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·基础研究·

低频电磁场在移植骨髓源神经祖细胞修复
脑损伤大鼠中的作用研究*

李伟坤1 洪海珊1 白文芳2，3

摘要

目的：通过分析50Hz电磁场干预骨髓源神经祖细胞移植修复大鼠脑损伤后的脑组织病理，免疫荧光染色，行为学情

况，探讨50Hz电磁场在骨髓源神经祖细胞移植修复大鼠脑损伤中的作用。

方法：应用自由落体法建立大鼠脑损伤模型，实验随机分为空白对照组、磁场组、细胞组和磁场+细胞组。移植细胞

选用的是骨髓源神经祖细胞，采用贴壁法培养骨髓间充质干细胞P2，经悬浮诱导获得。造模术后7天，将Dil标记的

骨髓源神经祖细胞移植至大鼠脑损伤部位，磁场干预组置于频率50Hz，强度5 mT正弦波电磁场中，60min/次，1次/

天，共 30 天，空白对照组和细胞组大鼠处于无磁场刺激的相同环境中。在移植术后第 1 天、3 天、7 天、30 天予

Wayne Clark、爬梯试验行为学评分并取脑组织标本，采用HE染色观察大鼠脑组织病理变化；免疫细胞荧光检测移

植细胞的胶质纤维酸性蛋白（GFAP）和神经元特异性微管蛋白（β-Ⅲ tubulin）的表达情况。

结果：移植术后30天，磁场+细胞组的Wayne Clark、爬梯试验评分显著高于其他组（P<0.01）；HE染色观察：磁场+骨

髓源神经祖细胞组与其他组相比较，大鼠脑损伤部位水肿程度减轻，囊性空洞面积更小，细胞存活数较多；磁场+骨

髓源神经祖细胞组大鼠损伤病灶的细胞免疫细胞荧光检测胶质纤维酸性蛋白阳性表达更少，神经元特异性微管蛋

白阳性表达明显高于其他组。

结论：50Hz电磁场可促进骨髓源神经祖细胞移植修复脑损伤大鼠爬行功能恢复。
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Abstract
Objective： To analyze whether the alterations of brain tissue， immunofluorescence staining and behavioral

score of rats with brain injured after the repairment of transplanting the bone marrow-derived neural progenitor

cells (BM-NPCs) were related to the intervention of 50Hz electromagnetic fields. We therefore aimed to investi-

gate the effects of 50Hz electromagnetic fields on enhancing the repairment of brain injured rats with transplan-

tation of BM-NPCs.

Method：We established the model of brain trauma by the free-falling way. Rats were randomly divided into

four groups：control group，BM- NPCs group，electromagnetic field group and electromagnetic field + BM- NPCs

group. Each group was subdivided into 4 subgroups：1-day，3-day，7-day and 30-day of transplantation accord-

ing to the observation points. We selected the BM-NPCs as the progenitors of transplanted cells which were ob-

tained by culturing bone mesenchymal stem cells with the fast adherence method and by inducing under the
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创伤性脑损伤是一种常见的高致残率、高致死

率的外伤性疾病[1]，常引起严重的神经功能缺失症

状。神经干细胞作为一种具有多向分化潜能的细

胞，其修复受损神经的能力被广泛认可，大量的临床

和基础实验证实神经干细胞移植修复可改善其受损

的运动、感觉、认知功能，还可以抑制炎症病理过程，

改善局部微环境起到修复脑神经，提高肢体功能的

作用[2—3]。目前认为神经干细胞移植修复脑损伤机

制主要包括移植细胞替代受损神经细胞，重建突触

连接和外源性神经干细胞分泌神经修复因子、抗炎

因子、抗氧化因子，改善局部微环境，启动内源性修

复机制[4]。但由于脑损伤后常导致不同程度的继发

性损伤，其致病机理十分复杂，不论内源性或移植的

神经细胞在其脑损伤的局部环境中，都难以存活并

有效分化为神经元。随着研究深入，更多证据表明

脑损伤后慢性炎症反应是引起脑内神经元死亡，引

起神经功能障碍的主要原因[5]。前期的系列体外研

究表明[6—7]：50Hz 电磁场有助于诱导部分成熟并具

有功能的骨髓源神经元形成。但在动物体内，低频

电磁场是否也起到促进骨髓源神经祖细胞定向分化

作用并参与到大鼠脑损伤修复，其作用机制仍不明

确。因此，我们拟研究50Hz电磁场干预移植骨髓源

神经祖细胞移植脑损伤大鼠，通过观察脑组织结构与

病理和动物行为学情况，进一步探讨50Hz电磁场在

骨髓源神经祖细胞移植修复脑损伤大鼠中的作用。

1 材料与方法

1.1 制作脑损伤模型

将SPF级SD大鼠经腹腔注射麻醉后俯卧位固

定，常规备皮消毒，切开皮肤，分离头皮下软组织，充

分显露颅骨，于矢状缝旁开2.5mm，冠状缝后1.5mm

开一直径约 4.5mm 骨窗，避免破坏硬膜，使用直径

为4.5mm，重30g撞击棒在高30cm处自由落体撞击

硬膜（撞击部位参考实验大鼠的脑图谱[8]）。大鼠出

现意识丧失、瞳孔变化、肢体抽动等功能障碍及醒后

恢复反射[9]，Wayne Clark评分[10]为18分以上可认为

造模成功，造模后青霉素连用5天预防感染。

1.2 骨髓源神经祖细胞培养、标记和移植

采用贴壁法培养骨髓间充质干细胞，取P2代骨

髓间充质干细胞，经悬浮诱导并获得骨髓源神经祖

细胞，具体操作方法见已发表论文[7]。加入 10μl的

Dil 荧光液标记细胞，37℃孵育 30min，移植前磷酸

suspension. BM-NPCs labeled with Dil were transplanted to the brain injury site of rats 7 days after the sur-

gery. The electromagnetic field group was placed in a sine wave electromagnetic field 7 days after the surgery

with the frequency of 50 Hz，the intensity of 5 mT for 60mins at a time per day，lasting for 30 days. Wayne

Clark scale and the ladder rung walking test were performed to evaluate the behavior function and the patholo-

gy of brain tissues were observed using hematoxylin and eosin (HE) staining at each observation point. Further-

more，glial fibrillary acidic protein (GFAP) and Neuron-specific Class Ⅲ Beta-tubulin (β-Ⅲ tubulin) were de-

tected using immune-fluorescence cytochemistry.

Result：After BM-NPCs transplantation for 30 days，the Wayne Clark scale and the ladder rung walking test

of the electromagnetic field + BM-NPCs group were significantly higher than the other groups (P<0.01). HE

staining showed that compared with the other groups，the brain edema degree was alleviated，the cystic void

area was smaller and the number of nerve cells was increased in the electromagnetic field + BM-NPCs group.

Moreover，the decrease of GFAP expression was observed in the electromagnetic field + BM-NPCs group，but

the level of β-Ⅲtubulin expression was increased.

Conclusion：50Hz electromagnetic fields could ameliorate the creeping disfunction in the brain injured rats af-

ter transplanting with BM-NPCs，and its mechanism might involve the induction of BM-NPCs to differentiate

into neurons and elevation the expression of β-Ⅲ tubulin.

Author's address Department of Rehabilitation Medicine， Zengcheng District People's Hospital of Guang-

zhou，Guangzhou，511300

Key word low-frequency electromagnetic fields; bone marrow-derived neural progenitor cells; traumatic brain

injured; differentiation
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盐缓冲液漂洗 2次并用无血清培养基重悬，制备成

1×107/ml 细胞混悬。造模 7 天后，骨髓源神经祖细

胞组和磁场+骨髓源神经祖细胞组大鼠用微量注射

器移植标记的细胞于脑损伤区域中心，移植细胞数

约106个。其他两组注射生理盐水做对比。

1.3 实验分组和磁场干预

实验用 50Hz电磁场由暨南大学物理系研制[7]，

实验随机分为对照组、磁场组、骨髓源神经祖细胞组

和磁场+骨髓源神经祖细胞组，每组 16只大鼠。磁

场组和磁场+骨髓源神经祖细胞组大鼠置于频率

50 Hz，强度 5mT 正弦波电磁场中，60min/次，1 次/

d，共30天，对照组和骨髓源神经祖细胞组处在无磁

场干预的环境中。

1.4 行为学评估

移植术后第1、3、7、30天，进行实验动物的行为

学评测。Wayne Clark 评分：将各组大鼠置于在实

验台平面，观察大鼠行为学表现评估神经功能障碍

程度。参考爬梯试验[8]评分标准：将各组大鼠置于一

个不规则的梯子，造模前训练大鼠自发步行，从开始

处沿水平梯子（每隔1cm设置一个横撑，梯子全长1m）

到达终点，实验时随机放置横撑，使横撑间隔不等，以

防动物学习，视频录像各组大鼠的肢体及爪子在爬梯

上的表现，记录踏空并明显掉落的次数并分析。

1.5 实验取材

移植术后第 1、3、7、30天取材。先用生理盐水

冲灌，再予甲醛灌流固定。以脑损伤病灶为中心，在

脑损伤病灶前后约 2mm 截取标本，加入 OTC 包埋

行冰冻切片，制备厚度约4mm切片。

1.6 HE染色

取病理切片，室温吹干，苏木精染色 10min，清

水洗涤后1% HCL分化20s，返蓝1min，搽干后伊红

染色 60s，梯度酒精脱水，二甲苯 5min，共 2次，凉干

后树脂封固，显微镜下观察大鼠脑组织病理变化。

1.7 免疫荧光染色

取病理切片，室温吹干，磷酸盐缓冲液(PBS)漂

洗 3 次，每次 5min；0.3% TritonX- 100 室温透化

20min，PBS漂洗3次，每次5min；室温下山羊血清封

闭20min；添加一抗（分别为兔抗鼠β-Ⅲtubulin多克

隆抗体（1∶100）、兔抗鼠GFAP兔抗多克隆抗体（1∶

100）），4℃孵育过夜，PBS漂洗3次，每次5min；按比

例稀释FITC标记的羊抗兔 IgG二抗，避光 4℃孵育

60min，磷酸盐缓冲液漂洗 3次，每次 5min；每张切

片滴加 100μl DAPI 核染液，室温避光孵育 15min，

PBS漂洗3次，每次5min，固定后显微镜下观察。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件包进行处理，结果以

均数±标准差表示，统计分析采用重复测量数据的

方差分析，单因素方差分析和LSD-t检验方差分析。

2 结果

2.1 Wayne Clark评分结果

移植术后第 1天各组大鼠Wayne Clark评分无

显著性意义（P>0.05）。移植第 3天，各组之间比较

整体存在差异（P<0.01），但磁场组与对照组比较差

异无显著性意义（P>0.05）。移植第 7 天各组大鼠

Wayne Clark 评分呈下降趋势，两两比较均有明显

差异（P<0.01）。移植第30天，磁场组与骨髓源神经

祖细胞组比较无显著差异（P>0.05），对照组与其他

组之间比较差异有显著性意义（P<0.01）。见表1。

2.2 爬梯实验评分结果

移植术后第1天各组大鼠爬梯实验评分未见明

显差异（P>0.05）。移植第 3天，对照组与磁场组之

间比较无显著性意义（P>0.05），其余各组间两两比

较均有明显差异（P<0.01）。移植第 7天，各组大鼠

爬梯实验中肢体踏空次数呈下降趋势，两两比较均

有明显差异（P<0.01），移植第 30天，各组大鼠爬梯

实验中肢体踏空次数明显减少，磁场组与骨髓源神

经祖细胞组比较无显著差异（P>0.05），对照组与其

他组之间比较均有显著意义（P<0.01）。见表2。

2.3 脑损伤组织病理形态学观察

移植第 1 天，磁场+骨髓源神经祖细胞组可见

Dil标记的细胞填充在囊性空洞周围，各组大鼠脑组

织具有损伤，囊性空洞周围可见炎症细胞伴有组织

水肿，细胞排列不规则，结构模糊。移植第 7天，各

组大鼠脑组织结构有所恢复，炎症细胞数目减少，水

肿范围减少，其中骨髓源神经祖细胞组和磁场+骨

髓源神经祖细胞组效果更明显。移植第 30 天，磁

场+骨髓源神经祖细胞组与其他组相比较，大鼠脑

损伤部位水肿程度减轻，囊性空洞面积更小，细胞存

活数较多并且排类规则。见图1。
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表1 各组脑损伤大鼠Wayne Clark评分 （x±s，分）

组别

对照组
磁场组

骨髓源神经祖细胞组
磁场+骨髓源神经祖细胞组

注：与对照组比较：①P<0.01;与细胞组比较：②P<0.01;与磁场组比较：③P<0.01

例数

16
16
16
16

检测时间
第1天

19.00±0.82
19.25±1.26
19.75±0.96
19.75±0.96

第3天
18.25±0.50
17.50±0.58②

15.75±0.50①

13.75±0.96①②③

第7天
15.00±0.82

10.00±0.82①②

7.25±0.50①

5.00±0.82①②③

第30天
6.00±0.82

2.75±0.50①

2.25±0.50①

0.75±0.50①②③

表2 各组脑损伤大鼠爬梯试验结果 （x±s，次）

组别

对照组
磁场组

骨髓源神经祖细胞组
磁场+骨髓源神经祖细胞组

注：与对照组比较：①P<0.01;与细胞组比较：②P<0.01;与磁场组比较：③P<0.01

例数

16
16
16
16

检测时间
第1天

19.25±0.50
19.50±1.00
19.50±0.57
19.50±0.58

第3天
17.75±0.96
17.75±0.50

15.00±0.82①③

12.50±1.73①②③

第7天
15.00±1.16
9.75±0.50①

7.75±0.96①③

4.25±0.50①②③

第30天
6.25±0.96

2.50±0.58①

2.25±0.50①

0.50±0.58①②③

2.4 免疫荧光染色

蓝色荧光是细胞核的阳性标志物DAPI，绿色荧

光是 GFAP 和 β-Ⅲtubulin 标志物阳性表达，红色荧

光为Dil标记的细胞。移植术后30天，磁场+骨髓源

神经祖细胞组大鼠脑损伤部位的细胞免疫细胞荧光

检测胶质纤维酸性蛋白阳性表达更少，神经元特异

性微管蛋白阳性表达明显高于其他组。见图2。

3 讨论

动物实验表明，神经干细胞移植到动物体内可

促进神经营养因子分泌并分化为不同类型的神经细

胞参与受损神经的恢复[12]，有研究通过基因修饰脑

源性神经营养因子转染神经干细胞可使其向成熟神

经细胞分化 [13]。Shear 等 [14]在神经干细胞移植修复

脑损伤小鼠的研究中，选择不同时间进行移植，并在

移植后第7、14、49天对小鼠的进行运动能力评估及

组织学，细胞免疫观察，认为：最佳移植时间窗为脑

损伤后2—7天，移植细胞的时间与其短时间内表型

分化无明显相关性，与移植部位有关，其中移植到病

灶皮质区分化及存活的细胞更多，运动功能恢复快。

图1 大鼠脑组织的病理形态学观察 (HE染色，×200)

对照组 磁场+细胞组细胞组磁场组

第
1
天

第
7
天

第
30

天
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低频电磁场作为临床上常用的物理治疗方法，

在消炎镇痛，减轻水肿等方面有一定疗效。经研究

发现低频电磁场可促进骨髓间充质干细胞向成骨细

胞、心肌细胞分化。本实验组前期也证明正弦低频

电磁场不仅促进了骨髓间充质干细胞的增殖，还促

进了其向神经细胞的分化。近期研究表明：Grehl

等[15]观察到低强度电磁场可以激活小脑神经元并且

促进神经可塑性相关基因的表达。Seo等[16]体外实

验结果表明，低频脉冲电磁场预处理的骨髓间充质

干细胞增殖速度更快，生长因子的基因表达量更高，

而体内实验发现预处理组分化的神经元细胞数目更

多，轴突计数和轴突密度增加。本实验也发现各组

大鼠脑损伤均有不同程度减轻，其中以磁场+骨髓

源神经祖细胞组大鼠脑损伤恢复效果最明显。

Mashkouri等[17]认为单独细胞移植修复对中枢神经

系统损伤后运动的恢复作用有限。本研究也观察到

相似结果，在移植术后第 30天时，骨髓源神经祖细

胞组和磁场组行为学评分比较无明显差别，可能由

以下原因造成：①可能与骨髓源神经祖细胞中移植

细胞所处的生存环境恶化有关，混悬移植细胞所用

的无血清神经培养基在损伤区迅速消耗，导致细胞

生长所需的营养物质相对不足，引起其自身凋亡；②
低频电磁场可能促进内源性神经干细胞分化为神经

细胞并发挥修复作用并改善局部微环境，该作用与

移植外源性神经干细胞的修复效果相当；③相对低

频电磁场干预骨髓源神经祖细胞的相互效应，单独

低频电磁场干预或移植细胞修复脑损伤大鼠的治疗

作用受限。上述实验均表明低强度、低频率电磁场

在神经干细胞的增殖和分化中均具有促进作用，同

时也证实电磁场与骨髓源神经祖细胞具有协同效

应，可共同促进脑损伤大鼠运动功能的恢复。

神经元特异性微管蛋白是神经元的早期标志

物[18]，存在于神经元的胞体、树突和轴突。胶质纤维

酸性蛋白是星形胶质细胞的标志物[19]，参与形成细

胞骨架。Shetty AK等[20]实验观察到在大鼠脑损伤

的急性期，γ-氨基丁酸能中间神经元减少，星形胶质

细胞反应性增加和出现促炎症细胞因子，导致神经

元异常生长及迁移。本实验中观察到，移植术后第

30天，与骨髓源神经祖细胞组比较，磁场+骨髓源神

经祖细胞组大鼠脑损伤部位的细胞免疫荧光检测胶

质纤维酸性蛋白阳性表达更少，神经元特异性微管

蛋白阳性表达明显高于其他组，并可见 Dil 标记细

胞呈神经元特异性微管蛋白阳性表达，与损伤区域

脑组织连接生长。HE染色：磁场+骨髓源神经祖细

胞组与其他组相比较，大鼠脑损伤部位水肿程度减

轻，囊性空洞面积更小，细胞存活数较多。Seong

等[21]观察到低频电磁场（50Hz，1mT）在无添加神经

营养因子的情况下可促进hBM-MSC向具有电生理

特性的神经元分化。Lin等[22]发现，在炎症环境中，

低强度电磁场可改善损伤区域微环境，有助于促进

成骨细胞增殖和成熟。有文献报道，低频电磁场可

通过调整体内促炎反应或抗炎反应的平衡机制起到

抗炎和调节细胞功能的作用[23]。前期体外实验[7]也

观察到在 50Hz电磁场诱导骨髓源神经祖细胞向神

图2 移植术后30d，脑损伤组织β-Ⅲtubulin和GFAP表达 (免疫荧光染色，×100)
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经元细胞分化过程中Q-PCR检测神经元特异性微

管蛋白mRNA也呈阳性表达，此外还检测到ACHE，

GABA，5-HT 表达 ACHE，GABA，5-HT mRNA 表

达。上述研究提示 50Hz电磁场无论在改善损伤灶

周围微环境，减轻炎症反应，移植细胞本身，或者营

养因子的表达都起到促进作用，可能与低频电磁场

促进骨髓源神经祖细向神经元分化并参与脑损伤组

织修复有关。至于 50Hz电磁场促进骨髓源神经祖

细胞移植修复大鼠脑损伤的机制如何，是否与神经

递质的表达有关，有待进一步研究。

本实验提示骨髓来源的神经祖细胞具有替代修

复神经组织，改善大鼠神经功能的作用，50Hz电磁

场可促进骨髓源神经祖细胞移植修复大鼠脑损伤运

动功能恢复、可能与其有助于移植骨髓源神经祖细

胞向神经元分化，上调神经元特异性微管蛋白的表

达并参与大鼠脑损伤修复有关。低频电磁场相当于

微环境的调节器，是一种简便、有效、可行的减轻脑

外伤继发性损伤的治疗手段。
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