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·基础研究·

不同强度跑台运动对脑缺血大鼠学习记忆及
细胞周期蛋白表达的影响*

周 娜1 赵雅宁1,2,5 李佳宁3 王 静4 李建民1 刁莉君1 陈长香1

摘要

目的：探讨不同强度跑台运动预处理对脑缺血大鼠学习记忆及细胞周期蛋白表达的影响。

方法：将80只健康雄性SD大鼠随机分为正常组（n=20）、模型组（n=20）、强度Ⅰ组（n=20）和强度Ⅱ组（n=20）。造模

前2周开始对强度Ⅰ和强度Ⅱ组大鼠进行跑台运动训练，其中强度Ⅰ组设置为20m/min*30min，强度Ⅱ组使大鼠运

动强度递增，在 3min内由 10m/min的速度提高到预定的 19.3m/min的速度，保持速度直到力竭。用四血管阻断法

（Pulsinelli 4VO法）制备全脑缺血模型，分别在建模后3h、6h、24h、48h进行HE染色法观察各组大鼠脑组织神经元

细胞形态的变化情况，免疫组织化学染色法检测各组大鼠脑组织海马区细胞周期蛋白A（CyclinA）和细胞周期蛋白

E（CyclinE）的表达情况。建模后48h大鼠在处死前采用水迷宫检测各组大鼠学习记忆功能。

结果：与正常组比较，其他三组神经元存活数目显著减少，逃避潜伏期明显延长，穿台次数明显减少，差异均有显著

性意义（P＜0.05）。其中，模型组神经元存活数目、穿台次数明显少于强度Ⅰ组（P＜0.05），显著高于强度Ⅱ组（P＜

0.05），逃避潜伏期明显长于强度Ⅰ组（P＜0.05），显著短于强度Ⅱ组（P＜0.05）。与正常组比较，模型组各时间点

CyclinA、CyclinE的表达水平明显增加（P＜0.05）。这两个因子的表达在模型组中多于强度Ⅰ组（P＜0.05），但明显

少于强度Ⅱ组（P＜0.05）。

结论：中强度的跑台运动可保护脑组织，改善全脑缺血大鼠学习记忆功能，但高强度的运动会产生不良反应，可能与

调控全脑缺血再灌注大鼠细胞周期蛋白的表达有关。
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Abstract
Objective: To investigate the effect of different intensity of treadmill running precondition on learning and

memory ability and the expression of cell cycle protein in rats after global cerebral ischemia reperfusion.

Method: Eighty healthy male SD rats were randomly divided into: normal group (n=20), model group (n=20),

intensity Ⅰ group (n=20) and intensity Ⅱ group (n=20). Two weeks before surgery, the rats of the intensity

Ⅰ group and intensity Ⅱ group were trained on treadmill. The speed of intensity Ⅰ group was 20m/min*30

(30%VO2max).The speed of intensity Ⅱ group was 10m/min at first, then accelerated to 19.3m/min in 3minutes

(70%VO2max) and hold the speed until the rats get exhausted. Global cerebral ischemia model was formed by

improved four-vessel occlusion according to Pulsinelli's method. The morphological changes of neural cells in
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缺血性脑血管疾病具有发病率高、死亡率高、致

残率高的特点，严重危害人类健康[1]，导致运动障碍

和学习能力下降[2]。运动可导致大脑健康的改善，

被越来越多的学者认可。研究显示[3—4]，运动促进血

管和神经生成的同时，又抑制细胞凋亡及神经炎症，

可明显改善大脑神经功能，学习能力得到显著提

升。特别是有氧运动已成为脑缺血康复治疗的重要

手段[5]。有研究显示，缺血前有效的运动训练能够

减少缺血后脑梗死的体积以及脑水肿的程度，使其

对缺血等脑损伤有更好的抵抗力[6]。然而有学者认

为，持久的高强度的运动会增加脂质过氧化，氧化蛋

白破坏，凋亡细胞增加[7]。跑台运动是一种有效的

有氧运动。细胞周期指的是连续的分裂细胞从一次

有丝分裂结束到下一次分裂结束，分为G1期、S期、

G2期和M期[8]，CyclinE表达于G1/S期，CyclinA是S

期DNA复制所必需的。神经元在缺血缺氧刺激下

会重新进入细胞周期，进行自行的DNA修复[9]。何

种强度运动可以在脑缺血发生时对脑组织有保护作

用，以及是否与调控细胞周期有关目前尚未明确。

本研究建立全脑缺血再灌注模型，通过不同强度运

动训练观察大鼠空间记忆的改变以及细胞周期蛋白

的表达，初步探索运动促进空间记忆的分子机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及用品

健康清洁级 SD 雄性大鼠 80 只，体重 250—

300g，购自北京华阜康生物科技股份有限公司（许可

证号：SCXK（京）2009-0004）。随机分为正常组、脑

缺血组、强度Ⅰ组和强度Ⅱ组，每组又分3h、6h、24h

和48h四个亚时间点，各时间点5只大鼠。室温控制

在（23±2）℃，自然光照射。CyclinA和CyclinE兔抗

鼠抗体由北京博奥森生物技术公司购进，DAB显色

试剂盒、PBS缓冲液和枸橼酸盐缓冲液由北京中杉

金桥生物技术公司购进。所用仪器有电凝器装置

（华北理工大学附属医院神经外科），ZH-PT型动物

实验跑台（安徽淮北正华有限公司），Morris水迷宫

（安徽淮北正华有限公司），光学显微镜（Olympus，

日本），切片机（Leica，德国），恒温孵育箱（Hirasawa

公司）。

1.2 方法

1.2.1 全脑缺血模型制备：全脑缺血再灌注动物模

型采用改良的 Pulsinelli 四血管闭塞法制作[10]。手

术前大鼠禁食 8h，不禁水。用 10%水合氯醛麻醉

后，用电凝针分别电凝两侧翼小孔深部的椎动脉，使

双侧椎动脉完全闭塞为止。然后将大鼠仰卧在手术

板上，充分游离颈总动脉，穿手术线，同法处理对侧

颈总动脉。24h后大鼠在清醒状态下夹闭双侧颈总

动脉 15min。正常组分离暴露血管，但不对椎动脉

和颈总动脉进行处理。

1.2.2 跑台运动训练：根据参考文献[11]大鼠于造模

hippocampus at each time point were observed with HE staining; The expressions of CyclinA and CyclinE at

each time point were detected with immunohistochemical staining; Visual-spatial memory of rats was measured

with Morris water-maze test at 48h after modeling.

Result: Comparing with normal group, the rates of survival neurons and, the times of crossing the area where

the platform had been located on previous trials decreased, the escape latency of rats and , the expression of

CyclinE and CyclinA significantly increased in all other groups (P＜0.05). Furthermore, the rates of survival

neurons, the times of crossing the area where the platform had been located on previous trials were less in

model group than in intensity Ⅰ group (P＜0.05), and more than in intensity Ⅱ group (P＜0.05). In model

group, the escape latency of rats and the expression of CyclinE and CyclinA were more than in intensity Ⅰ
group (P＜0.05), and less than in intensity Ⅱ group (P＜0.05).

Conclusion: The moderate intensity exercise precondition could protect nerve tissue and improve the function

of learning and memory after global cerebral ischemia. , while the High intensity exercise may be negative,

which may be relate to the regulation of cell cycle protein.

Author's address Institute of Nursing and Rehabilitation of North China University of Science and Technolo-

gy, Tangshan, 063000
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前每天9∶00开始坡度为0°的跑台运动，分别以10m/

min、20m/min速度各坚持10min，之后大鼠熟悉了跑

台设备，以 20m/min速度持续跑 30min，这样适应性

训练7天。之后按照不同强度组分别进行训练。强

度Ⅰ组：大鼠每天以 20m/min 的速度，坚持 30min

（此相当于30%最大耗氧量即VO2max）。强度Ⅱ组：

大鼠从10m/min的速度以逐渐递增的方式在3分钟

内到达19.5m/min（此相当于70% VO2max），直到力

竭。判断力竭标准[12]：动物跑动时明显吃力，姿势呈

半卧位跑，跑台速度降低时动物体力不能恢复，动物

呼吸急促，倦怠，对外界刺激反应明显迟钝。以上两

个运动组均持续14天，运动预处理后立即将大鼠制

备成全脑缺血再灌注的模型。

1.2.3 水迷宫测试：采用Morris水迷宫进行测试[13]，

考虑大鼠缺血后恢复和手术伤口愈合情况，每组选

择48h进行测试，每个时间点5只大鼠进行平台实验

3天，每天2次，分别从4个象限固定位置投放，设定

最长游动时限为 90s，记录大鼠从入水到找到平台

所需要的时间（称作潜伏期）。第 4天撤去平台后，

记录大鼠穿越平台的次数。

1.2.4 形态学观察：各组各时间点取 5 只大鼠，4%

多聚甲醛灌注固定后取脑，截取视交叉平面至大脑

横裂脑组织行HE染色，常规石蜡包埋。Leica石蜡

切片机连续冠状切片（片厚 4μm），组织切片在 60℃
烤箱烘烤24h后，二甲苯脱蜡，100%、95%、80%酒精

脱水，苏木素染色，1%盐酸酒精分化，流水冲洗返

蓝，0.5%伊红复染，80%、95%、100%酒精脱水，二甲

苯透明，中性树胶封片。参照文献[14]在有测微尺的

光学显微镜（400×）下观察海马CA1区神经元形态

变化并计数该视野下的存活神经元数量（有明显细

胞膜、细胞核、核仁为存活神经细胞）。具体方法：将

CA1区平均分为 3个等份，每个等份选取一个相同

部位，应用Motic-6.0图像采集及图像分析系统分别

计数其中每个视野（400×）下存活神经元数量，以每

个视野下平均细胞百分率（400×下海马区存活细胞

数量与总细胞数量比值%）表示。

1.2.5 免疫组化检测：同HE染色的取材方法，切片

脱蜡经水化后，枸橼酸缓冲液进行抗原修复，滴加一

抗，4℃冰箱过夜，次日 PBS 冲洗后滴加二抗放入

37℃恒温箱40min，滴加DAB显色剂，显微镜下出现

棕黄色颗粒后，以自来水充分冲洗终止显色，经苏木

素复染，盐酸分化，脱水后二甲苯透明，最后中性树

胶封片。参照文献 [14]在有测微尺的光学显微镜

（400×）下观察海马CA1区CyclinA和CyclinE表达

变化并计数该视野下的阳性细胞表达量（细胞核染

色为棕黄色是阳性细胞）。具体方法：将CA1区平

均分为3个等份，每个等份选取一个相同部位，应用

Motic-6.0 图像采集及图像分析系统分别计数其中

每个视野（400×）下阳性细胞数量，以个/高倍视野表

示。

1.3 统计学分析

用Excel 2003将实验所得数据建立数据库，实

验中所有数据均用均数±标准差表示，用SPSS 17.0

统计分析软件进行重复设计的单因素方差分析，两

两比较用 t检验。

2 结果

2.1 各组大鼠神经元形态结构

正常组大鼠海马区的神经元细胞排列规整，胞核

完整，核仁清晰。模型组细胞核固缩、深染，有些神经

元胞核消失，细胞排列不整齐。强度Ⅰ组有部分正常

神经元，细胞核固缩现象减少。强度Ⅱ组神经元细胞

严重破坏，有较多坏死细胞，细胞核、质界限模糊，核

固缩。与正常组比较，其他三组大鼠在各时间点（3h、

6h、24h、48h）海马区存活神经元细胞显著减少，差异

有显著性意义（P＜0.05）；模型组存活率低于强度Ⅰ
组（P＜0.05），高于强度Ⅱ组（P＜0.05）。见图1，表1。

2.2 各组大鼠空间记忆的变化

与正常组比较，其他三组大鼠的潜伏期时间显

著延长，穿台次数显著减少，差异有显著性意义

（P＜0.05）；模型组较强度Ⅰ组大鼠潜伏期时间显著

延长，穿台次数显著减少（P＜0.05），而比强度Ⅱ组

大鼠潜伏期时间缩短，穿台次数增加（P＜0.05）。见

图2，表2。

2.3 各组大鼠海马CyclinA、CyclinE的表达

2.3.1 CyclinA 免疫组化结果：免疫组化染色呈棕

黄色，定位于细胞胞核中，主要表达在海马神经元细

胞。与正常组比较，模型组大鼠在各时间点（3h、6h、

24h、48h）CyclinA 蛋白的表达逐渐增加，差异显著

（P＜0.05）；与模型组比较，强度Ⅰ组CyclinA在各时
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间点表达降低（P＜0.05）；而强度Ⅱ组CyclinA的表

达水平显著升高，且幅度大（P＜0.05）。见图3，表3。

2.3.2 CyclinE免疫组化结果：免疫组化染色呈棕黄

色，定位于细胞核中，主要表达在海马神经元细胞。

与正常组比较，模型组大鼠在各时间点（3h、6h、24h、

48h）CyclinE蛋白的表达增加，差异显著（P＜0.05）；

图1 各组大鼠海马区神经元形态结构 (HE染色，×400)

表1 各组大鼠海马区神经元各时间点细胞存活率比较 (x±s,%)

组别

正常组
模型组

强度Ⅰ组
强度Ⅱ组

与正常组比较：①P＜0.05；与模型组比较：②P＜0.05；与强度Ⅰ组比较：③P＜0.05

例数

5
5
5
5

3h

97.67±1.53
83.67±1.52①

90.33±1.54①②

75.53±1.53①②③

6h

98.33±1.53
76.33±1.50①

84.67±1.53①②

69.86±1.52①②③

24h

97.67±1.52
69.00±1.00①

77.65±1.32①②

61.47±1.22①②③

48h

97.67±1.52
60.22±2.13①

70.23±2.02①②

52.36±2.08①②③

图2 各组大鼠水迷宫轨迹图

表2 各组大鼠水迷宫结果 (x±s,%)

组别

正常组
模型组

强度Ⅰ组
强度Ⅱ组

与正常组比较：①P＜0.05；与模型组比较：②P＜0.05；与强度Ⅰ组比
较：③P＜0.05较：③P＜0.05

例数

5
5
5
5

潜伏期（s）

9.08±2.64
33.08±5.85①

24.20±4.66①②

44.12±4.98①②③

穿台次数

11.90±1.45
4.00±0.67①

6.30±1.16①②

2.01±1.06①②③

正常组

强度Ⅱ组24h强度Ⅱ组6h实验组48h实验组24h

模型组48h模型组24h

A B C

GFED

强度Ⅱ组48h强度Ⅰ组48h模型组48h正常组

A B C D

NW-Ⅱ

SE-ⅣSW-Ⅲ

NE-Ⅰ NW-Ⅱ

SE-ⅣSW-Ⅲ

NE-Ⅰ NW-Ⅱ

SE-ⅣSW-Ⅲ

NE-ⅠNW-Ⅱ

SE-ⅣSW-Ⅲ

NE-Ⅰ
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3 讨论

本实验通过水迷宫和HE染色对不同运动强度

后的脑缺血大鼠进行行为学和脑组织形态学的观

察，结果显示，模型组海马区大量神经元变性坏死，

排列紊乱，有神经元脱失现象等病理改变，同时大鼠

的平均潜伏期较正常组明显延长，而穿台次数明显

减少，说明脑缺血发生后，引起神经元细胞损伤，脑

组织结构破坏，进而引起空间记忆功能障碍。运动

强度Ⅰ组与脑缺血组比较，脑组织海马区神经元细

胞间质水肿情况以及核固缩及空泡数目明显减少，

说明运动强度Ⅰ能改善大鼠脑缺血后的学习记忆能

力，减少神经元细胞的损伤和坏死，具有脑保护功

能。运动强度Ⅱ组的大鼠在缺血后有大量神经元细

胞形态不规则，学习记忆能力显著降低。提示强度

表3 各组大鼠海马区CyclinA不同时间点免疫阳性细胞数比较 (x±s,个/高倍镜视野)

组别

正常组
模型组

强度Ⅰ组
强度Ⅱ组

与正常组比较：①P＜0.05；与模型组比较：②P＜0.05；与强度Ⅰ组比较：③P＜0.05

例数

5
5
5
5

3h

6.20±0.42
8.40±0.52①

7.89±0.43①②

10.60±0.84①②③

6h

6.20±0.42
11.70±1.06①

10.67±1.01①②

16.70±0.68①②③

24h

6.40±0.43
15.50±0.53①

13.42±0.48①②

24.50±0.53①②③

48h

6.40±0.43
22.40±0.52①

20.65±0.41①②

36.20±1.40①②③

图3 各组大鼠CyclinA的表达 (免疫组化染色，×400)

表4 各组大鼠海马区CyclinE不同时间点免疫组化阳性细胞数比较 (x±s,个/高倍镜视野)

组别

正常组
模型组

强度Ⅰ组
强度Ⅱ组

与正常组比较：①P＜0.05；与模型组比较：②P＜0.05；与强度Ⅰ组比较：③P＜0.05

例数

5
5
5
5

3h

7.90±0.74
20.30±0.48①

16.42±0.53①②

31.60±0.70①②③

6h

7.80±1.23
15.20±0.63①

11.36±0.58①②

24.50±0.70①②③

24h

7.50±1.27
10.00±0.82①

8.65±0.72①②

16.80±0.63①②③

48h

7.50±1.27
7.70±0.68①

6.90±0.45①②

9.10±0.74①②③

正常组

强度Ⅱ组6h

模型组48h

强度Ⅱ组48h强度Ⅰ组48h强度Ⅰ组6h

模型组6h

A B C

GFED

与模型组比较，强度Ⅰ组 CyclinE 在各时间点表达

降低（P＜0.05）；而强度Ⅱ组CyclinE的表达水平显

著升高（P＜0.05）。见图4，表4。
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Ⅱ运动加重了脑组织的缺血缺氧程度，诱发神经功

能障碍，造成不可逆的损伤，使学习能力进一步丧

失。与强度Ⅰ组比较，强度Ⅱ组神经元损伤严重，学

习记忆能力检测明显下降。以上说明中强度跑台运

动可以改善缺血后的神经元功能，有利于空间记忆

能力的保持，而高强度的运动有相反的作用。这与

刘慧莉[15]、孙竹梅[16]、沈夏锋[17]研究结果一致。运动

对中枢系统的影响毋庸置疑，但是不同强度的运动

对神经系统有着不同的影响。Kamijo K[18]研究发

现，与对照组比较，高强度运动会降低P300波幅，中

等强度会使其升高，而中强度无明显变化。王英等[19]

对阿尔兹海默病患者进行中高强度有氧训练，结果

显示二者均改善AD患者认知功能及精神症状。而

我们的研究显示中强度对学习记忆的改善优于高强

度且高强度有破坏其认知功能的作用，可能是我们

所选择强度超出其保护作用范围的原因。由此我们

可知，临床或社区中对居民或患者及其家属进行健

康教育时，要告知他们在运动训练中要以适度为原

则，切勿强度过高。

本研究结果发现，模型组海马区神经元变性坏

死，排列紊乱，CyclinE表达先相对增加然后逐渐降

低，CyclinA表达逐渐增加，这是由于脑细胞受到损

伤应激引起 CyclinE 表达增加，随着损伤神经元由

G0/G1期进入S期，CyclinE的表达逐渐降低而Cycli-

nA的表达增加，然而大鼠水迷宫结果显示学习记忆

能力明显下降，推测脑缺血发生后，引起神经元细胞

损伤，激活细胞周期，但由于应激引起的保护机制较

弱，不能完全修复损伤，脑组织结构破坏，进而引起

学习记忆功能障碍。强度Ⅰ组各时间点 CyclinE，

CyclinA的表达趋势与模型组相同，但表达量降低，

学习记忆功能改善。强度Ⅱ组CyclinE，CyclinA表

达量明显高于模型组，学习记忆功能未改善反而变

严重。与强度Ⅰ组比较，强度Ⅱ组细胞周期蛋白表

达量明显增加，具有显著性意义且学习记忆能力降

低。以上说明中强度的运动可以通过调节细胞周期

蛋白，促进损伤神经细胞的修复，而高强度的运动则

会有适得其反的作用。成熟神经元是停止分化的，

不能增殖，长期处于G0期。在正常神经元中Cycli-

nA和CyclinE的含量均较少，但近年来有学者发现

脑组织缺血缺氧刺激下神经元进入细胞周期进行其

保护机制。例如，有研究发现[20—21]，在脑缺血或神经

退行性病变时，神经元中细胞周期蛋白表达升高，同

时伴随出现学习记忆、感觉运动等功能的缺失。姚

柏春等[22]将Aβ1-40注入大鼠海马内造成痴呆模型，

图4 各组大鼠CyclinE的表达 (免疫组化染色，×400)

正常组

强度Ⅱ组6h

模型组48h

强度Ⅱ组48h强度Ⅰ组48h强度Ⅰ组6h

模型组6h
A B C

FED G
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测得大鼠脑内CyclinA高于正常组，且其认知能力

低于正常组；给予痴呆组大鼠绞股蓝后大鼠认知能

力明显改善，同时CyclinA有相应变化。而我们的

前期研究也说明跑台运动通过对细胞周期蛋白的调

控来改善缺血性脑损伤学习记忆的认知功能。本研

究选择中高强度的运动，得到了截然相反的结果。

这可能与两种强度对影响细胞周期蛋白的神经营养

因子的作用效果不同有关。有研究显示 [23—24]，以

60%最大摄氧量强度运动时血清中脑源性神经营养

因子浓度增加，但是随着运动强度增加到高强度时，

神经营养因子迅速下降。有研究发现，跑轮运动能

增强大鼠神经营养因子基因的表达，促进卒中后运

动功能恢复。本研究中高强度运动组的神经营养因

子较低强度组下降，进而调控到细胞周期蛋白的表

达，影响动物记忆能力和神经元存活。

综上所述，中强度运动对动物神经组织有保护

作用，而高强度的适得其反。提示我们脑缺血患者

的运动训练要适度，防止高强度训练加重脑损伤。
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