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·基础研究·

成对关联刺激对缺血性脑卒中大鼠缺血半暗带区
NogoA/NgR/RhoA信号通路蛋白表达的影响*

胡 艳1，2 郭铁成1，4 张香玉1，3 鲁银山1 张秀娟1 田 峻2

摘要

目的：观察成对关联刺激对缺血性脑卒中大鼠缺血半暗带区NogoA、NgR、RhoA蛋白表达的影响。

方法：90只健康雄性SD大鼠随机分为假手术组、模型组和PAS组，每组又分为7d、14d、28d三个亚组（n=10）。模型

组和 PAS 组大鼠采用Longa线栓法制作MCAO 模型，假手术组除不插入线栓外，其余操作与模型组和 PAS 组相

同。PAS组于术后第1d开始给予0.05Hz、共90对脉冲的PAS治疗，每日1次，每次持续30min；模型组和假手术组不

予任何干预措施，各时间点治疗结束后取缺血半暗带区脑组织，Western Blot和免疫荧光检测缺血半暗带NogoA、

NgR、RhoA蛋白的表达和分布情况。

结果：术后第 7、14、28d，假手术组 NogoA、NgR、RhoA 蛋白的表达水平均最低，模型组在各时间点 NogoA、NgR、

RhoA 含量均较假手术组明显升高（P<0.05），PAS 组术后各时间点 NogoA、NgR、RhoA 的含量高于假手术组（P<

0.05），低于同时间点模型组（P<0.05），PAS组NogoA、NgR、RhoA蛋白在术后 28d 的含量低于同组第 7d、14d（P<

0.05）。

结论：PAS可抑制NogoA/NgR/RhoA信号通路蛋白的表达，可能是PAS促进脑缺血大鼠神经再生，改善脑缺血大鼠

的感觉运动功能障碍的内在分子机制之一。
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Abstract
Objective：To study the effect of paired associative stimulation(PAS) on the expression of NogoA，NgR，RhoA

in ischemic penumbra in rats with middle cerebral artery occlusion(MCAO).

Method：Ninety male adult Sprague- Dawley rats were randomly divided into a sham operation group (Sham

group)，model group (Model group) and paired associative stimulation group (PAS group). Each group was

then subdivided into 7-，14-，and 28-day subgroups with 10 rats in each. The focal cerebral ischemia-reperfu-

sion model was established by Longa suture method in model group and PAS group. The rats in sham opera-

tion group underwent the same operation procedure except for the real occlusion of the middle cerebral artery.

The rats of PAS group received PAS treatment beginning 24h after the occlusion， sham group and model

group weren't given any intervention. Rats in each subgroup were sacrificed in a random order on the 7th，

14th and 28th days，the expression of NogoA，NgR，RhoA protein in ischemic penumbra were detected using

Western Blot and immunofluorescence.

DOI：10.3969/j.issn.1001-1242.2020.12.001

*基金项目：国家自然科学基金项目（81272156）

1 华中科技大学同济医学院附属同济医院康复医学科，武汉，430030；2 武汉大学中南医院；3 郑州大学第五附属医院；4 通讯作者

第一作者简介：胡艳，女，住院医师；收稿日期：2019-06-03

1409



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Dec. 2020, Vol. 35, No.12

脑卒中目前已成为威胁人类健康的重大疾病之

一[1]，其中以缺血性脑卒中最为常见[2]，脑卒中后约

50%—70%的患者都遗留有不同的神经功能障碍[3]，

是临床康复中的难题。

成对关联刺激（paired associative stimulation，

PAS）作为一种非侵入性的大脑刺激技术，已逐渐成

为神经康复领域中研究的热点。近年来，越来越多

的临床研究证实，PAS可通过影响大脑皮质的兴奋

性、促进神经突触可塑性，进而改善脑卒中后运动功

能障碍[4—6]。本课题组前期研究中，将PAS应用于缺

血性脑卒中大鼠，发现其可以促进缺血半暗带区神

经可塑性相关蛋白——微管相关蛋白-2（microtu-

bule associated protein-2，MAP-2）和生长相关蛋白-

43（growth associated protein-43，GAP-43）的表达，

促进神经再生，进而促进缺血性脑卒中大鼠感觉运

动功能的恢复[7]。而研究表明NogoA及其受体NgR

所介导的抑制信号通路在神经轴突再生中发挥重要

负性调节作用 [8]。NogoA 作为重要的轴突抑制因

子，与其受体NgR结合后激活下游RhoA蛋白的细

胞内信号，影响肌动-肌球蛋白系统，导致生长锥塌

陷，从而抑制中枢神经轴突再生[9—10]。基于前期的

研究基础，本研究中我们拟将PAS应用于脑缺血大

鼠模型，观察PAS对缺血性脑卒中大鼠缺血半暗带

区NogoA/NgR/RhoA信号通路蛋白表达的影响，进

一步从神经再生抑制的角度初步探讨PAS促进缺血

性脑卒中大鼠感觉运动功能恢复的内在机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验动物及分组：健康清洁级成年雄性

Sprague-Dawley 大鼠 90 只，体重 230±10g，鼠龄 8

周，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供。采

用随机数字表法将大鼠分为假手术组（S组）、模型

组（M组）和PAS治疗组（P组），每组又分为7d、14d、

28d三个亚组（n=10），所有大鼠适应性饲养 3d后开

始实验，实验过程中因麻醉及手术意外死亡的大鼠

（S组死亡 1只，M组死亡 2只，P组死亡 1只），再次

遵循随机原则分别予以补充。实验过程中对动物的

所有处置均符合动物伦理学标准，并得到华中科技

大学同济医学院动物伦理委员会批准。

主要的仪器和试剂：YRD CCY-IV 经颅磁刺

激仪（武汉依瑞德医疗设备新技术有限公司）；大鼠

来源的NogoA单克隆一抗（Abcam）；兔来源的NgR

和RhoA单克隆一抗（Abcam）。

1.2 脑缺血再灌注模型制作及筛选

参照 Zea Long 法 [11]对模型组和 PAS 组大鼠行

右侧大脑中动脉阻塞（middle cerebral artery occlu-

sion，MCAO）术。术前 12h所有的大鼠禁食、不禁

水。具体手术的实施过程参考相关文献。待动物完

全苏醒后，采用Longa五级四分法评定标准，纳入评

分为1—3分的大鼠，剔除评分为0及4分的大鼠（M

组排除2只，P组排除3只），排除断头取脑时有蛛网

膜下腔出血者或未到观察时间点死亡者（M组2只，

P组 2只），由于上述各种原因导致的各组动物样本

量不足者，再次遵循随机抽样原则分别予以补充。

1.3 PAS干预

PAS组大鼠于造模成功后第 1天开始接受PAS

干预，将大鼠固定在柔软型的大鼠固定器（温州原上

Result：The levels of NogoA，NgR and RhoA were the lowest in the sham group at 7，14 and 28 days after

operation. The expression of NogoA，NgR and RhoA in the model group were significantly higher than those

in the sham group (P<0.05). The contents of NogoA，NgR and RhoA in the PAS group were significantly

higher than those in the sham group (P<0.05)，but lower than those in the model group (P<0.05).The expres-

sion of NogoA，NgR and RhoA in PAS group at 14，28d were lower than those at 7d.

Conclusion：PAS can inhibit the expression of NogoA/NgR/RhoA signaling pathway protein， which may be

one of the internal molecular mechanisms of PAS to promote nerve regeneration and improve sensory motor

dysfunction in cerebral ischemia rats.

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

University of Science and Technology，Wuhan，430030

Key word cerebral ischemia；paired associative stimulation；NogoA；NgR；RhoA

1410



www.rehabi.com.cn

2020年，第35卷，第12期

草医疗科技有限公司，专利号ZL 2011 10016075.0）

上，尽可能保证刺激过程中安静、舒适。PAS的刺激

位置及刺激参数依据前期的实验研究[7，12]，具体如下：

周 围 神 经 电 刺 激（peripheral nerve stimulation，

PNS）刺激左侧胫神经，刺激强度为6mA，波形为方

波，波宽 200μs；经颅磁刺激（transcranial magnetic

stimulation，TMS）刺激线圈中心位置切于大鼠头部

前囟右旁开0.5cm处，可以向头尾侧稍微移动以确定

最佳刺激点，以最小的刺激强度诱发左侧腓肠肌最

大波幅运动诱发电位（motor evoked potential，

MEP）的位置，刺激强度为最大输出强度的42%；PNS

和 TMS 之间的时间间隔（interstimulus interval，

ISI）为15ms，频率为0.05Hz，共90个脉冲对，刺激时

长30min。实验过程中注意观察PAS刺激组大鼠的

反应，有无痛苦异常表现，有无死亡等极端情况出

现。整个实验过程中大鼠都表现出很好的耐受性，

未出现烦躁、抽搐、死亡等异常现象。

1.4 检测方法

蛋白质免疫印迹（Western Blot）：各时间点治疗

结束后24h，各组随机选取5只大鼠腹腔注射10%的水

合氯醛（3ml/kg）麻醉，予以断头处理，于冰上迅速分离

右侧脑缺血半暗带，将所取的脑组织与裂解液混合并

匀浆，离心（4℃，12000r/min，5min）后，行十二烷基硫

酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate

polyacrylamide gel electrophoresis，SDS- PAGE）(浓

缩 80V 30min；分离 120V 90min)，再以 200mA 转

膜（120min）；用含5%脱脂奶粉的TBST封闭2h，加入

一抗 NogoA（1∶1000）、NgR(1∶200)、RhoA（1∶5000）

4℃孵育过夜，TBST充分洗涤5—6次，5min/次，加入

辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记

的二抗（1∶50000）37℃孵育 2h，TBST充分洗涤 5—6

次，5min/次，行增强化学发光（enhanced chemilumi-

nescence，ECL）检测，采用 Image-J软件分析目标蛋

白及内参蛋白的灰度值并计算比值。

免疫荧光：将剩下的大鼠于各时间点治疗结束

后24h，10%的水合氯醛（0.5ml/100g）腹腔注射麻醉，

经心脏依次快速灌注生理盐水 500ml、4%多聚甲醛

250ml，断头取脑，取前囟后 1—4mm处脑组织置于

4%多聚甲醛4℃固定24h，常规浸蜡包埋，冠状面连

续切片制作石蜡切片，片厚5μm。切片常规脱蜡、水

化，加适量的修复液（0.01M枸橼酸缓冲液，pH6.0）抗

原修复 10—15min(95—98℃)，自然冷却后，将玻片

置于PBS（pH7.4，下同）中在摇床上晃动洗涤（5min/

次，3次）。切片稍甩干后用组化笔在组织周围画圈，

在圈内滴加自发荧光淬灭剂A液，常温孵育10min后

用PBS冲洗，再滴加自发荧光淬灭剂B液常温孵育

5min，然后用流水冲洗5min，切片稍甩干后在圈内滴

加用封闭液，室温封闭30min，轻甩掉封闭液，在切片

上滴加PBS按一定比例配好的一抗（NogoA 1∶100；

NgR 1∶100；RhoA 1∶50），切片平放于湿盒内4°C孵

育过夜后将玻片置于 PBS 中在摇床上晃动洗涤

（5min/次，3次），将切片稍甩干后在圈内滴加与一抗

相应种属的二抗（1∶400）覆盖组织，避光室温孵育

50min，再将其置于 PBS 中在脱色摇床上晃动洗涤

（5min/次，3次），待切片稍甩干后在圈内滴加DAPI

染液，避光室温孵育10min，后置于PBS中在摇床上

晃动（5min/次，3次）。切片稍甩干后用抗荧光淬灭

封片剂封片、拍照。每只大鼠观察3张完整无损的脑

片，并在400倍镜下每张脑片拍摄梗死灶周边皮质区

阳性细胞最多但不重叠的区域，进行统计学分析。

1.5 统计学分析

用 SPSS 18.0 版统计软件进行统计学分析处

理，数据以平均值±标准差表示，多组间比较采用单

因素方差分析（one-way analysis of variance，ANO-

VA），多组间一一对比采用最小显著差异法（least

significant difference，LSD），P<0.05 认为差异有显

著性意义。

2 结果

Western Blot结果显示：术后7、14、28d，模型组

和PAS组NogoA、NgR、RhoA蛋白的表达量均较假

手术组显著增高（P<0.05），在术后第7天时，表达量

最高，随着时间的推移，表达量逐渐降低。PAS介入

治疗后，NogoA、NgR、RhoA蛋白的表达量较模型组

显著降低（P<0.05）；术后 28d，PAS 组 NogoA、NgR、

RhoA 蛋白的表达量低于组内术后 7、14d（P＜

0.05）。见表1、图1。

免疫荧光检测：术后各时间点，假手术组皮质周

边可见较少NogoA、NgR、RhoA阳性细胞的表达（图

2），PAS 组和模型组缺血半暗带周边皮质 NogoA、
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表1 各组大鼠不同时间点缺血半暗带NogoA、NgR、RhoA
蛋白相对含量的比较 （x±s）

组别

假手术组（n=5）
7d

14d
28d

模型组(n=5)
7d

14d
28d

PAS组(n=5)
7d

14d
28d

注：①与假手术组同时间点比较P<0.05；②与模型组同时间点比较P<
0.05；③与组内术后7d比较P<0.05；④与组内术后14d比较P<0.05

NogoA

0.29±0.06
0.30±0.04
0.30±0.05

0.90±0.14①

0.87±0.08①

0.72±0.07①

0.70±0.10①②

0.65±0.09①②

0.48±0.05①②③④

NgR

0.33±0.04
0.37±0.05
0.38±0.06

0.94±0.15①

0.87±0.07①

0.76±0.08①

0.70±0.12①②

0.65±0.04①②

0.48±0.04①②③④

RhoA

0.36±0.09
0.38±0.09
0.37±0.09

0.96±0.14①

0.89±0.06①

0.77±0.07①

0.70±0.06①②

0.65±0.11①②

0.50±0.08①②③④

图1 各组大鼠不同时间点缺血半暗带区
NogoA、NgR、RhoA蛋白的表达条带

表2 各组大鼠缺血半暗带区NogoA、NgR、RhoA
阳性细胞数 （x±s）

组别

假手术组（n=5）
7d

14d
28d

模型组(n=5)
7d

14d
28d

PAS组(n=5)
7d

14d
28d

注：①与假手术组同时间点比较P<0.05；②与模型组同时间点比较P<
0.05；③与组内术后7d比较P<0.05；④与组内术后14d比较P<0.05

NogoA

6.5±1.2
6.9±1.5
7.2±0.9

30.6±3.1①

24.9±2.3①

20.2±1.5①③

20.9±2.6①②

14.8±2.1①②

10.2±2.1①②③

NgR

10.7±2.4
12.5±3.2
9.80±2.3

97.0±8.2①

66.4±7.8①

58.7±12.4①③

67.4±8.3①②

48.2±7.2①②

26.4±5.8①②③④

RhoA

8.5±1.8
6.6±2.4
10.1±2.2

101.5±7.6①

89.6±8.2①

56.7±7.7①③④

82.7±6.9①②

50.6±7.1①②

38.5±7.8①②③④

图2 假手术右侧皮质区NogoA、NgR、RhoA蛋白表达 （×400）

A.假手术组第7天NogoA的表达，B.假手术组第7天NgR的表达，C.假手术组第7天RhoA的表达

NgR、RhoA阳性细胞数均较假手术组显著升高，随

着时间的变化，模型组和PAS组大鼠梗死灶周边皮

质 NogoA、NgR、RhoA 阳性细胞数逐渐降低，但

PAS组三种蛋白的阳性细胞数在各时间点均低于模

型组，PAS 组术后 28d 阳性细胞数比 7d 组明显降

低。见表2及图3—5。

3 讨论

PAS是一种结合了中枢经颅磁刺激（transcrani-

al magnetic stimulation，TMS）和周围神经电刺激

（peripheral nerve stimulation，PNS）两种刺激手段

的非侵入性大脑刺激（non-invasive brain stimula-

tion，NIBS）技术[11]，可有效调节大脑皮质兴奋性水

平，促进大脑皮质发生长时程增强（long-term poten-

tiation，LTP）或长时程抑制（long-term depression，

LTD）的可塑性变化[11]。鉴于脑卒中后双侧大脑半

球间抑制失衡的异常电生理模式，PAS可易化或者

抑制皮质兴奋性，促使两侧半球间的抑制失衡正常

化，引起皮质感觉运动区神经可塑性变化以改善脑

卒中后的感觉运动功能[4—6]，在脑卒中康复的临床应

用上表现出巨大的潜力。

脑卒中后感觉运动功能恢复的重要解剖学基础

PAS组假手术组 模型组

β-actin

NogoA

NgR

RhoA

7d 28d14d 7d 28d14d 7d 28d14d

220kD

42kD

22kD

48kD

A CB

20μm

1412
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图3 模型组和PAS组缺血半暗带皮质区NogoA的表达 （×400）

A.模型组7d，B.模型组14d，C.模型组28d，D.PAS组7d，E.PAS组14d，F.PAS组28d

图4 模型组和PAS组缺血半暗带皮质区NgR的表达 （×400）

A.模型组7d，B.模型组14d，C.模型组28d，D.PAS组7d，E.PAS组14d，F.PAS组28d

A CB

D FE

20μm

A CB

D FE

20μm

1413



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Dec. 2020, Vol. 35, No.12

是轴突和树突完整有效的出芽、再生，并与皮质和皮

质下感觉运动相关的区域建立新的突触联系[14]。然

而脑缺血后神经再生、出芽往往不完全，原因是中枢

神经系统中存在一些抑制因素，如胶质瘢痕的屏障

作用、髓鞘相关蛋白的生长抑制作用等[15]。在这些

抑制神经元再生的髓鞘相关蛋白（髓鞘相关糖蛋白

MAG、少突胶质细胞髓鞘糖蛋白 OMgp、勿动蛋白

NogoA）中，NogoA最引人注目，其与受体NgR结合

后通过第二信使作用于下游RhoA蛋白，可诱导生

长锥的塌陷，抑制神经元突起的生长[9—10]。在正常

的哺乳动物的中枢神经系统中，NogoA有一定量的

表达，起着限界和防止形成异常联系的作用[8]。当

中枢神经系统受损后，NogoA/NgR 的表达上调 [16]，

主要作用是抑制损伤后神经重塑和修复。有大量研

究证明，使用抗NogoA抗体[17]、阻断NgR mRNA的

表达[18]或者是促进机体抗NgR抗体[19]的产生，都可

促进脑卒中后神经元轴突再生和功能恢复。

我们前期研究[7]将PAS应用于缺血性脑卒中大

鼠，发现其可以促进缺血半暗带区MAP-2和GAP-

43的表达，促进神经轴突和树突的发芽和再生，进

而促进缺血性脑卒中大鼠感觉运动功能的恢复。在

本研究中，我们进一步观察 PAS 对 NogoA/NgR/

RhoA 信号通路的影响，探讨 PAS 促进脑缺血大鼠

神经再生，改善脑缺血大鼠的感觉运动功能障碍的

内在分子机制。结果显示，术后7、14、28d的观察时

间内，模型组缺血半暗带区NogoA、NgR、RhoA三种

蛋白的表达量显著高于假手术组（P<0.05），在7d时

最高，随着时间的推移，逐渐降低，说明缺血可诱导

中枢抑制因子的表达，这可能是脑卒中后功能难以

恢复的原因之一，与前期的结果一致。Jiang等[20]建

立 MCAO 大鼠模型，采用 western blot 和免疫荧光

观察梗死灶周边NogoA、NgR、RhoA蛋白的表达，发

现三者在术后6h显著升高，术后24h达到高峰；Tsai

等[21]发现成年大鼠脑卒中后9周给予抗NogoA抗体

治疗，仍可以促进轴突的生长，并促进功能恢复，说

明脑卒中后慢性期 NogoA 仍有较强的抑制作用。

PAS治疗后，NogoA、NgR、RhoA蛋白的表达量显著

低于模型组，高于假手术组，说明PAS在一定程度上

可以抑制缺血性脑卒中大鼠缺血半暗带区NogoA/

NgR/RhoA 信号通路的表达，对中枢神经系统损伤

图5 模型组和PAS组缺血半暗带皮质区RhoA的表达 （×400）

A.模型组7d，B.模型组14d，C.模型组28d，D.PAS组7d，E.PAS组28d，F.PAS组28d

A CB

D FE

20μm
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中发挥负性调节作用的方面有一定的调节作用，这

可能是PAS促进缺血再灌注大鼠轴突再生及感觉运

动功能恢复的机制之一。

综上所述，本研究显示：PAS 可抑制 NogoA/

NgR/RhoA 信号通路蛋白的表达，这可能是 PAS 促

进脑缺血大鼠神经再生，改善脑缺血大鼠的感觉运

动功能障碍的内在分子机制之一。但是，由于缺血

性脑卒中后感觉运动功能障碍的机制十分复杂，

PAS可能存在有多靶点的综合作用，其确切机制尚

需进一步深入研究。
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