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􀅰基础研究􀅰

不同持续时间的跑台训练对慢性脑缺血大鼠
学习记忆功能的影响

郭雅碧　 刘佩军　 郑彩霞　 黄海龙　 陆敏

【摘要】 　 目的　 探讨不同持续时间的跑台训练对慢性脑缺血大鼠学习记忆功能的影响ꎮ 方法　 将入选

的雄性 ＳＤ 大鼠按随机数字表法分为假手术组、模型组和跑台训练组ꎬ每组 ３０ 只ꎬ采用双侧颈总动脉永久性

结扎法制备脑缺血模型ꎬ术后观察 ３ ｄꎬ造模成功的各组大鼠再根据训练时间的不同又分为 ７、１４ 和 ２８ ｄ 三个

亚组ꎬ每亚组 １０ 只ꎮ 跑台训练的速度为 １０ ｍ / ｍｉｎꎬ斜度 ０°ꎬ训练强度为每日训练 ３０ ｍｉｎꎮ 跑台训练各亚组分

别进行 ７、１４ 和 ２８ ｄ 的跑台训练ꎬ假手术组和模型组大鼠每日仅固定于跑台训练装置ꎬ但不进行跑台训练ꎮ
采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫方法检测大鼠的空间学习记忆能力ꎬ用尼氏染色法检测大鼠海马 ＣＡ１ 区锥体神经元的存

活率ꎮ 结果　 经跑台训练后ꎬ跑台训练组的逃避潜伏期[第 ７ 天(４３.８４±４.９８) ｓ、第 １４ 天(３７.１８±２.１７) ｓ、第 ２８
天(３０.７２±４.５６)ｓ]随着训练时间的延长逐渐缩短(Ｐ<０.０５)ꎬ而其跨越平台的次数[(１.９５±０.２６)次、(２.０５±
０.１３)次、(２.７５±０.２６)次]则逐渐增多(Ｐ<０.０５)ꎮ 跑台训练组在训练第 １４ 天和第 ２８ 天时的逃避潜伏期较同

时间点的模型组[(４８.９１±８.５２)ｓ 和(４８.６４±７.６１) ｓ]明显缩短(Ｐ<０.０５)ꎬ而跨越平台次数较同时间点的模型

组[(１.０７±０.１５)次和(１.２５±０.５０)次]明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 尼氏染色发现ꎬ假手术组仅可见少量凋亡神经元ꎬ
训练第 １４ 天和第 ２８ 天时ꎬ模型组大鼠的受损神经元较假手术组明显增多ꎬ而跑台训练组大鼠的受损神经元

数量明显少于模型组大鼠ꎮ 模型组海马 ＣＡ１ 区锥体神经元存活率在第 １４ 天亚组和第 ２８ 天亚组分别为

(０.５５±０.０５)％和(０.５０±０.０３)％ꎬ较同时间点假手术组[(０.７７±０.０４)％和(０.７０±０.０２)％]明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ
而跑台训练组的大鼠神经元存活率[(０.６２±０.０７)％和(０.６０±０.０７)％]明显高于模型组(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 跑

台训练 １４ ｄ 和 ２８ ｄ 均可以改善慢性脑缺血大鼠的空间学习记忆能力ꎬ跑台训练 ２８ ｄ 时作用更为显著ꎮ
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　 　 慢性脑缺血( ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ)是神经系
统的一种常见病理状态ꎬ是血管性认知障碍发生与发
展的重要因素ꎮ 慢性脑缺血最早是由日本厚生省于
１９９０ 年提出ꎬ国内报道中也出现过如慢性低灌注状
态、慢性脑血管功能不全、脑供血不足以及慢性脑动脉
硬化等类似名称ꎬ若不及时治疗和控制将会导致持久

性或进展性的认知、神经功能障碍[１￣２]ꎮ 早期对慢性脑
缺血患者进行有效的干预和治疗ꎬ对改善患者认知功
能ꎬ提高患者生活质量有着重大的意义ꎮ 临床上运动
训练大多用于肢体及运动功能障碍的患者ꎬ但有研究
表明ꎬ运动训练可以增加大脑脑血管的活性ꎬ增加齿状
回颗粒下区神经干细胞的增殖和神经再生ꎬ从而促进

学习和记忆功能[３]ꎮ 海马区的神经元是学习记忆的

结构基础[４]ꎬ慢性脑缺血会造成海马区神经元损

伤[５]ꎬ而缺血后的海马区细胞元数量丢失则是认知功

能障碍的重要致病环节[６]ꎮ 经长期反复验证ꎬ双侧颈
总动脉结扎是目前公认最常用的制作慢性脑缺血模型

的经典方法[７]ꎮ 本研究中对双侧颈总动脉永久性结
扎的大鼠进行不同周期的跑台运动训练ꎬ通过 Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫实验[８]评价各组动物的行为学改变ꎬ并采用尼

氏染色观察海马 ＣＡ１ 区神经元的数量ꎬ旨在探讨跑台
训练对慢性脑缺血后学习记忆能力恢复的作用以及时
间相关性ꎮ

材料与方法

一、主要实验试剂和仪器

焦油紫:武汉博士德生物有限公司ꎻ多聚甲醛:武
汉博士德生物有限公司ꎻ中性树胶:武汉博士德生物有
限公司ꎻＭｏｒｒｉｓ 水迷宫:同济医学院药理实验室ꎻ动物
实验跑台:北京兴远天地科技有限公司ꎮ

二、实验动物及分组
选取 ＳＰＦ 级雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ( ＳＤ)大鼠 １００

只ꎬ体重 ２５０ ~ ３００ ｇꎬ由湖南斯莱克景达实验动物有
限公司提供ꎮ 将大鼠按随机数字表法分为假手术组
(３０ 只)、模型组(３５ 只)和跑台训练组(３５ 只)ꎮ 造
模前ꎬ所有大鼠均在屏障环境下饲养ꎬ(２１±２)℃ 恒
温ꎬ１２ ｈ 昼夜节律ꎮ 自由饮水饮食ꎬ并适应性喂养
１ 周ꎮ

模型组和跑台训练组的大鼠分别进行双侧颈总动
脉结扎手术制模ꎬ术后各有 ５ 只大鼠死亡ꎬ死因包括发
生呼吸抑制 ３ 只ꎬ术后不进食 ３ 只ꎬ肠梗阻 ２ 只ꎬ癫痫 １
只ꎬ结扎时颈总动脉断裂 １ 只ꎮ 连续观察 ３ ｄꎬ大鼠饮
食饮水正常ꎬ无其他异常表现时ꎬ各组大鼠再根据训练

时间的不同又分为 ７、１４ 和 ２８ ｄ 三个亚组ꎬ每亚组 １０
只大鼠ꎮ

三、动物模型制备方法
术前所有大鼠禁食 １２ ｈꎬ禁水 ４ ｈꎻ腹腔注射 １０％

水合氯醛(３ ｍｌ / ｋｇ)麻醉大鼠后ꎬ将大鼠仰卧位固定ꎬ
颈前部去毛备皮ꎬ常规碘伏局部消毒后ꎬ行颈正中线切
口ꎬ长约 ２ ｃｍ 左右ꎬ止血钳分离皮下组织ꎬ暴露出双侧
胸锁乳突肌后ꎬ分离出双侧颈总动脉ꎬ分离颈总动脉时
小心谨慎ꎬ不能触到迷走神经而导致其损伤ꎮ 模型组
和跑台训练组大鼠分离出颈总动脉后ꎬ使用手术线结
扎好双侧颈总动脉的远、近心端ꎬ结扎好后仔细观察大
鼠的呼吸是否正常及是否出现抽搐的现象ꎬ以此判断
是否失误将迷走神经结扎ꎬ确保无误后ꎬ从结扎的中间
剪断血管ꎬ以完全阻断颈总动脉血流ꎬ用无菌生理盐水
清洁伤口ꎬ检查伤口ꎬ无明显出血后缝合切口ꎻ假手术
组仅分离出颈总动脉ꎬ不结扎血管ꎮ

手术过程中注意保护迷走神经ꎬ严密观察大鼠的
呼吸变化ꎬ注意无菌操作ꎬ保持大鼠肛温约在 ３６.５ ℃ꎮ
待大鼠苏醒后将其放回独立通风笼中饲养ꎬ术后每日
腹腔注射青霉素 ２０ 万 Ｕ / ｋｇꎬ连续 ３ ｄꎬ防止术后感染ꎮ

造模成功标准:①结扎过程中未过度刺激迷走神
经致大鼠出现呼吸抑制症状(如三凹征、口鼻出现粉
红色分泌物等)ꎻ②大鼠术后四肢运动能力完全正常ꎻ
③术后逐渐恢复正常饮食饮水ꎬ体重逐渐增加ꎻ④无癫
痫发作ꎮ 最终完成实验的模型组和跑台训练组大鼠均
造模成功ꎮ

四、跑台训练方法
跑台参数设置为 １０ ｍ / ｍｉｎꎬ斜度 ０°ꎬ训练强度为

３０ ｍｉｎ / ｄꎮ 造模前 ２ ｄꎬ将跑台训练组大鼠置于跑台上
进行适应性训练ꎬ每天 １０ ｍｉｎꎬ连续训练 ２ ｄꎮ 造模术
后所有大鼠给予正常饮食饮水ꎬ观察 ３ ｄ 后ꎬ跑台训练
组大鼠开始正式接受跑台训练ꎬ跑台训练各亚组分别
进行 ７、１４ 和 ２８ ｄ 的跑台训练ꎮ 假手术组和模型组大
鼠每日仅固定于跑台训练装置ꎬ但不进行跑台训练ꎮ

五、观察指标及检测方法
１. Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验:测试程序包括定位航行和

空间搜索这两个部分的实验ꎬ定位航行实验用于测试
大鼠的学习能力ꎬ主要检测逃避潜伏期和探索路径长
度这两个指标ꎻ空间探索实验用于测试大鼠的记忆能

力ꎬ主要记录大鼠跨越平台次数[８]ꎮ 各组第 ７、１４ 和

２８ 天亚组大鼠分别从实验第 ５、１２ 天和 ２６ 天开始进
行水迷宫测试(包括 ５ 次定位航行实验和 １ 次空间探
索实验)ꎬ每天上午和下午各一次ꎬ共测试 ３ ｄꎮ
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具体实验操作:①定位航行实验———将各组大鼠
头部ꎬ面朝着池壁从 ４ 个象限内任意点放入水中ꎬ观察
大鼠寻找到平台所需时间ꎬ并记录下时间ꎬ即为逃避潜
伏期ꎻ如果大鼠未能在 ６０ ｓ 内找到隐藏平台ꎬ潜伏期
则记录为 ６０ ｓꎬ并由实验者将其引领至隐藏平台上ꎬ让
其在平台上停留 １０ ｓꎬ如果 ６０ ｓ 内找到隐藏平台ꎬ则让
其停留 ５ ｓꎻ②空间探索实验———进行 ５ 次定位航行试
验后ꎬ将平台撤除ꎬ开始 ６０ ｓ 的探索训练ꎻ此测试方法
是将原先平台象限的对侧象限作为大鼠入水点ꎬ将大
鼠面朝池壁放入水池中ꎬ记录大鼠 ６０ ｓ 内穿越原平台
位置的次数ꎬ以此作为空间探索的检测指标ꎬ穿越原平
台的次数越多ꎬ则反映空间探索能力越强ꎮ

２. 尼氏染色:Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结束后ꎬ随机抽取
各亚组 ５ 只大鼠ꎬ腹腔注射 １０％水合氯醛(３ ｍｌ / ｋｇ)麻
醉大鼠ꎬ剪开肋骨并暴露心脏ꎬ在左心室壁上剪开切
口ꎬ将针头小心送至升主动脉ꎬ在升主动脉看到针尖
后ꎬ用剪刀在右心耳处剪一小口ꎻ先以 ０.９％生理盐水
自左心室快速灌注将血液冲洗干净ꎬ直至右心耳流出
清亮的液体ꎬ迅速以 ４％的多聚甲醛液替换生理盐水ꎬ
先快后慢ꎬ直至大鼠全身变僵硬ꎮ 然后断头取脑ꎬ依次
行后固定、脱水、透明、浸蜡、直至石蜡切片ꎮ 连续做冠
状切片ꎬ片厚 ５ μｍꎮ 切片放入尼氏染色液充分染色后
行脱水、透明和封片ꎮ

在 ４００ 倍镜下拍摄各亚组大鼠海马 ＣＡ１ 区尼氏
染色图像ꎬ借助 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 软件对各组大鼠海
马 ＣＡ１ 区存活神经元数量及神经元总数计数ꎬ神经元
存活率为正常神经元数量与神经元总数的比值ꎮ

六、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ １９.０ 版统计软件包对各组数据进行统

计学分析处理ꎬ实验数据以(ｘ－ ±ｓ)形式表示ꎮ 采用单
因素方差分析ꎬ两两比较使用 Ｄｕｎｎｅｔｔ￣ｔ 检验法ꎬ数据
结果均采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 绘制ꎮ Ｐ<０.０５为差异有
统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、３ 组大鼠不同时间点的逃避潜伏期比较
实验第 ７、１４ 和 ２８ 天时ꎬ模型组大鼠寻找平台路

线和时间明显延长ꎬ呈现显著的无序性(图 １)ꎬ且其逃
避潜伏期明显高于假手术组(Ｐ<０.０５)ꎻ跑台训练组大
鼠寻找平台路线和时间亦明显高于假手术组但短于模
型组(图 １)ꎬ其逃避潜伏期亦明显高于假手术组(Ｐ<
０.０５)ꎮ 随着时间的推移ꎬ跑台训练组的逃避潜伏期逐
渐缩短ꎬ到第 １４ 天和第 ２８ 天时ꎬ跑台训练组的逃避潜
伏期明显低于模型组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ
到实验第 ２８ 天时ꎬ跑台训练组的逃避潜伏期明显低于
组内第 ７ 天和组内第 １４ 天(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 １ꎮ

图 １　 ３ 组大鼠定位航行实验时寻找平台的轨迹图

表 １　 ３ 组大鼠的逃避潜伏期比较(ｓꎬｘ－±ｓ)

组别 只数
逃避潜伏期

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天
假手术组 １０ ２５.５６±３.００ ２６.７８±５.４１ ２３.５６±３.００
模型组 １０ ４４.１４±８.２９ａ ４８.９１±８.５２ａ ４８.６４±７.６１ａ

跑台训练组 １０ ４３.８４±４.９８ａ ３７.１８±２.１７ａｂ ３０.７２±４.５６ａｂｃｄ

　 　 注:与同时间点假手术组比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与同时间点模型组比较ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与组内第 ７ 天时比较ꎬ ｃＰ<０.０５ꎻ与组内第 １４ 天时比较ꎬ ｄＰ<
０.０５

二、３ 组大鼠不同时间点的跨越平台次数比较
实验第 ７、１４ 和 ２８ 天时ꎬ模型组大鼠的跨越平台

次数明显少于假手术组(Ｐ<０.０５)ꎻ实验第 ７ 天时ꎬ跑
台训练组大鼠的跨越平台次数与模型组比较ꎬ差异无
统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ而在第 １４ 天和第 ２８ 天时ꎬ跑
台训练组大鼠的跨越平台次数明显高于模型组(Ｐ<
０.０５)ꎻ实验第 ７ 天和第 １４ 天时ꎬ跑台训练组大鼠的跨
越平台次数与假手术组比较ꎬ明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ但
到第 ２８ 天时组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ跑台
训练组大鼠第 ２８ 天时的跨越平台次数明显多于第 ７
天和第 １４ 天ꎬ组内比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ<
０.０５)ꎮ 详见表 ２ꎮ

表 ２　 各组大鼠的跨越平台次数比较(次ꎬｘ－±ｓ)

组别 只数
跨越平台次数

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天
假手术组 １０ ２.９７±０.５０ ２.８６±０.１３ ３.０５±０.５０
模型组 １０ １.７５±０.１６ａ １.０７±０.１５ａ １.２５±０.５０ａ

跑台训练组 １０ １.９５±０.２６ａ ２.０５±０.１３ａｂ ２.７５±０.２６ｂｃｄ

　 　 注:与假手术组同时间点比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与模型组同时间点比较ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与同组第 ７ 天时比较ꎬ ｃＰ<０.０５ꎻ与同组第 １４ 天时比较ꎬ ｄＰ<
０.０５

三、大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元存活率
训练第 ７、１４、２８ 天时ꎬ假手术组的大鼠海马 ＣＡ１

区神经元细胞膜完整ꎬ细胞呈梭形ꎬ体积大ꎬ可见丰富
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的尼氏体ꎬ呈深蓝色ꎬ同时核膜完整ꎬ胞核呈浅蓝色ꎬ核
仁清晰ꎮ 假手术组仅可见少量凋亡神经元ꎬ表现为细
胞呈不规则形ꎬ胞浆皱缩ꎬ体积变小ꎬ尼氏体数量减少ꎬ
胞核界限不清ꎮ 在第 １４、２８ 天时ꎬ模型组大鼠的正常
神经元数量较假手术组均明显减少ꎬ受损神经元明显
增多ꎻ而跑台训练组大鼠的正常神经元数量较同时间
点模型组的大鼠均明显增多ꎮ 详见图 ２ꎮ

对各组大鼠的正常神经元数量及神经元总数计
数ꎬ并计算比值ꎬ经统计分析后发现ꎬ在第 １４ 天和第
２８ 天时ꎬ模型组的大鼠神经元存活率较假手术组均显
著下降(Ｐ<０.０５)ꎻ跑台训练组的大鼠较模型组神经元
存活率均显著增多(Ｐ<０.０５)ꎬ但第 ７ 天时假手术组、
模型组、跑台训练组组间神经元存活率差异均无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 详见表 ３ꎮ

表 ３　 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区锥体神经元存活率的比较

(％ꎬｘ－±ｓ)

组别 只数
神经元存活率

第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２８ 天
假手术组 ５ ０.７８±０.０２ ０.７７±０.０４ ０.７０±０.０２
模型组 ５ ０.６５±０.０６ ０.５５±０.０５ａ ０.５０±０.０３ａ

跑台训练组 ５ ０.６９±０.０４ ０.６２±０.０７ｂ ０.６０±０.０７ｂ

　 　 注:与假手术组同时间点比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与模型组同时间点比较ꎬ
ｂＰ<０.０５

讨　 　 论

慢性脑缺血后ꎬ患者存在不同程度的学习记忆

能力障碍[９] ꎮ 改善慢性脑缺血患者的学习记忆功能
障碍成为临床上重要的研究领域ꎮ 研究发现ꎬ脑组
织在慢性脑缺血发生后ꎬ导致海马区神经元进行性
减少ꎬ使海马 ＣＡ１ 区的锥体细胞产生一系列的损伤
改变ꎬ表现在行为学上就是长期的学习和记忆能力
障碍[１０ꎬ１１] ꎮ 结扎大鼠双侧颈总动脉以后ꎬ能够导致
全脑的血流灌注减少ꎬ并且这种状态可以持续存在ꎬ
造成海马区锥体细胞层神经元凋亡[１２ꎬ１３] ꎮ 尼氏体是
神经元的特征性结构之一ꎬ若神经元损伤不严重或
及时消除有害因素ꎬ尼氏体可以恢复至一定水平ꎬ细
胞代谢和神经功能也进一步恢复[１４] ꎮ 本实验中ꎬ观
察脑缺血模型组大鼠ꎬ发现海马 ＣＡ１ 区神经元可见
较多细胞碎片ꎬ同时尼氏体数量明显减少ꎬ说明神经
元的功能受到严重损伤ꎮ 本研究中ꎬＭｏｒｒｉｓ 水迷宫试
验结果显示ꎬ脑缺血模型组大鼠较假手术组大鼠逃
避潜伏期延长ꎬ穿环次数减少ꎬ表明大鼠的学习记忆
功能发生损害ꎮ

多项研究发现ꎬ运动对脑缺血有一定影响ꎬ包括增
强生存率、减少神经损伤ꎬ改善功能障碍和维护神经与
血管的完整性[１５￣１９]ꎮ 跑台训练符合大鼠日常的运动
情况ꎬ能够精确地调控大鼠的训练强度、改变其坡度和
速度等[２０￣２２]ꎮ 本研究采用跑台训练作为大鼠的运动
方式ꎬ在训练后的各个时间点观察ꎬ发现跑台训练组大
鼠与模型组比较ꎬ海马 ＣＡ１ 区锥体细胞碎片明显减
少ꎬ尼氏体数量明显增加ꎬ说明跑台训练能够改善脑缺

图 ２　 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区不同时间点的组织形态学表现(尼氏染色ꎬ×４００)
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血引起的神经元损害ꎮ 跑台训练组的逃避潜伏期与模
型组比较明显缩短ꎬ且随着训练时间的延长ꎬ这种趋势
越明显ꎮ 在空间探索实验中ꎬ模型组跨越平台次数降
低ꎬ跑台训练组大鼠跨越平台次数与模型组相比增多ꎮ
从大鼠寻找平台的轨迹图来看ꎬ跑台训练组大鼠更有
目的性ꎬ明显优于模型组ꎬ并且随着训练时间的延长ꎬ
大鼠的搜寻更快ꎬ经历较短的搜寻轨迹就能找到平台ꎮ

综上所述ꎬ本研究通过对慢性脑缺血大鼠跑台训
练结果的观察ꎬ从形态学和行为学改变分析ꎬ发现跑台
训练可以减少脑缺血后海马区神经元的丢失ꎬ改善大
鼠的学习记忆能力ꎬ并且随着训练时间的延长ꎬ学习记
忆能力的改善更加明显ꎮ 运动训练可以成为慢性脑缺
血后一种有效的治疗手段ꎬ促使学习记忆功能恢复ꎮ
在我们研究的时间点ꎬ虽然发现随着训练时间的延长ꎬ
学习记忆的改善越明显ꎬ但是由于脑部血供不足持续
长久存在ꎬ长期的影响如何ꎬ还需要进一步的研究观
察ꎮ
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