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·基础研究·

强化训练对局灶性脑缺血大鼠信号素3a及其
受体神经纤毛蛋白-1 mRNA表达的影响*

张振燕1 王 强2,3 王佩佩2 王玉阳1

摘要

目的：观察不同强度的游泳训练对局灶性脑缺血大鼠Sema 3a及其受体神经纤毛蛋白（NRP-1）mRNA表达的影

响；探讨强化游泳训练对局灶性脑缺血大鼠的神经保护机制。

方法：采用线栓法建立左侧大脑中动脉阻塞2h再灌注动物模型。60只造模成功的雄性SD大鼠随机分为训练1组、

训练2组、训练3组和对照组，每组15只。训练1组大鼠每天游泳1次，每次5min；训练2组大鼠每天游泳1次，每次

10min；训练3组大鼠每天游泳2次，每次10min；对照组大鼠不做任何训练。另取15只大鼠为假手术组，不阻塞大脑

中动脉血流，不做任何训练。以上5组大鼠又随机分为术后3d、7d、14d 3个时相点，每个时相点5只大鼠。采用Za-

usinger评分法评价神经功能缺损情况。应用RT-PCR测定缺血侧大脑皮质Sema 3a和NRP-1的mRNA表达量。

结果：假手术组神经功能正常。对照组各时相点的神经功能评分与假手术组同时相点相比，差异均有显著性意义

（P＜0.05）；各训练组训练3d、7d、14d后的神经功能改善情况优于同时相点对照组（P＜0.05），训练3组受损神经功

能改善最明显，其训练3、7、14d后Zausinger神经功能评分分别为（2.40±0.55）、（3.40±0.55）和（4.20±0.84）。训练

1、2、3组各时相点Sema 3a和NRP-1的mRNA表达量明显低于对照组同时相点（P＜0.05），且训练3组Sema 3a和

NRP-1的mRNA表达量降低较其他各训练组更明显，其训练3、7、14d后，Sema 3a与GAPDH的mRNA表达水平之比

分别为（0.62±0.06）、（0.53±0.10）和（0.42±0.06），NRP-1与GAPDH的mRNA表达水平之比分别为（0.64±0.13）、

（0.53±0.08）和（0.38±0.10）。

结论：运动训练可以减少脑缺血再灌注大鼠Sema 3a和NRP-1的mRNA表达量，从而恢复受损神经功能；强化运动

训练能够取得更好的效果。
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Abstract
Obiective:To observe the effects of swimming training at different intensities on the mRNA expressions of sema-

phorin 3a and its receptor neuropilin-1 in rats after focal cerebral ischemia, and to explore the possible neuropro-

tectional mechanism of intensive-swimming training in rats after focal cerebral ischemia.

Method:To establish animal model of cerebral ischemia-reperfusion in rats, the intraluminal thread method was

applied to cause left middle cerebral artery occlusion MCAO for 2h and before reperfusion. Sixty male model SD

rats were randomly divided into training group 1 (swimming for 5 min once a day), training group 2 (swimming

for 10 min once a day), training group 3 (swimming for 10 min twice a day) and control group (no training), 15
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国内外大量研究证实，中枢神经系统损伤后，受

损的神经元轴突就会重新生长，并建立新的突触联

系，从而改善受损的神经功能[1—3]。运动训练能够加

速神经损伤后的轴突生长和突触重构[4—7]，并促进受

损肢体功能的恢复[8—10]，但何种训练强度能够取得

最佳效果及可能的神经生物学机制尚未明确。Se-

ma 3a是信号素（semaphorins）的一种，是一种轴突

导向分子，对神经细胞起排斥和抑制性作用。最先

被确定的也是研究最充分的化学排斥性因子[11—12]，

NRP-1是其受体[13]，两者共同参与神经损伤后轴突

的修复与再生，而且主要发挥抑制性神经生长导向

作用[14—16]。本实验采用不同强度的游泳训练方法对

局灶性脑缺血大鼠进行训练，并采用RT-PCR的方

法对其缺血侧大脑皮质Sema 3a及其受体NRP-1的

mRNA表达进行半定量测定，旨在探讨不同强度的

游泳训练对局灶性脑缺血大鼠神经功能的影响及可

能的神经保护机制。

1 材料与方法

1.1 脑缺血再灌注大鼠模型制备

成年健康雄性SD大鼠116只，体重240—260g，

清洁级，由山东济宁鲁抗大鼠饲养中心提供（合格证

号 SLXK2008002），参照Longa法[17]经颈外动脉线栓

法制备左侧大脑中动脉阻塞（MCAO）2h再灌注模

型。造模成功的标志：大鼠苏醒后出现左侧Horner

征，提尾悬空时右前肢屈曲、内收，爬行时向右侧转

圈。按照Zausinger等[18]神经行为评分法，将麻醉清

醒后评分1—4分的大鼠纳入研究。假手术组造模

方法同上，但不阻塞大脑中动脉血流。

1.2 随机分组与训练方法

参照王佩佩等[19]采用的大鼠游泳训练量，将纳

入研究的大鼠按随机数字表法分为训练1组、训练2

组、训练3组、对照组、假手术组，每组15只；以上5

组大鼠又随机分为术后第3、7、14天3个时相点，每

个时相点5只大鼠。训练1、2、3组大鼠均于缺血再

灌注24h后开始进行游泳训练：训练1组每天游泳1

次，每次5min；训练2组每天游泳1次，每次10min；

训练3组每天游泳2次，每次10min。每只大鼠单独

放于水深0.6m、长0.8m、宽0.8m的长方体透明玻璃

容器中，水温29—31℃，水面距容器0.4m，以使大鼠

rats in each group. Another 15 rats in assigned to sham-operation group were subject to no MCAO and no train-

ing, All the five groups were randomly divided into three subgroups of the 3rd,7th and 14th d, 5 rats in each

group. Neurological function was evaluated by Zausinger scores. Expressions of Sema 3a and NRP-1 were detect-

ed by RT-PCR.

Result:The neurological function in sham-operation groups was normal. The differences of Zausinger scores at the

same time points between sham-operation group and control group were statistically significant(P＜0.05). The im-

provement of neurological function in all training groups, was significantly better than those in controls at the 3rd,

7th and 14th d after swimming training(P＜0.05), especially in training group 3. Zausinger scores at the 3rdd, 7thd

and 14thd after swimming training were （2.40±0.55），（3.40±0.55） and （4.20±0.84） respectively.The levels of

expressions of Sema 3a-mRNA and NRP-1-mRNA in all training groups were lower than those in controls at the

3rd, 7th and 14th d after swimming training (P＜0.05), and the decrease of expressions of Sema 3a-mRNA and

NRP-1-mRNA in training group 3 was significantly more obviously compared with other training groups(P＜0.05).

At the 3rd, 7th and 14th d after swimming training, the rates of expressions of Sema 3a-mRNA and reduced

glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase(GAPDH) were （0.62±0.06）,（0.53±0.10） and （0.42±0.06） respectively，

the rates of expressions of NRP-1-mRNA and GADPH were（0.64±0.13）,（0.53±0.08）and（0.38±0.10）respec-

tively.

Conclusion:Exercise training can decrease the expressions of Sema 3a-mRNA and NRP-1-mRNA in rats after

cerebral ischemla-reperfusion. Hence, it can improve the injured neurological function and promoted the recovery

of sensory function and motor function，and the more intensive the training was, the better the effects were.

Author's address Department of Rehabilitation Medicine, The Affiliated Hospital of Qingdao University Medical

College, Qingdao,266005
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不能抓到容器边缘。对照组、假手术组大鼠不做任

何训练。

1.3 Zausinger评分

Zausinger评分法[18]评定标准：0分，不能自发行

走；1分，自由走动状态下向病变对侧旋转；2分，抓

住鼠尾，大鼠向病变对侧旋转；3分，对于施向病变

对侧的侧压力抵抗力下降者；4分，不能伸直病变对

侧前爪，甚至全身向对侧屈曲；5分，无神经功能缺

损。

1.4 RT-PCR 测 定 Sema 3a-mRNA 与 NRP-1-

mRNA的表达水平

严 格 按 照 无 菌 条 件 分 离 出 左 侧 大 脑 皮

质，-80℃保存。取出-80℃保存的大脑皮质，用

Trizol RNA提取试剂盒提取组织总RNA，K5500测

定总RNA的纯度和浓度，-80℃保存总RNA。cDNA

第一链合成后42℃反转录30min，95℃ 5min灭活反

转录酶，4℃ 5min冷却降温，-20℃保存cDNA。以

反转录的 cDNA作为PCR模板，扩增。其中Sema

3a、NRP-1 和 GAPDH（reduced glyceraldehyde-

phosphate dehydrogenase）的引物特点如下表1。制

备 2%琼脂糖凝胶，取 RT-PCR 产物 4μl,加 6×

loadbuffer1μl，120V电压下电泳30min，用UVP凝胶

图像成像系统拍摄并储存图像，用Image J图像分

析系统分析图像并记录结果。见表1。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计分

析，所有实验数据均以均数±标准差表示。采用单

因素方差分析，P<0.05表示差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 Zausinger评分

假手术组无神经功能缺损。对照组各时相点的

行为评分均低于假手术组同时相点（P＜0.05）；各训

练组的行为评分高于同时相点对照组（P＜0.05），且

训练3组评分增加最明显（表2）。

2.2 强化游泳训练对各组大鼠Sema 3a-mRNA表

达水平的影响

各组大鼠均有Sema 3a-mRNA的表达，对照组

大鼠Sema 3a-mRNA表达量最多，假手术组Sema

3a-mRNA表达量最少，各训练组大鼠缺血侧皮质

Sema 3a-mRNA表达量明显低于对照组（P<0.05），

且训练3组Sema 3a-mRNA表达量减少最明显（见

表3、图1）。

2.3 强化游泳训练对各组大鼠NRP-1-mRNA表达

水平的影响

各组大鼠均有NRP-1-mRNA的表达，对照组大

鼠 NRP-1-mRNA 表 达 量 最 多 ，假 手 术 组

NRP-1-mRNA表达量最少，各训练组大鼠缺血侧皮

质NRP-1-mRNA表达量明显低于对照组（P<0.05），

且训练3组NRP-1-mRNA表达量减少最明显（表4、

图2）。

表1 Sema 3a、NRP-1和GAPDH的引物特点

引物

Sema 3a

NRP-1

GAPDH

上游引物

5'-AAAGTGGTTT
CAGTCCCCAAG-3'
5'-CACCCGCGAG
TACAACCTTC-3'

5'-GGCAGAATGTC
TTGTGAGAGC-3'

下游引物

5'-AGTGGCACAGG
TGATGACTTC-3'
5'-AGTCAGTGGG
TCTCCATTCCT-3
5'-CCCATACCCA
CCATCACACC-3'

PCR产
物（bp）
318

151

207

最适温
度（℃）

61

54

58

表3 各组大鼠Sema 3a与GAPDH的
mRNA表达水平之比 (x±s)

组别

假手术组
对照组
训练1组
训练2组
训练3组

注：与假手术组比较，①P<0.05；与对照组比较，②P<0.01；与运动训
练1组比较，③P<0.05；与运动训练2组比较，④P<0.05。

训练3d后

0.29±0.05
0.88±0.05①

0.79±0.06②

0.71±0.09②③

0.62±0.06②③④

训练7d后

0.31±0.05
0.86±0.06①

0.76±0.06②

0.67±0.06②③

0.53±0.10②③④

训练14d后

0.33±0.07
0.79±0.04①

0.71±0.07②

0.58±0.05②③

0.42±0.06②③④

M=Mark；1=假手术组；2=对照组；3=训练1组；4=训练2组；5=训练3组

Sema 3a（318bp）
GAPDH（207bp）

400bp

100bp

200bp
300bp

M 54321

图1 14d Sema 3a与GAPDH的RT-PCR产物电泳结果

表2 各组大鼠Zausinger评分比较 (x±s)

组别

假手术组
对照组
训练1组
训练2组
训练3组

注：与假手术组比较，①P<0.05；与对照组比较，②P<0.01；与运动训
练1组比较，③P<0.05；与运动训练2组比较，④P<0.05。

训练3d后

5.00±0.00
0.40±0.55①

1.20±0.45②

1.80±0.45②③

2.40±0.55②③④

训练7d后

5.00±0.00
1.20±0.45①

1.80±0.45②

2.60±0.55②③

3.40±0.55②③④

训练14d后

5.00±0.00
2.00±0.71①

2.60±0.55②

3.40±0.55②③

4.20±0.84②③④
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3 讨论

1992年，Luo等[20]在研究介导蝗虫胚胎中神经生

长锥导向的分子时，发现了对神经细胞起排斥性和

抑制性作用的semaphorins分子家族。其中，Sema

3a是该家族中最典型的也是最先被确定的化学性

排斥因子，主要发挥抑制性轴突导向作用[11—12]。

NRP-1是Sema 3a的受体，两者结合后形成受体复

合体，共同参与调节轴突的导向、分支、成束以及

突触的形成[13—16,24—25]。Fujita等[21]研究发现，缺血性

脑损伤后，缺血侧大脑皮质中Sema 3a及其受体

NRP-1的表达明显上调。Shirvan等[22]研究证实，缺

血性脑梗死后，凋亡神经元产生并分泌Sema 3a，诱

导临近神经元细胞群的凋亡和坏死，且这种诱导作

用能够被其受体NRP-1的抗体所阻断。Jiang等[23]

的研究指出，Sema 3a可以通过NRP-1诱导皮质神

经元的死亡，而NRP-1则可通过Fer激酶介导Sema

3a诱导神经元的死亡。另有研究证实，Sema 3a及

其受体NRP-1能够诱导轴突生长锥塌陷，从而抑制

轴突修复与再生[24—26]。以上研究均说明Sema 3a及

其受体NRP-1参与了缺血性脑损伤后神经元存活

与生长、轴突修复与再生的调节。但是迄今鲜有运

动训练与Sema 3a、NRP-1在局灶性脑缺血中的相

关性研究报道。

神经行为学评定是观察局灶性脑缺血后神经损

伤与修复程度的一项重要指标。本实验采用不同强

度的游泳训练方法对局灶性脑缺血大鼠进行训练，

并观察其受损神经功能改善情况。Zausinger评分结

果显示，对照组大鼠没有神经功能缺损，局灶性脑缺

血后各组对照组大鼠评分都在3分以下；游泳训练

后，各训练组大鼠的评分均较对照组增加，与以往研

究证实的运动训练能够改善受损神经功能的结果一

致[27—30]。另外，本实验研究还发现，运动训练3组大

鼠Zausinger 评分明显高于其他运动训练组，经过

14d的强化游泳训练的大鼠评分增加最明显，运动

功能几乎接近正常，证实强化训练能够更好地促进

局灶性脑缺血后受损神经功能的恢复。

国内外大量文献报道了有关运动训练促进脑梗

死后神经功能恢复机制的研究。Lee等[31]对局灶性

脑缺血大鼠分别进行轻、中、重度运动训练，轻、中度

的运动训练能够更好地减少脑梗死面积和增加缺血

梗死区星形胶质细胞的表达，从而改善受损神经功

能。Gertz等[32]研究发现，运动训练能够增加骨髓和

脾脏内的内皮祖细胞及血管内皮内的一氧化氮合

酶，进而加速新生血管形成、增强血管通透性及增加

脑血流量，从而改善缺血周边半暗带血供状态、促进

受损肢体功能的恢复。本实验采用RT-PCR的方法

对不同强度游泳训练大鼠大脑皮质Sema 3a及其受

体NRP-1的mRNA表达进行半定量测定，探讨运动

训练促进局灶性脑缺血大鼠神经功能恢复可能的神

经再生与修复机制。研究发现，假手术组大脑皮质

内均可见Sema 3a、NRP-1 mRNA微量表达，其生理

意义可能是其抑制正常组织中轴突异常的突起和延

伸、保证正常神经功能不受影响。缺血性脑梗死后，

对照组和训练组所有大鼠Sema 3a、NRP-1 mRNA

表达量均明显增加，游泳训练各组大鼠Sema 3a和

NRP-1的mRNA表达量均较对照组大鼠减少，表明

运动训练能够降低Sema 3a、NRP-1的表达，受损神

经功能的恢复可能与Sema 3a、NRP-1表达减少促

使轴突加快修复与再生相关。

本实验结果还发现，Sema 3a、NRP-1表达随每

天训练时间的延长和总天数的增加而减少，强化游

泳训练（每天游泳20min）14d组的大鼠减少最明显，

表明强化训练能够更好地降低Sema 3a、NRP-1表

达，进而更好地促使神经修复与再生、改善受损神经

功能。

表4 各组大鼠NRP-1与GAPDH的mRNA表达水平之比(x±s)

组别

假手术组
对照组
训练1组
训练2组
训练3组

与假手术组比较，①P<0.05；与对照组比较，②P<0.01；与运动训练1
组比较，③P<0.05；与运动训练2组比较，④P<0.05。

训练3d后

0.19±0.04
1.16±0.15①

0,96±0.13②

0.81±0.08②③

0.64±0.13②③④

训练7d后

0.21±0.04
1.01±0.09①

0.87±0.15②

0.68±0.15②③

0.53±0.08②③④

训练14d后

0.22±0.06
0.93±0.11①

0.74±0.09②

0.56±0.09②③

0.38±0.10②③④

M=Mark；1=假手术组；2=对照组；3=训练1组；4=训练2组；5=训练3组

图2 14d NRP-1与GAPDH的RT-PCR产物电泳结果

NRP-1（151bp）
GAPDH（207bp）

400bp

100bp

200bp
300bp

M 54321

401
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4 结论

运动训练可以减少局灶性脑缺血后Sema 3a及

其受体NRP-1 mRNA的表达，从而促进缺血性脑损

伤后的神经功能恢复，且强化训练能够取得更好的

效果。其机制可能与运动训练降低 Sema 3a、

NRP-1表达，进而促进神经元的存活和生长、轴突

的修复与再生、突触的形成与重塑相关。但是，本实

验尚存在不足之处，是否训练强度越大，越有利于神

经修复与再生，神经功能改善也越好；还是随训练强

度增大后形成疲劳训练，反而不利于神经功能的恢

复；以上问题尚有待于进一步研究证实。
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