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运动预处理对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血区
脑组织血管新生及ＨＩＦ￣１α和ＶＥＧＦ蛋白表达的
影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察运动预处理对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血侧脑组织缺氧诱导因子￣１α(ＨＩＦ￣１α)
和血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)的影响ꎬ探讨运动预处理通过促进血管新生改善缺血再灌注损伤的可能机

制ꎮ 方法　 采用随机数字表法将 ３６ 只 ＳＤ 雄性大鼠分为假手术组、模型组和运动预处理组ꎬ每组 １２ 只ꎮ ３
组大鼠给予适应性跑步训练 ３ ｄ 后ꎬ运动预处理组给予正式跑步训练ꎬ速度 １５ ｍ / ｍｉｎꎬ每天 １ 次ꎬ每次

３０ ｍｉｎꎬ持续１４ ｄꎻ假手术组与模型组大鼠不给予其它处理ꎮ 正式跑步训练结束后ꎬ模型组和运动预处理组

大鼠采用 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 栓线法加以改良制备大脑中动脉栓塞(ＭＣＡＯ)再灌注大鼠模型ꎬ假手术组仅切开颈部

皮肤ꎬ暴露右侧颈动脉ꎮ 造模麻醉清醒后ꎬ采用 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分进行神经功能缺损评分ꎻ造模 ２４ ｈ 后ꎬ３ 组大

鼠均采用 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分和改良的神经严重程度评分(ｍＮＳＳ)进行神经功能缺损评分ꎬＴＴＣ 染色法检测脑

相对梗死面积ꎬＨＥ 染色观察缺血侧大脑皮质组织形态学改变ꎬ免疫组化法观察缺血侧大脑皮质 ＣＤ３１、ＨＩＦ￣
１α 和 ＶＥＧＦ 的表达情况ꎮ 结果　 ①造模麻醉清醒后ꎬ模型组和运动预处理组大鼠 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分均较假手

术组有明显增高(Ｐ<０.０１)ꎬ且模型组与运动预处理组相比ꎬ组间差异无统计学意义ꎻ②造模 ２４ ｈ 后ꎬ模型

组 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分、ｍＮＳＳ 评分、脑相对梗死面积均较假手术组显著增高(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ运动预处

理组 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分(Ｐ<０.０５)、ｍＮＳＳ 评分(Ｐ<０.０１)、脑相对梗死面积(Ｐ<０.０５)均明显降低ꎻ③ＨＥ 染色显

示ꎬ与假手术组相比ꎬ模型组大鼠缺血侧大脑皮质出现组织疏松、神经细胞数量减少、胞核溶解、呈空泡状

等病理学改变ꎻ与模型组相比ꎬ运动预处理组大鼠缺血侧大脑皮质病理学改变减轻ꎻ④免疫组化显示ꎬ与假

手术组相比ꎬ模型组大鼠缺血侧大脑皮质中 ＣＤ３１(Ｐ<０.０５)、ＨＩＦ￣１α(Ｐ<０.０１)和 ＶＥＧＦ(Ｐ<０.０５)显著升高ꎻ
与模型组相比ꎬ运动预处理组 ＣＤ３１(Ｐ<０.０１)、ＨＩＦ￣１α(Ｐ<０.０１)和 ＶＥＧＦ(Ｐ<０.０５)进一步升高ꎮ 结论 　 运

动预处理可有效促进脑缺血后血管新生ꎬ减轻脑缺血再灌注损伤ꎻ其作用机制可能与运动预处理激活了

ＨＩＦ￣１α 或 ＶＥＧＦ 信号途径有关ꎮ
【关键词】 　 缺血再灌注ꎻ　 运动预处理ꎻ　 血管新生ꎻ　 缺氧诱导因子ꎻ　 血管内皮生长因子
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ￣１α (ＨＩＦ￣１α) ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＶＥＧＦ) ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｎｄ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｈｏｗ ｉｔ ｍｉｇｈｔ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｉｒｔｙ￣ｓｉｘ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ
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Ａｆｔｅｒ ａｄａｐｔｉｖｅ ｒｕｎｎｉｎｇ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｒａｎ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ ａｔ １５ｍ / ｍｉｎ ｆｏｒ
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ｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ ｓｕｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ. Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｈａｍ￣ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｏｎｌｙ ｃｕｔ ｏｐｅｎ ｔｏ ｅｘｐｏｓｅ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ. Ｒｉｇｈｔ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ａｎｄ ａｇａｉｎ ２４
ｈｏｕｒｓ ｌａｔｅｒ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｉｎｇ
(ｍＮＳＳ). Ｉｎｆａｒｃｔ ｓｉｚｅｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ２ꎬ３ꎬ５￣ｔｒｉｐｈｅｎｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ａｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ
ｗｅｒｅ ｎｏｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ (ＨＥ) ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３１ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃ￣
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ｆｏｕｒ ｈｏｕｒｓ ｌａｔｅｒ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ ｓｃｏｒｅꎬ ｍＮＳＳ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ￣ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ′ｓ ａｖｅｒａｇｅｓ
ｈａｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ｔｈｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ￣ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎ￣
ｇｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｌｏｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｒｅｄｕｃｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌｓꎬ ｎｕｃｌｅｏｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ｖａｃｕｏｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｎ ｔｈｅ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｉｄｅ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒ￣
ｃｉｓｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｓｅｒｉｏｕｓ. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ３１ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＨＩＦ￣１α ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｃｏｒｔｅｘｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｂｙ ｔｈｅｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ｂｕｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｈａｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍｏｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｊｕｒｙ. Ｔｈａｔ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨＩＦ￣１α
ａｎｄ / ｏｒ ＶＥＧＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｉｓｃｈｅｍｉａꎻ　 Ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎻ　 Ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇꎻ　 Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ　 Ｈｙｐｏｘｉａꎻ　 Ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ

Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ｈｕｎａｎ′ｓ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｙｏｕｔｈ Ｐｒｏｇｒａｍ ( ｐｒｏｊｅｃｔ ２０２１ＪＪ４０００７)ꎻ Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ (ｐｒｏｊｅｃｔ ２０２０ＺＸＹＪＨ５６)

ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２４.０１.００１

　 　 脑梗死后在有效时间窗内采取超早期溶栓和机
械血栓切除术是临床上治疗的首选疗法ꎬ超过有效
时间窗进行血管再通形成的高灌注可能加剧脑损

伤ꎬ这被称之为脑缺血再灌注损伤( ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙꎬＣＩ￣ＲＩ) [１] ꎮ 促进缺血区脑组织血管

有效新生ꎬ尽早恢复缺血区域血供ꎬ有助于减轻

ＣＩ￣ＲＩ[２] ꎮ
血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ) ￣Ａ 是最重要的血管生成因子ꎬ在胚胎

血管发育和成人生理及病理条件下的血管生成过程
中起关键作用ꎮ ＶＥＧＦ 通过特异性作用于血管内皮

细胞从而调控血管生成ꎬ是促进内皮细胞增殖、迁移

和成管的关键因子[３] ꎮ 缺氧是体内最强的 ＶＥＧＦ 调

节因素ꎬ细胞在缺氧的环境下ꎬ缺氧诱导因子￣１α(ｈｙ￣
ｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ￣１αꎬＨＩＦ￣１α)被诱导表达ꎬ从而

可促进 ＶＥＧＦ 的转录[４] ꎮ 因此ꎬＨＩＦ￣１α 或 ＶＥＧＦ 信

号系统是缺氧条件下促进血管新生的关键信号通

路ꎬ可作为减轻 ＣＩ￣ＲＩ 的潜在干预靶点ꎮ
运动预处理( ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ)是一种模

仿生理性缺氧预适应的常用方式ꎮ 临床及动物实验
均发现ꎬ运动预处理可以促进缺血侧脑组织血管新

生ꎬ预防缺血再灌注损伤ꎬ减轻脑梗死面积[５￣６] ꎮ 本

研究选用大脑中动脉栓塞(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃ￣
ｃｌｕｓｉｏｎꎬＭＣＡＯ)再灌注大鼠模型ꎬ从 ＨＩＦ￣１α 或 ＶＥＧＦ

信号系统的角度ꎬ探讨运动预处理对脑缺血再灌注

大鼠缺血侧脑组织血管新生的影响ꎬ为运动预处理

预防 ＣＩ￣ＲＩ 提供科学依据ꎮ

材料与方法

一、实验动物及分组

由湖南中医药大学实验动物中心提供的 ３６ 只

ＳＰＦ 级 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ( ＳＤ)雄性大鼠ꎬ体质量 １６０ ~
１８０ ｇꎬ合格证编号 ＳＣＸＫ(湘) ２０１９￣０００４ꎬ饲养于湖

南中医药大学 ＳＰＦ 级动物房ꎬ饲养温度为 ( ２３ ±
３)℃ꎬ相对湿度(６０±１０)％ꎮ 适应性饲养 ７ ｄ 后ꎬ按
随机数字表法分为假手术组、模型组和运动预处理

组ꎬ每组 １２ 只ꎮ
二、试剂和仪器

ＭＣＡＯ 线栓(北京西浓科技有限公司)ꎻ水合氯

醛(国药集团化学试剂有限公司)ꎻ氯化三苯基四氮

唑( ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＴＴＣ)染色液(北京索

莱宝科技有限公司)ꎻ苏木精￣伊红 ( ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏ￣
ｓｉｎꎬＨＥ)染色液、组化试剂盒二氨基联苯胺( ｄｉａｍｉｎｏ￣
ｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＤＡＢ)显色剂、牛血清白蛋白( ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎꎬＢＳＡ)ꎬ由武汉塞维尔生物科技有限公司提

供ꎻ兔抗血小板内皮细胞黏附分子(ＣＤ３１) [艾博抗

(上海)贸易有限公司ꎬ货号 ａｂ２８１５８３]、兔抗 ＨＩＦ￣１α
(武汉爱博泰克生物科技有限公司ꎬ货号 Ａ１１９４５)、
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鼠抗 ＶＥＧＦ￣Ａ(武汉三鹰生物技术有限公司ꎬ货号
６６８２８￣１￣ｌｇ)、二抗工作液(湖南艾方生物科技有限公
司)ꎮ

跑步机 (浙江省金华市宇晟运动公司ꎬ型号
Ｃ１００)ꎻ包埋机 (武汉俊杰电子有限公司ꎬ型号 ＪＢ￣
Ｐ５)ꎻ病理切片机(上海徕卡仪器有限公司)ꎻ成像系
统(日本尼康ꎬ型号 ＮＩＫＯＮ ＤＳ￣Ｕ３)ꎮ

三、干预方法及模型制备
运动预处理组大鼠给予适应性跑步训练 ３ ｄꎬ速

度１０ ｍ / ｍｉｎꎬ每天 １ 次ꎬ每次 ２０ ｍｉｎꎮ 适应性跑步训
练３ ｄ后ꎬ运动预处理组给予正式跑步训练ꎬ速度
１５ ｍ / ｍｉｎꎬ每天 １ 次ꎬ每次 ３０ ｍｉｎꎬ持续 １４ ｄ[７] ꎮ 假
手术组与模型组不给予任何处理ꎮ 运动预处理组训
练结束后ꎬ３ 组大鼠同时行 ＭＣＡＯ 再灌注术ꎮ

大鼠模型制备:采用改良的 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 栓线法[８]

制备 ＭＣＡＯ 再灌注大鼠模型ꎮ 各组大鼠禁食不禁水
２４ ｈꎬ模型组和运动预处理组大鼠麻醉ꎬ备皮消毒后ꎬ
于颈前正中线向右旁开 ３ ｍｍ 处做约 １０ ｍｍ 长的纵
向切口ꎬ钝性分离ꎬ暴露颈总动脉、颈内动脉及颈外
动脉ꎮ 永久性结扎颈总动脉近心端及颈外动脉ꎬ动
脉夹暂时夹闭颈内动脉ꎬ在颈总动脉结扎部上 ２ ~
３ ｍｍ处剪口ꎬ将尼龙线栓球端由此插入颈总动脉至
颈内动脉ꎬ松开颈内动脉处的动脉夹ꎬ确认线栓记号
点(线栓球端至记号点 １９ ｍｍ)已过颈内动脉、颈外
动脉分叉部且感受到阻力即停止推进ꎬ结扎颈内动
脉ꎮ 缝合后予青霉素抗炎ꎮ ２ ｈ 后ꎬ将栓线拔出
１０ ｍｍ左右ꎬ制备 ＣＩ￣ＲＩ 模型大鼠ꎮ 假手术组大鼠切
开颈部皮肤ꎬ钝性分离ꎬ仅暴露血管ꎬ不插栓线ꎮ 待
各组大鼠清醒后ꎬ行 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 法评分[９] ꎬ若评分为
１ ~ ３ 分ꎬ则造模成功ꎬ纳入实验ꎮ

四、样本取材及检测指标
造模后 ２４ ｈꎬ各组大鼠行 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 法评分和改

良的神经系统严重程度评分(ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅ￣
ｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅꎬｍＮＳＳ)ꎬ而后麻醉大鼠ꎬ断头取全脑ꎬ生
理盐水冲洗ꎬ去除嗅球、小脑和低位脑干ꎮ 每组随机
选取 ６ 个脑组织样本于－２０ ℃ 冰箱速冻ꎬ行 ＴＴＣ 染
色ꎻ其余各组 ６ 个脑组织样本置于 ４％多聚甲醛固
定ꎬ用于 ＨＥ 和免疫组化检测ꎮ

１. Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分:分别于大鼠手术麻醉清醒后
和造模 ２４ ｈ 后进行 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分ꎬ得分越高表明大
鼠神经功能缺损越严重[９] ꎮ

评分标准:０ 分ꎬ无神经功能损伤症状ꎻ１ 分ꎬ提
尾时栓塞动脉对侧前肢不能伸直ꎻ２ 分ꎬ行走时向栓
塞动脉对侧旋转ꎻ３ 分ꎬ行走时向栓塞动脉对侧倾倒ꎻ
４ 分ꎬ不能自主行走ꎬ且意识丧失ꎮ

２. ｍＮＳＳ 评分:大鼠造模 ２４ ｈ 后进行 ｍＮＳＳ 评

分ꎬ评分主要由运动、感觉、平衡和反射四部分组成ꎬ
共 １８ 分ꎬ０ 分为正常ꎬ１ ~ ６ 分为轻度损伤ꎬ７ ~ １２ 分为
中度损伤ꎬ１３ ~ １８ 分为重度损伤ꎬ得分越高ꎬ大鼠神
经功能损伤越严重[１０] ꎮ

３. ＴＴＣ 染色检测:备取已冰冻好的脑组织ꎬ使用
脑槽将脑组织均匀分成 ５ 张厚度约为 ２ ｍｍ 的冠状
切片ꎬ放入 ２％ ＴＴＣ 染色液中ꎬ与 ３７ ℃恒温箱避光染
色 １０ ｍｉｎꎬ磷酸盐缓冲液( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ
ＰＢＳ)清洗 ３ ~ ５ ｍｉｎꎬ４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后ꎬ相机
拍照ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 软件测定脑梗死面积ꎮ

计算公式:相对梗死面积 ＝ (对侧区域面积－同
侧非梗死面积) /对侧区域面积ꎮ

４. ＨＥ 染色:备取于 ４％多聚甲醛固定好的脑组
织样本ꎬ首先用刀片切掉小脑和嗅球ꎬ按 Ａｓｈｗａｌ
法[１１]将脑组织于冠状面切成 ３ 片ꎬ舍弃前后 ２ 片ꎬ取
中间一片大脑中动脉供血区域的脑组织ꎬ约 ４ ｍｍ
厚ꎬ放入脱水盒内于脱水机中依次梯度酒精进行脱
水ꎬ石蜡包埋ꎬ于冠状面切片ꎬ厚度约 ４ μｍꎻ后用二
甲苯脱蜡ꎬ乙醇清洗ꎬ苏木素染色 ５ ｍｉｎꎬ自来水清
洗ꎬ分化液分化ꎬ自来水清洗ꎬ返蓝液返蓝ꎬ流水冲
洗ꎬ酒精脱水ꎬ１％伊红染色 ５ ｍｉｎꎬ乙醇和二甲苯脱
水ꎬ中性树胶封片固定ꎬ显微镜下观察缺血侧大脑颞
叶皮质的组织形态学改变ꎮ

５. 免疫组化:备取于 ４％多聚甲醛固定好的脑组
织样本ꎬ脱水ꎬ石蜡包埋ꎬ于冠状面连续切片ꎬ脱蜡至
水ꎬ行抗原修复ꎻ切片于 ３％双氧水溶液中ꎬ室温避光
孵育 ２５ ｍｉｎꎬ将玻片置于 ＰＢＳ(ｐＨ７.４)中在脱色摇床
上晃动洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ ３％ ＢＳＡ 室温封闭
３０ ｍｉｎꎻ分别滴加适当的一抗( ＣＤ３１ １ ∶ ５０、ＨＩＦ￣１α
１ ∶ ２００、ＶＥＧＦ １ ∶ ３００)ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎻ摇床上晃动
洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ二抗工作液室温孵育 ５０ ｍｉｎꎻ
摇床上晃动洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ滴加 ＤＡＢ 显色液ꎬ
显微镜下控制显色时间ꎬ自来水冲洗切片并终止显
色ꎻ苏木素复染细胞核 ３ ｍｉｎꎬ流水冲洗ꎬ脱水封片ꎻ
每张切片在显微镜下分别取缺血侧大脑颞叶皮质 ３
个阳性表达最高的视野( × ４００ 倍)ꎬ Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
６.０软件分析每个视野的累积光密度( ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙꎬＩＯＤ)值ꎬ取 ３ 个视野的平均值进行统计学
分析ꎮ

五、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ ２５.０ 版统计软件对所得数据进行统

计学分析处理ꎬ全部数据均用( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ如符合正
态分布和方差齐ꎬ３ 组间比较采用单因素方差分析ꎬ
组间比较采用 ｔ 检验ꎻ不满足正态分布和 /或方差不
齐则采用非参数检验ꎮ Ｐ<０.０５ 认为差异有统计学
意义ꎮ
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结　 　 果

一、各组大鼠造模后 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分及 ｍＮＳＳ 评分
比较

造模大鼠麻醉清醒后ꎬ模型组和运动预处理组大
鼠的 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分明显高于假手术组(Ｐ<０.０１)ꎬ说
明造模成功ꎬ而且模型组和运动预处理组的组间比较ꎬ
差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 缺血再灌注 ２４ ｈ 后ꎬ模
型组大鼠的 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分和 ｍＮＳＳ 评分均明显高于
假手术组(Ｐ<０.０１)ꎬ而运动预处理组的评分均明显低
于模型组(Ｐ<０.０５)ꎻ说明运动预处理可减轻神经系统
损伤程度ꎬ有效改善脑缺血再灌注大鼠神经功能缺损
症状ꎮ 具体数据详见表 １ꎮ

表 １　 ３ 组大鼠造模后 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分及 ｍＮＳＳ 评分比较

(分ꎬｘ－±ｓ)

组别　 　 只数
Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分

造模麻醉清醒后 造模 ２４ ｈ 后
ｍＮＳＳ 评分
造模 ２４ ｈ 后

假手术组 １２ ０.０±０.０ ０.０±０.０ ０.０±０.０
模型组 １２ ２.７±０.５ａ ２.３±０.６ａ １３.１±１.５ａ

运动预处理组 １２ ２.１±０.５ａ １.３±０.７ｂｃ ９.０±１.１ｂｄ

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ < ０.０１ꎬｂＰ < ０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｃＰ <
０.０５ꎬｄＰ<０.０１

二、各组大鼠脑相对梗死面积比较
假手术组大鼠右侧大脑未见梗死灶ꎬ模型组大鼠

右侧大脑相对梗死面积明显大于假手术组(Ｐ<０.０１)ꎬ
而运动预处理组大鼠右侧大脑相对梗死面积明显小于
模型组(Ｐ<０.０５)ꎬ说明运动预处理可有效改善脑缺血
再灌注大鼠的脑梗死面积ꎬ详见图 １ꎮ

三、各组大鼠缺血脑皮质病理变化
假手术组大鼠右侧大脑皮质组织层次清晰ꎬ染色

均匀ꎬ无充血、水肿和炎性细胞浸润现象ꎬ神经细胞紧
密有序排列ꎬ胞质淡染ꎬ胞核居中ꎬ核仁清楚ꎮ 模型组
大鼠右侧大脑皮质组织疏松ꎬ水肿严重ꎬ神经细胞数量
减少ꎬ胞核溶解ꎬ呈空泡状ꎮ 与模型组相比ꎬ运动预处
理组大鼠右侧大脑皮质组织层次尚清晰ꎬ水肿减轻ꎬ神
经细胞数量相对较多ꎮ 详见图 ２ꎮ

注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 １　 ３ 组大鼠造模 ２４ ｈ 后的脑相对梗死面积比较

四、各组大鼠缺血脑组织的免疫组化
免疫组化显示ꎬ阳性表达呈棕黄色 (如图 ３ 所

示)ꎮ 模型组大鼠右侧缺血区大脑皮质中 ＣＤ３１ 阳性
表达率较假手术组明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ运动预处理组
较模型组显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 假手术组大鼠右侧缺
血区大脑皮质仅有少量 ＨＩＦ￣１α 和 ＶＥＧＦ 阳性表达ꎬ模
型组较假手术组阳性表达显著升高 ( Ｐ< ０.０１、 Ｐ<
０.０５)ꎬ运动预处理组较模型组阳性表达显著升高(Ｐ<
０.０１、Ｐ<０.０５)ꎬＨＩＦ￣１α 棕黄色颗粒主要表达在细胞核
上ꎮ 详见图 ４ꎮ

讨　 　 论

脑梗死已成为严重威胁人们健康的社会问题ꎬ其
中缺乏体力活动是造成脑梗死发病率升高的主要原因
之一ꎬ因此进行适当的体育锻炼是预防脑血管疾病的
重要措施[１２]ꎮ ＣＩ￣ＲＩ 是造成脑梗死继发性损伤的主要
病理过程ꎬ可导致神经功能缺损障碍进一步加重[１３]ꎮ
通过促进缺血区血管新生ꎬ在有效的时间窗内恢复缺
血区血流供应ꎬ可有效减轻 ＣＩ￣ＲＩꎮ 研究表明ꎬ发病前
给予运动处理ꎬ可有效诱导脑组织缺血耐受性改善脑
缺血再灌注大鼠的脑梗死程度ꎬ发挥神经保护作
用[１４]ꎮ 运动预处理可诱导血管生成因子的表达ꎬ

图 ２　 ３ 组大鼠缺血脑皮质病理学观察比较(ＨＥ 染色ꎬ×４００)
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图 ３　 ３ 组大鼠缺血侧大脑皮质的免疫组化镜下观(免疫组化染色ꎬ×４００)

注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｃＰ<０.０１ꎬｄＰ<０.０５
图 ４　 ３ 组大鼠缺血侧大脑皮质免疫组化分析

促进缺血组织有效血管新生ꎬ对缺血性脑损伤具有保

护作用[１５]ꎮ
本研究结果显示ꎬ模型组和运动预处理组的 Ｚｅａ￣

Ｌｏｎｇａ 评分、ｍＮＳＳ 评分、脑相对梗死面积相较于假手

术组均显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ而运动预处理组较模型组

均显著下降(Ｐ<０.０５)ꎻ结合缺血侧大脑皮质的 ＨＥ 染

色结果ꎬ运动预处理组的脑皮质病理变化亦较模型组

有明显改善ꎬ这说明运动预处理可改善 ＭＣＡＯ 再灌注

大鼠的脑梗死面积ꎬ保护神经细胞ꎬ减轻神经系统损伤

程度ꎬ有效改善大鼠神经功能缺损症状ꎬ这与既往研究

结果一致[７ꎬ１４￣１６]ꎮ
ＣＤ３１ 作为内皮细胞的特异性标志物ꎬ常用于反映

血管新生情况[１７]ꎮ 免疫组化结果显示ꎬ模型组大鼠缺

血侧大脑皮质 ＣＤ３１ 较假手术组表达增高(Ｐ<０.０５)ꎬ
提示脑发生缺血缺氧损伤后ꎬ机体会发生代偿性血管

新生ꎮ 运动预处理组与模型组相比ꎬ缺血侧大脑皮质

ＣＤ３１ 表达进一步升高(Ｐ<０.０１)ꎬ提示运动预处理可

促进 ＭＣＡＯ 再灌注大鼠缺血侧大脑皮质血管新生ꎮ
有研究发现ꎬ脑梗死模型大鼠中ꎬＨＩＦ￣１α 和 ＶＥＧＦ

的高表达具有保护缺血区微血管结构的作用[１８]ꎬ这说

明 ＨＩＦ￣１α 和 ＶＥＧＦ 在病理条件下对调节血管生成起

着关键作用ꎮ ＨＩＦ￣１α 是介导缺氧和血管新生信号传

递的核转录因子ꎬ在缺氧环境下ꎬＨＩＦ￣１α 表达升高ꎬ并
在血管内皮细胞中大量聚集ꎬ与细胞核内 ＶＥＧＦ 的启
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动子 ＳＥＮＰ￣１ 结合ꎬ促进 ＶＥＧＦ 表达ꎬＶＥＧＦ 通过激活
其下游信号通路ꎬ可发挥促血管生成作用[１９￣２０]ꎮ 本研
究中ꎬ模型组大鼠缺血侧大脑皮质中的 ＨＩＦ￣１α 和
ＶＥＧＦ 均较假手术组表达均增高(Ｐ<０.０５)ꎬ运动预处
理组相较于模型组 ＨＩＦ￣１α 和 ＶＥＧＦ 表达进一步升高
(Ｐ<０.０５)ꎬ结合 ＣＤ３１ 的相对表达量结果ꎬ提示运动预
处理可能通过激活 ＨＩＦ￣１α 或 ＶＥＧＦ 信号系统促进
ＭＣＡＯ 再灌注大鼠缺血侧大脑皮质血管新生ꎮ

综上所述ꎬ运动预处理可能是通过激活 ＨＩＦ￣１α 或
ＶＥＧＦ 信号途径ꎬ促进缺血侧脑组织血管新生ꎬ从而恢
复组织血流供应ꎬ减轻脑缺血再灌注损伤ꎬ保护神经细
胞ꎮ 而运动预处理对 ＶＥＧＦ 及其下游信号途径对脑缺
血后缺血组织血管新生的作用还有待于更深层次的研
究和探讨ꎬ以期为临床制订脑缺血防治方案提供良好
的理论基础ꎮ
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