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【摘要】 目的  探究缺血性脑卒中患者外周生物时钟节律的变化，并分析这种改变与特定脑区功

能性连接改变之间的相关性。方法  采用前瞻性病例对照设计，于 2018 年 1 月— 2019 年 7 月在中国康

复研究中心神经康复科招募 17 例缺血性脑卒中患者为卒中患者组，并在社会上招募 17 名健康对照者

为健康对照组。比较两组血清处理后U2OS细胞的外周脑和肌肉芳烃受体样蛋白1（Bmal1）日常振荡周期。

同时，利用静息态功能磁共振成像（rs-fMRI）技术，以双侧下丘脑为种子点，比较两组间的脑功能连接

变化。采用Spearman相关分析卒中患者生物时钟节律变化与脑功能连接改变之间的相关性。结果  卒中 

患者组外周Bmal1日常振荡周期［（24.33±0.42）h］长于健康对照组［（23.81±0.48）h］，差异有统计学意义

（t=3.352，P=0.002）。在脑功能连接方面，卒中患者组展现出下丘脑至右侧距状回以及下丘脑至右侧罗

兰氏岛盖的脑功能连接增强现象，并且这种脑功能连接的增强程度与Bmal1 振荡周期的长度呈正相关

（r=0.369，P=0.032；r=0.393，P=0.022）。结论  缺血性脑卒中患者的外周生物时钟节律发生了改变，并可

能与特定脑功能区的功能连接变化有关。
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【Abstract】 Objective  To explore changes in peripheral biological clock rhythms in patients with 
ischemic stroke and to analyze the correlation between such changes and alterations in functional connectivity 
in specific brain regions. Methods  Using a prospective case-control design， 17 ischemic stroke patients were 
recruited as the stroke patient group from January 2018 to July 2019 at the Department of Neurorehabilitation， 
China Rehabilitation Research Center， and 17 healthy controls were recruited from the community as the 
healthy control group. The oscillatory periods of peripheral brain and muscle ARNT-Like protein 1 （Bmal1） 
expression in U2OS cells after serum treatment were compared between the two groups. Resting-state functional 
magnetic resonance imaging （rs-fMRI） was used to compare changes in brain functional connectivity between 
the two groups with bilateral hypothalamus as seed points. Spearman correlation was used to analyze the 
correlation between changes in biological clock rhythms and alterations in brain functional connectivity 
among stroke patients. Results  The peripheral Bmal1 daily oscillation period was longer in stroke patient 
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近年来，研究揭示昼夜节律在卒中的发生、进

展及康复过程中扮演着重要角色，不仅可增加卒中

风险，还可通过调控血管内皮细胞功能、脂质与葡

萄糖代谢、凝血与血栓形成、血管张力、小胶质细胞

活化及神经炎症等多个病理生理环节影响卒中［1-2］。

而缺血性脑卒中亦可诱发昼夜节律紊乱［3］，改变节

律基因表达［4-5］。这种昼夜节律与卒中存在双向调

控机制［6］，为卒中防治提供新思路［3］。此外，更多

研究关注卒中及伴昼夜节律障碍疾病（如谵妄、睡眠

呼吸暂停等）的脑功能连接（functional connectivity，

FC）变化。发现昼夜节律紊乱与扣带回、海马旁回、

小脑及丘脑等 FC 异常紧密相关［7-8］，提示昼夜节律

失调可能重塑脑功能网络结构。如卒中后睡眠呼

吸暂停患者丘脑连接异常［9］，女性护士昼夜节律紊

乱与下丘脑连接相关［10］。然而，卒中后中枢与外周

昼夜节律的同步机制尚不明晰。昼夜节律由核心时

钟基因驱动，其中脑和肌肉芳烃受体样蛋白 1（brain 

and muscle ARNT-Like protein 1，Bmal1）对维持24 h周

期至关重要［11-12］。利用 Bmal1- 荧光素酶报告基因

（Bmal1-luc）自主报告系统，研究者已实现细胞层面

昼夜节律的实时监测［13-14］。本研究采用稳定表达

Bmal1 的人类骨肉瘤细胞 U2OS 细胞系作为模型，通

过监测缺血性脑卒中患者血清处理后的细胞Bmal1
振荡周期，深入剖析卒中对外周节律的具体影响。

同时，采用基于种子点分析法的静息态功能磁共振

成像（resting-state functional magnetic resonance imaging， 

rs-fMRI）技术［15］，进一步探究外周节律时钟改变与

脑 FC 之间的内在联系，为理解卒中后节律变化的

神经机制提供新依据，探索康复干预策略。

对象与方法

一、研究对象

采用前瞻性病例对照设计。选取2018年1月—

2019年7月在中国康复研究中心神经康复科住院的

缺血性卒中患者为卒中患者组。纳入标准：（1）符合

《中国急性缺血性脑卒中诊治指南2018》［16］，并经头

颅CT或头颅MRI确诊的缺血性脑卒中患者；（2）患者

年龄18～60岁；（3）右利手；（4）确诊为首次发作的缺

血性脑卒中；（5）卒中病程超过2周，且病情已趋于稳

定；（6）卒中前无睡眠障碍记录；（7）无严重认知障碍，

MMSE评分30分［17-18］；（8）头颅 MRI 确认卒中病灶位

于大脑中动脉区域；（9）患者需签署书面知情同意

书。排除标准：（1）有其他神经系统疾病史的患者； 

（2）存在严重失语、痴呆或无法配合检查的情况； 

（3）卒中前有使用镇静剂、抗焦虑药或抗抑郁药的历史；

（4）依从性较差，无法完成样本采集及MRI评估流程的

患者。同时，剔除中途退出研究、无法配合试验或因

病情加重而无法继续的患者。此外，通过社会招募

与卒中患者年龄、性别相匹配的健康受试者作为健

康对照组。纳入标准：（1）年龄18～60岁；（2）右利手；

（3）体健，无其他疾病史；（4）能够配合完成MRI检查；

（5）提供书面知情同意书。排除有倒班/轮班工作，半

年内有跨时区旅行经历、患有焦虑、抑郁或存在睡

眠障碍，以及头颅 MRI 结构有异常的个体。本研究

在中国康复研究中心进行，已获得该中心伦理委员

会的正式批准（批件号：2017-074-1），并严格遵循

《赫尔辛基宣言》的标准执行。最终，本研究共纳入

了54名受试者，其中包括30名健康对照者和24例缺

血性脑卒中患者。经过进一步筛选，排除了颅内存

在其他异常病灶、血样采集不配合等可能影响试验

情况的受试者后，最终确定了17名年龄性别相匹配

的健康对照者和 17 例缺血性脑卒中患者参与本项

研究。

二、方法

1.研究方法：（1）一般资料收集。问卷包括年龄、

性别、受教育年限、职业等。（2）标本采集与保存。

入组后的次日上午 6∶00，对受试者进行空腹外周

静脉血采集。血液样品在室温下静置 30 min 后，以 

5 000 g 的离心力离心 10 min，随后收集血清，并立

即在 -80℃条件下冷冻保存，直至后续实验使用。 

group ［（24.33±0.42） h］ than in healthy control group ［（23.81±0.48） h］， and the difference was statistically 
significant （t=3.352， P=0.002）. In terms of brain functional connectivity， stroke patient group demonstrated 
enhanced brain functional connectivity from the hypothalamus to the right talar gyrus and from the hypothalamus 
to the right Roland's insula lid， and the extent of this enhanced brain functional connectivity was positively 
correlated with the length of the Bmal1 oscillatory period， with statistically significant differences （r=0.369， 
P=0.032； r=0.393， P=0.022）. Conclusions  Peripheral biological clock rhythms are altered in patients with 
ischemic stroke and may be associated with changes in functional connectivity in specific brain regions. 

【Key words】  Stroke；  Periodicity；  Resting-state functional magnetic resonance imaging；   
Functional connectivity；  Bmal1
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（3）利用 U2OS 细胞系作为研究模型评估外周节律时
钟变化。采用慢病毒介导技术，将携带 Bmal1-luc 报
告基因的慢病毒载体稳定转染至 U2OS 细胞中，并
通过单细胞克隆技术筛选出同质细胞群［14］。①细
胞培养：在添加了 10% 胎牛血清（fetal bovine serum， 
FBS）、1%抗生素和1% GlutaMAX的DMEM（dulbecco's 
modified eagle medium）培养基中对细胞进行培养直
至长满培养皿。②细胞同步化：随后将细胞转移至
高浓度血清培养基中进行同步化 2 h，其中添加了
50% FBS、1% 抗 生 素、1% GlutaMAX 和 45 mmol/L  
NaHCO3。③制备条件培养基（CM）：向不含酚红的
DMEM中补充1%抗生素、1% GlutaMAX、1%荧光素、
4.5 mmol /L NaHCO3 及10 mmol /L HEPES，调整pH至
7.2，以获得CM。④实时报告基因检测准备：将U2OS
细胞转移至补充了 10%受试者血清的CM，以探究
人血清对细胞周期长度的影响。同时，设立对照组，
在含有 10% FBS的CM中测试U2OS细胞，以确定基
础昼夜节律，作为试验的质量控制［14，19-20］。⑤生物
发光测量及数据分析：使用 LumiCycle（Actimetrics，
IL，USA）设备，对细胞进行连续 7 d 的生物发光测
量。使用 LumiCycle Analysis 程序分析生物发光数
据以确定昼夜周期长度。（4）MRI 检查。所有受试
者在入组后 48 h 内，于 16∶00 接受 MRI 扫描。采
用配备 8 通道头部线圈的 Philips Achievea 3T MRI
扫描仪进行数据采集。扫描采用梯度回波平面成像
序列，实现对全脑的覆盖，具体参数包括：重复时间 
2 000 ms，回波时间30 ms，反转角90°，视野220 mm× 
220 mm，切片数 50 个，层间距 0.6 mm。此外，还
收集了高分辨率的三维解剖T1 加权扫描图像用于
后续配准（矢状位采集，重复时间 8.2 ms，回波时间
3.2 ms，翻转角度8°，切片数301个，矩阵256 mm× 
256 mm）。所有扫描工作均由同一名经验丰富的放
射科医生完成。（5）神经影像数据处理与分析。利
用专业的脑影像数据处理与分析平台（DPABI）对
MRI 数据进行预处理和深入分析。利用解剖自动
标记（anatomical automatic labeling， AAL）图谱提取
各区域定量平均值。将 DICOM（digital imaging and 
communications in medicine）格式的医学数字图像
转换为 NIFTI（neuroimaging informatics technology 
initiative）格式，以蒙特利尔神经学研究所（Montreal 
Neurological Institute， MNI）的 EPI（极平面图像）模板
为参考标准，逐一检查数据的成像质量，并进行时
间片校正和头动校正。数据经高斯平滑和低频滤
波处理后，利用 AAL 图谱定义感兴趣区域（region of 
interest， ROI），并以双侧下丘脑作为种子点，通过独

立样本 t检验或Mann-Whitney U检验，分析卒中患者

组与健康对照组组间下丘脑与各 ROI 的平均脑 FC

值差异。计算种子区域内体素与全脑体素的皮尔逊

相关系数，得到全脑平均相关系数图，即 FC 图。使

用 8 mm 半高宽（FWHM）高斯核对 FC 图平滑处理，

最后，基于广义线性模型在 SPM 12 软件中采用体

素对体素分析，通过双样本 t 检验确定组间差异， 

P ＜ 0.05（高斯随机场校正）下获得统计差异参数图。

2. 统计学方法：采用 SPSS 26.0 统计软件进行

数据处理。采用 Kolmogorov-Smirnov 检验结合直方

图进行正态分布检验，符合正态分布的计量资料

采用均数 ± 标准差（x±s）表示，两组间比较采用

独立样本 t 检验。非正态分布的计量资料采用中

位数和四分位数［M（P25，P75）］表示，两组间比较

Mann-Whitney U 检验，为控制 I 型错误风险，采用

Benjamini-Hochberg 校正控制显著性水平。计数资

料用频数、百分数（%）表示，组间比较采用 χ2 检验。

采用 Spearman 秩相关分析，以 U2OS 细胞系中 Bmal1
的日常振荡周期长度为自变量，以卒中后相应 FC

的改变为因变量，探索两者之间相关性。双侧检验，

以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1. 受试者特征：两组年龄、性别及受教育年限

比较，差异无统计学意义（均 P ＞ 0.05）。卒中患者

病程（39.82±21.38）d，以右侧偏瘫为主，见表 1。

2. 卒中患者外周节律时钟变化：与健康对照

组的样本处理比较，卒中患者组样本处理下的人

类骨肉瘤细胞 U2OS 细胞系的 Bmal1 日常振荡周期

显著延长，两组比较差异有统计学意义（t=3.352，

P=0.002），见表 1。

3. 卒中恢复期患者下丘脑 FC 异常及与 Bmal1
日常振荡周期间相关分析：卒中患者组与健康对照

组比较，在多个脑区观察到了显著的FC改变，见图1。

包括额叶、双侧枕叶、左侧基底节、双侧扣带回以及

右侧罗兰氏岛盖等，见表 2。经 Benjamini-Hochberg

校正控制显著性水平后，主要差异脑区为双侧枕叶，

以舌叶和距状叶为主，P ≤ 0.025。进一步对脑 FC

变化与 Bmal1 日常振荡周期长度进行了 Spearman

秩相关性分析，结果显示，下丘脑至右侧距状回

（r=0.369，P=0.032）及至右侧罗兰氏岛盖（r=0.393，

P=0.022）的脑 FC 增强可能与 Bmal1 日常振荡周期

的延长相关（均 P ＜ 0.05），见表 3。
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讨  论

本研究采用人类骨肉瘤细胞U2OS系作为模型，
通过比较卒中患者与健康对照者血清分别处理过
的 U2OS 细胞外周 Bmal1 基因转录震荡周期，结果
发现，经卒中患者血清处理的 U2OS 细胞中，Bmal1
基因的转录振荡周期显著延长。为探究这一现象背
后是否涉及脑功能网络机制，本研究进一步采用了 
rs-fMRI 技术，对脑 FC 进行了分析。结果显示，与健

康对照组比较，卒中患者在下丘脑至右侧枕叶（特

别是距状回）和右侧岛叶（罗兰氏岛盖区）的脑 FC 呈

现出显著增强。这种增强与 U2OS 细胞中 Bmal1 基

因日常振荡周期的延长呈正相关，提示外周生物钟

节律与脑 FC 变化之间可能存在联系。人体昼夜节

律系统受到包括 Bmal1 在内的多个基因和蛋白的精

密调控，形成接近 24 h 的振荡周期［5，12］。既往研究

发现，生物钟核心基因多态性与缺血性脑卒中患病

风险有关联，如周期性昼夜节律调节因子 1（period 

circadian regulator 1，PER1） rs2253820 位点的遗传变

异会增加缺血性脑卒中的患病风险，且该位点携带

C 等位基因者的患病危险更高［21］。此外，卒中后外

周昼夜节律生物标志物（如褪黑素、皮质醇、体温及

血压）也常出现异常变化［7］。也有研究发现，隐花

色素 1（cryptochrome 1， Cry1）表达的上调可能反映

了卒中患者的昼夜节律失调［5］；同时，环境中的颗

粒空气污染也能通过影响 Cry1/Cry2 的甲基化状态

来调控卒中患者的预后［22］。因此，深入探究卒中

后外周昼夜节律的变化具有重要意义。在本研究

中，观察到卒中患者血清标本处理的 U2OS 细胞中

Bmal1 的日常振荡周期显著延长。类似的现象在

肺癌、老年人和睡眠时相延迟障碍的研究中也有报

道［19，23-24］。尽管这些研究中振荡周期的延长程度

各异，且振荡周期延长的具体生理或病理意义尚未

注：图中色标卡中暖色表示卒中患者组相较于健康对照组的 FC 升高区域，冷色则表示卒中患者组比健康对照组 FC 降低区域； L 左侧；R 右侧； FC 功能连接

图1  卒中患者组和健康对照组静息状态下的平均脑功能连接差异区域

表1  所有受试者的人口统计学和临床特征

项目
健康对照组

（n=17）

卒中患者组

（n=17）
t/χ2 值 P 值

年龄（岁，x±s） 51.88±10.83 54.41±10.42 0.694 0.493

病程（d，x±s） - 39.82±21.38 - -

病灶部位［例（%）］

右侧基底节区 - 3（3/17） - -

左侧基底节区 - 10（10/17） - -

左侧基底节区及大脑 - 4（4/17） - -

  皮层

受教育年限（年，x±s） 16.06±3.86 13.41±4.86 1.757 0.089

性别［例（%）］

  男 9（9/17） 11（11/17）
0.486 0.728

  女 8（8/17） 6（6/17）

Bmal1日常振荡周期 23.81±0.48 24.33±0.42 3.352 0.002

  （h，x±s）

    注：- 无数据
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表2  卒中患者组和健康对照组的静息状态下脑功能连接差异区域比较

组别 例数
左侧楔状叶

（x±s）
右侧楔状叶

（x±s）
右侧枕下叶

（x±s）
左侧枕上叶

（x±s）
右侧枕上叶

（x±s）
左侧舌叶

（x±s）
右侧舌叶

（x±s）

健康对照组 17 -0.11±0.11 -0.09±0.11 -0.06±0.12 -0.10±0.10 -0.10±0.08 -0.77±0.12 -0.06±0.16

卒中患者组 17 0.01±0.13 0.00±0.15 0.04±0.17 -0.01±0.12 -0.01±0.11 0.07±0.16 0.07±0.16

t/Z 值 -3.025 -2.099 -2.093 -2.222 -2.604 -2.884 -2.422

P 值 0.005 0.045 0.045 0.033 0.014 0.007 0.021

组别 例数
左侧距状叶

（x±s）
右侧距状叶

（x±s）
左侧苍白球

［M（P25，P75）］

左侧壳核

（x±s）
左侧扣带回

中部（x±s）
右侧扣带回

中部（x±s）
右侧罗兰氏岛

盖（x±s）

健康对照组 17 -0.09±0.11 -0.09±0.06 -0.070（-0.150，0.052） -0.01±0.21 -0.10±0.12 -0.12±0.12 0.05±0.18

卒中患者组 17 0.06±0.15 0.06±0.15 0.137（-0.015，0.238） 0.14±0.17 -0.00±0.12 0.03±0.15 -0.09±0.12

t/Z 值 -3.381 -2.805 -3.152 -2.324 -2.314 -3.244 -2.109

P 值 0.002 0.008 0.001 0.027 0.027 0.003 0.043

表3  两组间静息状态下脑 FC 显著差异性脑区及 Bmal1日常振荡周期之间的相关性分析（r 值）

项目
Bmal1日常震荡

周期
左侧距状叶 右侧距状叶

左侧扣带回

中部

右侧扣带回

中部
左侧楔状叶 右侧楔状叶

Bmal1日常震荡周期 1

左侧距状叶 0.333 1

右侧距状叶 0.369a 0.910b 1

左侧扣带回中部 0.184 0.789b 0.721b 1

右侧扣带回中部 0.234 0.684b 0.720b 0.774b 1

左侧楔状叶 0.201 0.742b 0.655b 0.741b 0.727b 1

右侧楔状叶 0.107 0.736b 0.782b 0.617b 0.697b 0.801b 1

左侧舌叶 0.254 0.891b 0.828b 0.763b 0.582b 0.675b 0.642b

右侧舌叶 0.318 0.845b 0.913b 0.701b 0.579b 0.612b 0.687b

右侧枕下叶 0.302 0.513b 0.697b 0.395a 0.496b 0.295 0.457b

左侧枕上叶 0.216 0.709b 0.662b 0.649b 0.662b 0.914b 0.760b

右侧枕上叶 0.185 0.769b 0.851b 0.624b 0.693b 0.763b 0.927b

左侧苍白球 0.260 0.581b 0.546b 0.545b 0.646b 0.520b 0.361a

左侧壳核 0.280 0.581b 0.497b 0.552b 0.543b 0.523b 0.373a

右侧罗兰氏岛盖 0.393a 0.445b 0.593b 0.288 0.544b 0.347a 0.488b

项目 左侧舌叶 右侧舌叶 右侧枕下叶 左侧枕上叶 右侧枕上叶 左侧苍白球 左侧壳核
右侧罗兰氏

岛盖

Bmal1日常震荡周期

左侧距状叶

右侧距状叶

左侧扣带回中部

右侧扣带回中部

左侧楔状叶

右侧楔状叶

左侧舌叶 1

右侧舌叶 0.916b 1

右侧枕下叶 0.598b 0.780b 1

左侧枕上叶 0.695b 0.636b 0.400a 1

右侧枕上叶 0.708b 0.797b 0.589b 0.763b 1

左侧苍白球 0.561b 0.493b 0.307 0.394a 0.393a 1

左侧壳核 0.636b 0.505b 0.252 0.446b 0.323 0.853b 1

右侧罗兰氏岛盖 0.439b 0.551b 0.589b 0.390a 0.572b 0.309 0.340a 1

    注：aP ＜ 0.05，bP ＜ 0.01； FC 功能连接；Bmal1 脑和肌肉芳烃受体样蛋白 1 基因
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完全明确，但这一发现可能暗示缺血性脑卒中后外
周节律时钟发生了某种改变。

研究表明，脑区功能的复杂性和网络结构在适应
环境变化中起着重要作用。在伴有严重昼夜节律紊
乱的谵妄患者中，观察到视交叉上核（suprachiasmatic 
nucleus， SCN）至不同脑区的FC发生了显著变化［8］。
同样，睡眠剥夺也影响了下丘脑与其他脑区之间的
FC，这种变化可能与注意力障碍存在关联［25］。长
期夜班工作的护士则展现出下丘脑至小脑蚓部 FC
的增强，且这种增强与 Epworth 睡眠量表（Epworth 
Sleepiness Scale， ESS）评分呈正相关［10］。在脑卒中
患者中，研究发现特定脑区（如次级视觉皮层、额颞
顶叶、枕叶、丘脑等）的损害与睡眠 - 觉醒昼夜节律
紊乱密切相关［9，26-27］。还有研究显示，卒中后失眠
患者的脑区活动也存在显著差异，包括静息态低频
振 荡 分 数 幅 度（fractional amplitude of low-frequency 
oscillation in resting state，fALFF）和 局 部 一 致 性

（regional homogeneity，ReHo）的变化［28］。本研究也
发现，卒中患者组与健康对照组在脑 FC 上存在显
著差异，特别是下丘脑至右侧枕叶和岛叶之间的 FC
增强，并且这种增强与 Bmal1 日常振荡周期的延长
显著相关。这些研究共同表明，卒中患者的睡眠 -
觉醒昼夜节律紊乱可能与特定脑区损害有关。然而，
尚需进一步的研究来明确这些变化的因果关系。

研究发现，静息状态下的脑功能与执行功能任
务期间的脑功能存在偏侧化差异，并且性别可能会
对大脑区域的同质性产生影响［29-31］。此外，不同昼
夜节律表型的受试者在运动网络的脑 FC 上也表现
出差异［32］。另有研究表明，一天中的时间、性别、
大脑的偏侧化，甚至受试者的昼夜节律表型都可能
对大脑的功能状态产生影响［33］。为了更全面地理
解脑 FC 变化与卒中后外周生物节律之间相关性，未
来的研究需要综合考虑多种因素，包括卒中的亚型、
病灶具体部位、时间点（一天中的不同时间段）、性
别、大脑偏侧化等。同时，增加样本量进行亚组分析，
以及引入更多的节律指标（如褪黑素节律、睡眠调查
问卷、核心体温监测以及时钟基因表达转录等），将
有助于提高研究结果的可靠性和普适性。

综上所述，本研究在探讨缺血性脑卒中患者外
周生物时钟节律与脑 FC 变化的相关性方面取得了
有意义的结果，为理解卒中后节律变化的神经机制
提供了新的依据。但受限于样本量较小、研究方法
单一性以及缺乏长期随访数据等因素，未来研究需
进一步扩大样本、优化方法、结合多种成像模态，并
充分考虑多种影响因素，以更全面地理解卒中后生
物节律变化的机制。
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