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·基础研究·

经颅直流电刺激对脑外伤昏迷大鼠意识及
脑源性生长因子表达的影响*

廖诚诚1 孙伟铭1 冯 珍1,2

摘要

目的：探讨经颅直流电刺激（tDCS）对脑外伤昏迷大鼠的促醒作用及其可能机制。

方法：成年SD大鼠54只，随机分为3组，每组18只，分别是空白组、脑外伤（TBI）昏迷组及 tDCS组。TBI和 tDCS组

制作脑外伤昏迷模型，前者进行假 tDCS治疗，后者用 tDCS治疗。各组处理后在6h、12h、24h点评定大鼠意识水平，

对比治疗前后意识水平变化，处死大鼠，获取前额叶和海马，应用Western Blot法测定大鼠组织中脑源性生长因子

（BDNF）的表达。

结果：空白组18只、TBI组6只、tDCS组11只出现翻正反射，TBI组大鼠前额叶与海马BDNF表达较空白组升高，在

12h 点，tDCS 组大鼠前额叶 BDNF 表达较 TBI 组升高，差异有显著性意义（P＜0.05），在 6h 点，tDCS 组大鼠海马

BDNF表达较TBI组升高，差异有显著性意义（P＜0.05）。

结论：tDCS可促TBI昏迷大鼠觉醒，其机制可能与上调前额叶及海马BDNF表达有关。
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Abstract
Objective: To investigate wake-promoting effects of transcranial direct current stimulation (tDCS) on brain inju-

ry-induced coma and the possible mechanism.

Method: Fifty- four adult SD rats were randomly divided into three groups with 18 rats in each group.They

were blank group, traumatic brain injury-induced coma (TBI) group and tDCS group. Using classical free fall

method to create brain injury-induced coma and then treated rats with tDCS, consciousness level of rats were

assessed at 6h, 12h, 24h time points. After consciousness level evaluation, rats were put to death and then the

prefrontal cortex (PFC) and hippocampus of rats were extracted. Western Blot method was used to determine

the expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in three groups.

Result: Eighteen rats in control group, 6 rats in TBI group and 11 rats in tDCS group awakened. BDNF ex-

pression in TBI group was higher than that in blank group in PFC and hippocampus. More over, at 12h in

PFC and at 6h in hippocampus, BDNF expression in tDCS group was higher than that in TBI group with sta-

tistically significant difference(P＜0.05).

Conclusion: tDCS can improve the consciousness level of coma rats following TBI and the mechanism may

be related to upregulation of BDNF expression in the PFC and hippocampus of rats.
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随着现代医疗技术发展，脑外伤救治水平逐步

提高，越来越多的重型或特重型脑外伤患者得以保

留生命，但却遗留大量昏迷（coma）及植物生存状态

（vegetative state,VS）患者，据统计每年约有20万[1]，

脑外伤后昏迷因缺乏有效的治疗手段，常以高死亡

率、高致残率、高医疗费用[2]给国家、社会和家庭带

来巨大的经济负担，同时给患者家庭带来巨大的精

神压力。因此，对昏迷状态促醒进行临床和基础研

究迫在眉睫，使TBI昏迷患者早日苏醒亦是国内外

神经康复领域的研究重点。

既往临床上常用的治疗昏迷的方法有[3—4]：①维

持患者生命体征；②手术治疗；③神经营养药及催醒

药物运用；④中医治疗；⑤营养治疗；⑥感觉刺激；⑦
高压氧舱治疗等。这些措施对治疗昏迷患者起到了

一定作用，但有较多患者经上述治疗后仍昏迷不醒，

部分患者昏迷较长时间，最终因并发症死亡。

经颅直流电刺激（transcranial direct current

stimulation, tDCS）是一种非侵入性的、利用微小电

流调节大脑皮质神经电活动和突触可塑性的新兴技

术[5—6]，tDCS由直流微电刺激器、阴极电极和阳极电

极组成，治疗时通过放置于头皮的电极片，电流通过

头皮和颅骨时作用于大脑皮质，进而调节大脑皮质

活动，研究表明 tDCS可以影响相应区域的运动觉、

认知，也可影响意识状态[7—9]，但 tDCS影响意识状态

的具体机制还有待研究。

脑源性神经因子（brain- derived neurotrophic

factor, BDNF）主要表达于中枢神经系统，是神经营

养素家族最重要的成员[10]。免疫组化检测发现，大

脑皮质、海马、纹状体等部位BDNF阳性颗粒不仅分

布在神经元胞体，而且延续到纤维，其中以海马和皮

质的 BDNF 含量最高。研究发现，应急反应中

BDNF在脑组织含量变化与应急程度呈正相关，有

可能为临床脑损伤的治疗、损伤程度及预后的判断

提供新思路[11]，由此可见，BDNF是大脑损伤应急调

节的重要因素，已知 tDCS可通过上调BDNF表达使

运动学习能力加强 [12]，但 tDCS 是否可通过上调

BDNF表达使TBI昏迷觉醒尚不清楚，故本课题选

用 tDCS刺激TBI后昏迷大鼠，检验 tDCS促醒潜能

并分析BDNF是否参与促醒机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

SPF 级重 250—300g 的 SD 大鼠 54 只，雌雄不

限，由南昌大学动物实验科学部提供，购买大鼠后置

于本实验中心适应性饲养 1周，自然光照下进行常

规饲养，大鼠可自由饮食饮水，实验房温度保持在

23℃左右，本实验过程均遵守本院动物实验伦理委

员会管理条例规定。54只大鼠纳入实验，采用随机

数字表法平均分为三组：①空白组：无任何处理的健

康SPF大鼠；②脑外伤昏迷组：自由落体制造脑外伤

昏迷大鼠；③ tDCS 组：脑外伤后昏迷大鼠给予

tDCS，每组18只大鼠。

1.2 建立TBI后昏迷模型

本实验采用经典“自由落体打击法”[13]来建立昏

迷大鼠模型。吸入乙醚麻醉大鼠后，将麻醉大鼠俯

卧位置于打击装置正下方，头顶部毛皮消毒，切开分

离头顶部皮肤，剥离骨膜，暴露颅骨顶部，在颅顶冠

状缝与人字缝间交界处固定一铁制圆盘（直径

10mm左右），其底与颅顶相吻合。检查SD大鼠待

其恢复刺痛反射，根据大鼠体重，将直径 10mm 的

400g 圆柱撞击锤从 40—44cm 不等高度，从垂直金

属杆内自由下落，正好撞击于颅骨上的铁质圆盘，造

成大鼠颅脑损伤，记录大鼠昏迷时间。

1.3 意识状态评分

半小时后根据大鼠的感觉和运动功能，将大鼠

意识水平分成6级：Ⅰ级：在笼内活动正常；Ⅱ级：在

笼内活动减少；Ⅲ级：在笼内活动降低合并运动失

调；Ⅳ级：当大鼠背部置于笼的底部时能翻回（即翻

正反射存在）但不能站立；Ⅴ级：翻正反射消失但保

留疼痛刺激的肢体回缩反应；Ⅵ级：翻正反射消失、

疼痛刺激无反应；其中大鼠Ⅴ级、Ⅵ级至少持续

30min被认为是昏迷状态[14]。
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1.4 tDCS方法

本实验进行 tDCS处理时阳极电极为直径2mm

的透明塑料管，里面填充海绵。将铜丝插入海绵中

后，用聚丙烯酸酯固定铜导线。圆柱电极上方保留

有用于刺激中滴加生理盐水的小孔，从而减小电极

接触阻抗。管状的阳极电极则用玻璃离子水门汀固

定于颅骨表面的左侧前额叶体表投影部位，阴极置

于右侧眶上切记。刺激参数参照李一言[15]大鼠经颅

直流电刺激实验，选择40μA，30min，tDCS组大鼠进

行阳极刺激，TBI组只有始末各进行10s阳极刺激。

1.5 蛋白提取及Western Blot法检测BDNF蛋白的

表达

依据组织蛋白抽提试剂盒说明书，按如下步骤

提取前额叶和海马蛋白质：冰面上分离提取大鼠前

额叶皮质（prefrontal cortex, PFC）组织，蛋白提取

试剂盒提取前额叶皮质及海马蛋白，充分磨匀，

12kg冷冻条件下离心 10min，收集上清液并分装于

小管内后置于液氮罐内备用。测定蛋白浓度后上

样及电泳。①将蛋白与 4×蛋白上样缓冲液以 3∶1

比例混合在沸水浴中煮 5min。离心后在玻璃板上

的上样孔依次上样。②80V在浓缩胶中电泳 20min

后、Marker分离出红线时改为稳压 100V继续电泳，

待溴酚蓝的电泳接近胶的底时（大约70min）停止电

泳。③转膜：卸下胶，根据 Marker 位置切下 BDNF

蛋白及 β-actin所在的胶，将胶浸于缓冲液中，剪取

与胶大小及长度一致的 PVDF 膜（BDNF 及 β-actin

均0.45μm），活化PVDF膜于甲醇中8min，在湿转架

中按负极至正极的顺序依次放置滤纸、胶、PVDF

膜、滤纸，用玻璃棒赶去平面上气泡，按正负级上好

湿转装置，以稳流 200mA 转膜 80min。④封闭：转

膜结束后，将PVDF膜放入 5%脱脂牛奶进行封闭，

置于摇床上室温下慢摇2h。⑤结合一抗：将封闭结

束的 PVDF 膜浸入一抗反应液（BDNF 的一抗稀释

比例为 1∶2000，β-actin一抗稀释比例为 1∶2000）4℃
过夜。次日将膜用 TTBS 冲洗 3 次，每次 10min，将

膜上残留的一抗反应液洗去。⑥结合二抗：将洗过

的 PVDF 膜浸入二抗反应液（BDNF 的二抗稀释比

例为1∶2000，β-actin二抗稀释比例为1∶3000），于室

温下摇床上反应1h，将膜用适量TTBS清洗3次，每

次 15min，将膜上残留液洗去。⑦化学发光、曝光：

将PVDF膜上残余液用滤纸吸去，置入新鲜配制的

化学发光显影液中，与显影液充分接触，在暗室中

见到淡绿色荧光条带后，在 Biomed 机上曝光条

带。⑧分析蛋白表达水平：使用 QuantityOne 软件

分析条带的光密度值。将所得 BDNF 条带的光密

度值与内参蛋白 β-actin相除，得到BDNF相对蛋白

表达量。

1.6 统计学分析

各组大鼠之间意识水平的差别用秩和检验，不

同组别和时间点的BDNF表达以均值±标准差表示，

采用SPSS 17.0统计软件进行Western Blot数据的

方差齐性检验、单因素方差分析。

2 结果

2.1 意识状态变化

治疗后 6h、12h、24h 再次行为学评估，TBI 组

18只大鼠中 6只清醒，12只昏迷（其中Ⅴ级 5只，Ⅵ
级 7 只）；tDCS 组 18 只大鼠中 11 只大鼠清醒，7 只

仍昏迷状态（其中Ⅴ级 5只，Ⅵ级 2只）。空白组 18

只觉醒（大鼠出现翻正反射时被定义为觉醒），三

组大鼠的觉醒水平呈现“空白组＞tDCS 组＞TBI

组”的趋势。

2.2 前额叶皮质及海马BDNF表达

组间比较：PFC在 12h点比较，三组的BDNF含

量呈“空白组、TBI组、tDCS组”依次递增趋势，差异

有显著性意义（P＜0.05）；而在6h、24h点比较，三组

的 BDNF 含量虽然也呈“空白组、TBI 组、tDCS 组”

依次递增趋势，但组间BDNF含量差异无显著性意

义（P＞0.05）。见图1，表1。海马BDNF表达在6h、

12h 点呈现“空白组、TBI 组、tDCS 组”依次递增趋

势，6h 点差异有显著性意义（P＜0.05），12h 点差异

无显著性意义（P＞0.05），海马BDNF表达在 24h点

呈现“空白组、tDCS组、TBI组”依次递增趋势，差异

无显著性意义（P＞0.05）。见图2，表2。

组内比较：每组大鼠 PFC 内的 BDNF 在 6h、

12h、24h间比较差异无显著性意义（P＞0.05）。见表

1。在海马内则表现为空白组和 tDCS组BDNF含量

在6h、12h、24h间无显著性差异（P＞0.05）；TBI组大

鼠海马 BDNF 含量呈现“6h、12h、24h”依次递增趋

势，差异有显著性意义（P＜0.05）。见表2。
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3 讨论

近年来TBI所致昏迷依旧是高发病率、高死亡

率、高致残率的疾病。如何更有效地治疗TBI昏迷，

减少患者的死亡率及提高患者的生存质量正是神经

科学领域的重点研究方向。TBI之后可发生原发性

和继发性脑损害改变，前者包括脑动静脉破裂导致

神经元和脑白质弥漫性损害，后者包括脑缺血缺氧、

二氧化碳蓄积、颅内压升高等造成的损害，当这些损

害引起脑干网状激活系统功能失活和大脑兴奋性与

抑制性递质的失衡时，TBI昏迷便由此产生，目前临

床上常采用综合的促醒方法治疗TBI昏迷，联合药

物、高压氧、针灸，但治疗后仍有相当一部分患者处

于昏迷状态，研究出新的安全有效的促醒方法迫在

眉睫，tDCS可能是一项潜在的促醒治疗方法。

本实验在 tDCS促醒作用研究方面表明，TBI组

有12只大鼠昏迷（Ⅴ级8只，Ⅵ级4只）、6只觉醒，而

tDCS组7只大鼠昏迷（Ⅴ级3只，Ⅵ级4只）、11只觉

醒，两组大鼠意识水平比较差异有显著性意义（P＜

0.05）。tDCS 可通过微电流刺激大脑，激活脑神经

细胞并且可直接作用于大脑皮质增加皮质兴奋性，

近年研究表明 tDCS对各类神经系统疾病均有一定

治疗作用，这些疾病包括脑卒中后失语、帕金森病、

难治性癫痫、抑郁症等[16—19]，特别是 tDCS可以提高

昏迷患者意识水平[20]，具备促醒潜能，tDCS提高大

脑皮质兴奋性的机制可能有：①tDCS阳极引起静息

膜电位去极化的改变，使皮质的兴奋性提高，微弱电

流直接调节神经细胞活动或者膜的极化可能是

tDCS刺激后即时作用的主要机制[21—22]；②除了即时

作用外，tDCS同样有刺激后效应，如果刺激时间持

续足够长，大脑皮质的改变可持续达 1h或更久[23]；

③tDCS同样可以调节远隔皮质及皮质下区域兴奋

性[24]，阳极的 tDCS可能增加兴奋性来对抗TBI引起

的异常的 γ-氨基丁酸效应[25]，利于去除皮质抑制，唤

起觉醒；④tDCS通过调节BDNF表达提高突触可塑

性，利于修复损伤脑组织[26]。

在 tDCS作用分子机制研究方面，本实验发现，

TBI 后大鼠的 PFC 及海马内 BDNF 表达升高，这与

Grundy等[27—28]的研究结果类似，表明BDNF可能参

与脑外伤应激保护作用，经过 tDCS治疗后TBI大鼠

的 PFC 及海马内 BDNF 表达进一步升高，这与

Yoon KJ 等 [29]研究 tDCS 提高了 BDNF 的表达水平

一致，tDCS组与TBI组表达比较有显著性差异（P＜

0.05），提示BDNF可能参与 tDCS促醒机制，但 tDCS

是直接引起BDNF亦或是间接引起其上升还有待探

索。BDNF属于神经营养物质，是在脑内合成的一

种蛋白质，广泛分布于中枢神经系统内，可通过多种

方式发挥作用，对神经元的存活、分化、生长等起非

常重要作用。BDNF 的脑保护作用包括[30]：①防止

神经元受损伤后死亡、减轻神经元的病理状态，促进

受损伤神经元再生；②调节兴奋性神经递质乙酰胆

碱、多巴胺等的分泌，促进神经细胞的抗衰亡和对抗

损伤性刺激；③成熟中枢神经系统的神经元生存及

维持正常生理功能需要BDNF，应激、缺血、低血糖

以及脑损伤等导致BDNF表达增加，可能具备病理

条件下的脑保护作用。综上所述，大鼠PFC及海马

表1 大鼠前额叶皮质不同时间点BDNF的表达 (x±s,n=6)

组别

空白组
TBI组

tDCS组
与空白组比较：①P＜0.05；与TBI组比较：②P＜0.05

6h

2.62±0.39
2.65±0.81
3.80±1.15

12h

1.66±0.20
2.32±0.49①

5.15±0.28①②

24h

1.88±0.25
2.94±0.94
3.48±0.82

表2 大鼠海马BDNF在不同时间点的表达 (x±s,n=6)

组别

空白组
TBI组

tDCS组
与空白组比较：①P＜0.05；与TBI组比较：②P＜0.05；与6h组比较：
③P＜0.05

6h

1.88±0.22
3.22±0.58①

5.12±0.19①②

12h

2.40±0.21
3.27±0.83
4.36±0.52①

24h

2.40±0.25
5.25±1.07①③

5.15±0.85①

图1 三组大鼠前额叶皮质内BDNF在不同时间点的表达

图2 三组大鼠海马中BDNF在不同时间点的表达

空白组 tDCS组脑外伤组
6 (h)2412 6 2412 6 2412

DBNF
（14kDa）

β-Actin
（45kDa）

空白组 tDCS组脑外伤组
6 (h)2412 6 2412 6 2412

DBNF
（14kDa）

β-Actin
（45kDa）
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内的BDNF表达升高，可能是大鼠的一种自我保护

机制，经过 tDCS处理后，BDNF表达进一步升高，提

示BDNF可能参与 tDCS促醒机制，提高TBI昏迷大

鼠意识水平。

本实验目前为止只研究了 tDCS对BDNF表达

的影响，其对BDNF下游分子及信号通路的影响也

还有待明确，24h之后 tDCS对BDNF调节变化等也

值得进一步研究。

4 结论

tDCS作为一种非侵入性、安全、简便的电刺激

方法，可能成为潜在的TBI昏迷促醒技术，通过激活

大脑皮质觉醒及其邻近区域，有助于去除TBI后皮

质抑制，对TBI昏迷起治疗作用，其促醒机制可能与

上调PFC及海马的BDNF表达有关，但其具体作用

机制，特别是信号通路方面等尚待探索。
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