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重复经颅磁刺激结合穿梭箱训练对脑梗死恢复期大鼠
认知功能的影响*

曾 妍1 温红梅1，3 孙瑞芳1 李 超1 张 健2 曾佩珊1 陈洁梅1

摘要

目的：比较重复经颅磁刺激（repetitive transcranial magnetic stimulation, rTMS）单独或与穿梭箱训练结合对短暂性

大脑中动脉闭塞（transient middle cerebral artery occlusion，tMCAO）大鼠恢复期认知功能的影响。

方法：60只雄性SD大鼠经 tMCAO术后，根据神经功能评分分为5组：rTMS刺激组（n=7）、训练组（n=8）、rTMS结合

训练组（n=7）、对照组（n=7）、假手术组（n=6），于术后 7天开始进行 20Hz rTMS和/或穿梭箱训练，术后第 1、7、14、

21、28天进行改良神经功能缺陷程度评分（mNSS），术后第28天进行Morris水迷宫实验。

结果：第 28天时 rTMS结合训练组（P<0.001）与 rTMS刺激组(P<0.05)的mNSS评分均低于对照组。水迷宫实验第

1—5天训练组及对照组平均逃避潜伏期较假手术长（P<0.05），第3天 rTMS结合训练组的平均逃避潜伏期较 rTMS

组及训练组短（P<0.05）。对照组穿越平台次数较假手术组少（P<0.05），rTMS结合训练组穿越平台次数较 rTMS

组、训练组及对照组多（P<0.05）。

结论：rTMS结合穿梭箱训练可以改善脑梗死恢复期大鼠的认知功能，效果优于单一的 rTMS刺激或训练。
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Abstract
Objective: To compare the effects of repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) alone or in combina-

tion with shuttle-box training on the cognitive function in rats with transient middle cerebral artery occlusion

(tMCAO) at the recovery stage.

Method: Sixty male Sprague- Dawley rats after tMCAO were divided into 5 groups according to Bederson

score: rTMS group (n=7), training group (n=8), rTMS combined with training group (n=7), control group (n=7)

and sham group (n=6). 20Hz rTMS and/or shuttle-box training were started on the 7th day after the operation.

Each group was assessed with mNSS on day 1,7,14,21,28 and Morris water maze test was carried out on the

56th day after operation.

Result: The mNSS scores of the rTMS combined with training group (P<0.001) and the rTMS group (P<0.05)

on the 28th day were lower than those of the control group. The escape latency in the training group and con-

trol group was longer than that in the sham group at the first to fifth day of the water maze test (P<0.05),

and the escape latency in the rTMS combined with training group on the 3rd day was shorter than that in the

rTMS group and training group (P<0.05). The times of crossing the platform in the control group were less
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我国每年新发的脑卒中病例超过 240万，其中

脑梗死患者占76%[1—2]，脑梗死常导致运动功能和进

行性认知功能等障碍。研究表明[3]，30%以上的脑卒

中患者在发病 3个月内出现认知障碍，与无认知障

碍的患者相比，存在认知障碍的患者在其他受损功

能的恢复上也受到严重影响，但目前针对脑卒中后

认知功能障碍 (post- stroke cognitive impairment,

PSCI)的治疗手段仍有限。重复经颅磁刺激（repeti-

tive transcranial magnetic stimulation, rTMS）是一

种非侵入性的神经刺激技术，其作用在刺激结束后

可维持 1—2h，已被逐渐用于 PSCI 的治疗 [4]。目前

临床上有 rTMS联合认知功能训练改善脑卒中患者

认知功能的研究[5]，但其作用机制尚不明确。本研

究假设，rTMS 结合即刻认知功能训练对认知功能

的改善具有易化作用，效果优于单独的刺激或训

练。为此，本研究比较了重复经颅磁刺激与认知功

能训练单一治疗或联合治疗对短暂性大脑中动脉闭

塞（transient middle cerebral artery occlusion，tM-

CAO）大鼠恢复期认知功能的影响，为 rTMS临床应

用方案提供理论依据，为进一步研究机制打下基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物：SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只，体重

240—260g，由广东省中医药大学动物实验中心提

供，许可证号：SCXK(粤)2013-0034，所有动物均饲

养于中山大学（生命科学学院中药与海洋药物实验

室）SPF 级实验环境中，许可证号：SYXK(粤)2014-

0020，采用已消毒颗粒型大鼠饲料喂养，饮用消毒灭

菌水，环境温度控制在20—25°C。

1.1.2 主要仪器与试剂：XR-XC105型水迷宫视频

分析系统（上海欣软信息科技有限公司），CCY-I型

磁场刺激仪（武汉依瑞德医疗设备新技术有限公

司），XR-XC105 型穿梭实验视频分析系统(Shuttle-

box system)(上海欣软信息科技有限公司)，4—0硅

胶包被线栓［直径（0.37±0.02）mm］（深圳瑞沃德生

命科技有限公司），10%水合氯醛（国药集团化学试

剂有限公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 大鼠短暂性大脑中动脉闭塞（transient mid-

dle cerebral artery occlusion，tMCAO）动物模型制

备：参考Longa等[6]的方法，将大鼠予以 10%水合氯

醛（4ml/kg）腹腔注射麻醉，局部备皮消毒，颈部正中

切口 2—2.5cm，分离左侧颈总动脉（common carot-

id artery，CCA），沿 CCA 向上分离颈外动脉（exter-

nal carotid artery，ECA），结扎 CCA 及 ECA 近心

端。用微动脉夹夹闭 CCA 远心端，于 CCA 两端之

间近结扎线处剪一切口，将线栓的硅胶侧从切口插

入，用缝线轻打活结，取下动脉夹，继续缓慢插入线

栓至感觉有阻力，将CCA远心端的缝线扎紧，剪线

缝合手术切口并消毒，栓塞 90min后将线栓拔出[7]。

假手术组大鼠用10%水合氯醛麻醉后只暴露、分离、

结扎CCA及ECA，不插入线栓。

1.2.2 模型评价与动物分组：采用改良的Bederson

评分[8]方法进行神经功能评分。神经功能评分1—3

分的大鼠纳入本研究。60 只雄性 SD 大鼠 tMCAO

术后，根据神经功能评分及死亡率（60只大鼠术后

评分不在 1—3 分或死亡的被排除）最终随机入组

为：rTMS刺激组（n=7）、训练组（n=8）、rTMS结合训

练组（n=7）、对照组（n=7）、假手术组（n=6）。

1.2.3 改良神经功能缺陷评分（modified neurologi-

cal severity scores，mNSS）：该评分包括运动功能、

感觉功能和反射缺失 3大项，共计 18小项[9]。未能

完成该项检查或反射缺失计 1分，18—10分为严重

损伤，9—5分为中度损伤，4—1分为轻度损伤，在手

术后第1、7、14、21、28天评分。

than that in the sham group (P<0.05), and the times of crossing platform in the rTMS combined with training

group were more than that of the rTMS group, training group and control group (P<0.05).

Conclusion: rTMS combined with shuttle-box training can improve cognitive function of the tMCAO rats at re-

covery stage, and the effect is better than rTMS or training alone.
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1.2.4 重复经颅磁刺激（repetitive transcranial mag-

netic stimulation, rTMS）：采用YRD CCY-I型磁场

刺激仪，选择直径为60mm的圆形刺激线圈，脉冲磁

场强度为 3.5T。模型制备成功后的第 7 天起对 rT-

MS刺激组及 rTMS结合训练组大鼠进行刺激。大

鼠清醒状态下置于自制固定器中，使其在刺激过程

中保持安静舒适，圆形线圈中心位于梗死侧大脑额

顶叶皮层体表投影区，即位于左眼后眦与左耳前缘

连线中点水平，线圈平面与头皮相切。刺激参数参

考Gao等[10]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，共10个序列，每

天刺激1次，刺激时间为11min，连续21天。

1.2.5 穿梭箱训练：采用XR-XC105型穿梭实验视

频分析系统，穿梭箱内部(226×213×350)mm，底部设

不锈钢栅栏，使用电击作为非条件刺激，电击动物

足底。顶部设噪声发生器(铃声)及两侧各有一光源

作为条件刺激。适应 5min消除探究反射后予光声

刺激 5s，给予电击 10s，电流强度为 10mA，间隔 30s

后进入下一轮。若在光声刺激 5s内大鼠逃向对侧

安全区，则为主动回避反应，系统自动停止当次训

练；如果在光声刺激 5s内大鼠未逃向安全区，则给

予电流刺激 10s，在电击后逃向安全区为被动回避

反应阳性，否则为无反应。每只大鼠重复训练 20

轮，训练大鼠的学习记记忆能力及执行决策能

力[11—12]。术后第 7天开始对入组 rTMS结合训练组

和训练组的大鼠进行训练，每天训练1次，训练时间

为 11—12min，连续训练 21天，其中 rTMS结合训练

组在 rTMS刺激结束后立即进行训练。

1.2.6 Morris 水迷宫实验：Morris 水迷宫水池直径

160cm、高 50cm，水深 22cm，水温控制在 22—26°C，

水池分为 4个象限，在水池壁各个象限中点分别贴

有4个不同形状的标记作为参照物并保持固定。选

第三象限正中放置高20cm，直径12cm的平台，没入

水面以下2cm。实验开始前1天将大鼠放入水迷宫

进行适应；实验连续进行6天，第1—5天为定位航行

实验，将大鼠由第一至第四象限面朝池壁的标记放

入水中，记录大鼠找到水下平台的时间，即平均逃避

潜伏期；第 6天为空间探索实验，撤去平台，将大鼠

从第一象限放入水中，记录其在 60s内穿越原平台

位置的次数[13]。水迷宫实验在脑梗死后第 28 天进

行，评估大鼠空间学习和记忆能力。

1.3 统计学分析

应用 SPSS 23.0 进行数据分析，对所有数据进

行正态性检验，mNSS评分及定位航行实验的结果

采用重复测量设计的方差分析，若存在交互效应则

进行重复测量设计的简单效应分析，若无交互效应

则对每个时间点进行单因素方差分析；空间探索实

验的结果采用单因素方差分析，不符合方差分析的

采用秩和检验。

2 结果

2.1 改良神经功能缺陷评分

mNSS结果经重复测量方差分析存在交互效应

(F=9.875，P<0.001)，进行重复测量设计的简单效应

分析。tMCAO术后各时间点各组大鼠mNSS评分

与假手术组相比均有显著差异（P<0.001）。随着观

察时间延长，各组大鼠的 mNSS 评分均逐渐改善

（P<0.001），tMCAO 模型各组在第 1、7、14、21 天的

评分无明显差异（P>0.05），第 28天时 rTMS结合训

练组（P<0.001）与 rTMS刺激组(P<0.05)的mNSS评

分均优于对照组，见表1。

2.2 Morris水迷宫实验结果

2.2.1 定位航行实验结果：每日平均逃避潜伏期经

重复测量设计方差分析不存在交互效应（F=0.396，

P>0.05），对各个时间点进行单因素方差分析。各组

大鼠的平均逃避潜伏期随时间逐渐缩短（F=13.858，

表1 脑梗死大鼠改良神经功能缺陷评分情况 （x±s，分）

时间

第1天
第7天
第14天
第21天
第28天

①与同时间点假手术组相比P<0.001；与同时间点对照组相比：②P<0.05，③P<0.001。

假手术组（n=6）

0.67±0.47
0.00±0.00
0.00±0.00
0.00±0.00
0.00±0.00

对照组（n=7）

10.14±0.83①

7.29±1.38①

6.43±0.90①

5.57±1.05①

5.14±0.99①

训练组（n=8）

10.13±0.78①

7.13±0.78①

6.25±0.83①

5.13±0.60①

4.38±0.48①

rTMS组（n=7）

9.86±1.12①

6.57±0.90①

5.43±0.73①

4.86±0.64①

3.71±0.70①②

rTMS结合训练组（n=7）

10.14±0.83①

7.86±0.83①

5.71±0.45①

4.85±0.83①

3.28±0.45①③
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P<0.001），水迷宫实验第1—5天训练组及对照组平

均逃避潜伏期较假手术长（P<0.05），第3天 rTMS结

合训练组的平均逃避潜伏期较 rTMS组及训练组短

（P<0.05），见图1。

2.2.2 空间探索实验结果：各组水迷宫实验穿越平

台次数经正态分布及方差齐性检验，符合正态分布

及方差齐性（P>0.1），采用单因素方差分析。各组穿

越平台次数较假手术组少（P<0.05），rTMS结合训练

组较 rTMS组、训练组及对照组多（P<0.05），见图2。

3 讨论

作为近年来新兴的非侵入性脑刺激技术，rTMS

已被广泛应用于多种疾病的诊断和治疗，如抑郁症、

脑卒中、帕金森病等[14—16]，临床上也逐渐将 rTMS作

为 PSCI 的治疗手段之一 [17]。Lu 等 [18]的研究表明，

rTMS 能改善脑卒中患者的认知和记忆功能，且治

疗效果持续 2 个月。另外，在基础实验研究方面，

Guo等[4]对 SD大鼠的 tMCAO模型进行 10Hz的 rT-

MS 干预，并用水迷宫实验检测认知功能，发现 rT-

MS组大鼠的认知功能较对照组有显著改善。

目前关于 rTMS干预脑梗死后认知功能障碍的

动物实验研究多数集中于脑梗死后急性期（24h后）

且干预时间较短，一般不超过7—14天[10,19]。然而在

临床上，将 rTMS应用于急性期脑卒中患者通常是

不可行的。此外，一般认为受损大脑在急性期非常

容易受到过度激发[20—21]，Risedal等[22]使用大脑中动

脉闭塞大鼠模型的研究表明，急性期（大脑中动脉闭

塞后 24h）的训练增加了组织损伤，延迟训练（闭塞

后7天）能获得更好的效果，说明脑卒中急性期应用

rTMS 可能是不利的。我们既往研究表明，脑梗死

后恢复期 28—56 天的大鼠始终存在认知功能障

碍 [23]。本研究对 tMCAO 术后 7 天的大鼠进行较长

时间的 rTMS干预，并观察对恢复期认知功能障碍

的影响，为本研究的一个创新点，为临床上脑梗死恢

复期患者认知障碍的 rTMS治疗提供了实验依据。

在临床的实际应用中有时会将 rTMS与传统的

常规治疗相结合。有研究表明 rTMS刺激18名健康

受试者的M1或S1可以加强对侧手臂运动任务的训

练效果，增强感觉运动能力的学习，表明 rTMS可以

改变皮层兴奋性，从而有可能增强后续的训练和学

习效果[24]。刘远文等[25]对脑卒中患者试验组左侧前

额叶背外侧区（DLPFC）予以 10Hz rTMS刺激及认

知功能训练，对照组仅给予认知功能训练，结果表明

高频 rTMS联合认知功能训练可以改善脑卒中患者

的执行功能障碍，且疗效优于单一的认知功能训

练。目前尚未有 rTMS结合其他训练干预脑梗死后

认知功能障碍的动物实验研究。本研究将缺血

90min 后再灌注的大鼠 tMCAO 模型作为干预对象

进行 rTMS及训练处理，为本实验的另一创新点，也

为深入研究机制打下基础。

穿梭箱训练是一种双向主动回避（two-way ac-

tive avoidance，TWAA）训练，通常用于检测动物的

学习记记忆能力及执行决策能力。动物在刚开始接

触电刺激时明显处于应激状态，Stark 等 [26]研究发

训练组、对照组与假手术组相比，①P<0.05；rTMS组、rTMS结合训
练组与对照组相比，②P<0.05；rTMS结合训练组与 rTMS组及训练
组相比，③P<0.05。

图1 术后28天脑梗死大鼠平均逃避潜伏期
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现，动物在应激状态下受到的压力本身并不能决定

其规避策略的形成。有研究表明，对海马（尤其是海

马腹侧）活动的短暂抑制会干扰主动回避的学习[27]，

海马区主要是处理学习、记忆等与认知功能有关任

务的区域，表明TWAA训练可能与认知功能存在密

切关系。动物在受到非条件刺激时逃向安全区，同

时学习与条件刺激的关联，并逐渐形成主动条件反

射，是一个不断强化学习记忆的过程。本研究中将

穿梭箱训练作为认知功能训练，也是本研究创新点

之一。

研究提示，脑的状态依赖性（brain state depen-

dent）是决定 rTMS诱导脑可塑性改变的一个关键因

素[28—29]。Jung等[30]发现，兴奋性或抑制性磁刺激后

即刻进行训练，均可强化运动学习，符合非稳态可塑

性理论（non-homeostatic plasticity）。本研究表明，

rTMS后即刻进行穿梭箱认知训练对认知功能改善

效果较单独 rTMS治疗及单独认知训练好，与临床

研究结果一致[25]。

20Hz的高频 rTMS作用于患侧大脑半球，可引

起长时程增强的作用，产生提高皮层兴奋性的后效，

这一机制可能与双向突触可塑性的（bienenstock-

cooper-munro，BCM）理论有关，该理论的一个基本

原理是突触的近期活动情况影响其当前的反应水

平[31]。本实验中高频 rTMS可能是通过改变突触可

塑性，提高皮层兴奋性，加强后续认知功能训练的效

果。有研究发现，TMS可以促进更广泛的树突和轴

突分枝，上调轴突出芽标志物GAP-43的表达[32]。同

时TMS磁刺激区域附近的白质完整性较刺激前有

提高[33—34]，有研究表明，白质损伤在脑血管病致认知

功能损害中起重要作用[35]，rTMS可能促进神经网络

结构的修复。

本实验初步验证了 rTMS结合穿梭箱训练对脑

梗死恢复期大鼠认知功能改善效果较单独 rTMS治

疗及单独训练好，但未能在多个时间点动态观察大

鼠认知功能改善的情况，尚未能深入探讨相关机

制。本研究提示临床上对于脑梗死后认知障碍的患

者，可在 rTMS刺激后立即对患者进行认知功能训

练，对于患者的康复可能更加有效。我们下一步拟

对 rTMS与其他训练相结合对脑梗死恢复期认知功

能影响的机制进行深入探讨。
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