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磁刺激通过星形胶质细胞磷酸化蛋白
影响星形胶质细胞迁移
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【摘要】 　 目的　 研究 １.０ Ｈｚ ６０％最大刺激强度的磁刺激通过调控星形胶质细胞磷酸化蛋白(ＰＥＡ￣１５)对
星形胶质细胞迁移的影响ꎮ 方法　 取第 ３~ ４ 代体外分离培养的大鼠星形胶质细胞ꎬ分为对照组、转染组、磁
刺激组和转染＋磁刺激组ꎮ 对照组进行阴性 ｓｉＲＮＡ 转染ꎬ转染组应用化学合成的 ｓｉＲＮＡ 进行脂质体瞬时转

染ꎬ干扰 ＰＥＡ￣１５ 的蛋白表达ꎻ磁刺激组的星形胶质细胞在铺板 ２４ ｈ 后接受 ６０％最大强度磁刺激ꎻ转染＋磁刺

激组进行 ＰＥＡ￣１５ 的 ｓｉＲＮＡ 转染ꎬ并给予 ６０％最大强度磁刺激ꎮ 用细胞划痕试验检测星形胶质细胞的迁移程

度ꎬ用免疫印迹试验检测 ＰＥＡ￣１５ 的蛋白表达和磷酸化水平变化ꎮ 结果　 ①ＰＥＡ￣１５ ｓｉＲＮＡ 的转染效果明显ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测与对照组比较ꎬＰＥＡ￣１５ 的蛋白表达明显降低ꎮ ②体外划痕实验中ꎬ转染组、磁刺激组、转染＋
磁刺激组的细胞迁移面积分别与对照组比较ꎬ其星形胶质细胞迁移程度增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ ③与对照组相比ꎬ磁刺激组的 ＰＥＡ￣１５ 磷酸化明显增加ꎮ 结论　 干扰 ＰＥＡ￣１５ 表达后的星形胶质细胞

迁移增加明显ꎻ磁刺激可通过增强 ＰＥＡ￣１５ 磷酸化促进星形胶质细胞的迁移ꎮ
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　 　 目前研究发现ꎬ星形胶质细胞磷酸化蛋白(ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ￣１５ｋＤａꎬＰＥＡ￣１５)可作
为细胞外调节蛋白激酶( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅｓꎬＥＲＫ１ / ２)的调节蛋白[１]ꎬ将 ＥＲＫ１ / ２ 紧密结合

在细胞质中ꎬ阻止 ＥＲＫ１ / ２ 在细胞核中聚集ꎬ影响
ＥＲＫ１ / ２ 的转录和增殖[２]ꎬ进而调控细胞迁移[３￣４]ꎮ 磁
刺激可通过影响 ＥＲＫ１ / ２ 达到调控星形胶质细胞迁移
的效果ꎬ但其具体作用机制尚不明确ꎮ ＰＥＡ￣１５ 作为
ＥＲＫ１ / ２ 的调控蛋白ꎬ磁刺激是否可通过调节 ＰＥＡ￣１５
影响 ＲＥＫ１ / ２ 从而影响星形胶质细胞的迁移ꎻ进一步
了解经颅磁刺激与 ＰＥＡ￣１５ 及 ＥＲＫ１ / ２ 之间的关系ꎬ将
对多种疾病的治疗具有重要意义ꎮ 本研究在体外分
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离、纯化、培养及鉴定星形胶质细胞ꎬ观察磁刺激作用
下ꎬ星形胶质细胞的迁移情况ꎻ并在磁刺激的作用下ꎬ
转染小分子干扰核糖核酸(ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄꎬｓｉＲＮＡ)ꎬ通过体外细胞划痕试验了解磁刺激与
ＰＥＡ￣１５ 的相互作用ꎬ旨在探讨磁刺激对星形胶质细胞
迁移影响的机制ꎮ

材料与方法

一、实验材料
１.主要实验试剂:杜氏改良 Ｅａｇｌｅ 培养基营养混合

物 Ｆ￣１２ ( Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ ｎｕｔｒｉｅｎｔ
ｍｉｘｔｕｒｅ Ｆ￣１２ꎬＤＭＥＭ / Ｆ￣１２)和胎牛血清(美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司)、胰蛋白酶(北京索莱宝)ꎬ兔抗鼠胶质纤维酸性
蛋白( ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＡＰ)抗体(美国
Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ异硫氰酸荧光素( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａ￣
ｎａｔｅꎬ ＦＩＴＣ)标记驴抗兔 ＩｇＧ 抗体(上海生工生物公
司)ꎬ兔抗鼠 ＰＥＡ￣１５ 及 Ｐ￣ＰＥＡ￣１５ 抗体(美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇ￣
ｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎬＲＮＡ 特异性阳离子脂质体转
染剂( ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉｍａｘ ｒｅａｇｅｎｔꎬ Ｌｉｐｏ ＲＮＡｉｍａｘꎬ
美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬＰＥＡ￣１５ ｓｉＲＮＡ(上海吉玛制药
技术有限公司)ꎮ

２.主要实验仪器:ＣＣＹ￣Ⅱ型重复经颅磁刺激仪
(武汉依瑞德公司)ꎬ电泳仪和转膜仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公
司)ꎬ二氧化碳培养箱 (日本三洋公司ꎬ型号:ＭＣＯ￣
１５ＡＣ)ꎬ倒置相差显微镜(日本奥林巴斯公司)ꎬ净化
工作操作台(苏州金净净化设备有限公司)ꎮ

二、实验动物及分组
选取出生 １ ~ ３ ｄ 的 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠(购

自郑州大学动物实验中心)ꎬ雌雄不限ꎬ提取其脑组织
的星型胶质细胞ꎬ纯化鉴定后铺板于培养皿中进行实
验ꎮ 按随机数字表法分为对照组(仅行阴性 ｓｉＲＮＡ 转
染)、转染组(仅行 ＰＥＡ￣１５ 的 ｓｉＲＮＡ 转染)、磁刺激组
(行阴性 ｓｉＲＮＡ 转染ꎬ并给予 ６０％最大强度磁刺激)和
转染＋磁刺激组(行 ＰＥＡ￣１５ 的 ｓｉＲＮＡ 转染ꎬ并给予
６０％最大强度磁刺激)ꎬ每组 ７ 个培养皿ꎮ

三、实验方法
１.星形胶质细胞原代培养方法:将大鼠 ７５％酒精

浸泡 ５ ~ １０ ｓ 后取出处死ꎬ充分暴露脑组织ꎬ取出整个
大脑ꎬ置于预冷的磷酸盐缓冲液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)中ꎬ在冰上操作分离出大脑皮层ꎬ并剥离
脑膜及血管ꎬ用 ＰＢＳ 反复冲洗 ２ 次ꎮ 将脑皮层用眼科
剪剪碎ꎬ 加入胰酶放置 ３７ ℃ 水浴箱中消化 ２０ ~
２５ ｍｉｎꎬ加入完全培养基终止消化ꎬ吹打均匀ꎻ转速
１０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ吹打至单细胞悬液ꎮ ２００ 目滤
网过滤ꎬ再次离心ꎻ加入培养基吹打至单细胞悬液ꎬ收
集转移入培养瓶中ꎬ置于培养箱中培养预贴壁ꎬ１ ｈ 后

取出培养瓶ꎬ收集细胞悬液ꎬ更换至新培养瓶中继续培
养ꎮ ２４ ｈ 后更换新的培养液ꎬ除去未贴壁的细胞ꎬ每
２~３ ｄ 更换培养液ꎬ细胞生长 ７~１０ ｄ 直至单层铺满培
养瓶底ꎬ２４ ｈ 内更换新鲜培养液ꎬ使用封口膜密封瓶
口ꎬ置于 ３７ ℃气浴恒温摇床ꎬ以转速 ２００ ｒ / ｍｉｎ 摇床
２４ ｈꎬ传代培养ꎬ传至第 ２~３ 代进行实验干预ꎮ

２.细胞免疫荧光:将传至 ２ ~ ３ 代的星形胶质细
胞接种在置有细胞爬片的 １２ 孔板中ꎬ继续培养 ２４ ~
４８ ｈꎬ待细胞贴壁铺满爬片ꎻ将爬片取出ꎬ置于 ＰＢＳ
中摇床 ５ ｍｉｎꎻ用 ４％的多聚甲醛固定细胞 ２０ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 摇床洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ０.１％聚乙二醇辛基苯
基醚￣１００ ( ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ｏｃｔｙｌｐｈｅｎｏｌ ｅｔｈｅｒ￣１００ꎬ
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００)孵育破膜 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 摇床洗 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎻ滴 加 ５％ 的 牛 血 清 白 蛋 白 室 温 下 封 闭
３０ ｍｉｎꎬ爬片中加入一抗兔抗鼠 ＧＦＡＰ 抗体ꎬ稀释比
例１ ∶ １０００ꎬ放入免疫湿盒中 ４ ℃过夜ꎬ第 ２ 天取出湿
盒复温 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 摇床洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ滴加猴
抗兔 ＦＩＴＣ 抗体ꎬ稀释比例 １ ∶ ２００ꎬ注意避光ꎬ３７ ℃
孵育 １ ｈꎬ后取出 ＰＢＳ 摇床轻洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ爬片
上加入即用型 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚 ( ４′ꎬ６￣ｄｉａ￣
ｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ)ꎬ室温下孵育 １０ ｍｉｎꎬ注
意避光ꎬＰＢＳ 摇床轻洗 ３ 次ꎬ每次５ ｍｉｎꎻ爬片吹干后
滴加抗荧光淬灭剂ꎬ封片ꎬ在荧光显微镜下观察拍
片ꎬ从而鉴定本实验所培养的星形胶质细胞纯度较
高ꎬ可进行下一步实验干预ꎮ

３.细胞转染:按本研究分组ꎬ给予对照组和磁刺激
组阴性 ｓｉＲＮＡ 转染ꎬ而转染组和转染 ＋磁刺激组行
ＰＥＡ￣１５ ｓｉＲＮＡ 转染ꎮ 步骤如下:将细胞悬液铺板至培
养皿中ꎬ待 ２４ ｈ 后细胞可单层 ９０％铺满ꎬ进行细胞转
染ꎮ 转染前将细胞培养基换成减血清最低必需培养基
(Ｏｐｔｉ ｍｉｎｉｍｕｍ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｍｅｄｉｕｍꎬ Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ)ꎬ放置培
养箱中待转染ꎮ 每组准备 ２ 个消毒后的离心管ꎬ均加
入 １００ μｌ 的培养基 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭꎬ在其中一个离心管中加
入 ５ μｌ 的 Ｌｉｐｏ ＲＮＡｉｍａｘꎬ静置 ５ ｍｉｎꎻ在另外一个离心
管中按分组加入 ５ μｌ 的阴性 ｓｉＲＮＡ(对照组和磁刺激
组)或 ＰＥＡ￣１５ ｓｉＲＮＡ(转染组和转染＋磁刺激组)ꎬ将
２ 个离心管内容物混合ꎬ静置 ２０ ｍｉｎ 后分别加入各组
培养皿ꎮ 转染后放入培养箱中培养ꎬ６ ｈ 后更换正常培
养基ꎮ

４.磁刺激:按本研究分组ꎬ对磁刺激组和转染＋磁
刺激组给予磁刺激治疗ꎬ而对照组和转染组培养皿放
置于同一环境中ꎬ不给予磁刺激治疗ꎮ 磁刺激操作方
法:在细胞铺板后 ２４ ｈꎬ使用紫外线消毒的封口膜封
口ꎬ并置入消毒后的一次性封口袋中封闭ꎬ移至磁刺激
室ꎬ应用 ＣＣＹ￣Ⅱ型重复经颅磁刺激仪(武汉依瑞德公
司)进行磁刺激ꎮ 刺激参数设置为频率 １.０ Ｈｚ、６０％最
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大刺激强度ꎬ每日刺激 １ 次ꎬ每次 １２０ 个脉冲ꎬ每个脉
冲刺激 ５ ｓꎬ间歇 １０ ｓꎬ每日刺激时间固定 (每晚 １８
点)ꎬ连续刺激４ ｄꎬ磁刺激圆形线圈置于细胞上 １ ｃｍ
处(紧贴培养皿) [５]ꎮ

５.体外细胞划痕:待各组细胞长至单层铺满后用
２００ μｌ 的枪头做划痕ꎬ并在培养皿底做标记ꎬＰＢＳ 清洗
３ 次ꎬ更换胎牛血清浓度为 ２％的培养基ꎬ并分别在 ０、
１２、２４、３６ 和 ４８ ｈ 在倒置显微镜下拍照记录细胞划痕ꎬ
并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算划痕面积[６]ꎬ迁移面积＝最初划
痕面积－各时间点所测划痕面积ꎮ

６.免疫印迹分析(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测):提取各组细
胞蛋白ꎬ分析各组细胞中 ＰＥＡ￣１５、Ｐ￣ＰＥＡ￣１５ 的表达水
平ꎮ 按分组顺序加入蛋白样 １０ μｌꎬ并加 Ｍａｋｅｒ ５ μｌ 上
样电泳ꎬ转膜设置为 １２ Ｖꎬ转膜 ３０ ｍｉｎꎮ ５％的胎牛血
清 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ 含吐温￣２０ 的三羟甲基氨基甲烷盐缓冲
液(ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ Ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬＴＢＳＴ)缓冲液在
室温下封闭 １ ｈꎮ 按照不同的目的蛋白ꎬ加入相应稀释
的一抗(抗 ＧＡＤＦＰＨ、抗 ＰＥＡ￣１５、抗 Ｐ￣ＰＥＡ￣１５)ꎬ置于
４ ℃冰箱中孵育过夜ꎮ ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ
加入稀释过的辣根过氧化物酶二抗ꎬ在室温下孵育
２ ｈꎮ ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 将膜上加入电化学
发光液(ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)放入化学凝胶
成像仪器中ꎬ应用 ＣｌｉｎＸ 凝胶成像分析系统进行蛋白
条带曝光、拍照和分析ꎮ

四、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ １７.０ 版统计软件对所得数据进行统计

学分析处理ꎮ 计量资料数据用( ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ采用单因
素方差分析检验各组星形胶质细胞迁移的面积及各组
的 ＰＥＡ￣１５ 和 Ｐ￣ＰＥＡ￣１５ 表达差异ꎮ Ｐ<０.０５认为差异
有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、星形胶质细胞的培养和鉴定
提取的原代星形胶质细胞在数小时后即可贴壁ꎬ

２４ ｈ 后更换培养液ꎬ废弃未贴壁的细胞ꎬ贴壁细胞折光
性较好ꎮ 培养箱中培养 ３~５ ｄ 在倒置显微镜下观察可
发现大部分星形胶质细胞长出细小的突起ꎬ胞体变大
(图 １ａ、ｂ)ꎮ 少量细胞形态呈梭形或带有突起的多角
形ꎮ 培养 ７~１０ ｄ 后ꎬ细胞界限不清ꎬ细胞数量大量增
加ꎬ突起饱满丰富ꎬ可交织成网ꎬ大量星形胶质细胞融
合成单层铺满培养瓶底(图 １ｃ)ꎬ此时可进行摇床处
理ꎬ纯化传代ꎮ 传代后的细胞 ５ ~ ７ ｄ 即可铺满培养瓶
底ꎬ胞浆丰富透明ꎬ星形胶质细胞分支多ꎮ

对传至 ３~ ４ 代的星形胶质细胞的 ＧＦＡＰ 及细胞
核进行免疫荧光鉴定ꎬ阳性细胞细胞质可发出绿色荧
光(图 ２ａ)ꎬ细胞核发出蓝色荧光(图 ２ｂ)ꎮ 本实验结
果显示绝大多数细胞为 ＧＦＡＰ 阳性(图 ２ｃ)ꎬ可提示本
实验培养的细胞为星形胶质细胞ꎬ且纯度较高ꎮ

注:图 ａ 示原代培养 ３ ｄꎬ图 ｂ 示原代培养 ５ ｄꎬ图 ｃ 示原代培养 ７ ｄꎻ均为显微镜下直接拍摄图片ꎬ无染色

图 １　 原代星形胶质细胞培养(×１００)

注:图 ａ 示 ＧＦＡＰ 染色阳性呈绿色ꎬ图 ｂ 示 ＤＡＰＩ 染色细胞核呈蓝色ꎬ图 ｃ 示两者重叠

图 ２　 星形胶质细胞免疫荧光结果(免疫荧光染色ꎬ×４００)
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图 ４　 各组不同时间点的细胞划痕迁移情况(×４０)

　 　 二、星形胶质细胞 ＰＥＡ￣１５ 的 ｓｉＲＮＡ 转染效率
星形胶质细胞在贴壁达 ７０％ ~ ９０％后ꎬ对照组及

转染组分别进行转染ꎬ对照组给予阴性ｓｉＲＮＡ转染ꎬ转
染组给予 ＰＥＡ￣１５ 的 ｓｉＲＮＡ 转染ꎮ 待转染４８ ｈ后ꎬ取转
染组和对照组的细胞蛋白ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白分
析ꎬ转染组 ＰＥＡ１５ 蛋白表达明显降低(图 ３)ꎮ

图 ３　 转染后 ２ 组 ＰＥＡ￣１５ 蛋白的表达 ＰＥＡ￣１５ ＧＡＤＰＨ

三、星形胶质细胞的划痕迁移

星形胶质细胞铺板 ２４ ｈ 后换液ꎬ根据分组给予相

应的处理ꎬ细胞划痕分别记录 ０、１２、２４、３６ 和 ４８ ｈ 时

间点的划痕面积(如图 ４ 所示)ꎮ
转染组在划痕后 ３６ ｈ 时ꎬ细胞迁移面积与对照组

比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ４８ ｈ 时与对照组

比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 磁刺激组在划痕

１２ ｈ 时的细胞迁移面积与对照组比较ꎬ差异有统计学

意义(Ｐ<０.０１)ꎬ而在 ２４、３６ 和 ４８ ｈ 时的迁移面积与对

照组同时间点比较ꎬ差异亦有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
转染＋磁刺激组的细胞迁移程度在 ２４ ｈ 时与对照组同

时间点比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ而在 ３６ ｈ

和 ４８ ｈ 后的细胞迁移面积与对照组同时间点比较ꎬ差
异更为明显(Ｐ<０.００１)ꎮ 转染＋磁刺激组分别与转染
组和磁刺激组在 １２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ 各时间点进行多
重比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 详见表 １ꎮ

表 １　 各组大鼠的星形胶质细胞在划痕后不同时间点的

细胞迁移面积比较(μｍ２ꎬｘ－±ｓ)

组别　 　 １２ ｈ ２４ ｈ ３６ ｈ ４８ ｈ

对照组 １.８４±０.４７ ３.２６±０.５１ ４.３９±１.２７ ４.９７±１.５８
转染组 １.７２±０.２３ ３.９０±０.４１ ５.５１±０.６４ａ ６.７１±０.８４ｂ

磁刺激组 ２.７１±０.５３ｂ ４.２９±０.８６ａ ５.４５±０.７１ａ ６.２８±１.０１ａ

转染＋磁刺激组 １.７３±０.７６ ４.１９±１.２８ａ ６.３５±１.０６ｃ ７.２５±０.８０ｃ

　 　 注:与对照组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ꎬｃＰ<０.００１

四、各组 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
收集各组细胞蛋白ꎬ使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 半定量测定

细胞中 ＰＥＡ￣１５、Ｐ￣ＰＥＡ￣１５ 各蛋白的表达变化如图 ５
所示ꎮ

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测定 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带的灰度比
值ꎮ 转染组及转染＋磁刺激组的 ＰＥＡ￣１５ 表达分别与
对照组比较ꎬ明显降低(Ｐ<０.００１)ꎬ如图 ６ 所示ꎮ 磁刺
激组中 Ｐ￣ＰＥＡ￣１５ 的表达较对照组明显增加 ( Ｐ<
０.００１)ꎬ如图 ７ 所示ꎮ

讨　 　 论

星形胶质细胞参与多种疾病的发生与发展ꎬ多项
研究表明ꎬ阿尔茨海默病ꎬ癫痫、脑血管病、脑外伤等均
伴有星形胶质细胞的增生或胶质瘢痕的形成[７￣８]ꎮ 磁
刺激借助脉冲磁场作用于脑组织ꎬ从而改变神经功能ꎬ
前期研究结果证实在大鼠脊髓损伤模型中ꎬＥＲＫ 信号
通路参与了磁刺激促进星形胶质细胞的迁移过程[９]ꎮ
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图 ５　 各组细胞中 ＰＥＡ￣１５、Ｐ￣ＰＥＡ￣１５ 及 ＧＡＤＰＨ 的表达

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.００１
图 ６　 各组 ＰＥＡ￣１５ / ＧＡＤＰＨ 的灰度比值

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.００１
图 ７　 各组 Ｐ￣ＰＥＡ￣１５ / ＧＡＤＰＨ 的灰度比值

ＰＥＡ￣１５ 作为 ＥＲＫ１ / ２ 的调控蛋白ꎬ可与激活或未激活

的 ＥＲＫ１ / ２ 在细胞质中相结合ꎬ影响其在细胞核及细

胞质间的转移ꎬ从而调控细胞迁移的功能ꎻＰＥＡ￣１５ 在

Ｓｅｒ￣１０４ 位置上的磷酸化可使 ＥＲＫ１ / ２ 顺利转移入细

胞核中[１０]ꎬ减少在细胞质中的聚集从而增加细胞整体

运动性[１１]ꎬ影响细胞迁移过程[１２]ꎻＰＥＡ￣１５ 可能与磁

刺激促进星形胶质细胞迁移密切相关ꎮ
本研究通过转染 ＰＥＡ￣１５ ｓｉＲＮＡꎬ使转染组及转染

＋磁刺激组的 ＰＥＡ￣１５ 表达量明显降低ꎻ体外划痕实验
中ꎬ转染组星形胶质细胞的迁移明显增强ꎬ与对照组比
较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 其主要机制可能是
通过转染降低 ＰＥＡ￣１５ 的表达后ꎬＥＲＫ１ / ２ 解除了与
ＰＥＡ￣１５ 的结合ꎬ顺利进入至细胞核中ꎻ而 ＥＲＫ１ / ２ 在
细胞质中的聚集减少ꎬ可解除其对 ＲｈｏＡ 活性的抑制

作用ꎬ可直接导致细胞整体运动能力的提高[１０￣１１]ꎬ从
而促进细胞迁移过程ꎮ

本研究体外划痕实验中ꎬ磁刺激组与对照组相比ꎬ
星形胶质细胞迁移明显增强ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测提示转
染组和转染＋磁刺激组因为通过转染 ＰＥＡ￣１５ ｓｉＲＮＡ
降低了 ＰＥＡ￣１５ 的表达ꎬ其 Ｐ￣ＰＥＡ￣１５ 的表达并无明显
增加(图 ７)ꎬ而磁刺激组与对照组比较ꎬ磷酸化 ＰＥＡ￣
１５ (Ｐ￣ＰＥＡ￣１５)的表达量明显增强ꎬ因而推测磁刺激
可能是通过强化 ＰＥＡ￣１５ 在 Ｓｅｒ￣１０４ 位置上被 ＰＫＣ 磷
酸化ꎬ减少其自身与 ＥＲＫ１ / ２ 的结合ꎬ促进 ＥＲＫ１ / ２ 进
入细胞核ꎬ从而提高星形胶质细胞的运动性ꎬ促进星形
胶质的迁移ꎮ

本研究结果表明ꎬ磁刺激组与转染组均可促进星
形胶质细胞的迁移ꎬ而且这两组间比较差异并无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ提示通过转染降低 ＰＥＡ￣１５ 表达及
磁刺激干预这两种途径均可影响 ＥＲＫ１ / ２ 与 ＰＥＡ￣１５
的结合ꎬ减少 ＥＲＫ１ / ２ 在细胞质中的聚集ꎬ从而促进星
形胶质细胞的迁移ꎬ而转染＋磁刺激组分别与转染组
和磁刺激组比较ꎬ星形胶质细胞的迁移面积均增加ꎬ但
差异并无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ提示通过转染降低
ＰＥＡ￣１５ 的表达后ꎬ再给予磁刺激并不能产生叠加效
应ꎬ磁刺激与 ＰＥＡ￣１５ 之间是否仍存在其他联系ꎬ有待
进一步研究ꎮ

综上所述ꎬ磁刺激可通过增强 ＰＥＡ￣１５ 的磷酸化
促进星形胶质细胞的迁移ꎬ而星形胶质细胞的迁移参
与多种疾病的发生和发展ꎬ本研究为促进磁刺激在临
床中的应用提供了进一步的理论依据ꎮ 但本研究仅观
察了磁刺激对星形胶质细胞在体外单纯环境中的迁移
作用ꎬ还有待于下一步在体内实验中研究磁刺激对星
形胶质细胞的迁移作用ꎮ
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ＲＥＳＵＬＴＳ Ｓｅｖｅｎｔｙ￣ｔｈｒｅｅ ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｗｉｔｈ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ａｇｅ ｏｆ ５２ ｙｅａｒｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ. Ｏｆ ｔｈｅｓｅꎬ ６５.４％ ｈａｄ ＭＲＩ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ
ｇｒａｄｅｄ ａｓ >２. Ｓｅｖｅｒｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ (>３) ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ２８.７％. Ｔｈｅ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｏｄｄｓ ｒａｔｉｏ (ＯＲ) ｏｆ ａｔ ｌｅａｓｔ ｍｏｄｅｒａｔｅ (>２) ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ
ｗａｓ ３.０４ (ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ) ａｍｏｎｇ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ ａ ＢＭＩ ｏｆ ≥２５ ｋｇ / ｍ２ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ ａ ＢＭＩ ｏｆ <２５ ｋｇ / ｍ２ . Ａ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｈｏｕｇｈ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｒｅｎｄ ｗａｓ ｎｏｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ (ＯＲ ２.６３). Ｓｉｍｉｌａｒ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔｅｄ ｆｏｒ ｐａｓｔ ＢＭＩ (２.４４)ꎬ
ａｎｄ ｆｏｒ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ＢＭＩ (１.４１).

ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ Ｔｈｉｓ ＭＲＩ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃ ａｄｕｌｔｓ ｆｏｕｎｄ ａ ｈｉｇｈ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｋｎｅｅꎬ ｗｉｔｈ ａ ｇｒｅａｔｅｒ ｒｉｓｋ ｆｏｒ
ａｔ ｌｅａｓｔ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄａｍａｇｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ ａ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ａｔ ｌｅａｓｔ ２５ ｋｇ / ｍ２ .

【摘自:Ｋｅｎｇ Ａꎬ Ｓａｙｒｅ ＥＣꎬ Ｇｕｅｒｍａｚｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ ｗｉｔｈ ｋｎｅｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ａｎ ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃ ｐｏｐｕｌａ￣
ｔｉｏｎ￣ｂａｓｅｄ ｓｔｕｄｙ. ＢＭＣ Ｍｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌ Ｄｉｓｏｒｄꎬ ２０１７ꎬ １８ (１): ５１７.】

􀅰６８􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 ２ 月第 ４０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.２


