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乙酰胆碱特征超低频经颅磁刺激

对阿尔茨海默病模型大鼠记忆力的影响
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摘　要：目的　探索乙酰胆碱特征超低频经颅磁刺激（ＡＣｈＴＭＳ）对阿尔茨海默病（ＡＤ）模型大鼠学习记忆力的影响及其
机制。方法　ＳＤ大鼠随机分为正常组（Ｎ组）、模型组（Ｍ组）、假手术组（Ｐ组）、假刺激组（Ｍ＋Ｐ组）、乙酰胆碱特征超

低频磁刺激组（ＡＣｈＴＭＳ组）和多奈哌齐组（ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组），每组１０只。双侧海马注射 Ａβ１４２建立 ＡＤ模型。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫

实验观察大鼠学习记忆力。检测海马组织脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）及乙酰胆碱（ＡＣｈ）含量、乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）

及胆碱乙酰转移酶（ＣｈＡＴ）活力变化。改良 Ｈｉｇｈｍａｎ刚果红法观察淀粉样物质沉积情况。结果　与 Ｍ＋Ｐ组比较，ＡＣｈ

ＴＭＳ组大鼠平均逃避潜伏期缩短、目标象限游泳时间百分比及跨越平台次数明显增多（Ｐ＜０．０５）；ＢＤＮＦ、ＡＣｈ含量及

ＣｈＡＴ活力显著提高（Ｐ＜０．０５）。除 Ｎ组和 Ｐ组外，其余各组大鼠海马区可见淀粉样物质沉积。结论　ＡＣｈＴＭＳ可改善

ＡＤ模型大鼠学习记忆力，其机制可能与提高中枢胆碱能递质含量、促进海马 ＢＤＮＦ表达有关。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是老
年期痴呆最常见类型，以进行性认知功能障碍和行

为损害为主要表现。关于 ＡＤ的发病机制，目前以

β淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄ，Ａβ）瀑布学说影响较
大，该学说认为脑内 Ａβ沉积是 ＡＤ发生的起始事
件［１］。Ａβ是由淀粉样蛋白前体蛋白剪切产生，不
溶性 Ａβ是 ＡＤ主要致病因素，其中 Ａβ１４２毒性较
强。大鼠脑内注入 Ａβ１４２导致学习记忆力受损、海
马组织脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏ
ｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）含量减少、胆碱能细胞受损，组
织切片发现脑内 Ａβ沉积及炎性反应［２，３］。

经颅磁刺激技术 （ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｕｍｕ
ｌａｉｏｎ，ＴＭＳ）是基于脑电活动的一种神经刺激及神
经调节技术。超低频经颅磁刺激（ｉｎｆｒｏｌｏｗｆｒｅｑｕｅｎ
ｃｙｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｕｍｕｌａｔｉｏｎ，ＩＦＴＭＳ）可通过
磁场，在脑内产生与某种神经递质慢突触后电位频

率相同的感应电流，模拟该种神经递质的慢突触后

电位信号，产生该递质生理作用［４］。研究发现，予

某一特征 ＩＦＴＭＳ治疗，可产生生理状态下该递质
的作用，并检测到该递质含量升高［５，６］。据此，本

研究拟用乙酰胆碱特征超低频经颅磁刺激（ａｃｅｔｙｌ
ｃｈｏｌｉｎｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｎｆｒｏｌｏｗ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ
ｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｕｍｕｌａｔｉｏｎ，ＡＣｈＴＭＳ）治疗 Ａβ所致 ＡＤ大
鼠，观察其对大鼠学习记忆力的影响并探索其机

制。

１　材料与方法
１．１　实验动物及分组

清洁级雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，１０～１２
周龄，体重（２２０±５０）ｇ，由川北医学院实验动物中
心提供。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验粗筛游泳速度一致大鼠
（１．５标准差以内），随机分为正常组（Ｎ组）、模型
组（Ｍ组）、假手术组（Ｐ组）、假刺激组（Ｍ ＋Ｐ
组）、乙酰胆碱特征超低频磁刺激组（ＡＣｈＴＭＳ组）
和多奈哌齐组（Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组），每组 １０只。所有大
鼠 １２ｈ／１２ｈ明／暗交替环境（室温（２３±２）℃、湿
度 ５０％ ±１０％）下分笼饲养，自由取食饮水。所有
操作符合实验动物伦理学原则。

１．２　主要试剂、仪器及药物
盐酸多奈哌齐 （卫材公司，批号：国药准字

Ｈ２００５０９８７）；Ａβ１４２（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；大鼠 ＢＤＮＦ
ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＢｉｏＴＳＺ）；ＡＣｈ、ＡＣｈＥ、ＣｈＡＴ试剂盒
（南京建成公司）；淀粉样物质染液（北京雷根公

司）；立体定向仪（瑞沃德生命科技有限公司）；微

量进样针（瑞沃德生命科技有限公司）；超低频经

颅磁刺激仪（深圳康立公司）；Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫及视频
分析系统（北京吉安得尔科技有限公司）。

１．３　模型制作方法
参照 Ｏ’Ｈａｒｅ等［７］方法制作聚集态 Ａβ１４２，终浓

度为 １μｇ／μｌ，－２０℃分装保存。Ｎ组大鼠不做处
理，余各组 １０％水合氯醛（３．５ｍｌ／ｋｇ）腹腔注射
（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ｉ．ｐ．）麻醉，固定于脑立体
定位仪上，常规备皮消毒，头顶正中切口，暴露前

囟，参照大鼠脑立体定位图谱，微量进样针双侧海

马区（以前囟点为 ０，后 ３．０ｍｍ，旁开 ２．２ｍｍ，深
２．８ｍｍ）缓慢匀速注射 Ａβ１４２５μｌ，注射 ５ｍｉｎ，留
针 １０ｍｉｎ，同样方法 Ｐ组注射同等剂量生理盐水。
注射完毕后缝合头皮，肌注青霉素，连续 ３ｄ，预防
感染。恢复 ２周，Ｍ组完成 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，次
日测定海马组织 ＢＤＮＦ、ＡＣｈ含量及 ＡＣｈＥ、ＣｈＡＴ活
性并行脑组织切片刚果红染色。ＡＣｈＴＭＳ组予
ＫＦ１０型经颅磁刺激仪模拟 ＡＣｈ特征性磁场刺激
（强度 ８００Ｇｓ），每日 １次，每次 ２５ｍｉｎ，每周 ６ｄ，
持续 ４周，参照文献［４］。Ｍ＋Ｐ组线圈通电，但不
刺激。ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组予多奈哌齐（２．３３ｍｇ／ｋｇ）灌胃，
每晚 １次，连续 ４周。Ｎ组和 Ｐ组不做处理。各组
治疗结束次日起，完成与 Ｍ组相同实验项目。
１．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫为直径 １５０ｃｍ、高 ５０ｃｍ圆柱形
水池。水池内平均分为 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ和 ＩＶ四个象限，以
每个象限池壁中点为该象限入水点。在第 ＩＩＩ象限
正中（距池壁约为 ３５ｃｍ）有一直径１０ｃｍ，高１５ｃｍ
圆柱形平台。实验前水中加入墨汁混匀，使平台低

于水面 １．５ｃｍ，水温维持（２３±２）℃。实验包括
定位航向实验（ｈｉｄｄｅｎｐｌａｔｆｏｒｍｔｅｓｔ）、空间探索实验
（ｐｒｏｂｅｔｅｓｔ）和 可 视 化 平 台 实 验 （ｖｉｓｉｂｌｅｐｌａｔｆｏｒｍ
ｔｅｓｔ）。大鼠运动轨迹由置于水池上方红外摄像头
捕捉后，经计算机和行为学分析系统进行处理。主

要记录各组大鼠逃避潜伏期（ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ，ＥＬ）、
目标象限游泳时间百分比及跨越平台次数，参照文

献［８］。

１．５　ＢＤＮＦ、ＡＣｈ、ＡＣｈＥ和 ＣｈＡＴ含量测定
各组随机选 ７只大鼠，１０％水合氯醛深度麻醉

（ｉ．ｐ．４ｍｌ／ｋｇ），断头取脑，快速冰上取海马组织，
过液氮，－８０℃保存备用。ＥＬＩＳＡ法检测 ＢＤＮＦ含
量，生化比色法检测 ＡＣｈ含量及 ＡＣｈＥ、ＣｈＡＴ活性。
按试剂说明书操作。
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１．６　改良 Ｈｉｇｈｍａｎ刚果红染色
各组余大鼠，１０％水合氯醛深度麻醉（ｉ．ｐ．

４ｍｌ／ｋｇ），暴露心脏，左室穿刺经主动脉相继灌注
生理盐水 ２５０ｍｌ和 ４％多聚甲醛 ２５０ｍｌ，取脑，置
于新鲜 ４％多聚甲醛固定。常规脱水、石蜡包埋、
切片（厚 ５μｍ）。参照徐斌等［９］方法染色，光学显

微镜下观察淀粉样物质沉积情况。

１．７　统计学分析
统计学分析采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，计

量数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。符合方差齐
性数据，组间比较用单因素方差分析，若否，则用

非参数检验。检验标准以 Ｐ＜０．０５表示差异有统
计学意义。

２　结果
２．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫

随着训练天数增加，各组大鼠 ＥＬ呈缩短趋势。

①与 Ｎ组比较，Ｍ组和 Ｍ＋Ｐ组 ＥＬ显著延长（Ｐ＜
０．０５），目标象限游泳时间百分比及跨越平台次数
明显下降（Ｐ＜０．０５），但 Ｎ组和 Ｐ组间及 Ｍ组和
Ｍ＋Ｐ组间以上三项指标差异均无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。与 Ｍ组和 Ｍ＋Ｐ组比较，ＡＣｈＴＭＳ组
（训练 １～４ｄ）和 ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组（训练 ２～５ｄ）ＥＬ明
显缩短（Ｐ＜０．０５），目标象限游泳时间百分比和
跨越平台次数增加（Ｐ＜０．０５），但 ＡＣｈＴＭＳ组与
ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
与 Ｎ组比较，ＡＣｈＴＭＳ组（除第５天外）及 Ｄｏｎｅｐｅｚ
ｉｌ组大鼠 ＥＬ、目标象限游泳时间百分比和跨越平
台次数差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。②在排
除运动及视力对实验结果的影响后，各组大鼠平均

游泳速度和可视化平台实验中到达平台所需时间

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图 １。
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图 １　各组大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果

注：ＡＥ分别代表 ＥＬ（ｓ）、目标象限游泳时间百分比、跨越平台次数、平均游泳速度（ｃｍ／ｓ）和到达可视

平台所需时间（ｓ）；ＦＨ分别代表各组空间探索实验中游泳轨迹。△为与 Ｎ组比较，Ｐ＜０．０５；☆为与

Ｍ组比较，Ｐ＜０．０５；▲为与 Ｍ＋Ｐ组比较，Ｐ＜０．０５；＃为与 ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　ＡＣｈ、ＢＤＮＦ含量及 ＡＣｈＥ、ＣｈＡＴ活力
２．２．１　ＡＣｈ含量及 ＡＣｈＥ、ＣｈＡＴ活力　与 Ｎ组比
较，Ｍ组和 Ｍ＋Ｐ组 ＡＣｈ含量、ＣｈＡＴ活力明显下降
（Ｐ＜０．０５）；虽然 ＡＣｈＥ活力下降，但差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＣｈＴＭＳ组及 Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组
ＡＣｈＥ活力较 Ｎ组明显下降（Ｐ＜０．０５）。Ｎ组和 Ｐ
组间ＡＣｈ含量及ＣｈＡＴ、ＡＣｈＥ活力无明显差异（Ｐ

＞０．０５）。与 Ｍ＋Ｐ组比较，ＡＣｈＴＭＳ组和 ｄｏｎｅｐｅ
ｚｉｌ组 ＡＣｈ含量、ＣｈＡＴ活力明显上升（Ｐ＜０．０５）；
ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组 ＡＣｈＥ活力下降（Ｐ＜０．０５），ＡＣｈＴＭＳ
组 ＡＣｈＥ活力无明显变化（Ｐ＞０．０５），ＡＣｈＴＭＳ组
和 ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组间 ＡＣｈＥ活力比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。见表 １。
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表１　大鼠海马组织ＡＣｈ含量及ＡＣｈＥ、ＣｈＡＴ活力　（ｘ±ｓ）

组别
例数

（ｎ）
ＡＣｈ

（μｇ／ｍｇｐｒｏｔ）
ＡＣｈＥ

（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）
ＣｈＡＴ
（Ｕ／ｇ）

Ｎ组 ７ ６７．７１±８．２０☆▲ １．５１±０．２１☆＃ ３９．１６±４．４１☆▲

Ｍ组 ７ ５１．４５±５．４４△▲＃ １．２７±０．２５＃ ２４．８４±２．３３△▲＃

Ｐ组 ７ ６５．６５±４．７０☆▲ １．４５±０．３７☆＃ ３７．５１±２．６９☆▲

Ｍ＋Ｐ组 ７ ３７．００±８．３７△☆＃ １．２２±０．２１＃ １７．２１±２．９１△☆＃

ＡＣｈＴＭＳ组 ７ ５７．２１±８．３２☆▲ １．０６±０．２７△ ３２．９７±９．０３☆▲

ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组 ７ ６２．２９±４．６３☆▲ ０．９２±０．０７△☆▲ ３３．３０±９．１１☆▲

注：△为与Ｎ组比较，Ｐ＜０．０５；☆为与 Ｍ组比较，Ｐ＜０．０５；▲为与
Ｍ＋Ｐ组比较，Ｐ＜０．０５；＃为与ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２．２　ＢＤＮＦ含量　与 Ｎ组比较，Ｍ组和 Ｍ＋Ｐ
组 ＢＤＮＦ含量明显减少（Ｐ＜０．０５），但 Ｎ组和 Ｐ组
间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与 Ｍ组比
较，Ｍ＋Ｐ组、ＡＣｈＴＭＳ组和 Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组 ＢＤＮＦ含量
显著减少（Ｐ＜０．０５）。与 Ｍ＋Ｐ组比较，ＡＣｈＴＭＳ
组 ＢＤＮＦ含量明显提高（Ｐ＜０．０５），ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组无
明显变化（Ｐ＞０．０５）。ＡＣｈＴＭＳ组与 ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组
间 ＢＤＮＦ含量比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。见表 ２。
２．３　刚果红染色

如图 ２所示，Ｍ组（图 ２ｃ）大鼠海马区可见成

片砖红色 Ａβ沉积，主要集中于齿状回（ｄｅｎｔａｔｕｓｇｙ
ｒｕｓ，ＤＧ），沉积物周围细胞带消失、大量胶质细胞
浸润、广泛神经元细胞变性，核深染。ＡＣｈＴＭＳ组
（图 ２ｄ）、ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组（图 ２ｅ）和 Ｍ＋Ｐ组（图 ２ｆ）
Ａβ沉积较 Ｍ组少，但 Ｍ＋Ｐ组 Ａβ沉积周围胶质
细胞浸润明显，ＤＧ区细胞带不完整。Ｎ组（图 ２ａ）
和 Ｐ组（图 ２ｂ）未见 Ａβ沉积，ＤＧ细胞带完整，但
Ｐ组可见部分神经元细胞形态不规则，Ｎ组神经元
细胞形态正常，细胞核淡染。

表２　大鼠海马组织ＢＤＮＦ含量　（ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） ＢＤＮＦ（ｎｇ／Ｌ）
Ｎ组 ７ ２０７．７４±１４．４４☆▲＃

Ｍ组 ７ １８５．１３±３．７０△▲＃

Ｐ组 ７ ２０３．５０±８．７８☆▲＃

Ｍ＋Ｐ组 ７ １３１．８２±４．０１△☆

ＡＣｈＴＭＳ组 ７ １５１．８１±４．５２△☆▲＃

ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组 ７ １３３．７７±３．４８△☆

注：△为与Ｎ组比较，Ｐ＜０．０５；☆为与 Ｍ组比较，Ｐ＜０．０５；▲为与

Ｍ＋Ｐ组比较，Ｐ＜０．０５；＃为与ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组比较，Ｐ＜０．０５。
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图 ２　大鼠海马组织刚果红染色（×１００）

注：ａ：Ｎ组；ｂ：Ｐ组；ｃ：Ｍ组；ｄ：ＡＣｈＴＭＳ组；ｅ：ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组；ｆ：Ｍ＋Ｐ组；ＤＧ：齿状回。

３　讨论

随着社会老龄化进程，ＡＤ发病人数呈增长趋

势，给家庭、社会经济及医疗资源带来沉重负担，

尤其是中低收入的发展中国家［１０］。尽管研究者们

从不同角度探索 ＡＤ的治疗新方案，但仍面临各种

困难。目前，临床用于 ＡＤ治疗的药物主要是胆碱

酯酶抑制剂（ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＣｈＥＩｓ）和美金

刚，但其费用较昂贵，且随着病程进展，疗效下

降［１１］。ＡＣｈ是胆碱能神经元的重要递质，ＣｈＥＩｓ通

过抑制 ＡＣｈＥ的活性，提高脑内 ＡＣｈ含量从而改善

ＡＤ患者认知功能［１２］。Ａβ主要通过影响 ＡＣｈ的合

成和分解以影响中枢胆碱能物质传递［１３］。ＡＣｈ是

在胆碱能神经细胞胞浆内，以乙酰辅酶 Ａ和胆碱
为原料，ＣｈＡＴ催化作用下合成。ＡＣｈ极易被 ＡＣｈＥ

·１２１·

　国际神经病学神经外科学杂志　　２０１７年　第 ４４卷　第 ２期　　 　



水解，因此，ＡＣｈ含量主要取决于 ＣｈＡＴ及 ＡＣｈＥ活
性变化［１１］。ＢＤＮＦ是中枢神经系统分布最为广泛
的神经营养因子，在学习和记忆形成中有重要作

用［１４］。研究发现，ＡＤ患者 ＢＤＮＦ及其受体表达下
降［３］，ＢＤＮＦ可以延迟 ＡＤ患者及正常老年人认知
功能下降时间［１５］、保护 ｔａｕ蛋白过度磷酸所致神经
元损伤［１６］、影响 ＡＣｈ合成和释放［１７］。ＴＭＳ技术作
为一种新的技术，逐渐被应用于神经精神性疾病的

诊治，如癫痫、帕金森病等［１８，１９］。有证据表明，ＴＭＳ
可改善 ＡＤ患者认知功能［２０］，但主要集中在高、低

频的研究，对 ＩＦＴＭＳ的研究较少。国内报道其能
改善脑瘫患儿运动功能、抑郁症及睡眠障碍患者临

床症状［２１２３］。

本研究显示，双侧海马注射 Ａβ１４２导致大鼠学
习记忆力下降，海马组织 ＢＤＮＦ、ＡＣｈ含量和 ＣｈＡＴ
活性下降。刚果红染色提示，海马 ＤＧ区 Ａβ沉积。
在未干预情况下，大鼠学习记忆力进行性下降，

ＡＣｈ、ＣｈＡＴ和 ＢＤＮＦ含量呈下降趋势，这可能是 Ａβ
对中枢神经系统持续性损害的结果。同时 ＡＣｈＥ
活性也呈下降趋势，其原因可能是，ＡＣｈ减少后
ＡＣｈＥ活性也代偿性下降。ＡＣｈＴＭＳ和多奈哌齐治
疗后，ＡＣｈ含量较 Ｍ＋Ｐ组明显提高，但仍较正常
组差，这与之前的研究结果一致［２４］。然而，ＡＣｈ
ＴＭＳ与多奈哌齐治疗效应存在差异，与 Ｍ＋Ｐ组相
比，ＡＣｈＴＭＳ组 ＡＣｈＥ活力无明显变化，ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组
则显著下降，这与多奈哌齐抑制 ＡＣｈＥ活性有关，
而 ＡＣｈＴＭＳ组较 ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ组对 ＢＤＮＦ有显著促表
达作用。故我们推测，ＡＣｈＴＭＳ对 ＡＤ模型大鼠学
习记忆力的改善作用可能与增强海马 ＢＤＮＦ表达、
提高 ＡＣｈ含量有关，但并不影响 ＡＣｈＥ活性。Ｍ＋
Ｐ组大鼠学习记忆力呈进行性下降，但病理切片并
未发现相应 Ａβ量的积累，相反，呈减少趋势，这可
能与大鼠对 Ａβ的自身清除作用有关［２５］。Ｍ组与
Ｍ＋Ｐ组海马 Ａβ沉积部位周围，胶质细胞浸润较
其他组明显，这提示，ＡＣｈＴＭＳ还可能存在抑制炎
症反应的作用。但不足的是，本研究仅对其进行了

粗略的观察，并未进行量化。另外，对于大鼠体内

Ａβ沉积量与时间的关系、磁刺激治疗是否影响 Ａβ
沉积、磁刺激治疗作用持续时间等方面内容也未进

行更深的探索。这也是我们该研究以后所要进一

步探索的内容。

综上所述，海马注射 Ａβ１４２可引起大鼠学习记
忆力、ＡＣｈ含量及 ＢＤＮＦ表达水平下降。ＡＣｈＴＭＳ

可在一定程度上改善 Ａβ所致损害，其机制可能与
ＡＣｈＴＭＳ提高了中枢胆碱能递质含量、促进 ＢＤＮＦ
表达、抑制炎症反应等有关。
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