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·基础研究·

重复经颅磁刺激对脊髓损伤大鼠运动功能的影响

吴卫卫1 黄国志1,2

摘要

目的：研究重复经颅磁刺激（rTMS）对脊髓损伤大鼠运动功能的影响并探讨其可能机制。

方法：48只SD大鼠随机分为正常对照组、脊髓损伤对照组、脊髓损伤高频磁刺激组、脊髓损伤低频磁刺激组，每组

各12只。利用重物撞击法制作T10脊髓损伤模型。磁刺激组于手术后24h开始给予刺激，高频组频率为10Hz，低频

组频率为1Hz，均为阈上（120%阈值）刺激，500个脉冲，每日1次，连续8周，脊髓损伤对照组给予假刺激。分别于术

后第1天及连续8周每周进行1次BBB行为学评分、检测运动诱发电位（MEP），并于第2周、第4周、第8周处死部分

大鼠后应用HE染色观察脊髓组织形态学变化、应用免疫组织化学法检测神经丝蛋白（NF-200）表达的变化。

结果：正常组BBB评分高于脊髓损伤各组，治疗组BBB评分高于脊髓损伤对照组，高频组BBB评分高于低频组，差

异均有显著性意义（P<0.035）；脊髓损伤治疗组运动诱发电位检出率高于对照组，低于正常组（P<0.043）；神经丝蛋

白表达脊髓损伤磁刺激组较对照组明显升高，差异有显著性意义（P<0.020），高频组较低频组高，P<0.020。
结论：重复经颅磁刺激可以促进脊髓损伤大鼠运动功能的恢复，其机制可能与促进轴突再生有关。
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Abstract
Objective: To investigate the effects of repetitive transcranial magnetic stimulation(rTMS) on locomotor function of

rats with spinal cord injury(SCI) and its mechanism.

Method: Weight drop SCI model was made at T10 segment with modified impactor device. Forty-eight rats were

randomly divided into four groups: high frequency rTMS group, low frequency rTMS group, SCI control group and

normal control group. Stimulation group received up-threshold(120%) rTMS daily for 8 weeks. Basso Beatti and

Bresnahan(BBB) locomotor scores were recorded weekly. Motor evoked potential(MEP) was detected once weekly,

Neurofilament-200(NF-200) was detected with immunofluorescence staining in SCI lesion at the 2nd, 4th and 8th

week respectively.

Result: The BBB scores in stimulation groups improved compared with that in SCI control group(P＜0.035). The

detected rates of MEP in stimulation groups were higher than that in SCI control group(P＜0.043). NF-200 mark-

ers up-expressed in stimulation groups(P＜0.020).

Conclusion: rTMS can improve the locomotor function of rats with incomplete SCI, which may result from up-ex-

pression of NF-200.
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脊髓损伤是一种严重的中枢神经系统损伤的疾

病，损伤后中枢神经再生困难，造成脊髓损伤平面以

下的运动功能障碍，目前对其认识还不够深入，治疗

仍缺少有效的手段。寻找新的治疗方式成为研究热

点，重复经颅磁刺激是一种无创无痛的治疗方式，对

脊髓损伤运动功能的改善有一定的作用[1—2]。近年

来国内外已经陆续做过一些研究，有人用高频重复

经颅刺激治疗，有人用低频治疗，本实验分别用高频

和低频刺激大鼠，观察两种刺激是否都能改善脊髓

损伤大鼠的运动功能及其作用是否有差异，并观察

治疗多长时间的效果比较明显。

1 材料与方法

1.1 试验材料

48只雌性SD大鼠（广东省实验动物中心），体

重250g左右，随机分为4组，脊髓损伤对照组、脊髓

损伤高频磁刺激组、脊髓损伤低频磁刺激组、正常对

照组，每组12只。正常对照组不做任何处理，其余3

组利用改良的脊髓打击器制作脊髓损伤大鼠模型，

将40g重锤从30cm落下打击T10造成脊髓损伤。

脊髓损伤模型制作：大鼠以 3.6%水合氯醛

10ml/kg腹腔注射麻醉，俯卧位固定，背部剃毛备皮，

常规消毒，大鼠棘突的最高点在第13胸椎，以此为

标志向上数3个胸椎确定T10棘突位置，以此为中

心做后背部正中切口，咬除T10棘突和两侧椎板至

关节突，充分暴露硬脊膜，将打击器与脊髓接触金属

头轻轻接触T10节段脊髓正中，使40g重锤放在撞击

器滑竿30cm处落下，大鼠鼠尾出现痉挛性摆动，双

下肢及躯体回缩扑动，表明造模成功。逐层缝合椎

旁肌肉和皮肤。术后保温24h，每只大鼠皮下补液

5ml，肌肉注射青霉素80000U，2次/d，连续3d，如果

出现血尿继续注射抗生素，直至血尿消失。人工排

尿2—3次/d。

1.2 重复经颅磁刺激及参数

YRDCCY-Ⅰ型磁刺激仪（武汉依瑞德医疗设备

新技术有限公司生产），圆形刺激线圈，直径为

166mm，脉冲磁场峰值强度为3T。造模后第2天实

验组大鼠清醒状态下置于固定器中，圆形线圈磁场

中心置于大鼠前囟上方，每日行阈上刺激（制作模型

前，测量每只大鼠运动阈值，磁场最大强度为3T，阈

值一般在最大强度的45%—60%之间，用120%阈值

刺激），高频组频率为10Hz，低频组频率为1Hz，每日

500个脉冲。高频组刺激为刺激1s，间歇5s，每个序

列10个脉冲，共50个序列；低频组为刺激3s，间歇

3s，每个序列3个脉冲，共167个序列，连续刺激8

周。脊髓损伤对照组置于固定器中将线圈翻转

90°给予假刺激。正常组未给予任何处理。

1.3 神经行为学评分

采用 BBB(Basso，Beatti and Bresnahan)评分进

行大鼠神经功能评定，后肢全瘫为0分，完全正常为

21分，两者之间根据功能分别定为0—21分。所有

实验大鼠于造模后第1天及连续8周每周用BBB法

进行1次行为学评分。由2位熟悉评分标准的非实

验人员观察记录，取其平均分。

1.4 运动诱发电位检测

采用YRDEE-1肌电诱发电位仪（武汉依瑞德

医疗设备新技术有限公司生产）进行运动诱发电位

检测。各组于造模后第1天及连续8周每周BBB评

分后检测1次运动诱发电位，以3.6%水合氯醛10ml/

kg麻醉，腰背、腹部及双下肢胫前肌除毛，将地线用

生理盐水打湿绑在大鼠腰腹部，接收电极置于右

（左）侧胫前肌，刺激线圈置于左（右）前囟，测量运动

诱发电位。

1.5 免疫组织化学和HE染色

脊髓损伤对照组、脊髓损伤高频组、脊髓损伤低

频组、正常组均于术后第2周、第4周每组各处死3

只大鼠取材，第8周时处死剩余6只大鼠做免疫组织

化学和HE染色，以3.6%水合氯醛10mg/kg腹膜内麻

醉，充分暴露心脏，经升主动脉插管，剪开右心耳，快

速冲生理盐水500ml，然后用4%多聚甲醛固定后完

整地取出脊髓，取损伤段脊髓组织约1cm，20%蔗

糖、30%蔗糖梯度脱水，待标本沉底后做脊髓纵行

20μm厚冰冻切片。切片后第2天做免疫组化或者

放入-20℃冰箱冻存。将切片从-20℃冰箱中取出，

室温放置30min，胎牛血清封闭1h，PBS洗3遍，每遍

5min，加NF-200IgG1（Chemicon公司，1∶100稀释），

4℃冰箱过夜，PBS洗3遍，每遍5min，加入山羊抗小

鼠二抗（sc-2005，1∶100稀释），37℃恒温箱孵育2h，

PBS洗3遍，每遍5min，加DAB（中杉金桥生物技术

有限公司）显色约3—10min，自来水彻底冲洗终止
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反应，酒精梯度脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

HE染色：苏木素染5min，自来水冲洗，盐酸酒

精分化10s，自来水冲洗10min，伊红7min，水洗一

下，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

1.6 图像与统计学分析

采用Image-Pro Plus 5.0图像处理与分析系统

进行图像分析，NF-200免疫组化染色，每块组织在

400 倍光镜下随机取 20 个视野。实验数据采用

SPSS 13.0软件进行分析，BBB评分用重复测量方差

分析，NF-200用析因方差分析法，各时间点组间比

较用单因素方差分析，多重比较用LSD法，运动诱发

电位检出阳性率用Fisher精确检验法，各组时间点

比较用Cchran Q法。

2 结果

2.1 BBB评分

大鼠行为学评分，正常组为21分，分值最高且

稳定无变化。经重复测量方差分析，结果显示第1

天、第1周时对照组、高频组、低频组间比较差异均

无显著性意义（P＞0.05）。第2、4、8周时对照组与

高频组比较差异有显著性意义（P＜0.05），对照组与

低频组比较差异有显著性意义（P＜0.05），高频组与

低频组比较差异有显著性意义（P＜0.05）。见表1。

2.2 脊髓组织形态

大体观察：各组硬脊膜均完整，正常组脊髓完整

光滑，脊髓损伤组损伤处可见脊髓表面黄染，脊髓明

显狭窄。

400倍光镜下观察：正常组脊髓组织结构清晰

完整，未见肿胀改变，神经元形态正常，核圆，可见核

仁；脊髓损伤对照组脊髓组织结构疏松，可见空洞形

成，神经元大量坏死。脊髓损伤高频组、低频组可见

脊髓组织较为疏松，胶质细胞增生，部分神经细胞肿

胀。见图1。

2.3 免疫组化

正常组神经纤维排列最密集，脊髓损伤对照组

神经纤维排列最稀疏，仅见很少且短的神经纤维；脊

髓损伤磁刺激组神经纤维密集程度介于正常组与脊

髓损伤对照组之间，高频组较低频组神经纤维排列

稍密集。见图2。

NF-200阳性纤维占总面积百分比经析因方差

分析显示：组间比正常组与其余3组比较（P=0.000）
差异均有显著性意义，第2周时脊髓损伤3组比较差

表1 各组不同时间重复经颅磁刺激对大鼠神经功能的影响（BBB评分） (x±s)

各时间点

第1天
第1周
第2周
第3周
第4周
第5周
第6周
第7周
第8周

F
P

①交互效应

鼠数

12
12
12
9
9
6
6
6
6

对照组

0.00±0.00
2.17±0.94
4.83±1.19
7.11±1.05
8.67±1.32
10.00±0.63
11.00±0.63
12.67±0.82
13.83±0.75

264.45
0.000

高频组

0.08±0.29
2.75±0.87
6.75±1.14
8.67±1.32
12.11±0.78
13.67±0.82
14.33±0.82
15.50±1.05
16.33±1.03

240.70
0.000

低频组

0.08±0.29
2.50±0.67
5.75±1.22
8.22±1.09
11.11±0.93
12.83±0.75
13.33±1.03
14.00±1.14
15.00±1.10
161.104
0.000

正常组

21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00

-
-

F
31584.67
1978.60
669.53
378.84
323.77
322.82
206.98
85.35
83.67

72.598①

P
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000①

图1 术后8周各组大鼠脊髓组织 （HE，×400）

对照组低频组高频组正常组
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对照组

对照组

对照组

低频组

低频组

低频组正常组

正常组

正常组

图2 术后2周、4周、8周各组大鼠NF-200 （×400）

高频组

高频组

高频组

异无显著性意义（P＞0.05），第4周时高频组与对照

组比较（P=0.003）差异有显著性意义，低频组与对照

组比较（P=0.020）差异有显著性意义，高频组与低频

组比较（P=0.194）差异无显著性意义，第8周时高频

组与对照组比较（P=0.000）差异有显著性意义，低频

组与对照组比较（P=0.000）差异有显著性意义，高频

组与低频组比较（P=0.013）差异有显著性意义。见

表2。

2.4 运动诱发电位

正常组运动诱发电位潜伏期最短，波幅最大；脊

髓损伤对照组运动诱发电位潜伏期最长，波幅最小，

几乎不可见；脊髓损伤高频组、低频组潜伏期较正常

组长，脊髓损伤对照组短，波幅较正常组明显减小。

对同一组内不同时间点之间检测出的运动诱发

电位阳性率进行比较，除了正常组不变外（100％），

其余各组内不同时间点之间差异均有显著性意义

（P值分别为0.001，0.001，0.042）。对同一时间点不

同组间的阳性率进行比较除了第 8 周外（P＝
0.143），各个时间点内组间差异均有显著性意义

（P＜0.005）。见表3。

3 讨论

脊髓损伤导致的运动功能障碍严重影响脊髓损

伤患者的生存质量，给患者家庭和社会带来沉重负

担，目前发现虽然成熟中枢神经细胞的再生困难，但

脊髓损伤后存在自发可塑性和活动以来的可塑性变

化[3—4]，脊髓的可塑性是脊髓损伤恢复的重要机制之

一[5]。重复经颅磁刺激是一种无创性的新技术，可

以对大脑皮质产生感应电流，改变皮质神经细胞的

动作电位，可以使脊髓产生长时程的可塑性[6]。

脊髓损伤后，脊髓损伤节段以下的运动、感觉等

信号不能够传入大脑皮质，导致大脑皮质发生剧烈

的变化，其兴奋性也会发生改变。有研究表明脊髓

损伤后大脑皮质的兴奋性降低[7]，还有研究表明大

脑皮质的兴奋性升高[8]。Anne等[9]证明高频10Hz重

复经颅磁刺激可以改善脊髓损伤大鼠的运动功能。

张新等[10]的研究表明，低频重复经颅磁刺激可以改

善脊髓损伤大鼠的运动功能。得出不同结论的原因

可能与不同研究者研究的脊髓损伤的时期不同，或

者采用的实验仪器、实验方法等不同有关。一般认

为高频可以提高大脑皮质兴奋性，低频可以降低大

脑皮质兴奋性[11—12]。本实验与前人证明高频与低频

均可以改善脊髓损伤运动功能结论一致，其机制可

能与促进轴突增长有关。由于经颅磁刺激作用于大

脑皮质，对机体产生了非常复杂的生物学机制，目前

其改善脊髓损伤运动方面研究还不是很深入，其高

2周

4周

8周
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频与低频促进轴突增长的具体机制可能不同，但目

前还没有确切的证据，有待进一步研究。

BBB评分是评定大鼠神经功能常用的方法之

一，从本实验可以看出，第1周时脊髓损伤对照组、

低频组、高频组评分无明显差异。至第2周可以看

出低频组、高频组较脊髓损伤对照组神经功能有所

好转，且高频组较低频组评分高，差异有显著性意

义，提示重复经颅磁刺激在脊髓损伤大鼠自发恢复

的基础上，可以促进脊髓损伤大鼠神运动功能的恢

复。第3周时高频与低频差异无显著性意义，说明

低频也有作用，可能除频率外其他参数也有作用，例

如强度，阈上刺激强度与低频联合应用是否也能提

高大脑皮质的兴奋性；以及刺激时间，刺激时间更长

是否是使其产生生理效应与累积效用更长等都有待

进一步研究。至第4周可以看出高频组较低频组神

经功能有所好转，说明高频较低频治疗效果更好。

高频组较低频组治疗效果好可能与很多刺激参数有

关，刺激频率、刺激强度、刺激时间、治疗天数等各个

参数的具体作用都没有研究清楚，其联合作用更是

有待研究。随着时间的延长，治疗组的评分明显高

于对照组，说明治疗时间越长效果越佳。

电生理检测是评价脊髓损伤程度的常用措施之

一，经颅磁刺激运动诱发电位是近年来常用的手段，

其波幅和潜伏期的变化可以反映运动传导通路的受

损程度[13]。本实验由于引出运动诱发电位的大鼠数

量太少，无法做定量的统计学分析，只做了检测出运

动诱发电位阳性率的定性分析，初步说明了运动诱

发电位在一定程度上可以反映脊髓的功能状态，但

是在实际应用中运动诱发电位潜伏期和波幅存在的

差异仍可能有意义。

中枢神经系统突触结构和功能的可塑性是神经

运动功能恢复的基础。成年哺乳动物脊髓损伤后神

经再生主要指轴突的再生，神经丝蛋白是反映轴突

再生功能的特异性指标。神经丝蛋白NF-200是构

成神经轴突细胞骨架的主要成分，在轴浆运输等一

系列与脊髓损伤修复相关的病理变化中发挥着重要

作用[14]。神经丝蛋白（neurofilament, NF）依据分子

量不同分为三种：NF-68、NF-140和NF-200，其中

NF-200仅存在于轴突，故NF-200染色可以显示轴

突的变化。动物运动功能的恢复与轴突再生情况相

关[15]，本实验结果与这个结论相一致。治疗到4周

治疗组轴突增长才较对照组明显，高频组与低频组

间差异无显著性意义，与2周、4周时BBB评分结果

不一致，可能与本实验只是观察NF-200表达多少，

而未观察增多的NF-200是否成功穿过胶质瘢痕与

靶细胞形成功能性的连接有关。

表2 重复经颅磁刺激对大鼠脊髓NF-200表达的影响 (x±s,%)

组别

例数
对照组
高频组
低频组
正常组
合计
F
P

①主效应；②交互效应

第2周

12
4.45±0.33
4.72±0.35
4.38±0.13
8.05±0.75
5.40±1.62
151.415
0.000

第4周

9
3.95±0.25
4.93±0.09
4.61±0.48
8.05±0.13
5.39±1.67
127.725
0.000

第8周

6
4.01±0.86
6.29±0.32
5.44±0.45
8.25±0.33
6.00±1.64
65.211
0.000

合计

4.11±0.64
5.56±0.81
4.97±0.62
8.15±0.25
5.69±1.64
11.409
0.000

F

0.530
37.039
8.175
0.876

56.575①

4.736②

P

0.606
0.000
0.009
0.449

0.000①

0.001②

表3 重复经颅磁刺激对运动诱发电位潜伏期的影响 （x±s，ms）

组别

正常组

高频组

低频组

对照组

时间
第1天
n=12

6.68±0.36
n=0
-

n=0
-

n=0
-

第1周
n=12

6.70±0.36
n=0
-

n=0
-

n=0
-

第2周
n=12

6.77±0.25
n=0
-

n=0
-

n=0
-

第3周
n=9

6.67±0.35
n=0
-

n=0
-

n=0
-

第4周
n=9

6.76±0.28
n=3

63.27±7.31
n=3

80.00±4.13
n=0
-

第5周
n=6

6.70±0.37
n=3

53.00±10.86
n=3

64.53±24.27
n=0
-

第6周
n=6

6.67±0.33
n=3

52.20±14.43
n=3

60.60±27.79
n=0
-

第7周
n=6

6.63±0.46
n=4

44.20±11.07
n=4

51.15±25.22
n=0
-

第8周
n=6

6.63±0.46
n=4

16.10±6.30
n=4

35.60±16.53
n=2

49.60±15.27
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综上所述，脊髓组织形态、BBB评分、运动诱发

电位和NF-200从不同方面反映脊髓损伤的情况和

修复情况。重复经颅磁刺激对皮质的影响取决于许

多参数，如刺激频率、刺激量、刺激强度、刺激时间、

间歇时间、治疗时间等。其中频率是一个关键参数，

本实验初步得出了高频较低频能更好地改善运动功

能，其机制可能与高频可以更好地改善大脑皮质兴

奋性有关，此外刺激模式同样影响其作用[16]，低频也

有改善的作用，是否低频与高强度、长时间刺激联合

应用也能表现出兴奋作用有待进一步研究。还可能

与累积效应有关[17]。中枢神经系统是一个整体，当

脊髓损伤时，不但大脑皮质兴奋性发生改变，整个中

枢神经系统都有可能发生生理病理变化。有研究表

明经颅磁刺激可以使乙酰胆碱水平提高[18]，而乙酰

胆碱可以改善脊髓损伤运动功能。经颅磁刺激的生

理效应十分复杂，其具体效用与参数有关。本实验

初步说明了经颅刺激高频与低频均可以促进脊髓损

伤大鼠神经功能的恢复，改善脊髓损伤运动功能，而

且高频较低频更明显。

重复经颅磁刺激可以促进大鼠运动功能的恢

复，可能与促进轴突增长有关。高频刺激较低频刺

激对脊髓损伤运动功能的改善更为明显，可能与高

频较低频能更好地促进轴突增长，其具体通过何种

机制促进轴突增长尚需进一步探讨，但可能除了频

率的影响外，还与刺激强度、刺激持续时间、间歇时

间等有关，与治疗的总时间与脊髓损伤的严重程度

等可能都有关系，具体参数的调整及疗程的制定，还

需进一步研究。
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