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·基础研究·

低频经颅磁刺激对缺血缺氧脑损伤大鼠学习记忆及
体外培养缺血缺氧神经元谷氨酸释放的影响*

江 山1 李娅娜1 王会会1 曹 岚1 王一鸣1 李 玲1，2

摘要

目的：观察低频经颅磁刺激（TMS）对缺血缺氧脑损伤（HIBI）大鼠学习记忆能力的影响，同时探讨低频TMS对体外

培养的缺血缺氧（HI）大鼠神经元谷氨酸释放的影响。

方法：选用成年SD大鼠，制作缺血缺氧模型，将模型大鼠分为如下三组：HIBI组，TMS+HIBI组以及正常对照组。

采用水迷宫来评估大鼠的学习记忆能力。与此同时，我们还体外培养大鼠海马区神经元，同样将其分为HI组、

TMS+HI组以及正常对照组。采用氧气葡萄糖剥夺法制作细胞缺血缺氧模型，测定细胞外液谷氨酸及乳酸脱氢酶

（LDH）浓度（与神经元损伤呈正相关），同时观察细胞存活率。

结果：①HIBI后，WM结果显示大鼠的学习记忆能力受损，与正常对照组相比较，有显著差异（P＜0.05）。②经过

TMS刺激14d后，TMS+HIBI组大鼠的学习记忆能力高于HIBI组（P＜0.05）。③HI刺激后，体外培养的神经元细胞

外液谷氨酸及LDH浓度升高，显著高于正常对照组（P＜0.05），而神经元存活率则显著下降，低于正常对照组（P＜

0.05）。④TMS+HI组神经元细胞外液谷氨酸和LDH浓度低于HI组（P＜0.05），神经元存活率也显著上升，高于HI

组（P＜0.05）。

结论：①HIBI后，大鼠学习记忆能力显著下降，而低频TMS 可以显著改善HIBI大鼠的认知功能；②HI诱导体外培

养的神经元损伤，谷氨酸释放增加，细胞存活率降低，而低频TMS可以抑制HI诱导的神经元损伤以及谷氨酸释放，

减轻谷氨酸毒性作用，同时增加神经元存活率。这可能与低频TMS改善学习记忆能力有关，这为缺血缺氧脑损伤

的治疗提供了新的思路。
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Abstract
Objective:To investigate the effect of low-frequency transcranial magnetic stimulation(TMS) on the learning and

memory ability of rats with hypoxia-ischemic brain injury(HIBI) and glutamate release by cultured neuron after

hypoxia-ischemia(HI).

Method:SD rats were randomly divided into three groups(n=6): HIBI group, HIBI + TMS group and control

group. Morris water maze was used to evaluate the learning and memory capacity. Furthermore, we also cul-

tured the hippocampal neuron of rats in vitro and the HI model was made by oxygen glucose deprivation

(OGD). We detected the glutamate and lactate dehydrogenase (LDH) levels in extracellular fluid. And at the
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近年来，缺血缺氧脑损伤（hypoxia- ischemic

brain injury, HIBI）的发生率呈现直线上升趋势。

缺血缺氧脑损伤可以致使患者出现严重的认知能力

障碍[1]，其中，学习记忆能力障碍最为常见，这严重

阻碍患者重返家庭、社会和工作。因此，如何提高缺

血缺氧脑损伤患者的学习记忆能力是目前HIBI治

疗的重点及难点之一。

低频经颅磁刺激（transcranial magnetic stimu-

lation, TMS）是一种无创的治疗方法，被广泛的应

用于临床，治疗缺血缺氧脑损伤性疾病。大量的临

床研究表明，低频TMS能够改善缺血缺氧脑损伤患

者的学习记忆能力，提高他们的日常生活能力[2—3]，

但其具体机制尚不清楚。

本课题组近期的研究发现，缺血缺氧脑损伤后，

大鼠脑组织的谷氨酸含量和乳酸脱氢酶（lactate de-

hydrogenase，LDH）浓度均明显升高，而TMS可以降

低该升高趋势。这提示我们，TMS改善HIBI后的学

习记忆能力，可能是通过抑制HIBI后大脑神经元谷

氨酸以及LDH的过度释放来完成的。

因此，本研究采用动脉夹闭法制作大鼠 HI 模

型，给予低频TMS刺激，采用神经行为学方法观察

低频 TMS 对 HIBI 大鼠学习记忆能力的影响。此

外，为了进一步探求低频TMS的作用机制，我们还

体外培养大鼠海马区神经元，制作缺血缺氧（hypox-

ia-ischemia, HI）模型，观察低频TMS对其谷氨酸释

放的影响，以期探讨低频 TMS 改善 HIBI 大鼠认知

功能的机制，为加强临床HI患者的治疗提供依据，

具有重要的理论和临床应用价值。

1 材料与方法

1.1 材料

经颅磁刺激仪购自武汉依瑞德公司（CCY- I

型），胰酶为Sigma公司产品，DMEM（seurm-Dulba-

coo’s modified eagle medium，S-DMEM）液为 Invit-

rogen公司产品，多聚赖氨酸为Sigma公司产品，Neu-

robasal-A培养液为Gibgo公司产品，兔抗β-Ⅲ微管蛋

白（β-Ⅲtublin）抗体为Promega公司产品，荧光二抗

购自 Jackson 公司，高效液相色谱仪购自 Waters 公

司，Σ960型酶联免疫检测仪购自MeterechInc公司。

1.2 方法

1.2.1 缺血缺氧损伤模型大鼠制作：实验动物为二

级SD大鼠，平均体重210±10g，雄性，年龄8—10周，

由解放军总医院实验动物中心提供。将大鼠随机分

为如下 3组：HIBI组，TMS+HIBI组，以及正常对照

组。每组大鼠各6只（n=6）。其中HIBI组仅仅给予

大鼠缺血缺氧刺激，TMS+HIBI组则是在缺血缺氧

刺激后，再给予大鼠低频TMS刺激，正常对照组大

鼠则不给予任何处理。

按文献所述的方法制作大鼠缺血缺氧损伤模

型[4]：采用10%水合氯醛麻醉大鼠，麻醉后取大鼠颈

部正中切口，分离双侧颈总动脉，然后用动脉夹夹闭

颈总动脉制造缺血。2h后去除动脉夹，缝合皮肤，

休息 2h后，再将大鼠置于低氧控制箱内，箱内氧气

浓度维持在 8%左右，同时通入 92%的氮气，制造缺

same time cell survival rate was also observed.

Result:①Learning and memory capacity of rats significantly decreased after HIBI（P＜0.05, vs control group. ②
After TMS treatment for 14 days, the learning and memory capacity significantly increased for HIBI rats(P＜

0.05, HIBI+TMS group vs HIBI group). ③For cultured neurons after HI, the levels of glutamate and LDH in

extracellular fluid increased, but accompanied by the decrease of cell survival rate（P＜0.05, vs control group）.

④As in vivo, the levels of glutamate and LDH exhibited the decreased trend and the cell survival rate also in-

creased after TMS treatment(P＜0.05, TMS+HI group vs HI group).

Conclusion:①HIBI decreases the learning and memory ability, while TMS could alleviate this effect. ②HI in-

creases the release of glutamate and decreases the cell survival rate, which could be inhibited by TMS. Thus,

the present study makes a novel idea for the treatment of cognitive disorders after HIBI.

Author's address The First Affiliated Hospital, Chinese PLA General Hospital，Beijing，100048
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氧环境。

1.2.2 缺血缺海马神经元模型制作：体外培养大鼠

海马区神经元，同样分为三组：HI组、TMS+HI组以

及正常对照组。各组细胞处理方法同动物实验。

海马神经元体外培养：孕 12—14 天 SD 大鼠，

0.1%戊巴比钠麻醉，大鼠腹部消毒（碘酒、酒精），取

出胎鼠，体视显微镜下，分离取出海马，剥除脑膜，

D- HANKS 液清洗两遍，虹膜剪剪碎组织，加入

0.125%的胰酶，37℃，消化 20min，含 20%胎牛血清

的高糖DMEM培养液终止消化 10min，吸出组织置

新的培养液，火焰抛光的吸管吹打，制备单细胞悬

液，血球计数板计数，将细胞悬液接种于铺有多聚赖

氨酸的 24 孔板中（1 × 105/cm2），放入 CO2 培养箱

（37℃，5%CO2）孵育。接种24h后，培养液换为含2%

B27的Neurobasal-A培养液，抑制非神经元的增殖。

以后每周更新2次新鲜培养液，每次更换一半。接种

3d后加入阿糖胞苷(终浓度10µmol/L)以抑制神经胶

质细胞的过度增殖。5—7天后，经抗β-tublin染色，

显示纯度为85%—90%的神经元单层培养。

神经元缺血缺氧模型：采用氧气葡萄糖剥夺法

制作神经元缺血缺氧模型[5]。将制备好的神经元全

部更换培养液（2%B27Neurobasal-A 培养液），培养

4d后，将培养液更换为低糖的DMEM培养液，然后

将各组细胞同时移至恒温培养箱内（37℃），充以无

氧气体（90%N2、10%CO2），在缺糖缺氧条件下培养

12h后，全量换液换为含2% B27的Neurobasal-A培

养液，并放入CO2培养箱（37℃，5%CO2）培养 6d，以

模拟体外缺血缺氧过程。

1.2.3 低频经颅磁刺激方案：大鼠低频TMS刺激方

案：采用武汉依瑞德CCY-I型经颅磁刺激仪，将线圈

中央对准大鼠矢状缝中央点，使线圈平面与顶骨平

行，确保线圈表面紧贴大鼠头皮组织，主要作用于顶

叶。磁刺激方案：1Hz、70%最大输出强度、1个脉冲

刺激/s，连续作用500个脉冲刺激，1次/日，连续14d。

体外培养神经元TMS刺激方案：采用武汉依瑞

德 CCY-I型经颅磁刺激仪，TMS刺激于细胞缺糖缺

氧24h后进行，磁头距细胞约1cm（距离细胞培养板

1cm）[6]。磁刺激方案：1Hz、70%最大输出强度、1个

脉冲刺激/s，连续作用500个脉冲刺激，1次/日，连续

5d。

1.2.4 水迷宫评估大鼠学习记忆能力：本研究采用

Morris 水迷宫检测大鼠的学习记忆能力 [7]。Morris

水迷宫为一盛水的黑色圆形水池，水深约为 37cm，

直径约为178cm。水温控制在21—24℃。水池被等

分为 A、B、C、D 共 4 个象限。在 C 象限，距池壁约

28cm 处放置一直径约 10.2cm 的透明有机玻璃平

台，固定后使平台没于水面下2cm处。

大鼠造模 3d后进行水迷宫测试。测试方法如

下[7]：①定位航行实验：每日上午把各组大鼠从 4个

象限随机选择一个入水点，将大鼠面向池壁放入水

中，观察并记录大鼠寻找且爬上站台所需时间，该时

间称之为潜伏期。如果大鼠2min内找不到站台，则

将其引至站台上 30s后放回笼中，此时潜伏期记为

120s。该实验持续 13d，其中第 6和 7d，大鼠休息不

进行实验。因此该实验的第一部分（1—5d）是为了

测定大鼠的记忆获取能力，而第二部分（8—13d）是

为了测定大鼠的记忆保持能力。②空间探索实验。

在第14d，撤走平台，从4个象限将大鼠面朝池壁放入

水中，记录其在 120s内穿越平台所在区域的次数。

以上数据均采用Ethovision系统进行检测记录。

1.2.5 细胞外液谷氨酸及 LDH 浓度测定：HI 组和

低频 TMS+HI 组细胞在 HI 刺激后 6d（TMS 刺激了

5d）统一提取细胞培养液，离心 4min后，取上清，采

用高效液相色谱来测定细胞外液谷氨酸浓度，而应

用酶法测定细胞外液LDH浓度。具体方法详见既

往文献[5，8]。

1.2.6 细胞存活率测定：细胞刺激后 6d，采用四甲

基偶氮唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium, MTT）法

测定细胞存活情况。应用Σ960型酶联免疫检测仪

于 550nm 波长处读取光密度（optical density，OD）

值。具体方法详见既往文献[5]。

1.3 统计学分析

所有测试数据均以均数±标准差表示。数据采用

SPSS13.0统计软件包进行统计学分析。采用多个样

本均数比较的方差分析及多重比较的LSD-t检验进

行统计学分析。P<0.05认为差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 HIBI降低了大鼠的学习记忆能力

如图 1所示，在水迷宫定位航行实验中，从第 1
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至第5d，HIBI组大鼠的潜伏期显著大于正常对照组

（P＜0.05）(n=6)，例如实验第4d，HIBI组和正常对照

组的潜伏期分别为93s和44s，HIBI组显著高于正常

对照组（P＜0.05）(n=6)，这说明HIBI组大鼠的记忆

获取能力（即学习能力）降低。而实验的第8至13d，

HIBI组大鼠的潜伏期也显著长于正常对照组（P＜

0.05）(n=6)，例如实验第 10d，HIBI组和正常对照组

的潜伏期分别为78s和21s，HIBI组显著高于正常对

照组（P＜0.05）(n=6)。这说明，HIBI 后大鼠的记忆

保持能力也显著下降。此外，如图2所示，在空间探

索实验中，HIBI组大鼠的平台位置穿越次数为4次，

而正常对照组的为11次，二者间有显著性差异（P＜

0.05）(n=6)。这说明，HIBI 显著降低了大鼠的空间

探索能力。以上结果提示，HIBI降低了大鼠的学习

记忆能力。

2.2 低频TMS改善HIBI大鼠的学习记忆能力

如图 1 和图 2 所示，给予 HIBI 大鼠连续 14d 的

低频经颅磁刺激后，水迷宫结果显示，在定位航行实

验中，从第 3d 起，TMS+HIBI 组大鼠的潜伏期就低

于 HIBI 组大鼠（P＜0.05）(n=6)，例如实验第 4d，

TMS+HIBI组和HIBI组大鼠的潜伏期分别为68s和

93s，TMS+HIBI 组低于 HIBI 组（P＜0.05）(n=6)，而

从实验第 10d 起，TMS+HIBI 组大鼠的潜伏期与正

常对照组之间已无显著性差异（P＞0.05）(n=6)。这

说明，低频 TMS 能改善 HIBI 大鼠的记忆获取及保

持能力。而在空间探索实验中，TMS+HIBI组大鼠

的平台位置穿越次数显著高于 HIBI 组大鼠（P＜

0.05）(n=6)，与正常对照组之间无显著差异（P＞

0.05）(n=6)。以上结果说明，低频TMS能显著改善

HIBI大鼠的学习记忆能力。

2.3 HI 刺激升高海马神经元细胞外液谷氨酸和

LDH浓度，同时降低细胞存活率

在动物实验的基础上，我们体外培养海马（学习

记忆中枢）神经元，以探讨HIBI损害大鼠学习记忆

能力的机制。

我们采用高效液相色谱，测定了细胞外液谷氨

酸的浓度，采用酶法测定了细胞外液LDH浓度。结

果：正常状态下（正常对照组），细胞外液谷氨酸浓度

大致为 2.67±0.21nmol/mL(n=6)，而 LDH 的浓度为

30.12±6.13U/L(n=6)。而 HI 刺激后，细胞外谷氨酸

浓度为 5.27±0.24nmol/mL(n=6)，而 LDH 的浓度为

49.15±4.56U/L(n=6)，显著高于正常对照组，差异有

显著性意义(P＜0.05)。该结果表明，HI刺激可以显

著升高细胞外液谷氨酸和LDH水平。提示HI刺激

可以促进神经元释放谷氨酸和LDH，过多释放的谷

氨酸会产生兴奋性毒性作用，而LDH释放的增加又

提示细胞出现了不可逆损伤。这可能是HIBI降低

学习记忆能力的机制之一。

此外，我们还采用了MTT法测定了神经元存活

率。结果：正常状态下（正常对照组），神经元存活率

为 0.598±0.101（OD 值），而 HI 刺激后，神经元存活

率为 0.135±0.013（OD 值），显著低于正常对照组

(P＜0.01)。这说明，HI刺激促进了神经元的死亡，

注：a：HIBI组vs正常对照组，P<0.05;
b:HIBI组vsTMS+HIBI组，P<0.05

图1 正常对照组、HIBI组及TMS+HIBI组大鼠
水迷宫潜伏期的变化情况

注：a：HIBI 组 vs 正常对照组，P<0.05; b:TMS+HIBI 组 vs 正常对照
组，P<0.05；c:HIBI组vsTMS+HIBI组，P<0.05

图2 正常对照组、HIBI组及TMS+HIBI组大鼠
水迷宫穿越次数情况
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从而降低学习记忆能力。

2.4 低频 TMS 抑制 HI 刺激后细胞外液谷氨酸和

LDH升高的趋势，同时提高HI刺激后神经元存活率

给予HI神经元连续 5d的低频TMS后，我们同

样测定了细胞外液谷氨酸和LDH浓度，以及神经元

存活率。细胞外液谷氨酸浓度为3.28±0.15nmol/mL

(n=6)，而 LDH 的浓度为 33.24±8.17U/L(n=6)，都显

著低于 HI 组(P＜0.01)，其中 LDH 浓度与正常对照

组已无显著性差异(P＞0.05)。而此时，神经元存活

率为 0.523±0.091（OD 值），显著高于 HI 组，与正常

对照组无显著性差异(P＞0.05)。

以上结果表明，低频 TMS 能抑制 HI 刺激后神

经元释放谷氨酸和LDH，从而降低HI后神经元的兴

奋性毒性作用，抑制神经元不可逆损伤，提高神经元

存活率。这可能是低频TMS改善HIBI所致学习记

忆能力障碍的机制之一。

3 讨论

近年来，随着人口老龄化程度的加深，缺血缺氧

脑损伤的发病率呈现直线上升趋势，是导致患者死

亡的主要疾病之一。随着医疗水平的提高，患者的

死亡率有所下降，而幸存者却存在各种各样的神经

后遗症。其中最为常见的是学习记忆能力的障碍，

这严重阻碍患者重返家庭、社会和工作岗位，也给家

庭和社会带来沉重的负担[1]。因此，如何提高HIBI

患者的学习记忆能力一直是治疗的难点。在本研究

中，我们采用Morris水迷宫评估学习记忆能力，发现

HIBI后大鼠的学习记忆能力显著下降，尤其是记忆

保持能力与正常大鼠有明显的差异，这提示我们，

HIBI对于学习记忆能力的损伤主要体现在记忆维

持方面。Morris水迷宫是英国心理学家Morris及其

同事于20世纪80年代初设计并将其应用于学习记

忆脑机制研究中[9]。该迷宫的优点是能排除实验动

物在完成任务过程中所留下的排泄物或分泌物对其

他动物作业成绩产生的影响[10]。

低频经颅磁刺激是近年来临床广泛应用的生物

刺激技术，该技术通过线圈内电流的瞬变从而形成

高强度的交变磁场，可在深部脑区产生感应电流，从

而影响和改变大脑功能[11—12]。作为一种新型治疗手

段，其疗效在多种神经、精神疾病的治疗中得到肯

定[11—12]。而对于HIBI，大量临床研究也已证实，低频

TMS 能有效改善患者的学习记忆能力 [13]。在本研

究的动物实验中，我们同样发现低频TMS对于学习

记忆能力的改善作用，同时还发现，低频TMS尤其

能够改善 HIBI 后大鼠的记忆获取和记忆维持能

力。此外，我们还发现，TMS治疗几乎完全恢复了

大鼠HIBI后的学习记忆能力。但目前临床患者中

TMS 治疗效果与大鼠实验中效果存在一定差距。

我们认为，原因可能有两点：①人脑组织远较大鼠大

脑复杂，人脑的运行机制也更为复杂 [14—15]，因此，

TMS对鼠脑的修复难度要小于人脑。②人脑要远

大于鼠脑，而 TMS 的作用深度大约为 1—1.5cm[16]，

因此，磁场实际作用的深度和范围要远小于鼠脑。

这样，在人脑，TMS的磁场很难作用到深部的海马

区（学习记忆中枢）。这可能也是大鼠和人接受

TMS刺激效果存在差别的原因之一。

为了探讨低频TMS改善HIBI大鼠学习记忆能

力的机制，在离体实验中，我们还观察了低频TMS

对HI神经元细胞外谷氨酸浓度的影响。如研究结

果所示，低频TMS抑制了HI后细胞外液谷氨酸浓

度升高的趋势。既往研究表明，谷氨酸的兴奋性毒

性作用在HIBI的神经功能损害中起到了非常关键

的作用[17]。HIBI时，神经元通过突触末梢释放大量

的谷氨酸至突触间隙，同时突触后膜和星形胶质细

胞对谷氨酸再摄取作用减弱，致使细胞外液大量的

谷氨酸聚集，过度刺激突触后膜的谷氨酸受体引起

神经元持续去极化，从而干扰神经元的功能。因此，

低频TMS可能是通过抑制谷氨酸从神经元的大量

释放来发挥作用。

既往研究表明，脑缺血损伤时，神经元大量释放

谷氨酸的途径主要有以下几种：①Ca2+依赖的谷氨

酸释放[18]；②谷氨酸转运系统调节的谷氨酸释放，这

包括了Na+依赖性谷氨酸转运体调节的谷氨酸释放

以及胱氨酸—谷氨酸转运体调节的谷氨酸释放[19]；

③水肿诱发的谷氨酸释放[20]；④受体调控的谷氨酸

释放[21]。在本研究中，我们尚未探讨低频TMS究竟

是影响哪种谷氨酸释放途径，从而抑制谷氨酸的释

放。但本课题组近期的研究发现，低频TMS能够影

响神经元代谢型谷氨酸受体（metabotropic gluta-

mate receptors, mGluRs）的表达，提示低频TMS可
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能通过mGluRs来抑制谷氨酸的释放。既往研究还

表明，脑缺血损伤时，星形胶质细胞也会大量释放谷

氨酸，其释放途径为连接子蛋白43半通道，这也是造

成谷氨酸毒性作用的重要机制之一 [22]。那么低频

TMS是否会抑制星形胶质细胞谷氨酸的释放？其作

用机制是什么？这是我们下一步研究的重点。

本研究还观察了低频 TMS 对细胞存活率和

LDH的影响。LDH广泛存在于组织细胞内，其释放

与细胞膜完整性相关。因此，LDH释放越多，细胞受

损程度越严重[5]。本研究的结果说明，低频TMS能够

升高细胞存活率，降低LDH释放量。提示低频TMS

能够增强细胞膜的完整性，从而降低HIBI所致的谷

氨酸外泄，进而降低谷氨酸的毒性作用。

4 结论

本研究通过神经药理学、神经行为学技术等发

现，低频TMS可以抑制HI诱导的神经元损伤以及

谷氨酸释放，减轻谷氨酸毒性作用，同时增加神经元

存活率。这可能是低频TMS改善学习记忆能力的

机制之一，这为缺血缺氧脑损伤的治疗提供了新的

思路。
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