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丰富环境预处理对脑缺血再灌注损伤大鼠肿瘤坏死因子 α 和白细胞介素 1β
表达及细胞凋亡的影响
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［摘要］ 目的 探讨丰富环境预处理对脑缺血再灌注后大鼠梗死周围皮质 TNF-α 和 IL-1β 表达及细胞凋亡的影

响。方法 将 45 只雄性 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组和丰富环境预处理组，每组 15 只。造模前，假手术组和

模型组大鼠置于标准环境笼中饲养，丰富环境预处理组大鼠置于丰富环境笼中饲养，均持续 3 周。模型组和丰富环境

预处理组大鼠均采用改良 Longa 线栓法建立短暂性大脑中动脉栓塞模型，假手术组大鼠不插入线栓。术后 1～3 d 采

用改良神经功能缺损评分（mNSS）评估大鼠的神经功能。术后 3 d 取脑组织，通过 H-E 染色观察梗死周围皮质组织

病理学变化，TUNEL 检测观察细胞凋亡情况，免疫荧光检测观察小胶质细胞离子钙结合适配器分子 1（Iba-1）激活

情况，蛋白质印迹法检测 TNF-α 和 IL-1β 表达情况。结果 与假手术组相比，模型组和丰富环境预处理组大鼠 mNSS
升高（P 均＜0.05），梗死周围皮质出现明显病理损伤，TUNEL 阳性细胞数量增加（P＜0.05），小胶质细胞 Iba-1 激

活增多（P 均＜0.05），TNF-α 和 IL-1β 蛋白表达水平升高（P 均＜0.05）。与模型组相比，丰富环境预处理组大鼠

mNSS 降低（P＜0.05），梗死周围皮质病理损伤减轻，TUNEL 阳性细胞数量降低（P＜0.05），小胶质细胞 Iba-1 激

活减少（P＜0.05），TNF-α 和 IL-1β 蛋白表达水平下降（P 均＜0.05）。结论 丰富环境预处理可减轻大鼠脑缺血

再灌注后的神经功能障碍和梗死周围脑组织损伤，其机制可能与抑制梗死周围皮质的炎症反应和细胞凋亡有关。
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Effects of enriched environment preconditioning on expression of tumor necrosis factor α and interleukin 1β 
and apoptosis in rats after cerebral ischemia-reperfusion injury 
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［ Abstract ］ Objective To explore the effects of enriched environment preconditioning on the expression of tumor 
necrosis factor α (TNF-α) and interleukin 1β (IL-1β) and apoptosis in the peri-infarct cortex of rats after cerebral ischemia-
reperfusion. Methods A total of 45 male Sprague-Dawley rats were randomly divided into sham group, model group 
and enriched environment preconditioning group, with 15 rats in each group. Before modeling, rats in the sham group and 
model group were fed in standard environment cages, while rats in the enriched environment preconditioning group were 
fed in enriched environment cages, all for 3 weeks. The transient middle cerebral artery occlusion model was established by 
modified Longa’s method in the model group and enriched environment preconditioning group, while rats in the sham group 
were not inserted with suture. Modified neurological severity score (mNSS) was used to evaluate the neurological function 
1-3 d after operation. The brain tissue was harvested 3 d after the operation, the pathological changes of the peri-infarct cortex 
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were observed by hematoxylin-eosin staining, the apoptosis was observed by terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 
dUTP-biotin nick end labeling assay (TUNEL), the activation of microglia ionized calcium-binding adaptor molecule 1 
(Iba-1) was observed by immunofluorescence, and the expression of TNF-α and IL-1β was detected by Western blotting. 
Results Compared with the sham group, the peri-infarct cortical tissue in the rats of model and enriched environment 
preconditioning groups had obvious pathological changes, and the mNSS, TUNEL positive cell number, the activation of 
microglia Iba-1, the expression of TNF-α and IL-1β were increased (all P＜0.05). Compared with the model group, mNSS, 
TUNEL positive cell number, the activation of microglia Iba-1, and the expression of TNF-α and IL-1β were decreased in the 
enriched environment preconditioning group (all P＜0.05) and the degree of peri-infarct cortical tissue injury was alleviated. 
Conclusion Enriched environment preconditioning can attenuate neurological function and peri-infarct brain tissue injuries 
in rats after cerebral ischemia-reperfusion, and the mechanism may be related to the inhibition of inflammation and apoptosis 
in the peri-infarct cortex.

［ Key words ］ cerebral ischemia-reperfusion; preconditioning; enriched environment; inflammation; apoptosis
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缺血性脑卒中是由脑血管阻塞引起的脑组织损

伤和功能障碍，具有高发病率、高致残率和高病死

率等特点［1］。脑血供恢复后会引发更严重的缺血

再灌注损伤，其损伤机制与氨基酸毒性作用、自由

基损伤、炎症反应和细胞凋亡等有关［2-3］。神经系

统受损后，表达离子钙结合适配器分子 1（ionized 

calcium-binding adaptor molecule 1，Iba-1）的小胶质

细胞会释放大量促炎症因子，如 TNF-α 和 IL-1β，引

起神经炎症反应和细胞凋亡，加重神经元损伤［4-5］。

作为一种缺血预处理方法，丰富环境预处理

是在损伤前将动物饲养在丰富环境中，增加其运

动、感觉、社交刺激和自发性运动，诱导脑缺血耐

受，从而产生脑保护作用［6］。前期研究证明丰富

环境能够影响核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2，Nrf2）-抗氧化响应元

件（antioxidant response element，ARE）、NF-κB

通路和小胶质细胞激活，进而抑制脑缺血损伤后

的炎症反应和细胞凋亡［7-9］。本研究建立了短暂

性大脑中动脉栓塞（transient middle cerebral artery 

occlusion，tMCAO）大鼠模型，通过观察丰富环境

预处理对模型大鼠神经功能和脑组织病理变化的影

响，并检测梗死周围皮质 TNF-α、IL-1β 的表达及

细胞凋亡情况，探讨丰富环境预处理对缺血再灌注

损伤大鼠的脑保护作用及可能机制。 

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组 清洁级 SD 雄性成年大鼠

45 只，体重（140±20）g，购于上海中医药大学

实验动物中心［动物生产许可证号为 SCXK（沪）

2017-0005］。所有大鼠称重编号，适应性饲养 3 d，
按随机数字表法分为假手术组、模型组和丰富环境

预处理组，每组 15 只。

1.2 主要试剂与仪器 尼龙线栓（深圳瑞沃德

生命科技有限公司），激光多普勒血流仪（英国

Devon 公司），凝胶电泳仪（美国 Bio-Rad 公司），

共聚焦显微镜（德国 Leica 公司）；TUNEL 检测

试剂盒（瑞士 Roche 公司）；Iba-1 抗体、TNF-α

抗体和 β 肌动蛋白抗体（货号分别为 ab178847、
ab205587 和 ab8226，英国 Abcam 公司），IL-1β 抗

体（货号为 12703，美国 Cell Signaling Technology
公司）。

1.3 标准环境和丰富环境的搭建 假手术组和模

型组大鼠置于标准环境笼中饲养，丰富环境预处理

组大鼠置于丰富环境笼中饲养，3 组大鼠均全天干

预，共 21 d。2 种饲养环境均提供 12 h/12 h 昼夜光

照，室温（23±2）℃，环境相对湿度 56%。大鼠

自由进食、进水。

参照文献［8］设置丰富环境笼（图 1），长 
80 cm、宽 50 cm、高 30 cm，笼中放置爬梯、迷宫、

管道、爬梯、塑料玩偶等，每笼饲养 7 只大鼠。每 
3 d更换 1 次笼内物品的摆放位置，每周更换 1 次笼

内物品。

标准环境鼠笼长 40 cm、宽 30 cm、高 20 cm， 
仅放置垫料、饲料和水，每笼饲养 5 只大鼠。



海军军医大学学报　   2023 年 9 月，第 44 卷 · 1067 ·

1.4 模型制备与评估 模型组和丰富环境预处理

组大鼠参照改良 Longa 线栓法［10］建立 tMCAO 模

型，步骤如下：大鼠乙醚吸入麻醉后，依次钝性分

离出右侧颈总动脉、颈外动脉及颈内动脉；结扎

颈总动脉近心端，用动脉夹暂时夹闭颈内动脉起始

处，从颈总动脉插入线栓到大脑中动脉起始处（感

觉到有轻微阻力）；缺血 90 min 后，再次麻醉大鼠，

拔出线栓，缝合手术切口。假手术组大鼠无插入线

栓步骤，其余操作相同。

用随机数字表法从每组取 3 只大鼠，麻醉后俯

卧位固定，沿头皮矢状面剪开额顶处皮肤 2.5 cm，

用棉签摩擦暴露的筋膜。以冠状缝与矢状缝结合

点为原点，冠状缝向后 5 mm、矢状缝向右 3 mm，

使用牙科钻将该区域颅骨磨薄，以穿透颅骨但未打

破硬脑膜为宜［11］。固定激光多普勒血流仪探头，

记录右侧大脑中动脉供血区域血流值。每只大鼠分

别于术前、插入线栓后、术后做 3 次脑血流检测，

以插入线栓后脑血流降至术前 60% 以下为造模成

功。用于检测脑血流的 3 只大鼠不纳入后续实验。

其余大鼠苏醒后用 Longa 评分法［10］判定造模

效果，评分为1～3分的大鼠为造模成功，纳入实验。

1.5 大鼠神经功能评估 分别于造模后 1、2、3 d
由不知晓实验分组情况的研究人员进行改良神经功

能缺损评分（modified neurological severity score，
mNSS）评估各组大鼠的神经功能，mNSS 量表包

括运动、感觉、反射和平衡 4 个方面，得分范围为

0～18 分，分数越高表示神经损伤越严重。   
1.6 取材和检测 造模后 3 d，各组大鼠腹腔注射

10% 水合氯醛（3.5 mL/kg），断头取脑组织。根据

大鼠脑立体定位图［12］，切取造模大鼠的梗死周围

组织，假手术组取对应部位组织。实验流程见图2。
1.6.1 H-E 染色 取各组大鼠脑组织置于 4%多聚甲

醛溶液中过夜，石蜡包埋、切片（厚度为 5 μm），

常规H-E染色，用光学显微镜观察病理学变化。

1.6.2 TUNEL 检测 切片烤干、脱蜡复水后，

加入蛋白酶 K 常温孵育 30 min，PBS 漂洗后加入

TUNEL 反应液，置于 37 ℃湿盒反应 60 min 后，在

光学显微镜下观察凋亡细胞。苏木精轻度复染，返

蓝，脱水，透明，干燥后封片，在光学显微镜下观

察并拍照。每只大鼠随机选择 5 张切片，在光学显

微镜下计数凋亡细胞数量。

图 1 大鼠丰富环境饲养笼

Fig 1 Enriched environment cage for rat feeding

图 2 实验时间线

Fig 2 Experiment timeline
tMCAO: Transient middle cerebral artery occlusion; H-E: Hematoxylin-eosin; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated dUTP-biotin nick end labeling assay; mNSS: Modified neurological severity score.

1.6.3 免疫荧光染色 切片在 26 ℃用 4% 多聚甲

醛溶液固定 10 min，10% 牛血清白蛋白溶液阻断

1 h，加入 Iba-1 抗体（1 ∶ 1 000）4 ℃孵育过夜。

用 PBS 冲洗 3 次后，用荧光偶联二抗（1 ∶ 300）
孵育 1 h。用共聚焦显微镜对每个区域的 4 个视野

进行拍摄，阳性细胞呈红色或粉红色，记录视野内

Sham group n＝15

21 d of intervention

tMCAO evaluated by using Longa score n＝12
Cerebral blood flow detection n＝3

H-E staining n＝6
TUNEL staining n＝6
Western blotting n＝6
Immunofluorescence n＝6

mNSS 
(3 d, once a day)

－3 d 0 d Day 0 Day 22 Day 24

Model group n＝15

Enriched environment preconditioning group n＝15
Adaptive 
feeding
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Iba-1 阳性细胞数。

1.6.4 蛋白质印迹法 另取各组大鼠脑组织加入蛋

白质裂解液，4 ℃、14 650×g 离心 30 min，取上清，

用 BCA 试剂盒检测各组蛋白质浓度。进行 10% 
SDS-PAGE，转膜 2 h后，用 5%脱脂牛奶封闭 2 h，
TBST 洗涤 3 次；分别加入TNF-α 抗体（1 ∶ 900）、

IL-1β 抗体（1 ∶ 1 000）和 β- 肌动蛋白抗体（1 ∶ 
5 000），4 ℃过夜孵育，TBST 洗涤 3 次；加入

HRP 标 记 的 二 抗（羊 抗 兔 IgG，1 ∶ 5 000） 室

温孵育 60 min，滴加发光液，放入自动化学发光

图像分析系统内成像；以 β- 肌动蛋白为内参，用

ImageJ 软件进行灰度值分析。

1.7 统计学处理 应用 SPSS 26.0 软件进行数据处

理。服从正态分布的计量资料以 x±s 表示，两组间

比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素

方差分析。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 脑血流变化 插入线栓后，模型组大鼠脑血

流值（39.33±2.08）和丰富环境预处理组大鼠脑血

流值（35.67±3.22）相比术前（均为 100）下降幅

度均＞60%，提示 tMCAO 大鼠模型制作成功。术

后，模型组大鼠脑血流值（85.67±1.53）和丰富环

境预处理组大鼠脑血流值（89.33±3.06）均明显恢

复。两组大鼠在插入线栓后和术后的脑血流值差异

均无统计学意义（P 均＞0.05）。见图 3。
2.2 大鼠 mNSS 评估 模型组和丰富环境预处理

组大鼠术后 3 d内的mNSS均高于假手术组（P均＜ 

0.05）。术后第 1、2 天模型组与丰富环境预处理

组大鼠 mNSS 差异无统计学意义（P 均＞0.05）；

术后第 3 天丰富环境预处理组大鼠 mNSS 低于模型

组，差异有统计学意义（P＜0.05）。见表 1。

图 3 激光多普勒超声检测各组大鼠梗死侧脑血流动态变化

Fig 3 Dynamic changes of cerebral blood flow in infarcted side of rats in each group detected by laser Doppler flowmetry

Baseline

Occlusion

Reperfusion

Sham group Model group
Enriched environment 
preconditioning group

表 1 各组大鼠术后不同时间点 mNSS 比较

Tab 1 Comparison of mNSS at different time points after operation in rats of each group
n＝12, x±s

Group Day 1 Day 2 Day 3 
Sham 0.50±0.84 0.67±0.82 0.50±0.55
Model 11.73±0.74* 10.84±0.63* 9.54±0.57*

Enriched environment preconditioning 11.65±0.95* 10.43±0.60* 8.95±0.47*△

F value 335.1 426.7 392.2
P value ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

*P＜0.05 vs sham group; △P＜0.05 vs model group. mNSS: Modified neurological severity score.
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2.3 大鼠梗死周围皮质组织病理学变化 光镜下

可见假手术组大鼠未发生梗死，大脑皮质组织结构

清晰，神经元排列规则，核仁清晰。模型组大鼠梗

死周围皮质组织结构疏松呈空泡状、核固缩、核仁

消失、细胞质深染等病理改变，未见明显的神经元

丢失。与模型组相比，丰富环境预处理组大鼠梗死

周围皮质组织病理损伤减轻，组织水肿和核固缩减

轻、组织空泡减少。见图 4。

图 4 各组大鼠梗死周围皮质组织病理学变化（苏木精 -伊红染色，400×）

Fig 4 Histopathological changes of peri-infarct cortex in rats of each group (hematoxylin-eosin staining, 400×)

Sham group Model group
Enriched environment 
preconditioning group

Sham group Model group
Enriched environment 
preconditioning group

2.4 大鼠梗死周围皮质细胞凋亡情况 由图 5 可

见，假手术组大鼠梗死周围皮质仅可见少数棕黄

色 TUNEL 阳性凋亡细胞，数量为 2.50±1.38；
模型组和丰富环境预处理组大鼠梗死周围皮质的

TUNEL 阳性细胞较多，数量分别为 61.67±5.32
和 41.67±4.23。与模型组相比，丰富环境预处理

组大鼠梗死周围皮质 TUNEL 阳性细胞数量减少 
（P＜0.05）。

图 5 各组大鼠梗死周围皮质细胞凋亡情况（TUNEL 染色， 400×）

Fig 5 Apoptosis of peri-infarct cortical cells in rats of each group (TUNEL staining, 400×)
TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling assay.

2.5 大鼠梗死周围皮质小胶质细胞激活及炎症反

应情况 由图 6 可见，模型组和丰富环境预处理

组大鼠梗死周围皮质小胶质细胞被激活，Iba-1 阳

性 细 胞 数 量［（24.67±1.86） 和（18.83±2.64）
个 / 视野］与假手术组［（1.50±1.05）个 / 视野］

相比均增加（P 均＜0.05），但丰富环境预处理组

大鼠梗死周围皮质 Iba-1 阳性细胞数量少于模型组 

（P＜0.05）。由图 7 可见，模型组和丰富环境预处

理组大鼠梗死周围皮质 TNF-α 表达（0.72±0.04、
0.52±0.04）和 IL-1β表达（1.34±0.07、1.16±0.04）
与假手术组（TNF-α：0.38±0.02；IL-1β：0.67± 

0.03）相比均升高（P 均＜0.05），但丰富环境预

处理组大鼠梗死周围皮质 TNF-α 和 IL-1β 表达低于

模型组（P 均＜0.05）。
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3 讨 论

Murry 等［13］于 1986 年首次提出缺血预处理

（ischemic preconditioning，IPC）的概念。IPC 指

在缺血损伤发生前进行多次干预，以诱导机体对缺

血损伤产生保护作用。IPC 概念的提出提供了一个

全新的研究方向，目前已有多项基于该理论的脑保

护研究开展，如缺血预适应［14］、运动预适应［15］、

药物预适应［16］和丰富环境预适应［17］等。

丰富环境作为一种行为干预方法安全有效、

可操作性强，以自愿或无心理压力的方式为受试

者提供运动、感觉和认知等多种刺激［18］。研究证

明，丰富环境预处理可增加大鼠缺血视网膜脑源性

神经营养因子（brain derived-neurotrophic factor，
BDNF）水平，从而减少急性缺血引起的视网膜

损伤［19］；改善缺血缺氧大鼠认知水平，提高大脑

皮质生长相关蛋白 43（growth associated-protein 
43，GAP-43）和海马血管内皮生长因子（vascular 
endothelial growth factor，VEGF）、酪氨酸激酶 B
（tyrosine kinase B，TrkB）的表达水平［20-21］；减

少 tMCAO 小鼠脑梗死体积，降低海马 IL-1β 的表

达，增加胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic 
protein，GFAP）的表达［22］。

炎症反应在缺血性卒中发生、发展中的各个

方面扮演着重要角色，包括损伤的急性期和恢复 
期［23-24］。TNF-α 和 IL-1β 是调节炎症反应的关键因

子。在缺血再灌注损伤急性期，激活的小胶质细胞

图 6 各组大鼠梗死周围皮质 Iba-1 荧光表达（免疫荧光染色，200×）

Fig 6 Fluorescence expression of Iba-1 in peri-infarct cortex of rats in each group (immunofluorescence staining, 200×)
Iba-1: Ionized calcium-binding adaptor molecule 1; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

图 7 各组大鼠梗死周围皮质 TNF-α 和 IL-1β 表达的 

蛋白质印迹法检测结果

Fig 7 Expression of TNF-α and IL-1β in peri-infarct 

cortex of rats in each group detected by Western blotting
TNF-α: Tumor necrosis factor α; IL-1β: Interleukin 1β.
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释放TNF-α、IL-1β 和其他促炎因子［5］。研究证明，

缺血性卒中患者脑脊液和血清中的 TNF-α 水平与

脑梗死体积呈正相关［25］。IL-1β 是 IL-1 参与缺血

性损伤的主要表型，其表达增多会加重卒中后大鼠

的脑损伤［26］。González Fleitas 等［19］发现，3 周的

丰富环境预处理可抑制视网膜缺血大鼠的小胶质细

胞激活，减轻炎症反应引起的视网膜损伤。有实验

证明 5 周的丰富环境预处理使大脑中动脉栓塞小鼠

的认知功能改善，脑组织中炎症因子 IL-1β 表达降

低［22］。本研究结果显示在缺血再灌注 3 d 后，模型

组大鼠梗死周围皮质 TNF-α 和 IL-1β 的表达升高，

而 3 周的丰富环境预处理可以抑制小胶质细胞的激

活，降低TNF-α和 IL-1β的表达，发挥脑保护作用。

研究表明，促炎因子 TNF-α 和 IL-1β 与神经元

细胞膜表面受体结合后，可以促进和启动细胞的程

序化凋亡［27］。在脑缺血再灌注损伤过程中，炎症

反应和细胞凋亡会加重脑组织损伤，最终导致神经

元细胞的不可逆损伤甚至坏死［28-29］。Chen 等［17］发

现，4 周的丰富环境预处理可以抑制大脑中动脉栓

塞大鼠半暗带细胞凋亡，促凋亡因子 Bax 表达水平

降低，抗凋亡因子 Bcl-2 表达水平升高。本研究中

TUNEL 检测结果显示，丰富环境预处理组大鼠梗

死周围皮质凋亡细胞数量少于模型组，表明丰富环

境预处理可减少缺血再灌注损伤大鼠的细胞凋亡。

丰富环境预处理调控缺血再灌注损伤后神经

保护作用的具体分子机制仍不明确。本研究结果显

示，丰富环境预处理可以改善大鼠脑缺血再灌注损

伤后 3 d 神经功能障碍和梗死周围皮质损伤，这可

能与丰富预处理降低了 TNF-α 和 IL-1β 蛋白表达、

抑制了细胞凋亡有关。丰富环境对脑的保护作用机

制有多方面、多靶点、多层次的特点［30-31］，神经

炎症和细胞凋亡之间作用复杂，但都在缺血再灌注

损伤中发挥着重要作用，今后仍需深入研究。
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