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经颅磁刺激对帕金森病小鼠黑质区多巴胺能神经元及脑源性神经营养

因子表达的影响
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［摘要］目的：观察重复经颅磁刺激（ｒＴＭＳ）对帕金森病（ＰＤ）小鼠黑质多巴胺能神经元及脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）表达的

影响，探讨其可能的作用机制。方法：３２只雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为生理盐水（ＮＳ）、ＰＤ模型（ＰＤ）、假刺激（ｓｒＴＭＳ）及

磁刺激（ｒＴＭＳ）组，每组８只。后３组采用１甲基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）皮下注射建立ＰＤ小鼠模型。ｒＴＭＳ组鼠

每天接受１Ｈｚ、１Ｔ的ｒＴＭＳ治疗（共５个序列，２５脉冲／序列），疗程为２周。经ｒＴＭＳ干预后，免疫组织化学检测黑质（ＳＮ）

区酪氨酸羟化酶（ＴＨ）和ＢＤＮＦ的表达变化，并借助图像分析系统进行定量分析。结果：ＰＤ组酪氨酸羟化酶免疫组化阳性

（ＴＨｉｒ）和ＢＤＮＦ免疫组化阳性（ＢＤＮＦｉｒ）细胞计数、校正光密度值（ＣＤ）较 ＮＳ组减少（Ｐ＜０．０１）；ｒＴＭＳ组ＴＨｉｒ和ＢＤＮＦ

ｉｒ、ＣＤ值较ＰＤ组和ｓｒＴＭＳ组增加（Ｐ＜０．０５）；ｓｒＴＭＳ组与ＰＤ组间以上指标无统计学差异。相关分析显示黑质区ＴＨｉｒ与

ＢＤＮＦｉｒ细胞计数呈正相关（ｒ＝０．９４９，Ｐ＜０．０１），相应的ＣＤ值比较亦呈正相关（ｒ＝０．８８０，Ｐ＜０．０１）。结论：ｒＴＭＳ对ＰＤ小

鼠模型黑质多巴胺能神经元具有保护作用，而上调黑质区ＢＤＮＦ的表达可能是其作用机制之一。

［关键词］　磁刺激；帕金森病；黑质；酪氨酸羟化酶；脑源性神经营养因子
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）的病理变
化主要为黑质致密部（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｃｏｍｐａｃｔａ，

ＳＮｃ）多巴胺能神经元缺失，该神经元退变可能与神
经营养因子（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒｓ，ＮＴＦｓ）缺乏有
关。Ｎａｇａｔｓｕ等

［１］研究发现，ＰＤ患者黑质脑源性神
经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤ
ＮＦ）含量明显低于正常人［１］。因此，上调黑质ＢＤ
ＮＦ表达可能是治疗ＰＤ的有效策略之一。

　　重复经颅磁刺激（ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌｍａｇ
ｎｅｔｉｃｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，ｒＴＭＳ）是近年来治疗ＰＤ的新技
术，可改善ＰＤ患者的运动障碍［２３］。Ｍüｌｌｅｒ等［４］研

究发现ｒＴＭＳ可促进大鼠特定脑区ＢＤＮＦ的表达
而发挥神经保护作用。Ｆｕｎａｍｉｚｕ等［５］发现ｒＴＭＳ
对大鼠黑质多巴胺能神经元具有保护作用，但机制
尚不明确。为进一步探讨ｒＴＭＳ对多巴胺能神经元
发挥保护作用的具体机制，本研究选取１甲基４苯
基１，２，３，６四氢吡啶 （１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，２，３，６
ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）小鼠ＰＤ模型，观察ｒＴ
ＭＳ对ＰＤ小鼠黑质多巴胺能神经元的保护作用及
对其ＢＤＮＦ表达的影响，从ＢＤＮＦ角度探讨其可能
的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＭＰＴＰ（Ｓｉｇｍａ公司），兔抗
鼠酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）多克
隆抗体（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司），兔抗鼠ＢＤＮＦ多克隆抗体
（ＡＢｃａｍ公司），免疫组化ＳＰ染色试剂盒、ＤＡＢ显
色试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）。

ＭａｇｐｒｏＸ１００磁刺激治疗仪（丹麦），ＬＥＩＣＡ２１３５冰
冻切片机（德国），奥林帕斯光学显微镜（日本），ＪＤ
图像采集及图像分析系统（南京大学）。

１．２　动物分组及处理

１．２．１　动物分组及ＰＤ模型的制备　８～１２周龄清
洁级健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠３２只，由河北医科大
学动物中心提供，体质量１８～２０ｇ，安静环境饲养，
自由取食饮水，人工昼夜节律（１２ｈ／１２ｈ）。采用完
全随机法将动物分为４组：生理盐水对照组（ＮＳ）、

ＰＤ模型组（ＰＤ）、假刺激组（ｓｈａｍｒＴＭＳ，ｓｒＴＭＳ）、
磁刺激组（ｒＴＭＳ），每组８只。后３组小鼠制备ＰＤ
模型：小鼠颈部皮下注射 ＭＰＴＰ（溶于９ｇ／Ｌ生理盐
水中，浓度为１ｇ／Ｌ），每次１５ｍｇ／ｋｇ，连续注射４
次，每次间隔２ｈ。ＮＳ组注射与ＰＤ组等容量的生
理盐水。观察各组小鼠的行为学变化，对外界刺激
的反应等情况。

１．２．２　ｒＴＭＳ干预治疗　ｒＴＭＳ组小鼠末次注射

ＭＰＴＰ２４ｈ后，于清醒状态下置于长圆形塑料器具
中，头部暴露于 ＭＣ１２５圆形线圈下，线圈内径１０
ｍｍ，外径６０ｍｍ，最大输出场强３．７Ｔｅｓｌａ（Ｔ）。线
圈中心对准小鼠头部正中，距小鼠头顶的高度为１５
ｍｍ，刺激强度为２７％最大输出功率（约１Ｔ），频率

１Ｈｚ，刺激５个序列，每个序列刺激２５次，每个序列
之间间隔２ｍｉｎ，连续１４ｄ，每只小鼠每天实施ｒＴ
ＭＳ的时间相对固定。ｓｒＴＭＳ组置于相同环境，但
不接受磁刺激；ＮＳ组和ＰＤ组不予任何处理。

１．３　脑组织标本的采集　最后一次刺激２４ｈ后，
动物腹腔内注射１００ｇ／Ｌ水合氯醛（４０ｍｇ／ｋｇ）麻
醉，经左心室依次灌入生理盐水３０ｍｌ，４０ｇ／Ｌ多聚
甲醛溶液１００ｍｌ（０．５～１ｈ），取脑组织放入４０ｇ／Ｌ
多聚甲醛溶液后固定２４ｈ后，再依次浸入１５０ｇ／Ｌ
和３００ｇ／Ｌ蔗糖磷酸缓冲液（４℃）中。待脑组织下
沉冷冻后，用冷冻切片机切片，根据小鼠大脑解剖图
谱，平上丘水平进行ＳＮｃ冠状切片，厚３０μｍ。每３
张取一张，相邻切片分为２套分别用于ＴＨ 和ＢＤ
ＮＦ的免疫组化测定。

１．４　脑组织ＴＨ 和ＢＤＮＦ免疫组化染色　按ＳＰ
法试剂盒说明书进行。将切片分别浸入兔抗鼠ＴＨ
多克隆抗体（１５０００），兔抗鼠ＢＤＮＦ多克隆抗体
（１１００）中，４℃过夜，随后依次浸入生物素化羊抗
兔ＩｇＧ工作液和辣根酶 ＨＲＰ标记链酶卵白素工作
液（三抗）中，３７℃下各孵育１ｈ，ＤＡＢ将免疫产物显
示为棕黄色。免疫组织化学染色后，将切片裱于多
聚赖氨酸处理的载玻片上，梯度乙醇脱水，二甲苯透
明，中性树胶封片。用ＰＢＳ代替一抗作空白对照，
其余步骤同前。

　　结果判定：选取ＳＮｃ解剖结构明显的切面，光
镜下（×４００）对各组黑质区ＴＨ、ＢＤＮＦ免疫阳性细
胞进行细胞计数。每只小鼠取３张切片，各组切片
选取部位尽量一致，每张随机选一侧ＳＮｃ区３个不
同的视野，计数胞体轮廓清晰的细胞，求平均值。并
应用图像分析系统测定黑质区免疫阳性细胞的光密

度值（Ｄ值），同时测定同一张切片上的大脑脚锥体
束的Ｄ值作为背景，用ＴＨ、ＢＤＮＦＤ值减去锥体束
的Ｄ值作为实际Ｄ 值（矫正光密度值，ＣＤ），用ＣＤ
值进行比较分析，每只动物取３张切片，每张切片随
机选取ＳＮｃ区６个免疫阳性细胞，求平均值。

１．５　统计学处理　各组实验数据用珚ｘ±ｓ表示，采
用ＳＰＳＳ１１．５统计软件作单因素方差分析，组间两
两比较用ＳＮＫｑ检验。两变量间的相关性用双变
量相关分析 （Ｂｉｖａｒｉａｔｅ）计算其Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数，

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结　果

２．１　行为学观察　小鼠在每次注射 ＭＰＴＰ后约５
ｍｉｎ渐出现震颤、竖尾、竖毛、身体僵硬、运动迟缓减
少、后肢张开、步态不稳，对外界刺激反应低下，扎
堆，甚至尿失禁等改变，随着给药次数的增加，其运
动减少、肢体僵硬、步态不稳、反应迟缓的表现越来
越明显，而ＮＳ组小鼠无异常行为，表明ＭＰＴＰ致小
鼠ＰＤ模型制备成功。ｒＴＭＳ治疗后小鼠未出现惊
厥等异常情况。

２．２　免疫组织化学染色结果　ＴＨ 免疫组化染色
阳性（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ＴＨ
ｉｒ）为细胞质和突起着棕黄色。ＮＳ组ＳＮｃ区ＴＨｉｒ
细胞密集，着色深，突起较长，细胞形态正常；ＰＤ组
和ｓｒＴＭＳ组ＳＮｃ区ＴＨｉｒ细胞数量及ＣＤ值均较

ＮＳ组明显减少（Ｐ＜０．０１），胞质着色浅，分布较稀
疏，细胞可见皱缩，突起较短；ｒＴＭＳ组黑质区ＴＨｉｒ
细胞计数及ＣＤ值较ＰＤ组和ｓｒＴＭＳ组明显增加
（Ｐ＜０．０５），细胞染色深，分布较密集；而后二者间
无显著差异。详见图１和表１。

图１　小鼠ＳＮｃ区ＴＨ免疫组化（ＡＤ）和ＢＤＮＦ免疫组化（ＥＨ）染色结果

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆＴＨｉｒｃｅｌｌｓ（ＡＤ）ａｎｄＢＤＮＦｉｒｃｅｌｌｓ（ＥＨ）ｉｎＳＮｃｏｆｍｉｃｅ
Ａ，Ｅ：ＮＳｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｆ：ＰＤｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｇ：ｓｒＴＭＳｇｒｏｕｐ；Ｄ，Ｈ：ｒＴＭＳｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

表１　小鼠ＳＮｃ区ＴＨｉｒ细胞计数及ＣＤ值比较

Ｔａｂ１　ＣｏｕｎｔａｎｄＣＤｖａｌｕｅｓｏｆＴＨｉｒｃｅｌｌｓａｎｄＢＤＮＦｉｒｃｅｌｌｓｉｎＳＮｃｏｆｍｉｃｅ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｏｕｎｔｏｆ
ＴＨｉｒｃｅｌｌｓ

Ｃｏｕｎｔｏｆ
ＢＤＮＦｉｒｃｅｌｌｓ

ＣＤｖａｌｕｅｓｏｆ
ＴＨｉｒｃｅｌｌｓ

ＣＤｖａｌｕｅｓｏｆ
ＢＤＮＦｉｒｃｅｌｌｓ

ＮＳ ７１．８８±４．２６ ９２．８５±７．６１ ０．３３２１±０．０３６０ ０．３１８０±０．０２２４
ＰＤ ３１．６７±３．３５ ６２．９９±５．９７ ０．２１９６±０．０１８２ ０．２７９３±０．０２２０

ｓｒＴＭＳ ３２．４５±３．３１ ６１．６３±６．６１ ０．２２５９±０．０２９２ ０．２８４２±０．０１９５

ｒＴＭＳ ３６．６７±３．８２△ ７０．２０±６．１２△ ０．２７９５±０．０２５８△ ０．３０６９±０．０２０３△

　Ｐ＜０．０１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＰＤｏｒｓｒＴＭＳｇｒｏｕｐ
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　　ＢＤＮＦ免疫反应阳性（ＢＤＮＦｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉ
ｔｙ，ＢＤＮＦｉｒ）为细胞质着棕黄色。ＮＳ组 ＳＮｃ区

ＢＤＮＦｉｒ细胞密集，着色深；ＰＤ 组和ｓｒＴＭＳ组

ＳＮｃ区阳性细胞数及 ＣＤ值均较 ＮＳ组明显减少
（Ｐ＜０．０１），有些细胞呈空泡状，胞质着色浅，分布
较稀疏；ｒＴＭＳ组ＳＮ区ＢＤＮＦｉｒ细胞计数、ＣＤ值
较ＰＤ组和ｓｒＴＭＳ组明显增加（Ｐ＜０．０５），染色
深，分布较密集；而后二者间差异无统计学意义。详
见图２和表２。

２．３　ＰＤ小鼠ＳＮｃ区ＴＨ与ＢＤＮＦ表达的相关性
分析　相关分析显示ＰＤ小鼠ＳＮｃ区ＴＨｉｒ与ＢＤ
ＮＦｉｒ细胞计数呈明显正相关（ｒ＝０．９４９，Ｐ＜
０．０１），相应的 ＣＤ 值比较亦呈明显正相关（ｒ＝
０．８８０，Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　ＰＤ的病因及发病机制尚不十分清楚，近年来提
出了ＮＴＦｓ缺乏假说，ＮＴＦｓ是靶组织分泌的一组
特异性的蛋白质分子，有维持和促进神经细胞生长、
存活、分化和执行功能的作用［６］。其中ＢＤＮＦ是脑
中含量最多的ＮＴＦ，活体及离体实验均表明ＢＤＮＦ
能促进中脑多巴胺能神经元的存活、分化［７］。Ｈｙ
ｍａｎ等［８］在培养的胚胎中脑多巴胺神经元中加入

ＢＤＮＦ，免疫组化观察存活的 ＴＨ 阳性神经元的数
量，结果发现ＢＤＮＦ能直接作用于多巴胺神经元，
促进其ＴＨ表达，对脑组织具有保护作用。因此，上
调黑质ＢＤＮＦ表达可能是治疗ＰＤ的有效策略之
一。

　　近年来，ｒＴＭＳ在ＰＤ治疗中的作用成为神经科
学的研究热点。当给予大脑皮质神经元一组或一个
序列的磁刺激时，在脑深部产生感应电流，可以引起
皮质局部或远处的神经元兴奋性改变［９］。Ｐａｓｃｕａｌ
Ｌｅｏｎｅ等［２］首先应用ｒＴＭＳ治疗ＰＤ患者并获得一
定疗效，以后这一技术不断更新并应用于临床，不断
取得较好的效果［３］，但其治疗ＰＤ的具体机制尚未
明确。电磁场可使细胞形态、ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质合
成、跨膜转运、酶活性以及生物遗传等产生显著变
化。Ｍüｌｌｅｒ等［４］研究发现，对大鼠额区经过长时间

ｒＴＭＳ刺激后，海马、顶叶和梨状区皮质ＢＤＮＦｍＲ
ＮＡ表达明显增高。张小乔等［１０］研究发现ｒＴＭＳ能
促进大鼠脑梗死后梗死侧皮质ｃＦｏｓ和ＢＤＮＦ的表
达，推测ｒＴＭＳ可通过诱导ｃＦｏｓ表达来促进梗死
侧皮质ＢＤＮＦ的表达，从而对脑梗死发挥神经保护
效应。Ｙｕｋｉｍａｓａ等［１１］亦发现抑郁患者经过ｒＴＭＳ
治疗好转后血浆ＢＤＮＦ浓度明显升高。以上研究

均表明，ｒＴＭＳ可能通过影响特定脑区神经元的活
动，促进ＢＤＮＦ的表达而发挥其神经保护作用。本
研究发现ｒＴＭＳ治疗后ＰＤ小鼠ＳＮｃ区ＴＨｉｒ细胞
明显增多，分布密集，且染色深，ＣＤ值明显高于ＰＤ
组和ｓｒＴＭＳ组，提示ｒＴＭＳ可能通过阻止ＰＤ小鼠
黑质多巴胺能神经元的进行性退变，发挥神经保护
作用。

　　正常情况下，黑质多巴胺能神经元中广泛存在
着ＢＤＮＦ自分泌和旁分泌环路，人ＳＮｃ区多巴胺能
神经元中有 ７４％ 的细胞表达 ＢＤＮＦ［１］。Ｎｕｍａｎ
等［１２］发现ＢＤＮＦｍＲＮＡ与其受体ｔｒｋＢｍＲＮＡ共
存于多巴胺神经元，提示多巴胺能神经元可能依靠

ＢＤＮＦ的局部合成来获得营养支持。本研究发现

ＭＰＴＰ致ＰＤ小鼠模型ＳＮｃ区ＢＤＮＦ蛋白表达较

ＮＳ组明显降低，提示在ＭＰＴＰ致ＰＤ小鼠模型存在

ＢＤＮＦ缺乏。ｒＴＭＳ后ＳＮｃ区ＢＤＮＦｉｒ细胞计数
及表达量明显高于ＰＤ组和ｓｒＴＭＳ组（Ｐ＜０．０５）。
相关分析显示黑质区 ＴＨｉｒ与ＢＤＮＦｉｒ细胞计数
及相应的表达量呈明显正相关。提示ｒＴＭＳ可能是
促使了局部内源性ＢＤＮＦ蛋白的表达，从而保护多
巴胺能神经元，有助于ＰＤ神经功能康复。除ＢＤ
ＮＦ以外，胶质细胞系源性神经营养因子（ｇｌｉａｌｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＧＤＮＦ）［１３］，神经
营养素３（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ３，ＮＴ３）［１４］等也与 ＴＨ 共
存于中脑ＳＮｃ和腹侧被盖区（ＶＴＡ）多巴胺能神经
元，对多巴胺能神经元具有营养作用。因此，可能是
多种ＮＴＦｓ参与营养多巴胺能神经元，ｒＴＭＳ是否
影响了其他 ＮＴＦｓ，共同保护多巴胺能神经元仍需
进一步研究。

　　综上所述，本研究结果显示：ｒＴＭＳ可以提高

ＭＰＴＰ致ＰＤ小鼠模型黑质区ＢＤＮＦ蛋白表达，表
明ｒＴＭＳ可能通过促进ＢＤＮＦ合成而有效减缓多
巴胺能神经元的退行性变化，从而发挥神经保护作
用。
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