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　 　 【摘要】 　 目的　 观察重复经颅磁刺激(ｒＴＭＳ)对缺血性脑卒中(ＩＳ)小鼠神经功能障碍、ＮＯＤ 样受体热蛋

白结构域相关蛋白 ３(ＮＬＲＰ３)及炎性因子表达的影响ꎮ 方法　 采用随机数字表法将 ６４ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠分

为正常对照组、模型组、假刺激组及观察组ꎬ每组 １６ 只ꎮ 采用线栓法将模型组、假刺激组及观察组小鼠制成大

脑中动脉闭塞(ＭＣＡＯ)模型ꎮ 观察组小鼠于造模后 ２４ ｈ 给予低频(１ Ｈｚ)ｒＴＭＳ 干预ꎬ每天治疗 １ 次ꎬ连续治疗

７ ｄꎻ假刺激组小鼠则同期给予假磁刺激干预ꎻ模型组及正常对照组小鼠均未给予特殊处理ꎮ 于 ｒＴＭＳ 干预７ ｄ
后分别对各组小鼠进行 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 评分ꎬ采用 ＴＴＣ 染色法检测小鼠脑梗死面积ꎬ采用免疫荧光技术检测脑梗

死灶周围区域 ＮＬＲＰ３ 表达变化ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测脑组织中 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达水平ꎬ选用 ＥＬＩＳＡ 技术

检测脑组织中白细胞介素￣１β(ＩＬ￣１β)及 ＩＬ￣１８ 表达情况ꎮ 结果　 与正常对照组比较ꎬ模型组及假刺激组神经

功能缺损评分均显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬ脑皮质及海马区均出现大片脑梗死灶(Ｐ<０.０１)ꎬ且该区域神经细胞中

ＮＬＲＰ３ 蛋白表达明显增强(Ｐ<０.０１)ꎬＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 大量释放(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组及假刺激组比较ꎬ观察组小

鼠神经功能缺损评分明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ脑皮质及海马区脑梗死灶面积明显缩小(Ｐ<０.０１)ꎬ且神经细胞中

ＮＬＲＰ３ 表达明显减弱(Ｐ<０.０５)ꎬＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 水平也明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 低频 ｒＴＭＳ 干预可有效促

进 ＩＳ 小鼠受损神经功能恢复ꎬ抑制神经细胞焦亡ꎬ减小脑梗死体积ꎬ其治疗机制可能与下调神经元中 ＮＬＲＰ３
表达、抑制 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 等炎性因子释放有关ꎮ

【关键词】 　 ＮＯＤ 样受体蛋白 ３ꎻ　 重复经颅磁刺激ꎻ　 焦亡ꎻ　 缺血性脑卒中ꎻ　 神经功能障碍
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　 　 当前脑卒中、特别是缺血性脑卒中 ( ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｓｔｒｏｋｅꎬＩＳ)已成为中老年人群的常见多发病ꎬ致死率、
致残率均非常高ꎬ其中 ６０％患者伴有严重的并发症ꎬ
以言语、肢体功能及认知等神经功能障碍为主ꎬ严重
影响患者生活质量ꎬ给其家庭及社会带来沉重负
担[１￣３] ꎮ 近年来相关研究发现ꎬ包括神经元及胶质细
胞在内的神经细胞中均存在以 ＮＯＤ 样受体热蛋白
结构域相关蛋白 ３(ＮＯＤ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｈｅｒｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｏｍａｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬＮＬＲＰ３)和 ＮＯＤ 样受体热
蛋白结构域相关蛋白 １ ( ＮＯＤ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｈｅｒｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＮＬＲＰ１)为代表的
ＮＬＲＰｓ、凋亡相关斑点样 蛋 白 ( ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｓｐｅｃｋ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤꎬＡＳＣ)及半胱氨
酸蛋白酶￣１( Ｃａｓｐａｓｅ￣１)等结合形成的炎性小体ꎬ能
调控白细胞介素￣１β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ ｂｅｔａꎬ ＩＬ￣１β)及白
细胞介素￣１８( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１８ꎬＩＬ￣１８)等炎性因子大量
释放ꎬ并诱发一种不同于凋亡或坏死的“替补”程序
性死亡方式———焦亡ꎬ在 ＩＳ 的发生、发展过程中具有
重要作用ꎬ能介导神经细胞转归进而影响脑卒中患
者预后[４￣６] ꎮ

由于 ＩＳ 的发病机制十分复杂ꎬ药物对患者偏瘫、
失语等神经功能障碍的治疗效果不佳ꎮ 近年来采用
物理因子 [特别是重复经颅磁刺激 ( ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬｒＴＭＳ)]等非药物手段治
疗 ＩＳ 的疗效已获得基础及临床转化研究的大力支
持[７￣９] ꎬ但 ｒＴＭＳ 是否能通过拮抗 ＩＳ 后神经元焦亡而
发挥神经保护作用目前鲜见报道ꎮ 基于此ꎬ本研究
拟观察 ｒＴＭＳ 对 ＩＳ 模型小鼠神经功能障碍的影响ꎬ并
初步探讨 ｒＴＭＳ 治疗 ＩＳ 的相关分子信号机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物及主要仪器、试剂
选取 ８~ １２ 周清洁级健康雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 ６４

只ꎬ由郑州大学实验动物中心提供ꎬ小鼠体质量(２５±
２)ｇꎬ经一般体检均未发现异常ꎬ将其饲养于温度 ２０ ~
２３ ℃、湿度 ５０％~６０％、１２ ｈ~１２ ｈ 昼夜交替的标准动
物房内ꎬ期间自由进食水ꎮ 本研究主要实验仪器为 Ｃ￣
１００ 型经颅磁刺激器(丹麦丹迪公司出品)ꎻ主要实验
试剂包括兔抗小鼠 ＮＬＲＰ３ 单克隆抗体(美国 Ａｂｃａｍ

公司提供)、兔抗小鼠 β￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗体(美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司提供)、山羊抗兔 ＩｇＧ /辣根酶标记(中杉
金桥生物技术有限公司提供)、ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ ＥＬＩＳＡ
试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司提供)、链霉菌
抗生物素蛋白￣过氧化物酶免疫组化试剂盒(北京中山
生物技术有限公司提供)等ꎮ 另外本研究已通过我院
动物实验伦理学审查[(２０２１)伦审第(０４)号]ꎮ

二、动物分组及制模
采用随机数字表法将上述 ６４ 只小鼠分为正常对

照组、模型组、假刺激组及观察组ꎬ每组 １６ 只小鼠ꎮ 采
用国际通用的线栓法将模型组、假刺激组及观察组小
鼠制成大脑中动脉闭塞(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕ￣
ｓｉｏｎꎬＭＣＡＯ)模型[１０]ꎬ具体制模方法如下:首先将直径
约 ０.２ ｍｍ 的尼龙线置于 ７５％医用酒精中浸泡消毒ꎬ再
放入肝素化的生理盐水中浸泡备用ꎮ 采用 ０.１％水合
氯醛按 ５ ｍｌ / ｋｇ 体重标准腹腔注射麻醉小鼠ꎬ待麻醉
剂生效后暴露并分离左侧颈外动脉ꎬ结扎烙断其远端
动脉及分支小动脉ꎬ用动脉夹暂时夹闭左侧颈总动脉
及颈内动脉ꎬ在左侧颈外与颈总动脉交界处剪一小口ꎬ
将尼龙线顺势插入ꎬ然后结扎并松开动脉夹ꎬ再将尼龙
线继续插入至大脑前动脉处(距颈总动脉分叉处 １８ ~
１９ ｍｍ)以阻断大脑中动脉血液供应ꎬ最后缝合皮肤ꎮ
完成上述操作后将实验小鼠置于通风良好的笼内ꎬ直
到其意识恢复后再放回原笼内饲养ꎮ ＩＳ 制模成功标
准为小鼠苏醒后提尾时右侧前肢内收屈曲ꎻ同侧
Ｈｏｒｎｅｒ 征阳性ꎻ爬行时向右划圈ꎻ站立时向右侧倾倒ꎮ
凡具有上述 ４ 项体征者表示制模成功ꎬ剔除死亡或制
模失败小鼠并补足数量ꎮ

三、ｒＴＭＳ 干预
于制模结束 ２４ ｈ 后采用 Ｃ￣１００ 型经颅磁刺激器

(丹麦产)对观察组小鼠进行低频 ｒＴＭＳ 干预ꎬ在正式
干预前将小鼠制动 ５ ｍｉｎꎬ让其适应环境ꎬ将磁刺激器
配置的直径 ９ ｃｍ 高聚焦圆形线圈中心对准小鼠矢状
缝中点ꎬ线圈距离小鼠头皮约 ５ ｍｍ 并与之相切ꎬ设置
磁刺激频率为 １ Ｈｚꎬ每持续刺激 ２５ ｓ 则间歇 ６０ ｓꎬ每
次治疗约 ７ ｍｉｎꎬ每天治疗 １ 次ꎬ连续治疗 ７ ｄ[１１]ꎮ 假
刺激组小鼠也同期制动处理并给予假磁刺激干预ꎬ干
预期间磁刺激器无能量输出ꎻ正常对照组及模型组小
鼠同期均无特殊干预ꎮ
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四、标本取材及检测
１.小鼠神经功能评估:于 ｒＴＭＳ 干预 ７ ｄ 后且小鼠

完全清醒时ꎬ参照 Ｚｅａ￣Ｌｏｎｇａ 标准对 ４ 组小鼠进行神
经功能缺损评分:０ 分———无行为障碍ꎻ１ 分———左前
肢内收ꎬ不能完全伸展ꎻ ２ 分———向瘫痪侧转圈ꎻ ３
分———身体向对侧倾倒ꎻ４ 分———不能自主行走并伴
有意识障碍ꎻ得分越高表示小鼠神经功能障碍程度越
严重[１２]ꎮ

２.脑梗死面积检测:于神经功能评估结束后每组
各取 ４ 只小鼠ꎬ采用断头法处死小鼠ꎬ在 １０ ｍｉｎ 内取
脑并置于 ０ ~ ４ ℃ 磷酸盐缓冲液( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ) 中ꎬ 再 转 移 至 － ２０ ℃ 冰 箱 内 冷 冻
３０ ｍｉｎꎮ 将各组小鼠脑标本去除小脑、嗅球及低位脑
干后制作冠状位脑片ꎬ片厚 ２ ｍｍꎬ将脑片置于 ２％ ２ꎬ
３ꎬ５￣氯化三苯基四氮唑 ( ２ꎬ３ꎬ５￣ｔｒｉｐｈｅｎｙｔｅ￣ｔｒａｚｏｌｉｕｍ￣
ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＴＴＣ) 染色液中 ３７ ℃ 避光水浴 ３０ ｍｉｎꎬ每
５ ｍｉｎ轻微晃动容器使其充分染色ꎮ 用数码相机分别
拍摄脑片正、反面ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ￣Ｊ 软件检测全脑片及
梗死组织面积ꎬ再乘以脑片厚度即得到全脑及梗死
组织体积:梗死体积百分比 ＝梗死组织体积 /全脑体
积×１００％ [１２] ꎮ

３.免疫荧光法检测皮质 ＮＬＲＰ３ 表达:于神经功能
评估结束后每组各取 ４ 只小鼠ꎬ经冰生理盐水(４ ℃)
及 ４％多聚甲醛溶液(４ ℃)心脏灌注后取脑组织ꎬ置
于 ４ ℃、４％多聚甲醛溶液中浸泡 ２４ ｈꎮ 经脱水、透明、
浸蜡、石蜡包埋、预冷后行连续冠状切片ꎬ片厚 ２ μｍꎮ
石蜡切片经驴血清封闭 ３０ ｍｉｎꎬ加入一抗抗体(ＮＬＲＰ３
１ ∶ ５０ꎬＮｅｕＮ １ ∶ ２００)４ ℃过夜ꎬ经 ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎬ加
入驴抗兔荧光二抗抗体(１ ∶ １０００)室温孵育 ３ ｈꎬ经
ＰＢＳ 液洗涤 ５ 次ꎬ采用 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染料染核 ５ ｍｉｎꎬ经 ＰＢＳ
液洗涤 ５ 次后镜检ꎮ 在激光扫描共聚焦免疫荧光显微
镜下观察并选取 １０ 个视野ꎬ通过 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０
版图像分析软件对每个视野阳性表达区域的积分光密
度值(ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＩＯＤ)和面积(ａｒｅａ)进行
检测ꎬ并计算平均光密度值(ｍｅａｎ ｄｅｎｓｉｔｙ ＝ ＩＯＤ / ａｒｅａ)ꎬ
以 １０ 个视野平均光密度值的算术平均数纳入分析ꎮ

４.Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＬＲＰ３ 表达:于神经功能评
估结束后每组各取 ４ 只小鼠ꎬ经生理盐水心脏灌注取
脑并收集皮质及海马组织ꎬ提取总蛋白后采用牛血清
白蛋白(ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬＢＣＡ)试剂盒检测总蛋
白浓度ꎬ于 ８０ Ｖ 恒压条件下在 １０％聚丙烯酰胺凝胶中
电泳 ９０ ｍｉｎꎬ分离蛋白后在 ２６０ ｍＡ 恒流条件下转移
至聚偏二氟乙烯( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜上
并与 ＮＬＲＰ３(１ ∶ ５００)、β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ ２０００)抗体结合ꎬ然
后再与经辣根过氧化物酶标记的二抗结合ꎬ经电化学
发光液显色后照相ꎬ采用凝胶成像系统( Ｉｍａｇｅ ｍａｓｔｅｒ

ＶＤＳ)及图像分析软件 (Ｉｍａｇｅ Ｊ)对目标蛋白进行灰度
扫描分析ꎮ

５.ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 表达检测:严格按照酶联免疫吸
附测定 (ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试
剂盒说明书进行检测ꎬ于神经功能评估结束后每组各
取 ４ 只小鼠ꎬ经生理盐水心脏灌注后取脑皮质ꎬ用预冷
的 ＰＢＳ 液 (０.０１ ＭꎬｐＨ 值 ７.４)冲洗并去除残留血液ꎬ
称重后将脑组织剪碎ꎬ并与对应体积(按 １ ∶ ９ 的重量
体积比ꎬ即 １ ｇ 组织样品对应 ９ ｍｌ ＰＢＳ 液ꎬ同时 ＰＢＳ
液中加入蛋白酶抑制剂)的 ＰＢＳ 液混合后转移至玻璃
匀浆器内ꎬ于冰上充分研磨ꎻ然后将匀浆液离心(约
５０００ ｇ)５~１０ ｍｉｎꎬ取上清进行检测ꎮ 先包被抗原ꎬ经
洗涤后加入上清ꎬ再加入经辣根过氧化物酶标记的特
异性 ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 抗体溶液ꎬ反复洗涤后分别加入
底物溶液并终止反应ꎬ最后采用酶标比色计测定ＩＬ￣１β
及 ＩＬ￣１８ 水平ꎮ

五、统计学方法
本研究所得计量资料以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

１７.０版统计学软件包进行数据分析ꎬ计量资料多组间
比较采用单因素方差分析 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉ￣
ａｎｃｅꎬＡＮＯＶＡ)ꎬ组间两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检验ꎬＰ<
０.０５表示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ｒＴＭＳ 对各组小鼠神经功能恢复的影响
于 ｒＴＭＳ 干预 ７ ｄ 后对各组小鼠进行神经功能评

估ꎬ发现正常对照组小鼠神经功能缺损评分为 ０ 分ꎬ而
模型组、假刺激组及观察组小鼠神经功能缺损评分
[分别为(３. ２２ ± ０. ６８) 分、(３. １６ ± ０. ７１) 分和(１. ４６ ±
０.７７)分]均较正常对照组显著增高(Ｐ<０.０５)ꎬ并且模
型组、假刺激组小鼠神经功能缺损评分亦显著高于观
察组水平(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 １ꎮ

二、ｒＴＭＳ 对各组小鼠脑梗死体积的影响
正常对照组脑片 ＴＴＣ 染色呈鲜红色ꎬ提示不存在

梗死病灶ꎻ与正常对照组比较ꎬ假刺激组、模型组 ＴＴＣ
染色可见皮质、海马及丘脑区均出现大面积梗死灶
(呈白色)ꎬ而对侧正常脑区呈现红色ꎻ观察组 ＴＴＣ 染
色显示皮质、海马及丘脑区梗死灶明显缩小ꎮ 通过进
一步比较发现ꎬｒＴＭＳ 组脑梗死灶体积较模型组及假刺
激组均显著缩小ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<
０.０１)ꎬ具体情况见图 １Ａ 和图 １Ｂꎮ

三、ｒＴＭＳ 对各组小鼠皮质 ＮＬＲＰ３ 表达的影响
４ 组小鼠脑皮质中均有 ＮＬＲＰ３ 阳性染色神经细

胞ꎬ可见红色的颗粒状阳性染色主要分布于细胞膜、细
胞质及突起部位(图 ２)ꎮ 与表达量很低的正常对照组
比较ꎬ模型组及假刺激组神经细胞 ＮＬＲＰ３ 阳性染色
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注:箭头处为梗死病灶ꎻ与正常对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组及假刺激组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 １　 ４ 组小鼠神经功能评分及脑梗死情况比较(ＴＴＣ 染色)

　 　 注:箭头处为 ＮＬＲＰ３ 阳性神经细胞ꎬ可见细胞膜、胞质及突起部位均有阳性染色颗粒ꎻＤＡＰＩ 指 ４ꎬ６￣二氨基￣２￣苯基吲哚(４ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅ￣
ｎｙｌｉｎｄｏｌｅ)ꎻ与正常对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组及假刺激组比较ꎬｂＰ<０.０５

图 ２　 ４ 组小鼠脑皮质 ＮＬＲＰ３ 免疫荧光染色及蛋白表达比较(×２００)
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率明显增高(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组及假刺激组比较ꎬ观
察组脑片显示有较多神经细胞存活ꎬ且 ＮＬＲＰ３ 阳性染
色率亦大幅下降(Ｐ<０.０５)ꎬ但仍显著高于正常对照组
水平(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ２ꎮ

与正常对照组比较ꎬ模型组、假刺激组及观察组脑
皮质中 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达均显著增强(Ｐ<０.０５)ꎬ并且
模型组、假刺激组 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达亦显著强于观察组
水平(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ２ꎮ

四、ｒＴＭＳ 对各组小鼠脑皮质 ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 表达
的影响

与正常对照组比较ꎬ模型组、假刺激组及观察组脑
皮质 ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 表达均显著增强(Ｐ<０.０５)ꎻ并且
模型组、假刺激组脑皮质 ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 表达亦显著强
于观察组水平(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ３ꎮ

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬ实验小鼠经 ＭＣＡＯ 制模后出
现神经功能障碍ꎬ其神经细胞胞膜、胞质及突起内可
见大量炎性小体经典分子 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达ꎬ炎性因
子 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 大量分泌释放ꎬ能诱发神经细胞焦
亡ꎬ进一步加重脑损伤ꎻ而制模后小鼠经低频 ｒＴＭＳ
干预后ꎬ发现其脑梗死灶体积缩小ꎬ神经功能障碍改
善ꎬ神经细胞焦亡发生率显著降低ꎬ炎性因子含量也
明显减少ꎮ 上述结果提示低频 ｒＴＭＳ 可通过抑制小
鼠脑皮质及海马中 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达及 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８
等炎性因子释放ꎬ减少神经细胞焦亡ꎬ进而缩小脑梗
死灶体积并改善受损神经功能ꎬ对脑缺血损伤具有
治疗作用ꎮ

近年来相关研究发现除坏死、凋亡等细胞死亡方
式外ꎬ还存在一种在固有免疫系统中发生的以炎性因
子 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 大量释放为主要特征的死亡方
式———焦亡ꎮ 焦亡在很多疾病(如肿瘤、心梗、肾炎及

神经退行性疾病等)中均发挥重要作用[４￣６ꎬ１３]ꎻ如 Ｄｅｏｒａ
等[１４]指出ꎬ小胶质细胞 ＮＬＲＰ３ 炎性小体激活是神经
退行性变过程中神经发炎的关键因素ꎬ能刺激炎性因
子释放、促进疾病恶化ꎬ提示小胶质细胞焦亡在神经系
统疾病中具有重要影响ꎻ同时本课题组利用拟神经元
的 ＨＴ２２ 细胞制作 ＩＳ 模型ꎬ发现 ＩＳ 后 ＮＬＲＰ３ 蛋白表
达明显增强ꎬＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 大量释放ꎬ而白藜芦醇能
有效抑制焦亡ꎬ对 ＩＳ 后神经损伤具有改善作用[１５]ꎮ
与上述离体细胞实验获得的结果类似ꎬ本研究在
ＭＣＡＯ 模型小鼠(伴有多种神经功能障碍)脑皮质、海
马及纹状体等脑组织中均发现梗死灶ꎬ同时神经细胞
中 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达明显增强ꎬＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 大量释
放ꎬ能促使神经元发生焦亡ꎬ提示 ＩＳ 后脑梗死灶形成
或扩大ꎬ并由此造成运动性或非运动性功能障碍可能
与焦亡密切相关ꎮ

ｒＴＭＳ 作为一种无痛、无创、操作简便且安全性较
高的神经电生理刺激技术目前已在临床上获得广泛应
用ꎬ该疗法通过重复脉冲磁场刺激局部中枢神经系统ꎬ
通过调节磁刺激频率、持续时间、刺激间歇及强度影响
中枢神经系统兴奋性ꎬ对脑卒中、脑创伤、认知障碍或
抑郁等精神类疾病具有治疗作用ꎮ 戈蕾等[１６] 发现低
频 ｒＴＭＳ 联合依达拉奉可有效抑制脑梗死失语患者体
内炎性反应ꎬ特别是降低高敏 Ｃ 反应蛋白(ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉ￣
ｔｉｖｉｔｙ Ｃ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｈｓ￣ＣＲＰ)、ＩＬ￣６、肿瘤坏死因子 α
水平ꎬ能改善神经组织受损程度ꎬ促进皮质语言中枢神
经元功能恢复ꎮ 李辉萍等[１７]也发现 ｒＴＭＳ 可通过减轻
脑梗死后 ＩＬ￣６ 等炎性因子诱发的炎症反应ꎬ促进神经
功能改善ꎮ 近年来有大量文献报道[１８￣１９]ꎬ脑损伤动物
模型经 ｒＴＭＳ 干预后ꎬ发现其脑组织内脱氧核糖核酸
(ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬＤＮＡ)片段减少ꎬ脑梗死体积缩
小ꎬ大脑皮质血流量(ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗꎬＣＢＦ)明显改
善ꎬ相关治疗机制可能与抑制细胞凋亡等因素有关

注:与正常对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组及假刺激组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ３　 ４ 组小鼠脑皮质 ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 表达比较

􀅰１８５􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０２２ 年 ７ 月第 ４４ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊｕｌｙ ２０２２ꎬ Ｖｏｌ. ４４ꎬ Ｎｏ.７



本研究结果发现ꎬＭＣＡＯ 模型小鼠经低频 ｒＴＭＳ 干预
７ ｄ后ꎬ发现其神经细胞内 ＮＬＲＰ３ 表达明显减弱ꎬ炎性
因子 ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 水平均显著降低ꎬ神经功能评分也
明显改善ꎬ提示 ｒＴＭＳ 治疗 ＩＳ 后神经功能障碍的机制
在一定程度上可能与减轻炎性反应、抑制细胞焦亡
有关ꎮ

综上所述ꎬ本研究发现 ＭＣＡＯ 模型小鼠神经元内
ＮＬＲＰ３ 大量表达ꎬＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 等炎性因子水平明显
增高ꎬ能诱发神经元焦亡ꎻ而 １ Ｈｚ 低频 ｒＴＭＳ 干预能抑
制神经元内 ＮＬＲＰ３ 表达并降低炎性因子水平ꎬ减少神
经细胞焦亡ꎬ缩小脑梗死灶体积并加速受损神经功能
恢复ꎻ后续研究将利用基因敲除或过表达技术ꎬ进一步
探讨 ｒＴＭＳ 治疗脑梗死的分子信号机制及临床应用安
全性ꎮ

参　 考　 文　 献

[１] Ｎａｄｒｕｚ ＷꎬＣｌａｇｇｅｔｔ ＢꎬＨｅｎｇｌｉｎ Ｍꎬｅｔ ａｌ.Ｒａｃｉａｌ ｄｉｓｐａｒｉｔｉｅｓ ｉｎ ｒｉｓｋｓ ｏｆ
ｓｔｒｏｋｅ[Ｊ] .Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄꎬ２０１７ꎬ３７６(２１):２０８９￣２０９０.ＤＯＩ:１０.１０５６ /
ＮＥＪＭｃ１６１６０８５.

[２] 孙松堂ꎬ王丽娜ꎬ朱良付ꎬ等.急性缺血性脑卒中颅内动脉粥样硬

化的识别与治疗进展[Ｊ] .世界最新医学信息文摘ꎬ２０２０ꎬ２０(４１):
６７￣６８ꎬ７０.ＤＯＩ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１￣３１４１.２０２０.４１.０３０.

[３] Ａｎ ＪＱꎬＣｈｅｎｇ ＹＷꎬＧｕｏ ＹＣꎬｅｔ ａｌ.Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｒｅｍｏｔｅ ｉｓｃｈｅ￣
ｍｉｃ ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｏｍｂｏｌｙｓｉｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｔｒｏｋｅ [ Ｊ] .
Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ ９５ ( ２４ ): ３３５５￣３３６３. ＤＯＩ: １０. １２１２ / ＷＮＬ.
０００００００００００１０８８４.

[４] Ｂｒｏｚ Ｐ. Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ: Ｃａｓｐａｓｅ ｔａｒｇｅｔ ｄｒｉｖｅｓ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ [ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ
２０１５ꎬ５２６(７５７５):６４２￣６４３.ＤＯＩ:１０.１０３８ / ｎａｔｕｒｅ１５６３２.

[５] Ｚｅｎｇ ＺＬꎬＬｉ ＧＨꎬＷｕ ＳＹꎬｅｔ ａｌ.Ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉ￣
ｓｅａｓｅ[Ｊ] .Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆꎬ２０１９ꎬ５２(２):ｅ１２５６３.ＤＯＩ:１０.１１１１ / ｃｐｒ.１２５６３.

[６] Ｆｉａｃｈｒａ ＨꎬＬｉｒａｚ ＳＧꎬＮａｔａｌｉａ ＫＣꎬｅｔ ａｌ.Ｓｕｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｓ ｇａｓｄｅｒ￣
ｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ｂｌｏｃｋｓ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ[ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２０ꎬ３６９( ６５１１):１６３３￣
１６３７.ＤＯＩ:１０.１１２６ / ｓｃｉｅｎｃｅ.ａｂｂ９８１８.

[７] Ｌｅｆａｕｃｈｅｕｒ ＪＰꎬＡｌｅｍａｎ ＡꎬＢａｅｋｅｎ Ｃꎬｅｔ ａｌ.Ｅｖｉｄｅｎｃｅ￣ｂａｓｅｄ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｕｓｅ ｏｆ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ
(ｒＴＭＳ):ａｎ ｕｐｄａｔｅ ( ２０１４￣２０１８) [ Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｎｅｕｒｏｐｈｙｓｉｏｌꎬ２０２０ꎬ１３１
(２):４７４￣５２８.ＤＯＩ:１０.１０１６ / ｊ.ｃｌｉｎｐｈ.

[８] ＭｃＣｌｉｎｔｏｃｋ ＳＭꎬＲｅｔｉ ＩＭꎬＣａｒｐｅｎｔｅｒ ＬＬꎬｅｔ ａｌ.Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａ￣
ｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ(ｒＴＭＳ) ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ] .Ｊ Ｃｌｉｎ Ｐｓｙｃｈｉａ￣

ｔｒｙꎬ２０１８ꎬ７９(１):１０９０５.ＤＯＩ:１０.４０８８ / ＪＣＰ.１６ｃｓ１０９０５.
[９] 黄步哲ꎬ廖亮华ꎬ高丽君ꎬ等.高频与低频重复经颅磁刺激对脑外

伤患者认知功能的影响[ Ｊ] .中华物理医学与康复杂志ꎬ２０１９ꎬ４１
(５):３２９￣３３１.ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０１９.０５.００３.

[１０] Ｈｕａｎｇ ＬꎬＭａ ＱꎬＬｉ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２１０ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｐｒｏ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｓ ａｃｕｔｅ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｓｔｒｏｋｅ ｉｎ ｍｉｃｅ[Ｊ] .Ｅｘｐ Ｎｅｕｒｏｌꎬ２０１８ꎬ３００:４１￣５０.ＤＯＩ:１０.１０１６ / ｊ. ｅｘ￣
ｐｎｅｕｒｏｌ.２０１７.１０.０２４.

[１１] Ｄｏｎｇ ＱꎬＷａｎｇ ＹꎬＰｉｎｇ Ｇꎬｅｔ ａｌ.Ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｌｏｗ￣
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｒＴＭＳ ｏｎ ｎｉｇｒａｌ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｓ Ｄｉｓꎬ ２０１５ꎬ ２５: ５６４０９５. ＤＯＩ: １０. １１５５ /
２０１５ / ５６４０９５.

[１２] Ｗａｎｇ ＪꎬＺｈａｎｇ ＷＴꎬＬｖ Ｃꎬｅｔ ａｌ.Ａ ｎｏｖｅｌ ｂｉｓｃｏｕｍａｒｉｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｍｅｌｉｏ￣
ｒａｔｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎ￣
ｊｕｒｙ ｖｉａ Ｎｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ
１６７:１０７９１８.ＤＯＩ:１０.１０１６ / ｊ.ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍ.２０１９.１０７９１８.

[１３] Ｃｈｅｎ ＸꎬＬｉｕ ＧꎬＹｕａｎ Ｙꎬｅｔ ａｌ.ＮＥＫ７ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ＮＬＲＰ３ ｔｏ ｍｏｄｕｌａｔｅ
ｔｈｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉａ ＮＦ￣ｋａｐｐａＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
[Ｊ] .Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓꎬ２０１９ꎬ１０(１２):９０６.ＤＯＩ:１０.１０３８ / ｓ４１４１９￣０１９￣
２１５７￣１.

[１４] Ｄｅｏｒａ ＶꎬＬｅｅ ＪＤꎬＡｌｂｏｒｎｏｚ ＥＡꎬｅｔ ａｌ.Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａ￣
ｓｏｍｅ ｉｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ[ Ｊ] . Ｇｌｉａꎬ
２０２０ꎬ６８(２):４０７￣４２１.ＤＯＩ:１０.１００２ / ｇｌｉａ.２３７２８.

[１５] 秦灵芝ꎬ李玮ꎬ王晓娟ꎬ等.白藜芦醇预处理减轻神经元焦亡及对

神经元缺血性损伤的保护作用[ Ｊ] .华中科技大学学报:医学版ꎬ
２０１９ꎬ４８(１): ３８￣４１.ＤＯＩ:１０.３８７０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２￣０７４１.２０１９.０１.００７.

[１６] 戈蕾ꎬ赵玉晓ꎬ常永霞ꎬ等.低频重复经颅磁刺激联合依达拉奉对

脑梗死失语患者炎性因子及脑代谢产物的影响[ Ｊ] .海南医学院

学报ꎬ２０１７ꎬ２３(５):６９４￣６９７.ＤＯＩ:１０.１３２１０ / ｊ. ｃｎｋｉ. ｊｈｍｕ.２０１６１２０５.
００６.

[１７] 李辉萍ꎬ徐伟ꎬ宋治ꎬ等.重复经颅磁刺激对急性脑梗死患者血清

白介素￣６ 水平及神经功能康复的影响[ Ｊ] .中国全科医学ꎬ２０１０ꎬ
１３(３３):３７０９￣３７１１.ＤＯＩ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００７￣９５７２.２０１０.３３.００２.

[１８] Ｇａｎｈｏ￣Ａｖｉｌａ ＡꎬＰｏｌｅｓｚｃｚｙｋ ＡꎬＭｏｈａｍｅｄ ＭＭＡꎬ ｅｔ ａｌ.Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｒＴＭＳ
ｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ:Ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ[Ｊ] .
Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ ２７９ ( ５): ３１５￣３２２. ＤＯＩ: １０. １０１６ / ｊ. ｐｓｙｃｈｒｅｓ.
２０１９.０５.０４２.

[１９] 李书剑ꎬ秦灵芝ꎬ邵文君ꎬ等.重复经颅磁刺激联合丁苯酞软胶囊

治疗脑梗死患者的疗效观察[ Ｊ] .中华物理医学与康复杂志ꎬ
２０２０ꎬ４２( １):３７￣３９. ＤＯＩ:１０. ３７６０ / ｃｍａ. ｊ. ｉｓｓｎ. ０２５４￣１４２４. ２０２０. ０１.
００９.

(修回日期:２０２２￣０４￣１２)
(本文编辑:易　 浩)

􀅰２８５􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０２２ 年 ７ 月第 ４４ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊｕｌｙ ２０２２ꎬ Ｖｏｌ. ４４ꎬ Ｎｏ.７


