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　 　 【摘要】 　 目的　 比较中等强度持续训练(ＭＩＣＴ)或高强度间歇训练(ＨＩＩＴ)对卒中后抑郁(ＰＳＤ)模型大

鼠磷酸酶与张力蛋白同源物(ＰＴＥＮ)诱导的炎症通路及海马神经元凋亡的影响ꎬ探讨运动训练治疗 ＰＳＤ 的可

能机制ꎮ 方法　 将雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为假手术(ＳＨＡＭ)组、ＰＳＤ 组、中等强度持续训练(ＭＩＣＴ)组和和高

强度间歇训练(ＨＩＩＴ)组ꎮ 除 ＳＨＡＭ 组以外ꎬ通过阻塞大脑中动脉闭塞(ＭＣＡＯ)诱导脑缺血 ９０ ｍｉｎ 后再灌注

(ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ)ꎬ然后给予慢性不可预测的温和刺激(ＣＵＭＳ)以诱导大鼠抑郁样行为ꎮ 造模成功后 ２４ ｈꎬＭＩＣＴ
组和 ＨＩＩＴ 组大鼠开始行 ２８ ｄ 对应强度的跑步训练ꎬ期间以每周测得的乳酸阈值和最大速度为标准调整跑台

速度ꎮ ＳＨＡＭ 组仅分离颈总动脉、颈内动脉、颈外动脉ꎬ不做插线处理ꎬ也不给予 ＣＵＭＳꎮ 分别于造模成功后

２４ ｈ 及最后 １ 次运动训练后 ２４ ｈꎬ采用糖水消耗试验(ＳＰＴ)、强迫游泳试验(ＦＳＴ)检测大鼠的抑郁情况ꎻ免疫

印迹技术检测肿瘤抑制因子 ＰＴＥＮ 以及核转录因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)和炎症小体 Ｎｏｄ 样受体蛋白 ３(ＮＬＲＰ３)的表

达ꎻ免疫组化法检测凋亡关键蛋白半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３(Ｃａｓｐａｓｅ￣３)的表达ꎮ 结果　 与 ＳＨＡＭ 组相比ꎬ
ＰＳＤ 组大鼠 ＦＳＴ 中的不动时间明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬＳＰＴ 中的糖水消耗量明显减少(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＰＳＤ 组相比ꎬ
ＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组大鼠的不动时间明显减少(Ｐ<０.０５)ꎬ糖水消耗明显增多(Ｐ<０.０５)ꎬ表明运动训练后大鼠的

抑郁程度减轻ꎮ 免疫印迹技术检测显示ꎬ与 ＰＳＤ 组相比ꎬＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组大鼠脑缺血侧海马区的 ＰＴＥＮ、
ＮＦ￣κＢ 及 ＮＬＲＰ３ 表达均明显减少(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ＨＩＩＴ 组 ＰＴＥＮ、ＮＦ￣κＢ 及 ＮＬＲＰ３ 表达均明显低于 ＭＩＣＴ 组(Ｐ<
０.０５)ꎮ 免疫组化检测显示ꎬ与 ＰＳＤ 组相比ꎬＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组海马齿状回(ＤＧ)的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达明显减少

(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ＨＩＩＴ 组的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达明显低于 ＭＩＣＴ 组ꎮ 结论　 运动训练通过抑制 ＰＴＥＮ、ＮＦ￣κＢ、ＮＬＲＰ３ 通

路的激活ꎬ减少海马 ＤＧ 区凋亡蛋白的表达ꎬ减轻卒中后抑郁大鼠抑郁程度ꎬ促进神经功能恢复ꎻ且 ＨＩＩＴ 的抗

抑郁作用较 ＭＩＣＴ 更为明显ꎮ
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　 　 脑卒中是继癌症和心脏病之后的第三大死因ꎬ是
许多国家成人残疾的主要原因ꎬ其中缺血性卒中占脑

卒中患者的 ８０％以上[１]ꎻ抑郁症是缺血性卒中最常见

的并发症之一ꎬ大约 １ / ３ 的患者受到卒中后抑郁(ｐｏｓｔ￣
ｓｔｒｏｋｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎꎬＰＳＤ)的影响[２￣３]ꎬ而 ＰＳＤ 病理机制尚

不清楚ꎮ 抑郁症的常规药物为选择性 ５￣羟色胺再摄
取 抑 制 剂 ( ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｒｅｕｐｔａｋｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓꎬ
ＳＳＲＩｓ)ꎬ然而 ＳＳＲＩｓ 仅对 １ / ３ 的 ＰＳＤ 患者有效[４]ꎮ 越

来越多的证据表明ꎬ运动训练作为一种非药物学方法ꎬ
可以增加大脑中的神经营养因子ꎬ从而改善记忆[５￣７]ꎮ
已有研究表明中等强度的游泳训练[５￣６]、自愿车轮训练

(ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｅｘｅｒｃｉｓｅ) [６]和跑步机训练[７￣８] 等均可提高成

年[５￣６] 和老年动物[７] 的海马脑源性神经营养因子

(ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)含量ꎮ 然而
传统中等强度运动对于功能恢复、有氧适能和生活质
量的有益作用研究仍然不足并存在争议ꎮ 本研究旨在
探究 ＰＳＤ 模型大鼠的炎症反应以及一种已知的肿瘤
抑制因子磷酸酶与张力蛋白同源物( ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ
ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｔｅｎꎬＰＴＥＮ)是否
参与调节该炎性反应ꎬ并比较中等强度持续训练
(ｍｏｄｅｒａｔｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｔｒａｉｎｉｎｇꎬＭＩＣＴ)和高强度
间歇训练 ( ｈｉｇｈ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｔｒａｉｎｉｎｇꎬＨＩＩＴ) 治疗
ＰＳＤ 的疗效ꎬ探讨运动训练治疗 ＰＳＤ 的可能机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物及分组

性成熟的雄性白化 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠(２５０ ~ ２８０ ｇꎬ育
龄 ２ ~ ３ 个月)若干只ꎬ由青岛大任富城畜牧有限公司
提供ꎮ 饲养环境通风良好、无阳光直射及噪音ꎬ维持
(２２±２)℃ 室温ꎬ光照周期 １２ ｈꎬ自由进食取水ꎮ 所
有操作均经青岛大学动物学科伦理小组委员会批准
(ＱＹＦＹＷＺＬＬ２５８３４)ꎬ并符合实验动物的护理及道德
使用指南ꎮ

根据大鼠 ＰＤＳ 造模及训练方法的不同ꎬ按随机

数字表法将入选的大鼠分为假手术( ＳＨＡＭ)组、ＰＳＤ
组、ＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组ꎬ最终每组纳入 １０ 只并完成本
研究ꎮ

二、大鼠 ＰＳＤ 模型制备
本研究所有的采集和分析均采用双盲法ꎮ 对 ＰＳＤ

组、ＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组大鼠行大脑中动脉闭塞后再灌注
(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＭＣＡＯ / ｒ)
制作脑卒中模型ꎬ然后采用慢性不可预测的温和刺激
(ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬＣＵＭＳ)方案诱
导大鼠抑郁样行为制作 ＰＳＤ 模型大鼠ꎻＳＨＡＭ 组接受
无脑缺血的手术造模ꎮ 具体制作方法如下ꎮ

１. ＭＣＡＯ / ｒ:借鉴 Ｌｏｎｇａ 于 １９８６ 年进行的 ＭＣＡＯ / ｒ
诱导的局灶性缺血性脑卒中大鼠模型[９] 制作方法ꎬ手
术模仿 Ｋｅ 等[１０] 的做法ꎬ最初用 ５％氟烷诱导麻醉大

鼠ꎬ然后用 １％氟烷(７０％ Ｎ２Ｏ 和 ３０％ Ｏ２ 混合液)在
自然呼吸条件下维持ꎬ将聚乙烯导管(ＰＥ￣５０)插入尾

动脉以监测平均动脉血压[１１]ꎬ并于颈部正中偏右约

２~３ ｍｍ处切口以暴露颈总动脉、颈内动脉、颈外动
脉ꎻ用非创伤性动脉瘤夹夹闭右侧颈总动脉ꎬ行颈外动
脉局部动脉切开术后ꎬ将尖端直径为(０.３６±０.０２)ｍｍ
的 ＭＣＡＯ 栓线(北京西浓科技提供)插入颈内动脉ꎬ推
动至远离颈总动脉分叉约 ２０ ｍｍ 处ꎬ使血流在大脑中
动脉起始端被阻断 ９０ ｍｉｎ 后ꎬ退出栓线使其再灌注ꎻ
２４ ｈ 后ꎬ使用 Ｌｏｎｇａ 检查法[９] 检查大鼠的神经功能缺

损水平ꎬ行为学评分 １ ~ ３ 分的大鼠纳入本研究ꎮ
ＳＨＡＭ 组大鼠仅分离颈总动脉、颈内动脉、颈外动脉ꎬ
但不阻塞大脑中动脉ꎮ

Ｌｏｎｇａ 检查法:将大鼠置于桌面ꎬ观察大鼠肢体活
动功能的变化并进行记分ꎮ ０ 分ꎬ无神经功能缺损ꎬ肢
体活动正常ꎻ１ 分ꎬ轻度局灶性损伤ꎬ不能伸展左前肢ꎻ
２ 分ꎬ中度局灶性损伤ꎬ向左侧划圈ꎻ３ 分ꎬ重度局灶性
损伤ꎬ向左侧倾倒ꎻ４ 分ꎬ极重度局灶性损伤ꎬ无自主行
走及意识障碍ꎮ

２. ＣＵＭＳ:采用 ＣＵＭＳ 方案诱导 ＰＳＤ 组、ＭＩＣＴ 组
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和 ＨＩＩＴ 组大鼠产生抑郁样行为[１２￣１３]ꎬ即将大鼠单独饲
养(１ 只 /笼)每天接受下列不同的压力因素之一:倾斜
鼠笼 ２４ ｈꎬ４ ℃ 冷水中游泳 ５ ｍｉｎꎬ４５ ℃ 热水中游泳
５ ｍｉｎꎬ潮湿环境(每 １００ ｇ 垫料加水 ２００ ｍｌ)ꎬ禁食
２４ ｈꎬ禁水 ２４ ｈꎬ摇动 ５ ｍｉｎꎬ夹尾 １ ｍｉｎꎬ将光 /暗光线
循环倒置 ２４ ｈꎻ循环 ４ 周ꎬ相邻两日不施用相同刺激ꎮ
ＳＨＡＭ 组仅单笼饲养ꎬ不给予其它刺激ꎮ ＣＵＭＳ 造模
２８ ｄ 后给予行为学实验检测ꎬ大鼠行为学指标在造模
前后差异有统计学意义ꎬ如强迫游泳实验中不动时间
增多ꎬ则认为造模成功[１４]ꎮ

剔除标准:①身体极度虚弱ꎻ②跑步机上跑不动或
不能跑ꎻ③ＣＵＭＳ 造模前后行为学检测结果差异无统
计学意义ꎻ④死亡ꎮ

三、运动训练方案
１.乳酸阈值及最大速度测定:大鼠以 ９ ｍ / ｍｉｎ 的

速度热身 ５ ｍｉｎꎬ然后每 ３ ｍｉｎ 速度增加 ３ ｍ / ｍｉｎꎬ直到
用软毛刷轻微刺激大鼠仍不能适应递增的速度ꎬ此时
的速度被认为是大鼠的最大速度(Ｓｍａｘ)ꎮ 采用动物模

型专用的便携式设备(Ｌａｃｔａｔｅ Ｓｃｏｕｔ＋ꎬ ＥＫＦ 􀅺ꎬ德国)
测量大鼠血液乳酸浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 每次加速之前检
测乳酸阈值ꎬ当连续 ２ 次测量血乳酸浓度有明显拐点
或增加 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 以上时ꎬ记为乳酸阈值ꎬ乳酸阈值对
应的跑步机速度记为乳酸阈值速度( ｓｐｅｅｄ ｏｆ ｌａｃｔａｔｅ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬＳＬＴ)ꎮ

２.运动训练:ＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组大鼠在造模成功
后 ２４ ｈ 开始行跑步训练ꎬ首先熟悉实验室环境并在电
动跑步机(ＺＨ￣ＰＴ 型动物实验跑台ꎬ淮北正华生物仪
器设备有限公司提供)上试行适应跑步(每日 ５ ｍｉｎꎬ
速度 ９ ｍ / ｍｉｎ)３ ｄꎮ 由对分组不知情的熟练研究人员
每周 １ 次测定行为学评分以及 ＳＬＴ 和 Ｓｍａｘꎬ以改善运
动强度处方和评估有氧训练计划的有效性ꎮ 参照 Ｐｉｎ￣
Ｂａｒｒｅ 等[１５]的研究ꎬ２ 组大鼠均以 ５ ｍｉｎ 的预热开始ꎬ
速度为 ＳＬＴ 的 ７０％ꎮ 当需要大鼠跑步时ꎬ使用软毛刷
(而不是电刺激)刺激大鼠尾巴ꎮ

ＭＩＣＴ 组:运行速度固定在 ＳＬＴ 的 ８０％ꎬ参照 Ｐｉｎ￣
Ｂａｒｅｅ 等[１５]和 Ｌｕｏ 等[１６] 的方案制订运动时间ꎬ以避免
乳酸堆积为原则ꎬ每次持续训练 ３５~４５ ｍｉｎꎬ每日１ 次ꎬ
７ 次 /周ꎬ共训练 ４ 周ꎮ

ＨＩＩＴ 组:每组训练由 ４ ｍｉｎ 高速跑步 [速度为
ＳＬＴ＋６０％ ~７０％(Ｓｍａｘ￣ＳＬＴ)]和 ３ ｍｉｎ 的主动恢复(速
度固定在 ＳＬＴ)组成ꎬ４ 组 /次ꎬ每日 １ 次ꎬ５ 次 /周ꎬ共
训练４ 周ꎮ

为使随机误差最小化ꎬ每只大鼠在整个训练计划
期间在固定的跑道中运动ꎮ ＳＨＡＭ 组和 ＰＳＤ 组大鼠
每天被放置在跑步机上但不进行运动训练ꎬ待 ＭＩＣＴ
组和 ＨＩＩＴ 组大鼠运动结束后取出ꎮ

四、行为学测试
分别于造模成功后 ２４ ｈ 及最后 １ 次运动训练后

２４ ｈꎬ通过糖水消耗试验 ( ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔｓꎬ
ＳＰＴ)、强迫游泳试验( ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔꎬＦＳＴ)评估
各组大鼠的抑郁情况ꎮ 所有测评由 ３ 位研究人员完
成ꎬ取评分平均值行统计学分析ꎮ

１. ＳＰＴ 评定:第 １ 天给大鼠 ２ 瓶 １％蔗糖水ꎬ自由
饮ꎻ第 ２ 天同时给大鼠 １％蔗糖水和自来水ꎬ自由饮ꎻ第
３ 天剥夺水和食物ꎻ第 ４ 天给予 １％蔗糖水和自来水ꎮ
在实验前先对水瓶称重ꎬ２ ｈ 后对换水瓶位置ꎬ４ ｈ 后
再次对水瓶称重ꎬ２ 次称重结果相减得到糖水消耗量
和自来水消耗量ꎬ并计算蔗糖偏好(蔗糖偏好率＝蔗糖
消耗量 /总液体消耗量×１００％)ꎮ 蔗糖水消耗量越少ꎬ
代表大鼠越抑郁ꎮ

２.ＦＳＴ 评定:准备直径 ３７ ｃｍ 高 ８０ ｃｍ 的深桶ꎬ放
入 ６０ ｃｍ 深的水ꎬ将水温调整在(２３±２)℃ꎻ然后让大
鼠放于其中ꎬ强迫游泳 ５ ｍｉｎꎮ 通过自动录像及分析系
统记录ꎬ记录和分析大鼠不动的总时间ꎮ 强迫游泳中
不动时间越长ꎬ大鼠的抑郁情绪越严重ꎮ

五、蛋白质免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测
为消除最后 １ 次运动的影响ꎬ分别于运动干预第

２８ 天大鼠行为学测试结束后 ４８ ｈꎬ每组各取 ４ 只大
鼠ꎬ异氟烷麻醉后断头处死ꎬ迅速在冰盘上剪开颅盖和
脑膜ꎬ无菌条件下分离海马置于液氮中ꎬ并于－８０ ℃保
存备用ꎮ 以鉴定海马 ＰＴＥＮ、核转录因子(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃ￣
ｔｏｒ￣ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ￣κＢ)、Ｎｏｄ 样受体蛋白 ３( ｎｏｄ￣ｌｉｋｅ ｒｅ￣
ｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬＮＬＲＰ３)蛋白表达水平ꎮ

以 １００ μＬ / ｍｇ 组织的预冷裂解液(北京普利莱基
因科技有限公司)裂解组织ꎬ匀浆器混匀后冰上裂解
１５ ｍｉｎꎬ漩涡震荡 ３０ ｓꎬ冰上裂解 １５ ｍｉｎꎮ 置于 ４ ℃离
心机上ꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 取上清ꎮ 根据二喹
啉甲酸(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)试剂盒(上海碧云天
生物科技有限公司)定量后ꎬ加入上样缓冲液调整蛋
白浓度至 ２.５ μｇ / μＬꎮ 蛋白样本经 １００ ℃孵育 ５ ｍｉｎ
变性ꎬ－８０ ℃冻存备用ꎮ 用 １０％聚丙烯酰胺凝胶电泳
１２０ ｍｉｎꎻ将蛋白转移至聚偏二氟乙烯( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ
ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜(德国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)上ꎮ 转膜完成
后采用 ５％的脱脂奶粉溶液室温封闭 １ ｈ 后加入特异
性一抗(抗 ＰＴＥＮꎬ１ ∶ １００００ꎬａｂ３２１９９ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公
司ꎻ抗 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ꎬ１ ∶ ２０００ꎬａｂ１６５０２ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公
司ꎻ抗 ＮＬＲＰ３ꎬ１ ∶ １０００ꎬａｂ２１４１８５ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ
抗 β￣ａｃｔｉｎꎬ１ ∶ ３０００ꎬ Ｂｉｏｓｓꎬ中国)孵育ꎬ置于缓慢摇床
上 ４ ℃过夜ꎮ 第 ２ 天在洗膜缓冲液(ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ
ｔｗｅｅｎꎬＴＢＳＴ)中洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎻ特异性二抗孵
育 ２ ｈ 后用超敏发光显色液(ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｃｏｉｌｌｕｍｉ￣
ｎｅｎｓｃｅｎｃｅｓꎬＥＣＬ)孵育 １ ｍｉｎꎬ在凝胶成像系统(美国
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注:与 ＳＨＡＭ 组相比ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＰＳＤ 组相比ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＭＩＣＴ 组相比ꎬｃＰ<０.０５
图 １　 各组大鼠的游泳不动时间(图 Ａ)和糖水消耗率(图 Ｂ)比较

ＵＶＰ 公司)中显色ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件(Ｒａｗａｋ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ 公司ꎬ德国)进行图像灰度值分析ꎮ

六、免疫组织化学检测
每组各取 ６ 只大鼠ꎬ用多聚甲醛灌注取脑后制

作石蜡切片ꎬ片厚约 ４ μｍꎬ经脱蜡脱水、抗原修复、
血清封闭后ꎬ加入特异性一抗半胱氨酸天冬氨酸蛋
白酶 ３( ｃｙｓｔｅｉｎｅ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｓｐａｒｔａｔｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅｓꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３)(１ ∶ ５００ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公司)３７°孵育 ２ ｈꎻ
洗涤 ３ 次( １０ ｍｉｎ /次)ꎮ 加入特异性二抗(羊抗兔
ＩｇＧ 抗体ꎬ１ ∶ ３００ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公司)３７°孵育３０ ｍｉｎꎮ
经免疫组化染色后ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件(Ｒａｗａｋ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ 公司ꎬ德国)进行分析ꎮ

七、统计学方法
使用 美 国 Ｇｒａｐｈｐａｄ 公 司 统 计 软 件 Ｇｒａｐｈｐａｄ

Ｐｒｉｓｍ７.０ 对所得数据进行分析ꎬ计量资料均以(ｘ－±ｓ)表
示ꎮ 组间比较采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)
和 Ｔｕｋｅｙ 事后检验( ｐｏｓｔ￣ｈｏｃ ｔｅｓｔ)进行分析ꎮ 方差齐
性检验采用 Ｌｅｖｅｎｅ′ｓ 法(若方差不齐则采用秩和检验
分析)ꎮ 显着性水平设定为 Ｐ<０.０５ꎮ

结　 　 果

一、４ 组大鼠行为学功能表现
与 ＳＨＡＭ 组相比ꎬＰＳＤ 组大鼠 ＦＳＴ 中的不动时间

显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬＳＰＴ 中的糖水消耗量显著减少
(Ｐ<０.０１)ꎻ经 ２８ ｄ 运动训练后ꎬ与 ＰＳＤ 组相比ꎬＭＩＣＴ 组
和 ＨＩＩＴ 组大鼠的不动时间显著减少(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ＨＩＩＴ
组的不动时间少于 ＭＩＣＴ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 １Ａ 所示ꎻ
ＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组大鼠的糖水消耗显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ
且 ＨＩＩＴ 组蔗糖消耗多于 ＭＩＣＴ 组ꎬ如图 １Ｂ 所示ꎮ

二、４ 组大鼠缺血侧海马 ＰＴＥＮ 表达
ＰＳＤ 组大鼠脑缺血侧海马 ＰＴＥＮ 表达水平较

ＳＨＡＭ 组明显增高(Ｐ<０.００１)ꎻＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组大鼠
经运动训练 ２８ ｄ 后ꎬ其海马区的 ＰＴＥＮ 表达均显著减
少(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ＨＩＩＴ 组 ＰＴＥＮ 表达水平较 ＭＩＣＴ 组下

降更为明显(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 ２ꎮ

　 　 注:与 ＳＨＡＭ 组相比ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＰＳＤ 组相比ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与
ＭＩＣＴ 组相比ꎬｃＰ<０.０５

图 ２　 各组大鼠海马 ＰＴＥＮ 蛋白相对表达量比较

三、４ 组大鼠缺血侧海马炎症因子 ＮＦ￣κＢ 和炎症
小体 ＮＬＲＰ３ 的表达

ＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组大鼠经运动训练 ２８ ｄ 后ꎬ其缺
血侧海马的炎性因子 ＮＦ￣κＢ (图 ２Ａ) 和炎症小体
ＮＬＲＰ３(图 ２Ｂ)的表达均明显减少(Ｐ<０.０５)ꎻ且 ＨＩＩＴ
组的 ＮＦ￣κＢ 和 ＮＬＲＰ３ 下降幅度较 ＭＩＣＴ 组更为明显
(Ｐ<０.０５)ꎮ 如图 ３ 所示ꎮ

四、４ 组大鼠缺血侧海马齿状回( ｄｅｎｔａｔｅ ｇｙｒｕｓꎬ
ＤＧ)Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

免疫组化染色后观察发现ꎬＳＨＡＭ 组凋亡细胞较
少ꎬ而 ＰＳＤ 组可见大量凋亡细胞ꎬ凋亡细胞的细胞核
呈棕黄色ꎬ细胞体积缩小ꎬ呈三角形或扇形ꎬ尼氏小体
消失ꎬ核固缩深染ꎬ染色质呈新月形ꎬ边集于核膜ꎬ有的
整个细胞崩解为大小不一的凋亡小体(图 ４)ꎮ ＭＩＣＴ
组的凋亡细胞较 ＰＳＤ 模型组低(Ｐ<０.０５)ꎬＨＩＩＴ 组的
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达低于 ＭＩＣＴ 组ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ４ 所示ꎮ
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注:与 ＳＨＡＭ 组相比ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＰＳＤ 组相比ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＭＩＣＴ 组相比ꎬｃＰ<０.０５
图 ３　 各组大鼠海马 ＮＦ￣κＢ 和 ＮＬＲＰ３ 蛋白相对表达量比较

图 ４　 各组大鼠海马 ＤＧ 区 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 免疫组化染色比较(放大倍数 ４００)

讨　 　 论

ＰＴＥＮ 最初被鉴定为肿瘤抑制因子[１７]ꎮ 已有研究
表明ꎬＰＴＥＮ 的下调可以促进神经元的存活ꎬ而 ＰＴＥＮ
的上调可以通过调节蛋白激酶 Ｂ 依赖的信号转导途

径促进神经元的凋亡[１８]ꎮ 有研究表明ꎬ尽管 ＰＴＥＮ 的
脂质磷酸酶活性参与抑制蛋白激酶 Ｂ 活化ꎬ但 ＰＴＥＮ
的蛋白磷酸酶活性通过蛋白质相互作用活化突触外
Ｎ￣甲基￣Ｄ￣天冬氨酸(Ｎ￣ｍｅｔｈｙｌ￣Ｄ￣ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ) 受体ꎬ
这可导致海马中的缺血性神经元凋亡ꎮ 总之ꎬＰＴＥＮ
上调可使得凋亡发生增多ꎮ 本研究中ꎬＰＳＤ 模型大鼠
中海马细胞凋亡很可能与 ＰＴＥＮ 表达增多从而促进神
经元凋亡相关ꎮ 推测运动训练可以通过下调海马中
ＰＴＥＮ 表达ꎬ减少炎症反应的激活ꎬ从而抑制了神经元
的凋亡ꎮ 本研究结果显示ꎬＭＣＡＯ 和 ＣＵＭＳ 刺激导致
大鼠海马 ＰＴＥＮ 高表达ꎬ而 ＭＩＣＴ 和 ＨＩＩＴ 两种运动方
式都在一定程度上逆转了 ＰＳＤ 大鼠 ＰＴＥＮ 蛋白表达
的升高ꎮ

免疫和炎症反应的过度激活可导致多种中枢神经
系统疾病ꎬ炎症小体中以 ＮＬＲＰ３ 研究得最多ꎬＮＬＲＰ３

在各种中枢神经系统疾病中发挥作用ꎬ如神经退行性
疾病、创伤性脑损伤、抑郁[１９]ꎮ 最近有报道称ꎬ电针通

过抑制 ＮＬＲＰ３ 活化ꎬ有助于缓解 ＣＵＭＳ 诱发的抑郁和
焦虑样行为[２０]ꎮ 另一项研究表明ꎬ四甲基吡嗪的抗抑

郁作用可能与大脑中 ＮＦ￣κＢ 或 ＮＬＲＰ３ 信号通路抑制

有关[２１]ꎮ 本研究推测在 ＰＳＤ 中 ＮＦ￣κＢ 或 ＮＬＲＰ３ 通
路同样重要ꎬＰＳＤ 模型大鼠海马中 ＮＬＲＰ３ 炎性体水平
也受到 ＰＴＥＮ 的调控ꎮ 为明确 ＰＴＥＮ 是否通过 ＮＦ￣κＢ
或 ＮＬＲＰ３ 缓解抑郁ꎮ 本研究还检测了 ＰＳＤ 模型大鼠
的 ＮＦ￣κＢ 或 ＮＬＲＰ３ 的表达量ꎬ结果表明ꎬ运动训练确
实可减少 ＰＳＤ 大鼠海马 ＮＦ￣κＢ 和 ＮＬＲＰ３ 的表达ꎬ抑
制炎症反应ꎮ

凋亡是脑缺血后神经元死亡的一种重要形式ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 是细胞凋亡蛋白酶级联反应的必经之
路[２２]ꎮ 本研究中ꎬ海马 ＤＧ 区 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 免疫组化染

色结果表明ꎬＰＳＤ 组可见大量凋亡细胞ꎬ这说明 ＭＣＡＯ
与 ＣＵＭＳ 刺激引发一系列病理生理过程ꎬ并最终导致
神经细胞凋亡ꎬ与以往文献报道一致ꎮ 本研究中ꎬ与
ＰＳＤ 组相比ꎬＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 阳性细胞
数较少ꎬ说明两种运动方式抑制了 ＰＳＤ 大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ￣３
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蛋白的表达ꎬ可能减少了海马细胞凋亡ꎬ有利于神经细
胞恢复ꎬ提示ＭＩＣＴ 和 ＨＩＩＴ 可通过抑制 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白
表达而对神经元起保护作用ꎮ

本研究大鼠行为学检测结果显示ꎬ与 ＳＨＡＭ 组相
比ꎬＰＳＤ 组 ＦＳＴ 的不动时间显著增加及 ＳＰＴ 的糖水消
耗量显著减少表明 ＰＳＤ 造模成功ꎻ经 ２８ ｄ 的运动训练
后ꎬ与 ＰＳＤ 组相比ꎬＭＩＣＴ 组和 ＨＩＩＴ 组大鼠的不动时
间显著减少及糖水消耗显著增加ꎬ表明 ＰＳＤ 大鼠运动
训练后抑郁程度减轻ꎻ而且 ＨＩＩＴ 组大鼠的不动时间较
ＭＩＣＴ 组减少更明显、蔗糖消耗增多亦更显著ꎬ表明
ＨＩＩＴ 在改善卒中后抑郁大鼠的抑郁状况方面优于
ＭＩＣＴꎮ

综上所述ꎬ相对于传统的中低强度有氧训练ꎬ高强
度间歇训练更能显著地减轻 ＰＳＤ 大鼠的抑郁程度ꎬ其
作用机制可能与高强度间歇训练减少海马 ＤＧ 区
ＰＴＥＮ 的表达及 ＮＦ￣κＢ 或 ＮＬＲＰ３ 炎性通路的激活有
关ꎮ 为了证明 ＰＴＥＮ 直接参与运动训练对 ＰＳＤ 的治
疗过程ꎬ尚需在今后通过慢病毒侧脑室注射等方法上
调 ＰＴＥＮ 表达ꎬ进而观察运动训练干预后的大鼠炎症
因子表达情况ꎮ
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