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［摘要］　目的：分析不同强度跑台运动对幼龄大鼠海马组织脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）和谷氨酸 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸

（ＮＭＤＡ）受体ｍＲＮＡ水平的影响。方法：将４３只５周龄雄性ＳＤ大鼠随机分为对照组、小强度、中等强度和大强度运动组。

通过定量ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术，分析１周跑台运动后各组大鼠海马组织内ＢＤＮＦ和ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ的水平。结果：各组大

鼠海马内ＢＤＮＦｍＲＮＡ水平分别是：对照组为７４６±３３８，小强度运动组为１３０８±６８８，中等强度运动组为１０３６±６４９，大强度

运动组为７２２±４２６；ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ水平分别是：对照组为３４±１９，小强度运动组为２８６±２３０，中等强度运动组为１７４±

１３２；大强度运动组为２０±１４。结果表明小强度运动既可明显诱导海马ＢＤＮＦ基因表达（Ｐ＜０．０１），也可明显诱导海马内ＮＭ

ＤＡＲ１基因的表达（Ｐ＜０．０１）；中等强度运动可明显诱导ＮＭＤＡＲ１受体基因的表达（Ｐ＜０．０１），但对ＢＤＮＦ的表达已没有明

显作用；而大强度运动对２种因子的基因表达皆无明显影响。结论：不同强度的运动可调节海马内ＢＤＮＦ和谷氨酸 ＮＭＤＡ

Ｒ１受体基因的表达，但以小强度跑台运动促进作用最强，中等运动强度次之，而大强度运动基本没有影响。
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　　脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，

ＢＤＮＦ）是一种重要的神经营养因子，它不仅影响神经元的存

活，还影响神经可塑性和神经突触的功能。ＢＤＮＦ表达水平
的降低，被认为与神经退化和慢性应激及抑郁所导致的行为

改变有关。影响ＢＤＮＦ基因表达的因素很多，如运动、抗抑

郁药物、神经损伤、缺血、缺氧等，而运动作为一种可促进身
体健康的刺激因素，在维持或代偿受损神经功能方面的作用

已被越来越多的研究所证实。如运动有利于维持老年人的

健康和认知功能［１］，可促进损伤后中枢神经系统功能的恢

复［２］，以及诱导成年动物的神经再生［３］等。此外，不同形式
的运动，如游泳、跑转轮等，也可增加动物脑内某些区域和脊

髓的营养因子表达，包括ＢＤＮＦ［４５］。但不同强度运动对海

马内ＢＤＮＦ表达状态的影响却不是很清楚。

　　Ｎ甲基Ｄ门冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体是谷氨酸的特异受体
之一，具有重要的生物学功能，尤其与学习和记忆有密切的

关系，与海马的长时程增强（ｌｏｎｇｔｅｒｍｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ）关

系密切［６］。Ｓｈｉｍｉｚｕ等［７］以敲除ＮＭＤＡＲ１的小鼠和正常小
鼠为研究对象，分析了转轮运动对海马神经再生的影响，结

果发现转轮运动仅促进了正常小鼠海马的神经再生，而对敲

除ＮＭＤＡＲ１受体的小鼠则没有产生促进作用。这提示运
动引起的海马神经再生依赖于 ＮＭＤＡ受体，但关于不同强

度运动对海马表达 ＮＭＤＡＲ１的影响同样不是很清楚。所

以，本研究以５周龄ＳＤ大鼠为研究对象，观察了不同强度的
跑台运动对幼龄大鼠海马内ＢＤＮＦ和ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ水

平的影响。

１　材料和方法

１．１　动物来源及分组　４３只健康雄性５周龄Ｓｐｒａｇｕｅ

Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠购于上海中医药大学动物研究中心，平均

体质量为（１３０．３５±４．７３）ｇ；将其随机分为４组：安静对照组

（ｎ＝１０）、小强度运动组（ｎ＝１１）、中等强度运动组（ｎ＝１１）和

大强度运动组（ｎ＝１１）。动物分笼饲养，每笼５～６只，自由

饮食，光照时间７：００～１９：００，饲养环境温度（２０±２）℃，相对

湿度４５％～５５％。

１．２　动物跑台运动方案　运动组大鼠每天在跑台（杭州段

氏ＰＴ９８）上运动３０ｍｉｎ，连续运动１周。运动强度分别为：

（１）小强度运动组，首先以５ｍ／ｍｉｎ的速度运动５ｍｉｎ，接着

跑速加至８ｍ／ｍｉｎ持续５ｍｉｎ，最后以１１ｍ／ｍｉｎ的速度持续

２０ｍｉｎ；（２）中等强度运动组，首先以８ｍ／ｍｉｎ的速度运动５

ｍｉｎ，接着跑速加至１１ｍ／ｍｉｎ持续５ｍｉｎ，最后以１４ｍ／ｍｉｎ
的速度持续２０ｍｉｎ；（３）大强度运动组，首先以８ｍ／ｍｉｎ的速

度运动５ｍｉｎ，接着跑速加至１１ｍ／ｍｉｎ持续５ｍｉｎ，最后以

２２ｍ／ｍｉｎ的速度持续２０ｍｉｎ。

１．３　ＲＮＡ抽提和ｃＤＮＡ合成　根据实验方案让大鼠连续

运动１周后，所有动物腹腔注射０．４％的戊巴比妥钠（１ｍｌ／

１００ｇ体质量）进行麻醉，开颅取脑，迅速剥离海马，按常规方

法抽提ＲＮＡ。用核酸蛋白测定仪检测ＲＮＡ溶液在２６０ｎｍ
和２８０ｎｍ光密度值，计算ＲＮＡ浓度后用于ｃＤＮＡ合成。用

于合成ｃＤＮＡ 的 ＲＴ反应条件为７０℃ ５ｍｉｎ；４℃ ２ｍｉｎ，
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３７℃，５ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，７２℃１０ｍｉｎ。

１．４　定量ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　根据 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中提供的

基因序列，设计ＢＤＮＦ、ＮＭＤＡＲ１和管家基因ＧＡＰＤＨ的引

物和探针。各探针在５′端具有报告基团６羧基荧光素（６

ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，６ＦＡＭ），３′端有猝灭基团６羧基四甲基

罗丹明（６ｃａｒｂｏｘｙｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅ，ＴＡＭＲＡ），ＢＤＮＦ
引物和探针序列具体为：上游５′ＣＣＡＴＡＡＧＧＡＣＧＣＧＧＡ

ＣＴＴＧＴ３′，下游５′ＧＡＧＧＣＴＣＣＡＡＡＧＧＣＡＣＴＴＧＡ

３′，ＦＡＭＣＡＣＴＴＣＣＣＧＧＧＴＧＡＴＧＣＴＣＡＧＣＡＴＡＭ

ＲＡ；ＮＭＤＡＲ１引物和探针具体序列为：上游５′ＡＧＣＧＧＧ

ＴＡＡ ＡＣＡ ＡＣＡ ＧＣＡ ＡＣＡ３′，下游 ５′ＧＴＣＣＧＣ ＴＴＧ

ＧＣＣＡＣＴＧＡＧＴＡ３′，ＦＡＭＴＧＧＡＡＣＧＧＡＡＴＧＡＴＧ

ＧＧＣＧＡＧＴＡＭＲＡ；ＧＡＰＤＨ引物和探针具体序列为：上游

５′ＧＧＡＡＧＧＴＧＡ ＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′，下游５′ＧＡＡ

ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′，ＦＡＭＣＡＡ ＧＣＴＴＣＣ

ＣＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＡＭＲＡ。具体反应条件为：首先５０℃

５ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ；在接下来的４０个循环中条件为９５℃２０

ｓ，６０℃６０ｓ。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件对数据进行单

因素方差分析。Ｐ＜０．０５表示有统计学意义。所有数据均

以珚ｘ±ｓ表示。

２　结　果

　　ＢＤＮＦ和 ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ的水平，是根据ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ标准曲线计算出样品中ＢＤＮＦ和ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ的

基因拷贝数，然后除以该样品中 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ的基因拷

贝数得出的比值。各组幼龄大鼠海马内ＢＤＮＦｍＲＮＡ水平

分别是：对照组为７４６±３３８，小强度运动组为１３０８±６８８，中

等强度运动组为１０３６±６４９，大强度运动组为７２２±４２６；

ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ水平分别是：对照组为３４±１９，小强度运

动组为２８６±２３０，中等强度运动组为１７４±１３２；大强度运动

组为２０±１４。统计结果表明小强度运动既可明显诱导海马

表达ＢＤＮＦ基因（Ｐ＜０．０１），也可明显诱导海马内 ＮＭＤＡ

Ｒ１基因的表达（Ｐ＜０．０１）；中等强度运动也可明显诱导

ＮＭＤＡＲ１基因的表达（Ｐ＜０．０５），但对ＢＤＮＦ的表达已没

有明显作用；而大强度运动对２种因子的基因表达皆无影响

（Ｐ＞０．０５）。提示被检测的大鼠海马组织中ＢＤＮＦ、ＮＭＤＡ

Ｒ１ｍＲＮＡ表达量随运动强度不同而发生相应改变，且变化

趋势基本一致，即ＢＤＮＦ、ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ的表达量均在

小强度运动组动物最高，中等强度运动组次之，而大强度运

动组最少。但ＢＤＮＦ、ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ的绝对数相差很

大，ＢＤＮＦ远大于ＮＭＤＡＲ１。与对照组相比，２个基因在小

强度运动组表达量增加的幅度也不同，其中ＮＭＤＡＲ１增加

幅度达８．４倍，ＢＤＮＦ则仅为１．８倍。从小强度到中等强度

到大强度运动，ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表达分别下降２１．２３％和

３０．５６％，ＮＭＤＡＲ１则分别下降３９．１５％和８８．１６％。

３　讨　论

　　有关运动调节海马ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达的研究很多，如

转轮运动可下调老年痴呆症模型小鼠ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表

达［８］。但另有研究［９］发现转轮运动可逆转慢性应激引起的

大鼠海马ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达的降低。此外，有研究［１０］还发

现４周的转轮运动可明显增加２、１５和２４个月龄大鼠海马的

ＢＤＮＦｍＲＮＡ水平，尤以２个月龄动物增加的幅度最大。这

提示大多数情况下运动可上调海马ＢＤＮＦｍＲＮＡ的水平。但

上述研究都是以转轮为运动工具，是一种自主、随意的运动方

式，只能使用距离表达运动量，无法进行运动强度的评估，而

跑台运动则可通过调节速度改变动物的运动强度。

　　本研究检测了不同强度的跑台运动对５周龄大鼠海马

ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达的影响，结果表明海马ＢＤＮＦｍＲＮＡ的

表达水平随运动强度改变而改变，其中小强度的跑台运动对

ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达的促进作用最为显著。而大强度的跑台

运动则对海马ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表达没有产生促进作用。研

究发现，在神经可塑性、认知和神经再生现象的增强时，都以

ＢＤＮＦ基因表达的增加为基础［１１１２］，所以运动对ＢＤＮＦ基因

表达的促进作用，无疑对神经再生和学习记忆会产生促进作

用，这可能也是我们前期研究［１３１４］所观察到的小强度运动对

５周龄大鼠海马神经再生和学习记忆产生促进作用的机制

之一。

　　本研究分析了不同运动强度对 ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ表达

的影响，发现海马 ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ的表达同样受运动强

度的影响，而且变化趋势与 ＢＤＮＦ相一致。关于运动对

ＮＭＤＡ受体表达的影响，目前仅有１篇报道，但运动方式是

随意的转轮运动，检测的是 ＮＭＤＡＲ２ｍＲＮＡ的表达，发现

转轮运动可明显促进大鼠海马齿状回ＢＤＮＦ和 ＮＲ２ＢｍＲ

ＮＡ的表达［１２］。至于脑内 ＮＭＤＡ受体表达改变的意义，也

与学习记忆和神经再生有一定的关系，因为使用 ＮＭＤＡ受

体拮抗剂可阻断运动引起的ＬＴＰ的增加。ＳｍｉｔｈＲｏｅ等［１５］

给予非竞争性拮抗剂 ＭＫ８０１阻滞 ＮＭＤＡ受体后，发现大

鼠出现学习记忆能力降低。相反，当利用转基因技术使

ＮＭＤＡ受体在小鼠脑内过度表达时，则受体通道开放时间

延长、活性增加，同时转基因小鼠在多种行为测试中表现出

更好的学习记忆能力［７］。提示运动引起的ＮＭＤＡ受体的增

加，可能有利于神经再生和神经的可塑性，同时可能也是我

们所观察到的运动促进幼龄大鼠神经再生和学习记忆能力

提高的机制之一［１２１３］。

　　本研究结果发现ＢＤＮＦ和 ＮＭＤＡ受体表达同时增加。

二者之间是否可以产生相互作用呢？Ｂｌａｃｋ等［１６］采用膜片

钳技术，发现ＢＤＮＦ可通过增加 ＮＭＤＡ受体通道的开放频

率，特异性地增强突触后致密物上ＮＭＤＡ亚单位的磷酸化，

ＮＭＤＡ受体被激活时，使Ｃａ２＋通透性增加，导致钙离子大量

进入细胞内。钙离子可进一步激活细胞内钙离子依赖的酶，

从而引起一系列生化过程，改变突触效率，产生相应的效

应［１６］。由此可见，运动引起的ＢＤＮＦ和 ＮＭＤＡＲｍＲＮＡ表

达量的同时增加有其一定生物学意义。

　　至于运动强度影响ＢＤＮＦ和ＮＭＤＡ受体基因表达的机

制，可能与运动强度改变脑血流相关，因为小强度运动引起

脑血流量增加，而大强度运动引起脑血流量降低，从而引起

ＢＤＮＦ和ＮＭＤＡ受体基因表达的改变［１７］。此外，也可能与

运动引起的能量消耗有关，因为能量代谢的改变可降低ＢＤ
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ＮＦｍＲＮＡ的表达［１８］。所以，很有可能，ＢＤＮＦ和 ＮＭＤＡ基

因表达的改变是多种因素协同的结果。本研究结果充分提

示，运动对脑功能产生的有益作用与运动强度有一定的关

系，此对人们制定运动方案应有重要的参考意义。
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