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磁刺激对小鼠原代海马神经元突触素、生长相关蛋白及脑源性神经营养
因子表达的影响

马　隽１，２，３△，张展翅１，２△，崔慧先１，２，王铭维２，王彦永２，马芹颖２

１．河北医科大学基础医学院，石家庄０５００１７

２．河北省脑老化与认知神经科学实验室，石家庄０５００１７

３．河北体育学院，石家庄０５０００１

　　［摘要］　目的　观察磁刺激对原代海马神经元形态及突触素（ＳＹＮ）、生长相关蛋白４３（ＧＡＰ４３）、脑源性神经营养因子
（ＢＤＮＦ）表达的影响，探讨磁刺激对突触可塑性的影响及可能机制。方法　原代海马神经元随机分为对照组、假刺激组及
４０％（１Ｈｚ，０．７６Ｔ）、６０％（１Ｈｚ，１．１４Ｔ）、８０％（１Ｈｚ，１．５２Ｔ）最大磁刺激输出强度组，各刺激组自细胞接种后第２～６天接受

磁刺激，连续５ｄ；假刺激组置于相同磁场装置环境，但不接受磁刺激。各组细胞于第７天相同时间取材。采用扫描电镜、细

胞免疫荧光法、蛋白质印迹及 ＲＴＰＣＲ 等方法观察神经元形态变化及 ＳＹＮ、ＧＡＰ４３与 ＢＤＮＦ蛋白、ｍＲＮＡ 的表达。

结果　４０％强度组神经元突起长度增长、胞间神经联系增多，ＳＹＮ免疫反应性、ＢＤＮＦ免疫反应性及蛋白表达均高于对照组
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＧＡＰ４３免疫反应性及蛋白水平未见明显升高，ＳＹＮ、ＧＡＰ４３与ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达量高于对照组（Ｐ＜
０．０５）；６０％强度组突起长度与数量增加（Ｐ＜０．０１）、交织成密集网络，ＳＹＮ、ＧＡＰ４３与ＢＤＮＦ免疫反应性、蛋白及 ｍＲＮＡ表

达量均高于对照组（Ｐ＜０．０１）；８０％强度组突起数目、长度增加，同时有细胞损伤现象，ＧＡＰ４３免疫反应性、ＢＤＮＦ免疫反应

性及蛋白水平高于对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＳＹＮ免疫反应性及蛋白表达与对照组相比差异无统计学意义，ＳＹＮ、ＧＡＰ４３

及ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　磁刺激通过促进原代海马神经元ＢＤＮＦ的合成或分泌，上调ＳＹＮ、
ＧＡＰ４３的表达，影响神经元形态，可能在调控突触可塑性、促进神经网络构建方面发挥重要作用；不同磁刺激参数刺激效果

不同。
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　　经颅磁刺激（ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，

ＴＭＳ）是通过时变磁场作用于不同脑区产生可传导

性的感应电流，可以抑制或易化刺激位点及与其有

突触联系的神经细胞的兴奋性，从而影响脑组织深

部神经细胞功能活性的一项无创、无痛、非侵入性的

脑研究手段［１］。临床上已在脑卒中、帕金森病、老年

痴呆等神经系统疾病方面取得了令人满意的疗

效［２］。突触素（ｓｙｎａｐｏｔｏｐｈｙｓｉｎ，ＳＹＮ）与生长相关蛋

白（ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＡＰ４３）是磷酸化膜

蛋白，主要分布于生长、分化和再生的神经终末突触

前膜上，参与神经发育与再生，反映突触结构功能变

化，常被作为突触前终末特异性标志物来检测突触

活力［３５］。脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕ

ｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）是引起突触可塑性变化的

活跃分子，在海马突触可塑性方面起着重要作用［６］。

　　近年来关于ＴＭＳ的研究大多集中于其对病理

状态下突触重塑与再生的影响，而关于其对正常脑

发育、神经网络构建等的影响研究较少。本研究以

正常小鼠原代海马神经元为研究对象，通过施加不

同强度低频磁刺激，观察磁场对正常生活神经元形

态及ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、ＢＤＮＦ表达的影响并分析其作

用机制，为进一步探讨磁刺激对改善认知功能、干预

脑老化进程提供理论基础及前期资料，以期深入揭

示磁刺激对神经可塑性的影响及可能机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　出生２４ｈ内的新生昆明小

鼠由河北省实验动物中心提供。Ｍａｇｓｔｉｍ２２磁刺激

治疗仪（丹麦）；兔抗ＳＹＮ单克隆抗体、兔抗ＧＡＰ４３
单克隆抗体、兔抗ＢＤＮＦ单克隆抗体、小鼠抗 ＭＡＰ２

单克隆抗体（Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ，美国）；山羊抗兔ＴＲＩＴＣ、山

羊抗小鼠ＦＩＴＣ（ＫＰＬ，美国）；兔抗βａｃｔｉｎ单克隆抗

体（Ｓｉｇｍａ，美国）；ＲＴ反应体系试剂、ＰＣＲ反应体系

试剂（Ｐｒｏｍｅｇｅ，美国）；ＤＭＥＭ 培养液、胎牛血清、

ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＭｅｄｉａ、Ｂ２７（Ｇｉｂｃｏ，美国）等。

１．２　原代海马神经元的培养　将新生昆明小鼠无

菌条件下迅速断头取脑、游离双侧海马，置于１ｍｌ

ＤＨａｎｋｓ液中，用虹膜剪将组织剪成约１ｍｍ３大小

的组织小块，再加入１ｍｌ０．２５％胰蛋白酶，３７℃消

化１５ｍｉｎ，将组织块和消化液一起移入离心管，加入

完全培养液（ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ、１％青链霉素）２ｍｌ
终止消化，吹打组织约２０次，离心５ｍｉｎ，弃上清，在

沉淀中加入完全培养液２ｍｌ，吹打约２０次，吸取细

胞悬液，调整细胞密度为（５～１０）×１０５／ｍｌ，接种于

经０．１％多聚赖氨酸包被的培养皿中，于３７℃、５％

ＣＯ２细胞培养箱中培养。接种约２４ｈ后，去除完全

培养液，改为 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ＋２％ Ｂ２７无血清培养液，

每３ｄ全量换液１次，细胞培养周期为７ｄ。

１．３　神经元纯度鉴定　参照张小娟等［７］神经元纯

度鉴定方法，用４％ （质量分数）多聚甲醛室温固定

细胞３０ｍｉｎ，吸去多聚甲醛，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，用

０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００＋５％ 山羊血清（体积分数）的

ＰＢＳ于室温对细胞进行透化、封闭处理３０ｍｉｎ，吸去

ＰＢＳ，漂洗细胞５ｍｉｎ×３次，然后加入兔抗小鼠

ＭＡＰ２单克隆抗体４℃ 孵育过夜，ＰＢＳ清洗５ｍｉｎ×

３次后加入山羊抗兔ＦＩＴＣ（１１００）二抗，室温孵１ｈ
（避光），然后 Ｈｏｕｃｈｅｓｔ３３２５８室温复染细胞核５ｍｉｎ
（避光），ＰＢＳ漂洗后用７０％甘油封片，荧光显微镜下

观察 ＭＡＰ２表达阳性细胞，随机取１０个视野，摄像

后利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０软件计算每个视野中



·１０９８　 · 第二军医大学学报　２０１１年１０月，第３２卷

ＭＡＰ２表达阳性细胞数占该视野总细胞数的比例，

即为神经元纯度。

１．４　原代海马神经元分组及磁刺激参数设定　将

原代海马神经元按接种先后顺序，用随机数字法分

为对照组、假刺激组及４０％、６０％、８０％最大强度刺

激组，每组１０只培养皿。接种当日为第１天，对照

组于细胞培养箱中正常孵育７ｄ；各刺激组于第２～６
天按照设定参数分别接受磁刺激，连续５ｄ；假刺激

组置于相同磁场装置环境，但不接受磁刺激。各组

细胞于第７天相同时间取材。

　　应用磁刺激治疗仪 ＭＳ２２圆形线圈，线圈内径

１０ｍｍ，外径６０ｍｍ，最大输出场强１．９Ｔ。设计刺

激参数为：刺激频率１Ｈｚ；刺激强度４０％（０．７６Ｔ）、

６０％（１．１４Ｔ）、８０％（１．５２Ｔ）最大输出强度；３组／

日，５序列／组，２０次／序列，每个序列间隔１０ｓ，每组

间隔６０ｓ，连续刺激５ｄ，每日１４：００～１５：００实施刺

激；磁头距细胞约１．０ｃｍ。

１．５　原代海马神经元扫描电镜标本制备　双蒸水

清洗神经元５ｍｉｎ×３次，１％（体积分数）戊二醛室

温固定５ｍｉｎ，再用双蒸水清洗５ｍｉｎ×３次，７０％、

８０％、９０％、１００％乙醇各５ｍｉｎ进行梯度脱水，再经

过７０％、８０％、９０％、１００％叔丁醇各５ｍｉｎ，真空临

界点干燥，镀金１５ｍｉｎ，日立Ｓ３５００扫描电镜观察并

拍照。

１．６　细胞免疫荧光标记　对各组细胞进行清洗、固

定、透化、封闭处理（见１．３项下），分别加入兔抗

ＳＹＮ（１２００）、兔抗ＧＡＰ４３（１２００）、兔抗ＢＤＮＦ
（１２００）一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，加

入山羊抗兔ＴＲＩＴＣ（１１００）二抗室温孵育２ｈ（避

光），清洗、封片，即可于４００倍倒置荧光显微镜下观

察、拍照。每个视野随机选取２０个神经元，参照文

献［８９］，应用Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ７．０软件，先用魔棒工具选定

免疫阳性区及背景区，再用直方图工具测定阳性区、

背景区亮度值，以二者比值代表免疫阳性产物矫正

光密度（ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＣＯＤ），并求取平

均值。各组实验独立重复３次。以ＰＢＳ代替一抗和

二抗作为阴性对照，结果显示目标区域无标记

细胞。　　　
１．７　蛋白质印迹分析　提取各组细胞蛋白，加入

ＲＩＰＡ＋１％ＰＭＳＦ裂解液，超声细胞破碎仪裂解

２０ｓ，冰上静止３０ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ，上清为细胞

总蛋白提取液。用ＢＣＡ法测定蛋白浓度，取各组等

量蛋白提取液（５０μｇ／２５μｌ）经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分

离后转膜至ＰＶＤＦ膜，５％牛奶室温封闭２ｈ，兔抗

ＳＹＮ（１５０００）、兔抗ＧＡＰ４３（１５０００）、兔抗ＢＤ

ＮＦ（１５０００）、鼠抗βａｃｔｉｎ（１１０００）一抗４℃孵育

过夜，再分别用辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔、山

羊抗小鼠ＩｇＧ（均１１０００）二抗室温孵育２ｈ，充分

洗涤，ＥＣＬ法发光显色，ＦＵＪＩＦＩＬＭＬＡＳ４０００凝胶

成像系统采集分析，用目的蛋白条带的光密度值与

内参βａｃｔｉｎ条带的光密度值作为目的蛋白的相对

表达量。各组实验独立重复３次。

１．８　ＲＴＰＣＲ方法检测ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、ＢＤＮＦｍＲ

ＮＡ　收集原代海马神经元，ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，

测定其浓度及纯度，－８０℃冻存备用。每个样品取２

μｇＲＮＡ反转录合成ｃＤＮＡ，再各取１μｌｃＤＮＡ进行

ＰＣＲ扩增。引物由上海生工合成，序列如下：ＳＹＮ
（７１１ｂｐ）上游引物５′ＴＴＣＴＴＣＧＧＡＡＴＧＧＡＧ

ＴＣＡ ＡＡ３′，下游引物 ５′ＴＧＣ ＴＴＧ ＴＣＴ ＴＣＡ

ＴＣＣＴＧＧ ＴＧ３′；ＧＡＰ４３ （２０６ｂｐ）上游引物５′

ＣＧＡＧＡＡＡＧＡＴＣＣＣＡＡＧＴＣＣＡ３′，下游引物

５′ＧＡＡＣＧＧＡＡＣＡＴＴＧＣＡＣＡＣＡＣ３′；ＢＤＮＦ
（４４５ｂｐ）上游引物５′ＴＣＧＣＴＴＣＡＴＣＴＴＡＧＧ

ＡＧＴ３′，下游引物５′ＴＣＡＡＣＡＴＡＡＡＣＣＡＣＣ

ＡＡＣ３′；βａｃｔｉｎ（３０２ｂｐ）上游引物５′ＴＣＡ ＧＧＡ

ＧＧＡＧＣＡ ＡＴＧＡＴＣＴＴＧ３′，下游引物５′ＴＣＣ

ＴＣＣＣＴＧＧＡＧ ＡＡＧ ＡＧＣＴＡ３′。ＰＣＲ反应条

件：９４℃２ｍｉｎ；９４℃４５ｓ、５５℃４５ｓ、７２℃１ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。各ＲＴＰＣＲ产物行１５ｇ／

Ｌ的琼脂糖凝胶电泳。富康ＬＡＳ４０００凝胶成像系

统采集、分析，计算目的 ｍＲＮＡ与βａｃｔｉｎ的比值作

为ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、ＢＤＮＦｍＲＮＡ的相对表达量。各

组实验独立重复３次。

１．９　统计学处理　倒置荧光显微镜２００倍镜下以

“之”字形由上而下随机选择２０个不同的视野拍照，

每个视野以中心向外圆形辐射区域内随机统计２０
个神经元，使每次实验最终计得到的细胞总数不少

于４００个，各组独立重复３次。应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ

５．０软件计数 ＭＡＰ２阳性细胞的突起个数及测量

突起长度，为保证采集图像的质量，每次实验均根据

阴性对照结果调节曝光时间。原代海马神经元突起

个数、长度，ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、ＢＤＮＦ免疫阳性产物、蛋

白与ｍＲＮＡ的表达应用ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌＡｎａｌｙｓｉｓＳｙｓｔｅｍ

Ｖ８软件进行相关数据分析，统计结果用珚ｘ±ｓ表示，

多样本均数的比较采用单因素方差分析，组间两两

比较应用ＳＮＫ法完成。
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２　结　果

２．１　原代海马神经元纯度鉴定及形态观察　在倒

置相差显微镜下，刚接种的海马神经细胞呈圆形、透

亮、分布均匀；４～６ｈ后部分细胞贴壁；１０～１２ｈ后

细胞贴壁完全，胞体发亮，呈圆形或椭圆形，伸出短

小突起，形似蜘蛛；培养２～３ｄ后，胞体变大，突起

增粗伸长，部分相互连接形成稀疏网络；培养５～７ｄ
后，神经元胞体丰润且具特异光晕，突起进一步增多

伸长且分支增多，构建明显网络。在扫描电镜下观

察可见，成熟的海马神经元形态多样，立体感强，呈

现锥体形、三角形、梭形、多边形等。体外培养７ｄ的

海马神经元，免疫荧光染色结果显示 ＭＡＰ２阳性细

胞纯度大于９０％。

２．２　磁刺激对原代海马神经元形态的影响　结合

扫描电镜结果和 ＭＡＰ２免疫荧光标记进行测量计

数，将各组神经元按照突起个数（ｎ）为标准分类：ｎ≤

２个、２＜ｎ＜５个、ｎ≥５个，并测量每个神经元各突起

长度，分别进行比较。表１结果表明，对照组与假刺

激组神经元突起长度和数量差异无统计学意义；

４０％强度组突起长度大于对照组（Ｐ＜０．０５），但突起

数目与对照组差异无统计学意义；６０％强度组突起

长度与多于２个突起的神经元数量均高于对照组

（Ｐ＜０．０５）；８０％强度组突起长度大于对照组（Ｐ＜
０．０５），有３～４个突起的神经元数量也多于对照组

（Ｐ＜０．０５）。

　　由扫描电镜图１（Ｓ１～Ｓ５）观察可见，对照组、假

刺激组神经元形态相似，胞体丰满，发出清晰的轴突

和树突，突起个数和长度适中，神经元间已建立纤维

联系；４０％强度组胞间神经联系增多、突起长度增

加；６０％强度组神经元伸出多个突起、纤维细长，细

密交织成网络；８０％强度组突起数目多、突起长度

长，但有的突起可见胞膜破损、胞质外流的现象。

表１　原代海马神经元突起数目及长度比较

Ｔａｂ１　Ｌｅｎｇｔｈａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｕｒｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｃｅｌｌｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｎｅｕｒｏｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｕｒｉｔｅｓ
ｎ≤２ ２＜ｎ＜５ ｎ≥５

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｎｅｕｒｉｔｅｓｌ／μｍ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８．７±１．７ ８．３±１．８ ２．１±０．８ １２．９５±３．６３

Ｓｈａｍｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ８．４±１．９ ８．２±１．７ ２．０±０．８ １２．６２±４．２６

４０％ ｍａｘｉｍｕｍｏｕｔｐｕｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ８．６±１．３ ８．７±１．３ ２．２±０．７ １４．０７±３．６５

６０％ ｍａｘｉｍｕｍｏｕｔｐｕｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ８．６±１．８ ９．９±１．３ ２．６±０．９ １５．３５±６．４５

８０％ ｍａｘｉｍｕｍｏｕｔｐｕｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ８．５±１．５ ９．２±１．８ ２．２±０．８ １４．２２±５．０３

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　磁刺激对原代海马神经元ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、ＢＤ

ＮＦ表达的影响

２．３．１　细胞免疫荧光染色结果　ＳＹＮ免疫荧光阳

性标记为海马神经元胞膜上呈不连续断点状分布及

在树突两侧表达；ＧＡＰ４３蛋白阳性产物主要在神经

元胞膜上呈片层分布，突起表达较少；ＢＤＮＦ免疫阳

性标记主要在神经元胞质及突起上。由图１可见，

对照组与假刺激组神经元各阳性蛋白表达差异无统

计学意义；４０％磁刺激强度组 ＳＹＮ 免疫反应性

（ＳＹＮｉｒ）、ＢＤＮＦｉｒＣＯＤ 值均高于对照组（Ｐ＜
０．０５）；ＧＡＰ４３ｉｒＣＯＤ值有增加的趋势，但差异不

明显；６０％强度组ＳＹＮ标记产物分布密集、面积显

著增加，ＳＹＮｉｒ、ＧＡＰ４３ｉｒ与ＢＤＮＦｉｒＣＯＤ值均高

于对照组（Ｐ＜０．０１）；８０％强度组ＳＹＮｉｒＣＯＤ值低

于６０％强度组（Ｐ＜０．０５），且与其他各组差异无统

计学意义，ＧＡＰ４３ｉｒＣＯＤ 值高于对照组 （Ｐ＜
０．０５），且与６０％强度组差异无统计学意义，ＢＤＮＦ

ｉｒＣＯＤ值高于对照组（Ｐ＜０．０５），且与４０％强度组

差异无统计学意义。

２．３．２　蛋白质印迹结果　由图２可见，对照组与假

刺激组各蛋白表达情况无统计学差异；４０％强度组

ＳＹＮ、ＢＤＮＦ的表达量高于对照组（Ｐ＜０．０５），而

ＧＡＰ４３蛋白水平未呈现明显升高；６０％ 强度组

ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、ＢＤＮＦ蛋白表达量均明显增加，高于

对照组（Ｐ＜０．０１）；８０％强度组ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、ＢＤ

ＮＦ蛋白均有多于对照组的趋势，但仅ＧＡＰ４３、ＢＤ

ＮＦ的表达量升高具统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３．３　ＲＴＰＣＲ检测结果　由图３可见，对照组与

假刺激组ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达无统计

学差异；４０％强度组ＳＹＮ、ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ表达量高
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于对照组（Ｐ＜０．０５），ＢＤＮＦｍＲＮＡ与对照组相比

也明显增加（Ｐ＜０．０１）；６０％强度组ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、

ＢＤＮＦｍＲＮＡ 表达量均高于对照组（Ｐ＜０．０１）；

８０％强度组ＳＹＮｍＲＮＡ表达量高于对照组（Ｐ＜
０．０５），ＧＡＰ４３、ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达增加，与对照组

相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图１　原代海马神经元形态变化及ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、

ＢＤＮＦ免疫反应阳性细胞的表达

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｒｉｍａｒｙ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓａｎｄＳＹＮ，ＧＡＰ４３，

ａｎｄＢＤＮＦｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅｃｅｌｌｓ
Ｓ１Ｓ５：Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍａｒｙｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ｎｅｕｒｏｎｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｈａｍ，４０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，６０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ａｎｄ８０％

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ａ１Ａ５：ＳＹＮｉｒｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌ，

ｓｈａｍ，４０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，６０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ａｎｄ８０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒｏｕｐｓ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（ａｒｒｏｗ）；Ｂ１Ｂ５：ＧＡＰ４３ｉｒｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｈａｍ，４０％

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，６０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ａｎｄ８０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（ａｒ

ｒｏｗ）；Ｃ１Ｃ５：ＢＤＮＦｉｒｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｈａｍ，４０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，６０％
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ａｎｄ８０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（ａｒｒｏｗ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ａ１Ｃ５）；×２５００（Ｓ１Ｓ５）．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图２　原代海马神经元ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、ＢＤＮＦ蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＹＮ，ＧＡＰ４３，ＢＤＮＦｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ
１：Ｃｏｎｔｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；３：４０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒｏｕｐ；４：６０％

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒｏｕｐ；５：８０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图３　原代海马神经元ＳＹＮ、ＧＡＰ４３、

ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＡｎａｌｙｓｉｓｉｎＳＹＮ，ＧＡＰ４３，ＢＤＮＦｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｃｏｎｔｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；３：４０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ｇｒｏｕｐ；４：６０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒｏｕｐ；５：８０％ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒｏｕｐ．Ａ：ＳＹＮ；

Ｂ：ＧＡＰ４３；Ｃ：ＢＤＮＦ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　突触可塑性指突触连接在结构和功能上的修
饰，是神经系统生长发育、损伤修复及学习记忆等活
动的神经生物学基础［１０］，长时程突触后电位增强
（ＬＴＰ）／抑制（ＬＴＤ）常作为从突触传递能效可塑性
角度研究学习记忆的指标。目前已基本明确，海马
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与认知功能密切相关，因此海马神经元突触可塑性
与学习记忆之间的关系，已成为目前研究的热点。

　　经颅磁刺激（ＴＭＳ）近年来发展成为神经科学
基础研究和临床治疗的有效手段，主要应用于卒中、
抑郁症、癫 、阿尔茨海默病、帕金森病等疾病的恢
复治疗［１］。磁刺激的基本原理是磁场作用于神经元
诱发大量神经终末产生电位变化，触发动作电位并
释放神经递质进入神经元突触后膜，引起皮质突触

ＬＴＰ改变及影响ＬＴＰ、ＬＴＤ的突触传递作用，通过
对突触结构功能的影响，ＴＭＳ可能引起一系列其他
神经生理进程，如参与基因和蛋白表达的调控；激发
神经环路产生神经网络震荡等［１１］。Ｍüｌｌｅｒ等［１２］观

察到ＴＭＳ引起大鼠海马ＣＡ３等脑区ＢＤＮＦｍＲ
ＮＡ与蛋白显著增加；Ｗａｎｇ等［１３］给予血管性痴呆

大鼠ＴＭＳ（０．５Ｈｚ、５Ｈｚ）６周后，海马ＣＡ１区ＢＤ
ＮＦ、ＮＭＤＡＲ１、ＳＹＮ的 ｍＲＮＡ与蛋白表达显著增
加；梅元武等［１４］发现ＴＭＳ可促进脑卒中后梗死周
边区ＧＡＰ４３和ＳＹＮ的表达上调；Ｏｓｅｒａ等［１５］报道

７５Ｈｚ、２ｍＴ磁刺激对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞具有神经保
护作用；Ｄｉｎｇ等［１６］发现６０Ｈｚ、５ｍＴ磁刺激作用

１０～１２ｈ后先后可诱导人 ＭＯ５４细胞 ＧＡＰ４３ｍＲ
ＮＡ及蛋白表达增加。上述结果提示磁刺激不仅影
响在体动物的神经可塑性，而且对体外培养的细胞
同样具有干预作用；磁刺激参数存在个体差异，而且
刺激频率等参数之间存在相互作用，均会影响神经
兴奋性和刺激效果。同时，近年来相关研究多集中
于对病理状态的治疗，而对改善正常脑老化出现的
学习认知障碍等症状、探究磁刺激对正常脑及神经
系统生长发育的作用与机制的报道相对较少。因
此，本实验着重探讨不同强度磁刺激对正常小鼠原
代海马神经元突触可塑性的影响并分析其机制，为
深入研究ＴＭＳ与改善正常脑学习记忆能力的相关
性提供实验数据。

　　本研究结果表明，各强度磁刺激均显著升高

ＢＤＮＦ蛋白与ｍＲＮＡ表达，其作用机制可能为磁刺
激触发的电兴奋传递到海马神经元后，电活动可能
直接引起海马神经元胞体ＢＤＮＦ合成、释放，然后
顺行运送至神经终末；也可能电兴奋作用于神经末
梢，使突触前膜发生去极化，引起神经性电活动及突
触活动，诱导树突部位ＢＤＮＦ转录表达，并以逆转
运的方式作用于突触前神经元，最终诱导ＢＤＮＦ在
神经终末聚集。本实验结果显示，４０％刺激强度组

ＢＤＮＦ蛋白表达低于其他刺激组，可能与低强度磁
场诱发较弱电兴奋，神经递质释放相应较少有关。

ＢＤＮＦ作为神经营养因子家族的重要成员，能够促
进神经元的存活、分化、树突和轴突的生长，尤其在

调节突触的可塑性中起关键作用［１７］，尤其对于大脑
皮质和海马神经元的发育与突触形成具有重要作

用，抑制小鼠ＢＤＮＦ或ＴｒｋＢ基因表达导致其大脑
皮质和海马神经元树突的发育与功能性突触的产生

明显障碍［１８１９］。

　　本研究结果提示，４０％强度ＧＡＰ４３基因转录水
平升高却未见蛋白增加。ＢＤＮＦ作用于高亲和性受
体ＴｒｋＢ，可明显促进海马神经元内 ＳＹＮＩ磷酸
化［２０］、ＳＹＮ表达上调［２１］。因此，４０％强度刺激通过
上调ＢＤＮＦ水平，促进ＳＹＮ的合成与释放，增加突
触小泡、突触囊泡的数量，刺激突触发育，提示ＳＹＮ
可能是调节突触可塑性的先决条件，ＢＤＮＦ对原代
海马神经元内ＳＹＮ表达上调的促进作用可能有助
于这些神经元突触的形成与成熟。本研究施加

６０％强度大幅提高ＳＹＮ、ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ及蛋白表
达。Ｆｅｒｒｅｉｒａ等［２２］与Ｃｈｉｎ等［２３］早已证实突触素在

促进突触形成中的关键作用；Ｍａｓｏｎ等［２４］发现

ＧＡＰ４３在神经元生长锥形成过程中高表达，对轴突
生长、调控形成新的突触连接有积极作用。６０％强
度诱发神经元产生电兴奋，刺激突触递质传递及前
膜突触小泡的释放，从而加强突触活动，使之处于代
谢旺盛、生长活跃状态，此强度可能是促进原代海马
神经元构建神经网络的最适刺激条件，能有效调控
突触可塑性机制。８０％强度刺激则可能相对强度过
高，甚至对神经元造成损伤，ＳＹＮ出现高转录而低
蛋白的现象。研究证实，ＢＤＮＦＴｒｋＢ结合能产生神
经保护效应，刺激轴突芽生和新突触形成［２５２６］；

ＧＡＰ４３伴随着突触连接重建出现，只要有突触连接
重建进行，ＧＡＰ４３蛋白表达便会增加［４］，本研究即
呈现ＧＡＰ４３、ＢＤＮＦｍＲＮＡ与蛋白合成显著增强。
分析其机制可能是受损神经元上调ＢＤＮＦ表达来
刺激ＧＡＰ４３合成，聚集于轴突前终末，与膜骨架蛋
白结合，影响轴突终末的生长状态，使生长锥更具活
力，并抵御其回缩；也可能诱导了未受伤神经元轴突
中的 ＧＡＰ４３水平急剧升高，通过 Ｇ 蛋白、Ｃａ２＋、

ＣａＭ等信息分子的相互作用，促进轴突侧支出芽并
与靶区神经元再建轴突联系，体现了神经系统重塑
代偿机制的作用。目前已经基本证实，ＢＤＮＦ与受
体ＴｒｋＢ特异性结合，信号级联活化磷脂酶Ｃ（ＰＬＣ
γ），衔接 Ｓｈｃ、ｒＡＰＳ、ＳＨ２Ｂ、磷脂酰肌醇３激酶
（ＰＩ３Ｋ）等蛋白，进而激活 Ｒａｓ／促分裂原活化蛋白激
酶（ＭＡＰＫ）信号转导途径和胞外信号调节激酶
（ＥＲＫ）的磷酸化［２７２８］，触发基因转录，启动突触相关
蛋白合成，从而实现修饰突触传递效能的重要作用。
因此，本研究中磁刺激引起ＢＤＮＦ表达增加后，由
于不同刺激强度对ＢＤＮＦＴｒｋＢ信号转导通路及相
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关通路蛋白的影响不同，导致ＳＹＮ、ＧＡＰ４３等下游
效应分子表达及神经元形态等作用效果的差异，与
病理状态的研究结果［１２１６］类似，证实磁刺激对神经
生长发育与损伤修复的积极意义。

　　综上所述，磁刺激通过促进正常小鼠原代海马神
经元内源性ＢＤＮＦ局部蛋白的合成或分泌，上调

ＳＹＮ、ＧＡＰ４３的表达，影响神经元突起数目、长度等形
态变化，可能在调控突触可塑性、促进神经网络构建
和突触损伤修复等方面发挥重要作用；不同磁刺激参
数刺激效果不同。关于磁刺激对ＢＤＮＦＴｒｋＢ信号转
导通路的干预、调节作用及机制有待进一步研究。
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