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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨头针疗法联合重复经颅磁刺激( rTMS)对脑卒中大鼠神经功能的改善作用及对蛋白激

酶 A(PKA) /环磷酸腺苷反应元件结合蛋白(CREB)信号通路的影响。 方法　 50 只大鼠随机分为假手术组、模型

组、头针组、rTMS 组、联合组,各 10 只;假手术组除不插入尼龙线栓,其余各组应用线栓法制备局灶性脑卒中大鼠模

型。 模型组 9 只、头针组 8 只、rTMS 组 8 只、联合组 9 只建模成功,模型组和假手术组不做干预,头针组给予头针疗

法,rTMS 组给予 rTMS,联合组给予头针疗法+rTMS,末次干预后进行神经功能缺损程度评分、Morris 水迷宫实验,采
用 TTC 及 HE 染色观察脑组织梗死灶情况及梗死灶周围皮质病理学改变,并测定脑组织 PKA、CREB 蛋白及磷酸化

CREB(p-CREB)蛋白表达量。 结果　 与假手术组比较,模型组、头针组、rTMS 组及联合组神经功能损伤评分升高,
逃避潜伏期均延长,目标象限停留时间均缩短(P<0. 05);与模型组比较,头针组、rTMS 组及联合组神经功能损伤评

分降低,逃避潜伏期均缩短,目标象限停留时间均延长(P<0. 05);与头针组和 rTMS 组比较,联合组神经功能损伤

评分降低,逃避潜伏期缩短,目标象限停留时间延长(P<0. 05)。 TTC 染色结果显示,模型组缺血侧大脑皮层可见

白色梗死灶,并伴有轻度糜烂;头针组、rTMS 组和联合组缺血侧大脑皮层梗死面积缩小,脑组织外观有所改善,联
合组改善效果最为明显;HE 染色结果显示,模型组脑组织结构疏松,呈现筛网状液化性坏死状态,神经元大量消

失,多量小胶质细胞浸润;头针组和 rTMS 组脑组织结构破坏轻于模型组,仍可见部分正常神经元形态,但部分细胞

质呈现空泡化、水肿状态;联合组脑组织结构及神经元形态趋于正常。 与假手术组比较,模型组、头针组、rTMS 组

及联合组 PKA 蛋白及 p-CREB 蛋白相对表达量均降低(P<0. 05);与模型组比较,头针组、rTMS 组及联合组 PKA、p-
CREB 蛋白相对表达量均升高(P<0. 05),且联合组高于头针组和 rTMS 组(P<0. 05)。 结论　 头针疗法联合 rTMS
可有效改善脑卒中大鼠神经功能,其作用机制可能通过激活 PKA / CREB 信号通路发挥调控作用。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect of scalp acupuncture combined with repeated transcranial magnetic
stimulation (rTMS) on neurological function in stroke rats and its effect on the protein kinase A (PKA) / cyclophosphine
response element binding (CREB) protein signaling pathway. Methods 　 Fifty rats were randomly divided into a sham
operation group, model group, scalp group, rTMS group, and combined group (10 rats per group). Nylon thread was not
inserted in the sham operation group. The other groups were used to prepare a model of focal stroke rats using sutures. Nine
rats in the model group, eight in the scalp group, eight in the rTMS group, and nine in the combined group were
successfully modeled. Rats in the model group and sham operation group did not receive the intervention. The scalp group
received scalp acupuncture, the rTMS group received rTMS, and the combined group received scalp acupuncture + rTMS.
After the last intervention, neurological deficit score and Morris water maze test performance were assessed. After triphenyl
tetrazolium chloride (TTC) and hematoxylin and eosin (HE) staining, the pathological cortical changes in and around the
infarct of brain tissues were observed. The expressions of PKA, CREB protein, and phosphorylated CREB ( p-CREB)
protein were measured. Results　 Compared with the sham operation group, the model group, scalp group, rTMS group,
and combined group had higher neurological injury scores, longer escape latency, and shorter target quadrant stay duration
(P< 0. 05). Compared with the model group, the scalp group, rTMS group, and combination group showed lower
neurological injury scores, shorter escape latency, and longer target quadrant stay duration (P<0. 05). Compared with the
scalp group and the rTMS group, the combined group showed decreased neurological injury score, shortened escape
latency, and prolonged target quadrant stay duration (P<0. 05). TTC staining identified white infarcts in the cerebral cortex
of the ischemic side of the model group and mild erosion. The infarct area of the cerebral cortex of the ischemic side of the
scalp acupuncture group, rTMS group, and combination group reduced and the appearance of the brain tissue improved;
the improvement effect was most obvious in the combination group. The brain tissue structure of the model group was loose
and showed liquefying necrosis in the cribriform network, with a large number of neurons disappearing and a large number
of microglia infiltrating. The brain tissue structure of the scalp acupuncture group and rTMS group showed less damage than
that of the model group, with some remaining normal neurons. However, some cytoplasm showed vacuolation and edema.
The brain tissue structure and neuron morphology of the combined group tended to be positive. Compared with the sham
operation group, the model group, scalp acupuncture group, rTMS group, and combination group showed decreased relative
expressions of PKA and p-CREB protein (P<0. 05). Compared with the model group, the scalp acupuncture group, rTMS
group, and combination group showed increased relative expressions of PKA and p-CREB protein ( P < 0. 05); the
expression was higher in the combined group than in the scalp acupuncture group and rTMS group (P<0. 05). Conclusions
　 Scalp acupuncture combined with rTMS can effectively improve neurological function in stroke rats. Its mechanism may
play a regulatory role by activating the PKA / CREB signaling pathway.

【Keywords】　 stroke; scalp acupuncture; repetitive transcranial magnetic stimulation; nerve function

　 　 脑卒中是临床常见脑血管疾病,致残率、致死

率高,已成为影响人类生存的重大疾病之一[1]。 脑

组织对氧敏感性高,供血供氧不足可引起大量神经

元死亡,即使及时恢复血供仍不可避免,因此,如何

积极有效改善脑卒中后神经功能的恢复成为研究

重点和难点[2]。 头针疗法是根据中医脏腑经络理

论,头部取穴后进行针刺治疗各种疾病的疗法[3]。
重复经颅磁 刺 激 ( repetitive transcranial magnetic
stimulation,rTMS)是用不同频率磁信号无衰减刺激

大脑神经、外周肌肉等部位从而达到治疗目的的一

种方法[4]。 近年来,临床研究证实,头针疗法及

rTMS 对脑卒中后运动、认知等神经功能障碍均改善

作用,两者配合应用效果确切,但其具体调控机制

仍不明确[5]。 本研究通过构建局灶性脑卒中大鼠

模型,评估头针疗法联合 rTMS 对神经功能损伤的

改善情况,并进一步探讨其具体调控机制,为临床

治疗局灶性脑卒中提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 Wistar 大鼠,50 只,8 周龄,体重

180~ 220 g,由河北省实验动物中心提供 [ SCXK
(冀)2018-004],动物饲养在河北省实验动物中心

[SYXK(冀)2018-008],实验经河北省实验动物中

心动物审批( IACUC20170324),并按实验动物使用

的 3R 原则给予人道的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

BCA 蛋白定量分析试剂盒(批号:23227,美国
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Thermo 公司);兔抗大鼠蛋白激酶 A(protein kinase
A,PKA)单抗、环磷腺苷反应元件结合蛋白( cyclic
adenosine response element binding protein,CREB)单
抗、磷酸化 CREB( phosphorylation-CREB,p-CREB)
单抗(一抗,批号:ab38949、ab32515、ab32096)、辣根

过氧化物酶标记的 PKA、CREB、p-CREB IgG 抗体

(二抗, 批号: ab5815、 ab32096、 ab25417 ), ( 美国

Abcam 公司);LH202H 韩氏治疗仪(北京华威有限

公司);磁刺激器及圆形线圈(丹麦 Dantec 公司);
Morris 水迷宫及图像自动采集和处理系统(基尔顿

生物科技(上海)有限公司);电泳仪、CheniDoc XRS
化学发光成像分析系统(美国 Bio-Rad 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 模型制备

参考文献[6] 应用线栓法制备局灶性脑卒中模

型大鼠:腹腔注射 0. 4%戊巴比妥钠麻醉,颈部消毒

备皮,暴露颈总动脉,微小动脉夹夹闭颈总动脉,颈
外动脉残端剪一直径 0. 2 mm 小口,并逆向插入尼

龙线约 18 mm(尼龙线头部加热使之为球形),结扎

颈外动脉残端小口,缝合皮肤,尼龙线总长度约 4
cm。 缺血 2 h 后,轻握大鼠外拉尼龙线,至有阻力感

时提示尼龙线已至颈外动脉残口,恢复大脑中动脉

血供,剪断体表尼龙线;术后自由饮水、单笼饲养。
模型组、头针组、rTMS 组、联合组大鼠按照上述方法

制备模型。 术后 24 h 评估建模情况,0 分:提尾实验

前爪伸直,无神经功能缺陷;1 分:提尾实验左前肢

屈曲;2 分:行走时向左转圈;3 分:向偏瘫侧倾倒;4
分:不能行走、意识昏迷。 1 ~ 3 分大鼠模型制备成

功,参与后续实验。 假手术组除不插入尼龙线栓

外,其余操作同前。
1. 3. 2　 分组及干预方法

50 只大鼠随机分为假手术组、模型组、头针

组、rTMS 组、联合组,各 10 只。 模型组 9 只、头针

组 8 只、rTMS 组 8 只、联合组 9 只建模成功,术后

24 h 开始干预。 头针组给予头针疗法:大鼠穴位

依据华兴邦等[7] 编写的大鼠穴位图谱进行定位,
依据《头针穴名国际标准化方案》选穴:顶颞后斜

线、顶颞前斜线;采用 30 号一次性无菌针灸针,进
针深度约5 mm,进针后接通韩氏治疗仪(疏密波、
频率 2 / 100 Hz、电流强度 2 mA),每次 20 min,每
天 1 次,共10 d。 rTMS 组给予 rTMS:圆形线圈紧

贴头皮固定于大脑右半球,线圈中心位于右耳前

约 1 cm,设置磁刺激器刺激频率 0. 5 Hz,脉冲刺激

强度峰值 2T,输出强度 70%,连续 20 次重复刺激

为 1 组,每天 2 组,共 10 d。 联合组给予头针疗法

联合 rTMS,方法及疗程同上,首先给予 rTMS,然后

进行头针疗法,间隔 2 h。 模型组和假手术组不做

处理。
1. 3. 3　 神经功能缺损评分及行为学测试

末次干预后进行大鼠神经功能缺损评分,评
分方法同前:0 分:提尾实验前爪伸直,无神经功

能缺陷;1 分:提尾实验左前肢屈曲;2 分:行走时

向左转圈;3 分:向偏瘫侧倾倒;4 分:不能行走、
意识昏迷。 神经功能缺损评估结束后进行 Morris
水迷宫实验,按照文献 [8] 方法进行操作,实验包

括两部分,定位巡航实验(头针、 rTMS 干预结束

后次日开始,连续5 d)及空间探索实验(定位巡

航实验结束后次日,共1 d) ,记录定位巡航第 5
天各组大鼠平均逃避潜伏期,记录空间探索实验

大鼠在目标象限停留时间,两指标反应大鼠学习

及记忆能力。
1. 3. 4　 脑组织标本采集及染色

处死各组大鼠,置于生理盐水冰盘,于颞叶以

梗死灶为中心冠状切脑组织(包括梗死灶周围皮

质),切 4 刀共 5 片脑组织,间隔 2 mm 左右。 其中

每只各取 1 片置于 2% TTC 中避光染色,孵育 30
min(37℃),取出脑片放入 10%福尔马林中避光保

存过夜,拍照观察梗死灶情况。 每只另取 1 片置

于 10%中性甲醛中固定,进行常规石蜡包埋,以梗

死灶为中心进行冠状位切片,取切片经二甲苯脱

蜡、乙醇梯度脱水、步骤,进行常规苏木精-伊红

(hematoxylin eosin,HE)染色,中性树胶封片后于

光学显微镜下观察梗死灶周围皮质组织病理学

改变。
1. 3. 5 　 PKA、 CREB、 p-CREB 蛋 白 相 对 表 达 量

检测

取部分梗死灶脑组织(包括梗死灶周围皮质、
海马及侧脑室),液氮中研磨转至离心管,加入 0. 5
mL 细胞裂解液,于冰上孵育裂解 20 min,12000 r /
min 离心 15 min,离心半径 12 cm,取离心上清液,
进行 BCA 蛋白定量,取待测样本进行 SDS-PAGE
凝胶电泳分离,将分离胶置于电转仪上恒定电压

转膜,转膜后加入封闭液室温孵育 2 h,加入稀释

一抗(1 ∶500),4℃ 摇床过夜,PBST 洗涤后加入稀

释二抗(1 ∶5000),室温继续孵育 2 h,PBST 再次洗

涤 3 次后,于暗室中曝光和显影,凝胶成像系统扫

78中国比较医学杂志 2020 年 10 月第 30 卷第 10 期　 Chin J Comp Med, October 2020,Vol. 30,No. 10



描后,运用图像分析软件分析各条带灰度值,相对

表达量以 PKA、CREB、p-CREB 与 β-actin 灰度值

表示。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 20. 0 统计软件分析数据,计量资料

均以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,计量资料经正态

分布和方差齐性检验后,多样本比较采用单因素方

差分析(One-way ANOVA),两两之间比较采用 LSD
检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠一般情况

假手术组一般状况正常,模型组造模期间均出

现左前肢瘫痪、蜷卧懒动、精神萎靡、消瘦等情况,
头针组和 rTMS 组干预后精神状态稍有好转,但左

前肢仍瘫痪;联合组干预后精神状态较头针组和

rTMS 组好转,左前肢瘫痪明显减轻。
2. 2　 神经功能缺损程度评分比较

神经功能缺损程度评分组间比较,差异有统计

学意义(F = 137. 246,P<0. 001);与假手术组比较,
模型组、头针组、rTMS 组、联合组神经功能缺损程度

评分均升高 (P < 0. 05);与模型组比较,头针组、
rTMS 组、联合组神经功能缺损程度评分均降低(P<
0. 05),且联合组低于头针组、rTMS 组(P<0. 05);头
针组与 rTMS 组神经功能缺损程度评分比较,差异

无统计学意义(P>0. 05),见表 1。

2. 3　 逃避潜伏期及目标象限停留时间比较

逃避潜伏期、目标象限停留时间组间比较,差
异有统计学意义(P<0. 05);与假手术组比较,模型

组、头针组、rTMS 组及联合组逃避潜伏期均延长,目
标象限停留时间均缩短(P<0. 05);与模型组比较,
头针组、rTMS 组及联合组逃避潜伏期均缩短,目标

象限停留时间均延长(P<0. 05);与头针组和 rTMS
组比较,联合组逃避潜伏期缩短,目标象限停留时

间延长(P<0. 05);头针组与 rTMS 组逃避潜伏期、
目标象限停留时间比较,差异无统计学意义(P >
0. 05),见表 2。
2. 4　 各组脑梗死灶 TTC 染色观察

假手术组脑组织 TTC 染色均匀;模型组缺血侧

大脑皮层可见白色梗死灶,并伴有轻度糜烂;头针

组、rTMS 组和联合组缺血侧大脑皮层梗死面积缩

小,脑组织外观有所改善,联合组改善效果最为明

显,见图 1。
2. 5　 梗死灶周围皮质病理组织学观察

HE 染色结果显示,假手术组大脑皮质结构正

常,神经元细胞形态正常;模型组脑组织结构疏松,
呈现筛网状液化性坏死状态,神经元大量消失,多
量小胶质细胞浸润(图 2B);头针组和 rTMS 组脑组

织结构破坏轻于模型组,仍可见部分正常神经元形

态,但部分神经元细胞核周围细胞质呈现空泡化、
水肿状态;联合组脑组织结构及神经元形态趋于正

常,见图 2。
表 1　 神经功能缺损程度评分比较( 􀭰x ± s, 分)

Table 1　 Comparison of neurological deficit scores ( 􀭰x ± s, score)
组别 Groups n 神经功能缺损程度评分 Neurological deficit score

假手术组 Sham operation group 10 0. 00±0. 00
模型组 Model group 9 2. 52±0. 31a

头针组 Scalp group 8 2. 01±0. 20ab

rTMS 组 rTMS group 8 2. 03±0. 21ab

联合组 Combined group 9 1. 69±0. 20abcd

注:与假手术组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05;与头针组比较,cP<0. 05;与 rTMS 组比较,dP<0. 05。
Note. Compared with sham operation group, aP<0. 05. Compared with model group, bP<0. 05. Compared with scalp group, cP<0. 05. Compared with
rTMS group, dP<0. 05.

表 2　 逃避潜伏期及目标象限停留时间比较( 􀭰x ± s, s)
Table 2　 Comparison of escape latency and target quadrant stay time

组别
Groups n 逃避潜伏期

Escape latency
目标象限停留时间

Target quadrant stay time
假手术组 Sham operation group 10 26. 59±3. 17 45. 11±3. 69

模型组 Model group 9 49. 88±4. 12a 20. 56±2. 85a

头针组 Scalp group 8 44. 30±3. 90ab 28. 73±2. 94ab

rTMS 组 rTMS group 8 43. 69±3. 85ab 29. 05±3. 07ab

联合组 Combined group 9 38. 21±3. 31abcd 33. 24±3. 12abcd

注:与假手术组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05;与头针组比较,cP<0. 05;与 rTMS 组比较,dP<0. 05。
Note. Compared with sham operation group, aP<0. 05. Compared with model group, bP<0. 05. Compared with scalp group, cP<0. 05. Compared with
rTMS group, dP<0. 05.
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图 1　 各组脑梗死灶 TTC 染色观察

Figure 1　 General observation of cerebral infarction in each group

图 2　 梗死灶周围皮质 HE 染色(n= 4)
Figure 2　 HE staining around the infarcted cortex

2. 6　 脑组织 PKA、CREB、p-CREB 蛋白相对表达

量比较

脑组织 PKA、p-CREB 蛋白相对表达量组间比

较,差异有统计学意义(P<0. 05);脑组织 CREB 蛋

白相对表达量组间比较,差异无统计学意义(P >
0. 05)。 与假手术组比较,模型组、头针组、rTMS 组

及联合组 PKA、p-CREB 蛋白相对表达量均降低(P
<0. 05);与模型组比较,头针组、rTMS 组及联合组

PKA、p-CREB 蛋白相对表达量均升高(P<0. 05);联
合组 PKA、p-CREB 蛋白相对表达量高于头针组和

rTMS 组(P<0. 05),而头针组与 rTMS 组比较,差异

无统计学意义(P>0. 05),见图 3A、3B。

3　 讨论

近年来我国脑卒中发病率呈升高趋势,其发病

原因多种多样,如高血压、糖尿病、心脏病等多种因

素均可引起动脉粥样硬化,进而导致脑组织缺血缺

氧,神经元结构和功能丧失,致残、致死风险高[9-11]。
脑组织血供恢复后的继发性损伤,大量自由基、炎
症因子等可继发性引起神经元死亡,影响神经功能

的恢复[12]。 因此,及时减轻脑卒中后继发性神经功

能损伤,同样对疾病的治疗及预后有重要意义。
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注:与假手术组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05;与头针组比较,cP<0. 05;与 rTMS 组比较,dP<0. 05。

图 3　 脑组织 PKA、CREB、p-CREB 蛋白表达情况(n= 4)
Note. Compared with sham operation group, aP<0. 05. Compared with model group, bP<0. 05. Compared with scalp

group, cP<0. 05. Compared with rTMS group, dP<0. 05.

Figure 3　 Expression of PKA, CREB and p-CREB proteins in brain tissue

头针疗法属中医传统治疗脑卒中方法,现代研

究证实,头针疗法可通过促进脑组织海马神经元增

殖,改善脑卒中后认知功能障碍[13]。 研究显示,头
针疗法可通过改善气虚血瘀证脑卒中患者血液流

变学指标,进而改善患者认知功能[14]。 本研究中头

针组大鼠神经功能损伤评分较模型组均升高,逃避

潜伏期均缩短,目标象限停留时间均延长,证实头

针疗法对脑卒中认知神经功能的改善作用。 既往

研究发现,rTMS 可有效增加脑卒中大鼠血流量,进
一步将该疗法用于临床,取得一定成效[15]。 靳静娜

等[16]研究显示,rTMS 联合运动训练可有效激活脑

组织静息态脑网络,促进运动功能恢复。 以上研究

说明 rTMS 对脑卒中后脑组织活性恢复具有显著恢

复作用。 本研究中 rTMS 组大鼠神经功能损伤评分

较模型组均升高,逃避潜伏期均缩短,目标象限停

留时间均延长,提示 rTMS 具有改善脑卒中大鼠神

经功能的作用。 此外,本研究将头针疗法和 rTMS
疗法联合应用后,神经功能损伤评分升高、逃避潜

伏期均缩短、目标象限停留时间均延长现象更为显

著,HE 染色显示联合组脑组织结构破坏最轻,证实

头针疗法联合 rTMS 对脑卒中大鼠神经功能的改善

具有协同加强作用。
本研究发现,头针组、rTMS 组及联合组 PKA、p-

CREB 蛋白表达均高于模型组,且联合组高于头针

组和 rTMS 组,说明头针疗法联合 rTMS 可能通过激

活 PKA / CREB 信号通路发挥改善脑卒中大鼠神经

功能作用。 PKA 在哺乳动物神经元内表达丰富,既
往研究已证实,PKA 是突触可塑性必须因子,对长

时记忆有重要作用[17]。 CREB 是位于细胞核内的

转导因子,可被 PKA 磷酸化激活,从而启动下游靶

基因转录,刺激腺苷酸环化酶调节细胞内环磷酸腺

苷浓度, 参与介导神经递质的调控[18-19]。 Teng
等[20]研究表明,CREB 磷酸化表达增强有助于改善

缺血性脑损伤大鼠认知、记忆能力。 屈夏夏等[21] 证

实,PKA / CREB 信号通路在改善阿尔兹海默病小鼠

空间学习、记忆能力方面发挥重要调控作用。 上述
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研究均证实 PKA / CREB 信号通路在脑神经元损伤

修复过程中发挥重要调控作用,本研究应用头针组

及 rTMS 联合干预后 PKA / CREB 信号通路被激活,
且大鼠神经功能相应改善,提示联合干预可能通过

激活该信号通路发挥调控作用。
综上所述,头针疗法联合 rTMS 可有效改善脑

卒中大鼠神经功能,其作用机制可能通过激活

PKA / CREB 信号通路发挥调控作用,为头针疗法联

合 rTMS 应用于缺血性脑卒中临床治疗提供理论

依据。
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