
利用经颅磁刺激技术对炎性诱导小鼠抑郁样症状的治疗及机制探究

AStudy of Treatment and Mechanism to Inflammation-induced Depression in Mice Using
Transcranial Magnetic Stimulation

[摘要] 抑郁症是现代最为常见的几种心理疾病之一，其患者的炎症标志物水平显著升高，在正常个体中诱发炎症亦可导致

抑郁，压力、抑郁亦可促炎，抑郁症与炎症存在互相促进的正反馈机制。目前，经颅磁刺激技术（Transcranial Magnetic

Stimulation, TMS）已运用于抑郁症临床治疗，但其有效性的机制尚不清楚，参数仍有待优化。本研究关注感染炎症引发的

抑郁样行为，使用脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）腹腔注射诱导神经炎症，构建炎性抑郁小鼠模型后使用高频 TMS进行

治疗，寻找合适的刺激范式。我们的结果表明，TMS的治疗效果具有参数特异性以及时间窗口特异性，使用不同刺激参数、

在不同时间窗口进行刺激可不同程度影响小鼠恢复效果。我们推断，致炎因子 LPS刺激后，脑内免疫反应的激发存在一定

时间规律，在不同时间点介入 TMS刺激可影响神经炎症的促炎-抗炎调节。本研究寻找 TMS调控缓解抑郁样行为的证据，

提供人群中使用 TMS治疗抑郁症的参考思路。
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1.引言

抑郁症具有多种病理生理学机制，涉及多方面稳态失衡，常见影响因素有炎症、应激反应以及神经回

路改变等。研究显示，抑郁症患者炎症标志物水平普遍升高[1]，接受 IFN-α促炎的受试者中 80%以上出现

抑郁症状[2]，压力诱导的抑郁在脑中也会产生明显的炎症反应[3]。抑郁症与炎症之间存在正反馈机制：炎

症会诱发抑郁和心理压力，而心理压力又可促炎。作为大脑中重要响应炎症的免疫细胞，小胶质细胞免疫

监控激活后，行为上可有促炎与抗炎二态转化[4]。

抑郁症传统药物治疗方式存在一定的副作用，经颅磁刺激（TMS）技术作为非药物的治疗方式，已应

用于精神疾病的临床治疗并取得一定成效，可在多种神经炎症疾病中调节小胶质细胞行为。然而，由于 TMS
对神经元、胶质细胞的激活存在参数特异性，不同刺激范式治疗的治疗效果多样，机制不明。

本研究选用脂多糖（LPS）诱导炎症构建小鼠抑郁模型。LPS经腹腔注射进入循环后，可通过脂蛋白

转运系统跨越血脑屏障[5]，作为病原体相关分子模式被 TLRs受体识别[6]。中枢神经系统中，TLRs受体主

要分布于星形胶质细胞和小胶质细胞上[7]，TLR4受体特异识别 LPS并集中分布于小胶质细胞[8]。结合 LPS
后，TLR4同二聚化并激活下游信号通路，最终产生细胞因子和趋化因子[9]，引发神经炎症，诱发抑郁。

综上，目前 TMS对于炎性抑郁小鼠模型治疗效果未清晰，对效果更佳的抑郁症 TMS 治疗范式之探索

亦在进行中。研究试图寻找更佳刺激范式，探索 TMS治疗起效机制，推测与小胶质细胞的抗炎转化相关。

2.材料与方法

2.1 实验动物

雄性 C57BL/6 野生型小鼠（8-10周）购买自上海斯莱克实验动物有限公司。单鼠单笼饲养，鼠房温

度 28-29 ℃，湿度 40（±10）%，昼夜周期 12/12小时。实验前小鼠适应居住条件 72 h。
2.2 LPS腹腔注射构建炎性抑郁模型

LPS来自 Escherichia coli （serotype O55:B5），购买自 SIGMA-ALDRICH （St. Louis, MO）。原瓶

5 mg 粉末加入 5 mL生理盐水配置为 1 mg/mL LPS原液，取出 1 mL于 1.5 mL离心管中存放于 4 ℃冰箱中

供平时使用，剩余原液冻存-20 ℃冰箱中。称量小鼠体重，按照 1 mg/kg 的注射剂量配置 250 μL注射液，

小鼠通过异氟烷气体短暂麻醉后，使用康德莱一次性无菌 1 mL注射器腹腔注射。

2.3 TMS治疗方案

使用改装后的尾静脉注射管固定小鼠体位，经颅磁刺激仪MagPro R30（MagVenture，丹麦）八字线圈

刺激强度 20%最大输出。线圈中心十字对准小鼠头顶正中，采用高频方案刺激 20 min后将小鼠放回鼠笼。

2.4 RNA-seq数据采集

小鼠使用异氟烷气体深度麻醉后，迅速灌流取脑，脑组织冰上剪成黄豆大小保存在提供的 RNAlater
中，送上海逆耳生物科技有限公司测序。



2.5 行为学实验方法

图 1. 小鼠在 LPS注射后 12 h进行 TMS刺激操作方法

2.5.1 体重及进食量采集

小鼠每日固定时间称量体重，重新选取一颗重量 4.5-6 g的新鼠粮替换旧鼠粮，提供充足饮用水。

2.5.2 旷场试验（Open Field Test, OFT）
使用白色 4 mm亚克力板搭建旷场（长：50 cm，宽：50 cm，高：40 cm），旷场中心正上方放置 HF500

摄像头（深圳市杰锐微通电子科技有限公司），通过 USB 接口连接到电脑，使用 S-EYE 2.0（ShenZhen
YOUNGWIN Technology Co., Ltd.）记录视频信息。将每只小鼠放入旷场中心，允许其自由探索 15分钟。

试验结束后，将小鼠放回笼中，用 75%乙醇清洁装置以消除小鼠留下的气味和粪便，等待 5分钟酒精挥发

完全后放入下一只小鼠。使用Matlab R2023b（Windows）编写程序分析小鼠 10-15分钟内运动轨迹。主要

关注的指标整体运动距离（ODT）越短、进入中心区域次数（EIC）越少，小鼠抑郁焦虑程度越高。

2.5.3 悬尾试验（Tail Suspension Test, TST）
使用亚克力板搭建悬尾箱（长：25 cm，宽：25cm，高：40 cm），正面改为活板门便于取放小鼠，顶

部安装的高精度 1N条形盒测力计（FEIDIE®）末端接上焊锡丝通过小孔伸入箱体，其余位置贴锡箔遮光。

将小鼠尾部三分之一处粘在焊锡丝上，与此同时使用华为 p40拍摄悬尾指针运动视频，小鼠悬挂 6分钟。

实验结束后，小鼠放回笼中，喷洒 75%乙醇清洁装置。使用Matlab R2023b编写程序绘制指针 4-6 分钟波

形图，判断静止时长（程序思路及操作详见实验记录 16）。小鼠静止时间越长，表示小鼠抑郁状态越高。

2.6 数据分析

所有行为学数据均表示为与 LPS注射前 0 h变化百分比，计算公式为：（注射第[0,24,48,72,96]小时数

据-注射第 0小时数据）÷（注射第 0小时数据）×100%，以平均值 ± 标准误（mean ± s.e.）表示，使用

GraphPad Prism version10.0.0 for Windows（GraphPad Software，美国马萨诸塞州波士顿，www.graphpad.com）。

3.实验结果

3.1 小鼠腹腔注射 LPS 后出现明显抑郁样行为

如图 2A，与仅腹腔注射生理盐水相比，小鼠注射 LPS 后第 24小时出现显著体重下降，48小时未见

恢复趋势，之后呈缓慢恢复，第 96小时仍未完全恢复注射前体重。OFT 中（图 2B-D）第 24小时的运动

倾向显著减弱，且小鼠进入中心区域自由探索意愿显著下降，体现明显抑郁焦虑行为，48小时现恢复倾向。

TST中（图 2E）小鼠在第 24小时悬尾静止时长显著增加，体现明显抑郁样行为，在 48小时逐渐恢复。



图 2. 小鼠腹腔注射 LPS后出现显著抑郁样行为

A）仅注射 LPS（n=13）与仅注射生理盐水（n=5）小鼠体重变化；B-D）仅注射 LPS（n=3）与仅注射生理盐水（n=2）OFT，

B）0小时、24小时旷场实验运动轨迹对比图，C）注射后 24、48小时整体运动距离变化，D）注射后 24、48小时进入中

心次数变化，two-way ANOVA，Dunnett multiple comparison，ns不显著，**p< 0.01；E）注射前后悬尾静止时长变化，向上

箭头为与注射前比较静止时长增加，向下为挣扎时长增加，unpaired t-test，n.s.不显著，***p< 0.001。

3.2 TMS治疗效果具有参数、时间窗口特异性

使用特定高频刺激参数在 LPS 注射后 12小时（图 3A）时间窗口进行刺激，恢复曲线在 LPS 注射后

48小时即出现显著分离，将 TMS刺激时间窗口往前推至注射后 3小时（图 3B），治疗效果仍较好。然而，

将时间窗口继续前推至 LPS 注射前 3天连续密集 TMS（图 3C），见治疗效果显著下降；后推至 24小时

（图 3D）曲线分离亦不显著，说明治疗效果较弱。

如图 3E，更换刺激频率，使用 5 Hz 低频进行 Null-TMS 刺激后，恢复曲线与仅 LPS注射曲线分离不

显著。说明以上 TMS刺激时间窗口、参数治疗效果均不佳。比较图 3F各刺激方案小鼠恢复状况，不同刺

激参数、不同治疗时间窗口可使得小鼠恢复速度出现差异，体现治疗效果的参数、时间窗口特异性。

图 3. 不同参数、不同治疗时间窗口进行 TMS刺激小鼠体重恢复变化率曲线

A）仅 LPS注射组（n=13）与 LPS注射后 12hTMS刺激组（n=6-12）对比图；B）仅 LPS注射组（n=13）与 LPS注射后 3hTMS

刺激组（n=9）对比图；C）仅 LPS注射组（n=13）与 LPS注射前 3天连续 TMS刺激组（n=8）；D）仅 LPS注射组（n=13）

与 LPS注射后 24hTMS（n=3）对比图；E）仅 LPS注射组（n=13）与 LPS注射后 12小时 5 Hz低频 TMS刺激组（n=3）对

比图。以上两组曲线间进行 unpaired t-test，n.s.不显著，*p< 0.05，**p < 0.01；F）所有参数、时间窗口曲线汇总对比图。

3.3 在 12 h时间窗口进行 TMS刺激治疗效果明显，体现抗炎机制

确定 LPS 注射后第 12 小时进行 TMS 刺激体重恢复速度的显著性后，采集仅生理盐水注射、仅 LPS
注射、LPS注射后 12hTMS 刺激三组小鼠（每组 n=3）注射后 48小时的脑组织样品进行 RNA测序，得到

差异基因表达。如图 4A，LPS注射 48小时后取样可见表征炎症的基因上调，以 Tgm2、Lcn2、Cd14、Sele
为例；相应地，如图 4B所示，进行过在 LPS注射后第 12小时进行 TMS刺激的小鼠在同一时间点取样，

发现以上被 LPS激活上调的基因均转为下调，且上调越高，下调越明显，体现 TMS的抗炎机制。

TMS 在基因表达层面的抗炎机制也体现在行为学层面。图 4C与图 2B的典型个案运动轨迹图直观指

出，TMS治疗组在 LPS 注射后 24小时旷场表现仍然良好。如图 4C-D，与仅注射 LPS的小鼠相比，经受

12hTMS 治疗的小鼠在注射后 24小时进行旷场试验 OFT，进入中心区域探索的意愿显著提高，表示抑郁

焦虑行为大幅缓解；运动倾向几乎无降低，48小时甚至显著提升。图 4F显示 TST中，接受过 12hTMS刺

激的小鼠静止时长减少，变化趋势与仅生理盐水注射组相似，提示抑郁样行为得到缓解。



图 4. LPS注射后第 12小时进行 TMS治疗效果良好

A）仅注射 LPS第 48小时脑组织 RNA-seq 提示基因上调，以 Tgm2、Lcn2、Cd14、Sele为例；B）注射 LPS第 12小时进行

TMS刺激，第 48小时脑组织 RNA-seq提示被 LPS上调的基因转为下调，以 A）中四个基因为例。C-E）仅 LPS注射（n=3）

与 LPS注射后 12hTMS 刺激组（n=3）注射前后 OFT对比；C）LPS注射后 12hTMS 刺激组注射前 0 小时（上）、注射后

24小时（下）OFT运动轨迹案例图，D）注射后 24、48小时整体运动距离变化，E）注射后 24、48小时进入中心次数变化，

two-way ANOVA，Dunnett multiple comparison，ns不显著，*p< 0.05，**p< 0.01。F）仅注射 LPS组（n=3）、仅注射生理盐

水组（n=2）、LPS注射后 12hTMS刺激组（n=3）第 24小时、48小时与注射前对比悬尾静止时长变化，unpaired t-test。

4.讨论与展望

在炎性诱导抑郁模型中，一般认为小鼠抑郁样行为与脑炎症直接相关。小鼠腹腔注射给药 LPS后，首

先唤起外周炎症，血脑屏障（BBB）可阻止中枢直接暴露在 LPS 致炎刺激下。尽管 LPS 外周注射可通过

外周-中枢交流、BBB 转运系统[10]等引起神经炎症，但是与直接中枢给药相比，从注射到引起神经炎症存

在时间差。除响应致炎刺激外，脑内免疫反应响应 TMS刺激也具有有时效性，难点在于寻找 LPS注射后

神经炎症发展的时间点并给予及时的 TMS刺激。

实验结果表明，TMS 在免疫反应中起抗炎调节作用，调节刺激时间点可使抗炎窗口与 LPS 致炎窗口

重叠，重叠程度不同可导致神经炎症严重程度、恢复速度产生差异。实验中，3小时、12小时的 TMS时

间窗口均体现恢复速度的显著加快，有效缓解抑郁样行为，而过于靠前或滞后时间窗口内的 TMS 刺激治

疗效果弱。实际操作中，我们发现存在多种变量，如小鼠对 LPS反复注射有较强耐受，TMS中对清醒小

鼠的束缚使其应激而引起效果与低剂量 LPS注射相似的轻微神经炎症等。综合考虑以上因素，我们也尝试

探索 LPS-TMS脑内免疫反应的机制。

脑内主要的免疫细胞为小胶质细胞，其被特定参数 TMS激活后可有抗炎-促炎二态的转化，我们以小

胶质细胞为主体提出 TMS 治疗 LPS 诱导神经炎症的假设前提：I. LPS强致炎刺激，存在外周延迟，产生

大量致炎因子（IF）；II. TMS可以长时间激活小胶质细胞进入抗炎态；III. 束缚可轻微而直接引起神经炎

症，产生少量 IF；IV. 抑郁样行为反映△IF，即与 24h之前差值；V. 被 LPS激活并转换的小胶质细胞短时

间内无法响应 TMS 激活，但是被 TMS激活的小胶质细胞对 LPS刺激敏感。计划未来使用 PLX3397特异

性剥夺小胶质细胞后重复实验步骤，探究小胶质细胞在整体调节中的地位。

Tgm2、Lcn2、Cd14[11]、Sele[12]基因表达水平与小鼠脑炎症水平呈现高度正相关。小胶质细胞 Tgm2的
上调会导致小鼠焦虑程度增加[13]，外周 Lcn2通过调节内侧前额叶皮层的神经活动并与压力诱发的焦虑样

行为有关[14]。未来可进一步关注相关通路，结合下游产物调控小胶质细胞行为乃至动物行为的具体机制，

进一步探究 TMS抗炎机制对小鼠抑郁焦虑行为的治疗效果。
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