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【摘要】 目的 探讨超低频经颅磁刺激（TMS）对睡眠剥夺诱导的大鼠焦虑情绪和学习记忆损伤的

干预效果。方法 SD 大鼠 18 只随机分为对照（con）组，睡眠剥夺假刺激（sham）组和睡眠剥夺经颅磁刺

激（TMS）组。采用改良多平台睡眠剥夺法建立大鼠睡眠剥夺模型，建模成功后，利用自制便携式 TMS 仪

对大鼠头部施加 TMS 刺激（连续 15 个单刺激，刺激间隔 30 s），每天刺激一次，连续刺激 6 d。实验过程中

监测体重，采用旷场实验、高架十字迷宫和 Morris 水迷宫等行为学方法评价大鼠焦虑情绪和学习记忆能

力。结果 与 con 组相比，sham 组在睡眠剥夺 5 d 后体重明显下降。旷场和高架十字迷宫实验显示，与

con 组相比，睡眠剥夺 6 d 后 sham 组在中央区停留时间、开臂停留时间和进入次数百分比均明显降低。

Morris 水迷宫显示，睡眠剥夺 5 d 后，sham 组到达平台潜伏期较 con 组明显延长，且睡眠剥夺 6 d 后的空

间探索实验中，sham 组大鼠在目标象限停留的时间较 con 组明显缩短。TMS 组与 sham 组各项指标差异

均无统计学意义。结论 超低频 TMS 处理对睡眠剥夺诱导的动物焦虑情绪和学习记忆损伤未产生明显

的干预效果。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of ultralow-frequency transcranial magnetic stimulation 
（TMS） on sleep deprivation-induced anxiety and cognitive capability deficit in rats. Methods A total of 18 SD 

rats were randomly divided into three groups： control group， sham group and TMS group. The sleep deprivation 
model was established by using improved multi-platform sleep deprivation method and the head of rat was 
stimulated by a homemade portable TMS instrument. TMS was performed once a day with 15 consecutive single 
stimulation （interval between two single stimulation was 30 s） for 6 consecutive days. Body weight was monitored 
during the experiment. Behavioral analysis such as open field test， elevated plus maze and Morris water maze 
were adopted to evaluate the anxiety and cognitive capability in rats. Results Compared with con group， 
the body weight of sham group significantly decreased after 5 days' sleep deprivation. The results of open field 
test and elevated plus maze test showed that compared with con group， the percentage time in central area， 
percentage time in open arms， and percentage entries into open arms significantly decreased in sham group after 
5 days' sleep deprivation. Morris water maze test showed that compared with con group， the latency to platform 
significantly increased， meanwhile， the duration in target quadrant significantly decreased in sham group after 
6 days' sleep deprivation. There was no significant difference in above all indexes was found between TMS group 
and sham group. Conclusions Under this experimental condition， the ultralow-frequency TMS intervention 
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睡眠剥夺（sleep deprivation）是指由于各种原因

引起的睡眠丢失状态。既往流行病学研究表明，睡

眠剥夺可导致过度嗜睡、认知损伤，以及增加心血

管疾病、内分泌紊乱、意外事故和全因死亡率的风

险［1-2］。动物实验研究发现，睡眠剥夺可干扰血压

稳态、谷氨酸代谢、激素调节和免疫反应、认知功能、

应激反应、情绪等多种生理功能［3］。因此，睡眠剥

夺可严重损害身体健康并降低工作效率。随着工作

压力的增大和特殊岗位的工作需要，睡眠剥夺现象

日益普遍，如何避免或减轻睡眠剥夺对身体健康的

影响已经成为神经科学领域的研究热点。

经颅磁刺激技术（transcranial magnetic stimulation， 

TMS）是 1985 年由英国的 Barker 等［4］首创的一种非

侵入性的神经调控技术［5］，该技术利用磁信号可以

无衰减地透过颅骨而刺激大脑神经的原理，通过调

节磁场强度、频率、持续时间与刺激间歇等参数影

响中枢神经系统的兴奋性。因该技术具有能够可逆

地影响脑功能及无痛、无创、经济、操作简便、安全

等诸多特点，目前正越来越多地被应用于多种神经

精神疾病的治疗，被称为是 21 世纪神经精神科领域

一项重要的研究和治疗工具［6］。

本实验采取国际公认的大鼠睡眠剥夺模型，即

改良多平台睡眠剥夺法（modified multiple platform 

method，MMPM）建立大鼠睡眠剥夺模型，利用多种

行为学方法观察睡眠剥夺对成年大鼠焦虑情绪和学

习记忆功能的影响，并探讨便携式超低频 TMS 对睡

眠剥夺造成的情绪改变及认知障碍的干预效果。

一、材料与方法

1. 材料：（1）实验动物。清洁级成年雄性 SD 大

鼠 18 只，体重（250±10）g，由第四军医大学实验动

物中心提供。动物饲养在 22～24 ℃的恒温环境中，

湿度保持在 40%～70%，保证 12 h/d 的光照并避免

噪音，饲养期间所有动物可自由摄取水和食物。所

有实验均在第四军医大学伦理委员会批准下进行。

（2）实验仪器。旷场、高架十字迷宫、Morris水迷宫（上

海移数信息科技有限公司），便携式 TMS 仪（工信部

提供），改良多平台睡眠剥夺箱（自制）。

2. 方法：（1）动物分组及处理。动物适应 1 周后，

采用随机数字法将动物分为空白对照（con）组、睡眠

剥夺假刺激（sham）组和睡眠剥夺经颅磁刺激（TMS）

组，每组6只。实验过程中，con组饲养在正常环境中；

sham组和TMS组进行睡眠剥夺模型建立，并在睡眠剥

夺期间对TMS组进行TMS干预。（2）睡眠剥夺模型的

建立。采用MMPM建立睡眠剥夺模型［7-8］。水槽规格

为110 cm×60 cm×40 cm，内设8个直径为6.5 cm，高

8.0 cm 的平台，相邻平台间隔为 15 cm。实验前将

大鼠放在平台上适应2 h/d，连续适应2 d，之后开始

为期6 d的睡眠剥夺。期间sham组和TMS组大鼠一

直处于睡眠剥夺装置内，水槽内水面高度距平台约 

1.0 cm，水温维持在 22 ℃，大鼠可在平台上自行摄

食饮水，并可在平台间活动，但当大鼠即将进入睡

眠状态时，由于全身肌肉张力降低，出现垂头触水

而觉醒，从而使大鼠始终不能进入睡眠期，一般连

续 6 d 即可制成睡眠剥夺模型。con 组动物饲养在正

常实验环境中，不接受睡眠剥夺处理。（3）TMS干预。

利用自制的便携式 TMS 装置（由工信部提供）给予超

低频 TMS 干预。睡眠剥夺期间，TMS 组大鼠每天上

午 9：00— 10：00 接受便携式 TMS 干预，实施刺激时，

将 TMS“8”字线圈平行于颅骨表面，中心对准大鼠

矢状缝中央点，线圈表面紧贴头皮。刺激参数如下：

刺激频率为0.016 Hz，强度为0.4 T，每只大鼠每天连

续施加 15 个单刺激，相邻两个单刺激的间隔为 30 s

（电容充电的最小间隔），连续刺激6 d。sham 组大鼠

接受伪 TMS 干预，即仅接受声音刺激（实施 TMS 时

的录音），而不施加相应的磁场。con 组大鼠不接受

任何处理。

3. 评价和监测：（1）体重监测。体重作为最常采

用的一般健康状况评价指标之一，在临床和基础研

究中被广泛使用，为了观察睡眠剥夺对大鼠一般健

康状况的影响，并研究便携式超低频TMS对睡眠剥夺

的干预效果，在本实验中我们对所有大鼠的体重进行

了连续监测，每天的监测时间为下午3：00。（2）旷场

实验。本研究采用旷场实验对睡眠剥夺及 TMS 干

预后大鼠的焦虑情绪进行了评价。在为期 6 d 的睡

眠剥夺结束后，立即将动物放置于旷场实验环境中

适应至少 30 min，之后由两名不清楚动物分组的研

cannot improve sleep deprivation induced anxiety and cognitive capability deficit in rats.
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Cognitive capability
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究者开展实验。将大鼠背对研究者轻柔地放置于

旷场中央，并让其在旷场中自由探索 5 min。大鼠

的运动轨迹、旷场中央活动时间、活动总距离等参

数通过 Noldus Ethovision XT 5 视频跟踪系统采集分

析。（3）高架十字迷宫。高架十字迷宫是用于评价

啮齿类动物焦虑情绪水平的经典方法之一［9-10］。旷

场实验结束后，将大鼠立即转移至高架十字迷宫装

置所在的实验环境中适应至少 30 min。利用 Noldus 

Ethovision XT 5 视频跟踪系统持续采集 5 min，分析

大鼠在开放臂滞留时间百分比和开放臂进入次数百

分比等参数评价大鼠焦虑情绪水平。（4）Morris 水迷

宫。Morris 水迷宫能反映大鼠空间学习记忆的形成

和维持时间，是记忆量化的良好指标［11］。睡眠剥夺

期间，3 组大鼠均接受连续 6 d 的定向航行训练，训

练时将大鼠面向迷宫壁，按随机顺序由4个不同位置

放入水中，并允许其自由探索60 s。若大鼠在规定时

间内找到平台，则允许其在平台上继续停留 10 s 加

强空间记忆；若大鼠 60 s 内没有找到平台，则人为

引导大鼠至平台，并允许其在平台上面停留 10 s。

通过 Noldus Ethovision XT 5 视频跟踪系统采集大鼠

在水迷宫中的运动轨迹，并记录其发现隐藏平台的

时间（逃避潜伏期）。在最后一次定向航行训练结束

后的 24 h 时，移除水下平台，将大鼠从原平台对侧

放入水中，任其自由运动 60 s，记录大鼠在目标象限

的停留时间。

4. 统计学方法：采用 SPSS 20.0 进行数据统计分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，旷场、高

架十字迷宫和水迷宫空间探索的数据采用单因素方

差分析，组间有差异的应用 LSD-t 检验进行两两比

较；大鼠体重变化和水迷宫定向航行训练结果采用

重复测量方差分析，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果

1. 超低频 TMS 处理对睡眠剥夺造成的体重改

变的干预效果：见图 1。con 组的体重随着实验时间

的推移逐渐增加；sham 组和 TMS 组体重随着睡眠剥

夺时间的延长增长缓慢甚至逐渐降低，至睡眠剥夺

第 5 天，sham 组平均体重（254.90±16.62） g 明显低于

con 组（281.81±16.11） g，差异有统计学意义（t=2.85，

P=0.02）；但在整个实验过程中 TMS 组与 sham 组体

重差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。

  注：sham 组和 con 组比较，aP ＜ 0.05

图1 3 组大鼠体重监测结果比较

2. 超低频 TMS 处理对睡眠剥夺造成的情绪改

变的干预效果：见图 2。睡眠剥夺 6 d后，con组在

旷场内运动的平均距离（3 586.98±579.19）cm、sham

组（2 905.67±843.38）cm 和 TMS 组（3 207.73±735.09）

cm，3 组在旷场内的平均活动距离差异均无统计学

意义（F=1.32，P=0.30，图 2A）；3 组大鼠在旷场中央

区停留时间百分比的差异有统计学意义（F=71.59， 

P＜0.01，图2B），sham组在旷场中央区停留时间百分

比 为（2.46±0.82）%，明 显 低 于 con 组（8.45±1.12）%，

差 异 有 统 计 学 意 义（P ＜ 0.01）；sham 组 与 TMS 组

［（3.01±0.91）%］的差异无统计学意义（P=0.33）。

高架十字迷宫（图2C，D）中开放臂停留时间百

分比，3组大鼠间比较差异有统计学意义（F=42.23， 

P＜0.01，图2C），sham组为（13.42±1.92）%，明显低于

con组［（23.44±2.55）%］，差异有统计学意义（P＜0.01），

sham组与TMS组［（12.25±2.43）%］差异无统计学意义

（P=0.40）；3组大鼠间开放臂进入次数百分比比较差

异有统计学意义（F=65.12，P＜0.01，图2D），sham组开

放臂进入次数百分比为（28.39±3.33）% 明显低于 con

组的（48.68±4.78）%，差异有统计学意义（P ＜ 0.01），

与 TMS 组的（25.68±3.11）% 比较，差异无统计学意

义（P=0.24）。

3. 超 低 频 TMS 处 理 对 睡 眠 剥 夺 造 成 的 学 习

记忆损伤的干预效果：见图 3。随着定向航行训

练次数的增加，各组达到平台的潜伏期均明显缩

短。睡眠剥夺 5 d 后， sham 组达到平台的潜伏期为

（27.44±5.473）s，与 con 组的（14.25±3.23）s 相比，明

显延长，差异有统计学意义（t=-4.67，P=0.001，图

3A）。整个睡眠剥夺期间，sham 组与 TMS 组相比，动

物达到平台的潜伏期差异无统计学意义（P ＞ 0.05，

图 3A）。在定向航行训练结束后 24 h 开展的空间探

索实验，3 组大鼠在目标象限停留的时间比较差异
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有 统 计 学 意 义（F=69.04，P ＜ 0.01，图 3B），sham 组

在目标象限停留的时间为（17.50±1.90）s，与 con 组

的（29.47±2.81）s 相比明显减少，差异有统计学意义 

（P＜0.001）；sham组与TMS组的（16.32±1.51）s相比，

差异无统计学意义（P=0.36）。

讨论 睡眠是机体的正常生理需要，在人类及

哺乳动物的生命活动中具有很重要的意义［12］。充

足有效的睡眠不仅具有维持个体生存功能，还具有

易化学习、促进生长发育、形成记忆的功能［13］。但是，

随着现代社会生活节律的加快和生存压力的增加，

睡眠剥夺已经成为当今社会的一种普遍现象［14］。据

报道，睡眠剥夺会导致机体产生不同程度的心理和

生理变化，诱导产生不良的情绪、学习记忆受损和认

知功能减退［15-16］、代谢障碍［17-18］、免疫功能下降［19］、

生长发育迟缓、行为失常等［20］。

为了减轻或避免睡眠剥夺对健康的影响，许多

学者开始致力于睡眠剥夺对抗措施的研究。已有结

果表明，莫达非尼、苯丙胺、咖啡因、酪氨酸等中枢

兴奋药和乙醇、苯二氮䓬类等镇静催眠药，以及小

睡、睡眠管理和心理生理训练等措施都能有效对抗

睡眠剥夺对机体造成的负性影响［21-24］，但是，大多

数中枢兴奋药与镇静催眠药物，具有成瘾性、耐药

性和停药后反跳等诸多不良反应，而小睡、心理生

理训练等措施则对抗睡眠剥夺效果有限，且方案实

  注：A 旷场内活动总距离；B 旷场内中央区活动时间百分比；C 高架十字迷宫开放臂进入时间百分比；D 高架十字迷宫开放臂进入时间百分比；与 sham 组比较，
aP ＜ 0.05

图2 3 组大鼠焦虑情绪检测结果比较

  注：A 平均潜伏期的比较；B 定向航行试验结果比较；sham 组和 con 组比较，aP ＜ 0.05

图3 3 组大鼠大鼠学习记忆能力检测结果比较
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施起来繁琐复杂，可操作性较差。因此，寻找一种

安全有效、简单易行的措施来改善睡眠剥夺造成的

损害已近成为近来神经精神领域的热门课题。

TMS作为一种无损伤、无痛、安全的临床诊断

和治疗方法，已经在抑郁症、癫痫及其他一些精神

或神经疾病中得到了一定范围的应用。TMS有单脉

冲 TMS（single-pulse TMS， sTMS）、双 脉 冲 TMS（paried-
pulse TMS， pTMS）及重复性TMS（repetive TMS， rTMS）

3 种刺激模式，不同刺激模式在机体内产生的生物

效应是不同的，Ku 等［25］利用 sTMS 刺激大脑侧后顶

叶皮质与感觉皮层，发现 sTMS 能在一定程度上干

预大脑对触觉及视觉功能的调控，从而提高工作记

忆的形成。有关 pTMS 的实验研究显示，pTMS 刺激

左侧初级运动皮层，可使焦虑症患者皮层兴奋性降

低，从而改善情绪和行为［26］。Kling 等［27］研究发现，

rTMS 可以暂时阻断小白鼠的记忆。同时，TMS 可

根据刺激频率划分为高频 TMS（＞ 1 Hz）、低频 TMS

（0.2～1 Hz）和超低频TMS（0.001～0.2 Hz）。研究显示，

不同频率的 TMS 产生的生物效应也有所差异，高频

刺激主要产生神经元的兴奋性作用，而低频和超低

频刺激则是抑制作用。Grehl 等［28］的研究发现，低

频磁刺激可增强海马神经元的突触可塑性，而高频

刺激可降低海马神经元的存活率。王莉等［29］对脑

缺血模型大鼠给予超低频 TMS 处理（频率为11 mHz，

强度为500 Gs，每次15 min，每日1次，持续4周）可以

显著提高脑缺血大鼠的学习记忆功能。

关于 TMS 生物安全性的研究结果显示［30］，从刺

激模式的角度看，与 rTMS 相比，sTMS 的不良反应更

少且更安全；从刺激频率的角度看，目前认为高频

TMS 可能诱发癫痫，而低频 TMS 则相对安全，同时

频率过高会引起线圈温度过热进而导致皮肤烧伤。

此外，高频 TMS 设备在工作状态是发出的噪音会对

听力造成短时损伤。

综合考虑 TMS 的生物安全性与干预的有效性，

本研究选取单脉冲、超低频 TMS 作为研究模式，针

对睡眠剥夺导致的大鼠情绪及认知改变，初步探讨

了便携式 TMS 对睡眠剥夺后情绪和认知功能改变

的干预效果。本研究发现，睡眠剥夺 6 d 后大鼠焦

虑情绪水平显著增高，同时伴有体重的明显降低，

这与文献报道一致［31-32］。同时，Morris 水迷宫实验

结果表明，sham 组到达平台潜伏期明显长于 con 组，

且睡眠剥夺后大鼠在平台所在象限停留时间也显著

减少，提示睡眠剥夺会造成大鼠学习记忆能力的减

退。与 sham 组相比，TMS 组无论是在体重监测，焦

虑水平还是学习记忆能力等方面都没有显著变化，

提示本实验条件下的 TMS 处理对睡眠剥夺后的情

绪及认知功能改变没有明显的干预效果，该结果与

既往的文献报道相矛盾［33-34］。通过比对分析本研

究认为，TMS 的干预效果与刺激的参数选择密切相

关［35-36］，不同的刺激频率、持续时间、刺激间歇及

刺激的部位等都可能影响干预的效果，换言之，本

装置的刺激参数可能由于未达到治疗阈值而未能发

挥理想的干预。

综上所述，睡眠剥夺可以导致大鼠体重增长变

缓甚至下降，并引起大鼠的焦虑情绪及空间学习记

忆功能的损伤。本实验条件下的 TMS 处理对睡眠

剥夺所造成的健康损伤没有明显的干预效果。
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