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􀅰基础研究􀅰

跑台运动训练对脑缺血大鼠 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３
通路蛋白表达及细胞凋亡的影响
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【摘要】 　 目的　 观察跑台运动训练对脑缺血大鼠脑缺血周边区组织中转化生长因子￣β１(ＴＧＦ￣β１)及其

受体 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达水平及细胞凋亡的影响ꎬ探讨跑台运动训练促进大鼠脑缺血后神经功能恢复的相关机

制ꎮ 方法　 取成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 ３０ 只ꎬ按随机数字表法分为假手术组(ｎ＝ ６)、模型组(ｎ＝
１２)和运动组(ｎ＝ １２)ꎮ 模型组和运动组大鼠采用改良的 Ｌｏｎｇａ 线栓法制备大脑中动脉闭塞(ＭＣＡＯ)脑缺血

动物模型ꎬ假手术组大鼠手术方法同模型组和运动组ꎬ但是不插入线栓ꎮ 运动组于造模成功后 ２４ ｈ 采用跑台

训练仪进行跑台运动训练ꎬ其余 ２ 组则不进行运动训练ꎮ 采用修正的神经功能缺损评分方法(ｍＮＳＳ)评价模

型组和运动组大鼠造模后第 ３ 天、７ 天及 １４ 天的神经功能ꎬ并于造模后 １４ ｄ 断头取脑ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测脑缺血周边区组织中 ＴＧＦ￣β１ 及 Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达情况ꎬ采用 ＴＵＮＥＬ 法检测脑缺血周边区组织中细胞

凋亡情况ꎮ 结果　 造模后第 ７、１４ 天ꎬ运动组的 ｍＮＳＳ 评分分别为(７.０６±０.７９)分和(６.３３±１.１５)分ꎬ分别于模

型组同时间点比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５或Ｐ<０.０１)ꎻ运动组大鼠的 ＴＧＦ￣β１ 及 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达均较

模型组明显增加ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ运动组大鼠脑缺血周边区 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞较模型组

明显减少ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 跑台运动训练能够促进脑缺血后大鼠神经功能恢复ꎬ其机

制可能与上调脑缺血周边区组织中 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 蛋白表达ꎬ进而抑制细胞凋亡有关ꎮ
【关键词】 　 脑缺血ꎻ　 运动训练ꎻ　 转化生长因子ꎻ　 凋亡

基金项目:国家自然科学基金面上项目(８１４７２１６１)ꎬ福建省自然科学基金面上项目(２０１８Ｊ０１３０９)ꎬ第二届

福建省科技创新领军人才项目(２０１６Ｂ０１４)

Ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙｉｘｉａｎ∗ꎬ Ｌｉｕ Ｎａｎꎬ Ｙｕａｎ Ｍｉｎｇｚｈｏｕꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｍｏｕｗｅｉꎬ Ｄｕ Ｈｏｕｗｅｉꎬ Ｃｈｅｎ Ｒｏｎｇｈｕａ.
∗Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｕｎｉｏｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｆｕｊｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００１ꎬ
Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｌｉｕ Ｎａｎꎬ Ｅｍａｉｌ: ｘｉｅｈｅｌｉｕｎａｎ１９８４＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ￣β１ (ＴＧＦ￣β１) ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｚｏｎｅꎬ ｓｏ ａｓ
ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｈｏｗ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｉｒｔｙ ａ￣
ｄｕｌｔ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ６)ꎬ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ １２) ａｎｄ ａｎ ｅｘ￣
ｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ １２). Ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｌｏｎｇａ′ｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｂｙ ｏｃ￣
ｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｅｘｃｅｐｔ ｔｈａｔ ｎｏ ｔｈｒｅａｄ ｗａｓ ｉｎｓｅｒｔｅｄ. Ａｆｔｅｒ ２４ｈ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｂｅｇａｎ ｔｒｅａｄ￣
ｍｉｌｌ ｔｒａｉｎｉｎｇꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｌｅｆｔ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｉｎｉｎｇ. Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｖｅｒｉｔｙ
ｓｃｏｒｅｓ (ｍＮＳＳｓ) ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｒａｔｓ′ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ３ｒｄꎬ ７ｔｈ ａｎｄ １４ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｕｒｇｅｒ￣
ｙ. Ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｚｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｄｉｓｓｅｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｓｉｎｇ
ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｍＮＳＳ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ
ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ １４ｔｈ ｄａｙ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ. Ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＵＮＥＬ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｏｎ
ｔｈｅ １４ｔｈ ｄａｙ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓ￣

􀅰４６５􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ４０ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ａｕｇｕｓｔ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.８



ｃｈｅｍｉａ. Ｉｔ ｍａｙ ｂｅ ｐａｒｔｌｙ ｄｕｅ ｔｏ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏ￣
ｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｚｏｎｅ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａꎻ　 Ｅｘｅｒｃｉｓｅꎻ　 Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎻ　 Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (８１４７２１６１)ꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ

(２０１８Ｊ０１３０９)ꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ (ｐｒｏｊｅｃｔ ２０１６Ｂ０１４)

　 　 研究表明ꎬ运动训练可通过加强脑缺血后神经和
血管网络重建促进脑缺血后运动、感觉等神经功能恢

复[１]ꎬ但其中的分子机制尚未完全阐明ꎮ 转化生长因

子 β１(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ꎬＴＧＦ￣β１)作为一种

高度多效性、多功能性的生长与分化因子ꎬ可通过

ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 信号通路抑制脑缺血后细胞凋亡及促

血管再生等生物学效应促进脑缺血后功能恢复[２]ꎮ
本研究采用跑台运动训练对大脑中动脉闭塞(ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬＭＣＡＯ)脑缺血模型大鼠进行

干预ꎬ观察其对脑缺血后 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 通路蛋白表

达及脑缺血周边区细胞凋亡的影响ꎬ并探讨跑台运动

训练对脑缺血大鼠的治疗作用及其可能机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物及分组

选取雄性、健康、清洁级成年 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)
大鼠(由上海斯莱克公司提供ꎬ许可证号:ＳＣＸＫ 沪

２００７￣０００５)３０ 只ꎬ体重 ２５０~２８０ ｇꎬ１２ 周龄ꎮ 按随机数

字表法将 ３０ 只大鼠分为假手术组(ｎ＝ ６)、模型组(ｎ＝
１２)和运动组(ｎ＝ １２)ꎮ ３ 组大鼠均置于相同的日常环

境中ꎬ常规饲养ꎮ
二、大鼠 ＭＣＡＯ 模型制备

采用改良的 Ｌｏｎｇａ 线栓法[３] 制备大鼠 ＭＣＡＯ 模

型ꎮ 大鼠经 １０％水合氯醛(３００ ｍｇ / ｋｇ 体重)腹腔麻醉

后ꎬ仰卧固定于手术台上ꎬ取颈部正中切口ꎬ血管钳钝

性分离右侧颈总动脉、颈外动脉和颈内动脉ꎮ 结扎并

游离一段由右侧颈外动脉主干ꎬ于右侧颈内动脉置一

动脉夹ꎬ在右侧颈外动脉游离段上剪开一约 ０.２ ｍｍ 的

“Ｖ”字型切口ꎬ插入经预先处理过的尼龙线栓ꎬ使线栓

沿着右侧颈总动脉分叉处进入右颈内动脉到达右大脑

中动脉起始处ꎬ插入深度约为(１８.５±０.５)ｍｍꎮ 在手术

过程中ꎬ大鼠肛温控制在(３７±０.５)℃ꎮ 清醒后回笼ꎬ
自由进食ꎮ 大鼠造模成功的分级标准参考 Ｌｏｎｇａ 等的

方法ꎮ 造模后神经功能评分为 １ ~ ３ 分的大鼠入选本

次研究ꎮ 假手术组大鼠手术方法同模型组和运动组ꎬ
但是不插入线栓ꎮ

三、跑台运动训练

跑台运动训练采用美国哥伦布仪器有限公司制造

的 ｅｘｅｒ３ / ６Ｒ 型电动跑台仪ꎮ 各组大鼠在手术前均经

过适应性跑步训练 ３ ｄꎬ剔除无法学会跑台运动的大

鼠ꎬ并予以补充ꎮ 在大鼠缺血造模成功 ２４ ｈ 后ꎬ运动

组大鼠给予跑台运动训练ꎬ每天 ３０ ｍｉｎꎬ跑台运动参数

设置如下:电动平板斜度为 ０°ꎻ履带传输速度术前 ３ ｄ
为 １２ ｍ / ｍｉｎꎬ术后第 １ 天为 ４ ｍ / ｍｉｎꎬ术后第 ２ 天为

８ ｍ / ｍｉｎꎬ术后第 ３ 天至第 １４ 天为 １２ ｍ / ｍｉｎꎮ 假手术

组及模型组每日亦置于跑台上 ３０ ｍｉｎꎬ但不进行跑步

运动ꎮ
四、神经功能缺损评分检测

分别于 ＭＣＡＯ 术后 ３ꎬ７ꎬ１４ ｄ 对模型组和运动组

大鼠采用修订的神经功能评分(ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅｓꎬｍＮＳＳ)方法进行评价[４]ꎮ ｍＮＳＳ 评分项

目包括运动、感觉、反射及平衡 ４ 个部分ꎬ总分为 ０~１８
分ꎬ正常大鼠为 ０ 分ꎬ分值越大ꎬ表明神经功能缺损越

严重ꎮ
五、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

各组大鼠均于脑缺血后 １４ ｄꎬ神经功能缺损评分

检测结束后ꎬ断头取脑缺血周边区组织约 １００ ｍｇꎬ置
于玻璃匀浆器中ꎬ加入放射免疫沉淀实验( ｒａｄｉｏｉｍｍｕ￣
ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙꎬＲＩＰＡ)裂解液(购自碧云天公司)
１ ｍｌ 进行蛋白的提取ꎬ然后采用二喹啉甲酸(ｂｉｃｉｎｃｈｏ￣
ｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)法测定蛋白浓度ꎮ 取 ３０ ｕｇ 蛋白ꎬ变性

后于 １０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶( ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)中垂直电泳ꎬ后电转移至聚偏二氟乙烯(ｐｏｌｙｖｉ￣
ｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜ꎬ１０％脱脂奶粉封闭后ꎬ先
后加入一抗(抗 ＴＧＦ￣β１ 和 Ｓｍａｄ３ 蛋白抗体ꎬ１ ∶ １０００ꎬ
购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ抗 β￣ａｃｔｉｎ 抗体ꎬ１ ∶ １０００ꎬ购
自武汉博士德公司)及二抗ꎬ孵育并洗膜后ꎬ采用电化

学发光( ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)液显色ꎬＸ
片显影、定影ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析测定 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 条带灰度值ꎬ并与内参照 β￣ａｃｔｉｎ 的测定比较ꎬ计
算其比值作为目的蛋白表达的相对水平ꎬ比较各组间

差异ꎮ
六、细胞凋亡细胞检测

采用 ＴＵＮＥＬ 法(ＴＵＮＥＬ 试剂盒购自武汉博士德

公司)检测脑缺血去细胞凋亡ꎬ组织用 ４０ ｇ / Ｌ 多聚甲

醛固定 ４ ｈꎬ石蜡包埋ꎬ脱蜡ꎬ入水ꎮ 新鲜配制体积分数

为 ３％Ｈ２Ｏ２ 室温处理 １５ ｍｉｎꎮ ０.０１ ｍｏＬ / Ｌ 磷酸盐缓冲

液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)洗涤 １０ ｍｉｎ×３ 次ꎬ
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 三羟甲基氨基甲烷 ( Ｔｒｉｓ / ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌꎬ
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Ｔｒｉｓ / Ｈｃｌ) 缓冲液加入 １ ｍｇ / ｍｌ 蛋白酶 Ｋ 稀释至
５ ｕｇ / ｍｌꎬ３７ ℃消化 ２０ ｍｉｎꎬ后 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ
×３ 次ꎮ 阳性对照加入 ＤＮＡｓｅ Ｉꎬ室温 ３０ ｍｉｎꎮ 然后
０.０１ ｍｏＬ / Ｌ ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次ꎮ 通透液室温孵育
８ ｍｉｎꎬ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次ꎮ 甩去液体ꎬ擦
干ꎬ按每张切片滴加 １ 液和 ２ 液(１ ∶ １０)配成 ＴＵＮＥＬ
反应混合液ꎮ 阴性对照组只加入试剂 ２ 液ꎬ不加 １ 液ꎮ
标本上覆盖塑料盖片ꎬ置于湿盒ꎬ３７ ℃标记 １ ｈꎬ４ ℃过
夜ꎮ 然后 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎮ 体积分数
５％牛血清封闭液ꎬ室温 ３０ ｍｉｎꎬ甩掉封闭液ꎮ 转化剂￣
过氧化物酶(ＰｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＰＯＤ)５０ ｕｌ 片加至标本片上ꎮ
３７ ℃孵育 ４０ ｍｉｎꎮ 后 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎮ
ＤＡＢ 显色ꎬ室温 ５ ~ １０ ｍｉｎꎮ 双蒸水中止显色ꎬ流水冲
洗ꎮ 苏木素轻度复染ꎬ脱水ꎬ透明ꎬ封片ꎬ显微镜观察ꎮ

七、统计学方法
本研究采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２１.０ 版统计学软

件进行数据分析ꎬ数据以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ组间比较采用单
因素方差分析ꎬ两两比较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ Ｐ<
０.０５为差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、大鼠神经功能缺损评分
造模后第 ７、１４ 天ꎬ运动组大鼠的 ｍＮＳＳ 评分明显

低于同时间点模型组大鼠ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５或Ｐ<０.０１)ꎬ造模后第 ３ 天ꎬ运动组大鼠 ｍＮＳＳ 评
分和模型组大鼠无统计学意义ꎬ详见表 １ꎮ

表 １　 模型组和运动组大鼠不同时间点 ｍＮＳＳ 评分比较

(分ꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 造模后第 ３ 天 造模后第 ７ 天 造模后第 １４ 天

模型组 １２ ８.６７±１.０７ ８.１７±１.１９ ７.４１±１.０８
运动组 １２ ８.０８±１.０８ ７.０６±０.７９ａ ６.３３±１.１５ｂ

　 　 注:与模型组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１

二、脑缺血周边区组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 Ｓｍａｄ３ 蛋白
表达水平

假手术组大鼠的 ＴＧＦ￣β１ 蛋白表达呈低水平表
达ꎬ造模后第 １４ 天ꎬ模型组大鼠 ＴＧＦ￣β１ 表达较假手
术组增加ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组
相比ꎬ运动训练可进一步促进 ＴＧＦ￣β１ 表达(Ｐ<０.０１)ꎮ
造模后第 １４ 天ꎬ假手术组大鼠 Ｓｍａｄ３ 蛋白呈低水平
表达ꎬ与模型组同时间点比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎻ而运动组大鼠 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达水平明显升高ꎬ
与模型组同时间点比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ<
０.０１)ꎬ详见图 １ꎮ

三、脑缺血周边区细胞凋亡检测
假手术组大鼠仅可见极少的 ＴＵＮＥＬ 染色阳性凋

亡细胞ꎬ模型组和运动组大鼠脑缺血周边区可见较多
棕褐色 ＴＵＮＥＬ 染色阳性凋亡细胞(图 ２Ｂ、Ｃ 中白箭头
所示)ꎮ 运动组大鼠脑缺血周边区 ＴＵＮＥＬ 染色阳性
的凋亡细胞较模型组明显减少ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 ２ꎮ

　 　 注:图 Ａ 为 ＴＧＦ￣β１ 和 Ｓｍａｄ３ 蛋白电泳图ꎻ图 Ｂ 为 ３ 组大鼠

ＴＧＦ￣β１ 和 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达情况比较ꎮ 与假手术比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ
与模型组比较ꎬｂＰ<０.０１
图 １　 造模后 １４ ｄ 脑缺血周边区 ＴＧＦ 和 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达情况

　 　 注:图 Ａ、Ｂ 和 Ｃ 为假手术组、模型组和运动组大鼠 ＴＵＮＥＬ 染

色代表性图片( ×４００ 倍)ꎻ图 Ｄ 为三组大鼠 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞

数比较ꎮ 与假手术比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０１
图 ２　 ＴＵＮＥＬ 染色检测脑缺血周边区细胞凋亡情况

讨　 　 论

本研究结果显示:(１)运动组大鼠在脑缺血后 ７ ｄ
和 １４ ｄ 的 ｍＮＳＳ 评分较同时间点的模型组大鼠评分明
显降低ꎻ(２)在脑缺血损伤发生后ꎬ在缺血周边区可见
大量的 ＴＵＮＥＬ 染色阳性的凋亡细胞ꎬ经脑缺血后早期
进行跑台运动训练治疗后ꎬ缺血周边区凋亡细胞明显
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减少ꎻ(３) ＴＧＦ￣β１ 蛋白在脑缺血损伤后表达轻度升
高ꎬ而早期跑台运动训练能更进一步上调脑缺血周边
区 ＴＧＦ￣β１ 及其下游 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达ꎮ

目前ꎬ已有大量的临床研究证实运动训练治疗可
促进脑缺血损伤后神经功能恢复[５￣６]ꎮ 脑缺血后早期
运动训练介入治疗能够预防和治疗患者的运动、感觉、
认知和言语等多种功能障碍ꎬ但早期过度的运动训练
可能通过加剧脑缺血区炎症瀑布反应及产生过多的毒
性氨基酸作用等机制使神经功能恶化[７￣８]ꎮ 本研究采
用逐渐增加运动量的方式对脑缺血大鼠进行跑台运动
训练ꎬ大鼠的适应性较好ꎬ避免了过度运动对神经功能
的损伤ꎬ结果显示造模后第 ７ 和 １４ 天ꎬ运动组大鼠的
神经功能缺损评分明显优于模型组ꎬ表明适当的运动
训练可促进脑缺血大鼠神经功能的恢复ꎮ

缺血性脑卒中发生后ꎬ缺血中心区周围的神经细
胞仍然具有代谢活力ꎬ其后续的细胞死亡以凋亡为主ꎮ
已有大量文献证实可通过药物、理化因子及凋亡抑制
基因转染等方式抑制脑缺血周边区细胞凋亡[９￣１０]ꎬ改
善脑缺血后神经功能缺损ꎬ从而发挥脑保护作用ꎮ 因
此ꎬ对脑缺血周边区神经细胞的“抢救工作”已成为抗
脑缺血治疗的重要手段之一ꎮ 本研究采用脉冲电动跑
台仪对 ＭＣＡＯ 大鼠进行为期 １４ ｄ 的运动训练ꎮ 结果
显示运动组大鼠脑缺血周边区神经细胞凋亡数量较模
型组明显减少ꎬ这与前期研究结果一致[９ꎬ１１]ꎬ提示运动
训练减轻脑缺血后神经功能缺损可能与其抗凋亡效应
有关ꎬ但运动训练抑制脑缺血后神经细胞凋亡的分子
机制目前还不明确ꎮ

ＴＧＦ￣β１ 是一种高度多效性、多功能性的生长与分
化因子ꎬ能够通过特异性结合并激活酶活性的细胞表
面受体参与缺血性脑损伤病理生理学过程[１２]ꎮ ＴＧＦ￣
β１ 在脑组织神经元细胞及各类胶质细胞中都能产生ꎬ
生理条件下ꎬ仅脑膜细胞、脉络膜丛上皮细胞中有少量
ＴＧＦ￣β１ 表达ꎬ但在脑缺血等病理状态下ꎬ脑组织受损
区域的 ＴＧＦ￣β１ 表达水平会明显增高[１２]ꎮ 脑缺血损伤
后经 ＴＧＦ￣β１ 外源性注射或 ＴＧＦ￣β１ 基因转导后可使
神经元受损程度减轻ꎬ梗死面积减小ꎬ而注射 ＴＧＦ￣β１
拮抗剂后大脑梗死面积可显著扩大[１３￣１４]ꎮ 提示 ＴＧＦ￣
β１ 在脑缺血后具有重要的保护作用ꎮ 目前已证实
ＴＧＦ￣β１ 除了可通过抑制脑缺血后炎症反应、减弱兴奋
性氨基酸毒性和促进神经及血管再生等机制发挥脑保
护作用外ꎬ其还可以通过激活其下游相关的信号分子
抑制脑缺血后神经细胞凋亡[１５]ꎮ Ｓｍａｄ３ 是 ＴＧＦ￣β１ 下
游的 Ｓｍａｄ 家族信号转导分子成员之一ꎬ在调控脑缺
血后神经细胞凋亡过程中发挥着重要作用[２ꎬ１５]ꎮ Ｌｉｕ
等的研究发现过表达 Ｓｍａｄ３ 基因大鼠在脑缺血后可
上调抑凋亡基因 ｂｃｌ￣２ 及下调促凋亡基因 ｃａｐａｓｅ￣３ 的

表达ꎬ减少脑缺血后神经细胞凋亡[２]ꎮ 本研究结果显
示脑缺血损伤可诱导脑缺血周边区 ＴＧＦ￣β１ 及 Ｓｍａｄ３
蛋白表达ꎬ但蛋白表达的水平较低ꎬ不利于脑缺血后神
经功能的恢复ꎮ 而运动训练能使 ＴＧＦ￣β１ 及 Ｓｍａｄ３ 蛋
白表达明显上调ꎬ脑缺血周边区细胞凋亡较运动组明
显减少ꎮ 提示运动训练可通过上调 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 通
路蛋白水平抑制脑缺血后细胞凋亡ꎮ

综上所述ꎬ脑缺血后早期跑台运动训练能够促进
脑缺血后 ＴＧＦ￣β１ 表达ꎬ提高 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 信号通路
蛋白表达水平ꎬ抑制脑缺血后缺血周边区细胞凋亡ꎬ这
可能是运动训练改善脑缺血后神经功能、发挥脑保护
作用的机制之一ꎮ
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ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ Ｔｈｉｓ Ｔａｉｗａｎｅｓｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｆｒａｃｔｕｒｅｓ ａｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｓｕｉｃｉｄｅꎬ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｈｉｐ
ａｎｄ ｓｐｉｎｅ ｆｒａｃｔｕｒｅｓ.

【摘自:Ｃｈａｎｇ ＣＦꎬ Ｌａｉ ＥＣꎬ Ｙｅｈ ＭＫ. Ｆｒａｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｓｕｉｃｉｄｅ: ａ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄꎬ ｃａｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｕｄｙ. Ｂｏｎｅ Ｊｏｉｎｔ Ｊꎬ
２０１８ꎬ １００Ｂ:７８０￣７８６.】

Ｒｉｓｋ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ａｔｔａｃｋ
ＢＡＣＫＧＲＯＵＮＤ ＡＮＤ ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ Ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ａ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ａｔｔａｃｋ (ＴＩＡ) ｏｒ ａ ｍｉｎｏｒ ｓｔｒｏｋｅ ｈａｖｅ

ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｙｅａｒ. Ｄａｔａ ｅｘｔｅｎｄｉｎｇ ｂｅｙｏｎｄ ｏｎｅ ｙｅａｒ ａｒｅ ｑｕｉｔｅ ｌｉｍｉｔｅｄ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｒｅｐｏｒｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｆｉｖｅ
￣ｙｅａｒ ｆｏｌｌｏｗ￣ｕｐ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｓｔｒｏｋｅ ｓｐｅｃｉａｌｉｓｔｓ ｆｏｒ ａ ＴＩＡ ｏｒ ｍｉｎｏｒ ｓｔｒｏｋｅ.

ＭＥＴＨＯＤＳ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｃａｒｅ ｃｅｎｔｅｒｓ ｉｎ ２１ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ. Ａｌｌ ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ＴＩＡ ｏｒ ａ ｍｉｎｏｒ ｓｔｒｏｋｅꎬ ｗｉｔｈ ａ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｒａｎｋｉｎ ｓｃａｌｅ (ｍＲＳ) ｓｃｏｒｅ ｏｆ ０ ｏｒ １ ａｔ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ａｃｕｔｅ ｃａｒｅ ｄｅｃｉｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔｒｏｋｅ ｓｐｅｃｉａｌｉｓｔｓꎬ ｉｎｄｉｖｉｄｕ￣
ａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｅａｃｈ ｐａｔｉｅｎｔ. Ａｌｌ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｖｉｅｗｓ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ａｔ ｂａｓｅｌｉｎｅꎬ ａｎｄ ａｔ ｏｎｅꎬ ｔｈｒｅｅ ａｎｄ １２ ｍｏｎｔｈｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｙｅａｒｌｙ ｆｏｒ
ｆｉｖｅ ｙｅａｒｓ. Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｏｕｔｃｏｍｅ ｖａｒｉａｂｌｅ ｗａｓ ａ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｏｆ ｄｅａｔｈ ｆｒｏｍ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ｎｏｎｆａｔａｌ ｓｔｒｏｋｅ ｏｒ ｎｏｎｆａｔａｌ ａｃｕｔｅ ｃｏｒｏｎａｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ.

ＲＥＳＵＬＴＳ Ｆｉｖｅ￣ｙｅａｒ ｆｏｌｌｏｗ￣ｕｐ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｆｏｒ ３ꎬ３５６ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ａｔ ｙｅａｒ ｆｉｖｅꎬ ａ ｐｒｉｍａｒｙ ｏｕｔｃｏｍｅ ｅｖｅｎｔ ｈａｄ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ４６９ ｐａ￣
ｔｉｅｎｔｓꎬ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ａｎ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｅｖｅｎｔ ｒａｔｅ ｏｆ １２.９％. Ｏｆ ｔｈｅｓｅꎬ ５０％ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｙｅａｒｓ ｔｗｏ ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｉｖｅ. Ａｔ ｆｉｖｅ
ｙｅａｒｓꎬ ａ ｓｔｒｏｋｅ ｈａｄ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ９.５％. Ｄｅａｔｈ ｆｒｏｍ ａｎｙ ｃａｕｓｅ ｈａｄ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ １０.６％ꎬ ａｎｄ ｄｅａｔｈ ｆｒｏｍ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｕｓｅｓ ｉｎ ２.７％.

ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ Ｔｈｉｓ ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｍｉｎｏｒ ｓｔｒｏｋｅ ｏｒ ＴＩＡ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｖｅｎｔｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｓｔｒｏｋｅꎬ ｗｅｒｅ ６.４％ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｙｅａｒ ａｎｄ ６.４％ ｉｎ ｙｅａｒｓ ｔｗｏ ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｉｖｅ.

【摘自:Ａｍａｒｅｎｃｏ Ｐꎬ Ｌａｖａｌｌéｅ ＰＣꎬ Ｍｏｎｔｅｉｒｏ Ｔａｖａｒｅｓ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｉｖｅ￣ｙｅａｒ ｒｉｓｋ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅ ａｆｔｅｒ ｔｉａ ｏｒ ｍｉｎｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ. Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄꎬ
２０１８ꎬ ３７８: ２１８２￣２１９０.】

􀅰８６５􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ４０ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ａｕｇｕｓｔ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.８


