T?e@组轻% 假手术组左侧海马结构未见明显

异常 '图 <(% <$$ 倍光镜下计数左侧海马 &H! 区

存活锥体细胞发现假手术组存活锥体细胞较 T?e@

组和运动组多$运动组又多于 T?e@组'<Z$6$!(

'表 !( %

!H'G海马磷酸化(-@EII及TLR̂ 表达水平

运动组左侧海马 &H! 区锥体细胞磷酸化

&28f??平均光密度值明显高于 T?e@组$与假手术

组相比差异无统计学意义% 运动组*T?e@组左侧

海马&H! 区e@7̀ 平均光密度值较假手术组高$而

运动组又明显高于T?e@组'<Z$6$!( '表 !( %

表 #G各组大鼠左侧海马(<# 区存活锥体细胞计数及磷酸

化(-@EII与TLR̂ 平均光密度值G

'' _B$ H\J(

组别
海马&H! 区存活

锥体细胞数

平均光密度值

磷酸化&28f?? e@7̀

假手术组 F= \: $6":: \$6$"$ $6!=F \$6$$B

T?e@组
<C \F

2

$6""F \$6$"$

2

$6!C: \$6$$:

2

运动组
#F \!"

O$L

$6"B= \$6$"!

L

$6"=# \$6$!#

2$L

R值 !#6#!< =F6""C !:C6C!#

<值 Z$6$! Z$6$! Z$6$!

%%2) 与假手术组比较$<Z$6$!# O) 与假手术组比较$<Z$6$##

L)与T?e@组比较$<Z$6$!%

GG图 JG各组大鼠左侧海马(<# 区苏木精;伊红染色' a<$$(%可见假手术组 'H( 左侧海马&H! 区结构未见明显异常%

T?e@组'e(出现大量神经元变性坏死 '箭头所示($散在正常神经细胞$胶质细胞增生$细胞排列紊乱$失去正常结构层次% 运动组

'&( 大鼠左侧海马&H! 区亦有变性和坏死的神经元出现 '箭头所示($但程度较T?e@组轻$细胞排列稍疏松$结构层次尚存在%

%G讨论

脑缺血缺氧可导致皮质*海马*基底节等结构损

伤$加之胆碱能神经元和 H40肽能神经元受损$脑

内学习记忆的神经生化基础受损$0-/2c环路受到

破坏$从而出现记忆障碍!C"

% 运动可以明显提高学

习记忆功能$已有不少关于运动康复改善中老年脑

卒中患者学习记忆功能的报道!B"

$但有关其对

T?e@患儿学习记忆影响及机制的研究还不多%

T?e@患儿大脑处于发育阶段$与成熟期脑相比$未

成熟脑在结构和功能上具有很强的适应和重组能

&FF=&
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力$更易受外界环境和刺激的影响% 因此是否可以

通过运动康复来改善 T?e@患儿的学习记忆功能

呢- 为了证实这个设想$本实验使用相当于人类新

生儿期的 C 日龄 R@大鼠为实验对象$建立T?e@模

型后采用滚笼$平衡木$转棒和网屏训练抓握*旋转*

平衡和行走能力% 训练 < 周后$神经功能评分发现

运动组评分明显优于 T?e@组% 8+33(J水迷宫实验

结果显示运动组大鼠寻台潜伏期明显低于 T?e@

组$F$ J内跨越平台次数明显多于 T?e@组$进一步

的形态学观察发现无论是建模侧大脑半球重量$还

是海马区存活锥体细胞数$运动组大鼠均高于T?e@

组% 提示运动康复可减少缺血缺氧后海马神经元死

亡$促进神经元存活$修复受损脑组织$从而改善缺

血缺氧脑损伤后受损的神经功能与学习记忆功能%

学习记忆的细胞和分子基础定位于突触$记忆

形成的基础是突触效应增强$神经元得到的各种信

息)各种感觉*运动*情感以及注意力等$利用不同的

神经递质通过特殊的通路运送到同一神经元$然后

第二信使刺激特殊的蛋白激酶等发挥作用!:"

% 突

触效应增强的具体表现是突触可塑性增强$可塑性

包括突触前和突触后可塑性$长时程增强 'YG0( 和

长时程抑制 'Y@0( 是主要表现模式% 突触可塑性

结构基础中最重要的一个结构是附于突触后膜胞浆

侧厚约 #$ ).的一种超微结构W突触后致密物

'0R@($其厚度*长度与面积在YG0形成中均发现有

增加现象$由此推测0R@的变化可能是突触功效增

强的物质基础!!$"

% &28f??是突触后致密物的主要

成分$占0R@组分蛋白总量的 "$D [=$D% 它具有

=$ 个磷酸化位点$其磷酸化状态用于控制酶的活性

参与学习记忆过程的调控!!!"

% h(-J-等!!"" 证明

&28f??自身磷酸化在诱导YG0的形成中是必须的%

本实验通过观察大鼠海马超微结构发现$运动组大

鼠左侧海马神经毡区每视野下突触数量多于 T?e@

组$突触前膜内囊泡丰富$突触前后膜轮廓清晰$突

触后致密物厚度亦较T?e@组更厚$免疫组化检测发

现运动组大鼠左侧海马磷酸化&28f??表达水平明显

高于T?e@组$由此证实运动康复可诱导海马磷酸化

&28f??蛋白表达增高$增加突触后膜厚度$增强突触

结构可塑性$从而提供了改善学习记忆的物质基础%

作为一种重要的神经营养因子$e@7̀ 对神经

元的生长*发育*分化*维持和损伤修复以及突触可

塑性发挥着重要作用$可促进突触发育$减少神经元

凋亡% Y())23JJ+) 等!!="用 8+33(J水迷宫检测 e@7̀

基因缺失的突变小鼠空间学习能力$结果发现青年

e@7̀ 突变小鼠空间学习能力较正常对照组明显下

降$而老年e@7̀ 突变小鼠丧失学习能力% 此外$在

给予e@7̀ 抗体的大鼠中会出现空间学习记忆的缺

陷% 以上结果表明$e@7̀ 是海马依赖性学习记忆

任务中结构与功能整合的一个关键分子% 本实验中

运动组大鼠左侧海马e@7̀ 表达明显高于 T?e@组

及假手术组$提示运动康复可诱导海马 e@7̀ 表达

增多$从而促进海马锥体细胞存活$增强突触可塑

性$最终改善学习记忆功能%

综上所述$运动康复通过诱导海马 e@7̀ 表达

增加促进缺血缺氧后大鼠海马锥体细胞存活$增强

突触可塑性$从而改善神经功能及空间学习记忆%

因此对于 T?e@患儿$待其生命体征稳定后应尽早

进行运动康复$改善预后% 此外$通过在一定范围内

对运动的可变因素 '如频率*周期与强度等( 进行

准确的定量调控$同时进一步确认脑功能恢复的最

佳时间窗$为临床开展有效系统的运动康复提供理

论依据将是今后进一步的研究方向%
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