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摘要

目的：探讨低声压级次声对脑缺血再灌注损伤大鼠治疗后梗死灶周围组织的突触素（SYN）和微管相关蛋白（MAP-

2）表达的影响。

方法：线栓法制作脑缺血再灌注模型，18只SD大鼠随机分为假手术组、模型组、次声组，每组6只。假手术组大鼠大

脑中动脉没有栓塞且不进行次声干预，模型组大鼠造模后不行次声干预，次声组大鼠造模成功12h后连续次声干预

7d，每天2h。在第8天对大鼠用改良神经功能损害评分法（mNSS）进行神经功能评分，然后心脏灌注取脑、固定、切

片进行免疫组化检测SYN和MAP-2。

结果：次声组的大鼠神经功能mNSS评分比模型组明显降低，次声组梗死灶周围组织SYN的累计光密度（IOD）比模

型组显著增高（P＜0.01）；次声组梗死灶周围组织MAP-2的染色比模型组强（P＜0.01）。

结论：低声压级次声能促进脑缺血再灌注大鼠功能恢复的机制之一可能是促进了梗死灶周围组织内的 SYN 和

MAP-2的表达，提高了神经元的可塑性。

关键词 次声；脑缺血再灌注；突触素；微管相关蛋白2

中图分类号：R743.3, R454.3 文献标识码：A 文章编号：1001-1242（2015）-01-0010-04

Effects of infrasound of low sound-pressure on the expressions of synapsin and microtubule associated
protein-2 in cerebral ischemia-reperfusion rats/HE Renhong, FAN Jianzhong, LI Dejie//Chinese Journal
of Rehabilitation Medicine, 2015, 30(1):10—13
Abstract
Objective: To explore effects of infrasound of low sound pressure on the expressions of synapsin I (SYN) and

microtubule associated protein-2 (MAP-2) in cerebral ischemia-reperfusion rats.

Method: Rats of infrasound group (n=6) and model group (n=6) were conducted middle cerebral artery occlu-

sion by thread embolism; the sham (n=6) group hadn't embolism and wasn't treated with infrasound. Rats in in-

frasound group were treated with infrasound for two hours per day. The neural function scores of each group

were scored by using modified neurological severity scores(mNSS) at the 8th day. Then, the rats were execut-

ed and brain tissue slices were stained to observe the expression of SYN and MAP- 2 around the ischemic

sites by immunohistochemical technique.

Result: The mNSS score of infrasound group was higher than that of model group (P＜0.05). The expression

of SYN in infrasound group was significantly higher than that in model group (P＜0.01). The expression inten-

sity of MAP-2 in infrasound group was stronger than that in model group(P＜0.01).

Conclusion: One of the mechanisms in response to the therapeutic effects of infrasound of low sound-pressure

on cerebral ischemia-reperfusion rats may be the improvement of expressions of SYN and MAP-2.
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脑卒中高发病率和高致残率越来越受到学者的

关注，如何降低脑卒中患者的致残率改善患者运动

功能是当下研究的一个热门领域。物理因子在临床

上对治疗脑卒中有重要作用，除了传统的物理因子

在临床上得到普遍的应用，越来越多的新的物理因

子也逐渐进入临床。次声是指人耳听不见的声波，

一般是指频率低于20Hz机械振动波[1]。有报道称低

声压级次声可通过轻柔的共振作用，改善局部循环，

增加细胞活力，从而对生物体产生有利作用[2]。本

实验将通过研究低声压级次声对脑缺血再灌注损伤

大鼠可塑性影响的相关机制，为将来次声在研究和

临床中的应用提供相关理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 动物：健康 SPF级 SD大鼠 18只，体重 230—

270g，南方医科大学实验动物中心提供，室温、安静

环境、常湿饲养，普通饲料，自由饮水。质量合格证

号：SCXK（粤）-2011-0015。

1.1.2 试剂和仪器：次声治疗仪 Infrasound 8TM由美

国CHI公司研制；日产Olympus光学显微镜；Olym-

pus 数码相机；突触素（synapsin, SYN）一抗（Bio-

word，美国），微管相关蛋白（microtubule associated

protein 2, MAP-2）一抗（Bioword，美国）；二抗（山

羊抗兔，EnVision，DAKO）；Olympus DP controller

拍照系统（日本Olympus）；image-pro plus 6.0图像

处理系统（USA Media Cybernetics）等。

Infrasound 8TM次声治疗仪主要有次声声头和

主机两部分组成，输出档位为1，2，3。本实验采用3

档处理。经第四军医大学“便携式低频信号实时测

试智能分析系统”测试显示，该治疗仪3档位输出次

声 频 率 主 要 是 4—20Hz，声 强 主 要 是 79.75—

86.11dB[3]。

1.2 实验方法

1.2.1 动物分组及入组标准：18只 SD大鼠随机分

成假手术组、模型组、次声组三组。纳入及排除标

准：造模2h后按Zeal Longa[4]5分制评分标准评分：0

分，无神经损伤症状；1分，不能伸展对侧前爪；2分，

向外侧划圈；3分，向对侧倾倒；4分，不能自发行走，

意识丧失；1分以上视为成功。对造模成功大鼠进

行随机入模型组和假手术组，如未出肢体瘫痪（0

分）或已死亡的动物被剔除，采用差额补充的方法以

保证每组各6只大鼠。

1.2.2 局灶型脑缺血再灌注模型制作：参考Longa[4]

报道的线栓法，线栓采用直径为 0.24—0.26mm、长

度为 4.0cm 的尼龙鱼线。以 10%水合氯醛（0.45ml/

100g）腹腔注射麻醉后，仰卧位固定。手术器械无菌

消毒后，分离并暴露右侧颈总动脉及颈内外动脉，线

栓由颈外动脉插入颈内动脉，插入大脑中动脉时稍

遇阻力，即可停止，进线长度约 18mm，2h后拔出线

栓实现缺血再灌注，缝合手术切口，手术过程中维持

大鼠恒温，安静环境下饲养。假手术组：不插入尼龙

线栓塞动脉，余过程同模型组。

1.2.3 各组处理方法：次声组和模型组大鼠制作脑

缺血再灌注模型，次声组在脑缺血再灌注 12h后每

天次声干预2h连续7d，模型组和假手术组在干预过

程中次声治疗仪不开机，其余过程同次声组；在各组

大鼠干预7d后参照改良神经功能损害评分法（mod-

ified neurological severity scores, mNSS）[5]行神经

行为学评分。

1.2.4 标本制作：各组大鼠在第 8天用 10%水合氯

醛麻醉（0.45ml/100g体重），用16号针针头穿刺入左

心室至主动脉起始部，眼科剪剪开右心耳，先用

200ml生理盐水快速冲洗体内血液，然后用4%多聚

甲醛250ml进行灌注固定、断头取脑，在视交叉前后

1—3mm 之间取脑片，然后 4%多聚甲醛固定 6—

8h。进行常规脱水、透明、石蜡包埋，冠状切片，片厚

5μm，备用。

1.2.5 免疫组化：切片进行常规透明，梯度酒精脱

蜡，采用高压热修复，将切片置于柠檬酸缓冲液

（pH=6.0）高压锅煮沸 3—5min，3%过氧化氢封闭

10min 后加入一抗，4℃孵育过夜，复温后加入二抗

（EnVision 抗兔，DAKO），孵育 30min，加入 DAB 显

色，常规脱水透明封片。阴性对照用PBS缓冲液代

替一抗，其余步骤相同。

1.2.6 图像采集与分析：一个标本取一张切片，在同

等亮度、像素、曝光、对比度等条件下采用日本

Olympus光学显微镜及Olympus DP controller拍照

系统用10×40放大倍数。在脑缺血周围随机取6个

视野，用 image- pro plus 6.0 图像处理系统（USA
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Media Cybernetics）计算每一个视野的累积光密度

值（integrated optical density, IOD）最后取平均值。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 13.0 统计学软件进行分析，各组数

据以均数±标准差表示，神经功能评分采用独立样

本 t检验，各组 IOD值采用多样本方差分析。

2 结果

2.1 神经行为学评分

此神经行为学评分与文献[16]具有同源性，结果

显示次声组大鼠行为学评分小于模型组差异，有显

著性意义（P＜0.05），表明次声能提高脑缺血大鼠的

运动功能，具体数据可参见文献[16]。

2.2 SYN免疫组化结果

结果显示次声组梗死灶周围组织表达的 SYN

比模型组和假手术组高且有显著性差异（P＜0.01），

其中次声组表达的 SYN 高于模型组（P＜0.01），模

型组与假手术组相比同样存在显著差异（P＜

0.01）。见表1，图1。

2.3 MAP-2免疫组化结果

由于在次声组和模型组表达量大且差异明显，故

我们没有进行一个图像软件的专业处理。从MAP-2

染色结果来看，我们可以观察到从次声组依次到模型

组、假手术组MAP-2的表达差异明显（P＜0.01），次声

组高于模型组（P＜0.01），次声组和模型组表达的

MAP-2均比假手术组高（P＜0.01）。见表1，图2。

表1 各组SYN、MAP-2的累积光密度 (x±s)

组别

次声组
模型组

假手术组

SYN

27774.14±1885.88
17032.87±2388.16

4900.03±341.66

MAP-2

74788.81±6512.33
31346.76±2935.91
10427.64±1030.57

图1 各组梗死灶周围组织SYN的表达

注：A为假手术组；B为模型组；C为次声组

图2 各组梗死灶周围组织MAP-2的表达

注：A为假手术组；B为模型组；C为次声组

3 讨论

神经元的可塑性是神经康复学的基础，关于神

经可塑性的研究也越来越热门。大脑损伤后神经可

塑性提高可以改善学习、记忆和运动功能[6]，神经可

塑性的结构基础包括SYN和MAP-2。突触是神经

元及突起之间神经冲动传导的结构基础，在研究突

触过程中发现SYN存在于突触结构中。SYN是一

种相对分子质量为 38×103的Ca2+结合糖蛋白，分布

于神经元突触小泡和某些内分泌细胞；SYN作为突

触小泡的特异性标志蛋白，它的密度和分布可间接

反映体内突触的数量和分布情况[7]。国内学者研究

发现，跑台训练和神经生长因子促进脑缺血后功能

恢复的一个重要机制是提高了 SYN 的表达 [8—9]，国

外学者研究同样发现，运动训练在提高运动功能的

同时 SYN的表达也提高了[10]。MAP-2是细胞骨架

蛋白的重要组成成分，属于结构性微管相关蛋白家
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族，可作为神经元的标志蛋白，在脑损伤的恢复过程

中起着重要的作用[11]。有研究表明，脑缺血后电刺

激治疗在提高运动功能同时MAP-2表达增多，神经

元树突可塑性增高[12]。

有学者研究发现，8Hz、130dB的次声能损伤心

肌[2]和引起海马组织细胞内Ca2+堆积[13]，从而对机体

产生损害。根据我们长期对低声压级次声的研究，

我们发现低声压级次声似乎存在不同的作用。低声

压级次声是指声压在90dB以下的次声，我们曾应用

次声治疗 Infrasound 8TM产生的低声压级次声作用

于脑缺血再灌注损伤大鼠，结果证实了低声压级次

声在每天作用2h、连续7d，可明显改善神经症状，缩

小梗死面积，并通过刺激 IGF-1分泌同时梗死灶周

围星形胶质细胞增多，从而起到脑保护作用 [14—15]。

在细胞学上，我们证明了次声能提高骨髓间充质干

细胞增殖抑制其凋亡，同时验证了次声对骨髓间充

质干细胞存在的这种生物学效应与存活素的表达上

提有关[16—17]。本实验进一步探讨低声压级次声对脑

缺血再灌注大鼠梗死灶周围脑组织可塑性的影响。

本结果发现，次声组大鼠行为学评分明显比模

型组低，表明次声能明显改善脑缺血后大鼠的运动

功能。同时，次声组大鼠表达的 SYN 和 MAP-2 比

模型组也明显增多，说明次声能增加脑缺血后神经

元的可塑性促进梗死灶周围组织的功能恢复。我们

通过比较模型组与假手术组大鼠表达SYN和MAP-

2的情况，结果显示模型组的SYN和MAP-2表达强

度均比假手术组的高，说明脑缺血后大鼠存在自然

恢复过程，模型组大鼠在恢复过程中梗死灶周围组

织的神经元可塑性增强，此结果与国外学者研究的

结果一致[18]。

本研究发现，低声压级次声可改善脑缺血再灌

注损伤大鼠的运动功能，同时次声可提高 SYN 和

MAP-2在梗死灶周围组织的表达。初步认为低声

压级次声对脑缺血的治疗作用机制之一为提高了梗

死灶周围组织的可塑性，由于前期研究证明次声干

预7d可以对脑缺血大鼠达到最大的治疗效果，故本

实验只研究了次声干预 7d的时间。SYN和MAP-2

在脑缺血恢复过程中，会随着时间的推移有一个动

态的变化过程，我们对此变化没有进行研究，故本实

验存在一定的局限性需要下一步的相关实验研究。
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