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　 　 【摘要】 　 目的　 观察丰富环境康复训练(ＥＥＴ)对脑缺血大鼠认知功能及音猬因子(ＳＨＨ)信号通路的

影响ꎮ 方法　 按照随机数字表法将 ６０ 只成年雄性 ＳＤ 大鼠分为空白对照组、模型组、训练组ꎬ再按干预时间

不同ꎬ细分为空白对照 ７ ｄ 组、空白对照１４ ｄ组、模型 ７ ｄ 组、模型１４ ｄ组、训练 ７ ｄ 组、训练１４ ｄ组ꎬ每组 １０
只ꎮ 模型 ７ ｄ 组及１４ ｄ组、训练 ７ ｄ 组及１４ ｄ组均采用传统线栓法制备大鼠脑缺血模型ꎬ训练 ７ ｄ 组及１４ ｄ
组于造模后予以 ＥＥＴ 干预ꎮ 干预 ７ ｄ 及１４ ｄ后ꎬ通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫、跳台试验测试大鼠的认知水平ꎬ采用

ＴＵＮＥＬ 染色法检测大鼠海马部位脑细胞凋亡水平ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、免疫组化技术检测大鼠患

侧海马部位 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２、ＰＴＣＨ１ ＲＮＡ 蛋白表达水平ꎮ 结果　 与训练 ７ ｄ 组和模型１４ ｄ组比较ꎬ训练１４ ｄ组大

鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试的逃避潜伏期[(６３.３７±２.７８)ｓ]减短、平均游泳速度[(１３４.２７±２.４４)ｍｍ / ｓ]增加、穿越

平台次数[(６.７０±０.９５)次]增多、平台所在象限停留时间[(３７.０８±２.０７)ｓ]增加(Ｐ<０.０５)ꎬ在跳台试验中遭

遇电击的次数[(３.８０±０.６３)次]少、平台滞留时间[(２５.２６±１.６４) ｓ]短(Ｐ<０.０５)ꎮ ＴＵＮＥＬ 染色结果显示ꎬ
训练１４ ｄ组大鼠海马细胞凋亡百分比低(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫组化结果显示ꎬ训练１４ ｄ组大鼠患侧海马 ＳＨＨ、
Ｇｌｉ２ 蛋白表达量增加ꎬＰＴＣＨ１ 表达量降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＥＥＴ 可以显著改善脑缺血大鼠的认知功能ꎬ其
机制可能与 ＳＨＨ 信号通路的激活增强有关ꎮ
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　 　 脑卒中后认知功能障碍是脑卒中患者常见的
并发症之一 [１] ꎬ主要表现为识物能力减退、反应速
度降低、记忆障碍等 [２] ꎮ 认知功能障碍严重影响患
者康复的积极性ꎬ给患者后期康复带来了一定的阻
碍 [３] ꎮ 部分患者会因干预过迟而发展为痴呆 [４] ꎮ

丰 富 环 境 康 复 训 练 ( ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｔｒａｉｎｉｎｇꎬＥＥＴ)是一种具有丰富环境理念的康复干
预方式ꎬ其对脑损伤患者的运动和认知功能均有一
定的改善作用 [５] ꎮ ＥＥＴ 可通过不同种类的训练方
法ꎬ对听觉、视觉、触觉等不同感官进行多方面的康
复干预ꎬ重塑机体受损的神经系统ꎬ进而改善相关
的运动、认知功能 [６] ꎮ 有研究表明ꎬＥＥＴ 可以增强
缺血性脑损伤新生小鼠的神经可塑性、记忆力和空
间认知能力 [７] ꎮ

音猬因子( ｓｏｎｉｃ ｈｅｄｇｅｈｏｇꎬＳＨＨ) 是由信号细胞
分泌的一种蛋白配体ꎬ其在神经系统的增殖与分化
中发挥作用 [８] ꎮ ＳＨＨ 信号通路的激活ꎬ通常包括
ＳＨＨ 蛋白的合成与释放、与跨膜蛋白补缀同源物
( ｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｔｃｈｅｄ ｈｏｍｏｌｏｇꎬ ＰＴＣＨ) 结 合、 平 滑 蛋 白
( ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＳＭＯ) 游离与激活、Ｇｌｉ 蛋白水
平升高等过程 [９] ꎮ ＳＨＨ 信号通路受损可能会导致
中枢神经系统损伤和相关心理精神疾病 [１０] ꎮ 因此
推测脑缺血后认知功能障碍的发生和恢复可能与
ＳＨＨ 通路的蛋白表达相关ꎮ 本研究采用传统线栓
法制备脑缺血后认知功能障碍大鼠模型ꎬ旨在探讨
ＥＥＴ 对脑卒中后认知功能障碍大鼠认知功能的影
响及潜在机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物、仪器与试剂
１.实验动物:选取 ６０ 只无特定病原体( ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)级的成年健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗ￣
ｌｅｙ( ＳＤ)大鼠(购于济南朋悦试验动物有限公司ꎬ许
可证号 ＳＣＸＫ 鲁 ２０１９ ０００３) ꎬ体重 ２５０ ~ ２８０ ｇꎮ 所
有大鼠均给予清洁水源及饲料ꎬ适应性饲养 １ 周ꎬ
温度( ２６ ± ２)℃ ꎬ湿度 ( ５０ ± １５)％ꎬ自由摄食和饮
水ꎮ 所有程序均经单位动物伦理委员会批准(伦动
科批字 ２０２３ 第 ５４９ 号) ꎮ

２.主要仪器与试剂:ＳＨＨ 多克隆抗体、ＰＴＣＨ１

单克隆抗体、Ｇｌｉ２ 单克隆抗体、ａｃｔｉｎ 多克隆抗体、环
保型脱蜡液、无水乙醇均产自中国ꎬＲＩＰＡ 裂解液、
蛋白酶 Ｋ 产自美国ꎮ 水迷宫、跳台设备(中国产) ꎬ
Ａｖａｎｔｉ Ｊ￣２６ＸＰ 型离心机、Ｓｙｎｅｒｇｙ ２ 型酶标仪、Ｄｏｎａ￣
ｔｅｌｌｏ 型脱水机、ＡＳＰ３００Ｓ 型包埋机、ＴＹ２０２００００２４４
型荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国产) ꎬＨｉｓｔｏＣｏｒｅ Ａｒｃａｄｉａ 型
病理切片机(德国产) ꎮ

二、大鼠分组及造模
１.大鼠分组:按照随机数字表法将 ６０ 只成年雄

性 ＳＤ 大鼠分为空白对照组、模型组、训练组ꎬ再按
干预时间不同ꎬ细分为空白对照 ７ ｄ 组、空白对照
１４ ｄ组、模型 ７ ｄ 组、模型１４ ｄ组、训练 ７ ｄ 组、训练
１４ ｄ组ꎬ每组 １０ 只ꎮ

２.造模方法 [１１] :采用 ３％ 戊巴比妥钠 ( １. ０ ~
１.５ ｍｌ / ｋｇ)充分麻醉大鼠后ꎬ固定其四肢和牙齿ꎬ完
全暴露大鼠颈部并消毒备皮ꎬ在大鼠颈正中线右侧
１ ~ ２ ｍｍ作一切口ꎬ深度剥离胸锁乳突肌后ꎬ找到颈
总动脉并结扎其近心端ꎮ 沿着颈总动脉向上找到
“Ｙ”字形分叉处ꎬ即颈内动脉和颈外动脉的 Ｙ 型交
叉点ꎬ结扎颈外动脉ꎮ 将颈总动脉中上端用止血夹
夹住ꎬ在止血钳与近心端结扎处之间用血管剪作一
小开口ꎮ 把线栓插入切口中ꎬ通过颈总动脉进入颈
内动脉ꎬ堵塞大脑中动脉入口ꎬ进行永久性栓塞ꎮ

３.造模标准 [１２] :术后 ２４ ｈꎬ参照 Ｌｏｎｇａ 评分对
大鼠的神经功能缺损程度进行评定ꎮ 无神经功能
缺陷ꎬ０ 分ꎻ瘫痪侧前爪不能完全伸展ꎬ１ 分ꎻ向瘫痪
侧转圈ꎬ２ 分ꎻ向对侧倾倒ꎬ３ 分ꎻ行走意识丧失ꎬ４
分ꎮ 最低 ０ 分ꎬ最高 ４ 分ꎬ评分越高ꎬ表示神经损伤
程度越重ꎮ 大鼠 Ｌｏｎｇａ 评分≥２ 分为造模成功ꎮ 实
验过程中死亡或取脑时见颅骨骨折、蛛网膜下腔出
血、颈内动脉分叉部出血的大鼠ꎬ予以排除ꎮ

三、干预方法
１.空白对照组:不进行特殊处理ꎬ予以适应性喂

养ꎮ 空白对照 ７ ｄ 组大鼠喂养 ７ ｄꎬ空白对照１４ ｄ组
大鼠喂养１４ ｄꎮ

２.模型组:造模后不施加额外干预ꎬ在保证大鼠
生命体征稳定的前提下ꎬ同等环境适应性喂养ꎮ 模
型 ７ ｄ 组大鼠喂养 ７ ｄꎬ模型１４ ｄ组大鼠喂养１４ ｄꎮ

３.训练组:造模后予以 ＥＥＴ 干预ꎮ 每日上午
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９ ∶ ００至 １０ ∶ ００ 将大鼠置于 ＥＥＴ 室ꎬ进行滚轮、爬
坡、滚筒、秋千、爬梯项目训练ꎬ每项训练 １０ ｍｉｎꎬ项
目训练结束后进行音乐声光刺激ꎮ 训练 ７ ｄ 组大鼠
干预 ７ ｄꎬ训练１４ ｄ组大鼠干预１４ ｄꎮ

四、Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫
干预 ７ ｄ、１４ ｄ后ꎬ将各组大鼠放置于圆形无平

台水池(长×宽×高为 １８０ ｃｍ×１８０ ｃｍ×６０ ｃｍ) ꎬ水
深５０ ｃｍꎬ水温 ２３ ~ ２５ ℃ ꎮ 在水池上标记 ４ 个等距
点ꎬＮ、Ｅ、Ｓ、Ｗ 作为试验的起始点ꎬ以等距点为中心
将水池分为 ４ 个象限ꎬ随机 选 择 １ 个 象 限 放 置
７０ ｃｍ高的平台ꎮ 随机选择起点ꎬ将大鼠面朝池壁
放入水池中ꎬ记录大鼠找到平台的时间和游泳路
程ꎮ 大鼠找到平台或 １２０ ｓ 内无法找到平台ꎬ则由
研究员将其带到平台ꎬ在台上休息 １０ ｓ 后进行下一
次试验ꎮ 此试验阶段 １２ ｈ 后进行后续试验ꎬ记录大
鼠从入水至首次登上平台并停留的时间ꎬ作为逃避
潜伏期 [１３] ꎮ

五、跳台试验
干预 ７ ｄ、１４ ｄ后ꎬ对各组大鼠进行跳台试验ꎮ

当大鼠处于高处时ꎬ有向下跳的行为习性ꎮ 将跳台
仪的底部连通 ３６ Ｖ 电压ꎬ上方放置绝缘橡胶塞作
为跳台ꎮ 大鼠在通电板上遭遇电击ꎬ通过跳上绝缘
跳台来躲避电击ꎬ在此过程中获得记忆ꎮ 当大鼠记
忆力下降时ꎬ每次停留在跳台上的时间会缩短ꎬ且
遭遇电击的次数增多 [１４] ꎮ 记录大鼠首次跳上台面
的时间和遭遇电击的次数ꎮ

六、大鼠处死与取材
每组大鼠干预结束后进行称重ꎬ用 ３％戊巴比妥

钠(１.０ ~ １.５ ｍｌ / ｋｇ)进行腹腔麻醉ꎮ 充分麻醉大鼠
后ꎬ开胸ꎬ用眼科剪分离胸腹部筋膜ꎬ剪断胸骨、肋骨
后ꎬ分离组织直至充分暴露心脏ꎮ 用连接等渗生理
盐水的注射针头插入大鼠左心尖ꎬ注射生理盐水至
大鼠心脏充盈后ꎬ剪开右心耳ꎬ持续输入生理盐水灌
流冲洗ꎬ以至右心耳流出液变白ꎬ大鼠口鼻、四肢、尾
巴无血色后ꎬ改换多聚甲醛固定液持续注入ꎮ 注入
结束后剪开大鼠头部皮肤ꎬ分离组织并暴露大鼠颅
骨ꎮ 于枕骨大孔处将眼科剪插入ꎬ缓慢施力直至顶
骨有较为明显的分裂倾向ꎮ 剥离大鼠顶骨ꎬ用眼科
剪和玻璃分针尽可能地剥离暴露的脑膜ꎬ以确保脑
组织的完整性ꎮ 用剪刀深入颅底分离神经、脑膜和
组织连接部分ꎬ剥离左右侧脑组织和神经ꎬ确保可以
将整块脑组织分离取出ꎮ 灌注成功的大脑组织缺
血ꎬ颜色变白ꎬ质地较硬ꎬ肉眼可见梗死部位与正常
脑组织分界线ꎮ 取脑后将脑组织迅速放在干冰上方
的无菌滤纸上ꎬ剥离出病变半球的脑组织ꎬ迅速放入
冻存管内ꎬ置于－８０℃的冰箱中保存ꎮ

七、ＴＵＮＥＬ 染色
将各组大鼠患侧(空白对照组取同侧)海马石

蜡切片样本脱蜡至水后ꎬ用蛋白酶 Ｋ 修复ꎬ用破膜
工作液覆盖组织ꎬ常温下孵育 ２０ ｍｉｎꎬ随后用磷酸
盐缓冲液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ) 洗涤 ３
次ꎬ甩干ꎬ在组织表面滴加 ｂｕｆｆｅｒ 溶液ꎬ常温孵育
１０ ｍｉｎꎮ 孵育后ꎬ根据组织大小取试剂盒内适量末
端脱氧核苷酸转移酶、ｄＵＴＰ、ｂｕｆｆｅｒ 溶液ꎬ按比例混
合后覆盖组织ꎮ 随后用 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚
( ４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ) 染液复染细
胞核ꎬ避光孵育 １０ｍｉｎ 后封片ꎬ在荧光显微镜下观
察并采集图像ꎮ

八、ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测
利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ６ 组大鼠海马样本内 ＲＮＡꎬ

用紫外分光光度计测定其浓度与纯度ꎬ逆转录后得
到 ｃＤＮＡꎬ － ２０℃ 冻 存 备 用ꎮ 进 行 荧 光 实 时 定 量
ＰＣＲ 检测ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎮ 引物序列见表 １ꎮ

表 １　 各目标基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

基因　 序列(５′￣３′) 产物长度
(ｂｐ)

ＳＨＨ 上游引物 ＧＡＧＣＡＧＡＣＣＧＧＣＴＧＡＴＧＡＣＴ
下游引物 ＣＧＡＧＣＴＴＴＧＧＡＴＴＣＡＴＡＧＴＡＧＡＣＣ ２６２

Ｇｌｉ２ 上游引物 ＣＣＡＡＣＣＡＧＡＡＴＡＡＧＣＡＧＡＡＣＡＧＣ
下游引物 ＴＣＣＴＧＧＧＴＧＴ ＣＡＴＡＴＴＣＣＴＴＣＧ ２５３

ＰＴＣＨ１ 上游引物 ＡＴＡＣＣＣＧＣＣＡＧＡＡＧＡＴＡＧＧＡＧＡＡ
下游引物 ＣＣＡＧＡＡＧＣＡＧＴＣＣＡＡＡＧＧＴＧＴＡ ２８４

九、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
取 ６ 组大鼠海马区脑组织ꎬ低温研磨后按照试

剂盒说明书加入裂解液ꎬ裂解后匀浆并离心(脑组织
较为松散ꎬ为保纯度一般采取二次离心)ꎬ获取蛋白
样品ꎬ采用二奎啉甲酸法( ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｎｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)
检测蛋白浓度ꎮ 聚丙烯酰胺凝胶用于蛋白分离ꎬ每
孔上样 ２０ μｌꎬ随后依次行电泳和转膜ꎮ 转膜完毕
后ꎬ使用 ５％快速封闭液(室温 １ ~ ２ ｈ)ꎬ加入一抗
(１ ∶ １ ０００)ꎬ４℃ 过夜孵育ꎮ 选择对应的山羊抗兔
ＩｇＧ 二抗ꎬ室温避光下孵育 ２ ｈꎬ最后采用增强化学
发光法 ( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬ ＥＣＬ) 成像ꎮ
使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对各组灰度值进行半定量分析ꎮ

十、免疫组化检测
将大鼠脑组织样本常规脱水后ꎬ进行石蜡包

埋、组织切片ꎬ载玻片捞片、烤片后脱蜡ꎬ梯度酒精
水化ꎬ抗原修复ꎬ按顺序滴加内源性过氧化物酶阻
断剂、山羊血清封闭液、一抗(１ ∶ １ ０００) ꎬ于湿盒过
夜ꎬ次日室温复温 ３０ ｍｉｎꎬ依次滴加生物素标记的
羊抗兔聚合物、链霉素抗生物素蛋白￣过氧化物酶ꎬ
然后进行 ＤＡＢ 显色ꎬ苏木素染色 ２ ｓꎬ水洗 ３ 遍ꎬ进
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行脱水、树脂封片ꎮ 具体操作步骤按免疫组化试剂
盒说明书进行ꎮ 采用德国产 Ｌｅｉｃａ ＤＭ４０００Ｂ 正置
研究级显微镜拍照ꎬ取海马区 互 不 重 叠 的 ６ 个
视野ꎮ

十一、统计学方法
采用 ＳＰＳＳ ２６.０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件进

行分析与绘图ꎬ所有数据采用均数±标准差( ｘ－±ｓ)形
式表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ两两比
较采用最小显著差异法( ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬ
ＬＳＤ) ￣ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、６ 组大鼠造模后 ２４ ｈ Ｌｏｎｇａ 评分比较
造模后 ２４ ｈꎬ模型 ７ ｄ 组和训练 ７ ｄ 组大鼠的

Ｌｏｎｇａ 评分ꎬ较空白对照 ７ ｄ 组大幅度增加 ( Ｐ<
０.０５) ꎻ模型１４ ｄ组和训练 １４ ｄ组大鼠的 Ｌｏｎｇａ 评
分ꎬ较空白对照１４ ｄ组大幅度增加 ( Ｐ< ０.０５) ꎮ 见
表 ２ꎮ

表 ２　 ６ 组大鼠造模后 ２４ ｈ Ｌｏｎｇａ 评分比较(分ꎬｘ－±ｓ)

组别　 　 只数 Ｌｏｎｇａ 评分

空白对照 ７ ｄ 组 １０ ０.００±０.００
空白对照 １４ ｄ 组 １０ ０.００±０.００
模型 ７ ｄ 组 １０ ２.２０±０.４２ａ

模型 １４ ｄ 组 １０ ２.３０±０.４８ｂ

训练 ７ ｄ 组 １０ ２.４０±０.５２ａ

训练 １４ ｄ 组 １０ ２.４０±０.５２ｂ

　 　 注:与空白对照 ７ ｄ 组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与空白对照１４ ｄ组比较ꎬｂＰ<
０.０５

二、６ 组大鼠干预后认知行为功能比较
在 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试中ꎬ与组内 ７ ｄ 比较ꎬ模型

１４ ｄ组和训练１４ ｄ组大鼠的逃避潜伏期减短、平均
游泳速度增加、穿越平台次数增多、平台所在象限
停留时间增加 ( Ｐ< ０.０５) ꎮ 与空白对照 ７ ｄ 组及

１４ ｄ组比较ꎬ模型 ７ ｄ 组及１４ ｄ组大鼠的逃避潜伏
期增加、平均游泳速度降低、穿越平台次数减少、平
台所在象限停留时间减少( Ｐ< ０.０５) ꎮ 与模型 ７ ｄ
组及１４ ｄ组比较ꎬ训练７ ｄ组及１４ ｄ组大鼠的逃避潜
伏期减短、平均游泳速度增加、穿越平台次数增多、
平台所在象限停留时间增加(Ｐ<０.０５) ꎮ 见表 ３ꎮ

在跳台试验中ꎬ与组内 ７ ｄ 比较ꎬ模型１４ ｄ组和
训练１４ ｄ组大鼠遭遇电击次数少、平台滞留时间短
(Ｐ<０.０５) ꎮ 与空白对照 ７ ｄ 组及１４ ｄ组比较ꎬ模型
７ ｄ 组及１４ ｄ组大鼠遭遇电击次数增多、平台滞留
时间较长(Ｐ<０.０５) ꎮ 与模型 ７ ｄ 组及１４ ｄ组比较ꎬ
训练 ７ ｄ 组及１４ ｄ组大鼠遭遇电击次数减少、平台
滞留时间较短(Ｐ<０.０５) ꎮ 见表 ４ꎮ

三、６ 组大鼠干预后海马细胞凋亡水平比较
ＴＵＮＥＬ 染色结果显示ꎬ与组内 ７ ｄ 比较ꎬ模型

１４ ｄ组和训练１４ ｄ组大鼠海马细胞凋亡百分比降低
(Ｐ<０.０５) ꎮ 与空白对照 ７ ｄ 组及１４ ｄ组比较ꎬ模型
７ ｄ 组及１４ ｄ组大鼠海马细胞凋亡百分比升高( Ｐ<
０.０５) ꎮ 与模型 ７ ｄ 组及１４ ｄ比较ꎬ训练 ７ ｄ 组及
１４ ｄ组大鼠海马细胞凋亡百分比降低( Ｐ< ０.０５) ꎮ
见图 １ꎮ

四、６ 组大鼠 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２、ＰＴＣＨ１ 蛋白表达水平
比较

免疫组化结果显示ꎬ与组内 ７ ｄ 比较ꎬ模型１４ ｄ
组 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２ 蛋白表达量降低、ＰＴＣＨ１ 表达量增加
(Ｐ<０.０５)ꎬ而训练１４ ｄ组 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２ 蛋白表达量增
加、ＰＴＣＨ１ 表达量降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与空白对照 ７ ｄ
组比较ꎬ模型 ７ ｄ 组 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２ 蛋白表达量增加、
ＰＴＣＨ１ 表达量降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与空白对照１４ ｄ组比
较ꎬ模型１４ ｄ组 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２ 蛋白表达量降低、ＰＴＣＨ１
表达量增加(Ｐ< ０.０５)ꎮ 与模型 ７ ｄ 组及１４ ｄ组比
较ꎬ训练 ７ ｄ 组及１４ ｄ组 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２ 蛋白表达量增加、
ＰＴＣＨ１ 表达量降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ２ ~ ６ꎮ

表 ３　 ６ 组大鼠干预后 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫结果比较(ｘ－±ｓ)

组别　 　 只数 逃避潜伏期
(ｓ)

平均游泳速度
(ｍｍ / ｓ)

穿越平台次数
(次)

平台所在象限
停留时间(ｓ)

空白对照 ７ ｄ 组 １０ ６６.９６±１.７４ １３９.０１±３.３６ ６.２０±０.７９ ３４.８５±２.２１
空白对照 １４ ｄ 组 １０ ６２.１６±２.２６ １４２.５１±２.２９ ７.２０±０.７９ ３９.５２±３.１８
模型 ７ ｄ 组 １０ ９７.０１±２.５７ｂ １０９.２４±３.９７ｂ ２.９０±０.７４ｂ １６.５８±１.４１ｂ

模型 １４ ｄ 组 １０ ８５.０６±２.７０ａｃ １１４.１６±３.５４ａｃ ３.８０±０.６３ａｃ ２１.０６±１.４６ａｃ

训练 ７ ｄ 组 １０ ７８.５５±２.０６ｄ １２３.４５±２.５３ｄ ４.５０±０.７１ｄ ２７.５１±１.９４ｄ

训练 １４ ｄ 组 １０ ６３.３７±２.７８ａｅ １３４.２７±２.４４ａｅ ６.７０±０.９５ａｅ ３７.０８±２.０７ａｅ

　 　 注:与组内 ７ ｄ 比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与空白对照 ７ ｄ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与空白对照１４ ｄ组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与模型 ７ ｄ 组比较ꎬｄＰ<０.０５ꎻ与模型１４ ｄ组比

较ꎬｅＰ<０.０５

８８３ 中华物理医学与康复杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ４６ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｍａｙ ２０２４ꎬ Ｖｏｌ. ４６ꎬ Ｎｏ.５



表 ４　 ６ 组大鼠干预后跳台试验结果比较(ｘ－±ｓ)

组别　 只数 电击次数
(次)

平台滞留时间
(ｓ)

空白对照 ７ ｄ 组 １０ ３.００±０.６７ ２３.９８±１.３６
空白对照 １４ ｄ 组 １０ ２.４０±０.５２ ２３.８６±１.６５
模型 ７ ｄ 组 １０ ７.９０±０.７４ｂ ３６.５６±１.３８ｂ

模型 １４ ｄ 组 １０ ６.８０±０.６３ａｃ ３３.０６±１.４４ａｃ

训练 ７ ｄ 组 １０ ５.７０±０.６８ｄ ２９.３７±１.７９ｄ

训练 １４ ｄ 组 １０ ３.８０±０.６３ａｅ ２５.２６±１.６４ａｅ

　 　 注:与组内 ７ ｄ 比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与空白对照 ７ ｄ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与
空白对照１４ ｄ组比较ꎬｃＰ< ０.０５ꎻ与模型 ７ ｄ 组比较ꎬｄＰ< ０.０５ꎻ与模型

１４ ｄ组比较ꎬｅＰ<０.０５

讨　 　 论

本研究采用 ＥＥＴ 对脑缺血性认知功能障碍大鼠

开展干预ꎬ观察其对大鼠 ＳＨＨ、Ｇｌｉ、ＰＴＣＨ１ 蛋白表达
的影响ꎮ 通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试、跳台试验发现ꎬＥＥＴ
可有效改善脑缺血大鼠的学习记忆能力和方向辨别能
力ꎮ 此外ꎬ本研究还发现ꎬ造模时间较短(７ ｄ)大鼠的
ＳＨＨ、Ｇｌｉ２ 活性较高ꎬＰＴＣＨ１ 表达受抑制ꎬ而造模时间
较长 ( １４ ｄ) 大鼠的 ＳＨＨ、 Ｇｌｉ２ 蛋白表达受抑制ꎬ
ＰＴＣＨ１ 蛋白表达被激活ꎮ 季辉等[１５] 研究报道ꎬ脑缺
血 ６ ｈ 后ꎬＳＨＨ 及下游蛋白表达水平开始升高ꎬ于２４ ｈ
达到高峰ꎬ７２ ｈ 后开始降低ꎬ本研究结论与此一致ꎮ
本研究中ꎬ与模型 ７ ｄ 组及１４ ｄ组比较ꎬ训练 ７ ｄ 组及
１４ ｄ组 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２ 蛋白表达量增加、ＰＴＣＨ１ 表达量降
低(Ｐ< ０.０５)ꎬ提示 ＥＥＴ 可促进大鼠海马组织 ＳＨＨ、
Ｇｌｉ２ 蛋白表达ꎬ抑制 ＰＴＣＨ１ 蛋白表达ꎮ

　 　 注:图 １Ａ 中正常细胞呈蓝色ꎬ凋亡细胞呈绿色ꎻ与组内 ７ ｄ 比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与空白对照 ７ ｄ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与空白对照１４ ｄ组比较ꎬｃＰ<
０.０５ꎻ与模型 ７ ｄ 组比较ꎬｄＰ<０.０５ꎻ与模型１４ ｄ组比较ꎬｅＰ<０.０５

图 １　 ６ 组大鼠海马细胞凋亡情况(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ×４００ 倍)

　 　 注:与组内 ７ ｄ 比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与空白对照 ７ ｄ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与空白对照１４ ｄ组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与模型 ７ ｄ 组比较ꎬｄＰ<０.０５ꎻ与模型１４ ｄ组
比较ꎬｅＰ<０.０５

图 ２　 ６ 组大鼠海马组织 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２、ＰＴＣＨ１ ｍＲＮＡ 含量比较
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　 　 注:与组内 ７ ｄ 比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与空白对照 ７ ｄ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与空白对照１４ ｄ组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与模型 ７ ｄ 组比较ꎬｄＰ<０.０５ꎻ与模型１４ ｄ组
比较ꎬｅＰ<０.０５

图 ３　 ６ 组大鼠海马组织 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２、ＰＴＣＨ１ 蛋白表达量的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

图 ４　 ６ 组大鼠海马切片 ＳＨＨ 蛋白的免疫组化结果(×４００ 倍)
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图 ５　 ６ 组大鼠海马切片 Ｇｌｉ２ 蛋白的免疫组化结果(×４００ 倍)

图 ６　 ６ 组大鼠海马切片 ＰＴＣＨ１ 蛋白的免疫组化结果(×４００ 倍)

　 　 有研究表明ꎬ脑卒中后认知功能障碍的最佳康复
时期是脑卒中发病后的 ３ 个月[１６]ꎮ 当大脑血流持续
性减少时ꎬ患者的认知障碍也会逐步加重[１７]ꎮ 海马部
位与记忆能力密切相关ꎬ由于海马组织结构的特殊性ꎬ
其对缺血极为敏感[１８]ꎬ海马组织的持续性缺血缺氧会
导致患者记忆力下降、认知功能减退[１９]ꎮ 在海马缺血
的过程中ꎬ先后会经过炎症、组织增生、组织功能重塑
３ 个联级阶段[２０]ꎮ ＳＨＨ 信号通路主要参与神经细胞
的增生ꎬ并能够调节成年海马神经祖细胞的增殖与分
化[２１]ꎮ 研究发现ꎬＥＥＴ 可通过多种感觉刺激促进脑皮

质重塑ꎬ因此在组织功能重塑阶段予以 ＥＥＴ 干预ꎬ将
有可能改善功能障碍、促进机体恢复[２２]ꎮ 目前ꎬ与此
相关的作用机制研究还不完善ꎮ

前期研究发现ꎬＳＨＨ 信号蛋白在脑缺血的修复、
大脑中枢系统的生长发育和分化中发挥重要作用ꎬ
ＳＨＨ 鞘内注射或在脑梗死区域局部应用ꎬ可以改善功
能结局ꎬ减少神经元变性ꎬ促进神经生长[２３]ꎮ 还有研
究表明ꎬＳＨＨ 除可对神经元产生直接影响外ꎬ还可以
刺激脑血管生成ꎬ这可能有助于促进脑卒中和慢性神
经退行性疾病恢复[２４]ꎮ 本研究发现ꎬ经过 ＥＥＴ 干预
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的脑卒中后认知功能障碍大鼠ꎬ其运动行为能力、空间
识别能力、记忆能力均显著改善ꎬ海马部位的细胞凋亡
百分比也较同时期未经干预的脑缺血大鼠低ꎬ干预后
大鼠海马部位 ＳＨＨ 通路被激活ꎬ推测认为 ＥＥＴ 可以
通过调控 ＳＨＨ 通路的活性ꎬ改善脑缺血大鼠的认知功
能ꎬＳＨＨ 信号通路的激活ꎬ可能是 ＥＥＴ 改善脑缺血性
认知功能障碍的重要机制之一ꎮ

综上所述ꎬ本研究探讨了 ＥＥＴ 对脑缺血认知功能
障碍大鼠的影响ꎬ结果发现 ＥＥＴ 可以改善脑缺血大鼠
的认知功能ꎬ其机制可能与 ＳＨＨ 信号通路的激活有
关ꎮ 此结论为开展 ＥＥＴ 康复提供了相关依据ꎬ但脑损
伤的发生机制较为复杂ꎬ相关研究也并未透彻阐明ꎬ本
研究在 ＳＨＨ 通路方面的研究还不够深入和全面ꎬ检测
指标较为单一ꎮ 后续会考虑增加 ＳＨＨ 通路抑制剂、激
活剂以及相关指标的检测ꎬ以提高研究的科学性与完
整性ꎮ

参　 考　 文　 献

[１] 董旭ꎬ孙洁ꎬ李玲.高低频重复经颅磁刺激对卒中后认知障碍伴摄

食吞咽困难患者的疗效观察[Ｊ] .中国康复ꎬ２０２３ꎬ３８(８):４５５￣４５９.
ＤＯＩ:１０.３８７０ / ｚｇｋｆ.２０２３.０８.００２.

[２] 李闻宇ꎬ李江ꎬ王强ꎬ等.经颅直流电刺激和重复经颅磁刺激治疗

脑卒中后认知功能障碍的研究进展[ Ｊ] .中华物理医学与康复杂

志ꎬ２０２２ꎬ ４４ ( ４): ３６９￣３７２. ＤＯＩ: １０. ３７６０ / ｃｍａ. ｊ. ｉｓｓｎ. ０２５４￣１４２４.
２０２２.０４.０１９.

[３] Ｐａｎｄｉａｎ ＪＤꎬＧａｌｌ ＳＬꎬＫａｔｅ ＭＰꎬｅｔ ａｌ.Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅ:ａ ｇｌｏｂａｌ ｐｅｒ￣
ｓｐｅｃｔｉｖｅ[Ｊ] . Ｌａｎｃｅｔꎬ２０１８ꎬ３９２(１０１５４):１２６９￣１２７８.ＤＯＩ:１０.１０１６ /
Ｓ０１４０￣６７３６(１８)３１２６９￣８.

[４] 汪凯ꎬ董强ꎬ郁金泰ꎬ等.卒中后认知障碍管理专家共识 ２０２１[ Ｊ] .
中国卒中杂志ꎬ２０２１ꎬ１６(４):３７６￣３８９. ＤＯＩ: １０. ３９６９ / ｊ. ｉｓｓｎ. １６７３￣
５７６５.２０２１.０４.０１１.

[５] 魏天祺ꎬ罗家麒ꎬ李紫娟ꎬ等.基于丰富环境的增强现实训练对脑

卒中步行功能的影响[ Ｊ] .中国康复理论与实践ꎬ２０２３ꎬ２９(１２):
１４３９￣１４４５.ＤＯＩ: １０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００６￣９７７１.２０２３.１２.００８.

[６] 徐欢岚ꎬ梁冠军ꎬ张何威ꎬ等.丰富环境康复训练对缺氧缺血性脑

病新生儿的体格及神经行为发育的影响[ Ｊ] .中国康复医学杂志ꎬ
２０２３ꎬ３８(１２):１７０１￣１７０６.ＤＯＩ: １０.３９６９ / ｊ. ｉｓｓｎ.１００１￣１２４２.２０２３.１２.
０１１.

[７] 刘夕霞ꎬ曹湾ꎬ李荣祝ꎬ等.丰富环境对重复轻度脑损伤小鼠记忆

功能及神经再生的影响[ Ｊ] .中国康复医学杂志ꎬ２０２１ꎬ３６(１１):
１３５７￣１３６２.ＤＯＩ: １０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００１￣１２４２.２０２１.１１.００６.

[８] 张人凤.ＴＴＢＫ２ 通过初级纤毛 / ＳＨＨ 信号介导 ＳＮＡＴ２ 蛋白在促进

神经元再生能力中的作用研究[Ｄ].长春:吉林大学ꎬ２０２３:５３１１.
[９] Ｉｎｇｈａｍ ＰＷꎬ Ｎａｋａｎｏ Ｙꎬ Ｓｅｇｅｒ Ｃ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｅｄｇｅ￣

ｈｏｇ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｍｅｔａｚｏａ[ Ｊ] .Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｇｅｎｅｔꎬ２０１１ꎬ１２(６):
３９３￣４０６.ＤＯＩ:１０.１０３８ / ｎｒｇ２９８４.

[１０] Ｋｕｍａｒ ＳꎬＲｅｙｎｏｌｄｓ ＫꎬＪｉ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｉｍｐａｉｒｅｄ ｎｅｕｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐａｔｈ￣
ｗａｙｓ ｉｎ ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ:ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ａｎｄ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ[Ｊ / ＯＬ].Ｊ Ｎｅｕｒｏｄｅｖ Ｄｉｓｏｒｄꎬ２０１９ꎬ１１(１):１０[２０２２￣０３￣

１４] .
[１１] 彭洪卫ꎬ林如辉ꎬ邵丽ꎬ等.电针对 ＭＣＡＯ 大鼠海马 ＣＡ１ 区 ＮＦ￣κＢ

ｐ６５ 表达及学习记忆功能的影响 [ Ｊ] .中国中医急症ꎬ２０２３ꎬ３２
(３):４０４￣４０８.ＤＯＩ: １０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００４￣７４５Ｘ.２０２３.０３.００６.

[１２] 孔钰ꎬ杨骏ꎬ樊吟秋ꎬ等.基于 Ｓｏｎｉｃ Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号通路探讨化瘀通

络灸促血管性痴呆大鼠髓鞘再生的作用机制 [ Ｊ] .针刺研究ꎬ
２０２３ꎬ４８(６):５７８￣５８４.ＤＯＩ: １０.１３７０２ / ｊ.１０００￣０６０７.２０２２１１５６.

[１３] 董笑博ꎬ安阳ꎬ杨彩瑜ꎬ等.ＭＣＣ９５０ 抑制 ＮＬＲＰ３ 炎性小体活性改

善阿尔茨海默病模型小鼠血脑屏障功能研究[ Ｊ] .辽宁中医药大

学学报ꎬ２０２３ꎬ２５(９):５７￣６２.ＤＯＩ: １０.１３１９４ / ｊ. ｉｓｓｎ.１６７３￣８４２ｘ.２０２３.
０９.０１３.

[１４] 张明晓ꎬ方峰ꎬ杨艳ꎬ等.人参皂苷 Ｒｇ１ 对幼龄大鼠缺氧缺血性脑

损伤和神经元凋亡的保护作用[Ｊ] .西安交通大学学报(医学版)ꎬ
２０２１ꎬ４２(５):６９３￣６９９.ＤＯＩ: １０.７６５２ / ｊｄｙｘｂ２０２１０５００９.

[１５] 季辉ꎬ刘莹ꎬ王力娜ꎬ等.白藜芦醇苷对脑梗死大鼠中 Ｓｈｈ 和 Ｎｒｆ２
信号通路的调节及机制研究[ Ｊ] .脑与神经疾病杂志ꎬ２０２１ꎬ２９
(９):５３３￣５３８.

[１６] 李梓婷ꎬ班林强ꎬ陈枫.环颅底穴位化裁针刺治疗卒中后轻度认知

障碍:随机对照试验[Ｊ] .中国针灸ꎬ２０２３ꎬ４３(１０):１１０４￣１１０８.ＤＯＩ:
１０.１３７０３ / ｊ.０２５５￣２９３０.２０２２１２３１￣０００２.

[１７] 宋娟ꎬ卞心怡ꎬ李键ꎬ等.坐骨神经电刺激对慢性脑缺血大鼠海马

区血管内皮生长因子表达及学习记忆功能的影响[ Ｊ] .中华物理

医学与康复杂志ꎬ２０２３ꎬ４５(１０):８７８￣８８３.ＤＯＩ: １０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.
０２５４￣１４２４.２０２３.１０.００３.

[１８] 戴有勇ꎬ严国强ꎬ石珊ꎬ等.经颅直流电刺激对认知损害模型大鼠

学习、记忆功能的影响[ Ｊ] .中华物理医学与康复杂志ꎬ２０２３ꎬ４５
(１):１￣５.ＤＯＩ: １０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２３.０１.００１.

[１９] 王泽熙ꎬ回利ꎬ刘帅ꎬ等.电针刺激头部运动区对脑瘫大鼠脑损伤

及 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路的影响[Ｊ] .中华物理医学与康复杂志ꎬ
２０２３ꎬ４５( １０):８７２￣８７７. ＤＯＩ:１０. ３７６０ / ｃｍａ. ｊ. ｉｓｓｎ. ０２５４￣１４２４. ２０２３.
１０.００２.

[２０] 文君ꎬ朱慧敏ꎬ李雪梅ꎬ等.抑制 Ｓｏｎｉｃ Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号能抑制脑缺血

性损伤后纤维瘢痕形成且不利于神经功能恢复[ Ｊ] .南方医科大

学学报ꎬ２０２２ꎬ４２( ６):８４０￣８４８. ＤＯＩ: １０. １２１２２ / ｊ. ｉｓｓｎ. １６７３￣４２５４.
２０２２.０６.０７.

[２１] Ｌａｚａｒｏｖ Ｏꎬ Ｍａｔｔｓｏｎ ＭＰꎬ Ｐｅｔｅｒｓｏｎ ＤＡꎬ ｅｔ ａｌ.Ｗｈｅｎ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ｅｎ￣
ｃｏｕｎｔｅｒｓ ａｇｉｎｇ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１０ꎬ ３３ (１２):
５６９￣５７９.ＤＯＩ: １０.１０１６ / ｊ.ｔｉｎｓ.２０１０.０９.００３.

[２２] 刘环环ꎬ高静ꎬ苏凯奇ꎬ等.丰富环境对慢性低灌注性认知障碍保

护作用的机制研究进展[ Ｊ] .中国全科医学ꎬ２０２２ꎬ２５(２３):２９０３￣
２９０９.ＤＯＩ: １０.１２１１４ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００７￣９５７２.２０２２.０１２２.

[２３] Ｃａｏ Ｗꎬ Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ Ｃｈｅｎ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ.Ａ ｎｏｖｅｌ ｃｅｒｅｂｒｏｐｒｏｔｅｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅꎬ
ＣＨ１ꎬ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｖｉａ ｔｈｅ Ｓｈｈ / Ｐｔｃｈ￣１ / Ｇｌｉ￣１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] .
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒ Ｄｉｓ Ｔｒｅａｔꎬ ２０２０ꎬ １６: ３２０９￣３２２４. ＤＯＩ: １０. ２１４７ /
ＮＤＴ.Ｓ２８９９９０.

[２４] Ｂａｏ ＧＱꎬ Ｙｕ Ｙ. Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅ￣
ｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｓｈｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] . Ｅｕｒ
Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ２２ ( ２０ ): ７０６９￣７０７７. ＤＯＩ: １０.
２６３５５ / ｅｕｒｒｅｖ＿２０１８１０＿１６１７９.

(修回日期:２０２４￣０４￣０２)
(本文编辑:凌　 琛)

２９３ 中华物理医学与康复杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ４６ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｍａｙ ２０２４ꎬ Ｖｏｌ. ４６ꎬ Ｎｏ.５


