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重复经颅磁刺激对小鼠缺血性脑损伤修复及
DJ⁃1 表达的影响
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摘 要：目的　探讨重复经颅磁刺激（repetitive transcranial magnetic stimulation，rTMS）通过调控 DJ⁃1 的表达，使小鼠缺血性脑损伤

后的神经功能缺损得到恢复的机制。方法　选取 8~12 周健康雄性 C57BL/6J 小鼠 30 只，随机分为 3 组：假手术组（Sham 组）、缺血

再灌注组（MCAO 组）和治疗组（rTMS 组），每组 10 只。MCAO 组使用线栓法制备大脑中动脉闭塞（middle cerebral artery occlusion，

MCAO）小鼠模型，Sham 组小鼠处理同 MCAO 组但不插入线栓。Sham 组和 rTMS 组给予 rTMS 治疗，MCAO 组不予治疗。造模后 1 h
拔出线栓进行再灌注，再灌注 24 h 后开始给予 rTMS 治疗，频率为 1 Hz，每次持续 25 s，每日 5 次，连续治疗 7 d。在治疗前后对各

组小鼠进行神经功能缺损评分；使用 TTC 染色确定各组小鼠脑组织梗死灶面积；并采用免疫组化技术检测梗死灶周围区域神经元

中 DJ⁃1 表达变化；使用免疫印迹技术检测 DJ⁃1 的蛋白水平表达变化。结果　与 Sham 组（0.50±0.53）比较，MCAO 组（2.80±0.63）和

rTMS 组（2.10±0.32）的神经功能缺损评分显著增高（P<0.05）；与 MCAO 组比较，rTMS 组的神经功能缺损评分显著降低（P<0.05）。

与 MCAO 组比较，rTMS 组的梗死灶面积明显减小，DJ⁃1 表达显著提高（P<0.01）。结论　rTMS 可有效促进缺血性脑损伤的小鼠神

经功能恢复，并显著减少梗死灶面积，可能分子机制是通过上调神经 DJ⁃1 蛋白表达干预损伤预后。
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Abstract：  Objective　To investigate the effect of repetitive transcranial magnetic stimulation （rTMS） on the recovery of 
neurological deficit in mice after ischemic brain injury by regulating the expression of DJ⁃1. Methods　A total of 30 healthy 
male C57BL/6J mice， aged 8 ⁃ 12 weeks， were randomly divided into sham ⁃ operation group （Sham group）， ischemia/
reperfusion group （MCAO group）， and treatment group （rTMS group）， with 10 mice in each group. The mice in the MCAO 
group were used to establish a mouse model of MCAO by the suture method， and those in the Sham group were given the 
same treatment as the MCAO group without suture occlusion. The mice in the Sham group and the rTMS group were treated 
with rTMS， and those in the MCAO group were not given any treatment. After 1 hour of modeling， the suture was extracted 
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for reperfusion， and after 24 hours of reperfusion， rTMS treatment was given at a frequency of 1 Hz for 25 seconds each 
time， 5 times a day for 7 consecutive days. Neurological deficit score was determined for each group of mice before and after 
treatment； TTC staining was used to measure infarct area； immunohistochemistry was used to measure the change in the 
expression level of DJ⁃1 in neurons around the infarct area， and Western blotting was used to measure the change in the 
protein expression level of DJ⁃ 1. Results　Compared with the Sham group， the MCAO group and the rTMS group had a 
significant increase in neurological deficit score （2.80±0.63， 2.10±0.32 vs 0.50±0.53， P<0.05）， and compared with the 
MCAO group， the rTMS group had a significant reduction in neurological deficit score （P<0.05）. Compared with the MCAO 
group， the rTMS group had a significant reduction in infarct area and a significant increase in the expression of DJ ⁃ 1 

（P<0.01）. Conclusions　In mice with ischemic brain injury， rTMS can effectively promote neurological function recovery 
and significantly reduce infarct area， possibly by up regulating the protein expression of neuronal DJ⁃1 to intervene in the 
prognosis of such injury.                              ［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2023, 50(2): 1-5］

Keywords： ischemic brain injury； repetitive transcranial magnetic stimulation； DJ ⁃1； middle cerebral artery occlusion； 
nervous system injury repair； mouse

缺血性脑损伤（ischemic brain damage，IBD）的病因大

多是脑主要动脉的血流短暂性或持久性的减少，大脑主

要动脉被栓子堵塞或者管腔内形成血栓就会使大脑内的

血流减少，由于缺血性脑损伤的发病率、致残率及复发率

均高于全身各部位损伤，是一种严重威胁人类健康的疾

病。恢复重症 IBD 患者意识并对受损神经组织结构和功

能进行重建是一个艰巨而极具挑战的任务。有研究发

现，定位于细胞核和细胞质中的 DJ⁃1（一种经典的帕金森

病相关蛋白）在氧化应激时可转位到线粒体，并具有多种

功能，可以起到分子伴侣、转录调节剂、抗氧化清除剂和

氧 化 还 原 传 感 器 的 作 用［1］，进 而 可 以 有 效 改 善 IBD 的

预后。

由于 IBD 后的神经系统损伤机制十分复杂，而且其

药物治疗效果不佳。近年来，理疗、针灸等非药物手段，

特 别 是 重 复 经 颅 磁 刺 激（repetitive transcranial magnetic 
stimulation，rTMS）在治疗缺血性脑损伤上取得了显著的

疗效，并广泛应用于基础实验和临床研究中。rTMS 是一

种安全、无痛、便于操作的间接非侵入性治疗方法，其治

疗原理是通电线圈产生穿过头皮的磁场在运动皮质诱发

兴奋性变化，能在刺激期后改变和调节皮质活动，因此可

以作为治疗神经和精神疾病的潜在方法［2］，并已在抑郁

症、帕金森病、脑卒中及疼痛等神经精神疾病方面得到广

泛应用［3］。Lefaucheur 等［4］和 Gao 等［5］的临床前及临床研

究提示，rTMS 对多种神经系统疾病具有治疗作用，如创

伤、脑卒中、抑郁症和帕金森病。有研究报道，其治疗效

果可能通过突触可塑性、增加神经营养因子及增强神经

发生来介导［6］。但 rTMS 能否通过影响 DJ⁃1 的表达进而

影响缺血性脑损伤预后的研究未见报道。本研究拟采用

rTMS 治 疗 大 脑 中 动 脉 闭 塞（middle cerebral artery 
occlusion， MCAO）模型小鼠神经功能障碍等，初步探讨

rTMS 在缺血性脑损伤功能恢复中的作用以及相关分子

信号机制。

1　材料与方法

1. 1　实验动物与分组

选取 8～12 周清洁级健康雄性成熟 C57BL/6J 小鼠 30
只，由空军军医大学实验动物中心提供，体重（25±2）g，所

有动物均无异常。严格饲养于光照时间为 12 h、调温 20~
23℃、调湿 50%~60% 的动物房。小鼠随机分为假手术组

（Sham 组）、缺血再灌注组（MCAO 组）、治疗组（rTMS 组），

每组 10 只。各组均予以自由饮水及正常喂养。

1. 2　动物造模

采用国际通用的线栓法建立动物 MCAO 模型。首先

将直径约 0.2 mm 的尼龙线于 75% 医用乙醇中浸泡消毒，

再放入肝素化的生理盐水中浸泡备用。采用异戊烷雾化

吸入麻醉，暴露并分离左侧颈外动脉，结扎左侧颈总动

脉，动脉夹暂时夹闭左侧颈内动脉，在左侧颈外与颈总动

脉交界处剪一小口，将尼龙线顺势插入，然后松开动脉

夹，再将尼龙线继续插入直至大脑前动脉处（大约插入距

颈总动脉分叉处 9~10 mm），阻断大脑中动脉的血液供

应。造模结束后 1 h 拔出尼龙线并扎紧结扎线，最后缝合

皮肤。完成后将小鼠置于通风良好的笼中，直到小鼠意

识恢复后，放回原笼内饲养。制模成功的标准为小鼠苏

醒后表现为提尾时右侧前肢内收屈曲；同侧霍纳征；爬行

时向右划圈；站立时右侧倾倒。凡具有上述 4 项体征者列

入研究对象。

1. 3　主要试剂与仪器

经颅磁刺激器由空军军医大学生物医学工程系和西

安交通大学提供；小鼠抗兔 DJ⁃1 单克隆抗体由 Abcam 公

司提供；小鼠抗兔 β⁃Actin 单克隆抗体由 Abcam 公司提

供；山羊抗兔 IgG/辣根酶标记由中杉金桥生物技术有限

公司提供。
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1. 4　干预方法

小鼠造模结束 1 h 后拔出栓线进行再灌注，再灌注

24 h 后开始使用配有直径为 9 cm 圆形线圈的高聚焦磁刺

激器对 rTMS 组小鼠进行连续 7 d 的低频干预。干预操作

和刺激参数具体设置如下。①小鼠固定：给予干预前

5 min 将小鼠提前固定稳妥，以让小鼠适应环境。②线圈

放置：使圆形线圈中心处于小鼠矢状缝中点，平行于顶骨

并距离头皮 5 mm 处固定安置。③干预强度：将干预强度

设置为能成功诱发麻醉小鼠后肢腓肠肌动作电位的平均

强度，即 0.4 Tesla。④干预频率：每天固定时间进行 400
个脉冲，频率 1 Hz、强度 0.4 Tesla、宽度 70 μs 的单脉冲刺

激，每 20 个脉冲为 1 串，串间间隔 10 s［7］。

1. 5　标本取材及检测

1. 5. 1　小鼠神经功能评估　rTMS 干预结束后，对 3 组小

鼠进行肢体运动检测（共 5 分）。0 分：无神经功能缺损

（正常）；1 分：轻度神经功能缺损（损伤侧前爪不能完全伸

展）；2 分：中度神经功能缺损（行走时小鼠向损伤侧转

圈）；3 分：重度神经功能缺损（行走时小鼠身体向损伤侧

倾倒）；4 分：意识丧失（不能自主行走）。

1. 5. 2　TTC 染色法检测小鼠梗死灶面积　断头法处死

小鼠后，在冰上迅速取脑（10 min 内），在提前预冷的磷酸

缓 冲 盐 溶 液（phosphate buffered saline，PBS）中 转 移 ，

−20 ℃冰箱冷冻 30 min。将小脑、嗅球和低位脑干切除。

切取冠状位脑片 5~6 片，每隔 1~2 mm 切一片，随后将脑

片 放 入 2% 氯 化 三 苯 基 四 氮 唑（triphenyl tetrazolium 
chloride，TTC）溶液中，避光 37 ℃水浴 30 min，每 5 min 轻

微 晃 动 容 器 ，使 染 色 均 匀 。 取 出 脑 片 用 PBS 洗 涤

3~5 min，可马上拍照。选择每一切片的尾侧面，采用病

理图文分析系统进行图像分析，测量每片的梗死面积和

总面积，每层梗死体积为该层梗死面积和层厚的乘积，各

层的梗死体积之和即为总的梗死体积。

1. 5. 3　免疫组化法检测皮质 DJ⁃1 的表达　小鼠肢体运

动评分结束后，对 3 组小鼠进行 1% 肝素溶液（4 ℃）和 4%
多聚甲醛溶液（4 ℃）心脏灌注后取脑，置于 4 ℃的 4% 多

聚甲醛溶液浸泡 24 h。脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋，蜡块

预冷后行冠状连续切片，片厚 2 μm。烤片 30 min 后，进

行脱蜡、透明；在柠檬酸修复液中高压修复；在 3% 的过氧

化氢（H2O2）中封闭 20 min，PBS 洗涤 3 遍；山羊血清封闭

30 min，加入一抗抗体（DJ⁃1，1∶500），4 ℃过夜，PBS 洗涤 3
遍；加入山羊抗兔二抗抗体（1∶1 000）室温孵育 30 min，

PBS 洗涤 3 遍；加入三抗抗体室温孵育 20 min，PBS 洗涤 3
遍，DAB 显色 5 min，自来水终止；苏木素衬染 5 min，自来

水冲洗；盐酸乙醇分化，自来水水洗；返蓝 2 min，自来水

水洗；脱水、透明、封片、镜检。

1. 5. 4　Western blotting 检测 DJ⁃1 的表达　小鼠肢体运

动评分结束后，对 3 组小鼠进行生理盐水心脏灌注取脑

后，收集皮质组织，提取总蛋白，用考马斯亮蓝法测定蛋

白浓度，聚丙烯酰胺凝胶电泳，分离蛋白后转移到硝酸纤

维素膜上，与 DJ⁃1（1∶500），β⁃actin（1∶2 000）抗体结合，然

后与辣根过氧化物酶标记的二抗结合，电化学发光免疫

分析法显色后照相。最后用凝胶成像系统摄影，图像分

析软件行灰度扫描分析。以目的蛋白与 β⁃actin 的蛋白

产物条带灰度值之比作为其蛋白水平的相对量。扫描图

像分析仪计算蛋白条带的表达。

1. 6　统计学方法

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学处理。

计量资料以均数±标准差（x-±s）表示，组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 Dunnett t 检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　rTMS 对 MCAO 模型小鼠神经功能恢复的影响

与 Sham 组比较，MCAO 组神经功能缺损评分显著升

高，差异有统计学意义（P<0.05）；与 MCAO 组比较，rTMS
组 神 经 功 能 缺 损 评 分 显 著 降 低 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05），但 仍 高 于 Sham 组 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）。见表 1。

2. 2　rTMS 对各组 MCAO 模型小鼠脑梗死面积的影响

与 Sham 组比较，MCAO 组小鼠缺血后脑片 TTC 染色

明显出现皮质和海马大面积缺血，经 rTMS 治疗后，上述

缺血面积明显减少。见图 1。

2. 3　rTMS 对各组 MCAO 模型小鼠皮质 DJ⁃1 空间表达

的影响

DJ⁃1 蛋白阳性染色呈棕色、棕黄色或棕褐色，定位于

细胞核或者细胞质。如图 2 所示，rTMS 组脑组织细胞中

DJ⁃1 表达量明显多于 MCAO 组和 Sham 组。

2. 4　rTMS 对各组 MCAO 模型小鼠皮质 DJ⁃1 表达水平

的影响

与 Sham 组比较，MCAO 组中 DJ⁃1 蛋白水平增高，差

异有统计学意义（P<0.05）；rTMS 治疗后，DJ⁃1 蛋白表达水

平增高，且高于 Sham 组（P<0.01）和 MCAO 组（P<0.05）。

见图 3、表 2。

表 1　3 组小鼠神经功能缺损评分的比较                 （x-±s）

组别

　Sham组

　MCAO组

　rTMS组

　F值

　P值

例数

10
10
10

神经功能缺损评分/分
0. 5±0. 53              
2. 8±0. 63a             

             2. 1±0. 32ab             
                 53. 61                 

<0. 001
注：a为与Sham组比较，P<0.05； b为与MCAO组比较，P<0.05。
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3　讨论

rTMS 是经颅磁刺激技术中的一种刺激模式，即通过

重复磁刺激颅脑达到预期效果的治疗方式，这种治疗方

法没有创伤、没有疼痛，且操作简便。磁场中的磁信号可

以透过颅骨，且能做到信号不衰减，进而准确刺激局部大

脑神经，同时改变神经细胞的膜电位，影响颅脑物质代谢

和神经电生理活动。目前临床上应用 rTMS 作为辅助治

疗手段，并通过调节刺激频率、刺激时间、间隔时间、治疗

时间以达到不同的治疗效果。rTMS 对于神经系统疾病，

尤其是脑卒中及抑郁等疾病的治疗效果是有目共睹的。

Cheng 等［8］的研究证明，经颅磁刺激对抑郁症状有显著的

改善作用，并认为 rTMS 可能通过跨越靶向药物的阈值，

以便达到足够高的缓解率，可作为抑郁症患者的一线治

疗手段。有研究表明，rTMS 能够调节多种神经递质和连

接系统，如对 γ⁃氨基丁酸、谷氨酸和大脑活动的调节会因

rTMS 的干预而得到改善［9］。与以往文献相似，本研究在

对大脑缺血敏感的 C57BL/6J 小鼠 MCAO 模型中发现，小

鼠出现了位于皮质以及海马的梗死灶，并发生了各种神

经功能障碍；同时，由于机体的自我保护机制使得 DJ⁃1 表

达增加，发挥了抗氧化应激，抑制细胞凋亡，缩小梗死灶

面积的作用；更重要的是，在经过 rTMS 治疗后，小鼠脑内

DJ⁃1 表达增加，且神经功能障碍减轻，梗死灶面积减小，

提示 IBD 后，采用 rTMS 治疗可能通过上调 DJ⁃1 蛋白，减

轻脑组织缺血，改善 IBD 预后。

IBD 致伤、致残率及致死率均居全身各部位损伤之

首，而 IBD 因其特殊的发病因素使其具有治疗难度大、预

后差的特点。脑缺血引发的复杂神经毒性级联反应的关

键事件，包括能量储存和膜去极化的耗竭、谷氨酸兴奋毒

性、细胞内钙水平的增加、氧自由基的产生、分解代谢酶

系统的刺激（磷脂酶、蛋白酶和核酸内切酶）、凋亡途径的

激活、炎症的诱导等［10］。当前中枢神经系统缺血性损伤

主要治疗方式有：①加速损伤部位的神经细胞再生，使用

神经生长因子，或者是使用能使神经生长抑制剂失去作

用的因子；②促进轴突的再生，通过使用含有生长因子的

桥架来修复神经系统的损伤部位；③修复受损的髓鞘，恢

复神经冲动的传导；④增强中枢神经系统的可塑性［11］。

目前临床上缺血性脑损伤的治疗方式主要为康复理疗和

药物治疗，但是疗效大都不尽如人意，而本研究结果可为

IBD 的治疗和改善预后提供了新的方向。

DJ⁃1 是由基因 PARK7 编码，DJ⁃1 的功能缺失或突变

与早发家族性帕金森病息息相关［12］。有研究表明，DJ⁃1
可以直接与 Ca2+/钙调蛋白依赖性蛋白激酶 β 相互作用，

并改变 cAMP 反应元件结合蛋白 1 活性，从而调节酪氨酸

羟化酶的表达［13］。在正常情况下，DJ⁃1 位于细胞质和细

胞膜之间，在线粒体和细胞核中较少出现；在氧化应激的

情况下，DJ⁃1 表达水平增加，并在 3 h 内转位至线粒体，

图 1　3组小鼠缺血后脑片TTC染色结果

Sham 组 MCAO 组 rTMS 组

0              1 cm          2                3               4

表 2　3 组小鼠 DJ⁃1 表达水平的比较               （x-±s）

组别

　Sham组

　MCAO组

　rTMS组

　F值

　P值

例数

6
6
6

DJ⁃1
1. 15±0. 06               
1. 35±0. 08a              

             1. 54±0. 08ab             
                  42. 46                   

<0. 001                   
注：a为与Sham组比较，P<0.01； b为与MCAO组比较，P<0.05。

A：Sham组； B：MCAO组； C：rTMS组。

图 2　3组小鼠大脑皮质细胞DJ⁃1免疫组织化学图像（×400）

图3　3组小鼠DJ⁃1蛋白及β⁃actin的Western blotting蛋白表达

DJ-1

Sham 组 MCAO 组 rTMS 组

β-actin

20 kDa

42 kDa
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12 h 后转至细胞核［14］。这证明 DJ⁃1 不只与帕金森病的发

生和发展有关，与缺血性脑损伤也有潜在的关系。在

MCAO 大鼠模型中，缺血灶周围细胞内聚集了大量 DJ⁃1，

其清除了自由基，并减少了细胞损伤，显著缩小了梗死灶

面积［15⁃16］。在本研究中，MCAO 组小鼠免疫组化结果显

示，DJ⁃1 表达增加，并发挥作用。在经过 rTMS 治疗后，DJ
⁃1 的表达量显著增加，TTC 染色结果显示梗死灶面积显

著减小，相应的行为学结果也显示 IBD 预后良好。

国内外目前关于 rTMS 治疗缺血性脑损伤的研究逐

渐 增 加 ，也 逐 渐 深 入 ，并 取 得 了 显 著 的 进 展 。 但 目 前

rTMS 治疗时刺激参数（频率、部位、强度以及持续时间

等）没有统一的标准，可能容易导致治疗误差［17］，而且

rTMS 对 IBD 后神经细胞，甚至神经元细胞死亡的影响以

及临床应用安全性等方面仍需要持续深入探索［18］。
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