
ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０１８.１０.００３
作者单位:４３００３０ 武汉ꎬ华中科技大学同济医学院附属同济医院康复医学科[胡艳(现在武汉大学中南医院康复科)、张

香玉(现在郑州大学第三附属医院)、鲁银山、郭铁成]ꎻ武汉大学中南医院康复科(田峻)
通信作者:郭铁成ꎬＥｍａｉｌ:ｐｍｒ＠ ｔｊｈ.ｔｊｍｕ.ｅｄｕ.ｃｎ

􀅰基础研究􀅰

成对关联刺激对脑缺血再灌注大鼠感觉运动
功能和 ＭＡＰ￣２、ＧＡＰ￣４３ 表达的影响
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【摘要】 　 目的　 观察成对关联刺激(ＰＡＳ)对局灶性脑缺血再灌注大鼠感觉运动功能恢复的影响ꎬ并从

神经可塑性角度探讨其可能的作用机制ꎮ 方法　 选取 ９０ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ随机分为假手术组、模型组和

ＰＡＳ 组ꎬ每组又分为 ７ ｄ、１４ ｄ、２８ ｄ ３ 个亚组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 模型组和 ＰＡＳ 组大鼠采用 Ｌｏｎｇａ 线栓法制作大脑中

动脉栓塞(ＭＣＡＯ)模型ꎬ假手术组除不插入线栓外ꎬ其余操作与模型组和 ＰＡＳ 组相同ꎮ ＰＡＳ 组于术后第 １ 天

开始给予 ０.０５ Ｈｚ、共 ９０ 对脉冲的 ＰＡＳ 治疗[其中周围神经电刺激(ＰＮＳ)脉冲波宽 ２００ μｓ、刺激强度 ６ ｍＡꎻ经
颅磁刺激(ＴＭＳ)强度 １２０％静息运动阈值(ＲＭＴ)]ꎬ持续 ３０ ｍｉｎꎬ每日 １ 次ꎻ模型组和假手术组不予任何干预

措施ꎮ 术后第 １、７、１４、２８ 天采用 Ｇａｒｃｉａ 神经行为学评分评定大鼠感觉运动功能ꎬ各时间点治疗结束后ꎬ采用

免疫组化和蛋白质印记法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测大鼠缺血半暗带区微管相关蛋白￣２(ＭＡＰ￣２)、生长相关蛋白 ４３
(ＧＡＰ￣４３)的表达ꎮ 结果　 假手术组大鼠在各时间点均无神经功能损伤的体征ꎮ 与假手术组同时间点比较ꎬ
模型组、ＰＡＳ 组 Ｇａｒｃｉａ 神经功能评分均较低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组同时间点比较ꎬＰＡＳ 组术后 ７ ｄ、１４ ｄ、２８ ｄ 的

Ｇａｒｃｉａ 神经功能评分均较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与组内术后 １ ｄ 比较ꎬ模型组、ＰＡＳ 组术后 ２８ ｄ 的 Ｇａｒｃｉａ 神经功能评

分显著较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与组内术后 ７ ｄ 比较ꎬ仅 ＰＡＳ 组术后 ２８ ｄ 的 Ｇａｒｃｉａ 神经功能评分较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与

假手术组同时间点比较ꎬ模型组、ＰＡＳ 组 ＧＡＰ￣４３ 蛋白表达水平较高(Ｐ<０.０５)ꎬＭＡＰ￣２ 蛋白表达水平较低(Ｐ<
０.０５)ꎮ 与模型组同时间点比较ꎬＰＡＳ 组 ＧＡＰ￣４３、ＭＡＰ￣２ 蛋白表达水平较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与组内术后 ７ ｄ 比较ꎬ
ＰＡＳ 组术后 １４ ｄ ＧＡＰ￣４３、ＭＡＰ￣２ 蛋白表达水平较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与组内术后 １４ ｄ 比较ꎬＰＡＳ 组术后 ２８ ｄ ＧＡＰ￣
４３、ＭＡＰ￣２ 蛋白表达水平降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＰＡＳ 可促进缺血性脑卒中大鼠感觉运动功能的恢复ꎬ其机制

可能与促进缺血半暗带区 ＭＡＰ￣２、ＧＡＰ￣４３ 的表达有关ꎮ
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ＧＡＰ￣４３ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｅｎｕｍｂｒａ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａꎻ　 Ｐａｉｒｅｄ ａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎻ　 Ｓｅｎｓｏｒｉｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇꎻ　 ＭＡＰ￣２ꎻ　
ＧＡＰ￣４３ꎻ　 Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｒｖｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎻ　 Ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ (ｇｒａｎｔ ８１２７２１５６)

　 　 脑卒中是严重危害人类健康的三大疾病之一ꎬ是
神经系统常见的致残性疾患ꎬ给家庭和社会都带来了
沉重的精神负担和经济负担[１]ꎮ 其中缺血性脑卒中
是最常见的脑卒中类型[２]ꎮ 急性缺血性脑卒中后ꎬ由
于组织缺血缺氧造成了广泛的皮质和皮质下损伤ꎬ遗
留下各种功能障碍ꎬ包括感觉运动功能障碍、认知障
碍、吞咽障碍等ꎬ其中以感觉运动功能障碍最为多
见[３]ꎮ 相关研究证实ꎬ脑卒中后功能的恢复与神经可
塑性关系密切[４]ꎮ 如何提高脑卒中患者的神经可塑
性已成为临床康复的热点ꎮ

目前ꎬ临床上有多种手段可用于提高脑卒中后神
经可塑性ꎬ有的作用于外周ꎬ如电针、周围神经电刺激
(ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｒｖｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ＰＮＳ)ꎬ有的直接作用于
中枢ꎬ如经颅磁刺激( ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ
ＴＭＳ)、经颅直流电刺激 ( ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｄｉｒｅｃｔ ｃｕｒｒｅｎｔ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｔＤＣＳ)等ꎮ 成对关联刺激( ｐａｉｒｅｄ ａｓｓｏｃｉａ￣
ｔｉｖｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ＰＡＳ)是一种结合了 ＴＭＳ 和 ＰＮＳ 两种
刺激手段的非侵入性大脑刺激 ( ｎｏｎ￣ｉｎｖａｓｉｖｅ ｂｒａｉｎ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ＮＩＢＳ)技术[５]ꎬ通过调整两种刺激之间的
时间间隔( ｉｎｔｅｒ￣ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｉｎｔｅｒｖａｌꎬ ＩＳＩ)ꎬ使 ＰＡＳ 对大脑
皮质的兴奋性产生易化或抑制作用ꎬ并诱导产生长时
程增强 ( ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ＬＴＰ) 或长时程抑制
(ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ＬＴＤ)样可塑性变化[６￣７]ꎮ 有研
究显示ꎬＰＡＳ 对大脑皮质兴奋性的调节作用较 ｒＴＭＳ
和 ｔＤＣＳ 更有优势[８￣１０]ꎮ 近年来ꎬ陆续出现了一些将
ＰＡＳ 应用于脑卒中康复的临床研究ꎬ结果提示 ＰＡＳ 可
调节脑卒中患者两侧大脑皮质的兴奋性失衡状态ꎬ进
而促进脑卒中患者功能恢复[１１￣１３]ꎮ 但其内在分子机
制尚不明确ꎬ且目前有关 ＰＡＳ 对脑缺血动物模型功能
的影响也鲜见报道ꎮ 而脑缺血动物模型对于研究脑缺
血的病理生理、发病机制、防治措施和修复机制等方面

非常重要[１４]ꎬ国际脑血管病委员会一致认为缺血性脑
血管病( ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＩＣＶＤ)的研
究应以脑缺血模型为基础[１５]ꎮ

本研究将 ＰＡＳ 应用于脑缺血大鼠模型ꎬ观察 ＰＡＳ
对缺血性脑卒中大鼠感觉运动功能恢复的影响ꎬ并观
察 ＰＡＳ 对脑缺血大鼠缺血半暗带区神经可塑性相关
蛋白生长相关蛋白 ４３(ｇｒｏｗｔｈ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＡＰ￣
４３)、微管相关蛋白￣２(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ꎬ
ＭＡＰ￣２)的影响ꎬ从神经可塑性的角度来探讨其发挥作
用的可能机制ꎮ

材料与方法

一、实验材料
１.实验动物及分组:无特定病原体(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏ￣

ｇｅｎ ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)级成年健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大
鼠 ９０ 只ꎬ体重(２３０±１０)ｇꎬ鼠龄 ８ 周ꎬ由湖南斯莱克景
达实验动物有限公司提供ꎬ饲养室温度控制在(２２±
２)℃ꎬ保持昼夜节律 １２ ~ １２ ｈꎬ给予充足的食物(普通
饲料)和饮水ꎮ 采用随机数字表法将大鼠分为假手术
组、模型组和 ＰＡＳ 组ꎬ每组又分为 ７ ｄ、１４ ｄ、２８ ｄ ３ 个
亚组ꎬ每组 １０ 只ꎮ

２.主要的仪器和试剂:武汉产 ＣＣＹ￣ＩＶ 型 ＴＭＳ 仪ꎻ
兔来源的 ＭＡＰ￣２、 ＧＡＰ￣４３ 单克隆一抗ꎻ小鼠抗 β￣
ａｃｔｉｎ、辣根过氧化物酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标
记羊抗小鼠二抗、ＨＲＰ 标记羊抗兔二抗(武汉产)ꎮ

二、大鼠脑缺血再灌注模型制作及筛选
参照 Ｌｏｎｇａ 线栓法[１６] 对模型组和 ＰＡＳ 组大鼠行

右侧大脑中动脉阻塞(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬ
ＭＣＡＯ)术ꎮ 术前 １２ ｈ 对所有大鼠禁食ꎮ ＭＣＡＯ 模型
制备 过 程 如 下: ＳＤ 大 鼠 称 重 后ꎬ １０％ 水 合 氯 醛
(３ ｍｌ / ｋｇ)腹腔注射麻醉后将其仰卧固定于可调节的
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温控板上ꎬ常规消毒、铺巾ꎮ 于颈部正中进行切口ꎬ钝
性分离右侧胸锁乳突肌和锁骨舌骨肌ꎬ使右侧颈总动
脉和颈外动脉暴露ꎬ用 ３￣０ 号丝线结扎颈外动脉(靠近
分叉处)和颈总动脉的近心端ꎬ动脉夹夹闭颈总动脉ꎬ
在紧靠颈总动脉结扎线的远端剪一小口ꎬ将线栓插入
小口ꎬ松开动脉夹ꎬ将线栓从颈总动脉推进颈内动脉约
２０~ ２２ ｍｍꎬ微感阻力时停止ꎬ然后固定线栓ꎬ防止脱
落ꎮ 于栓塞 ９０ ｍｉｎ 后拔出线栓ꎬ结扎颈总动脉远端ꎬ
２￣０号丝线缝合切口ꎬ用碘伏棉球消毒皮肤ꎮ 假手术组
只分离右侧颈部动脉ꎬ不结扎ꎬ不插入线栓ꎬ其余操作
完全同模型组和 ＰＡＳ 组ꎮ 手术结束后将大鼠放至干
净清洁饲养笼中ꎮ

待动物完全苏醒后ꎬ参照 Ｌｏｎｇａ 评分法[１６] ꎬ评分
１ ~ ３ 级者 ＭＣＡＯ 造模成功ꎬ纳入本实验中ꎮ 排除标
准:①在断头取脑时发现有蛛网膜下腔出血者ꎻ②未
到观察时间点死亡者ꎮ 由于上述各种原因导致的各
组动物样本量不足者ꎬ再次遵循随机抽样原则分别
予以补充ꎮ

三、ＰＡＳ 干预
ＰＡＳ 组于造模成功后第 １ 天开始接受 ＰＡＳ 干

预ꎮ 方法如下:将大鼠固定于大鼠固定器上ꎬ保证刺
激过程中周围环境安静ꎮ 每对 ＰＡＳ 包括 １ 个 ＰＮＳ 脉
冲和一个中枢 ＴＭＳ 脉冲ꎮ ＰＮＳ:电极采用环状电极ꎬ
刺激左侧后肢胫 神 经ꎬ电 流 强 度 为 感 觉 阈 值 的
３００％ꎬ强度为 ６ ｍＡꎬ波形为方波ꎬ波宽为 ２００ μｓꎮ
ＴＭＳ:采用 ＴＭＳ 仪ꎬ刺激线圈为 “ ８” 字形ꎬ直径为
７ ｃｍꎬ仪器最大脉冲磁场强度为 ６.０ Ｔꎻ刺激部位为最
佳刺激点[即在该部位用最小的磁刺激强度引出左
侧腓肠肌最大波幅的运动诱发电位(ｍｏｔｏｒ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏ￣
ｔｅｎｔｉａｌꎬＭＥＰ)ꎬ大约在前囟右旁开 ０.５ ｃｍ]ꎬ手柄向后
并与大鼠头皮呈切线位ꎬ侧面观其与矢状面呈 ４５°ꎬ
强度为 １２０％静息运动阈值( ｒｅｓｔｉｎｇ ｍｏｔｏｒ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬ
ＲＭＴ) [１７] ꎮ ＰＮＳ 和 ＴＭＳ 之间的 ＩＳＩ ＝ １５ ｍｓꎬ频率为
０.０５ Ｈｚꎬ共 ９０ 个脉冲对ꎬ连续刺激 ３０ ｍｉｎꎬ每日 １
次ꎬ于每天上午 ８ ~ １２ 点由专人完成ꎮ 模型组和假手
术组不予任何干预措施ꎮ

四、感觉运动功能评分
于术后第 １ 天、７ 天、１４ 天、２８ 天采用 Ｇａｒｃｉａ 评

分[１８]评定各组大鼠的感觉运动功能ꎬ分别从自主活
动、四肢活动的对称性、前肢的伸展运动、网屏试验、
双侧躯干触觉反射、双侧触须反应 ６ 个方面进行评
分ꎬ最低得分 ３ 分ꎬ最高得分 １８ 分ꎬ得分越高代表大
鼠的感觉运动功能越好ꎮ

五、组织取样和处理
１. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测标本采集:术后各时间点治

疗结束后 ２４ ｈꎬ各组随机选取 ５ 只大鼠腹腔注射

１０％的水合氯醛(３.５ ｍｌ / ｋｇ)麻醉ꎬ断头ꎬ于冰上迅速
分离右侧脑缺血半暗带ꎬ置于离心管中ꎬ储存于
－８０ ℃冰箱中保存备用ꎮ

２. 免疫组织化学样本采集:将剩余的大鼠分别
于各 时 间 点 治 疗 结 束 后 ２４ ｈꎬ １０％ 的 水 合 氯 醛
(３.５ ｍＬ / Ｋｇ)腹腔注射麻醉ꎬ经心脏依次快速灌注生
理盐水５００ ｍｌ、４％多聚甲醛 ２５０ ｍｌꎬ断头取脑ꎬ取前
囟后１ ~ ４ ｍｍ处脑组织置于 ４％多聚甲醛、４ ℃ 固定
２４ ｈꎬ常规浸蜡包埋ꎬ冠状面连续切片制作石蜡切片ꎬ
片厚５ μｍꎮ

六、蛋白提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
将取得的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测标本与裂解液混合并

匀浆ꎬ离心(４ ℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎꎬ５ ｍｉｎ)后ꎬ提取总蛋白
液ꎮ 取 ４０ μｇ 蛋白上样ꎬ行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰
胺凝胶电泳( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)ꎬ浓缩参数 ８０ Ｖ、３０ ｍｉｎꎬ
分离参数 １２０ Ｖ、９０ ｍｉｎꎬ再以 ２００ ｍＡ 转膜、１２０ ｍｉｎꎻ
用含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 封闭 ２ ｈꎬ加入一抗 ＭＡＰ￣２
(１ ∶ １０００)、ＧＡＰ￣４３(１ ∶ １０００)４ ℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 充分
洗涤 ５~６ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ加入辣根过氧化物酶(ｈｏｒｓｅ￣
ｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＨＲＰ)标记的二抗(１ ∶ ５００００)３７ ℃孵
育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 充分洗涤 ５ ~ ６ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ行增强化
学发光( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬ ＥＣＬ)检测ꎬ采
用 Ｉｍａｇｅ￣Ｊ 软件分析目标蛋白及内参蛋白的灰度值
并计算比值ꎮ

七、免疫组织化学染色
切片常规脱蜡、水化ꎬ加适量的修复液(０.０１ Ｍ

枸橼酸缓冲液ꎬＰＨ６. ０)抗原修复 １０ ~ １５ ｍｉｎ( ９５ ~
９８ ℃)ꎬ自然冷却ꎬ然后将 ３％的 Ｈ２Ｏ２ 滴加在切片组
织上ꎬ室温下孵育 １５ ｍｉｎ 以阻断内源性的过氧化物
酶ꎬ ＰＢＳ 漂 洗 ( ３ 次 × ３ ｍｉｎ )ꎬ 滴 加 一 抗 ＭＡＰ￣２
(１ ∶ １５０)、ＧＡＰ￣４３(１ ∶ １００)ꎬ４ ℃ 湿盒中孵育过夜ꎬ
ＰＢＳ 漂洗(３ 次×３ ｍｉｎ)ꎬ滴加辣根过氧化物酶标记的
二抗ꎬ室温下孵育 ２０ ~ ３０ ｍｉｎꎬ ＰＢＳ 漂 洗 ( ４ 次 ×
３ ｍｉｎ)ꎬ甩干后滴加 ＤＢＡ 显色剂ꎬ苏木素复染细胞
核ꎬ常规的脱水、透明、封片ꎮ 阴性对照用 ０. ０１ Ｍ
ＰＢＳ 替代一抗ꎬ其余步骤同前ꎮ 每只大鼠随机选取 ３
张不连续切片ꎬ分别在 １００ 倍、４００ 倍下观察ꎬ每张切
片随机选取梗死灶周边 ３ 个不重叠的视野ꎬ统计 ４００
倍镜下各视野内 ＧＡＰ￣４３、ＭＡＰ￣２ 的免疫反应产物光
密度(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)值ꎬ并取平均值ꎮ

八、统计学分析
用 ＳＰＳＳ １８.０ 统计学软件进行数据分析处理ꎬ数

据以(ｘ－±ｓ)形式表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分
析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅꎬＡＮＯＶＡ)ꎬ多组间一
一对比采用最小显著差异法( ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ￣
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ｅｎｃｅꎬＬＳＤ)ꎬＰ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＰＡＳ 对各组大鼠感觉运动功能的影响
假手术组大鼠在各时间点均无神经功能损伤的

体征ꎮ 与假手术组同时间点比较ꎬ模型组、ＰＡＳ 组
Ｇａｒｃｉａ 神经功能评分均较低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组同
时间点比较ꎬＰＡＳ 组术后 ７ ｄ、１４ ｄ、２８ ｄ 的 Ｇａｒｃｉａ 神
经功能评分均较高(Ｐ< ０.０５)ꎮ 与组内术后 １ ｄ 比
较ꎬ模型组、ＰＡＳ 组术后 ２８ ｄ 的 Ｇａｒｃｉａ 神经功能评分
显著较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与组内术后 ７ ｄ 比较ꎬ仅 ＰＡＳ
组术后 ２８ ｄ 的 Ｇａｒｃｉａ 神经功能评分较高(Ｐ<０.０５)ꎮ
详见表 １ꎮ

表 １　 各组大鼠不同时间点 Ｇａｒｃｉａ 神经功能评分(分ꎬｘ－±ｓ)

组别 术后 １ ｄ 术后 ７ ｄ 术后 １４ ｄ 术后 ２８ ｄ

假手术组 １７.４０±０.５２ １７.３０±０.６７ １７.６０±０.５２ １７.７０±０.４８
模型组 ８.２０±１.２２ａ １０.２０±１.２３ａ １１.００±１.７６ａ １１.８０±１.２３ａｃ

ＰＡＳ 组 ８.６０±１.１０ａ １１.８０±１.２３ａｂ １３.８０±１.６９ａｂ １５.００±０.６７ａｂｃｄ

　 　 注:与假手术组同时间点比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与模型组同时间点比较ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与组内术后 １ ｄ 比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与组内术后 ７ ｄ 比较ꎬｄＰ<０.０５

二、ＰＡＳ 对缺血性脑卒中大鼠缺血半暗带区
ＭＡＰ￣２、ＧＡＰ￣４３ 表达和分布的影响

与假手术 组 同 时 间 点 比 较ꎬ模 型 组、 ＰＡＳ 组
ＧＡＰ￣４３ 蛋白表达水平较高(Ｐ< ０.０５)ꎬＭＡＰ￣２ 蛋白
表达水平较低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组同时间点比较ꎬ
ＰＡＳ 组 ＧＡＰ￣４３、 ＭＡＰ￣２ 蛋 白 表 达 水 平 较 高 ( Ｐ<
０.０５)ꎮ 与组内术后 ７ ｄ 比较ꎬＰＡＳ 组术后 １４ ｄ ＧＡＰ￣
４３、ＭＡＰ￣２ 蛋白表达水平较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与组内术
后 １４ ｄ 比较ꎬＰＡＳ 组术后 ２８ ｄ ＧＡＰ￣４３、ＭＡＰ￣２ 蛋白
表达水平降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 ２、图 １ꎮ

表 ２　 各组大鼠不同时间点缺血半暗带区 ＧＡＰ￣４３、ＭＡＰ￣２
蛋白相对含量的比较(ｘ－±ｓ)

组别　 例数 ＧＡＰ￣４３ ＭＡＰ￣２

假手术组

　 ７ ｄ ５ ０.２０８±０.０７４ １.１３８±０.０９３
　 １４ ｄ ５ ０.２０５±０.０６３ １.０８３±０.０８５
　 ２８ ｄ ５ ０.２０８±０.０５３ １.０７８±０.０６１
模型组

　 ７ ｄ ５ ０.５００±０.０７７ａ ０.１６３±０.０５７ａ

　 １４ ｄ ５ ０.７５８±０.０５８ａ ０.３７４±０.０７１ａ

　 ２８ ｄ ５ ０.６３４±０.０６７ａ ０.３２６±０.０７７ａ

ＰＡＳ 组

　 ７ ｄ ５ ０.８１１±０.１２５ａｂ ０.５９１±０.１３４ａｂ

　 １４ ｄ ５ １.１２８±０.１０１ａｂｃ ０.８８６±０.０８９ａｂｃ

　 ２８ ｄ ５ ０.９６７±０.１０２ａｂｄ ０.７２４±０.０７６ａｂｄ

　 　 注:与假手术组同时间点比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与模型组同时间点比较ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与组内术后 ７ ｄ 比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与组内术后 １４ ｄ 比较ꎬｄＰ<０.０５

图 １　 各组大鼠不同时间点缺血半暗带区 ＧＡＰ￣４３、ＭＡＰ￣２ 与

β￣ａｃｔｉｎ 的蛋白表达条带

ＭＡＰ￣２ 阳性神经元细胞的胞体和树突呈棕黄
色ꎬ假手术组中 ＭＡＰ￣２ 在大脑皮质中分布均匀、一
致ꎬ呈细丝条索状ꎻ模型组和 ＰＡＳ 组的缺血灶中心区
几乎无表达ꎬ而在梗死灶边界区 ＭＡＰ￣２ 的表达量较

缺血灶中心区增加ꎬ但排列紊乱ꎬ形态不规则ꎻＰＡＳ
组中缺血灶周边 ＭＡＰ￣２ 的染色较模型组颜色深ꎮ
ＧＡＰ￣４３ 阳性细胞胞膜可见棕褐色沉积ꎬ假手术组中
ＧＡＰ￣４３ 基本无免疫阳性表达ꎬ在模型组和 ＰＡＳ 组中

有少量表达ꎬ且 ＰＡＳ 组中染色略深于模型组ꎮ 详见
表 ３、图 ２ꎮ

表 ３　 各组大鼠不同时间点缺血半暗带区 ＧＡＰ￣４３、ＭＡＰ￣２
相对 ＯＤ 值的比较(ｘ－±ｓ)

组别　 例数 ＧＡＰ￣４３ ＭＡＰ￣２

假手术组

　 ７ ｄ ５ ０.０１８±０.００４ ０.４７８±０.０３３
　 １４ ｄ ５ ０.０１６±０.００３ ０.４８３±０.０３７
　 ２８ ｄ ５ ０.０１５±０.００３ ０.４６９±０.０３４
模型组

　 ７ ｄ ５ ０.０４５±０.０１０ａ ０.２３３±０.０３２ａ

　 １４ ｄ ５ ０.１２８±０.０１２ａ ０.３０４±０.０２１ａ

　 ２８ ｄ ５ ０.０９４±０.０１１ａ ０.２７９±０.０３２ａ

ＰＡＳ 组

　 ７ ｄ ５ ０.０８７±０.００９ａｂ ０.２８８±０.０２９ａｂ

　 １４ ｄ ５ ０.１９４±０.０１７ａｂｃ ０.３６６±０.０２７ａｂｃ

　 ２８ ｄ ５ ０.１２７±０.０１２ａｂｃｄ ０.３２４±０.０２９ａｂｃｄ

　 　 注:与假手术组同时间点比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与模型组同时间点比较ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与组内术后 ７ ｄ 比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与组内术后 １４ ｄ 比较ꎬｄＰ<０.０５

讨　 　 论

ＰＡＳ 是将中枢 ＴＭＳ 和外周 ＰＮＳ 两种不同来源的

刺激结合的一种方法ꎮ ＩＳＩ 是 ＰＡＳ 的关键参数之一ꎬ
其决定了 ＰＡＳ 对皮质兴奋性的作用类型(易化、抑制

或者无作用)ꎬ当两种刺激产生的神经冲动几乎同步
到达初级运动皮质(ｐｒｉｍａｒｙ ｍｏｔｏｒ ｃｏｒｔｅｘꎬ Ｍ１)区时ꎬ大
脑皮质的兴奋性增高ꎻ若 ＴＭＳ 产生的刺激冲动在 ＰＮＳ
之前到达ꎬ则大脑皮质的兴奋性降低[６]ꎮ 关于如何确

定产生稳定的易化或抑制效应的最佳 ＩＳＩ 参数ꎬ目前
尚无统一意见ꎮ 在人体实验研究中ꎬ有些学者是根据

体感诱发电位(ｓｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬ ＳＥＰ)的
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　 　 注:Ａ、Ｂ、Ｃ 依次代表假手术组、模型组、ＰＡＳ 组 ＭＡＰ￣２ 蛋白的表达(×１００)ꎻＤ、Ｅ、Ｆ 依次代表假手术组、模型组、ＰＡＳ 组 ＭＡＰ￣２ 蛋白的表达

(×４００)ꎻＧ、Ｈ、Ｉ 依次代表假手术组、模型组、ＰＡＳ 组 ＧＡＰ￣４３ 蛋白的表达(×４００)
图 ２　 术后 １４ ｄ 时各组大鼠缺血半暗带区 ＭＡＰ￣２、ＧＡＰ￣４３ 的表达

潜伏时确定[１８￣１９]ꎬ也有部分学者是通过 ＴＭＳ 诱发的运

动电位 ( ｍｏｔｏｒ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬ ＭＥＰ ) 潜伏期来确

定[２０]ꎻ在动物实验研究中ꎬＡｍａｙａ 等[２１] 将 ＰＡＳ 应用于

灵长类动物时ꎬ是根据 ＳＥＰ 的潜伏时确定ꎮ Ｓｈｉｎ
等[１７]将 ＩＳＩ ＝ ８ ｍｓ 的 ＰＡＳ 应用于脑卒中大鼠ꎬ但并未

详细介绍 ＩＳＩ 的确定方法ꎮ 本课题组前期根据大鼠的
ＳＥＰ 潜伏期ꎬ确定了 ＰＡＳ 对大鼠大脑皮质产生易化 /
抑制效应的 ＩＳＩꎬ即当 ＩＳＩ ＝ ５ ｍｓ 时ꎬ可使大鼠大脑皮质
的兴奋性显著降低ꎻ当 ＩＳＩ ＝ １５ ｍｓ 时ꎬ可使大鼠大脑的

皮质兴奋性显著增高[２２]ꎮ 正常情况下ꎬ两侧大脑半球

处于相互抑制的平衡状态ꎻ脑缺血后ꎬ这种平衡被打
破ꎬ表现为患侧半球皮质兴奋性降低ꎬ健侧半球皮质兴

奋性相对增高[２３]ꎮ 研究表明ꎬ提高患侧皮质性兴奋性

或者降低健侧皮质兴奋性ꎬ均可促进脑卒中后功能的

恢复[２４]ꎮ
临床研究中ꎬ兴奋性 ＰＡＳ 的应用居多[２５]ꎬ因此ꎬ

在本研究中我们采用 ＩＳＩ ＝ １５ ｍｓ 的 ＰＡＳ(记作 ＰＡＳ１５)
作用于缺血性脑卒中大鼠的患侧大脑皮质ꎬ以提高患
侧大脑皮质的兴奋性ꎮ 此外ꎬＰＡＳ 的频率对其产生兴

奋效 应 的 大 小 也 有 一 定 的 影 响[２６]ꎮ Ｗｉｓｃｈｎｅｗｓｋｉ

等[２５]对 １０４ 项关于 ＰＡＳ 应用于健康受试者的实验进

行了分析ꎬ发现 ０.０５ Ｈｚ 和 ０.２ Ｈｚ 的 ＰＡＳ 兴奋性作用
最强ꎬ且 ０.０５ Ｈｚ 的 ＰＡＳ 仅需要 ９０ 对就可以产生效

应ꎬ而０.１ Ｈｚ、０.２ Ｈｚ 和 ０.２５ Ｈｚ 所需的对数更多(大约
１８０~２７０ 对)ꎬ故在本研究中我们采用了 ０.０５ Ｈｚ、共
９０ 对的 ＰＡＳ 进行干预ꎮ 有关 ＰＡＳ 中 ＴＭＳ 和 ＰＮＳ 的

刺激强度ꎬ参考 Ｓｔｅｆａｎ 等[６] 采用的方法ꎬ即 ＴＭＳ 的强

度是靶肌肉 ＭＥＰ 为 １ ｍＶ、ＲＭＴ(１２０±１０)％、ＰＮＳ 刺激
强度为 ３００％的感觉阈值(６.０±２.１)ｍＡꎮ

Ｇａｒｃｉａ 评分由于其评价较全面、评价指标相对固
定客观ꎬ主观因素的偏倚影响较小ꎬ且可操作性好ꎬ在
国外脑缺血研究中得到了广泛应用[２７]ꎮ 在本研究中ꎬ
我们采用该评分法对缺血性脑卒中大鼠的感觉运动功
能进行评估ꎬ结果表明术后第 １ 天ꎬ模型组和 ＰＡＳ 组
的 Ｇａｒｉｃａ 评分显著降低ꎬ说明模型制作成功ꎻ模型组

术后 ７ ｄ、１４ ｄ、２８ ｄ 的行为学评分高于术后第 １ 天ꎬ说
明脑缺血后感觉运动功能可部分自发性恢复ꎬ这与前

期的研究结果相一致[２８]ꎻ第 ７、１４、２８ 天ꎬＰＡＳ 组大鼠

的神经功能评分与模型组比较显著升高ꎬ说明 ＰＡＳ 能
促进脑缺血大鼠感觉运动功能的改善ꎮ 前期 Ｓｈｉｎ
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等[１７]从术后 １ ｄ 对脑缺血大鼠开始进行连续 ５ ｄ ＰＡＳ
干预ꎬ发现术后 ７ ｄ 时 ＰＡＳ 组的 Ｇａｒｃｉａ 评分显著高于
假刺激组ꎬ与我们的研究结果一致ꎮ 但在本研究中ꎬ我
们适当延长了 ＰＡＳ 的干预时间ꎬ发现随着治疗时间的
延长ꎬ感觉运动功能逐渐恢复ꎬ但在 ２８ ｄ 时仍未能恢
复至正常水平ꎬ其原因可能是观察的时间窗仍不够长ꎬ
也可能与受损程度太重有关ꎮ

神经可塑性是脑卒中后功能恢复的神经机制ꎬ其
是指神经系统为了适应内、外环境的改变在结构和功
能上发生的适应性变化ꎮ 提高脑卒中后的可塑性ꎬ促
进缺血受累神经环路形态结构和功能恢复ꎬ是促进脑
卒中患者功能恢复的主要策略ꎮ 脑缺血后轴突和树突
的出芽、再生是缺血后神经重塑的重要组成部分ꎮ
ＧＡＰ￣４３ 是一种神经组织特有的糖蛋白ꎬ主要位于神经
元的胞体和生长锥质膜中ꎬ能够促发生长锥的生长ꎬ引
导轴突生长ꎬ是国际上公认的轴突出芽、再生的标
志[２９]ꎮ 在神经系统发育阶段ꎬＧＡＰ￣４３ 显著表达ꎬ随着
神经系统的逐渐发育成熟ꎬ其表达量逐渐降低ꎬ当神经
元损伤后再生时受到诱导而表达量再次增高[３０]ꎬ上调
ＧＡＰ￣４３ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平ꎬ可对神经元的生
长、发育和再生起到显著的促进作用[３１]ꎮ 本研究中ꎬ
模型组和 ＰＡＳ 组 ＧＡＰ￣４３ 的表达量较假手术组增加
(Ｐ<０.０５)ꎬ说明缺血可激活 ＧＡＰ￣４３ 的表达ꎬ缺血灶周
边的神经元试图长出轴突ꎬ以重建受损的神经功能ꎻ
ＰＡＳ 组 ＧＡＰ￣４３ 的含量在本研究中多次观察的时间点
均高于模型组ꎬ说明 ＰＡＳ 可促进轴突的出芽和再生ꎮ
ＭＡＰ￣２ 是哺乳动物大脑中含量最丰富的蛋白之一ꎬ是
细胞骨架的主要成分ꎬ在神经元的发育、分化、神经重
塑等方面起着重要作用ꎬ被认为是树突出芽和再生的
标志物[３２]ꎬ其对缺血后神经元损伤非常敏感[３３]ꎮ 本
研究中ꎬ模型组和 ＰＡＳ 组ＭＡＰ￣２ 的表达量较假手术组
降低(Ｐ<０.０５)ꎬ说明缺血使细胞骨架受损ꎬ树突棘的
密度降低ꎻＰＡＳ 组 ＭＡＰ￣２ 的含量在纵向观察的各时间
点均高于模型组ꎬ说明 ＰＡＳ 可促进树突的出芽和再
生ꎮ 模型组和 ＰＡＳ 组 ＭＡＰ￣２、ＧＡＰ￣４３ 的表达量随着
时间逐渐增加ꎬ在 １４ ｄ 时达到高峰ꎬ随后降低ꎬ说明在
一定的时间期限内ꎬ神经元可发生重塑和再生ꎻＰＡＳ 组
在各时间点两种蛋白的表达量均较模型组高 ( Ｐ<
０.０５)ꎬ说明 ＰＡＳ 对 ＧＡＰ￣４３ 和 ＭＡＰ￣２ 有上调和维持
作用ꎮ 在本研究中ꎬ在造模后的 ７ ｄ、１４ ｄ、２８ ｄꎬＰＡＳ 组
大鼠的感觉运动功能较模型组显著改善ꎬ同时伴有
ＧＡＰ￣４３ 和 ＭＡＰ￣２ 蛋白含量的增高ꎬ提示 ＰＡＳ 可通过
促进脑缺血组织 ＧＡＰ￣４３、ＭＡＰ￣２ 的表达来改善脑缺
血大鼠的感觉运动功能ꎮ

本研究将 ＰＡＳ 应用于缺血性脑卒中大鼠ꎬ结果表
明ꎬＰＡＳ 能促进脑卒中大鼠感觉运动功能的恢复ꎬ并且

在一定的时间窗内ꎬ治疗时间越长ꎬ效果越显著ꎬ可能
与 ＰＡＳ 促进缺血半暗带区神经可塑性相关蛋白的表
达有关ꎮ 该结论为后期将 ＰＡＳ 应用于临床提供了一
定的理论依据ꎮ 本研究主要存在以下几个方面的不
足:①ＰＡＳ 治疗结束后ꎬ其有利效应能否持续尚有待观
察ꎻ②ＰＡＳ 结合了外周 ＰＮＳ 和中枢 ＴＭＳ 两种刺激手
段ꎬ其对脑卒中的治疗效果是否优于单纯 ＰＮＳ 或者
ＴＭＳꎬ有待进一步探讨ꎻ③ＰＡＳ 是通过何种途径来上调
缺血半暗带区 ＭＡＰ￣２、ＧＡＰ￣４３ 的表达ꎬ尚需开展进一
步的深入研究ꎮ
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􀅰消息􀅰
«中华物理医学与康复杂志»征订启事

«中华物理医学与康复杂志»是中华医学会主办的物理医学与康复(康复医学)专业的高水平学术期刊ꎮ 本刊严格贯彻党和国

家的卫生工作方针政策ꎬ本着理论与实践相结合、提高与普及相结合的原则ꎬ积极倡导百花齐放、百家争鸣ꎻ全面介绍物理治疗、物
理医学与康复领域内领先的科研成果和新理论、新技术、新方法、新经验以及对物理因子治疗、康复临床、疗养等有指导作用ꎬ且与

康复医学密切相关的基础理论研究ꎬ及时反映我国康复治疗、物理医学与康复、康复医学的重大进展ꎻ同时密切关注国际康复医学

发展的新动向ꎬ促进国内外物理治疗、物理医学与康复的学术交流ꎮ
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内科、神经外科、骨科等相关科室的各级医务工作者踊跃订阅、投稿ꎮ 订购办法:①邮局订阅:按照邮发代号 ３８－３９１ꎬ到全国各地邮

局办理订阅手续ꎮ ②直接订阅:通过邮局汇款至«中华物理医学与康复杂志»编辑部订购ꎬ各类订户汇款时务请注明所需的杂志名
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