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· 论著 ·

丰富环境对缺血性卒中大鼠缺血半暗带区葡萄糖代谢的影响

朱慧艳，陈敏
（新疆维吾尔自治区人民医院康复医学科，乌鲁木齐  830001） 

摘要  目的  探讨丰富环境饲养对缺血性卒中 （IS） 大鼠半暗带区葡萄糖代谢的影响。方法  经大脑中动脉缺血构建SD大鼠IS

模型，随机分组后以不同条件饲养，按计划给药，连续21 d。采用神经功能评分和TTC染色评估大鼠IS症状，采用高效液相色谱与

Western blotting检测葡萄糖代谢指标与相关蛋白表达。结果  与模型组相比，丰富环境组大鼠IS症状明显改善，葡萄糖代谢指标

含量与相关蛋白表达增加。与阳性药组相比，阳性药+丰富环境组大鼠IS症状进一步改善，葡萄糖代谢指标与相关蛋白表达进一

步提高。结论  丰富环境饲养能够明显改善大鼠IS症状，其机制可能与葡萄糖代谢水平提高相关。
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Effects of enriched environment on glucose metabolism in ischemic penumbra in rats with
ischemic stroke
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Abstract  Objective  To investigate the effect of an enriched environment on glucose metabolism in the ischemic penumbra of rats with 

ischemic stroke （IS）. Methods  SD rats were subjected to middle cerebral artery ischemia to establish an IS model. The rats were ran-
domly grouped and housed under different conditions with scheduled drug administration for 21 consecutive days. Neurological function 

scores and TTC staining were used to assess animal IS symptoms，whereas HPLC and Western blotting were used to detect glucose me-
tabolic  indicators and related protein expression，respectively. Results  Compared  to  the model group，rats  in  the enriched envi-
ronment group showed significant  improvement  in  IS symptoms，with  increased  levels of glucose metabolic  indicators and  related 

protein expression. Compared  to  the positive drug group，rats  in  the positive drug+enriched environment group  showed  further 

improvement in IS symptoms，and the levels of glucose metabolic indicators and related protein expression were further enhanced. 

Conclusion  Enriched environment can significantly improve IS symptoms in rats，and its mechanism may be related to an increase 

in glucose metabolic levels.
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大脑中枢调控作用依赖于脑区葡萄糖代谢［1］。

缺血性卒中 （ischemic stroke，IS） 会造成葡萄糖代谢

抑制。由于内源性修复机制，缺血半暗带区会建立

大量的侧支循环［2］，但缺血核心区会释放炎性细胞

因子或传递凋亡信号，诱导缺血半暗带区演变为梗

死区。缺血半暗带区葡萄糖代谢对IS康复至关重要。

丰富环境饲养能模拟人类多元环境辅助康复措施，

丰富环境治疗可促进IS患者神经再生与神经功能改

善［3-4］。然而，葡萄糖代谢在丰富环境改善IS损伤中

的作用鲜有报道。因此，本研究拟通过大脑中动脉

缺血构建大鼠IS模型，探讨丰富环境饲养干预对IS

大鼠缺血半暗带区组织中葡萄糖代谢的影响。

1 材料与方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物：80只SPF级SD大鼠，7周龄，体重

160~180 g，由新疆医科大学动物实验中心提供。饲

养于SPF级实验室。本研究动物实验均经我院伦理

委员会审核批准。
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1.1.2  药物与试剂：尼莫地平片 （广东华南药业集

团有限公司）；L3600线栓 （广州佳灵生物技术有限

公司）；TTC试剂 （美国Sigma-Aldrich公司）；ATP、

ADP、AMP标准品 （中国食品药品检定研究院）；抗葡

萄糖转运蛋白1 （glucose transporter 1，GLUT1） 抗体、

抗磷酸果糖-2-激酶/果糖-2，6-双磷酸酶3 （6-phos-

phofructo-2-kinase/fructose-2，6-bisphosphatase 3，

PFKFB3） 抗体、抗己糖激酶2 （hexokinase 2，HK2） 抗

体、乳酸脱氢酶A （lactate dehydrogenase A，LDHA） 抗

体、抗磷酸肌醇依赖性蛋白激酶-1 （3-phosphoino-

sitide-dependent protein kinase-1，PDK1）  抗体、抗丙

酮酸激酶同工酶2 （pyruvate kinase M2，PKM2） 抗体、

抗β-actin抗体 （北京博奥森生物技术有限公司）；

HRP标记山羊抗兔/鼠二抗 （上海碧云天生物技术股

份有限公司）。

1.2  方法

1.2.1  大鼠IS模型构建［5-6］与分组：选择12只SD大

鼠作为假手术组，其余68只用于构建IS模型。以腹腔

注射2%戊巴比妥钠 （0.2 mL/100 g） 麻醉大鼠，仰卧

位固定，颈部消毒，分离出各条颈动脉。夹闭颈总动

脉，颈总动脉切开，经颈总动脉插入线栓，前进至大

脑中动脉。缺血2 h，拔出线栓，缝合伤口。假手术组

仅麻醉后分离颈动脉。模型构建后24 h，进行神经功

能评分，取神经功能中度损伤大鼠，分为模型组、阳

性药组、丰富环境组、阳性药+丰富环境组，每组12

只，淘汰剩余大鼠。

1.2.2  神经功能评分：模型构建24 h及干预21 d时，

对各组大鼠进行神经功能评分，包括运动实验 （6

分）、感觉实验 （2分）、平衡木实验与反射丧失 （6分）、

不正常运动实验 （4分），总计18分，动物死亡记为18

分。将神经功能损伤分为轻度损伤 （≤6分）、中度损

伤 （7~12分） 与重度损伤 （≥13分）。

1.2.3  大鼠给药与饲养：假手术组、模型组、阳性药

组大鼠饲养在标准环境中。阳性药组与阳性药+丰富

环境组给予尼莫地平治疗 （20 mg/kg，1次/d，口服），

连续21 d。丰富环境组与阳性药+丰富环境组饲养于

丰富环境，整个系统体积40 cm×30 cm×60 cm，配备

跑轮、爬梯、暗室、翘板、链条等玩具，每3 d场景重新

整理，每天给予舒缓音乐播放及多色光照射2 h［7］。

1.2.4  TTC染色：丰富环境治疗21 d后，处死各组大

鼠并取完整脑组织，冷冻后沿冠状面切片，共5片，

每片厚约2 mm。将切片放入2% TTC染色液中，37 ℃

水浴中染色30 min，每5 min翻动切片1次。按顺序排

列切片并拍照。

1.2.5  高效液相色谱法检测葡萄糖代谢：（1） 供试

品溶液配制，取缺血半暗带区组织，加入高氯酸溶

液匀浆后离心，吸取上清液，调节pH至中性，离心吸

取上清液，经0.45 μm微孔滤膜过滤；（2） 对照品溶液

配制，分别取10.25 mg ATP，10.38 mg ADP，10.13 mg 

AMP，用4 ℃超纯水定容，使ATP、ADP和AMP浓度分

别为51.25、51.90、50.65 μg/mL。将混合对照品溶液用

4℃超纯水按2、2.5、5、10、50、100倍梯度稀释；（3） 液

相仪器条件，采用1260 Infinity Ⅱ脱气机，1260 Infini-

ty Ⅱ四元泵，1260 InfinityⅡ自动进样器，1260 Infini-

tyⅡ高容量柱温箱，G1365A/B二极管阵列检测器，

OpenLab ChemStation色谱数据工作站。色谱柱为Wa-

ters Bridge系列C18反相色谱柱 （4.6 mm×150 mm，5 

μm），流动相为磷酸盐缓冲液 （28.6 g Na2HPO4，10.9 g 

KH2PO4，0.8 g TBABr，2 L纯化水） -甲醇 （95 ∶ 5），检

测波长259 nm，流速1.0 mL/min，柱温20 ℃，进样量10 

μL；（4） 计算方法，以ATP、 ADP、 AMP浓度 （X μg/mL）

为横坐标，色谱峰面积 （Y） 为纵坐标，作回归曲线，

计算ATP、ADP、AMP浓度与能量负荷 （energy charge，

EC） 值。

1.2.6  Western blotting检测葡萄糖代谢相关蛋白表

达：取缺血半暗带区组织匀浆，收集混悬液，12 000 

r/min离心10 min，将上清液与上样缓冲液混合，沸水

浴10 min制备成待测样品。蛋白上样行SDS-PAGE电

泳，凝胶转膜，加入一抗，4 ℃孵育12 h。清洗后，滴加

HRP标记的二抗稀释液，室温孵育2 h。清洗后，化学

发光显色。采用ImageJ 6.0软件计算各蛋白条带灰度

值。

1.3  统计学分析

采用SPSS 25.0软件进行统计学分析。计量资料

以x-±s表示，当数据满足正态分布，采用单因素方差

分析比较，组间两两比较使用Tukey检验；若数据不

满足正态分布，则采用独立样本Mann-Whitney检验

比较。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  丰富环境对大鼠脑梗死面积与神经功能评分

的影响
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TTC染色及神经功能评分结果显示，假手术组

大鼠未见脑梗死区域，神经功能评分为0。模型组

大鼠可见脑梗死区域 （占比30.64%±2.94%），出现

神经功能损伤 （评分8.08±1.44）。为了验证模型的

可靠性，以尼莫地平作为阳性药。与模型组相比，

阳性药组、丰富环境组大鼠脑梗死面积占比降低 

（21.46%±2.26%，24.64%±3.17%），神经功能评分

减少 （4.58±1.24，5.42±1.68），差异有统计学意义 

（P < 0.05）。与阳性药组相比，阳性药+丰富环境组

大鼠脑梗死面积占比降低 （14.47%±3.36%），神经

功能评分减少 （2.83±1.03），差异有统计学意义 （P < 

0.05）。见图1。

2.2  丰富环境对缺血半暗带区ATP、ADP、AMP含量

的影响

高效液相色谱检测结果显示，与假手术组相

比，模型组ATP、ADP与AMP含量减少，EC降低，差异

有统计学意义 （P < 0.05）。与模型组相比，丰富环境

组ATP、ADP与AMP含量增加，EC增加，差异有统计

学意义 （P < 0.05）。与阳性药组相比，阳性药+丰富

环境组ATP、ADP与AMP含量进一步增加，差异有统

计学意义 （P < 0.05），但EC未见明显变化。见表1。

2.3  丰富环境对缺血半暗带区葡萄糖代谢相关蛋

白的影响

Western blotting结果显示，与假手术组相比，模

型组GLUT1、PFKFB3、PDK1与PKM2蛋白表达增加，

差异有统计学意义 （P < 0.05）。与模型组相比，丰富

环境组GLUT1、PFKFB3、HK2、LDHA、PDK1与PKM2 

蛋白表达增加，差异有统计学意义 （P < 0.05）。与阳

性药组相比，阳性药+丰富环境组GLUT1、PFKFB3、

HK2、LDHA、PDK1与PKM2 蛋白表达增加，差异有

统计学意义 （P < 0.05）。见表2、图2。

3 讨论

IS属于高发的神经血管性疾病，治疗的关键是

恢复缺血区血供［8］。本研究通过大鼠脑缺血2 h后

拔出线栓恢复缺血区血供，模拟了临床上的溶栓治

疗。然而，由于脑组织的脆弱性，突然的血氧增加会

加重缺血核心区附近损伤。本研究结果显示，模型

组大鼠脑缺血2 h后血供即恢复，至缺血造模后21 d

仍有较大面积脑梗死区域，且神经功能明显损伤。

丰富环境通过增设多种玩具，提供舒适的生存环

境，以及某些强制手段刺激，模拟临床患者接受的

康复训练。研究［9-10］证实，丰富环境可增强IS大鼠突

触再生，调控神经炎症反应，调节能量代谢。本研究

发现，与模型组相比，丰富环境饲养明显减少了模

型大鼠脑梗死面积，改善了神经功能。

表1  各组大鼠缺血半暗带区组织中ATP、ADP、AMP含量比较

Tab.1  Comparison of ATP，ADP，and AMP content in the penumbra region of ischemic tissue among rats of different groups 

Item Sham group Model group Positive drug group Enriched environment group Enriched environment+positive drug group

ATP （μg/g） 18.81±1.02   9.86±1.851）   13.93±0.922）   12.56±1.282）   17.23±1.082），3） 

ADP （μg/g） 171.41±7.41 68.14±10.611） 147.87±5.932） 141.58±9.802） 168.25±6.132），3） 

AMP （μg/g）   50.10±1.65 38.13±7.171）   45.02±4.152）   44.04±2.062）   48.77±2.382），3） 

EC     0.43±0.00   0.38±0.001）     0.42±0.012）     0.42±0.002）     0.43±0.002） 

1） P < 0.05 vs. sham group；2） P < 0.05 vs. model group；3） P < 0.05 vs. positive drug group.

图1  各组大鼠脑梗死区域染色

Fig.1  Staining of  cerebral  infarction areas among different 

groups of rats

Sham Model Positive drug
Enriched 

environment

Enriched 
environment +
positive drug
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葡萄糖代谢异常属于局部梗死病理变化的起

点。有氧条件下，葡萄糖被完全分解、代谢生成二氧

化碳和水，产生的ATP用于脑组织能量供给。IS会

造成糖氧供应缺乏，导致ATP产生减少，其水解产物

AMP和ADP也会随之降低，能量负荷EC值下降，产

生局部能量耗竭，形成自正常组织区域向缺血半暗

带区至脑梗死核心区神经元ATP不断减少的状态，

诱发细胞死亡［11］。本研究采用高效液相色谱检测

了大鼠脑缺血半暗带区ATP、ADP与AMP含量的变

化情况。结果显示，与模型组相比，丰富环境组ATP、

ADP与AMP含量明显增加。证实了丰富环境饲养可

提高葡萄糖代谢，维持神经元的正常生理功能。

缺氧条件下，神经元倾向于通过糖酵解产生

ATP，消耗更多的葡萄糖，因此需要更多的葡萄糖供

应［12］。GLUT1负责转运葡萄糖至中枢神经系统，其

表达增加可提高葡萄糖供应，帮助缺血半暗带区组

织神经元代谢转变，有助于缺血半暗带区能量代谢

恢复［13］。PFKFB3属于糖酵解调节酶，IS能引发凋

亡信号，抑制PFKFB3蛋白表达，逆转缺血半暗带区

神经元糖酵解，造成能量产物减少。研究［14］显示，亚

低温治疗可提高GLUT1与PFKFB2蛋白表达，提高

糖酵解水平，减少IS大鼠脑梗死面积。本研究结果显

示，丰富环境明显提高了GLUT1与PFKFB3蛋白表达

水平。同时，本研究还评估了糖酵解过程中相关蛋

白酶 （HK2、LDHA、PDK1、PKM2） 的表达水平。结果

显示，与模型组相比，丰富环境组大鼠HK2、LDHA、

PDK1、PKM2蛋白表达增加。表明丰富环境饲养提

高了葡萄糖代谢水平。此外，与阳性药组相比，阳性

药+丰富环境组葡萄糖代谢水平进一步提高，说明

丰富环境与尼莫地平发挥了协同作用。值得注意的

是，与假手术组相比，模型组GLUT1、PFKFB3蛋白表

达增加，可能与适应性修复机制相关。然而，与假手

术组相比，模型组ATP、ADP及AMP含量却减少，提

示适应性修复难以逆转IS损伤。

综上所述，丰富环境对IS模型大鼠神经功能损

伤具有明显的改善作用，其机制可能与提高缺血半

暗带区葡萄糖代谢水平有关。然而，本研究也存在

一定局限性，关于正常组织、缺血半暗带区与缺血

核心区神经元中葡萄糖代谢水平的差异需要进一

步探索。
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