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·基础研究·

不同频率重复经颅磁刺激对脊髓损伤大鼠
运动功能的影响*

向艳平1 唐 锋2 肖 锋1 张靖慧1 徐 江1 黄晓琳1，3

摘要

目的：研究不同频率重复经颅磁刺激（rTMS）对不完全性脊髓损伤（SCI）大鼠运动功能的影响。

方法：65只SD雌性大鼠随机分为正常组、模型组、磁刺激5Hz组、10Hz组和20Hz组，每组13只。用Allen重物坠落

法将模型组和磁刺激组制作成不完全性脊髓损伤模型。术后24h开始对磁刺激组实施rTMS治疗，刺激频率分别为

5Hz、10Hz、20Hz，刺激强度均为90%运动阈值，刺激5s，间歇10s，共500个脉冲。每天1次，每周5d，连续4周，对照

组不给予刺激。于术后第4周分别给予BBB行为学评分；检测运动诱发电位（MEP），记录潜伏时及波幅；并应用免

疫组织化学法和Western blot法检测脊髓损伤处生长相关蛋白43（GAP-43）的表达情况。

结果：BBB评分结果显示20Hz组大鼠分值最高，10Hz组次之，两者与模型组比较差异均有显著性意义（P<0.01）；

10Hz组大鼠的MEP潜伏时最短，20Hz组次之，两者与模型组比较差异有显著性意义（P<0.01）；免疫组织化学及

Western blot结果均显示10Hz组GAP-43表达量最高，20Hz组次之，两组与模型组比较差异均有显著性意义（P<
0.01，P<0.05）。
结论：高频rTMS可促进不完全性脊髓损伤大鼠运动功能恢复，以10Hz频率为佳。
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Abstract
Objective:To investigate the effects of repetitive transcranial magnetic stimulation（rTMS） of different frequencies

on motor function of rats with incomplete spinal cord injury（SCI）.

Method: Sixty-five rats were randomly divided into normal, control, rTMS 5Hz,10Hz and 20Hz groups,with 13

rats in every group.SCI models were induced by Allens weight-drop device. rTMS group received rTMS treatment

once daily, 5d/week for consecutive 4 weeks. The 5s bursts of 5Hz/10Hz/20Hz at 90% motor threshold were used

with each burst being separated by 10s interval. The control group received no stimulation. The scores of Basso,

Beattie,Bresnahan（BBB）scale and amplitude as well as latency of motor evoked potential（MEP）were recorded af-

ter 4 weeks. At the same time,the immunohistochemistry and Western blot technique were applied to determine

the expression level of growth associated protein-43（GAP-43）in spinal cord.

Result:The BBB scores revealed the 20Hz group got the highest score,the 10Hz group was the second,and the di-

versity with control group was significant(P<0.01); the 10Hz group got the shortest latency of MEP,the 20Hz group
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报道显示，在亚洲脊髓损伤（spinal cord injury，

SCI）的年发病率为18.0—40.2/100万[1]，由脊髓损伤

所带来的经济损失在发达国家（如美国）高达数亿美

元[2]，此疾病给予个人和家庭所带来的毁灭性打击

无可估量。近年来，重复经颅磁刺激（repetitive

transcranial magnetic stimulation，rTMS）在神经可塑

性、神经再生等方面显示出很大的临床应用前景[3]，

rTMS也已对SCI呈现出不同程度的治疗作用[4—11]。

众所周知，rTMS的刺激频率是很重要的参数，各研

究者应用rTMS治疗SCI分别用过0.5Hz、1Hz、5Hz、

10Hz、20Hz等不同的频率[4—11]，均获得一定疗效。本

研究旨在探讨rTMS治疗脊髓损伤的最佳频率，为临

床应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

清洁级雌性SD大鼠65只，由华中科技大学同

济医学院动物实验中心提供，体重（230±20）g。其

中13只设为正常组；其余52只大鼠用Allen's法制作

成不完全性脊髓损伤模型，并将其分为磁刺激5Hz

组、10Hz组、20Hz组和模型组，每组13只。

1.2 造模

所有器械经高压蒸汽灭菌。以10%水合氯醛按

3ml/kg体重腹腔内注射麻醉。将麻醉后的大鼠俯卧

位固定，分离皮肤肌肉，充分暴露T10段脊髓。用自

制改良的Allen撞击器使10g重量均匀粗细的击打

棍从2.5cm高度垂直水平面自由落体，击打T10段脊

髓，被撞击脊髓组织水肿、出血，硬脊膜肿胀呈紫红

色，大鼠尾巴痉挛性摆动，双下肢回缩样扑动，表示

造模成功。术后每只大鼠单笼饲养，10d后4只大鼠

合笼饲养。术后每日腹腔注射青霉素8万U/只，持

续7d。术后给予人工排尿，每天3次，直至自身排尿

反射恢复。实验过程中，有5只大鼠死于尿路感染，

未纳入实验。

1.3 rTMS治疗

采用YRD CCY-I型磁刺激仪（武汉依瑞德医

疗设备新技术有限公司），配动物专用圆形线圈，直

径为6cm，脉冲磁场峰值强度为3T。造模24h后，将

清醒状态下的rTMS组大鼠置于自制塑料固定器中，

头部牢固固定，圆形线圈磁场中心贴近于大鼠头骨

正中心[5]，应用90%静息运动阈值（制作模型前，测量

每只大鼠的运动阈值，测量结果示运动阈值为最大

脉冲强度的 21％）。刺激频率分别为 5Hz、10Hz、

20Hz，刺激时间为5s，间歇10s，共500个脉冲。每天

治疗1次，每周5d，连续4周。模型组及正常组未给

予任何处理。

1.4 检测指标与方法

1.4.1 行为学评分：行为学观察参照Basso等[12]提出

并经改良的BBB评分法（the Basso, Beattie, Bres-

nahan locomotorrating scale）（共21级）。双盲法对

各组动物后肢运动能力进行评估，将动物置于无障

碍物的面积足够大的平台上，由2个熟悉评分标准

的非实验人员观察记录其后肢的行走及肢体活动

5min，取平均分。

1.4.2 电生理学观察：运动诱发电位（motor evoked

potential，MEP）在大鼠清醒状态下进行[13]，采用丹迪

公司生产的磁刺激仪进行MEP检测。将记录电极

插入大鼠后肢的腓肠肌的肌腹上，接地电极连接在

大鼠的尾巴上，刺激线圈（直径14cm）置于大鼠头颅

的左/右前囟（大鼠眼裂外眦与耳际连线中点），rTMS

强度为100%最大刺激强度，刺激一侧皮质时在对侧

后肢胫外侧肌群记录MEP波，分别记录起始潜伏

时、峰潜伏时以及波幅（取峰峰值）。每只大鼠连续

刺激5次（每两次刺激间隔15s），取均值。

was the second, and the diversity of latency with control group was significant(P<0.01). The immunohistochemistry

and Western blot results all revealed the 10Hz group got the highest expression level,the 20Hz group was the sec-

ond,both were statistically higher than those in control group(P<0.01,P<0.05).
Conclusion:rTMS of high frequencies could enhance the motor function of incomplete spinal cord injury rats,and

the optimal frequency is 10Hz.

Author's address Dept. of Rehabilitation Medicine, Tongji Hospital, Wuhan City, 430000
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1.4.3 免疫组织化学及HE染色：大鼠先以10%水

合氯醛按3ml/kg体重腹腔内注射麻醉后，经左心室-

升主动脉插管，先注射肝素生理盐水后，灌流预冷

4%中性甲醛溶液，提取以脊髓损伤处为中心长1cm

的脊髓组织，4%中性甲醛溶液过夜，石蜡包埋，连续

横向切片，每10张取2张用于免疫组化染色。免疫

组化采用Envision法，每组选取脊髓组织切片各6

张，微波修复，分别上一抗兔抗GAP-43（growth as-

sociated protein-43）多克隆抗体（美国Chemicon 公

司，ab5312，1∶2000稀释）和二抗，DAB显色，苏木素

复染，二甲苯透明，中性树胶封固。阴性对照用PBS

代替一抗，余步骤相同，未见到阳性表达。

HE染色是将蜡块切成5μm厚的连续切片，脱

蜡至水染色，盐酸酒精分化，二甲苯透明，中性塑胶

封片。

采用Nikon TE2000倒置荧光显微镜采集图像

进行观察分析，并借助 Image-Pro Plus 软件测量

GAP-43阳性纤维（棕色区域）的累计光密度值。

1.4.4 Western blot检测：各组大鼠在SCI 4周后取

出以损伤段为中心的长约1cm的脊髓组织，Bradford

法测定蛋白浓度，SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳后转

膜，进行免疫酶染色，一抗为1∶1000兔抗GAP-43多

克隆抗体（美国Chemicon公司，ab5312），滴加二抗，

ECL显色，冲洗胶片，各组均以β-Actin蛋白作为内

参照。用Alpha软件系统系统分析目标带的光密度

值，并与内参照的结果测定结果比较，计算其比值，

比较各组差异。

1.5 统计学分析

采用SPSS13. 0统计软件进行分析，结果用均

数±标准差表示，组间的比较行单因素方差分析，P<
0.05为差异有显著性意义，进一步行两两比较（LSD

法），以P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 BBB评分

治疗4周后，20Hz组BBB评分最高，10Hz组次

之，均高于模型组（P<0.01）。5Hz组分值排第三，高

于模型组（P>0.05）。见表1。

2.2 电生理检测

治疗4周后，模型组有4只大鼠未引出运动诱发

电位。已引出波形的 MEP 结果示，rTMS 组大鼠

MEP起始潜伏时和峰潜伏均短于且波幅高于模型

组。10Hz组潜伏时最短，20Hz组次之，均短于模型

组（P<0.01）。5Hz组潜伏时为第三，短于模型组（P>
0.05）。10Hz组与20Hz组的波幅最高，各组间比较

差异均无显著性意义（P>0.05）。见表1及图1。

2.3 组织学观察

磁刺激组与模型组镜下均见损伤处脊髓组织排

列紊乱，空洞形成，内壁光滑，部分呈噬洞样改变，周

围环绕密集胶质纤维，腹侧及外侧索可见少量白质

纤维束结构残留，胶质细胞增多，模型组排列更加紊

乱，且形成较大空洞。

2.4 免疫组织化学

标志物广泛分布于脊髓灰质，在脊髓后角更为

明显。高倍镜下主要集中分布于突触末梢、突触间

隙、胞体周围。rTMS组脊髓的GAP-43积分光密度

值均高于模型组；10Hz组的GAP-43的积分光密度

值最高，20Hz组其次，5Hz组排第三。各组之间两两

比较差异均有显著性意义（P<0.01）。见表1及图2。

2.5 Western blot检测

rTMS组的GAP-43表达量较模型组和正常组明

显增多。10Hz组的GAP-43的表达量最高，20Hz组

次之，均高于模型组（P<0.01，P<0.05），5Hz组表达

量第三，高于模型组（P>0.05）。见表1及图3。

表1 4周后各组BBB评分、MEP、免疫组化、Western blot 结果 (x±s)

组别

5Hz组

10Hz组

20Hz组

模型组

正常组

与模型组比较：①P<0.01，②P<0.05；③与10Hz组比较：P<0.01；④与20Hz组比较：P<0.01

动物数

9

12

13

13

13

BBB（分）

5.78±0.19

7.08±0.94①

7.46±1.20①

4.15±0.23

21.00±0.00

起始潜伏时（ms）

12.87±1.67

7.74±0.22①

10.12±1.33①

15.79±6.56

6.39±0.29

峰潜伏时（ms）

15.01±2.0

10.43±1.53①

12.57±1.72①

18.17±1.56

7.66±0.56

波幅(μV)

0.65±0.04

0.66±0.01

0.66±0.05

0.56±0.18

4.87±0.25

GAP-43(IHC)

12198±879①③④

20479±848①④

15256±815①③

9153±114

4050±104

GAP-43(western blot)

0.97±0.48

1.22±0.37①

1.04±0.37②

0.66±0.18

0.34±0.11
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3 讨论

SCI是一个破坏性极强且后果极严重的致残性

疾病[14]。虽与脑卒中相比其发病率不算高[15]，但大

约有1/3的SCI患者为颈髓损伤所致的四肢瘫，约1/

2的SCI患者为完全性瘫痪；患者发生SCI的平均年

龄为33岁，男女比例为3.8∶1；多数SCI患者为青年

男性患者，正值生产和创造的年龄[1]，而脑卒中的平

均发病年龄为70岁[15]。故对SCI患者的康复迫在眉

睫。对于神经精神系统疾病，较理想的治疗方式是

针对大脑特定的功能失调部位的治疗，而没有副作

用或者副作用很小，并且效果优良，经济实用，较易

在临床上实现[16]。rTMS反复刺激大脑皮质，可调整

脊髓神经递质的分泌以及传导通路的畅通性，促通

皮质脊髓束通路，从而促进SCI运动功能的恢复。

诸多研究显示MEP的波形及波幅的改变与SCI

神经功能缺失与恢复有着重要的关联[17]。MEP技术

无论在临床[18]或是在实验室[19]均较受推崇。本研究

选择MEP的两个常用指标：MEP潜伏期和波幅，客

观评价大鼠SCI后皮质脊髓传导通路恢复情况。

本研究显示治疗4周后，在模型组有4只大鼠未

能引出运动诱发电位的情况下，仍然得到模型组运

动诱发电位潜伏期最长、波幅最低的结果。提示模

型组未得到rTMS治疗，这一部分大鼠脊髓传导通路

恢复极差。3个高频磁刺激组MEP潜伏期较模型组

缩短，波幅较模型组增高，且BBB评分均高于模型

组，证明3组高频rTMS促进了SCI后脊髓传导性的

恢复，运动传导通路和运动功能的恢复也均优于模

型组。虽与正常大鼠相比还有较大差距，但与脊髓

损伤模型组比较，证明治疗已起到十分积极的作

用。由于MEP波幅受诸多因素影响，背景肌肉任何

收缩都会影响MEP波幅，在整个实验过程不易平衡

和控制各个影响因素；因此MEP波幅在各组之间的

比较无明显差异；也可能是因为总脉冲数不够，或者

是因为皮质兴奋性增加导致波幅增加的持续时间过

5Hz组

图1 4周后各组MEP波形

正常组

模型组

20Hz组

10Hz组

P

O

Site 4:Tr4:OmA

O

P
Site 20:Tr20:OmA

Site 5:Tr5:OmA

O

P

O

P
Site 5:Tr5:OmA

Site 8:Tr8:OmA

O

P

A：5Hz组；B：10Hz组；C：20Hz组；D：模型组；E：正常组

图2 4周后各组大鼠脊髓灰质GAP-43阳性表达
（免疫组织化学结果，Envision法，×400）

图3 4周后各组大鼠GAP-43蛋白表达
（Western blot结果）

5Hz组 10Hz组 20Hz组 模型组 正常组

GAP-43

β-Actin
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短，未及时观察到MEP变化。在3个不同频率的rT-

MS组中，10Hz组的MEP潜伏时最短、波幅最高，恢

复最佳。

GAP-43是一种高度特异性的神经元生长调节

蛋白。在转基因大鼠，GAP-43的过表达会引起新

的突触形成，并加强损伤后神经出芽再生[20]。在整

个轴突发生过程中，GAP-43的合成和轴突运输呈

高水平持续；而在稳定的轴突联系建立后，其水平则

开始下降[21]。本研究应用免疫组化和Western blot

方法检测GAP-43，均显示rTMS 10Hz组的GAP-43

表达水平最高，20Hz组次之，5Hz组最低，三者均高

于模型组。本研究证明3个高频rTMS组均可促进

神经功能的恢复，而10Hz组的频率更佳，神经再生

水平最高。

综上所述，BBB评分、MEP、免疫组化、Western

blot的检测结果均显示3个磁刺激组的恢复情况优

于模型组；MEP、免疫组化、Western blot的检测结果

均显示10Hz的rTMS对大鼠不完全性SCI的效果最

佳。虽20Hz组的BBB评分得分最高，但两者差别极

小，且两组之间差异无显著性意义。故本研究认为

10Hz、20Hz的高频rTMS可以促进不完全性SCI运动

功能的恢复、脊髓传导性的恢复及促进脊髓

GAP-43蛋白的表达，从而促进神经损伤后的功能

重建和再生，其中以10Hz的频率为佳。

高频rTMS对SCI大鼠的效应可能与以下因素

有关：①高频rTMS可使皮质抑制下调，使大脑皮质

兴奋性升高[4]，促进损伤轴突残端出芽或残留轴突

侧支出芽，并延伸到相应靶细胞形成新的神经通路

从而改善SCI后的运动功能障碍[22]。②rTMS可促进

大脑皮质及脊髓结构的重塑，使得残余的神经功能

得到最大程度的发挥。诸多研究证实磁刺激具有改

变细胞膜的离子通道、改变细胞兴奋性、诱导轴突侧

枝生芽、促进神经细胞再生等作用[3]。③rTMS可能

激活了脊髓步行中枢模式发生器(central pattern

generator, CPG)[23]。④由rTMS产生的效应有可能与

神经轴突出芽的增强和血清素5-HT（或其他的神经

调节递质）的释放有关[24—25]。神经系统损伤后其功

能恢复的病理生理机制较为复杂，深入到细胞、分子

及基因水平的研究还有待进一步开展。

在对SCI的康复研究中，rTMS是一个值得研究

的介入方法。近年来，经改进后生产的成对脉冲磁

刺激[26]、theta脉冲磁刺激[27]、四相脉冲波磁刺激[28]也

越来越多地得到应用。此外，在各种参数如频率、强

度、总脉冲数、刺激脉冲波形等的选择上应该尽可能

地细化，并制定出最适合的参数或参数范围；在刺激

部位的定位上可与fMRI等导航系统结合，使定位更

加精确[29]，也可以通过脑电图的检测来探究大脑电

活动变化从而深入探索其中机制[30—31]。
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