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·基础研究·

神经肌肉促进技术与脑梗死大鼠偏瘫侧肢体
骨密度和血瘦素水平*

王聪聪1 贾立坤2 张秀清2，3

摘要

目的：探讨神经肌肉促进技术对脑梗死大鼠偏瘫侧肢体骨密度和血瘦素水平的影响。

方法：40只老年雌性Wistar大鼠随机分为假手术组10只和脑梗死模型组30只，用线栓法致大脑中动脉闭塞制备偏

瘫大鼠模型，随机分为对照组、常规治疗组、常规治疗加神经肌肉促进技术治疗组（综合组）。在治疗半个月、1个

月、2个月、3个月4个时间点，通过测定偏瘫肢体近端骨密度(BMD)、血清总碱性磷酸酶（ALP）、骨碱性磷酸酶

(BALP)、骨钙素(BGP)、白介素-6（IL-6）观察骨质疏松情况，同时也观察了血瘦素((LP)水平的变化。

结果：①治疗第1个月起，常规治疗加神经肌肉促进技术组血清BGP、BALP和ALP水平较对照组明显增高；治疗第2

月起，常规治疗组和常规治疗加神经肌肉促进技术组骨密度、BALP和ALP水平明显高于对照组；治疗第3月时，常

规治疗加神经肌肉促进技术组骨密度、血清BALP和ALP水平明显高于常规治疗组。治疗第1个月起，常规治疗加

神经肌肉促进技术组血清IL-6水平较对照组下降；治疗2月起，常规治疗组血清IL-6水平较对照组下降，常规治疗

加神经肌肉促进技术组与假手术组差异无显著性意义（P>0.05）；治疗第3个月时，两治疗组血清IL-6水平与假手术

差异无显著性意义（P>0.05）。②治疗第1个月起，常规治疗组和常规治疗加神经肌肉促进技术组血清LP水平明显

高于对照组；治疗第2个月起，常规治疗加神经肌肉促进技术组血清LP水平明显高于常规治疗组；治疗第3个月

时，常规治疗加神经肌肉促进技术组与假手术组血清LP水平差异无显著性意义（P>0.05）。
结论：神经肌肉促进技术升高血清BGP、BALP、ALP水平，降低血清IL-6水平，改善了偏瘫侧肢体骨密度水平，从而

预防骨质疏松症的发生、发展，其机制可能与上调血瘦素水平改善骨形成、抑制骨吸收有关。
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Abstract
Objective：To investigate the effects of neuromuscular facilitation technique on bone mineral density(BMD) of para-

lyzed limb and expression of serum leptin(LP) level following cerebral infarction in rats.

Method：Acute cerebral infarction was modeled in aged female Wistar rats using permanent middle cerebral artery

occlusion(PMCAO) technique. Forty rats were randomly divided into sham operation group, control group, conven-

tional treatment group, conventional treatment combined with neuromuscular facilitation technique group(combined

treatment group), each group had 10 rats. The conditions of osteoporosis were examined by measuring BMD of

proximal paralyzed limb, serum total alkaline phosphatase (ALP), bone alkaline phosphatase (BALP), osteocalcin

(BGP), interleukin -6 (IL-6) after treatment for 0.5, 1, 2, and 3 months.In addition,the expression of LP was de-
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脑卒中患者因长期卧床和肌动异常可引起不同

程度的骨质疏松症，偏瘫侧肢体尤为明显，而且脑卒

中患者较正常人更易摔倒，导致骨折发生率也明显

增高，严重影响患者生存质量。脑卒中后骨质疏松

症的治疗成为现代康复治疗中的新方向。本实验通

过对脑梗死大鼠偏瘫肢体进行神经肌肉促进技术治

疗，观察神经肌肉促进技术对偏瘫肢体骨密度、血瘦

素水平的影响，探索神经肌肉促进技术防治脑卒中

继发性骨质疏松的作用和可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康老年雌性Wistar大鼠由山东省中医药大学

提供，鼠龄6个月，体重300—350g。利用线栓法制

作左侧大脑中动脉永久性闭塞模型，将造模成功的

30只大鼠进行完全随机分组，分为对照组、常规治

疗组、常规治疗加神经肌肉促进技术治疗组（综合

组），每组各10只，另外假手术组10只。

1.2 实验方法

1.2.1 脑梗死模型制作：参考Longa等[1]介绍的方法

改良后制作大鼠脑梗死模型。选用日本产尼龙线，

直径0.205mm，每段长40mm，头端烧成光滑球形，具

体方法如下：用10％水合氯醛(300mg/kg体重)腹腔

注射麻醉大鼠后，将其仰卧固定于手术台上；颈部正

中切开皮肤，钝性分离颈部肌肉及颌下腺，暴露分离

出左侧颈总动(common carotid artery，CCA)、迷走神

经、颈外动脉(external carotid artery，ECA)和颈内动

脉(internal carotid artery，ICA)；结扎ECA以及CCA

近心端，并在CCA分叉处近心端放一线备用，在备

用线与CCA近心端结扎处剪一“V”形切口；用制备

好的尼龙线沿CCA插入ICA至大脑中动脉起始处，

进线长度距离颈总动脉分叉处为(18.5±0.5)mm，然

后将备用线结扎以固定栓线；局部伤口用青霉素稀

释液冲洗，以预防感染，顺序缝合肌肉皮肤。假手术

组处理同上，线栓只插至距CCA分叉5mm处。按

Longa等[1]介绍的5分制评分标准，在手术结束、大鼠

麻醉清醒后进行评分：0分为无神经功能缺失；1分

为提尾时右前肢屈曲；2分为向右侧转圈、追尾；3分

为向右侧倾倒；4分为意识障碍。评分1—3分为造

模成功。

1.2.2 干预措施：一般治疗组于造模后24h给予胞

二磷胆碱500mg/kg体重(山东齐鲁制药)腹腔注射[2]，

每天1次。神经肌肉促进技术治疗组在上述药物治

疗基础上对其患侧前肢加用神经肌肉促进技术。方

termined by enzyme-linked immunosorbent assay at different time points．

Result：①After 1 month of treatment, the expressions of serum BGP、BALP and ALP in combined treatment group

were significantly higher than that in control group; after 2 months of treatment, compared with control group the

expressions of serum BALP,ALP and BMD elevated remarkably in combined treatment group and conventional

treatment group; after 3 months of treatment, it were higher in combined treatment group than that in convention-

al treatment group. After 1 month of treatment compared with control group, the expression of serum IL-6 de-

creased in combined treatment group; after 2 months of treatment that decreased in conventional treatment group,

there was no significant difference between sham operation group and combined treatment group; after 3 months

of treatment there was no significant difference of the expression of serum IL-6 in sham operation group and two

treatment groups. ②After 1 month of treatment the expression of serum LP was significantly higher in two treat-

ment groups than that in control group; after 2 months of treatment it was significantly higher in combined treat-

ment group than that in conventional treatment group; after 3 months of treatment there was no significant differ-

ence between sham operation and combined treatment group.

Conclusion：Neuromuscular facilitation technique can improve BMD of hemiplegic limb after cerebral infarction by

increasing serum BGP, BALP, ALP levels and decreasing serum IL-6 level , thereby preventing osteoporosis oc-

currence and development, which may be associated with up-regulation of expression of LP to promote the prolif-

eration and differentiation of osteoblasts and the bone formation as well as inhibit the absorption of osteoclast.

Author's address Department of Neurology,Qianfoshan Hospital, Shandong University，Jinan，250014
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法：采用自制滚筒式网状训练器：其中长1.0m,直径

60cm的圆形网状仪器;中间被分为4个格;可同时训

练4只鼠;底座有一固定架;一端有一手摇柄;可手摇

按5转/min进行转动训练;该器材可训练大鼠的抓

握、旋转、行走等运动，术后第3天起,10min/d,5d/周。

1.2.3 骨质疏松情况评估:①骨密度测定：各组大鼠

治疗后 0.5 月、1 月、2 月、3 月，用 GE 公司的 LU-

NAR-Prodigy双能X线骨密度测定仪进行测定。方

法：用10％水合氯醛麻醉．将大鼠双上肢伸展。固

定于检测台上，确定扫描区域在大鼠双上肢范围内，

扫描后选中左侧上肢近端，得出骨密度值，最后进行

计算机分析。②血清骨钙素（osteocalcin，bone gam-

ma carboxyglutamic acid containing proteins, BGP）、

骨碱性磷酸酶(bone alkaline phosphatase，BALP)、血

清总碱性磷酸酶(serum total alkaline phosphatase，

ALP)、白介素-6（interleukin-6，IL-6)含量测定：各组

大鼠治疗后在上述各时间点，颈静脉窦抽血，3000

转/min离心15min,取上清液,保存于-20℃冰箱中待

测。取血前大鼠禁食12h，不禁水。采用ELISA法

检测血清BGP、BALP、ALP、IL-6含量。分别按照大

鼠BGP、BALP、ALP、IL-6 ELISA试剂盒说明书进行

操作，检测入为450nm时的吸光值，以吸光度值为纵

坐标，相应的标准品浓度为横坐标，作相应曲线，样

品的相应含量可根据其吸光度值由标准曲线换算出

相应的浓度。用自动生化分析仪测定ALP含量。

1.2.4 血瘦素测定：分别于大鼠治疗后上述时间点，

按照上述方法取大鼠血清，采用ELISA法检测血清

瘦素（Leptin，LP）含量。按照大鼠LP ELISA试剂盒

（武汉博士德试剂公司）说明书进行操作，检测入为

450nm时的吸光值，以吸光度值为纵坐标，相应的标

准品浓度为横坐标，作相应曲线，样品的瘦素含量可

根据其吸光度值由标准曲线换算出相应的浓度。

1.3 统计学分析

采用SPSS 17.0版统计软件对数据处理，每个

时间点分别进行两样本均数比较的 t检验，组间比

较用单因素方差分析进行统计学分析。

2 结果

2.1 神经肌肉促进技术对骨密度的影响

本研究显示，对照组及两个治疗组骨密度均低

于假手术组，尤其是对照组从半个月开始骨密度持

续减少（P<0.01）。治疗2个月时两治疗组骨密度明

显高于对照组（P<0.05），但两治疗组间骨密度差异

无显著性意义（P>0.05）；治疗3个月时，常规治疗加

神经肌肉促进技术治疗组骨密度明显高于对照组、

常规治疗组(P<0.05)。见表1。

2.2 神经肌肉促进技术对血清BGP、BALP、ALP、

IL-6表达的影响

2.2.1 血清BGP含量检测结果：治疗1、2、3个月常

规治疗加神经肌肉促进技术治疗组血清BGP含量

较对照组高（P<0.05）；常规治疗组治疗3个月时血

清BGP含量较对照组高（P<0.05）,但低于常规治疗

组加神经肌肉促进技术治疗组（P<0.05）。见表2。

2.2.2 血清BALP和ALP含量检测结果：治疗1个月

时常规治疗加神经肌肉促进技术治疗组较常规治疗

组、对照组血清BALP、ALP增加（P<0.0.5）；治疗2、3

个月时两治疗组血清BALP、ALP含量较对照组增加

（P<0.05）,且常规治疗加神经肌肉促进技术组更加

显著（P<0.01）。见表3—4。

2.2.3 血清IL-6含量检测结果：对照组血清IL-6含

量较假手术组明显增高（P<0.05）。治疗1个月起，

常规治疗加神经肌肉促进技术治疗组血清IL-6含

量明显低于对照组、常规治疗组（P<0.01）；治疗2个

月时，两治疗组血清IL-6含量低于对照组，且常规

治疗加神经肌肉促进技术治疗组明显低于常规治疗

表1 各组大鼠各时间点骨密度值（n=10,x±s，×10-2g/㎝2）

组别

对照组
常规治疗组

常规治疗+神经肌
肉促进术组
假手术组

与对照组比较:①P<0.05;②P<0.01; 常规治疗加神经肌肉促进术治
疗组与常规治疗组比较：③P<0.05

造模后时间
半个月
11.3±1.5
11.2±1.2

11.4±1.0

13.6±1.1

1个月
10.8±1.2
10.9±0.8

10.9±1.1

13.8±0.8

2个月
10.4±1.0
12.5±1.1①

12.6±1.5①

13.6±1.5

3个月
10.1±0.8
12.6±1.0

13.4±0.6①③

13.9±1.0

表2 各组大鼠各时间点血清BGP水平比较(n=10,x±s，μg/L）

组别

对照组
常规治疗组

常规治疗+神经肌肉
促进术组
假手术组

与对照组比较:①P<0.05;②P<0.01; 常规治疗加神经肌肉促进术治
疗组与常规治疗组比较：③P<0.05

造模后时间
半个月

1.58±0.13
1.54±0.21

1.61±0.12

1.52±0.10

1个月
2.15±0.14
2.14±0.20

2.80±0.06①

1.52±0.24

2个月
2.25±0.30
2.21±0.13

2.91±0.11①

1.59±0.16

3个月
2.50±0.47
2.73±0.55①

3.20±0.74①③

1.64±0.55
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组（P<0.05）；治疗3个月时常规治疗加神经肌肉促

进技术治疗组血清IL-6含量与常规治疗组差异无

显著性意义（P>0.05）。见表5。

2.3 神经肌肉促进技术对血清瘦素水平的影响

治疗1个月时，常规治疗组和常规治疗加神经肌

肉促进技术组血清 LP 水平明显高于对照组（P<
0.05）；治疗2个月时，常规治疗加神经肌肉促进技术

组血清LP水平明显高于常规治疗组（P<0.05）；治疗3

个月时，常规治疗加神经肌肉促进技术组与假手术

组血清LP水平差异无显著性意义（P>0.05）。见表6。

3 讨论

骨密度测定是目前诊断骨质疏松、预测脆性骨

折风险和评价药物干预疗效的最佳定量指标[6]。虽

然单独的骨密度测定无法准确反映由于骨质改变所

致的骨结构和骨性能的异常，也不能全面评价骨质

量和骨生物学性能上的变化，但骨密度可反映约

70％的骨强度，双能X线吸收法是目前国际学术界

公认的骨密度检查方法，其测定值被作为骨质疏松

症的诊断金标准。本实验显示两治疗组在治疗2个

月时BMD较对照组高，在治疗3个月时常规治疗加

神经肌肉促进技术治疗组较常规治疗组效果明显。

本实验发现，结合BMD和一些骨代谢生化指标血清

BGP、BALP、ALP、IL-6水平，神经肌肉促进技术能

够促进骨吸收同时抑制骨形成，从而明显改善脑梗

死大鼠偏瘫肢体骨密度水平，预防骨质疏松。陈一

冰等[7]研究发现运动后大鼠骨转换增高，在骨吸收

轻度增强的基础上骨形成显著增加，从而促进了骨

密度增加。Davey等[8]也认为运动会引起骨碱性磷

酸酶和I型前胶原羧基端前肽等骨形成生化标志物

显著升高，而骨吸收生化标志物I型胶原交联N末端

肽显著下降。此结论与本实验结果吻合，但运动影

响骨代谢的机制不清。在LP与脑血管病之间关联

的研究方面，20世纪90年代末欧洲研究就提出高水

平瘦素为脑出血的危险因素[10]，现代研究提出瘦素

与诸多脑血管疾病危险因素密切，但是关于瘦素在

脑血管病中的调控作用及具体机制尚不完全清楚。

细胞系研究与动物实验[11]已经证明瘦素在急性炎症

过程中起重要作用,作为炎症介质网络中的一种因

子,具有抑制炎症的作用。陈国芳等[12]研究LP水平

在急性脑梗死后持续升高。茅新蕾等[13]研究发现男

女脑梗死患者瘦素水平均较对照组升高，然而在动

脉粥样硬化性血栓性脑梗死和腔隙性脑梗死患者中

均无显著性意义，即使校正后依然无显著差异。但

是研究显示LP对骨质疏松有保护作用，Scariano[14]等

通过调查100例绝经后妇女和37例男性，发现LP与

骨密度相关，校正骨密度后瘦素与骨形成呈正相关，

提示LP有提高骨密度的作用。瘦素对骨质疏松的

保护作用有可能的机制[15—16]：①瘦素在中枢通过神

经系统介导对骨组织有抑制骨形成的作用。②然而

瘦素在外周有强烈促进骨形成的作用。首先，瘦素

表3 各组大鼠各时间点血清BALP水平比较（n=10,x±s,U/L）

组别

对照组
常规治疗组

常规治疗+神经肌肉
促进术组
假手术组

与对照组比较:①P<0.05;②P<0.01;常规治疗加神经肌肉促进术治疗
组与常规治疗组比较：③P<0.05

造模后时间
半个月
53.4±6.7
51.8±4.1

54.6±4.5

50.4±3.1

1个月
67.3±5.1
68.4±1.3

84.1±5.6①③

51.8±3.5

2个月
68.5±3.4
76.5±4.6①

125.0±3.8②

51.5±5.6

3个月
82.8±7.8
97.5±3.9①

129.6±7.6②

51.3±4.3

表4 各组大鼠各时间点血清ALP水平比较（n=10,x±s,U/L）

组别

对照组
常规治疗组

常规治疗+神经肌肉
促进术组
假手术组

与对照组比较:①P<0.05;②P<0.01;常规治疗加神经肌肉促进术治疗
组与常规治疗组比较：③P<0.05

造模后时间
半个月

162.1±1.7
163.1±2.6

160.4±1.2

102.0±3.8

1个月
163.4±2.1
162.3±2.2

251.0±1.6①③

105.3±1.4

2个月
160.7±3.6
162.1±1.7①

263.1±2.4②

106.3±2.4

3个月
178.5±1.8
252.3±2.0①

312.4±3.5②

103.2±1.2

表5 各组大鼠各时间点血值 IL-6水平比较（n=10,x±s,ng/ml）

组别

对照组
常规治疗组

常规治疗+神经
肌肉促进术组
假手术组

与对照组比较:①P<0.05;②P<0.01;常规治疗加神经肌肉促进术治疗
组与常规治疗组比较：③P<0.05

造模后时间
半个月

0.208±0.021
0.194±0.018

0.196±0.023

0.152±0.022

1个月
0.215±0.012
0.208±0.015

0.174±0.022②③

0.155±0.021

2个月
0.206±0.025
0.180±0.010①

0.167±0.012①③

0.152±0.030

3个月
0.218±0.023
0.168±0.012

0.165±0.024

0.160±0.032

表6 各组大鼠各时间点瘦素水平比较（n=10,x±s，μg/L）

组别

对照组
常规治疗组

常规治疗+神经肌
肉促进术组
假手术组

与对照组比较:①P<0.05;②P<0.01; 常规治疗加神经肌肉促进术治
疗组与常规治疗组比较：③P<0.05

造模后时间
半个月

2.52±0.32
2.48±0.57

3.30±0.54

5.85±0.61

1个月
2.55±0.61
4.13±0.75①

4.50±0.71②

5.78±0.37

2个月
2.67±0.21
4.38±0.52

5.85±0.63②③

5.80±0.30

3个月
2.89±0.45
6.21±0.62

6.26±0.55

6.26±0.34
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呈剂量、时间依赖性地提高ALP、I型胶原及BGP的

信使RNA与蛋白质水平；其次瘦素能够促进胶原合

成，刺激成骨细胞增殖、分化，保护分化成熟的成骨

细胞，减少其凋亡；另外瘦素还能增加人类骨髓基质

细胞中的护骨素水平从而抑制破骨细胞的生成，诱

导人类单核细胞白介素-1受体拮抗剂的表达和分

泌从而阻断了白介素-1介导的骨量丢失增加。③

关于瘦素对骨组织的中枢抑制作用和外周促进作用

哪个占主导地位的问题，相关研究表明由于瘦素主

要由骨髓中脂肪细胞和骨组织细胞自身产生，因此

其在骨组织环境中局部浓度较高，瘦素的外周局部

作用可能占主导地位。而且实验表明瘦素全身给药

后对成骨细胞和骨形成的作用也说明了其外周作用

的直接性。另一方面，由于脂肪量与骨密度成正比，

产生较多的高脂肪机体并未出现中枢调节下的骨量

下降。综上所述，说明与中枢间接抑制骨量作用相

比，瘦素对成骨细胞的直接调节更主要，对骨量起到

保护的作用。

本实验通过酶联免疫法测定各组脑梗死大鼠血

清瘦素水平，显示常规治疗加神经肌肉促进技术组

血清瘦素水平高于其他实验组及对照组，而且血清

瘦素水平从1个月时开始高于对照组和常规治疗

组，2个月时达最高峰，3个月时趋于平稳，仍保持较

高水平，明显高于对照组。由此推测神经肌肉促进

技术改善脑梗死偏瘫肢体骨密度水平可能包括上调

血清瘦素水平，改善骨形成、抑制骨吸收，从而改善

脑梗死偏瘫肢体骨密度水平，促进运动功能的恢复，

预防偏瘫肢体骨质疏松症的发生发展，但是神经肌

肉促进技术改善偏瘫肢体骨密度的机制是多方面

的，以及如何上调血清瘦素水平尚不十分清楚。另

外，瘦素对脑血管病的具体机制及如何发挥调控作

用需要进一步深入研究。
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