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深部脑磁刺激改善大鼠卒中后抑郁样行为
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摘要 目的：探讨深部脑磁刺激（DMS）对卒中后抑郁（PSD）模型大鼠抑郁样行为的治疗作用及其可能机

制。方法：糖水偏好实验和旷场实验筛选 42只正常的雄性成年SD大鼠，随机分为假手术组（Sham组，n=

6）、卒中组（Stroke组，n=12）、卒中后抑郁组（PSD组，n=12）、深部脑磁刺激治疗组[（PSD+DMS）组，n=12]；后

3组颈总动脉线栓再灌注法构建脑缺血模型；假手术组只分离颈总动脉不结扎；PSD组和（PSD+DMS）组接

受 3周慢性温和应激制备PSD模型；（PSD+DMS）组每天接受 40 min的 40 Hz深部脑磁刺激治疗，共 2周。

旷场实验检测各组大鼠运动功能和焦虑样行为；糖水偏好实验检测各组大鼠快感缺失抑郁样行为；免疫荧

光染色检测各组大鼠前额叶小胶质细胞激活标志物 Iba-1的表达水平；蛋白质免疫印迹技术检测各组大鼠

前额叶小胶质细胞激活阳性蛋白CD11b及炎性因子 IL-1β和TNF-α的表达。结果：（PSD+DMS）组大鼠抑郁

样行为较PSD组明显好转。卒中组大鼠前额叶小胶质细胞激活增加，炎性因子 IL-1β和TNF-α的蛋白表达

升高，PSD组大鼠前额叶小胶质细胞激活进一步增加，炎性因子 IL-1β和TNF-α的蛋白表达进一步升高。

（PSD+DMS）组大鼠前额叶小胶质细胞激活减少，炎性因子 IL-1β和TNF-α的蛋白表达降低。结论：DMS治

疗可有效地改善PSD大鼠的抑郁样行为。抑制前额叶皮质小胶质细胞激活和炎性因子的表达可能是其潜

在的抗抑郁作用机制。
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Abstract Objective: To investigate therapeutic effects of deep brain magnetic stimulation (DMS) on

depressive-like behavior in a post-stroke depression (PSD) rat model and its potential mechanisms. Methods:

Total 42 adult male SD rats were screened using sucrose preference test and open field test. They were randomly

divided into sham surgery group (Sham group, n=6), stroke group (Stroke group, n=12), PSD group (n=12) , and

(PSD + DMS) group (n=12). Cerebral ischemia models were established induced by bilateral common carotid

artery occlusion and reperfusion in groups stroke, PSD and (PSD+DMS). The common carotid artery of sham

group was only separated without ligation. Groups PSD and (PSD + DMS) accepted chronic mild stress for 3

weeks, while (PSD+DMS) group rats accepted 40 Hz deep brain magnetic stimulation for 40 minutes per day for

2 weeks. The open field test was used to evaluate locomotor activity and anxiety-like behavior, while the sucrose

preference test assessed anhedonia-like behavior. Immunofluorescence staining was performed to measure the

expression level of Iba-1, a marker of glial cell activation, in the frontal lobe. Protein immunoblotting technique

was used to detect the expression of CD11b, a marker of glial cell activation, as well as inflammatory cytokines

IL-1 β and TNF-α in the frontal lobe. Results: Treatment with DMS significantly improved depressive-like

behavior in the (PSD+DMS) group compared to the PSD group. Glial cell activation and protein expression of

inflammatory cytokines IL-1β and TNF-α were increased in the frontal lobe of the stroke group. In the PSD

group, further increase in glial cell activation and protein expression of IL-1 β and TNF-α was observed.

However, in the (PSD + DMS) group, glial cell activation was reduced, and protein expression of IL-1 β and

TNF-α was decreased. Conclusion: DMS treatment effectively improves depressive-like behavior in PSD rats.

Inhibition of glial cell activation and expression of inflammatory cytokines in the frontal cortex may be potential

mechanisms underlying its antidepressant effects.

Keywords post-stroke depression; deep brain magnetic stimulation; microglia; inflammatory factors;

prefrontal lobe

卒 中 后 抑 郁（post stroke depression，

PSD）是卒中后最常见的并发症，5年内PSD

的累积发病率高达31%～52%[1,2]。其临床主

要症状为卒中发生后患者呈现出兴趣缺失、

8



神经损伤与功能重建·2024年1月·第19卷·第1期

情绪低落，常伴有睡眠障碍、食欲减退、自罪自责甚至

自杀倾向等。其发病高峰多在卒中后3～6月[3]。PSD

不仅会给患者带来心理上的痛苦，更不利于卒中后康

复以及运动和认知功能障碍恢复，并显著增加复发性

神经血管事件的几率[4]。同时，PSD也是卒中后功能预

后不良的主要预测指标，但 PSD 发病机制复杂多样，

涉及神经递质调节失衡、神经炎症和细胞信号通路的

改变等[5,6]。

研究表明小胶质细胞的过度激活可能在PSD的发

病机制中具有重要作用，抑制小胶质细胞的激活可以

减轻神经炎症及PSD表现[7]。在中枢神经系统发生缺

血性损伤后，炎性介质表达上调，诱导小胶质细胞向

损伤区域聚集，同时打破M1型与M2型之间的动态平

衡 [8]。M1 型小胶质细胞可以产生促炎细胞因子，如

IL-1β、TNF-α等，这些炎症介质分子导致中枢神经系统

神经网络功能障碍[9,10]，进而引发神经元损伤和神经递

质紊乱，从而引起抑郁症的发生，抑郁症甚至也被认为

是一种小胶质细胞疾病[11]。

近年来，物理性脑刺激在卒中后的治疗应用中取

得很大的进展，腹侧纹状体区域的深部脑刺激显著改

善了卒中后疼痛患者的疼痛感 [12]，重复经颅磁刺激

（repetitive transcranial magnetic stimulation，rTMS）/深

部脑磁刺激（deep-brain magnetic stimulation，DMS）是

一种对包括重度抑郁症在内的各种神经精神疾病的有

效治疗，作为一种非侵入性的神经调控技术，对抑郁症

治疗具有重要应用前景。已有研究表明DMS可以促

进改善动物模型中的抑郁样行为和压力相关反应[13,14]。

本研究采用DMS治疗PSD模型大鼠，通过抑郁样

行为学检测、前额叶小胶质细胞 Iba1免疫荧光染色以

及炎性因子 IL-1β和TNF-α的蛋白表达检测，研究DMS

对PSD大鼠行为学以及前额叶小胶质细胞激活和炎性

因子表达的影响，为DMS治疗PSD患者的临床应用提

供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SPF级成年雄性SD大鼠42只，体质

量 250～300 g，购于北京维通利华实验动物有限公

司。动物饲养条件符合规定，温度保持在（23±1）℃，湿

度维持在(50±5)%，12 h / 12 h 昼夜循环，动物可以自由

饮水进食。大鼠适应环境3 d后开始造模，模型制作尽

可能减少大鼠痛苦及减少动物使用数量，本实验经九

江学院实验动物伦理委员会（伦理号：2021-1009）审批

通过。先通过糖水偏好实验和旷场实验筛选 42只正

常的雄性成年SD大鼠，随机分为假手术组（Sham组，

n=6，只切开颈部皮肤，分离颈总动脉，但不结扎）、卒中

组（Stroke组，n=12）、卒中后抑郁组（PSD组，n=12）、深

部脑磁刺激治疗组[（PSD+DMS）组，n=12）]。

1.1.2 主要设备及试剂 组织总蛋白提取液 RIPA裂

解液、蛋白酶抑制剂混合物购于北京普利莱基因技术

有限公司；BCA 蛋白定量试剂盒购于碧云天生物技术

公司；anti-Iba1（019-19741）购于日本Wako公司；anti-

CD11b（ab133357）购于英国 Abcam 公司；anti-TNF-α

（60291-1-lg）、anti-IL-1β（16806-1-AP）、anti-α-Tubulin

（11224-1-AP）购于美国Proteintech公司；IRDye 680RD

Goat anti-Rabbit IgG (H + L)（926-68071）、 IRDye

800CW Goat anti-Mouse IgG (H + L)（925-32210）购于

美国LI-COR公司；Alexa Fluor 488 标记的驴抗兔荧光

二抗购于美国 Earthox 公司；含 DAPI 荧光封片剂

（ZLI-9557）购于北京中杉金桥生物技术有限公司；

DMS刺激仪（ANTIS180型）购于北京澳丹斯生物科技

有限公司。

1.2 方法

1.2.1 模型制备 大多数PSD动物模型多采用卒中联

合慢性不可预期温和应激（chronic unpredictable stress

model，CUMS）处理 [15,16]。Stroke 组、PSD 组、（PSD +

DMS）组均采用双侧颈总动脉线栓再灌注法制备脑缺血

大鼠模型，PSD组、（PSD+DMS）组再给予CUMS联合制

备 PSD 大鼠模型。CUMS 处理主要包括：冰水游泳

（10 min）、夹尾（5 min）、笼子在45º倾斜（24 h）、剥夺水

和食物（24 h）、潮湿垫层（24 h）、昼夜倒置和笼子摇晃

（5 min）。每天进行两个随机和不可预测的压力刺激，连

续3 d不重复，共计进行CUMS 3周。PSD造模成功后，

（PSD+DMS）组大鼠每日采用DMS刺激治疗40 min，刺

激频率40 Hz，磁场强度20 Oe（1 Oe=79.58 A/m），治疗

2周。

1.2.2 糖水偏好实验 实验前 3 d对大鼠进行糖水预

适应，将 1%浓度的蔗糖溶液置于饲养笼上供老鼠饮

用，使其适应糖水味道，次日将糖水换成清水。实验前

将大鼠禁水 8 h，实验时将大鼠单笼放置，将称好的糖

水和清水各一瓶小心置于笼上，让大鼠自由饮用 1 h。

实验结束后对糖水瓶和清水瓶称重，记录各大鼠饮用

的糖水量和清水量，计算糖水消耗率。

1.2.3 旷场实验 旷场测试箱是低壁和四周墙壁为黑

色的敞口箱，箱底面积100 cm×100 cm，被平均分为25

个同样大小的方格。每次实验前，用酒精擦拭箱底和
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箱壁，然后将大鼠轻轻放进旷场中央格，让其自由活

动。摄像机录像5 min，然后用软件分析大鼠运动速度

和运动距离。

1.2.4 蛋白质免疫印迹 取新鲜的前额叶组织加入

RIPA裂解液，冰上超声破碎仪处理后离心，吸取上清

液，按照 BCA 蛋白定量试剂盒检测浓度，加入 5 ×

loading buffer 100 ℃煮至变性。样本上样 70 μg 后进

行 SDS-PAGE 电泳，然后将蛋白转膜至 PVDF 膜上，

10%脱脂牛奶封闭，一抗孵育 4 ℃冰箱过夜。次日

TBST洗膜，荧光二抗室温孵育2 h，洗膜后用奥德赛扫

膜仪扫膜。所用一抗浓度为：anti-CD11b（1∶1 000），

anti-TNF-α（1∶5 000），anti-IL-1β（1∶300），anti-α-Tubulin

（1∶5 000）。

1.2.5 免疫荧光染色 大鼠经 4%多聚甲醛灌注后取

脑，先后经过后固定、30%蔗糖溶液沉糖、干冰速冻和

OCT 包埋，冰冻切片机将大鼠前额叶切成 30 μm 厚。

0.2%PBS-Triton打孔 30 min，胎牛血清封闭 1 h后加入

Iba1 抗体（1∶1 000），4 ℃冰箱孵育过夜。次日 PBS 漂

洗脑片，488标记的Goat anti-Rabbit二抗（1∶1 000）室温

孵育 2 h，含DPAI封片剂封片，5 min后在荧光显微镜

下观察。

1.3 统计学处理

使用Graphpad Prism 6进行数据处理和作图，通过

Shapiro-Wilk检验对计量资料进行正态性分析，符合正

态分布的计量资料以（均数±标准差）表示，多组间数据

进行单因素方差分析（one-way ANOVA），2 组间比较

采用 t检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PSD模型大鼠的建立及DMS的抗抑郁作用

旷场实验结果显示，Stroke 组的平均运动速度及

运动总距离较Sham组减少，提示Stroke组存在运动功

能障碍；PSD 组的平均运动速度及运动总距离较

Stroke 组减少（P=0.004，P=0.022），PSD 组表现出明显

的运动功能障碍和焦虑样行为；（PSD+DMS）组的平均

运动速度及运动总距离较 PSD 组增加（P=0.021，P=

0.034），提示DMS治疗对于PSD大鼠的运动能力及焦

虑样行为有一定的改善作用。

糖水偏好实验显示，Stroke 组的糖水饮用率较

Sham组的糖水饮用率有降低的趋势，但差异无统计学

意义（P=0.495）；PSD 组的糖水饮用率较 Stroke 组降

低，有显著性差异（P=0.004），提示PSD组大鼠存在快

感缺失抑郁样行为；（PSD+DMS）组大鼠的糖水饮用率

较PSD组大鼠升高，差异有统计学意义（P=0.03），提示

DMS可改善PSD大鼠快感缺失抑郁样行为，见图1。

2.2 DMS抑制前额叶小胶质细胞激活

在正常情况下，小胶质细胞呈现多分支结构，为静

息态小胶质细胞。而小胶质细胞激活后，细胞体体积

变大，分支减少，进一步激活会呈现出阿米巴状，具有

吞噬功能。Iba1免疫荧光染色结果显示，Stroke组大鼠

前额叶小胶质细胞激活的数量较Sham组增加，并且细

胞胞体体积增大，分支减少；与Stroke组相比，PSD组

大鼠前额叶小胶质细胞激活的数量进一步增加，细胞

呈现出阿米巴状；与PSD组相比，（PSD+DMS）组大鼠

前额叶小胶质细胞激活的数量降低，细胞胞体体积减

小，分支增加，见图2。

2.3 DMS降低PSD大鼠前额叶炎性因子的蛋白表达

小胶质细胞激活是炎性因子产生的重要来源，

Western Blot 检测发现 Stroke 组大鼠前额叶巨噬细胞

标记物CD11b的蛋白表达较Sham组大鼠上升，PSD组

大鼠前额叶CD11b的蛋白表达较Stroke组大鼠进一步

升高，而（PSD+DMS）组大鼠前额叶 CD11b 的蛋白表

A B C

注：A. 各组大鼠旷场实验中的平均速度；B. 各组大鼠旷场实

验中运动距离；C. 各组大鼠糖水偏好实验中糖水消耗率。①P<

0.05，②P<0.01，③P<0.001，n=6。

图1 DMS改善PSD大鼠抑郁样行为

注：白框为放大高倍镜下可观察小胶质细胞形态变化。n=

6，标尺=50 μm。

图2 各组大鼠前额叶脑区 Iba1表达情况
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达较PSD组大鼠降低。以上差异均有统计学意义，见

图3。

Stroke组大鼠前额叶炎性因子TNF-α和 IL-1β的蛋

白表达较Sham组大鼠升高，PSD组大鼠前额叶炎性因

子TNF-α和 IL-1β的蛋白表达较Sham组大鼠进一步升

高，而（PSD+DMS）组大鼠前额叶TNF-α和 IL-1β的蛋

白表达较PSD组大鼠降低。以上差异均具有统计学意

义，见图3。

3 讨论

本研究从脑卒中后抑郁发生的神经炎性学说出

发，发现DMS治疗能通过抑制小胶质细胞的过度炎性

反应，抑制炎性因子的表达，来改善PSD大鼠的抑郁样

行为，为临床治疗PSD提供了实验依据。

事实上，前期研究提示细胞因子在人类卒中引起

的神经炎症中发挥重要作用[17]，小胶质细胞是参与防

御脑损伤的主要免疫细胞，当卒中后与损伤相关的分

子模式过度激活时，它们会产生大量促炎细胞因子

（TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8等）[18]，这些细胞因子损伤血

脑屏障，并且降低脑卒中后神经元的存活率及其轴突

的延长[19,20]，抑制神经元的再生和修复，加重炎症反应，

损害脑组织[21]，进一步导致神经元的变性坏死，最终促

进PSD的发生。

PSD的物理治疗包括 rTMS和经颅直流电刺激、高

压氧舱和电针等，对于PSD早期药物治疗无效患者，使

用 rTMS治疗已发现具有一定的疗效[22]。对于早期PSD

患者采用 rTMS联合氟西汀治疗的效果优于单纯氟西

汀治疗[23]。经颅直流电刺激也被发现可以缓解PSD患

者的抑郁焦虑情绪，还能改善患者的认知功能[24]。然

而，物理性治疗PSD的具体机制并不明确。

本研究为了探索DMS对PSD模型大鼠的抗抑郁

作用以及可能的机制，通过颈总动脉线栓再灌注法制

作卒中模型大鼠，然后联合 CUMS 制作 PSD 模型大

鼠，并进行DMS干预。结果显示Stroke组大鼠前额叶

小胶质细胞激活增加，炎性因子 IL-1β和TNF-α的蛋白

表达升高，而PSD组大鼠前额叶小胶质细胞激活进一

步增加，炎性因子 IL-1β和TNF-α的蛋白表达进一步升

高，提示小胶质细胞M1型转化以及炎性因子的增加，

在一定程度上参与了PSD的形成。行为学结果显示，

通过DMS治疗，（PSD+DMS）组大鼠抑郁样行为得到

改善。（PSD+DMS）组大鼠前额叶小胶质细胞激活减

少，炎性因子 IL-1β和TNF-α的蛋白表达降低。以上结

果初步提示DMS可能通过抑制前额叶小胶质细胞激

活并且减少炎性因子的表达，从而改善大鼠卒中后抑

郁样行为。然而，本研究也有一定的局限性，首先应对

全脑的小胶质细胞激活状态进行评估，特别是海马，其

次星型胶质细胞在大脑也是主要的细胞，它会产生多

种神经营养因子如神经生长因子、脑源性神经营养因

子等，参与神经递质的表达，有助于血管生成、神经发

生、突触发生和轴突重塑[25]。未来笔者将进一步探索

DMS治疗PSD的其他机制。

总之，本研究表明DMS治疗可以一定程度的改善

PSD大鼠的抑郁样行为，抑制前额叶皮质小胶质细胞

激活和炎性因子的表达可能是其潜在的抗抑郁作用机

制，为DMS治疗PSD的临床应用提供了一定的实验依

据。
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