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脉冲磁场对神经元瞬时外向钾电流的影响
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摘要：实验研究了脉冲磁场对小鼠皮层细胞的瞬时外向钾离子通道的影响。采用频率为１５Ｈｚ、强度为１．４ｍＴ的超低

频脉冲磁场对小鼠的脑皮层神经细胞进行刺激，而后应用全细胞膜片钳技术测量其瞬时外向钾电流特性。实验发现，超

低频脉冲磁场对瞬时外向钾电流犐Ａ 有一定的抑制作用，脉冲磁场作用可显著地影响通道的激活，对照组和脉冲磁场作

用组通道半数激活电压分别为（１３．２５±２．２２）ｍＶ和（３０．９８±４．１１）ｍＶ（狀＝６，犘＜０．０５），斜率因子分别为（２４．００±

２．０５）ｍＶ和（２３．３０±２．１３）ｍＶ（狀＝６，犘＞０．０５）。结果表明，脉冲磁场作用皮层神经细胞可以改变其瞬时外向钾通道

的特性，调节神经元的生理功能。
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１　引　言

　　现代科学的发展已经表明，任何空间都存在

着或低或高的磁场，这些生物磁场及其变化与生

物的生命活动、生理状态密切相关。随着生物磁

技术的发展，有关磁场作用与生物学效应的研究，

取得了积极的成果，不仅丰富了磁场疗法的基础

理论，而且推动了磁场疗法的发展与深入，各类磁

疗在医学中的基础和临床应用研究越来越广泛。

现代科技的发展使人们越来越多地暴露在各种各

样的磁场中，磁场对人体正常机理的影响及其影

响机理至今未明［１］。有关低频脉冲磁场促进骨折

愈合［２］、改善血流变［３］、预防静脉血栓、脊髓损伤

及脑创伤［４６］甚至利用电磁场的生物学效应做肿

瘤的辅助治疗［８９］等方面的研究都有报道。同时

射频电磁场对人体造成多种伤害也屡见描述，如

神经系统方面主要表现为神经衰弱，同时伴有植

物神经功能失调的征候［７］，当然也涉及对内分泌

功能的影响。微波可使精子数量减少，活动能力

降低，甚至可发生暂时性不育。妇女在妊娠早期

受微波照射可引起流产，分娩后可引起乳汁分泌

量减少等等。

多年的研究表明，磁场对于细胞膜［１０］有着特

殊的影响，磁场特别是磁场的脉冲作用，能够改变

细胞膜两侧的离子分布，从而在某些创伤或是变

性组织产生的炎症反映中表现出治疗效应。磁场

对生物膜的效应主要表现在：磁场对于许多细胞

内的酶系统有影响；磁场还影响抗原和抗体的关

系；磁场可使细胞膜通透性发生改变，从而改变了

膜两侧离子平衡。实际上，在许多病理状态下，都

有细胞膜势能的改变，膜的结构组织上出现的变

化导致了细胞膜极性的翻转等。现阶段磁场的生

物效应没有明确的理论基础，很多关于此方面的

研究都处于假设阶段，因此对于电磁作用生物组

织治疗机理的研究还在逐步进行中［１１１３］。

本文主要针对脉冲磁场时小鼠皮层细胞的瞬

时外向钾离子通道的影响进行研究．

２　材料与方法

２．１　材料

动物：昆明小鼠，鼠龄１０～１４ｄ，雌雄不限，天

津医科大学动物实验中心提供。

试剂：链霉蛋白酶（Ｐｒｏｎａｓｅ），Ｍｅｒｃｋ公司产

品。河豚毒素（ＴＴＸ）、氯化镉（ＣｄＣｌ２）、氯化四乙

胺 （ＴＥＡＣｌ）、Ｎ２羟 乙 基 哌 嗪Ｎ２乙 磺 酸

（ＨＥＰＥＳ）、已二醇－双（２－氨基乙基）四乙酸

（ＥＧＴＡ）、Ｎａ２ＡＴＰ均为Ｓｉｇｍａ公司产品。其余

为国产分析纯。

（１）人工脑脊液 （ＡＣＳＦ，ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ

１３４，ＫＣｌ５，ＮａＨ２ＰＯ４１．５，ＭｇＳＯ４２，ＣａＣｌ２２，

ＮａＨＣＯ３２５，Ｇｌｕｃｏｓｅ１０，ＨＥＰＥＳ１０，ｐＨ７．４；使

用前通氧气饱和。

（２）Ｋ 通道标准细胞外液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ

１３０，ＫＣｌ５．４，ＣａＣｌ２ ２，ＭｇＣｌ２ １，Ｇｌｕｃｏｓｅ１０，

ＨＥＰＥＳ１０，ｐＨ７．３，使用前通氧气饱和。

（３）Ｋ 通道电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＫＣｌ１２０，

ＣａＣｌ２ １，ＨＥＰＥＳ１０，ＥＧＴＡ １０，Ｎａ２ＡＴＰ ３，

ＭｇＣｌ２２，ｐＨ７．２，经０．２２μｍ滤膜过滤。

２．２　小鼠大脑皮层神经元急性分离

取出生１０ｄ左右的昆明小鼠迅速断头取脑，

置于４℃人工脑脊液中，１ｍｉｎ后将脑切成冠状

切片，并继续切取皮层组织，厚度约为４００μｍ左

右，放入连续通９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２ 混合气的人工

脑脊液中，孵育５０ｍｉｎ。之后加入Ｐｒｏｎａｓｅ，其浓

度为０．３６ｇ／Ｌ，３２℃下消化１５ｍｉｎ。消化结束

后用人工脑脊液洗脑片３次，加入盛有人工脑脊

液的离心管中，用４根口径渐小的Ｐａｓｔｅｕｒ吸管

轻轻吹打组织块，制成细胞悬液，静置５ｍｉｎ后取

上部细胞悬液，放入带有盖玻片的培养皿内，约

１５～２０ｍｉｎ后细胞贴壁。在显微镜下观察分离

完整的皮层神经细胞，形态呈锥体或椭圆形，顶树

突和轴突完整，细胞表面光滑，颗粒均匀细腻，可

在６～８ｈ内保持良好的生理状态
［１４１７］。

２．３　全细胞膜片钳记录和数据分析

在２５℃室温下，利用ＰＣ２Ｃ膜片钳放大器

（华中科大）进行全细胞膜片钳记录，实验参数的

设置、数据采集和刺激方式的施加均通过软件来

控制，采样频率为１００ｋＨｚ。记录用玻璃微电极

经两步拉制而成，充灌电极内液后，电极阻抗为

１．５～３ΜΩ。当电极与细胞膜之间形成高阻封接

（＞１ＧΩ）后，将钳制电位调到－８０ｍＶ，进行快

电容补偿后，稍加负压破膜，使电极液与细胞内液
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相通，再进行慢电容和串联电阻补偿。

实验所用的刺激装置由实验室自行研制，先

将小鼠的皮层神经细胞分离和贴壁，然后再将得

到的活性状态较好的细胞放置于脉冲磁场当中，

刺激后再进行膜片钳试验，最后将得到的数据和

正常的进行对比研究，刺激过程如图１所示。

图１　脉冲磁场刺激示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｆｐｕｌｓａｔｉｎｇ

ｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄ

实验结果分析采用Ｐｃｌａｍｐ软件和Ｏｒｉｇｉｎ７．５

统计软件完成，分析结果用 Ｍｅａｎ±ＳＤ表示，脉

冲磁场刺激前后差异的显著性用单因数方差分析

和检验进行分析，犘＜０．０５表示有统计学差异。

３　结　果

３．１　瞬时外向钾通道电流（犐犃）的记录

采用上述标准细胞外液和电极内液，在外液

中加入１μｍｏｌ／Ｌ的ＴＴＸ、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＣｄＣｌ２

和２０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＴＥＡＣｌ。置细胞的钳制电位于

－８０ｍＶ，给予脉冲幅度为－６０～＋５０ｍＶ，脉冲

宽度为６０ｍｓ，步幅为＋１０ｍＶ，刺激频率为０．２５

Ｈｚ的去极化脉冲刺激电压（如图２（ａ））。在此条

件下对皮层神经细胞膜上瞬时外向钾电充进行记

录，得到快速激活和失活的瞬时外向钾电流。图

２（ｂ）和图２（ｃ）即为曝磁前后的瞬时外向钾电流。

考察正常皮层神经细胞犐Ａ 电流随时间变化

的特点。给予图２（ａ）所示的去极化脉冲刺激，分

别在破膜后的１～６ｍｉｎ记录不同时间的犐Ａ，可

知犐Ａ 在４ｍｉｎ时基本达到稳定。本试验分别采用

加刺激与并未加刺激的细胞第４ｍｉｎ的犐Ａ 电流

进行比较。

（ａ）刺激脉冲

（ａ）Ｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｓｔｅｐｓ

（ｂ）记录的犐Ａ

（ｂ）Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｏｕｔｗａｒｄ犐Ａ

（ｃ）曝磁后的犐Ａ

（ｃ）Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｏｕｔｗａｒｄ犐Ａ ａｆｔｅｒｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄｅｘｐｏ

ｓｕｒｅ

图２　瞬时外向电流犐Ａ 的记录

Ｆｉｇ．２　Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｏｕｔｗａｒｄｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｔｒａｃｅｓ

３．２　脉冲磁场刺激对犐犃 时间依赖性的影响

给予与３．１相同的去极化脉冲刺激，分别对

磁场照射２５ｍｉｎ和４５ｍｉｎ的犐Ａ 进行记录，已知

犐Ａ 在４ｍｉｎ时基本达到稳定，数据记录应从该时

刻开始进行。为给予不同阶梯去极化脉冲刺激，

做出经磁场作用２５ｍｉｎ和４５ｍｉｎ后的犐Ａ 电流

密度的犐犞 曲线。由实验结果可知：细胞经过曝

磁后，犐Ａ 受到明显的抑制，对照组的最大电流密

度为（２１３．８０±４１．６５）ｐＡ／ｐＦ（狀＝９，犘＜０．０５），

２５ｍｉｎ照射组最大电流密度为（７０．２４±２１．９２）

ｐＡ／ｐＦ（狀＝６，犘＜０．０５），４５ｍｉｎ曝磁组的最大

电流密度为（４９．２８±１０．９１）ｐＡ／ｐＦ（狀＝６，犘＜

０．０５）。

３．３　脉冲磁场对瞬时外向钾电流曲线的影响

给予同３．１中相同的刺激方式，将未加刺激

和加磁场刺激后得到的瞬时外向钾电流数据加以

比较，其结果如图３所示。
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图３　犐Ａ 随时间变化的犐犞 曲线

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎ犐Ａｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｔｉｍｅ

以膜电位（去极化刺激电位）为横轴，该膜电

位下激活的犐Ａ 电流密度值（电流／膜电容）为纵

轴，绘制通道电流的曲线，如图４所示。对照组和

曝磁组的最大激活电流密度分别为２１３．８０±４１．

６５ｐＡ／ｐＦ和６７．４６±２２．３４ｐＡ／ｐＦ。由犐犞 曲线

可知，脉冲磁场可以抑制犐Ａ。并且经检验，对照

组和脉冲磁场刺激组犐Ａ 在统计学上具有显著性

差异（狀＝１０，犘＜０．０５）。

图４　对照组、曝磁组犐Ａ 的犐犞 曲线

Ｆｉｇ．４　犐Ａｏｆｃｏｎｔｒｏｌｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎａｎｄｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄｉｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ

３．４　脉冲磁场对犐犃 稳态激活特性的影响

给予同３．１中相同的刺激方式，以第４ｍｉｎ

纪录的瞬时外向钾电流作为对照。利用公式犌＝

犐／（犞－犞ｒｅｖ）将电流值转换成电导值，其中犌为电

导、犞 为测试膜电位，犞ｒｅｖ为翻转电位，犐为不同膜

电位下测定的电流峰值。以电导值与最大电导值

的比值犌／犌ｍａｘ对应膜电位，分别绘制脉冲磁场作

用前后犐Ａ 的稳态激活曲线，如图４所示。所得曲

线可以用Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ方程犌／犌ｍａｘ＝１／｛１＋ｅｘｐ［犞

－犞１／２］／犽｝拟合，其中犞１／２为半数激活电压，犽为

曲线的斜率因子。由图５可以看出对照组与脉冲

磁场组激活曲线均呈Ｓ型，并由此计算出对照组

和曝磁组瞬时外向钾通道的半数激活电压犞１／２分

别为（１３．２５±２．２２）ｍＶ和（３０．９８±４．１１）ｍＶ（狀

＝６，犘＜０．０５），斜率因子分别为（２４．００±２．０５）

ｍＶ和（２３．３０±２．１３）ｍＶ（狀＝６，犘＞０．０５）。由

此可知，脉冲磁场作用可明显改变犐Ａ 的激活特

性，使激活曲线向右移动，且不改变其斜率因子。

图５　对照组、脉冲磁场照射组犐Ａ 的激活曲线

Ｆｉｇ．５　Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆ犐Ａｏｆｃｏｎｔｒｏｌｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

ａｎｄｐｕｌｓａｔｉｎｇｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

４　结　论

　　实验结果表明，频率为１５Ｈｚ，强度为１．４

ｍＴ，占空比位５０％的脉冲磁场的作用，会使小鼠

皮层神经细胞膜瞬时外向钾通道电流犐Ａ 受到一

定的抑制。结果还表明，脉冲磁场的作用可使犐Ａ

的激活曲线显著地右移，但不显著改变曲线的斜

率因子。据文献［１５］，神经细胞膜瞬时外向钾离

子通道犐Ａ 的激活过程受到抑制，会使得电压依赖

性钾通道的开放延迟，抑制犐Ａ 的激活过程而调节

神经细胞的静息电位和兴奋性，延缓神经细胞的

去极化过程，加速动作电位的产生。因此可知脉

冲磁场作用皮层神经细胞可以改变其瞬时外向钾

通道特性，调节神经元的生理功能。

低频脉冲磁场对有机体的作用是一个非线

性、瞬态的过程，主要集中在生物膜上。在中枢神

经系统中，由于对获取的信号存在放大机制，即便

采用低频低能脉冲磁场，在毫微秒的瞬间使膜电
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位发生毫伏量级的细微改变，也可使神经细胞膜

电位发生意义深远的变化。神经元的快速信号获

取是典型敏感的膜离子通道的关闭或开往，控制

膜内外的钠、钾、钙等离子转运。无论是膜两侧离

子浓度比值的变化还是电荷穿越质膜迁移所携带

的信息，都会改变细胞自身的生理和生化状态，但

其具体影响的机理则需要进一步的研究。
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