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基础研究

重复磁刺激对体外培养大鼠神经干细胞分化
和凋亡的影响

柳华　 韩肖华　 陈红　 黄晓琳

【摘要】 　 目的　 探讨重复磁刺激(ｒＭＳ)对体外培养大鼠神经干细胞(ＮＳＣｓ)分化和凋亡作用的影响ꎮ 方

法　 选取新生 ３ ｄ 内的 ＳＤ 大鼠乳鼠双侧海马组织悬浮培养 ＮＳＣｓꎮ 在分化培养基下ꎬ将 ＮＳＣｓ 单细胞悬液进

行贴壁诱导分化后ꎬ分为空白对照组和 ｒＭＳ 组ꎮ 空白对照组为自然分化无特殊处理ꎬｒＭＳ 组刺激参数为频率

１０ Ｈｚ、５０％最大输出强度、每日 １０００ 个脉冲、共刺激 ７ ｄꎮ ｒＭＳ 组最后 １ 次干预后 １ ｈ 内收集 ２ 组细胞进行免

疫荧光染色分析分化神经元的比例ꎬ采用免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)检测胶质纤维酸性蛋白(ＧＦＡＰ)、β￣微
管蛋白 ３(β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ)以及脑源性神经营养因子(ＢＤＮＦ)的表达量ꎮ 再将分化 ７ ｄ、无 ｒＭＳ 干预的 ＮＳＣｓ 诱导

凋亡ꎬ分为诱导凋亡组和诱导凋亡 ｒＭＳ 组ꎮ 诱导凋亡 ｒＭＳ 组在诱导凋亡 １ ｈ 后进行 ｒＭＳ 干预ꎬ刺激参数同上ꎬ
诱导 ４ ｈ 后收集细胞ꎬ通过流式细胞仪检测早期和晚期凋亡率ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测凋亡相关蛋白

(Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬＢｃｌ￣２ꎬＢａｘ)的表达量ꎮ 结果　 ｒＭＳ 干预 ７ ｄ 后 ＮＳＣｓ 分化为神经元的比例无显著性变化(Ｐ>０.０５)ꎬ
β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ、ＧＦＡＰ、ＢＤＮＦ 相对表达量无显著性变化(Ｐ>０.０５)ꎮ 诱导凋亡 ｒＭＳ 组的细胞凋亡率(９.１４±４.７２)％
与诱导凋亡组的细胞凋亡率(１５.３８±４.５５)％比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 诱导凋亡 ｒＭＳ 组的 Ｃａｓｐａｓｅ￣
３、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 相对蛋白表达量与诱导凋亡组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 频率 １０ Ｈｚ、干预 ７ ｄ
的 ｒＭＳ 对体外培养大鼠 ＮＳＣｓ 的分化无显著影响ꎬ但能减少诱导凋亡剂下神经细胞的凋亡ꎬ对神经细胞具有

保护作用ꎮ
【关键词】 　 重复磁刺激ꎻ　 神经干细胞ꎻ　 凋亡ꎻ　 分化
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ａｎｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ( ｒＭＳ) ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ａ ３￣ｄａｙ ｏｌｄ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ
ｒａｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＮＳＣｓ) ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｐ２ ＮＳＣｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｔｏ ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｒ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ＮＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｎａｔｕｒａｌｌｙꎬ ａｎｄ ａｎ ｒＭＳ
ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｗｈｉｃｈ １０００ ｉｍｐｕｌｓｅｓ / ｄａｙ ｏｆ ｒＭＳ ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ａｔ １０ Ｈｚ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ ａｔ ５０％ ｏｆ ｍａｘｉｍｕｍ ｏｕｔｐｕｔ.
Ｏｎｅ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓꎬ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＧＦＡＰ)ꎬ β￣Ⅲ ｔｕｂｕｌｉｎ ａｎｄ
ｂｒａｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ (ＢＤＮＦ). ＮＳＣｓ ｗｈｉｃｈ ｈａｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｓｅ￣
ｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ＋ｒＭＳ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒＭＳ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌａｔ￣
ｔｅｒ ｇｒｏｕｐ １ｈ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ４ｈ ｌａｔｅｒ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ (ａｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ) ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｉｏ. Ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｒＭＳ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇ ｔｏ ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｒ ｉｎ
β￣Ⅲ ｔｕｂｕｌｉｎꎬ ＧＦＡＰ ｏｒ ＢＤＮＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ＋ｒＭＳ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ. Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ Ｂｃｌ￣２ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｒＭＳ ａｔ １０Ｈｚ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ ｈａｓ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｈａｓ
ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｎｅｕｒａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ.
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Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｐｒｏｊｅｃｔ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ(８１０７１６０１ꎬ８１１７１８５８)ꎻ
Ｐｒｏｊｅｃｔ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｙｏｕｎｇ Ｓｃｈｏｌａｒｓ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ ｐｒｏｖｉｎｃｉｃａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ
(２０１４４１０４)

　 　 重复经颅磁刺激( ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬｒＴＭＳ)广泛应用于神经科学领域ꎮ 自 １９９５
年 Ｇｅｏｒｇｅ 等[１] 采用 ｒＴＭＳ 治疗抑郁症患者开始已有

２０ 年ꎮ 有较多研究通过正电子发射计算机断层显像

(ｐｏｓｉｔｒｏｎ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙꎬＰＥＴ) [２]、功能性磁共振

成像( ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇꎬｆＭＲＩ) [３]、
脑电图( ｅｌｅｃｔｒｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｇｒａｐｈꎬＥＥＧ) [４] 等方法证实磁

刺激可对大脑皮质功能产生影响ꎬ可能与其产生的磁

场在大脑皮质和皮质下组织中形成内生电流有关[５￣７]ꎮ
动物实验研究发现ꎬｒＴＭＳ 可刺激大鼠神经细胞提高长
时程增强(ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬＬＴＰ)、抗凋亡、促神经

再生水平[８￣１０]ꎮ 但是 ｒＴＭＳ 对神经细胞再生或凋亡之

影响的体外实验尚鲜见报道ꎮ 本研究通过体外培养神
经干细胞(ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＮＳＣｓ)ꎬ在分化过程中进行
重复磁刺激(ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬｒＭＳ)干预ꎬ
检测 ＮＳＣｓ 的分化趋势和抗凋亡作用以及 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、
Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 蛋白的表达水平ꎬ为 ｒＴＭＳ 促神经再生或者
抗凋亡作用提供体外实验证据ꎮ

材料和方法

一、实验材料

(一)实验动物
选取新生 ３ ｄ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠乳鼠ꎬ由华

中科技大学同济医学院实验动物中心提供ꎮ
(二)主要仪器和材料
ＣＣＹ￣Ⅰ型 ｒＴＭＳ 仪(武汉依瑞德公司)ꎬ改良 Ｅａｇｌｅ

培养基 ( Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ ｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ Ｍｅｄｉｕｍ / Ｎｕｔｒｉｅｎｔ
Ｍｉｘｔｕｒｅ Ｆ￣１２ꎬＤＭＥＭ / Ｆ１２) (美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬＢ￣２７®

Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬＢ￣２７® Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ
ｗｉｔｈｏｕｔ ｖｉｔＡ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬ碱性成纤维细胞生
长因子 ( ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ｂ￣ＦＧＦ) (美国
Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司)ꎬ表皮生长因子(ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃ￣
ｔｏｒꎬＥＧＦ)(美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司)ꎬ胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｃａｌｆ
ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)(杭州四季青生物公司)ꎬＴｒｙｐＬＥＴＭ Ｅｘｐｒｅｓｓ
Ｅｎｚｙｍｅ (１Ｘ) (美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ多聚赖氨酸(美国
ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ小鼠抗胶质纤维酸性蛋白(ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ
ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＡＰ)(美国 ＣＳＴ 公司)ꎬ兔抗 β￣微管蛋
白 ３(β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ) (美国 ＣＳＴ)ꎬ山羊抗兔异硫氰酸荧
光素 ( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬ ＦＩＴＣ) (美国 Ｊａｃｋｓｏｎ
Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司)ꎬＣＹ３ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ(美
国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 抗体(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司)ꎬＢｃｌ￣２ 抗体(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎬＢａｘ 抗体

(美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司)ꎬ脑源性神经营养因子(ｂｒａｉｎ￣ｄｅ￣
ｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)抗体(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司)ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 抗体(武汉博士德公司)ꎬ细胞凋亡阳性
对照试剂盒(上海碧云天生物技术公司)ꎬＡｎｎｅｘｉｎＶ￣
ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒(南京凯基生物科技发展公
司)ꎮ

(三)主要试剂的配制
１. １００ ｍｌ 增殖培养基配置方法:取 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培

养基 ９８ ｍｌ、不含维生素 Ａ 的 Ｂ￣２７® ２ ｍｌ、ｂ￣ＦＧＦ ２ μｇ
和 ＥＧＦ ２ μｇꎬ在超净台内用 ０.２２ μｍ 过滤器除菌后加
入无菌 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基中混匀、封口ꎬ放于 ４ ℃冰
箱保存ꎮ

２. １００ ｍｌ １％ ＦＢＳ 分化培养 基 配 置 方 法: 取

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基 ９７ ｍｌ、含维生素 Ａ Ｂ￣２７® ２ ｍｌ、ＦＢＳ
１ ｍｌꎬ在超净台内用 ０.２２ μｍ 过滤器除菌ꎬ放置于 ４ ℃
冰箱保存ꎮ

二、实验方法
１. ＮＳＣｓ 悬浮培养方法:将新生 ３ ｄ 内 ＳＤ 大鼠乳

鼠浸入 ７５％乙醇中消毒 ３０ ｓꎬ快速分离出双侧海马组
织置于预冷培养基中剪碎ꎮ 经 １ ｍｌ 枪头吹打、２００ 目
滤网过滤后离心ꎬ离心半径 ８ ｃｍꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心
５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ２００ μｌ 枪头重悬细胞ꎬ置于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 静置培养ꎬ每 ５ ｄ 传代 １ 次ꎮ 收集第 ２ 代悬浮神经

球ꎬ用 ＴｒｙｐＬＥＴＭ Ｅｘｐｒｅｓｓ 在 ３７ ℃消化 ２ ｍｉｎꎬ６００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ 后弃上清ꎬ用 ２００ μｌ 枪头吹打若干次成
ＮＳＣｓ 单细胞悬液ꎮ

２. ＮＳＣｓ 贴壁分化培养方法:用多聚赖氨酸包被培
养瓶或培养皿ꎮ 调整 ＮＳＣｓ 单细胞悬液密度为 １ ×
１０４ / ｍｌꎬ接种于包被过的培养瓶或培养皿ꎬ每 ２~３ ｄ 换

新鲜分化培养基ꎮ
３. 分化干预方法:贴壁分化的 ＮＳＣｓꎬ培养 １２ ｈ 后

开始进行 ｒＭＳꎬ每隔 ２４ ｈ １ 次ꎬ连续刺激 ７ ｄꎮ ７ ｄ 后用
冰甲醇固定 ２０ ｍｉｎꎬ放入－４０ ℃环境中保存ꎮ

４. 凋亡干预方法:贴壁分化的 ＮＳＣｓ 自然分化 ７ ｄ
后ꎬ加入细胞凋亡诱导试剂 Ａ(１ ∶ １０００) １ ｈ 后进行
ｒＭＳ 干预 １ 次ꎬ３ ｈ 后用不含乙二胺四乙酸的胰酶消化
细胞进行 Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ / ＰＩ 染色ꎬ在流式细胞仪上分析凋
亡情况ꎮ

５. 实验分组:①将 ＮＳＣｓ 贴壁培养后分为空白对
照组(自然分化无任何处理)和 ｒＭＳ 组(给予 ｒＭＳ 刺
激)ꎻ②将自然分化 ７ ｄ 后的 ＮＳＣｓ 分为诱导凋亡组(用
细胞凋亡阳性对照试剂盒诱导凋亡)和诱导凋亡 ｒＭＳ
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组(诱导凋亡后 １ ｈ 进行 ｒＭＳ 干预)ꎮ
６. 干预方法:将 ｒＭＳ 组培养皿置于“８”字形刺激

线圈的交叉中心(图 １)ꎮ 刺激参数:频率 １０ Ｈｚꎬ５０％
最大输出量(最大输出量 ３.５ Ｔ)ꎬ５０ 个脉冲ꎬ重复序列
２０ 次ꎬ序列刺激间隔时间为 １０ ｓꎮ

图 １　 培养皿放置位置

７. 细胞免疫荧光染色检测分化的神经元比率:取
出冻存的细胞爬片ꎬ用 ０.０１ Ｍ 磷酸盐缓冲液( ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)摇床充分洗涤后ꎬ用 ０.１％
的 Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ１００￣ＰＢＳ 透膜 １５ ｍｉｎꎬ充分洗涤后加正常山
羊血清常温封闭 １ ｈꎮ ＧＦＡＰ(１ ∶ ２００)和 β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ
(１ ∶ ２００)一抗按比例混合稀释ꎬ爬片洗涤后 ４ ℃湿盒
孵育过夜ꎮ 洗涤后将两种二抗混合孵育避光室温孵育
１ ｈꎬ洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚
(４′ꎬ ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬ ＤＡＰＩ) 染色 １５ ｍｉｎꎬ
５０％甘油封片ꎮ 采用正置荧光显微镜采集图像并进行
分析ꎬ每张图片随机选取 ５ 个视野ꎬ重复 ３ 次ꎮ

８. 流式细胞仪检测凋亡率:用不含乙二胺四乙酸
的胰酶消化分化 ７ ｄ 的神经细胞ꎬＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎬ
２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ离心半径 ８ ｃｍꎬ每管收集(１ ~
５)×１０５ 个细胞ꎮ 加入 ５００ μｌ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞、
５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ￣ＦＩＴＣ 后混匀ꎬ再加入 ５ μｌ 碘化丙啶
(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ)混匀ꎬ室温避光 １５ ｍｉｎ 后上机检
测ꎮ 激发波长 Ｅｘ＝ ４８８ ｎｍꎬ发射波长 Ｅｍ＝ ５３０ ｎｍꎮ 凋
亡率＝ＵＬ(Ｑ２)＋ＬＲ(Ｑ４)ꎬＵＬ(Ｑ２)为上左象限表示晚
期凋亡情况ꎬＬＲ(Ｑ４)为上右象限表示早期凋亡情况ꎮ

９. 免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ)分析:提取空白
对照组和 ｒＭＳ 组、诱导凋亡组和诱导凋亡 ｒＭＳ 组的蛋
白总量ꎬ取 ５０ μｇ 总蛋白上样进行电泳ꎮ β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ
转膜电流 ２００ ｍＡꎬ时间 １２０ ｍｉｎꎻ ＧＦＡＰ 转膜电流
２００ ｍＡꎬ时间 １２０ ｍｉｎꎻＢＤＮＦ 转膜电流 ２００ ｍＡꎬ时间
３０ ｍｉｎꎻＣａｓｐａｓｅ￣３ 转膜电流 ２００ ｍＡꎬ时间 ９０ ｍｉｎꎻＢａｘ、
Ｂｃｌ￣２ 转膜电流 ２００ ｍＡꎬ时间 ５０ ｍｉｎꎮ 用含 ５％脱脂奶
粉的洗涤液( ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ａｎｄ ｔｗｅｅｎꎬＴＢＳＴ)浸泡

摇床ꎬ室温封闭 ２ ｈꎮ 一抗 β￣Ⅲ ｔｕｂｕｌｉｎ ( １ ∶ １０００)、
ＧＦＡＰ(１ ∶ ２００)、ＢＤＮＦ(１ ∶ ２００)、Ｃａｓｐａｓｅ￣３(１ ∶ ２００)、
Ｂａｘ(１ ∶ １０００)、Ｂｃｌ￣２(１ ∶ ２００)４ ℃孵育过夜(１６ ｈ)ꎮ
经 ＴＢＳＴ 充分洗涤后ꎬ辣根过氧化物酶 ( ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标记二抗(１ ∶ ５０ ０００)室温摇床孵育
２ ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗涤后显色曝光ꎮ 采用 Ｇｅｎｅ Ｇｅｎｉｕｓ Ｂｉｏ￣
Ｉｍａｇｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ 凝胶成像仪采集图像ꎬ用 ＢａｎｄＳｃａｎ 软
件分析光密度信号条带ꎮ

三、统计学方法
采用 ＳＰＳＳ １７.０ 版统计学软件包对数据进行分

析ꎬ计量资料以(ｘ－±ｓ)形式表示ꎬ组间比较采用 ｔ 检验ꎬ
Ｐ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＮＳＣｓ 分化 ７ ｄ 后的神经元比例
用免疫荧光双标染色后ꎬ红色荧光 ＧＦＡＰ 为星形

胶质细胞的标志物蛋白ꎬ胞浆着色ꎬ细胞呈平铺ꎬ胞体
分支多ꎮ 绿色荧光 β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ 为神经元细胞的标志
物蛋白ꎬ胞浆着色ꎬ有多个细长细胞突起ꎮ 细胞核均呈
蓝色荧光的椭圆形(ＤＡＰＩ 染色)ꎮ ＮＳＣｓ 分化 ７ ｄ 后镜
下统计神经元细胞的数量ꎬｒＭＳ 组(３.９０±１.３５)％与空
白对照组(３.５１±１.６７)％比较无明显变化ꎬ差异无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 详见图 ２ꎮ

注:ａ、ｂ 分别为空白对照

组和 ｒＭＳ 组 ＧＦＡＰ(红色荧光)
和 β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ(绿色荧光)的双

标荧光染色图ꎻｃ 为数据统计图

图 ２　 ｒＭＳ 干预下 ＮＳＣｓ 分
化 ７ ｄ 后的神经元比例比较

(免疫组化染色ꎬ×４００)

二、ＧＦＡＰ、β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ 和 ＢＤＮＦ 蛋白的表达水平
细胞成分 ＧＦＡＰ、β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ 蛋白在分化干预 ７ ｄ

后ꎬ空白对照组和 ｒＭＳ 组的 ＧＦＡＰ 蛋白相对表达量分
别为(０.３８９±０.０６８)、(０.３１０±０.１２７)ꎬ差异无统计学意
义(Ｐ>０.０５)ꎮ 空白对照组和 ｒＭＳ 组的 β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ 蛋
白相对表达量分别为(０.４４１±０.１７５)、(０.４３６±０.０８９)ꎬ
差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ ＢＤＮＦ 有促进神经元分
化的作用ꎬ空白对照组和 ｒＭＳ 组的 ＢＤＮＦ 蛋白相对表
达量分别为(０.２００±０.１９２)、(０.２７６±０.１０５)ꎬ差异无统
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计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 详见图 ３ꎮ

　 　 图 ３　 空白对照组和 ｒＭＳ 组 ＧＦＡＰ、β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ 及 ＢＤＮＦ 蛋白

的表达水平

三、ｒＭＳ 和诱导凋亡下的流式凋亡率比较
本研究的凋亡率为早期和晚期凋亡率(Ｑ２＋Ｑ４)

的总和ꎮ 通过流式分析发现ꎬ诱导凋亡 ｒＭＳ 组的凋
亡率(９.１４ ± ４. ７２％) 较诱导凋亡组凋亡率( １５. ３８ ±
４.５５％)显著下降ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 详
见图 ４ꎮ

　 　 注:ａ 为诱导凋亡组

和诱导凋亡 ｒＭＳ 组的流式

细胞仪凋亡检测图ꎬ横轴

表示 Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ ＦＩＴＣ 染

色ꎬ纵轴表示 ＰＩ 染色ꎻ ｂ
为数据统计图ꎬａＰ<０.０５

图 ４　 诱导凋亡组和

诱导凋亡 ｒＭＳ 组的流式凋

亡率

四、诱导凋亡后 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 蛋白的表
达水平

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白活化时ꎬ被剪切成 １９ ｋＤ(Ｃａｓｐａｓｅ￣

３￣１)和 １７ ｋＤ(Ｃａｓｐａｓｅ￣３￣２)两个小蛋白发挥作用ꎮ 分
化的 ＮＳＣｓ 经诱导凋亡剂诱导 ３ ｈ 后ꎬ诱导凋亡 ｒＭＳ 组
凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ￣３￣１(０.０３１±０.０１７)和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３￣
２(０.０５９±０.０３８)的表达水平较诱导凋亡组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３￣１
(０.０５１±０.０２４)和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３￣２(０.０９４±０.０２４)的表达水
平显著下降ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 诱导凋亡
ｒＭＳ 组 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平(０.１０５±０.０５５)与诱导凋亡
组 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平(０.０８０±０.００６)比较ꎬ差异有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 诱导凋亡 ｒＭＳ 组 Ｂａｘ 蛋白的表
达水平(０.１１５±０.０５９)与诱导凋亡组 Ｂａｘ 蛋白的表达
水平( ０. １７２ ± ０. １１８) 比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ<
０.０５)ꎮ 详见图 ５ꎮ

图 ５　 诱导凋亡组和诱导凋亡 ｒＭＳ 组凋亡相关蛋白的表达水平

讨　 　 论

本研究观察了 ｒＭＳ 对体外培养大鼠 ＮＳＣｓ 分化及
凋亡的影响ꎬ结果发现 ｒＭＳ 对 ＮＳＣｓ 的分化趋势无明

显影响ꎬ但对诱导凋亡分化的神经细胞有抗凋亡作用ꎬ
提示抗神经细胞凋亡是 ｒＭＳ 的主要治疗作用之一ꎮ

ｒＭＳ 具有显著的临床疗效而被广泛应用[１１￣１３]ꎬ但
其具体治疗机制尚不清楚ꎮ 有研究报道ꎬｒＭＳ 的刺激

频率、强度、刺激时间、刺激量以及线圈形状都是疗效

的重要影响因素[１４]ꎮ 其中有关频率的研究最为广泛ꎮ
临床实验发现ꎬ １０ Ｈｚ 的高频 ｒＴＭＳ 有促兴 奋 作

用[１５￣１６]ꎬ１ Ｈｚ 的低频 ｒＴＭＳ 有抑制作用[１７￣１８]ꎮ 有研究

用 １ Ｈｚ 和 １０ Ｈｚ 的 ｒＴＭＳ 分别刺激海马脑片ꎬ结果发
现 Ｚｉｆ２６８ 基因只在刺激频率为 １０ Ｈｚ 时有显著表达ꎬ
并与 ＬＴＰ 的变化具有一致性ꎬ而 １ Ｈｚ 的 ｒＴＭＳ 会在一

定程度上损伤认知功能[１９￣２０]ꎮ 因此ꎬ本研究选择１０ Ｈｚ
作为刺激频率ꎮ

神经再生过程分为 ＮＳＣｓ 增殖、迁移和分化ꎮ 研
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究表明ꎬｒＴＭＳ 可促进脑缺血大鼠室管膜下区( ｓｕｂ￣
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｚｏｎｅꎬＳＶＺ)ＮＳＣｓ 的增殖[２１] ꎮ 但 ｒＴＭＳ 是否
能促使增殖干细胞分化为神经元细胞尚不清楚ꎮ
ＧＦＡＰ 为星形胶质细胞的标志物ꎬβ￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ 为早期
神经元细胞的标志物ꎮ 本研究发现ꎬ体外 ｒＭＳ 干预
７ ｄ对 ＮＳＣｓ 分化没有明显影响ꎮ ｒＭＳ 干预后 ＧＦＡＰ、
β￣Ⅲｔｕｂｕｌｉｎ 的蛋白表达水平也无明显差异ꎮ 说明
ｒＭＳ 对 １％ＦＢＳ 下诱导分化的 ＮＳＣｓ 分化方向无显著
影响ꎮ 研究还发现ꎬｒＭＳ 干预 ７ ｄ 后 ＢＤＮＦ 蛋白的表
达水平虽有上升趋势ꎬ但差异无统计学意义 ( Ｐ>
０.０５)ꎮ ＢＤＮＦ 是一种神经营养蛋白质ꎬ是神经营养
因子家族成员之一ꎬ主要参与大脑的学习和记忆过
程ꎬ对神经元的生长发育、存活、分化及修复有重大
意义[２２] ꎮ 有研究表明ꎬ无论刺激频率是高频还是低
频ꎬ研究对象是健康还是患病ꎬｒＴＭＳ 均可促使脑组织
分泌 ＢＤＮＦꎬ改善研究对象的行为学表现[２３￣２５] ꎮ 本研
究可能由于干预时间较短ꎬ仅为 ７ ｄꎬ所以 ＢＤＮＦ 变化
不明显ꎬ从而导致分化的神经元数量之间无统计学
差异ꎬ需进一步研究验证ꎮ

有研究报道ꎬＮＳＣｓ 增殖和分化可能与 ｒＭＳ 抗凋亡
作用相关[９]ꎮ 本研究采用 ｒＭＳ 干预 ＮＳＣｓ 自然分化７ ｄ
的细胞ꎬ观察其对 ＮＳＣｓ 的抗凋亡作用ꎮ 结果发现在
诱导凋亡剂下ꎬｒＭＳ 干预后的分化细胞早期和晚期凋
亡率(Ｑ２＋Ｑ４)显著下降ꎬ说明 １０ Ｈｚ 的 ｒＭＳ 可改善诱
导的细胞凋亡ꎬ对细胞起到保护效应ꎮ 正常情况下
ＮＳＣｓ 处于静息状态ꎬ当发生癫痫、脑外伤、脑缺血时ꎬ
内源性的 ＮＳＣｓ 受到内环境刺激会增殖、迁徙和分
化[２６￣２７]ꎮ 当分化的神经元整合到神经网络中并具有
功能时ꎬ脑部疾病在很大程度上可得到改善ꎮ 但实际
上 ＮＳＣｓ 最终存活很少ꎮ 脑卒中 ２８ ｄ 后ꎬ９０％的再生
神经细胞都会凋亡或死亡ꎬ只有 ０.２％的新生神经元能
够存活超过 ５ 周[２８]ꎮ 因此ꎬ提高神经细胞的存活率可
能是神经功能恢复的关键因素ꎮ 本研究证实ꎬｒＭＳ 可
促进再生神经细胞存活ꎬ减少凋亡ꎮ ｒＭＳ 干预后ꎬ凋亡
相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 水平下调ꎬ凋亡调节因子 Ｂｃｌ￣２ 水
平增加ꎬ促凋亡基因 Ｂａｘ 水平下降ꎮ Ｂｃｌ￣２ 可抑制Ｂａｘ
引起的内源性线粒体途径的凋亡[２９]ꎮ 同时 Ｂｃｌ￣２ 还可
以与 Ｂｉｍ 结合ꎬ提高细胞对外界理化因素的耐受能
力[３０]ꎮ 因此ꎬ ｒＴＭＳ 的治疗作用可能与降低细胞
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 激活水平、提高 Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ 比例、减少分化神
经细胞凋亡数量、增加细胞存活率相关ꎮ

综上所述ꎬ１０ Ｈｚ 的 ｒＭＳ 体外干预对 ＮＳＣｓ 的分化
无明显影响ꎬ但能显著减少诱导凋亡剂下神经细胞的
凋亡水平ꎬ提示 ｒＴＭＳ 治疗脑部疾病的潜在机制可能
是细胞抗凋亡作用ꎬ而非神经重塑ꎬ这一结论为今后
ｒＴＭＳ的临床应用提供了新的理论依据和治疗思路ꎮ
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１０１６ / ｊ.ｊｐａｉｎ.２００９.０３.０１０.

[１４] Ｈｅｒｂｓｍａｎ Ｔꎬ Ｆｏｒｓｔｅｒ Ｌꎬ Ｍｏｌｎａｒ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｔｏｒ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒａ￣
ｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ: ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ ｆｉｂｅｒ ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｓｋｕｌｌ￣ｔｏ￣ｃｏｒｔｅｘ ｄｉｓｔａｎｃｅ[Ｊ] . Ｈｕｍ Ｂｒａｉｎ Ｍａｐｐꎬ ２００９ꎬ ３０ (７):
２０４４￣２０５５. ＤＯＩ: １０.１００２ / ｈｂｍ.２０６４９.

[１５] Ｐｏｉｒｒｉｅｒ ＡＬꎬ Ｎｙｓｓｅｎ Ｙꎬ Ｓｃｈｏｌｔｅｓ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇ￣
ｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｆｔｅｒ ｌｏｗ ｂｕｔ
ｎｏｔ ｈｉｇｈ ｔｈｏｒａｃｉｃ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ￣ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｒａｔｓ[ Ｊ] . Ｊ

７１中华物理医学与康复杂志 ２０１６ 年 １ 月第 ３８ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１６ꎬ Ｖｏｌ. ３８ꎬ Ｎｏ.１



Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｒｅｓꎬ ２００４ꎬ ７５ (２):２５３￣２６１.
[１６] Ｓｕｎ Ｐꎬ Ｗａｎｇ Ｆꎬ Ｗａｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｃｅｌｌ

ｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｓ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ￣ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｍｉｃｅ: ａ ｔｒａｎｓｃｒａ￣
ｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ [ Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１１ꎬ ３１ ( ４５):
１６４６４￣１６４７２. ＤＯＩ: １０.１５２３ / ＪＮＥＵＲＯＳＣＩ.１５４２￣１１.２０１１.

[１７] Ｔｈéｏｒｅｔ Ｈꎬ Ｋｏｂａｙａｓｈｉ Ｍꎬ Ｖａｌｅｒｏ￣Ｃａｂｒé Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｐａｒａｄｏｘｉ￣
ｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＴＭＳ [ Ｊ] . Ｓｕｐｐｌ Ｃｌｉｎ Ｎｅｕｒｏｐｈｙｓｉｏｌꎬ
２００３ꎬ ５６(１):２１１￣２１９.

[１８] Ａｎｔａｌ Ａꎬ Ｎｉｔｓｃｈｅ ＭＡꎬＰａｕｌｕｓ Ｗ. Ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｄｉｒｅｃｔ
ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｓｕａｌ ｃｏｒｔｅｘ[ Ｊ] . Ｓｕｐｐｌ Ｃｌｉｎ Ｎｅｕｒｏｐｈｙｓｉｏｌꎬ
２００３ꎬ ５６(１):２９１￣３０４.

[１９] Ａｙｄｉｎ￣Ａｂｉｄｉｎ Ｓꎬ Ｔｒｉｐｐｅ Ｊꎬ Ｆｕｎｋｅ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ ａｎｄ ｌｏｗ￣ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｃ￣
Ｆｏｓ ａｎｄ ｚｉｆ２６８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｂｒａｉｎ[Ｊ] . Ｅｘｐ Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ
２００８ꎬ １８８ (２):２４９￣２６１. ＤＯＩ: １０.１００７ / ｓ００２２１￣００８￣１３５６￣２.

[２０] Ａｈｍｅｄ ＺꎬＷｉｅｒａｓｚｋｏ Ａ. Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌꎬ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｂｙ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ
(ｒＴＭＳ)[Ｊ] . Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃｓꎬ ２００６ꎬ ２７ (４):２８８￣２９４.

[２１] Ｇｕｏ Ｆꎬ Ｈａｎ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉ￣
ｍｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＭｉＲ￣２５ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ
２０１４ꎬ ９ (１０):１０９２６７. ＤＯＩ: １０.１３７１ / ｊｏｕｒｎａｌ.ｐｏｎｅ.０１０９２６７.

[２２] Ｃｈａｏ ＭＶ. Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ: ａ ｃｏｎｖｅｒｇｅｎｃｅ ｐｏｉｎｔ ｆｏｒ
ｍａｎｙ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２００３ꎬ ４ (４):２９９￣
３０９.

[２３] Ｗａｎｇ ＨＹꎬ Ｃｒｕｐｉ Ｄꎬ Ｌｉｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ ＢＤＮＦ￣ＴｒｋＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｂｏｔｈ ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｌｙｍｐｈｏ￣

ｃｙｔｅ[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１１ꎬ ３１ (３０):１１０４４￣１１０５４. ＤＯＩ: １０.１５２３ /
ＪＮＥＵＲＯＳＣＩ.２１２５￣１１.２０１１.

[２４] Ｆｅｎｇ ＳＦꎬ Ｓｈｉ ＴＹꎬ Ｆａｎ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ￣ｌａｓｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒＴＭＳ
ｔｏ ｔｒｅａｔ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｏｄｅｎｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ [ Ｊ] . Ｂｅｈａｖ Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ
２０１２ꎬ ２３２ (１):２４５￣２５１. ＤＯＩ: １０.１０１６ / ｊ.ｂｂｒ.２０１２.０４.０１９.

[２５] Ｍａ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｚꎬ Ｓｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｓｔｒｕｃｔｕ￣
ｒａｌ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＢＤＮＦ￣ＴｒｋＢ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｃｕｌ￣
ｔｕｒｅｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ[Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ Ｉｎｔꎬ ２０１２ꎬ ６２ (１):８４￣
９１. ＤＯＩ: １０.１０１６ / ｊ.ｎｅｕｉｎｔ.２０１２.１１.０１０.

[２６] Ｍｉｎｇ ＧＬꎬＳｏｎｇ Ｈ. Ａｄｕｌｔ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒ￣
ｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ[Ｊ] . Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２００５ꎬ ２８(１):２２３￣２５０.

[２７] Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｈａｎ Ｘꎬ Ｃｈｅｎ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ.Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏ￣
ｍｏｔｅｓ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＭｉＲ￣１０６ｂ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
[Ｊ] .Ｊ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌꎬ２０１５ꎬ３５(５):７６６￣７７２. ＤＯＩ: １０.
１００７ / ｓ１１５９６￣０１５￣１５０５￣３.

[２８] Ａｒｖｉｄｓｓｏｎ Ａꎬ Ｃｏｌｌｉｎ Ｔꎬ Ｋｉｒｉｋ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｕｒｏｎａｌ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ｅｎ￣
ｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ ｂｒａｉｎ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅ [ Ｊ] . Ｎａｔ Ｍｅｄꎬ
２００２ꎬ ８ (９):９６３￣９７０.

[２９] Ｗｏｌｔｅｒ ＫＧꎬ Ｈｓｕ ＹＴꎬ Ｓｍｉｔｈ ＣＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｂａｘ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｙ￣
ｔｏｓｏｌ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｄｕｒｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ １９９７ꎬ １３９
(５):１２８１￣１２９２.

[３０] Ｄａｉ Ｈꎬ Ｄｉｎｇ Ｈꎬ Ｍｅｎｇ ＸＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ￣
ｔｉｏｎ ｔｏ Ｂａｋ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ[ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１３ꎬ ７３
(２３):６９９８￣７００８. ＤＯＩ: １０.１１５８ / ０００８￣５４７２.ＣＡＮ￣１３￣０９４０.

(修回日期:２０１５￣１１￣２３)
(本文编辑:凌　 琛)

外刊撷英
Ｎｉｎｔｅｎｄｏ ｗｉｉ￣ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅ ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ

ＢＡＣＫＧＲＯＵＮＤ ＡＮＤ ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ Ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｈａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｓ ａ ｆａｃｔｏｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ
ｉｎ ｅｖｅｒｙｄａｙ ｌｉｆｅ. Ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｕｐｐｅｒ ｅｘｔｒｅｍｉｔｙ ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎꎬ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ (ＣＩＭＴ) ｉｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｂｅｓｔ
ｐｒａｃｔｉｃｅｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｖｉｄｅｏｇａｍｅꎬ ｔｈｅ Ｎｉｎｔｅｎｄｏ Ｗｉｉꎬ ｔｏ ＣＩＭＴ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｕｐｐｅｒ ｅｘｔｒｅｍｉｔｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ
ｓｔｒｏｋｅ.

ＭＥＴＨＯＤＳ Ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ４２ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｕｐｐｅｒ ｅｘｔｒｅｍｉｔｙ ｌｉｍｂ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔꎬ ｔｈｒｅｅ ｔｏ １２ ｍｏｎｔｈｓ ｐｏｓｔ￣ｓｔｒｏｋｅ. Ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎ￣
ｄｏｍｉｚｅｄ ｔｏ ｒｅｃｅｉｖｅ ｅｉｔｈｅｒ ＣＩＭＴ ｏｒ Ｗｉｉꎬ ｉｎ ａ １４￣ｄａｙꎬ ｄｏｓｅ￣ｍａｔｃｈｅｄꎬ ａｓｓｅｓｓｏｒ￣ｂｌｉｎｄｅｄ ｔｒｉａｌ. Ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＣＩＭＴ ｇｒｏｕｐ ａｇｒｅｅｄ ｔｏ ｗｅａｒ
ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ ｍｉｔｔ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｓｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｈａｎｄ ｆｏｒ ｕｐ ｔｏ ９０％ ｏｆ ｗａｋｉｎｇ ｈｏｕｒｓ. Ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｓｈａｐｉｎｇ ｐｒａｃｔｉｃｅꎬ ｔａｉｌｏｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔ′ｓ ｍｏｔｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｆｏｒ ｔｈｅ Ｗｉｉ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｏｎｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｒｅ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｈａｎｄ ｔｏ ｅｎｇａｇｅ ｉｎ ｇａｍｅｓ ｏｆ ｇｏｌｆꎬ ｂｏｘｉｎｇꎬ ｂａｓｅｂａｌｌꎬ ｂｏｗｌｉｎｇ ａｎｄ
ｔｅｎｎｉｓ. Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｏｕｔｃｏｍｅ ｍｅａｓｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ Ｗｏｌｆ Ｍｏｔｏｒ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ Ｔｅｓｔ ｔｉｍｅｄ￣ｔａｓｋｓ (ＷＭＦＴ￣ｔｔ) ａｎｄ ｔｈｅ Ｍｏｔｏｒ Ａｃｔｉｖｉｔｙ Ｌｏｇ Ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ
Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｓｃａｌｅ (ＭＡＬＱＯＭ).

ＲＥＳＵＬＴＳ Ｌｉｎｅａｒ ｍｉｘｅｄ ｍｏｄｅｌ ａｎａｌｙｓｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ＭＡＬＱＯＭ ｓｃｏｒｅ (Ｐ<０.００１) ａｃｒｏｓｓ ａｌｌ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｎｄ ａ ｎｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｔｒｅｎｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ＷＭＦＴ￣ｔｔ (Ｐ＝ ０.０５２)ꎬ ｗｉｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ ｐｅｒｓｉｓｔｉｎｇ ａｔ ｓｉｘ ｍｏｎｔｈｓ. Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ
ｅｉｔｈｅｒ ｐｒｉｍａｒｙ ｏｕｔｃｏｍｅ ｍｅａｓｕｒｅ. Ｐａｔｉｅｎｔｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｈｉｇｈ ｐｅｒｃｅｉｖｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｓａｔｉｓｆａｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓꎬ ｗｉｔｈ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ.

ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ ｔｈａｔ Ｗｉｉ ｍａｙ ｂｅ ａｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｓ Ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ Ｉｎｄｕｃｅｄ Ｍｏｖｅｍｅｎｔ Ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｍｏｔｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｕｐｐｅｒ ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅ.

【摘自:ＭｃＮｕｌｔｙ ＰＡꎬ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ￣Ｂｕｔｅｌ ＡＧ１ꎬ Ｆａｕｘ ＳＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｗｉｉ￣ｂａｓｅｄ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｕｐｐｅｒ ｌｉｍｂ ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｏｓｔ ｓｔｒｏｋｅ: ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄꎬ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌ. Ｉｎｔ Ｊ Ｓｔｒｏｋｅꎬ ２０１５ꎬ １０(８): １２５３￣１２６０.】

８１ 中华物理医学与康复杂志 ２０１６ 年 １ 月第 ３８ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１６ꎬ Ｖｏｌ. ３８ꎬ Ｎｏ.１


