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［摘要］　目的：探讨体外不同条件的磁刺激对神经干细胞细胞增殖、细胞周期、细胞凋亡和细胞分化等方面的影响。方法：

对离体人胚神经干细胞进行磁刺激处理，采用频率０．５Ｈｚ，脉冲刺激波宽为７２μｓ，刺激强度为阈上刺激１．４４Ｔ，每天１次，连

续刺激３ｄ。按刺激次数分为Ａ组（３０个脉冲刺激／次）、Ｂ组（６０个脉冲刺激／次）、Ｃ组（９０个脉冲刺激／次）、Ｄ组（对照组，不

进行磁刺激处理）；用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测磁刺激对神经干细胞增殖的作用；用流式细胞术检测磁刺激对神经干细

胞的细胞周期、细胞凋亡和细胞分化的作用。结果：Ａ、Ｂ、Ｃ组神经干细胞在接受磁刺激后２４～４８ｈ的Ｄ 值较Ｄ组明显增高

（Ｐ＜０．０５），提示磁刺激对神经干细胞有轻度促增殖作用；Ａ、Ｂ、Ｃ组Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例稍低于Ｄ组，而相应的Ｇ２／Ｍ 比例较

高，但无统计学差异；Ａ、Ｂ、Ｃ组βｔｕｂｅｒｌｉｎ阳性细胞比例较Ｄ组高，神经元比例由２１．７０％上升至３４．１７％（Ｐ＜０．０５）。结论：

磁刺激在轻度促进细胞增殖的条件下，可诱导神经干细胞向神经元方向分化，有利于神经功能重建。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（４）：３７３３７７］

　　神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＮＳＣ）是一种具有
自我更新能力，能够分化出神经元、胶质细胞等多种

类型神经细胞的特殊细胞［１］。ＮＳＣ的活化、增殖和
分化机制是当前干细胞研究的热点，如何调控 ＮＳＣ
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的分化是神经干细胞领域的重要问题之一［２］。目前
关于ＮＳＣ分化的研究主要侧重于化学性因素，仍未
取得共识性结论。经颅磁刺激（ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌｍａｇ
ｎｅｔｉｃｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，ＴＭＳ）是新近发展起来的一项用
于脑功能研究的技术，具有非接触、无创、无痛或微
痛等优点，目前已被用于抑郁症、强迫症、帕金森病
和癫 等疾病的治疗［３］，在脑可塑性研究中也取得
一定成果［４］，但关于磁刺激对 ＮＳＣ影响的研究尚
少，磁刺激能否促进 ＮＳＣ的增殖与分化，影响其细
胞周期，并促进其与病损周围的神经网络形成功能
性突触联系，促进轴芽生成与功能重塑，这些均是本
领域需要回答的问题。本研究以磁刺激对离体人

ＮＳＣ进行干预，旨在了解磁刺激对体外 ＮＳＣ的生
长、分化影响，为进一步的体内研究提供依据。

１　材料和方法

１．１　材料　兔抗巢蛋白 Ｎｅｓｔｉｎ单克隆抗体（Ｓｉｇｍａ
公司），鼠抗人βｔｕｂｅｒｌｉｎ单克隆抗体（Ｓｉｇｍａ公司），兔
抗胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，

ＧＦＡＰ）多克隆抗体（武汉博士德公司），羊抗兔、羊抗
鼠异硫氰酸荧光黄（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）
荧光二抗（北京中杉公司），羊抗兔、羊抗鼠罗丹明荧
光二抗（Ｓｉｇｍａ公司，１１０～１２０）。细胞周期试剂
盒（Ｋｅｙｇｅｎ公司），细胞凋亡检测试剂盒（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
ＦＩＴＣＡｐｏｐｔｏｓｉｓＫｉｔ，ＢｉｏｄｅｃＢｉｏｐｈｅｒｍｅ公司）；四甲基
偶氮唑盐（ＭＴＴ，Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＭＥＭ、胎牛血清等细
胞培养用试剂（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司）。ＮＳＣ取自孕１３周
左右引产的人源胚胎，经传代培养后取第３代或第４
代的ＮＳＣ。流式细胞仪（美国ＢＤ公司）；全自动酶标
仪（ＤＧ３０２２Ａ，ＬＡＢＳＹＳＴＥＭＳ，Ｆｉｎｌａｎｄ）；经颅磁刺激
器（中国科学院电工研究所生产）。

１．２　分组与磁刺激方法　将磁刺激线圈水平放在
培养瓶或培养板中心上方２ｃｍ处，频率０．５Ｈｚ，脉
冲刺激波宽为７２μｓ，每组刺激强度为阈上刺激，

１．４４Ｔ，每天１次，每次给予若干个脉冲磁刺激，连
续刺激３ｄ。按刺激次数分为Ａ组（３０个脉冲刺激／
次）、Ｂ组（６０个脉冲刺激／次）、Ｃ组（９０个脉冲刺激／
次）、Ｄ组（对照组，不进行磁刺激处理）。处理组进
行磁刺激时置于相同的外部环境。

１．３　细胞鉴定及生长形态观察　对待处理的 ＮＳＣ
行ｎｅｓｔｉｎ、βｔｕｂｅｒｌｉｎ和ＧＦＡＰ免疫细胞化学检测染
色。干预前及干预后２４ｈ至第７天，在相差显微镜
下观察各组ＮＳＣｓ生长形态。

１．４　ＭＴＴ比色法测定细胞活力　磁刺激２４ｈ、４８
ｈ、７２ｈ及第７天，从每组取１ｍｌ细胞悬液移入９６

孔酶标板，每孔含培养液１８０μｌ，加入 ＭＴＴ２０μｌ，
继续培养３～４ｈ，９６孔板离心去上清，每孔加入１００

μｌＤＭＳＯ，在连续波长酶标仪上测光密度（Ｄ）值，测
定波长为４９０ｎｍ。ＭＴＴ检测重复进行３次。计算
增殖率：生长增殖率＝ （１Ｄ实验组／Ｄ对照组）×１００％。

１．５　细胞周期和细胞凋亡的检测　以５×１０６／瓶密
度接种ＮＳＣ于２５ｍｌ培养瓶，磁刺激停止后，于３ｄ和

７ｄ后行流式细胞术检查。细胞周期检测前用胰酶消
化，离心后弃上清，用０．１％ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤，用预冷
的７０％乙醇固定，４℃过夜。用ＰＢＳ配制成单细胞悬
液，碘化丙啶染色液（ＰＩ，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，２０μｇ／ｍｌ
ＰＩ，１００μｇ／ｍｌＲＮａｓｅＡ）室温染色３０ｍｉｎ后用流式细
胞仪分析细胞周期。细胞凋亡检测前将待测细胞制
成单细胞悬液，ＰＢＳ溶液洗２次，取１９５μｌ的细胞悬液
加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ，混匀后于室温避光孵育１０
ｍｉｎ；用１９０μｌ的结合缓冲液洗细胞２次，加入１０μｌ
２０μｇ／ｍｌ的ＰＩ溶液（终浓度为１μｇ／ｍｌ）；室温避光孵
育，１ｈ内用流式细胞仪检测。

１．６　细胞分化的检测　磁刺激停止后，加入有血清
的培养基进行ＮＳＣ的诱导分化培养，分别于３ｄ、７ｄ
后行流式细胞术检查。用０．２５％胰酶消化盖玻片上
的细胞，离心８ｍｉｎ，４％多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ，

０．５％Ｈ２Ｏ２甲醇液处理３０ｍｉｎ，１％牛血清白蛋白
０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００３７℃处理３０ｍｉｎ，加入一抗（β
ｔｕｂｅｒｌｉｎ１１００；ＧＦＡＰ１１００）３７℃孵育３０ｍｉｎ
后，置于４℃的冰箱２４ｈ，加入ＦＩＴＣ（１１００）和罗丹
明（１１００）于室温环境染色３０ｍｉｎ。将标本混匀后
采集样本，用流式细胞仪检测。每组取３个样本，每
样本计数１００００个细胞，并计算其阳性率。在４８０
ｎｍ的激发光下，检测βｔｕｂｅｒｌｉｎ和ＧＦＡＰ各占细胞
总数的百分比。

１．７　统计学处理　实验结果以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件，应用单因素方差分析进行统
计学分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　细胞形态观察　相差显微镜下观察原代培养
的ＮＳＣ生长状况，可见培养２４ｈ后大量活细胞均匀
分布，部分沉于培养瓶底壁，部分细胞悬浮于培养液
中，细胞成对出现者较多，并可见细胞分裂相；７２ｈ
后出现许多细胞聚集形成的细胞团，５ｄ后较大的细
胞团大约有数十或数百个细胞即神经球（图１Ａ），神
经球呈悬浮生长，细胞排列紧密，细胞边界清楚，折
光性强。培养７ｄ后，细胞克隆团中细胞数明显增
多。其增殖速率相对稳定，随时间的延长，其增殖有
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减缓趋势。ＮＳＣ通过免疫荧光染色可显示有Ｎｅｓｔｉｎ
阳性（图１Ｂ），同时部分细胞可分化为βｔｕｂｅｒｌｉｎ和

ＧＦＡＰ阳性细胞（图１Ｃ、１Ｄ），表现出多分化潜能趋
势。磁刺激对刚经受机械刺激的吹散单个悬浮生长
细胞影响较大，它们易被磁场破坏；而对悬浮生长

１ｄ的细胞无明显破坏作用。在后者条件下磁刺激
后１～７ｄ，各组ＮＳＣｓ均呈克隆球形悬浮生长，状态
良好，胞体圆而透亮，各组之间克隆形成及体积大小
无明显差异，部分细胞呈明显增殖分化状态，同时可
见未分化悬浮生长的干细胞。

图１　神经干细胞形态学

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｖｉｅｗｏｆｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｂ：Ｎｅｓｔｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×

１００；Ｃ：βｔｕｂｅｒｌｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００；Ｄ：ＧＦＡＰｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｉａｔｅｄｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．２　细胞增殖率　磁刺激后２４、４８、７２ｈ及１周，不
同条件的磁刺激对ＮＳＣ的增殖率见图２。结果表明，

Ａ、Ｂ、Ｃ组ＮＳＣ增殖率在２４ｈ后开始增高，增殖率在

４８ｈ后至最高，达２２．７％，然后逐渐回落，Ａ、Ｂ、Ｃ组
之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图２　磁刺激对ＮＳＣ增殖率的影响

Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
Ａｇｒｏｕｐ：Ｔｈｉｒｔｙｐｕｌｓｅｓｅａｃｈｔｉｍｅ；Ｂｇｒｏｕｐ：Ｓｉｘｔｙｐｕｌｓｅｓｅａｃｈｔｉｍｅ；Ｃ

ｇｒｏｕｐ：Ｎｉｎｅｔｙｐｕｌｓｅｓｅａｃｈｔｉｍｅ

２．３　细胞周期和细胞凋亡变化　磁刺激组Ｇ０／Ｇ１
期细胞比例（％）稍低于对照组，以Ｃ组Ｇ０／Ｇ１ 期细
胞比例最低，但较对照组无统计学差异，各种不同条
件的磁刺激组间也无显著性差异（Ｐ＞０．０５，图３）。
磁刺激后，细胞碎片增多，早期细胞凋亡率略有增
加，但各组间无统计差异。

２．４　细胞分化　βｔｕｂｅｒｌｉｎ是一种神经元标记物，
磁刺激可促进ＮＳＣ向神经元方向定向分化，磁刺激
组神 经 元 比 例 较 Ｄ 组 高，由 ２１．７０％ 上 升 至

３４．１７％，有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。而磁刺激三组

之间无显著性差异（图４）。ＧＦＡＰ是神经胶质细胞
的标记物，磁刺激组ＮＳＣ分化为胶质细胞的比例较

Ｄ组减少（Ｐ＜０．０５，图４）。

图３　磁刺激对ＮＳＣＧ０／Ｇ１ 期比例的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

ｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
Ａｇｒｏｕｐ：Ｔｈｉｒｔｙｐｕｌｓｅｓｅａｃｈｔｉｍｅ；Ｂｇｒｏｕｐ：Ｓｉｘｔｙｐｕｌｓｅｓｅａｃｈｔｉｍｅ；Ｃ

ｇｒｏｕｐ：Ｎｉｎｅｔｙｐｕｌｓｅｓｅａｃｈｔｉｍｅ；Ｄｇｒｏｕｐ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＮＳＣ的成功分离培养为许多棘手的神经系统
疾病如神经退行性疾病和中枢神经系统损伤的治疗

带来了曙光，目前对 ＮＳＣ的增殖、分化的研究是本
领域的关键问题，而当前大多限于化学因素对其影
响的研究，较少从物理因素角度进行研究，而 ＮＳＣ
的细胞活动中却伴随着离子强度、电信号、磁信号的
改变等，电信号、磁信号的改变反过来会影响细胞活
动。我们以０．５Ｈｚ交变磁场为干预手段，对 ＮＳＣ
的增殖和分化进行探索，发现了一些有价值的结果。

３．１　磁刺激对ＮＳＣ生长增殖的影响　磁场能影响
细胞的活动，但细胞对磁场的敏感性与磁场的强度、



·３７６　　 · 第二军医大学学报　２００９年４月，第３０卷

类型和处理时间有关［５６］。磁刺激是通过脉冲磁场
诱导产生的感应电流激活神经组织内的可兴奋性细

胞，而ＮＳＣ具有子代细胞可兴奋性和稳定性的双重
电生理特性，磁刺激对ＮＳＣ有潜在性影响。结合临
床和用于体内研究的磁刺激器的性能，本研究中主
要采用了０．５Ｈｚ、磁场强度为１．４４Ｔ的脉冲，对不
同时间点的ＮＳＣ进行磁刺激。形态学观察表明，该
参数的磁刺激对神经球 ＮＳＣ的生长形态无明显影
响，而对刚经受机械刺激的吹散单个悬浮生长细胞
影响较大，它们易被磁场破坏；而对悬浮生长１ｄ的
细胞无明显破坏作用。以上结果表明磁场对细胞生
长有一定影响，但如果考虑在合适的细胞生长时期
进行磁刺激处理，可以将这种负性作用降至最小。

图４　不同条件磁刺激对ＮＳＣ分化的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

ｏｎｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
Ａｇｒｏｕｐ：Ｔｈｉｒｔｙｐｕｌｓｅｓｅａｃｈｔｉｍｅ；Ｂｇｒｏｕｐ：Ｓｉｘｔｙｐｕｌｓｅｓｅａｃｈｔｉｍｅ；Ｃ

ｇｒｏｕｐ：Ｎｉｎｅｔｙｐｕｌｓｅｓｅａｃｈｔｉｍｅ；Ｄｇｒｏｕｐ：ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｐ＜０．０５ｖｓＤ

ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　ＭＴＴ比色法结果发现，ＮＳＣ在干预后２４～４８
ｈ呈现轻度的促生长增殖作用，随着时间推移，在１
周后这种作用可以逐渐恢复正常，这种作用并不随
脉冲次数的增加而增加。另一方面在本磁场强度和
刺激频率条件下，ＮＳＣ生长良好，脉冲磁刺激对

ＮＳＣ生长无明显副作用。通过磁刺激对 ＮＳＣ的细
胞周期和细胞凋亡影响分析，表明ＮＳＣ在刚接受磁
刺激后细胞更多地处于Ｇ２／Ｍ 期，相应Ｇ０／Ｇ１ 期细
胞比例较低，细胞增殖活性增加，这与 ＭＴＴ结果发
现磁刺激促进 ＮＳＣ增殖的结果是一致的。细胞早
期凋亡在接受磁刺激后发生率较对照组略高但无统

计学差异，目前这方面的研究不多，可能与磁刺激干
预了细胞分裂与凋亡过程中的信号有关。

３．２　磁刺激对ＮＳＣｓ分化的影响　ＮＳＣ有两种不同

的增殖方式：一种是对称分裂，即分裂所产生的子代均
为干细胞。另一种是不对称分裂，即分裂所产生的子
代分为两类：一类是ＮＳＣ，另一类是祖细胞，这类细胞
仅有有限的自我更新能力，终将逐步分化成熟，成为神
经元或神经胶质细胞。正常情况下成年哺乳动物脑内
的ＮＳＣ处于静息状态，在脑组织受损的情况下，释放出
一定的信号分子，ＮＳＣ增殖并向特定的方向转化成特
定的神经细胞，最后与残存的脑组织形成功能性联系，
这构成脑可塑性的重要物质基础，而目前对其分化机
制知之甚少［７］，主要研究侧重于化学性因素的作用，包
括ＥＧＦ、ＦＧＦ２等因子［８９］，但仍未取得共识性研究结
论［１０１１］，而物理性因素的作用报道较少［１２］。吴全义
等［１３］等研究发现５～６０ｍＴ的稳恒磁场作用能明显抑
制中脑神经细胞的分化，但李怡等［１４］研究提示５Ｈｚ和

２０Ｈｚ正弦交变磁场（８ｍＴ）可以促进ＮＳＣ向神经元方
向定向分化，这提示恒磁场与交变磁场的作用机制可
能有所不同。但５Ｈｚ和２０Ｈｚ正弦交变磁场属于高频
磁场，临床应用中有致癫 可能性，安全性问题限制了
其应用。本组选择频率０．５Ｈｚ，每组刺激强度为阈上
刺激１．４４Ｔ，主要考虑磁刺激最终要进行体内研究，而
当前认为０．５Ｈｚ频率、１．４４Ｔ强度刺激安全度最高。
选择不同的脉冲次数，包括３０个、６０个、９０个脉冲刺
激／次，尝试探索不同的脉冲次数来找到最合适的参
数，本研究结果提示Ａ、Ｂ、Ｃ各组神经元方向分化的比
例大于Ｄ组，有统计学差异，这提示磁刺激可促进ＮＳＣ
向神经元方向定向分化。但磁刺激３组之间无统计学
差异，磁刺激并不呈磁总量效果线性关系，因此本组采
用的３种脉冲次数对诱导分化作用无明显差异，尚需进
一步摸索刺激参数以达到最优的诱导分化作用。
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