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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨丰富环境饲养促进脑缺血小鼠海马区突触重塑的作用机制ꎮ 方法　 清洁级成年雄

性小鼠(Ｃ５７ＢＬ / ６)６０ 只ꎬ按随机数字表法选取 １６ 只设为假手术组ꎬ剩余 ４４ 只接受永久性左侧大脑中动脉栓

塞(ｐＭＣＡＯ)手术ꎮ 将造模成功的 ３２ 只小鼠随机分为标准饲养组和丰富环境组ꎬ每组 １６ 只ꎮ 术后 ３ ｄ 行丰富

环境干预ꎬ假手术组和标准环境组置于标准环境鼠笼中饲养ꎬ丰富环境组置于丰富环境鼠笼中饲养ꎬ持续干预

２８ ｄꎻ干预 ２８ ｄ 后ꎬ采用透射电镜技术及蛋白免疫印迹检测技术ꎬ分别检测和观察分析 ３ 组小鼠海马 ＣＡ３ 区

的突触数量以及海马区 Ｗｎｔ７ａ、Ｄｖｌ１、β￣ｃａｔｅｎｉｎ、突触素、ＰＳＤ￣９５ 蛋白表达水平的变化ꎮ 结果　 与标准环境组相

比ꎬ丰富环境组海马区突触素、ＰＳＤ￣９５、Ｗｎｔ７ａ、Ｄｖｌ１、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的蛋白表达水平显著升高ꎬ与标准饲养组比较ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 丰富环境组海马 ＣＡ３ 区的突触数量亦明显高于标准饲养组(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论　 丰富环境可以激活脑缺血小鼠海马区 Ｗｎｔ７ａ￣β￣ｃａｔｅｎｉｎ￣Ｄｖｌ１ 信号通路ꎬ从而促进脑缺血小鼠海马区突

触重塑ꎮ
【关键词】 　 丰富环境ꎻ　 脑梗死ꎻ　 突触重塑
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　 　 脑梗死是全世界最常见的导致人类残疾的疾病之

一[１]ꎬ脑梗死患者的功能恢复与大脑神经系统可塑性

及脑功能重组有关[２]ꎮ 如何激活并诱导神经元可塑

性及脑功能重组的内源性修复机制ꎬ是目前康复治疗

研究的热点问题[３]ꎮ 研究表明ꎬ内源性修复机制的激

活ꎬ是脑梗死后功能恢复的主要原因[４￣５]ꎮ 丰富环境

(ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ)是一种研究脑损伤后外部环境

对大脑内部修复作用机制的康复工具ꎬ并被证明对大

脑内源性修复机制有明显的促进作用[６￣８]ꎮ Ｗｎｔ / β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对中枢神经的发育起关键作用[９]ꎬ在
神经突触形成、信号传递及突触重塑的调节方面有重

要作用[１０￣１１]ꎮ 突触素和突触后密度蛋白(ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＰＳＤ)￣９５ 是与突触发生相关的 ２ 个重

要标志物[１２￣１３]ꎮ 本研究通过丰富环境干预永久性大

脑中动脉栓塞 (ｐｅｒｍａｎｅｎｔ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕ￣
ｓｉｏｎꎬｐＭＣＡＯ) 模型小鼠ꎬ检测小鼠海马 ＣＡ３ 区突触数

量、突触发生相关蛋白以及 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋

白表达的变化ꎬ旨在探讨丰富环境促进脑梗死后突触

重塑的内在机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物分组及模型制备

清洁级成年雄性小鼠(Ｃ５７ＢＬ / ６)共 ６０ 只ꎬ购自上

海杰思捷实验动物有限公司ꎬ许可证号 ＳＣＸＫ(沪)
２０１８￣０００４ꎬ体重 ２０~２４ ｇꎬ用随机数字表法ꎬ随机选取

４４ 只接受 ｐＭＣＡＯ 手术ꎬ１６ 只作为假手术组ꎮ 实验中

对小鼠的所有操作均符合实验动物伦理ꎬ并获得复旦

大 学 动 物 保 护 与 使 用 委 员 会 授 权 ( 编 号

２０１６０８５８Ａ２３２)ꎮ 参照相关文献[６ꎬ１４] 制作 ｐＭＣＡＯ 模

型小鼠ꎬ以小鼠行为学评分作为判断脑缺血造模成功

的标准ꎬ具体操作如下ꎮ
将每只小鼠放在一根平衡木上 (宽 １. ５ ｃｍꎬ长

６０ ｃｍ)６０ ｓ 按 ０~６ 分进行行为学评分:①０ 分ꎬ能在平

衡木上自由行走ꎻ②１ 分ꎬ用双侧爪子抓住平衡木ꎻ③２
分ꎬ能抱住平衡木ꎬ但有一肢体掉下ꎻ④３ 分ꎬ能抱住平

衡木ꎬ有两个肢体掉下ꎻ⑤４ 分ꎬ掉下平衡木ꎬ但是能坚

持 ４０~６０ ｓꎻ⑥５ 分ꎬ２０~４０ ｓ 内掉下平衡木ꎻ⑦６ 分ꎬ无
法停留在梁上ꎮ 将得分为 ２ ~ ４ 分的小鼠认定为模型

制备成功ꎬ并纳入本研究ꎮ
经过评定ꎬ接受 ｐＭＣＡＯ 手术的 ４４ 只小鼠中ꎬ３２

只小鼠造模成功ꎮ 将造模成功的 ３２ 只小鼠用随机数

字表法分为标准环境组和丰富环境组ꎬ每组 １６ 只ꎮ 假

手术组小鼠仅做左侧颈总动脉分离手术ꎬ不进行线栓

插入处理ꎮ
二、丰富环境与标准环境的设计

参照相关文献[１５￣１６] 设计丰富环境鼠笼ꎮ 丰富环

境鼠笼大小为 ６５ ｃｍ×７５ ｃｍ×２５ ｃｍꎬ含攀登梯子、小秋

千、塑料管道、小转轮、小盒子等ꎬ每个丰富环境笼内 ８
只小鼠ꎬ笼内摆放的物品每 ３ 天更换一次ꎮ 标准环境

鼠笼大小为 ２１ ｃｍ×２７ ｃｍ×１６ ｃｍꎮ ２ 种鼠笼均提供

１２ ｈ周期的昼夜光变化ꎬ并自由进食、进水ꎬ室温控制

在(２３±２)℃ꎬ湿度为 ５０％ꎮ
术后 ３ ｄ 行丰富环境干预ꎬ假手术组和标准环境

组置于标准环境鼠笼中饲养ꎬ丰富环境组置于丰富环

境鼠笼中饲养ꎬ持续干预 ２８ ｄꎮ
三、蛋白免疫印迹检测

丰富环境干预 ２８ ｄ 后ꎬ采用蛋白免疫印迹检测

技术检测海马区 Ｗｎｔ７ａ、 Ｄｖｌ１、 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、突触素、
ＰＳＤ￣９５ 蛋白表达ꎬ将 ３ 组小鼠各取 ８ 只ꎬ分别用过量

水合氯醛麻醉处死ꎬ并采集同侧完整海马组织备用ꎮ
参考既往文献[１７] ꎬ提取海马区蛋白ꎬ进行蛋白质免疫

印迹分析ꎮ
方法如下:首先对海马组织用蛋白裂解液进行

均质化裂解ꎬ然后 ４ ℃离心 ３０ ｍｉｎ(１４ ０００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ
取上清ꎮ 采用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒( Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎬ
ＵＳＡ)检测蛋白浓度ꎬ并配平各组蛋白浓度ꎬ蛋白样

品在 ９５ ~ １００ ℃ 加热变性ꎬ保存于－２０ ℃ 冰箱中备

用ꎮ 将等量的蛋白样品(２０ μｌ)在 １０％分离胶、５％
浓缩胶上进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺( ｓｏｄｉｕｍ
ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)
电泳ꎬ然 后 将 蛋 白 质 转 移 到 硝 酸 纤 维 素 膜 ( ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎬ ＵＳＡ)上ꎮ 在封闭液中

室温下封闭 １ ｈꎬ然后将膜与下列一抗抗体在 ４ ℃隔

夜孵育ꎮ 所有抗体均购买自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ分别

为 Ｗｎｔ７ａ (兔抗小鼠ꎬ １ ∶ １０００)ꎬ Ｄｖｌ１ (兔抗小鼠ꎬ
１ ∶ １０００)ꎬβ￣ｃａｔｅｎｉｎ(兔抗小鼠ꎬ１ ∶ ５００)ꎬ突触素(兔
抗小鼠ꎬ１ ∶ １５００)ꎬＰＳＤ￣９５(兔抗小鼠ꎬ１ ∶ １５００)ꎬβ￣
ｔｕｂｕｌｉｎ(兔抗小鼠ꎬ１ ∶ １０００)ꎮ 用三羟甲基氨基甲烷

缓冲液( ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｔｗｅｅｎꎬＴＢＳＴ)洗涤 ３ 次后ꎬ
在室温下加入 ＩｇＧ 二抗(山羊抗兔ꎬ １ ∶ ５０００)ꎬ孵育

６０ ｍｉｎꎬ用扫描 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图像系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎬ
ＵＳＡ)测定蛋白条带的强度ꎬ然后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ( ＩｍａｇｅＪꎬ
ＮＩＨ 公司ꎬＵＳＡ)以 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 作为内参蛋白进行半定

量分析ꎮ
四、透射电镜检测海马 ＣＡ３ 区突触数量

丰富环境干预 ２８ ｄ 后ꎬ利用透射电镜检测海马

ＣＡ３ 区的突触数量ꎬ将 ３ 组小鼠(余 ８ 只)分别用过量

水合氯醛麻醉处死ꎬ多聚甲醛固定ꎬ立即暴露小鼠的大

脑ꎬ并从海马 ＣＡ３ 区提取样本(约 １ ｍｍ３)ꎮ 参照既往

文献[１８]制备透射电镜切片ꎮ
方法如下:将取出的海马 ＣＡ３ 区样本组织放置在

４ ℃冰箱 ２. ５％戊二醛中过夜ꎬ用 ４％多聚甲醛固定
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２ ｈꎬ磷酸缓冲盐溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)清

洗样品 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ然后用 １％四氧化二锇固定

１.５ ｈꎬ再次用 ＰＢＳ 中洗涤ꎬ清洗干净后用丙酮系列脱

水ꎬ最后将海马组织嵌入环氧树脂中包埋ꎮ 将海马组

织用 １％甲苯胺蓝染色后ꎬ用超显微切片机切割超薄

切片(约 ７０ ｎｍ)ꎮ 将切好的薄片放入 ２％醋酸铀酰水

溶液静置 ３ ｍｉｎꎬ然后用 ０.５％柠檬酸铅溶液浸泡 ５ ~
１０ ｍｉｎꎬ最后用透射电子显微镜(Ｚｅｉｓｓ ＥＭ９００)进行观

察ꎮ 在镜下观察并在放大 ６０００ 倍的镜下拍照ꎬ每张切

片取 １０ 个视野进行拍照并纳入分析ꎮ
参照国际通用的突触计算方法[１９]ꎬ用公式 Ｎｖ ＝

Ｎａ / ｄ 估计突触数目(其中 Ｎｖ 是单位体积的突触数

目ꎬＮａ 是电子显微照片单位面积的突触连接数目ꎬ
ｄ 是突触连接的平均长度)ꎮ

五、统计学方法

使用 ＳＰＳＳ １７.０ 版统计软件包对数据进行统计学

分析处理ꎬ所有计量数据均以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ并呈正态分

布的计量资料组间比较采用 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用

单因素方差分析ꎬ组内进一步两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
检验ꎮ Ｐ<０.０５认为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、丰富环境干预促进小鼠海马区相应蛋白的表达

蛋白免疫印迹半定量检测结果显示ꎬ丰富环境组

突触素、ＰＳＤ￣９５、Ｗｎｔ７ａ、Ｄｖｌ１、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 较标准饲养组

明显升高ꎬ且差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与假手术

组比较无明显变化ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 详

见图 １ 和图 ２ꎮ

注:图 Ａ 示海马 ＣＡ３ 区突触素和 ＰＳＤ￣９５ 的蛋白表达ꎻ图 Ｂ 示海马 ＣＡ３ 区 Ｗｎｔ７ａ、Ｄｖｌ１ 和 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的蛋白表达

图 １　 海马 ＣＡ３ 区蛋白表达免疫印迹检测图

注:与标准饲养组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ２　 海马 ＣＡ３ 区各项蛋白表达半定量分析统计图
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假手术组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 丰富环境组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 标准饲养组

注:图中白色箭头示海马 ＣＡ３ 区突触

图 ３　 海马 ＣＡ３ 区突触透射电镜图(比例尺 ０.５ μｍ)

　 　 二、丰富环境干预促进小鼠海马 ＣＡ３ 区突触数量

的增加

透射电镜检测结果显示ꎬ丰富环境组突触数量较

标准饲养组明显升高ꎬ且差异有统计学意义 ( Ｐ<
０.０５)ꎻ与假手术组比较无明显变化ꎬ差异无统计学意

义(Ｐ>０.０５)ꎮ 详见图 ３ 和图 ４ꎮ

注:与标准饲养组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ４　 各组海马 ＣＡ３ 区突触数量分析统计图

讨　 　 论

脑梗死是目前全世界致残率最高的疾病之一[２０]ꎮ
如何改善脑梗死患者的功能障碍ꎬ提高患者的生存质

量ꎬ是康复研究领域的热点和难点问题ꎮ 本研究结果

显示ꎬ与标准环境组相比ꎬ丰富环境组的突触素、ＰＳＤ￣
９５、Ｗｎｔ７ａ、Ｄｖｌ１、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达水平显著升高(Ｐ<
０.０５)ꎻ透射电镜检测发现ꎬ与标准环境组相比ꎬ丰富环

境组突触数量显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ说明丰富环境干预

明显提高了脑缺血小鼠海马区的突触数量ꎬ促进突触

发生以及 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关蛋白的表达ꎬ从
而促进了脑缺血小鼠海马区的突触重塑ꎮ

众所周知ꎬ突触是神经元之间在功能上发生联系

的基本单元ꎬ也是信息传递的关键部位ꎬ任何神经组织

的功能恢复ꎬ最终离不开突触功能的良性恢复ꎮ 丰富

环境是神经康复基础实验中的一种重要康复干预手

段ꎬ与标准饲养环境相比ꎬ丰富环境能够为动物提供更

多的物理刺激或社会刺激ꎬ动物在新技能的反复训练、
丰富环境干预或慢性应激后ꎬ突触及相关树突或轴突

的数量均有明显变化[２１]ꎮ
既往的研究表明ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在神经

系统的生长发育、突触可塑性、神经递质传递等方面有

着非常关键的作用[１０ꎬ ２２￣２３]ꎬ该信号通路由细胞外配体

(Ｗｎｔ３ａ、 Ｗｎｔ５ａ、 Ｗｎｔ７ａ 等)、细胞膜上的受体 ( Ｆｚ、
ＬＲＰ５ / ６ 等)、细胞浆内的转导部分(Ｄｖｌ１、Ｇｓｋ３β、β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 等)以及细胞核内的转录控制部分组成[２４]ꎻ体
外培养海马区神经元研究亦表明ꎬβ￣ｃａｔｅｎｉｎ 可促进神

经棘突的生长和复杂化ꎬ诱导新生棘突的形成[２５]ꎮ 本

研究结果显示ꎬ丰富环境干预可以促进 Ｗｎｔ７ａ、Ｄｖｌ１、
β￣ｃａｔｅｎｉｎ 三个 Ｗｎｔ 通路相关蛋白的表达ꎬ还可以促进

突触素和 ＰＳＤ￣９５ 的增加ꎬ且丰富环境组小鼠海马 ＣＡ３
区的突触数量也有明显增加ꎮ

综上所述ꎬ丰富环境干预可以明显促进海马区突

触的数量增加以及突触发生的相关蛋白表达ꎬ而

Ｗｎｔ７ａ￣β￣ｃａｔｅｎｉｎ￣Ｄｖｌ１ 通路的激活很有可能是突触重

塑的内在分子机制ꎮ 本研究的不足之处在于ꎬ丰富环

境促进脑卒中后突触重塑的内在机制非常复杂ꎬ包括

脑白质的重塑、血管新生的改善以及神经营养因子的

增加ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活只是其作用机制之

一ꎬ而本研究仅关注了 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路的三个蛋

白ꎬ因此对丰富环境在 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋白的

调控机制还有待于进一步的深入研究ꎮ
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