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运动锻炼对局灶性脑缺血大鼠脑皮质RGMa表达的影响 

郭振委，秦新月，孔渝菡 

(重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆市高校神经病学重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨运动锻炼对卒中后大鼠缺血侧脑皮质排斥性导向分子 A(Repulsive guidance molecule A，RGMa)表达的影 

响。方法：选用sD大鼠120只，随机分为5组，正常组，假手术组，MCAo模型7、14、28 d组，以上各组再分为：非运动、低运动 

量、中动量、高动量锻炼组，每组6只。应用线栓法制备局灶性脑缺血／再灌注模型，用实时定量 PCR和免疫组化方法检测缺血 

侧脑皮质RGMa的表达。结果：①实时定量PCR：低运动量模型各组与对应时间点非运动模型组比，RGMa相对表达量差异无统 

计学意义(P>0．05)。中运动量模型各组与各对应时间点非运动模型组相比，前者表达量显著下降(P<0．05)，高运动量模型各 

组与对应时间点非运动模型组相比，RGMa相对表达量显著升高(P<0．05)。②免疫组化：低运动量模型各组与对应时间点各非 

运动模型组相比，RGMa表达差异无统计学意义(P>0．05)。中运动量模型各组与对应时间点各非运动模型组相比，前者RGMa 

表达明显下降(P<0．05)，但中运动量模型7 d组 RGMa表达量与对应非运动模型组相比差异无统计学意义(P>0．05)，高运动 

量模型各组与对应时间点各非运动模型组相比，RGMa表达明显增加(P<0．05)。神经功能评分显示中运动量模型组明显改善 

神经功能(P<0．05)。结论：适量锻炼可以降低局灶性脑缺血大鼠患侧皮质RGMa的表达，改善神经功能。 
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Effects of treadmilI exercise On the expression Of RGMa in infarcted brain 

cortex of rats after middle cerebraI artery OcclusiOn／reper．fuSiOn 

GU0 Zhen—wei．0lN Xin—yue K0NG Yu—han 

(Department of Neurology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To observe the expression of RGMa in infarcted brain cortex of rats with middle cerebral artery occlusion(MCAo) 

after experiencing treadmill exercise． Methods：120 Sprague—Dawley rats were randomly divided into 5 groups：control group，sham-op- 

eration group，and 7，14，28 d after ischemia group．Then each group above were randomly divided into four groups：sedentary group， 

low—intensity，m0derate—intensity，high-intensity treadmill exercise group with MCAo．The MCAo／reperfusion model was induced by liga— 

tion with nylon monofilament in rats in the study．Results：① Real—time quantitative PCR(RT—qPCR)：There are no significant dif- 

ferences between each low-intensity treadmill MCAo group and each sedentary MCAo group for expression of RGMa mRNA(P>0．05)． 

There was down—regulation of it in each moderate-intensity treadmill exercise MCAo group，compared with each sedentary MCAo group 

(P<O．05)．But there was up-regulation in high-intensity treadmill exercise MCAo group(P<O．05)．②The resuh of immunohistochem— 

istry：There was no significant difference between each sedentary MCAo group and each low—intensity treadmill exercise MCAo group 

(P>O．05)．The expression of RGMa was down-regulated in moderate-intensity treadmill exercise MCAo group，except at 7 d，compared 

with each sedentary MCAo group(P<O．05)．But the opposite result was got in high-intensity treadmill exercise MCAo group(P<O．05)． 

Neurological deficit scores test showed moderate—intensity treadmill exercise improved neurological function in MCAo group(P<0．05)． 

Conclusion：Moderate—intensity treadmill exercise decreased the expression of RGMa in the peri—ischemia cortex after ischemia stroke 

and the impaired neural function was improved． 
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分子 A(Repulsive guidance molecule A，RGMa)就是一种新发 

现的与脑可塑性密切相关的分子；它是一种新的轴突生长抑 

制蛋白，在中枢神经生长发育过程中起多种作用，介导排斥 

性轴突导向信号和神经管闭合、调控着神经细胞的增殖、分 

化、存活、诱导生长锥塌陷，从而阻断受损神经再生，影响脑 

的可塑性_1_。卒中后RGMa表达增加，降低了脑的可塑性。有证 

据表明：运动锻炼可以促进局灶性脑缺血大鼠神经功能的康 
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复，本实验拟观察运动锻炼对缺血侧脑皮质 RGMa表达的影 

响，探讨卒中后运动锻炼、功能康复与 RGMa之间的联系。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

ABI 7500 Real—Time PCR System(Applied Biosystems)， 

SLY—RTML六通道动物跑台(北京硕林苑)。RNA提取试剂 

RNA提取试剂 (RNAiso Reagent)(Takara)，PrimeScriptTM RT 

reagent Kit(Takara)，PCR引物(如表 i)，BioEasy SYBR Green I 

荧光PCR试剂盒(杭州博日 。兔多克隆RGMa一抗(Abcam)。 

1I2 方法 

1．2．1 实验动物与分组 成年健康SD雄f生大鼠，体重200 

280 g，120只。由重庆医科大学实验动物中心提供。随机分为 

5组，正常组、假手术组(n=24)、MCAo模型7 d(n=24)、14 d 

(n=24)、28 d组(n=24)，以上各组再随机分为非运动、低运 

动量、中动量、高动量组，每组各6只。术前 12 h禁食不禁水。 

1．2．2 大鼠大脑中动脉缺血 注模型制备、神经功能评分 

参照Longa和Nagasawa等方法，结合其他研究者经验，采 

用线栓法制作大鼠右侧 MCAo／再灌注模型。神经功能评分 

按 Longa法进行。 

1．2-3 大鼠锻炼方法 各组大鼠均在术前经过 3 d适应性跑 

台训练，每天30 min，分别为 8 m／min，5 min；11 rrdmin，5 min； 

15 m／min，20 min。模型组大鼠在缺血再灌注 3 d后，给予跑台 

训练。低运动量组，5 rn／min，5min；7m／min，5min；9m／min，20 min。 

中运动量组，8m／min，5min；10m／min，5min；13m／min，20rain。 

高运动量组，8m／min，5min；11m／min，5min；20m／min，20min。 

30 min／d，5 d／周。 

1．2．4 RT—qPCR反应体系、条件及数据处理 

1．2．4．1 RNA提取及反应条件总RNA提取 严格按说明书 

进行；反应体系：20 l，反应条件：94 ，2 min，94℃ 10 S，60℃ 

15 S，72℃ 31 S，共 40循环。通过生成的融解曲线确定反应产 

物的单一性。 

1．2．4．2 2 法对 RGMa基 因进行相对定量运用相对定量 

(Relative quantity，RQ)法(RQ=2 )计算目的基因相对表 

达差异。每个样本的ACt=Ct(target gene)一ct(B—Actin)， 

△ACt=ACt(缺血样品)一△ct(正常样品)。 

1．2．5 免疫组化检测 按 SABC免疫组化试剂盒说明书操 

作，以及 DAB显色光镜下观察胞膜棕黄色颗粒为阳性着色。 

应用 Image—pro plus软件分析，高倍镜(X400)下，在皮质区 

随机各取 4个视野计数阳性细胞 ，以均数 ±标准差 (x±s) 

表示。 

1．2．6 统计学处理 采用SPSS13．0统计分析软件，数据以 

x±S表示。资料采用单因素方差分析，组间两两比较方差齐者 

用 LSD—t法检验，方差不齐者采用 Dunnet’S T3法检验，以氏 

0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 神经功能评分 

高运动量7 d模型组与对应非运动模型组、低运动量模 

型组相比，神经功能评分差异有统计学意义(t9<0．05)。模型 

l4、28 d组给予中运动量，大鼠神经功能改善优于对应时间 

点非运动、低运动量模型组和高运动量模型组(P<0．05)(如 

表 2)。 

2．2 SYBR Green实时定量 PCR 

2．2．1 PCR产物确定分析 用ABI7500配套程序分析软件 

生成 RGMa融解曲线，RGMa基因 PCR产物的融解曲线峰值 

约在 87℃，融解温度均一。RGMa融解曲线峰值高，形状锐利 

示 RGMa表达较高，产物特异(如图1-3)。 

2．2．2 SYBR Green实时定量 PCR部分扩增曲线 图4~6示 

MCAo中运动量大鼠缺血侧皮质 RGMa和 B—actin的扩增曲 

线。 

表 1 RGMa和内参引物序列 

注：▲，P<0．05，与 非运动组相比；●，P<O．05，与正常组和假手术组 
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核心家系5一羟色胺转运体基因启动子区多态性与自杀未遂的 

关联分析 

艾 明，高新学，陈建梅，王 我，甘 窈，李大奇，况 利 

(重庆医科大学附属第一医院心理卫生中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 5一羟色胺转运体(Serotonin transporter，5-HrITI1)基因启动子区多态性(Serotonin transporter gene—linked 

polymorphic region，5-HTYLPR)位点与自杀未遂之间关联系。方法：以重庆地区汉族人群中自杀未遂核心家系作为研究对象，应 

用聚合酶链反应技术(Polymerase chain reaction，PCR)检测 5-HTrLPR位点多态性与自杀未遂之间的分子遗传学联系进行 

了以家系为基础的基于单体型的单体型相对风险(Haplotype based haplotype relative risk，HHRR)分析及连锁不平衡(Trans— 

mission disequilibrium test，TDT)分析。结果：86个核心家系258个家系成员的5-HTYLPR基因型和基因频率在患者组与父母组 

间比较( =O．088，P=0．767； =2．670，P=-0．263)无显著性差异。HHRR分析结果显示自杀未遂患者组与虚拟对照组之间的5一 

H1TLPR( =O．26，／9>0．05)基因频率无显著性差异。多等位基因TDT统计分析5-HTFLPR与自杀未遂间未发现存在连锁不平 

衡( =2．67，P>0．05)。在57个有精神病自杀未遂核心家系中有47个杂合子父母纳入5-HTrLPR位点的分析，其中有25个s 

等位基因传给了患病子女，有12个L等位基因传递给了患病子女( =4．57，P<0．05)。结论：汉族人群中5-HTFLPR多态性位点 

与有精神病自杀未遂者间存在连锁不平衡。 

I关键词】自杀未遂；基因；多态现象(遗传学)；5一羟色胺转运体；传递不平衡检验 
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An analysis on relationship between polymorphism of serotonin transporter 

gene-linked polymorphic region and attempted suicide in center families 

Al M讯g，GA0 Xin-xue CHEN Jian-mei，WANG Wo，GAN Q∞，LI Da-qi，KUANG Li 
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【Abstract】Objective：To explore the association between attempted suicide and polymorphism of serotonin transporter gene—linked poly- 

morphic region(5-HT／'LPR)．Methods：Suicide attempts core families were recruited from the Hart population in Chongqing．Using the 

technique of polymerase chain reaction(PCR)and restriction fragment length polymorphism techniques．A family-based link-age relative 

risk based on haplotype and disequilibrium analysis were conducted．Results：No significant difference of genotypic frequence of 5-HrITI’ 

gene polymorphism in the promoter region(5-HTFLPR)between the patients and the parents from 258 family members of 86 core families 

( =0．088，P=-0．767； 2=2．670，P=0．263)．the HHRR( =0．26，P>0．05)and the TDT(X~-_2．67，P>O．05)of multiple allele did not show 
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association between polymorphism of 5-HTFLPR and attempted 

suicide．There were 47 heterozygous parents of 5-HTYLPR in 57 

psychiatric suicide attempts core families，25 S alleles and 1 2 L 

alleles of which transmitted to the suffered children( =4．57， 
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