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·基础研究·

高频重复经颅磁刺激对大鼠脑梗死后学习记忆功能及
pCREB、bcl-2、bax表达的影响*

赵秀秀1 韩肖华1 张靖慧1,2 黄晓琳1,3

摘要

目的：研究高频重复经颅磁刺激（rTMS）对脑梗死大鼠学习记忆的影响，并探讨其可能机制。

方法：采用大脑中动脉栓塞再灌注方法建立脑梗死模型，给予7d的20Hz重复经颅磁刺激治疗，采用Morris水迷宫评

定大鼠学习记忆功能变化，并观察磁刺激组与模型组、给予阻滞剂H89与给予生理盐水（NS）组间蛋白激酶A-环磷

酸腺苷反应元件结合蛋白（pCREB）、B细胞淋巴瘤/白血病基因2（bcl-2）、bcl基因相关蛋白（bax）的表达变化。

结果：①模型组大鼠与正常组相比逃避潜伏期明显延长（P=0.001），磁刺激组逃避潜伏期较模型组大鼠明显缩短

（P=0.017）。②磁刺激组的pCREB和bcl-2表达较模型组增加（P<0.01），bax则较模型组减少（P<0.01），bcl-2与bax

的比值磁刺激组大于模型组（P<0.01）。rTMS+H89组的pCREB和bcl-2表达较rTMS+NS组降低（P<0.01），bax的表

达则较rTMS+NS组增加（P<0.01），rTMS+H89组bcl-2与bax的比值较rTMS+NS组亦降低（P<0.05）。
结论：高频重复经颅磁刺激能够改善脑缺血后学习记忆功能并促进海马神经元的存活，抑制凋亡；磁刺激促进脑缺

血后海马神经元存活的作用可能通过影响p-CREB通路的表达来实现。

关键词 脑梗死；重复经颅磁刺激；学习记忆；蛋白激酶A-环磷酸腺苷反应元件结合蛋白；凋亡
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Abstract
Objective: To investigate the effects of high-frequency repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) on

learning and memory ability and its mechanism in rats with cerebral infarction

Method: Reperfusion model with middle cerebral artery occlusion（MCAO） was established. The rTMS of 20Hz

was given to successful models for 7d. Learning and memory changes of rats were observed with Morris water

maze. Expression changes of protein kinase A-cyclic adenosine monophosphate response element binding protein

(pCREB), B cell lymphoma/Leukemia gene2(bcl-2) and bcl2-associated protein X(bax) were investigated between

model control group and rTMS group or blocker(H89) injection group and normal saline(NS) injection group.

Result: ①The escape latency in model control group delayed more than that in blank control group(P=0.001).
The escape latency in rTMS group decreased less than that in model control group (P=0.017). ②The pCREB and

bcl-2 expressions in rTMS group increased more than that in model group (P<0.01). The bax expression in rTMS

group decreased less than that in model group (P<0.01). The ratio of bcl-2 and bax (bcl-2/bax) in the rTMS

group increased more than that in model group (P<0.01). The pCREB and bcl-2 expressions in blocker injection

group decreased more than that in NS injection group(P<0.01). The bax expression increased in blocker H89 in-
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脑缺血引起的学习记忆功能损害是神经病学和

康复医学领域常见的功能障碍，直接影响到患者的

康复治疗效果和生存质量。脑缺血会导致海马神经

元死亡，而海马是学习记忆的关键部位。蛋白激酶

A-环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（protein kinase

A - cyclic adenosine monophosphate response ele-

ment binding protein, PKA-CREB,pCREB）信号转

导通路能促进神经细胞的存活、再生、分化等，与突

触的可塑性和学习记忆功能有着密切的关系[1]，研

究 发 现 急 性 脑 缺 血 激 活 了 内 源 性 保 护 机 制

PKA-CREB信号转导通路[2]。重复经颅磁刺激（re-

petitive transcranial magnetic stimulation，rTMS）是一

种现代无创、无痛、安全的新技术。近年来，人们发

现磁刺激还可以改善记忆功能障碍老年人的记忆[3]

和提高慢性中风患者的运动学习技能[4]。本研究应

用Morris水迷宫观察高频rTMS在改善脑缺血引起

的学习记忆功能损害中的作用并探讨其可能的机

制。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组

健康成年雄性 SD 大鼠 62 只，SPF（specified

pathogen free）级，体重250±20g，购自湖南斯莱克

景达实验动物有限公司[许可证号：SCXK(湘)

2009-0004]。实验动物分为两部分，第一部分 30

只，只参与Morris水迷宫实验，随机分为正常组、模

型组和rTMS组，其中正常组6只，模型组和rTMS组

各12只，模型组制作大脑中动脉栓塞缺血再灌注模

型，rTMS组在模型制作的基础上进行rTMS治疗，正

常组不做任何处理；第二部分32只，不参与Morris

水迷宫实验，进行Western blot和免疫组化检测，随

机分为模型组、rTMS组、rTMS+H89（N-[2-(p-bro-

mocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide·2

HCl hydrate）组和rTMS+NS（normal saline）组，每组

8只，rTMS+H89组和rTMS+NS组在分别给予侧脑室

注射药物H-89和NS后复制大脑中动脉栓塞缺血再

灌注模型制作，并接受rTMS治疗。

1.2 实验动物模型的建立

1.2.1 侧脑室注射：rTMS+H89组和rTMS+NS组大

鼠称重后, 腹腔注射10％水合氯醛(3ml/kg)麻醉, 在

头顶局部常规备皮、消毒, 头顶正中矢状切开约

1cm,3%H2O2棉球擦拭使前囟暴露清晰，于前囟后

0.8mm、前囟所在矢状线右侧1.5mm处用自制钻钻

一小孔。用微量注射器取2g/L的H89或NS 10μl进

针至硬膜下约4.5mm,缓慢脉冲式注入,分2—3次完

成，每只约为5min。注射完毕后留针10min,再缓慢

退针,以防药物沿针道返流。术后局部涂抹青霉素

粉末，缝合消毒皮肤预防感染。侧脑室注射完成后，

立即进行大脑中动脉缺血再灌注模型的制作。

1.2.2 大鼠大脑中动脉栓塞(middle cerebral artery

occlusion，MCAO)缺血再灌注模型的建立：参照

Takano等[5]的方法线栓法制备模型，将大鼠颈部正

中切开，长约1cm，暴露右侧颈总动脉和颈外动脉，

丝线结扎颈外动脉。分离颈总动脉，在距颈总动脉

分叉处近端0.5cm处结扎颈总动脉，在结扎线的远

端置丝线备用。用微小动脉夹夹闭颈内动脉，在备

用线的近端用眼科剪剪口，将前端涂有牙胶的尼龙

线线栓插进切口，至动脉夹处，稍系紧备用线，后松

开动脉夹，将线栓沿颈总动脉、颈内动脉顺行向上插

入至大脑中动脉起始部，遇阻力时停止，从颈总动脉

分叉处计算插入深度为（1.9±0.1）cm，造成大脑中

动脉供血阻断，60min后将线栓拔出，结扎丝线，缝

合伤口，消毒皮肤，完成脑缺血再灌注模型。正常组

不作任何处理。观察大鼠清醒后行为学改变。采用

jection group more than that in NS injection group (P<0.01). The ratio of bcl-2 and bax (bcl-2/bax) in blocker

H89 injection group reduced compared with that in NS injection group (P=0.02).
Conclusion: The rTMS of 20Hz could promote hippocampus neuronal survival after cerebral ischemia and inhibit

apoptosis. Its affect on the pathway of PKA-CREB might be one of the mechanisms.

Author's address Department of Rehabilitation Medicine, Tongji Hospital, Tongji Medical College, Huazhong Uni-

versity of Science and Technology, Wuhan, 430030

Key word cerebral infarction；repetitive transcranial magnetic stimulation；learning and memory；PKA-CREB; apop-

tosis
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Bederson评分方法，标准：0分,无明显神经功能缺失

表现；1分,提尾悬空时左前肢屈曲；2分，向左侧行

走；3分,向左侧转圈，成追尾状。将1、2、3分的动物

纳入本实验。

1.3 重复经颅磁刺激

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

60mm，脉冲磁场峰值强度为3.5T。模型制作第1天

起rTMS组、rTMS+H89组和rTMS+NS组大鼠清醒状

态下置于自制固定器中，圆形线圈磁场边缘置于大

鼠梗死侧大脑上方，线圈边缘距离颅骨1cm，与头皮

相切。刺激参数参考严莉等[6]的研究，频率为20Hz，

强度为33％最大输出强度，刺激脉冲持续5s，间歇

60s，每个序列100个脉冲，共10个序列，每天刺激1

次，连续7d。

1.4 Morris水迷宫实验

采用Morris水迷宫（中国医学科学院生产）进行

行为学检测。模型制作的第5天开始，第一部分正

常组、模型组和rTMS组大鼠进行水迷宫实验，共5

次，4d内完成，第1天训练2次。圆形平台固定放置

于第三象限中心，放入适量水使平台低于水平面

3cm。前4次为训练，每次分别从3个象限(除平台所

在象限)的中点将大鼠逐一面向池壁放入水中，设定

大鼠在平台上停留3s为找到平台，记录大鼠在水中

寻找并爬上平台的时间，即逃避潜伏期。如果大鼠

在60s内未找到平台，则将其引导至平台，停留20s

以熟悉环境，此时逃避潜伏期记为60s。最后一次

为检测，撤去平台，于第1象限入水点处将大鼠面向

池壁放入水中，记录大鼠60s内第一次穿过平台的

搜索时间(逃避潜伏期)。将最后一次成绩进行统计

分析，以此来评价大鼠的空间学习记忆能力。

1.5 蛋白免疫印迹（Western blot）

rTMS治疗结束后模型组、rTMS组、rTMS+H89

组、rTMS+NS组各随机取大鼠4只，麻醉后处死，断

头取梗死侧海马，裂解、匀浆，取上清液，蛋白定量后

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳、电转移和膜封闭，封闭结

束后分别用抗大鼠pCREB、bcl-2和bax抗体溶液室

温孵育。pCREB抗体购自Santa公司, bcl-2和 bax

抗体购自CST公司。二抗孵育后显色、曝光、显影，

以Gel pro4.0 版凝胶光密度分析软件进行分析，测

其累积光密度值（integrated optical density，IOD），

以GAPDH为内参照,求得比值，即相对光密度值,并

计算bcl-2与bax的比值，进行半定量分析。

1.6 免疫组化

rTMS治疗结束后模型组、rTMS组、rTMS+H89

组、rTMS+NS组各取剩余大鼠4只，灌注多聚甲醛固

定，断头取脑，常规梯度酒精脱水、石蜡包埋，5mm

厚连续冠状切片，在海马互抱平面间隔3张取1张，

每个脑组织取3张，采用标准SP法进行染色，DAB

显色，其中pCREB无苏木精复染，bcl-2、bax复染，检

测大鼠海马各区（CA1、CA3、DG）pCREB、bcl-2、bax

蛋白表达情况。每张脑片各区随机选取2个视野，

采用HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文分析系统

测定免疫产物的IOD。

1.7 统计学分析

采用SPSS17.0统计软件，所得数据以均数±标

准差表示。水迷宫实验各组比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用LSD检验；Western blot和免

疫组化检测两组间采用独立样本 t 检验，P<0.05表

示具有显著性意义。

2 结果

2.1 Morris水迷宫测试

对参与水迷宫实验的各组统计分析发现，与正

常组相比，模型组大鼠的逃避潜伏期明显延长（P=
0.001），rTMS组与正常组相比差异则无显著性（P=
0.096），而模型组较磁刺激组的逃避潜伏期则明显

延长（P=0.017），见表1。

2.2 Western blot检测结果

Western blot结果显示，模型组、rTMS组、rTMS+

H89 组和 rTMS +NS 组均表达一定量的 pCREB、

bcl-2、bax (图1)。 对无侧脑室注射过程的模型组

和rTMS组各蛋白相对光密度值进行统计分析，见表

2，rTMS组的pCREB和bcl-2表达较模型组增加，bax

表1 重复经颅磁刺激对脑梗死大鼠
Morris水迷宫行为学的影响 （x±s）

组别

正常组
模型组
刺激组

①与正常组相比P<0.05；②与模型组相比P<0.05

动物数

6
12
12

逃避潜伏期（s）

19.35±12.62
49.76±13.27①

33.13±19.46②
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则较模型组减少，且均有显著性意义，bcl-2与bax

的比值（bcl-2/bax）两组比较具有显著性差异，rTMS

组大于模型组。

对进行侧脑室注射的rTMS+H89组和rTMS+NS

组各蛋白相对光密度值进行统计分析，见表2。rT-

MS+H89组的pCREB和bcl-2表达较rTMS+NS组减

少，bax则较rTMS+NS组增加，且均有显著性意义，

bcl-2与 bax的比值（bcl-2/bax）rTMS+H89组较 rT-

MS+NS组小，也具有显著性差异。

2.3 免疫组化检测结果

免疫组织化学染色检测模型组、rTMS组、rTMS+

H89 组和 rTMS+NS 组大鼠海马 pCREB、bcl-2、bax

蛋白在不同区域的表达（见图2—3），光镜下观察,

海马各区均可见阳性细胞，pCREB 位于细胞核内，

bcl-2和bax主要位于细胞浆和突起，各蛋白主要分

布于锥体细胞层和颗粒细胞层，齿状回区较密集，阳

性均呈棕黄色。对无侧脑室注射过程的模型组与

rTMS组各蛋白在不同区域的累积光密度值进行统

计分析，见表3。磁刺激组CA1区的pCREB表达较

模型组增多，有显著性意义，bcl-2、bax表达未见统

计学差异；CA3和DG区pCREB、bcl-2、bax各蛋白表

达比较均未见显著性差异。

对进行侧脑室注射的rTMS+H89组和rTMS+NS

组各蛋白不同区域的相对光密度值进行统计分析，

见表3。rTMS+H89组的pCREB蛋白在CA1、CA3和

DG各区表达均较rTMS+NS组减少，差异有显著性；

rTMS+H89组的bcl-2在DG区表达比rTMS+NS组减

少，且表现出统计学差异，在CA1和CA3区则无差

异；两组的bax在各区均无差异。

表2 各组海马不同区域pCREB、bcl-2、bax
相对光密度值的比较 （x±s）

组别

模型组
rTMS组
rTMS+
H89组
rTMS+
NS组

①与模型组相比P<0.01；②与rTMS+NS组相比P<0.01；③与rTMS+
NS组相比P<0.05

动物
数
4
4

4

4

pCREB

0.12±0.02
0.37±0.05①

0.20±0.03②

0.36±0.03

bcl-2

0.38±0.09
0.68±0.10①

0.20±0.03②

0.61±0.10

bax

0.72±0.15
0.21±0.03①

0.67±0.06②

0.28±0.11

bcl-2/bax

0.57±0.25
3.24±0.34①

0.29±0.02③

2.43±0.95

表3 各组海马不同区域pCREB、bcl-2、bax累积光密度值的比较 （x±s）

组别

模型组
rTMS组
rTMS+
H89组
rTMS+
NS组

①与模型组相比P<0.01；②与rTMS+NS组相比P<0.01

动物数

4
4

4

4

pCREB
CA1

23.50±6.54
34.23±11.37①

28.01±6.36②

40.55±9.17

CA3
24.05±9.29
27.97±9.51

25.76±4.17②

36.41±7.94

DG
48.58±14.95
57.20±22.81

53.52±12.10②

83.49±17.04

bcl-2
CA1

16.76±6.98
16.94±5.82

25.68±13.46

23.04±8.42

CA3
25.55±11.20
22.51±4.60

36.42±16.97

30.26±4.76

DG
34.70±13.20
26.89±14.23

29.00±20.64②

52.87±10.04

bax
CA1

16.66±7.29
20.03±8.25

26.38±16.46

28.58±10.89

CA3
21.52±9.80
25.19±6.94

34.55±8.07

33.99±12.13

DG
47.33±31.74
49.88±17.15

43.93±22.46

52.35±17.01

3 讨论

急性缺血性卒中后很多患者遗留学习记忆障碍[7],

rTMS有助于提高急性脑梗死患者的学习记忆能力，

改善神经功能缺损[8]，因此，rTMS可能是一种改善脑

缺血患者学习记忆障碍的有效方法。本研究采用

Morris水迷宫实验来观察学习记忆功能的改变, 结

果发现，模型组大鼠逃避潜伏期较正常组明显延长

（P<0.05），经过磁刺激治疗的rTMS组逃避潜伏期较

模型组则明显缩短，与正常组相比则无差异（P>
0.05），说明rTMS可以有效改善脑缺血大鼠的学习

记忆功能。Wang等[9]也发现高频rTMS（5Hz）能够显

著改善脑缺血后的学习记忆功能障碍，不同的是所

研究的实验动物是血管痴呆型大鼠。

海马与学习记忆关系密切，此区神经元对缺血

缺氧损伤较敏感，研究者认为全脑缺血后海马锥体

细胞发生的迟发性、选择性神经元损伤为迟发性神

经元死亡(delayed neuronal death, DND)[10]。MCAO

图1 各组大鼠海马Western blot检测结果

a：模型组；b：rTMS组；c：rTMS+NS组；d：rTMS+H89组

bax

bcl-2

pCREB

GAPDH

dcba
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引起的局灶性脑缺血也可伴海马区DND[11—12]，并以

凋亡为主[13]。参与凋亡现象的主要调控基因包括

bcl-2和bax基因,bcl-2基因过度表达可特异性抑制

细胞凋亡;而bax基因过度表达则促进细胞凋亡[14]。

bcl-2/bax比值高, 细胞存活率高; 比值低, 凋亡率

高[15—16]。rTMS可保护短暂脑缺血发作所诱导的迟

发型神经元死亡[17]。因此，我们推测rTMS是否可以

通过调节海马区细胞凋亡来保护缺血后神经元进而

改善大鼠的学习记忆功能。

CREB是一种具有选择性特异结合环磷酸腺苷

反 应 元 件（cyclic adenosine monophosphate re-

sponse element，CRE）的核蛋白, 磷酸化的 CREB

(pCREB)是其活化形式，CRE 则是广泛存在于真核

生物许多基因启动区的一段DNA 序列, 磷酸化的

CREB与靶基因的CRE结合，调节位于其下游的大

量基因如即刻早基因(c-fos等)、bcl-2[18]、脑源性神经

营养因子(brain derived neurotrophic factor，BDNF)

基因[19]等的转录。长时程记忆形成依赖蛋白合成，

而转录因子CREB在介导其形成中起关键作用[20]。

PKA-CREB信号通路是长时程记忆形成的中心分

子途径[21]。海马PKA-CREB信号通路参与亚精胺诱

导的大鼠记忆能力的改善[22]。蛋白激酶A(protein

kinase A, PKA)是使其磷酸化激活的主要蛋白激

酶, H89则可抑制CREB的磷酸化。因此，在Morris

水迷宫实验发现rTMS能够有效改善脑缺血大鼠学

习记忆功能基础上，本实验设置模型组和rTMS组，

将两组比较观察rTMS对脑缺血后海马区pCREB和

凋亡蛋白的影响，并设置rTMS+H89组和rTMS+NS

组，观察注射PKA阻滞剂后这种影响是否变化，进

一步探索rTMS的机制。

实验Western blot检测发现，rTMS组大鼠海马

pCREB与bcl-2表达较模型组均明显增加，而bax表

达则下降，bcl-2与bax的比值（bcl-2/ bax）大于模型

组。结果说明rTMS能够促进脑缺血后pCREB的表

达。体外研究发现rTMS（5Hz）对来自人体的神经元

样细胞进行干预能够诱导环磷酸腺苷的形成及随后

的CREB的磷酸化[23]，与本研究有相似发现。而且

rTMS能够抑制凋亡，这与Gao[24]和Yoon等[25]的研究

结果一致，不同的是本实验发现rTMS对bax也有影

响，使其表达下降，这可能是因为所研究大脑部位不

同。与 rTMS+NS 组相比 rTMS+H89 组的 pCREB、

bcl-2 表达量下降，bax 增多，bcl-2 与 bax 的比值

（bcl-2/bax）下降，说明注射PKA阻滞剂后CREB的

磷酸化被抑制，同时 rTMS抑制凋亡的作用减弱。

Western blot结果表明磁刺激能够促进脑缺血后海

马神经元的存活，抑制凋亡，而且可以通过影响

PKA-CREB通路的表达来实现。免疫组化结果显

示，rTMS组 pCREB在 CA1区表达较模型组增加，

CA3和DG区则无差异，两组bcl-2和bax表达在各

区均无差异；rTMS+H89组pCREB在各区表达均比

rTMS+NS组减少，rTMS+H89组bcl-2在DG区表达较

rTMS+NS组减少，在CA1和CA3区则无差异，两组

bax各区表达均无差异。这可能是因为海马CA1区

对缺血较敏感，而齿状回（DG）区对缺血较为耐受[26]，

此外不同时间检测也许会有不同的发现，海马各区

对阻滞剂的敏感性也可能有所不同。

综上，脑梗死后高频重复经颅磁刺激的早期干

预可以改善学习记忆功能，而且能够促进pCREB表

达 抑 制 凋 亡 ，这 种 平 行 的 关 系 使 我 们 重 视

图2 rTMS+H89组和rTMS+NS组pCREB在海马表达 （免疫组化，SP法，×400）

CA1 CA3 DG
rTMS+NS组 rTMS+H89组

CA1 CA3 DG

图3 rTMS+H89组和rTMS+NS组bcl-2
在海马DG区表达 （免疫组化，SP法，×400）

rTMS+NS组rTMS+H89组
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PKA-CREB信号通路在学习记忆功能改善中的作

用，学习记忆功能损害直接影响患者的总体康复效

果，rTMS是一种无创的新技术，因此，对其更进一步

的精确研究值得期待。本实验的组织化学检测各指

标在海马各区未见如Western blot检测同样明显的

差异，除上述可能外，可能与实验对象数量偏少有

关。此外，本研究的后续部分将进一步探讨高频重

复经颅磁刺激在改善脑缺血后学习记忆功能中的作

用机制，为临床提供理论依据。
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