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[摘　 要] 　 目的　 探讨有氧运动对血管性脑痴呆小鼠记忆能力的影响及其作用机制ꎮ 方法　 暴露小鼠双侧颈总

动脉ꎬ重复夹闭动脉 ３ 次ꎬ尾静脉放血建立血管性脑痴呆小鼠模型ꎬ小鼠随机分为三组:假手术组、模型组和有氧运

动组ꎮ 术后第二天开始进行有氧运动ꎬ连续 ７ 周ꎮ 训练结束后进行行为学检测ꎬ术后 ３０ 天收集小鼠脑组织样本

(海马、前额叶、全脑和血清)ꎮ ＨＥ 染色观察海马 ＣＡ１ 区的病理学变化、ＴＵＮＥＬ 法检测海马 ＣＡ１ 区神经细胞凋亡、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和紫外分光光度计检测 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、丙二醛(ＭＤＡ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、生长相关蛋白(ＧＡＰ￣４３)、
脑源性神经营养因子(ＢＤＮＦ)、乙酰胆碱合成酶(ＡＣＨＥ)、乙酰胆碱转移酶(ＣＨＡＴ)、突触素(ＳＹＰ)、神经细胞黏附

分子(ＮＣＡＭ)及神经细胞黏附分子受体(ＮＲ２Ｂ)的变化ꎮ 结果　 与假手术组相比ꎬ模型组小鼠的僵直时间显著缩

短ꎬＣＡ１ 区神经元细胞病变严重ꎬ凋亡细胞增加ꎬＭＤＡ 和 ＡＣＨＥ 蛋白的表达明显上升ꎬＳＹＰ、ＮＣＡＭ、ＮＲ２Ｂ、ＳＯＤ、ＢＤ￣
ＮＦ、ＣＨＡＴ、ＧＡＰ￣４３ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达降低ꎬＢａｘ 蛋白表达没有明显变化ꎮ 与模型组相比ꎬ有氧运动组小鼠的僵直时

间显著延长ꎬ海马区的组织病变情况改善ꎬ且凋亡细胞减少ꎬＭＤＡ 和 ＡＣＨＥ 蛋白的表达明显降低ꎬＳＹＰ、ＮＣＡＭ、
ＮＲ２Ｂ、ＳＯＤ、ＢＤＮＦ、ＣＨＡＴ、ＧＡＰ￣４３ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的表达升高ꎬＢａｘ 蛋白表达没有明显变化ꎮ 结论　 有氧训练可能通

过上调 Ｂｃｌ￣２、ＳＯＤ、ＢＤＮＦ、ＣＨＡＴ、ＧＡＰ￣４３、ＳＹＰ、ＮＣＡＭ 及 ＮＲ２Ｂ 蛋白表达ꎬ下调 ＭＤＡ 和 ＡＣＨＥ 蛋白表达ꎬ减少自由

基损伤和海马区神经元细胞凋亡ꎬ从而改善血管性痴呆小鼠的学习记忆功能ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ７４２ [文献标识码] 　 Ａ

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ｍｉｃｅ
ＸＩＡ Ｈｏｎｇｔａｏ１ꎬ ＭＡ Ｌｉｇａｎｇ１ꎬ ＺＨＡＯ Ｙｕｎ２

(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ ２.Ｈａｎｄａｎ Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｈａｎｄａｎꎬ Ｈｅｂｅｉ ０５６０３８ꎬ
Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａꎻ　 ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅꎻ　 ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎻ　 ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ.　 　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｏ ｅｘｐｏｓｅ ｔｈｅ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｏｆ ＫＭ ｍｏｕｓｅꎬ ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ａｎｄ
ｂｌｏｏｄ ｌｅｔｔｉｎｇ ｉｎ ｃａｕｄａｌ ｖｅｉｎ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ.　 Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ: ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ.　 Ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｂｅｇａｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｄａｙ ａｆｔｅｒ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ７ ｗｅｅｋｓ.　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ.　 Ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ (ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓꎬ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ
ｌｏｂｅꎬ ｗｈｏｌｅ ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ) ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ３０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ. 　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１
ｒｅｇｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ.　 Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ｒｅｇｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＴＵＮＥＬ ｍｅｔｈｏｄ.　 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘꎬ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ)ꎬ ｓｕ￣
ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ)ꎬ ｇｒｏｗｔｈ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣４３ (ＧＡＰ￣４３)ꎬ ｂｒａｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ (ＢＤＮＦ)ꎬ ａｃｅｔｙｌｃｈｏ￣
ｌｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ( ＡＣＨＥ)ꎬ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ( ＣＨＡＴ)ꎬ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ ( ＳＹＰ )ꎬ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ
(ＮＣＡＭ) ａｎｄ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２Ｂ (ＮＲ２Ｂ).　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｔｉｍｅ
ｏｆ ｆｅａｒ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ.　 Ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｄａｍａｇｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ＡＣＨＥ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎꎬ ＮＣＡＭꎬ ＮＲ２Ｂꎬ ＳＯＤꎬ ＢＤＮＦꎬ ＣＨＡＴꎬ ＧＡＰ￣４３ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ￣

３３２１ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１８ 年第 ２６ 卷第 １２ 期



ｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｅａｒ
ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄꎬ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｂｒａｉｎ ｗｅｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ＡＣＨＥ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎꎬ ＮＣＡＭꎬ ＮＲ２Ｂꎬ ＳＯＤꎬ ＢＤＮＦꎬ ＣＨＡＴꎬ ＧＡＰ￣４３ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａｅｒｏｂｉｃ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｍａｙ ｉｍ￣
ｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ｍｉｃｅ ｂｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ꎬ ＳＯＤꎬ ＢＤＮＦꎬ
ＣＨＡＴꎬ ＧＡＰ￣４３ꎬ ＳＹＰꎬ ＮＣＡＭ ａｎｄ ＮＲ２Ｂꎬ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ＡＣＨＥꎬ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ
ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ.

　 　 随着人口老年化越来越严重ꎬ老年痴呆症的发

病率也逐年增加ꎬ记忆、思维、理解、定向、情感、人
格改变和社会活动能力等方面的退化ꎬ给老年人的

生活质量造成了严重影响ꎮ 血管性痴呆(ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅ￣
ｍｅｎｔｉａꎬＶＤ)是继阿尔茨海默症(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＡＤ)之后导致痴呆发生的第二大常见原因ꎬ其发病

机制主要是由于脑血管方面的疾病造成脑损伤而

导致痴呆症状ꎬ在临床上主要表现为记忆和认知功

能退化ꎬ同时语言、运动、情绪、视空间障碍以及人

格障碍等[１]ꎮ 近几年ꎬ社会大众逐渐关注运动锻炼

带来的益处ꎬ关于运动提高人的记忆力的研究日益

增加ꎮ 研究证实ꎬ长期坚持适宜的体育锻炼有助于

人的身心健康ꎮ 随着运动训练形式的多样性ꎬ科学

合理的运动负荷ꎬ不但能够促进新陈代谢ꎬ增强机

体活力ꎬ改善人的心血管功能ꎬ达到延年益寿的效

果ꎬ而且可以使学习记忆功能得到提升ꎬ促进脑局

部缺血后患者的学习和记忆能力恢复[２]ꎮ
多项研究表明ꎬ有氧运动可以改善老年痴呆患

者的记忆及认知情况ꎬ但其作用机制尚存在争

议[３]ꎮ 本研究采用经典的颈总动脉缺血再灌注的

方法建立昆明小鼠的血管性脑痴呆模型ꎬ采用有氧

运动进行干预ꎬ观察有氧运动对相关的蛋白及分子

表达的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物与分组

取 ６ 周龄健康雄性 ＳＰＦ 级 ＫＭ 小鼠 ５４ 只ꎬ体质

量 ３２~３５ ｇꎬ购于河北省实验动物中心ꎬ动物许可证

号为 ＳＣＸＫ ２０１７￣００３５ꎮ 置于河北工程大学医学部

实验动物中心适应性饲养一周ꎬ温度 ２４ ~ ２６ ℃ꎬ湿
度 ４０％~６０％ꎬ给予自然光照ꎬ自由饮食及饮水ꎮ 随

机分为三组:假手术组、模型组及有氧运动组ꎬ每组

１８ 只ꎮ
１.２　 造模方法和运动方案

参照文献[２]ꎬ采用颈总动脉结扎反复缺血再灌

注的方法制备血管性痴呆小鼠模型ꎮ 术前 １２ ｈ 禁

食不禁饮ꎬ小鼠腹腔注射水合氯醛麻醉后ꎬ分离两

侧颈总动脉ꎬ用血管夹夹闭 １０ ｍｉｎꎬ松开 １０ ｍｉｎꎬ重
复 ３ 次ꎬ在第一次松开血管夹期间断尾放血 ０.３ ｍＬꎬ
术中温度维持在 ２８±２ ℃ꎮ 手术结束以后缝合皮

肤ꎬ创口敷适量青霉素ꎬ随时关注小鼠生命体征直

至活动饮食正常ꎮ 假手术组暴露双侧颈总动脉ꎬ与
模型组同等时间缝合皮肤ꎮ 造模后假手术组和模

型组继续常规饲养ꎻ有氧运动组小鼠开始进行训

练ꎬ包括游泳训练和跑台训练:①游泳训练从术后

第 ６ 天开始ꎬ以 １ 周为 １ 单元ꎬ每周训练 ４ 次(周一、
周三、周五、周日)ꎬ训练时间为上午 ８~１１ 点ꎮ 每只

小鼠每天训练一次ꎬ开始时每天游泳 ３０ ｍｉｎꎬ以后每

天增加 ５ ｍｉｎꎬ直至每天游泳 ６０ ｍｉｎꎬ以后保持不变ꎬ
持续 ７ 周ꎮ ②术后第 ２ 天血管性痴呆小鼠先进行 １
周的适应性跑台训练ꎬ速度为 ５ ｍ / ｍｉｎꎬ每天训练 １０
ｍｉｎꎬ训练时间为上午 ８~１１ 点ꎬ连续训练 ５ 天ꎬ随后

每周跑台速度增加 ２ ｍ / ｓꎬ跑台时间增加 １０ ｍｉｎꎬ跑
台时间固定到 ６０ ｍｉｎ[３]ꎮ
１.３　 条件恐惧实验

７ 周有氧运动训练结束以后进行条件恐惧实

验ꎬ分为两个阶段:①恐惧训练阶段:小鼠置于恐惧

箱中ꎬ于 ２０ ~ ３０ ｓ 期间进行声音刺激(７５ ｄＢꎬ２０００
Ｈｚ)ꎬ２５~３０ ｓ 期间进行光刺激ꎬ２８ ~ ３０ ｓ 期间进行

电刺激(０.８ ｍＡ)ꎬ此流程每间隔 １５ ｓ 重复一次ꎬ循
环 ４ 次ꎮ ②恐惧记忆测试阶段:将小鼠依次放入恐

惧箱中ꎬ环境与受训阶段环境一致ꎬ同时提供与训

练阶段等强度的声音刺激和等亮度的灯光刺激提

示性信号ꎬ检测小鼠出现肌肉僵直情况ꎬ并通过计

算小鼠的僵直持续时间占整个测试时间的比重来

反映小鼠对条件恐惧的记忆情况[４]ꎮ
１.４　 样本采集

行为学实验结束 １ ｈ 后ꎬ各组随机选取 ６ 只小

鼠ꎬ腹腔注射水合氯醛(３.５％ꎬ１０ ｍＬ / ｋｇ)麻醉ꎬ心脏

灌注生理盐水和 ４％多聚甲醛冲洗血管、固定脑组

织ꎬ灌注工作结束后ꎬ取脑组织固定于 ４％多聚甲醛

４３２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



溶液中ꎬ２４ ｈ 后换液ꎬ用于 ＨＥ 染色和 ＴＵＮＥＬ 实验ꎮ
从剩余小鼠中随机选取 ３ 只眼球取血ꎬ用于血清指

标检测ꎮ 其余小鼠断头处死ꎬ迅速摘取大脑ꎬ分离

海马区和前额叶皮质ꎬ液氮储存ꎬ用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
蛋白检测ꎮ
１.５　 ＨＥ 染色观察小鼠海马 ＣＡ１ 区病理组织学变化

４％多聚甲醛固定的脑组织经过程序性脱水、包
埋、切片和 ＨＥ 染色处理ꎬ使用光学显微镜观察小鼠

海马组织 ＣＡ１ 区组织结构的变化ꎮ
１.６　 ＴＵＮＥＬ 检测海马 ＣＡ１ 区细胞凋亡

根据试剂盒说明书并改良:①石蜡组织切片常

规脱蜡至水(梯度乙醇 １００％、９５％、８５％、７０％、５０％
各 ３ ｍｉｎꎻＰＢＳ 浸洗 ５ ｍｉｎ×３ 次)ꎻ②蛋白酶 Ｋ 溶液

(２０ ｍｇ / Ｌ)室温孵育 １０ ｍｉｎ ( ＰＢＳ 浸洗 ５ ｍｉｎ × ３
次)ꎻ③封闭:３％ＢＳＡ 溶液于 ３７ ℃ 湿盒中孵育 ２５
ｍｉｎꎻ④平衡:平衡缓冲液平衡 １０ ｍｉｎ(湿盒、室温)ꎻ
⑤ＴｄＴ 酶反应液孵育 ６０ ｍｉｎ(湿盒、３７ ℃、反应区域

用免疫组织化学笔圈定)ꎻ⑥２×ＳＳＣ 溶液浸泡 １５ ｍｉｎ
(室温作用ꎬ浸泡结束后 ＰＢＳ 浸洗 ５ ｍｉｎ×３ 次)ꎻ⑦
３％Ｈ２Ｏ２ 浸泡 １５ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 浸洗 ５ ｍｉｎ×３ꎻ⑧３％
ＢＳＡ(含 ０.１％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００)浸洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎻ⑨抗生

物素酶溶液室温孵育 ３０ ｍｉｎ(反应终止后 ＰＢＳ 浸洗

５ ｍｉｎ×３ 次)ꎻ⑩ＤＡＢ 显色 １ ~ ３ ｍｉｎꎬ蒸馏水浸洗 ６
ｍｉｎꎻ苏木精细胞核复染 ２ ｍｉｎꎬ自来水冲洗 ２ ｍｉｎꎻ
１％盐酸＋７０％乙醇分化 ２ ｓꎬ自来水浸洗 ５ ｍｉｎꎻ
脱水、透明、中性树胶封片及显微镜下观察ꎮ
１.７　 血清超氧化物歧化酶和丙二醛检测

紫外可见分光光度计检测血清超氧化物歧化

酶(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)和丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌ￣
ｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)ꎬ于波长 ５５０ ｎｍ( ＳＯＤ 检测)或 ５３２
ｎｍ(ＭＤＡ 检测)处ꎬ１ ｃｍ 光径比色杯ꎬ蒸馏水校准ꎬ
依照公式计算其含量ꎮ 严格按照试剂盒说明进行ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测记忆相关蛋白的表达

分离小鼠大脑海马区和前额叶皮质组织ꎬＲＩＰＡ
裂解液(加蛋白酶抑制剂)提取总蛋白ꎬ ＢＣＡ 试剂

盒进行总蛋白定量ꎮ 取 ７０ μｇ 蛋白样本ꎬ１５ μＬ 体

系ꎬ电泳(凝缩胶 ８０ Ｖ、２０ ｍｉｎꎻ分离胶 １２０ Ｖ、８０
ｍｉｎ)、转膜(３００ ｍＡ、１ ｈ)、封闭(５％ＢＳＡ 常温摇床

封闭 ４ ｈ)孵育一抗(４ ℃ 过夜)、孵育二抗(３７ ℃、
１ ｈ)、 ＥＣＬ 进行发光ꎬ 用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ ３. ０ 软件对

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 成像图进行分析ꎬ计算各组蛋白与内参

β￣ａｃｔｉｎ 的相对表达值ꎮ
１.９　 统计学分析

实验数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素

方差分析ꎬ方差齐性者使用 ＬＳＤ 检验ꎬ方差不齐者

使用 Ｄｕｎｎｅｔｔｓ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 有氧运动对血管性痴呆小鼠条件恐惧记忆的

影响

模型组小鼠的僵直时间百分比与假手术组相

比显著缩短(Ｐ<０.０５)ꎬ有氧运动组小鼠的僵直时间

百分比与模型组相比显著延长(Ｐ<０.０５ꎻ图 １)ꎮ

图 １. 有氧运动对血管性痴呆小鼠僵直时间百分比的影响

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｔｉｍｅ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ｍｉｃｅ

２.２　 小鼠大脑海马 ＣＡ１ 区和皮层神经元形态变化

ＨＥ 染色显示ꎬ假手术组小鼠大脑皮层和海马

ＣＡ１ 区神经细胞的形态及分布未见明显异常ꎬ细胞

核形态大小适宜ꎬ细胞排列分布整齐有序ꎻ模型组

小鼠皮层神元数量明显减少ꎬ细胞核固缩、重染、细
胞间质水肿ꎬ大脑海马 ＣＡ１ 区的锥体细胞数量缺

失、排列失去秩序、细胞形态瘦长、胞核固缩ꎬ齿状

回颗粒细胞变性成空泡样ꎻ有氧运动组小鼠大脑神

经元变性、坏死、丢失明显改善ꎬ尤其是海马 ＣＡ１ 区

锥体细胞的恶性病变程度明显缓轻(图 ２)ꎮ
２.３　 小鼠神经元细胞凋亡情况

ＴＵＮＥＬ 法检测显示ꎬ假手术组小鼠神经元细胞

基本着蓝黑色ꎬ偶见棕黄色颗粒ꎻ模型组小鼠大脑

区域ꎬ尤其海马区ꎬ几乎呈现棕黄色或黄褐色ꎬ细胞

紊乱排列ꎬ形态学上表现为胞体瘦长ꎬ染色质凝聚ꎬ
核固缩ꎬ均为细胞凋亡的特征ꎻ有氧运动组小鼠大

脑神经元阳性着色明显减少(图 ３)ꎮ
２.４　 小鼠血清 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 含量

与假手术组比较ꎬ模型组血清 ＳＯＤ 含量显著降

低ꎬＭＤＡ 含量显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 与模型组比较ꎬ
有氧运动组血清 ＳＯＤ 含量显著升高 (Ｐ < ０. ０１)ꎬ
ＭＤＡ 含量显著降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ
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２.５ 　 小鼠前额叶皮质区记忆相关蛋白 ＮＣＡＭ、
ＮＲ２Ｂ 及 ＳＹＰ 的表达

与假手术组比较ꎬ模型组小鼠 ＮＣＡＭ、ＮＲ２Ｂ 及

ＳＹＰ 蛋白表达水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组比

较ꎬ有氧运动组小鼠 ＮＣＡＭ、ＮＲ２Ｂ 及 ＳＹＰ 蛋白表达

水平显著升高(Ｐ<０.０１ꎻ图 ５)ꎮ
２.６ 　 小鼠海马区记忆相关蛋白 ＡＣＨＥ、 ＣＨＡＴ、
ＢＤＮＦ、ＧＡＰ￣４３、Ｂｃｌ￣２ 及 Ｂａｘ 的表达

与假手术组比较ꎬ模型组小鼠海马区 ＡＣＨＥ 蛋

白表达显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬＣＨＡＴ、ＢＤＮＦ、ＧＡＰ￣４３
及 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬＢａｘ 蛋白表

达没有明显变化ꎻ与模型组比较ꎬ有氧运动组小鼠

海马区 ＡＣＨＥ 蛋白的表达显著降低 (Ｐ < ０. ０１)ꎬ
ＢＤＮＦ、ＣＨＡＴ、ＧＡＰ￣４３ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达显著升高

(Ｐ<０.０１)ꎬＢａｘ 蛋白表达没有明显变化(图 ６)ꎮ

３　 讨　 论

有氧运动是指人体在氧气充分供应的情况下

进行的体育锻炼ꎮ 具体来讲就是ꎬ任何富有节律的

运动ꎬ持续时间超过 １５ ｍｉｎ 或以上ꎬ心率保持在 １５０
次 /分钟的运动量ꎬ为有氧运动ꎮ 它的特点是低强

度ꎬ有韵律ꎬ长时间持续ꎮ 效果较好的排名前三的

有氧运动依次是游泳、慢跑、骑自行车ꎬ其有益身心

的原则是适度、交替、持续ꎮ 有氧运动能改善神经

系统功能ꎬ能使大脑获得更多的氧和营养物质ꎬ能
促进脑内的核糖核酸含量增加[４￣５]ꎮ 这就意味着脑

的记忆能力能否得到改善ꎬ有氧运动是很值得关注

的一部分ꎮ

图 ２. 海马 ＣＡ１ 区 ＨＥ 染色(１０×２０)　 　 Ａ 为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为有氧运动组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ(１０×２０)

图 ３. 海马 ＣＡ１ 区 ＴＵＮＥＬＬ 法染色(１０×２０)　 　 Ａ 为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为有氧运动组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＴＵＮＥＬＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ(１０×２０)

图 ４. 小鼠血清 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 含量检测(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＳＯＤ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｍｉｃｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
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图 ５. 小鼠前额叶皮质区记忆相关蛋白 ＮＣＡＭ、ＮＲ２Ｂ 及 ＳＹＰ 的表达(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模

型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｍｏｒｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＮＣＡＭꎬ ＮＲ２Ｂ ａｎｄ ＳＹＰ ｉｎ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

图 ６. 小鼠海马区记忆相关蛋白 ＡＣＨＥ、ＣＨＡＴ、ＢＤＮＦ、ＧＡＰ￣４３、Ｂｃｌ￣２及 Ｂａｘ 的表达(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术比较ꎻｂ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｍｏｒｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＡＣＨＥꎬ ＣＨＡＴꎬ ＢＤＮＦꎬ ＧＡＰ￣４３ꎬ Ｂｃｌ￣２ ａｎｄ Ｂａｘ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

　 　 研究表明海马和前额叶皮质与人的行为、认
知、决策、记忆等密切相关ꎮ 其中ꎬ前额叶皮质有背

外侧、背内侧、腹外侧、腹内侧、眶区五个组分构成ꎬ
与杏仁核、纹状体、颞叶等多个脑区有着千丝万缕

的联系ꎬ其中背侧前额叶是参与工作记忆和认知活

动的关键脑区[６￣８]ꎮ 国内外绝大多数的探索研究都

集中在行为学指标和海马组织指标ꎬ而对前额叶皮

质的探索研究较少ꎬ本研究将海马与前额叶皮质结

合进行研究ꎬ希望可以窥探人类认知记忆的秘密ꎮ
研究表明ꎬ血管性痴呆患者的学习和认知能力

减退程度与脑血灌注量降低的程度呈正比ꎮ 急性

脑缺血损伤导致大量自由基产生ꎬ同时抑制自由基

清除酶的活性和功能ꎬ导致一系列自由基连锁反

应ꎬ加重脑缺血性损伤[９]ꎮ 在对血管性痴呆的基础

研究中ꎬ通过检测血清 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 含量的变化来

判定机体清除自由基的能力ꎮ 本研究结果表明有

氧运动可以有效改善“缺血再灌注”手术对小鼠造

成的 ＳＯＤ 含量降低ꎬＭＤＡ 含量升高ꎬ说明有氧活动

可以提高机体清除自由基的能力ꎮ
ＢＤＮＦ 是在脑内合成的蛋白质ꎬ是中枢神经系

统中分布比较广泛的营养因子ꎬ在其生长、发育过

程中是不可或缺的ꎬ更重要的是ꎬＢＤＮＦ 的存在不仅
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能够防止神经元受损或死亡ꎬ而且神经元受损后可

以促进其再生和分化[１０￣１１]ꎮ ＧＡＰ￣４３ 是一个轴突膜

蛋白ꎬ属于神经特异性的蛋白质ꎬ与 ＢＤＮＦ 的作用有

交叉ꎬ不过作为细胞内信号分子ꎬ可大大增强与 Ｇ
蛋白偶联的受体转运作用[１２]ꎮ 本研究的结果表明

有氧运动对这二者也有正面的影响ꎮ
研究发现ꎬＮＲ２Ｂ 亚基在锯齿类动物的前额叶

皮质有足量的表达ꎬ在成年后神经元细胞的突触可

塑性过程中发挥及其重要的作用ꎬ前额叶皮质

ＮＲ２Ｂ 亚基被阻断后ꎬ大脑的行动和记忆能力受到

不可逆损害[１３]ꎮ 此外ꎬＳＹＰ 和神经细胞黏附分子

ＮＣＡＭ 参与海马、额叶等多数脑区神经轴突的生长、
细胞间信号传导、神经元细胞迁移、分化、损伤和修

复、突触可塑性等一系列神经活动[１２ꎬ１４￣１５]ꎮ 本研究

结果表明有氧运动可以有效逆转“缺血再灌注”手

术对小鼠造成的突触素、ＮＣＡＭ 和 ＮＲ２Ｂ 亚基蛋白

和基因的含量降低ꎬ说明有氧运动可以通过基因和

蛋白两个水平调节 ＮＭＤＡ 受体￣ＮＯ 途径的相关节

点ꎬ进而提高血管性痴呆小鼠的记忆力ꎮ
总所周知ꎬ乙酰胆碱在记忆的形成与储存过程

中均有参与ꎮ 研究发现ꎬ血管性痴呆小鼠脑组织海

马区的 ＡＣＨＥ 活性明显升高ꎬ反之ꎬＣＨＡＴ 明显减

少[１６]ꎮ 而本研究也再次证明了这一结果ꎬ同时更加

证明有氧运动对这二者都有有利的影响ꎮ
血管性痴呆的最终病理表现是细胞凋亡ꎬ而本

研究结果均表明ꎬ有氧运动可以改善血管性脑痴呆

小鼠细胞凋亡的程度ꎮ
本研究从凋亡和氧化应激两个方向对有氧运

动对血管性痴呆小鼠学习记忆能力的改善进行研

究和解释ꎮ 尤其是凋亡方面ꎬＴＵＮＥＬ 染色观察到血

管性痴呆小鼠神经元细胞凋亡得到改善的情况下ꎬ
还对凋亡蛋白复合体 Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ 的表达进行了研

究ꎬ从病理和蛋白分子两个水平验证实验结果ꎮ 同

时还对在小鼠学习记忆方面起直接作用的蛋白 ＢＤ￣
ＮＦ、ＧＡＰ 等进行了检测ꎬ证明有氧运动可以通过改

善这些蛋白的表达而提高血管性痴呆小鼠的学习

记忆能力ꎮ 比之前的研究更全面ꎬ机制方面探索的

更深入ꎮ 但是ꎬ本研究仍有很多不足ꎬ比如样本量

不足ꎬ某些指标可能不能代表全部血管性脑痴呆的

情况ꎬ需要进一步验证ꎮ 虽然抓住了“ＮＭＤＡ 受体￣
ＮＯ”途径的其中一些节点ꎬ但是未进一步深入研究ꎬ
终端靶点的确立仍有待进一步进行ꎮ

总而言之ꎬ有氧训练可能通过上调 Ｂｃｌ￣２、ＳＯＤ、
ＢＤＮＦ、ＣＨＡＴ、ＧＡＰ￣４３、突触素、ＮＣＡＭ、ＮＲ２Ｂ 亚基

等蛋白表达ꎬ下调 ＭＤＡ 和 ＡＣＨＥ 蛋白表达ꎬ减少自

由基损伤、减少细胞凋亡ꎬ保护神经细胞ꎬ从而改善

血管性痴呆小鼠的学习记忆功能ꎮ
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