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摘要 目的　重复经颅磁刺激（repetitive transcranial magnetic stimulation，rTMS）是一种非侵入性脑刺激技术，为治疗阿

尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）提供了一种非药物方法。研究表明，铁死亡可促进AD的病理发生和发展，而抑

制神经元铁死亡可有效改善AD的认知障碍。钙离子（Ca2+）稳态失衡与AD的病理密切相关，并可通过多种途径驱动铁死

亡的发生。本研究旨在探讨 rTMS是否通过抑制神经元铁死亡或者维持钙稳态来改善AD小鼠认知障碍，从而为 rTMS在治

疗AD中的应用奠定理论和实验基础。方法　APP/PS1 AD小鼠分别经过0.5 Hz低频和20 Hz高频 rTMS处理，通过新物体识

别和水迷宫实验评估治疗结果。利用酶联免疫吸附分析（ELISA）方法测定各组小鼠海马体中谷胱甘肽（GSH）、丙二醛

（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、Fe2+的水平。使用Erastin诱导HT-22细胞铁死亡，经过高低频磁刺激治疗后，CCK-8检

测其细胞活性，Fluo-4 AM检测其胞内钙离子浓度变化。结果　与正常小鼠相比，AD小鼠表现出显著的认知能力下降，同

时铁死亡水平和胞内钙离子浓度显著升高。高频和低频 rTMS治疗都能够显著改善AD小鼠认知障碍，并且能够抑制AD小

鼠神经元铁死亡和胞内钙离子异常增加。结论　高频和低频重复经颅磁刺激都能够有效改善AD小鼠认知功能障碍，这种

效应可能是通过改善铁死亡或细胞内钙离子失衡来实现的。
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阿尔茨海默病 （Alzheimer’ s disease，AD）

是老年人中最普遍的痴呆形式，已构成重大的公共

卫生挑战。目前，缺乏能够阻止、改善或逆转与衰

老相关的认知能力下降的理想治疗干预措施［1］。

因此，解开学习和记忆退化的潜在机制并确定有效

的治疗方法势在必行。

铁死亡是一种独特的细胞死亡形式，与细胞凋

亡、细胞坏死和自噬不同，主要表现为铁依赖性的

脂质过氧化［2］。近年来，铁死亡越来越被认为是

神经系统疾病，尤其是神经退行性疾病的潜在机

制［3］。研究发现，AD患者大脑中存在铁沉积、谷

胱甘肽 （glutathione，GSH） 耗竭和脂质过氧化，

表明铁死亡是导致AD进展的一个因素［4］。使用去

铁胺等药物可有效抑制神经元铁死亡，消除脑内铁

积累，并且已被发现能减缓AD的进展［5］。因此，

靶向铁死亡可能成为逆转AD发病过程中氧化损伤

的一种有前景的方法［6］。

钙离子（Ca2+）作为体内第二信使之一，是维

持不同神经元功能的基础。钙离子参与大脑中的数

据处理、记忆存储和突触可塑性等生理过程［7］。

神经元对钙离子稳态失衡高度敏感，钙离子稳态在

维持神经元功能中起着重要作用［8］。研究表明，

神经元中持续的钙离子稳态紊乱是早期AD的原因

之一［9］。钙离子和铁在神经元铁死亡中均起着关

键作用。它们共同参与活性氧 （reactive oxygen 

species，ROS） 的产生、线粒体稳态和突触可塑

性，并可通过体内ROS信号相互作用。值得注意

的是，铁、钙离子和ROS信号之间的相互作用是
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双向的，因为许多参与细胞抗氧化防御和 ROS产

生的蛋白质是钙离子依赖性的。铁诱导ROS增加，

改变钙离子信号稳态［10］。反过来，钙离子失调通

过大量产生脂质过氧化和谷氨酸抑制胱氨酸/谷氨

酸逆向转运蛋白系统（铁死亡调控的核心节点）来

驱动铁死亡［11-12］。有研究表明，胞质钙增加是铁死

亡的标志，可被铁死亡特异性抑制剂铁抑素

（ferrostatin-1，Fer-1）抑制［13］。综合来看，铁死亡

和钙稳态之间的联系密不可分，并且都在AD的发

展机制中发挥着重要的作用。

重 复 经 颅 磁 刺 激 （repetitive transcranial 

magnetic stimulation，rTMS）作为一种安全且无创

的治疗方式在各种神经系统疾病的研究和治疗中获

得了广泛的应用［14-15］，特别是应用于 AD［16-17］。

rTMS通过向特定脑区施加序列化磁脉冲，实现对

目标区域及其功能网络的瞬时调控。其在AD治疗

方面的作用机制涉及两个层面：a. 通过电磁感应改

变神经元跨膜电位，调节皮层兴奋性阈值及同步化

放电模式；b. 通过长时程增强或抑制效应重塑突触

传递效能。临床证据显示，rTMS干预可诱导神经

元再生标志物表达上调，同时显著降低淀粉样前体

蛋白裂解产物Aβ1-42的脑内沉积浓度，这些分子改

变与认知功能改善呈显著相关性［16， 18］。另外，频

率通常被认为是 rTMS 调节兴奋性的关键决定因

素［19］，在 rTMS 中，超过 1 Hz 的刺激被归类为高

频，而低于 1 Hz的刺激被认为是低频的［20］。大量

临床研究表明，rTMS对AD模型动物认知功能障

碍具有改善作用，相较于临床研究中多用高频刺

激，在AD模型动物的治疗中，低频和高频 rTMS

均表现出对AD导致的认知功能障碍的改善作用。

Tan等［21］和Zhang等［22］发现低频 rTMS可改善AD

模型鼠认知障碍。而Chen等［23］和Choung等［24］发

现低频和高频 rTMS 对注射 Aβ小鼠的空间工作记

忆及感觉运动能力有积极作用。但相较于低频（1 

Hz），高频（10 Hz和20 Hz）的干预效果更好。综

上所述，在对 rTMS改善AD模型鼠的认知障碍的

研究中，发现高频 rTMS和低频 rTMS均有积极作

用，但对于低频和高频的作用差异结论不一。

本研究采用 APP/PS1 双转基因 AD 模型小鼠，

探究 rTMS 的神经保护机制。实验设计采用高频

（20 Hz） 与低频 （0.5 Hz） 两种 rTMS 干预方案，

通过为期14 d的连续刺激，旨在揭示不同频率磁刺

激通过调控铁死亡和钙稳态通路改善认知功能障碍

的分子机制。研究结果表明，高频 20 Hz 和低频

0.5 Hz rTMS 均能显著增强 AD 小鼠认知功能。酶

联免疫（ELISA）检测试剂盒揭示了不同频率磁刺

激均可抑制AD小鼠海马神经元铁死亡。进一步研

究发现，胞内钙的激增参与了因 Erastin 诱导的细

胞铁死亡，对海马神经细胞施加 0.5 Hz和20 Hz的

磁刺激之后，可以降低因细胞铁死亡导致的异常升

高的胞内钙离子浓度。这些结果表明，rTMS可能

通过抑制铁死亡改善AD小鼠认知障碍，其中调节

机制还涉及细胞内钙稳态。

1　材料和方法

1.1　动物

C57因其品系稳定被广泛应用于构建病理动物

模型及转基因实验动物模型。APP/PS1 小鼠是以

C57小鼠为遗传背景的携带人APP以及突发人早老

蛋白 1的双转基因AD模型小鼠［25］。APP/PS1小鼠

认知缺陷在 3~12 月内随着年龄的增加而显著

加重［26-27］。

在本研究中，采用 24 只雌性 APP/PS1 双转基

因AD模型小鼠和 8只雌性C57BL/6J小鼠，年龄 4

个月，体重25~30 g，来源于恒容生物科技（天津）

有限公司。小鼠先接受1周的适应性饲养，饲养环

境保持恒温（24±1）℃，供应食物和饮用水，光

照/明暗周期为12 h。经过适应性喂养后将AD模型

小鼠随机分为AD+Sham组、AD+L rTMS组和AD+

H rTMS 组，每组 8 只动物。C57BL/6J 小鼠作为

Control组。该动物实验全部内容均根据中国相关

指南和规定进行，由河北工业大学生物医学伦理委

员会审批（编号：HEBUTaCUC2022028），且符合

实验动物使用规范。

1.2　经颅磁刺激

在本实验中，选用的经颅磁刺激设备来自于武

汉依瑞德科技有限公司，具体型号为CCY-IA型经

颅磁刺激仪，配备的标准刺激线圈为适用于动物实

验的圆形线圈，其几何尺寸规格如下：线圈横截面

积为 64 mm×30 mm，外部直径为 56 mm，内部空

腔直径为14 mm，线圈的高度为23 mm。小鼠保持

清醒并固定在一个专门设计的塑料圆柱体内。线圈

与小鼠头部的中心对齐，平行于小鼠的颅骨。对于

AD+L rTMS组，实验参数包括 0.5 Hz的低频和 0.3 

T 的刺激强度（线圈最大输出的 14%，即 2.2 T）。

每天用 500 个脉冲进行刺激。AD+H rTMS 组实验

参数为20 Hz的高频和0.3 T的刺激强度，连续14 d

每天接收 500个脉冲。同时给予对照组和 Sham组
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小鼠相应的伪刺激，即线圈垂直翻转，远离小鼠头

部一定距离，使小鼠听到刺激但不接收刺激。每天

早上8：00至10：00进行刺激。

1.3　Morris水迷宫实验

在 rTMS 干预之后，进行了 Morris 水迷宫实

验，水迷宫实验主要涵盖了定位导航和空间探索两

个核心环节。首先，在定位航行阶段，实验自平台

相对的象限起始，将小鼠面向游泳池壁放入水中，

同步启动摄像跟踪系统，系统将自动捕捉并记录小

鼠自投入水中直至寻找到隐藏平台所需的时间，即

所谓的逃避潜伏期。依次对平台所在象限及邻近象

限各执行1次训练，持续5 d。到了实验进程的第6

天，进入空间探索测试阶段。此刻，隐藏平台已被

移除，实验依然从对侧象限起始，小鼠面向泳池壁

放入水中，同时继续启用摄像跟踪系统。在60 s的

时间窗口内，系统详细记录小鼠在水中的游动轨

迹。特别关注的数据包括小鼠在目标平台所在象限

的停留总时长，以及穿越原平台区域的次数，这两

项数据均由实验系统自动抓取并记录。

1.4　新物体实验

新 物 体 识 别 实 验 （novel object recognition 

experiment） 是经典啮齿类动物认知功能测试实

验，是模仿人类失忆症的测试发展起来的，它依赖

于啮齿动物探索新事物的天性。新物体识别实验是

一种常用于评估情景性陈述性记忆的行为测试，它

最大的优点是可以让动物在自然非应激状态下进行

学习记忆测试，模拟人类学习记忆行为；便于修

改，可以检测学习和记忆的不同阶段，也可以设置

不同的间隔时间以评价短期和长期记忆［28-29］。新

物体识别实验已广泛用于大小鼠和其他物种的认知

功能测试。

实验所用新物体识别实验箱配制专用动物追踪

摄像头，并可使用配套的Any-maze行为跟踪软件

完成对实验动物的实时运动轨迹追踪以及探索物体

行为测定。实验箱箱体长宽高均为40 cm，软件设

置追踪目标为小鼠头部，自动识别小鼠在进入物体

所在范围的探索时间，并删除小鼠站于物体上向上

探索的时间，记为小鼠探测物体时间。新物体识别

实验共分为4个阶段。a. 空箱适应期，依次单独将

小鼠放入空箱自由探索 20 min，以便适应实验环

境，减少实验时小鼠应激性。b. 物体熟悉期，空箱

适应期24 h后，在实验箱体底板一侧相邻位置放置

两个相同的物体（蓝色圆柱体），将小鼠以面对物

体对侧箱体的方式放入箱子自由探索 10 min。c. 测

试 I期，在物体熟悉期 1 h后，用一个新物体（红

色正方体）代替右侧旧物体（蓝色圆柱体），将小

鼠放入箱内自由探索测试 5 min，记录小鼠运动轨

迹、探索物体时间。d. 测试 II期，在测试 I期结束 

24 h后，用另一个新物体（黄色三角体）代替左侧

旧物体（蓝色圆柱体），将小鼠放入箱内自由探索

测试 5 min，记录小鼠运动轨迹、探索物体时间。

新物体识别实验流程如图2所示。在新物体识别实

验的测试 I期与测试 II期阶段，通过对每只小鼠的

探索行为进行细致的视频追踪记录，实验可以精准

统计每只小鼠探索新物体的时间 T1与探索旧物体

的时间T2，计算得到测试 I期与测试 II期的认知指

数CI，分别记为CI （1h）与CI （24h）。认知指数

计算公式如下：

CI = T1 / （T1 + T2）

式中 T1 （s）表示小鼠探索新物体的时间，T2

（s）表示探索旧物体的时间。

Fig. 1　The experimental timeline of rTMS treatment and behavioral tests
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1.5　ELISA
实验动物完成行为学测试后，采用颈椎脱臼法

实施安乐死并立即进行脑组织取材。完整脑组织离

体后迅速转移至预冷到0~4℃的解剖操作台，在体

视显微镜辅助下进行精细解剖，重点分离双侧海马

区组织。分离获得的样本经液氮速冻处理 45 s后，

转移至预冷冻存管并密封，随后转移至–80℃超低

温冰箱长期保存，所有操作需在冰上完成，且全程

操作时间控制在3 min内。

采用 ELISA 双抗夹心法检测各组小鼠海马组

织中GSH、丙二醛（malondialdehyde，MDA）、组

织 铁 、 Fe2+ 和 Fe3+ 含 量 以 及 超 氧 化 物 歧 化 酶

（superoxide dismutase，SOD） 活性，具体操作参

照 试 剂 盒 说 明 书 进 行 （BC1170； BC0025；

BC4355；BC5415；BC0175；北京索莱宝科技有限

公司）。

1.6　细胞培养及分组

将来自于青旗生物技术发展有限公司的HT-22

细胞（一种小鼠海马神经元细胞）接种于含胎牛血

清（FBS）、青霉素-链霉素双抗的 DMEM 培养基

中，并将细胞放置在含5% CO2且湿度饱和的37℃

细胞培养箱中进行培养。培养好的贴壁细胞被随机

平均分成 3 组，包括 Erastin+Sham 组、Erastin+L 

rTMS（0.5 Hz）组和Erastin+H rTMS（20 Hz）组。

正常细胞作为 Control 组。取对数生长期的 HT-22

细胞，按 1×105个/mL细胞浓度根据实验需要接种

至96孔板或6孔板中，常规培养24 h。吸弃上清液

后，向 Control 组加入等量完全培养基，Erastin+

Sham 组予 20 μmol/L Erastin 干预，Erastin+L rTMS

组 予 20 μmol/L Erastin＋rTMS （0.5 Hz） 干 预 ，

Erastin+H rTMS 组予 20 μmol/L Erastin＋rTMS （20 

Hz）干预。磁刺激参数同样采取强度为 0.3 T，频

率为 0.5 Hz 低频或 20 Hz 高频，刺激脉冲数均为

500个。初始治疗在细胞贴壁 8 h后开始，后续治

疗从随后每天早上开始，持续3 d。

1.7　细胞活力检测

细胞活力采用 CCK-8 试剂盒（中国上海碧云

天生物技术有限公司）进行测定。具体步骤如下：

将HT-22细胞以每孔 1×105个细胞的密度接种于含

完全培养基的 96孔板中，待细胞贴壁后，分别加

入不同浓度的铁死亡诱导剂 Erastin （0.1、1、10、

20、30 μmol/L）处理 24 h。随后，每孔加入 10 μl 

CCK-8试剂，于 37°C、5% CO₂培养箱中避光孵育

2 h，实验操作严格遵循试剂盒说明书。最后，使

用多功能酶标仪测定 450 nm波长处的吸光度值A。

筛选出 Erastin 的适宜作用浓度，并使用该浓度开

展后续干预实验。

1.8　钙离子荧光检测

Fluo-4 AM工作液制备：取储存液用PBS缓冲

液稀释至终浓度2 µmol/L（现用现配，避免反复冻

融）。细胞处理流程：a. 吸弃原培养基，PBS冲洗3

次；b. 加入 100 μL Fluo-4 AM工作液覆盖细胞层；

c. 37℃恒温培养箱中避光孵育 30 min 完成探针装

载；d. PBS洗涤3次后，续孵20 min确保胞内酯酶

充分水解AM酯基；e. 使用多功能酶标仪（激发波

长 488 nm，发射波长 520 nm）检测荧光强度。数

据处理：通过测定各组 Fluo-4 AM 荧光强度 （F）

与对应样本的细胞活性光密度值（OD），计算比值

（F/OD）得到相对钙离子浓度，消除细胞数量或活

性差异带来的影响。

1.9　数据处理

通过单因素方差分析，然后进行Tukey事后检

验进行多重比较，以治疗为主要因素，对结果进行

分析。图4a、图5d、图6和图7中提供的数据通过

双向方差分析进行分析，然后进行Tukey事后检验

以进行多重比较。使用的数据分析软件是 Origin 

Fig. 2　Flow chart of the novel object recognition experiment
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2018和GraphPad Prism 8.1。统计结果平均值±标准

差（means±SD）表示，P<0.05为差异具有统计学

意义。对于图 8，使用 Shapiro-Wilk检验评估了数

据的分布正态性。如果数据未能证明正态分布，则

应用对数变换或非参数检验。最后，根据数据的分

布，使用Pearson或Spearman的相关性分析来评估

相关性。

2　结 果

2.1　rTMS对AD小鼠认知功能的影响

为了分析不同频率 rTMS对AD模型小鼠识别

记忆的影响，计算小鼠在测试 I期和测试 II期的新

物体认知指数分析小鼠短期（1 h）和长期（24 h）

识别记忆功能的变化。如图 3a所示，在新物体测

试 I期，AD+Sham的认知指数显著低于Control组

（P<0.05） 和 AD+L rTMS 组 （P<0.05）。图 3b 显

示，在测试 II期，AD+Sham的认知指数与Control

组（P<0.001）、AD+L rTMS组（P<0.001）和AD+

H rTMS组（P<0.001）相比均明显下降。新物体识

别实验数据分析结果显示，AD模型小鼠的认知指

数相较于健康对照组小鼠呈现显著下降的趋势。不

论是采用高频 rTMS还是低频 rTMS手段，都可以

显著改善AD模型小鼠的短期与长期识别记忆的损

伤，且这两种不同频率的磁刺激方式在改善效果上

并无显著区别。

在 Morris 水迷宫测试中，如图 4a 所示，随着

训练天数的增加，各组的逃避潜伏期逐渐缩短，呈

现不同水平的学习和记忆能力。对逃避潜伏期的统

计分析显示，治疗因素（F （3，140）=19.10，P<

0.001） 和时间因素 （F （4， 140） =25.98， P<

0.001）均存在显著的主因子间效应。主因子之间

的交互作用未发现显著性（F （12，140） =1.564，

P=0.108 9）。这一观察结果强调了治疗因素和时间

因素对逃避潜伏期的独立影响。值得注意的是，

AD+Sham组逃逸潜伏期缩短速率显著低于其他组

别（图4a），表明AD病理显著损害空间学习进程。

在训练第5天（测试终点），图4b显示了小鼠全程

运动轨迹图，AD+Sham组首次抵达平台的潜伏期

显著长于 Control 组 （P<0.001）、AD+H rTMS 组

（P<0.001）及 AD+L rTMS 组（P<0.001）（图 4c）。

空间探索阶段进一步揭示，Control组小鼠在目标

平台区域的停留时间较AD+Sham组延长（P<0.01，

图 4d）；AD+Sham 组目标象限停留时间占比显著

低于 Control 组 （P<0.001）、AD+H rTMS 组 （P<

0.001） 及 AD+L rTMS 组 （P<0.001）（图 4e）；

Control组与AD+L rTMS组小鼠穿越平台次数显著

高于AD+Sham组（P<0.05）。上述结果表明，AD+

Sham组呈现显著的空间记忆检索障碍，其行为学

缺陷与海马依赖性记忆损伤特征一致；高/低频

rTMS干预均能有效逆转AD小鼠的学习记忆损伤，

其中 AD+L rTMS 组在逃逸潜伏期缩短速率 （图

4a）及目标象限探索偏好（图 4e）等指标上表现

出与Control组相当的行为模式。综合各参数，低

频 rTMS对空间记忆的改善效应更为显著，提示其

可能通过特定神经可塑性机制发挥作用。

2.2　rTMS对海马内细胞铁死亡水平的影响

如图5a所示，AD+Sham组的GSH含量显著低

于Control组（P<0.01）、AD+L rTMS（P<0.05）和

AD+H rTMS （P<0.05），其余 3组之间无显著性差

Fig. 3　Cognitive index of novel object recognition test
（a）  Cognitive index of test phase I. （b）  Cognitive index of test phase II. *P<0.05， ***P<0.001； n=8.
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异。如图 5b 所示，AD+Sham 组的 MDA 含量显著

高于 Control 组 （P<0.01）、AD+H rTMS 组 （P<

0.05）和AD+L rTMS组（P<0.01），AD+L rTMS组

和Control组之间无显著性差异，并且都显著低于

AD+H rTMS 组 （P<0.05）。如图 5c 所示，Control

组海马组织的SOD活性显著高于AD+Sham组（P<

0.001）和 AD+H rTMS 组（P<0.05）。AD+L rTMS

组海马组织的 SOD 活性也显著高于 AD+Sham 组

（P<0.05）。如图5d所示，各组之间的海马组织Fe2+

含量没有显著性差异，导致各组之间海马内Fe3+含

量变化趋势与总铁元素相同。即AD+Sham组的海

马铁元素含量显著高于其他 3组（P<0.001），3组

之间无显著性差异。综上所述，不同频率磁刺激抑

制了AD小鼠海马神经元细胞铁死亡。

2.3　rTMS对HT-22细胞铁死亡的影响

如图 6a 所示，分析加入不同浓度Erastin诱导

剂后，HT-22细胞活性在72 h内的变化趋势。各组

细胞活性在24 h后，开始大幅度增长，与细胞的快

速增殖有着密切联系。加入含 0.1、1和 10 μmol/L 

Erastin铁死亡诱导剂培养基的细胞，与正常细胞的

细胞活性变化曲线紧密贴合，不能看出明显的差异

性。 20 μmol/L （P<0.001） 和 30 μmol/L 组 （P<

0.001）和正常细胞活性的差异明显，但 30 μmol/L

组的细胞活性过于低，几乎在 72 h 内没有发生改

Fig. 4　Data analysis of Morris water maze test
/（a）  Alterations in the escaping latency of all mouse groups during the 5-day training phase. （b）  Trajectory plot of the test phase. （c）  The 

time of first arrival at the platform. （d）  Time spent in the quadrant of the platform. （e）  Time spent in the target quadrant. （f）  Number of 

platform crossings. *P<0.05； **P<0.01；***P<0.001， n=8.
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变，也不满足整体实验需求。相比之下，20 μmol/

L组的细胞活性曲线，更适合实验需求。因此，最

终确定在培养基中加入 20 μmol/L Erastin铁死亡诱

导剂进行下面实验。

基于实验数据的分析表明（图6b），在干预24 

h 后，低频（L rTMS）和高频（H rTMS）刺激均

显示出对正常HT-22细胞增殖活性的显著促进作用

（P<0.001），其中低频刺激组较高频刺激组表现出

更显著的促增殖效应（P<0.001）。值得注意的是，

在持续干预至 48 h 阶段，各组细胞活性已达到顶

峰。铁死亡诱导联合干预组的数据显示（图 6c）：

在 24 h和 48 h时间点，正常对照组（P<0.001）和

Erastin+L rTMS 组 （P<0.001） 的细胞活性均显著

高于Erastin+Sham对照组。Erastin+L rTMS 组细胞

活性在 48 h 时显著高于 Erastin+H rTMS 组 （P<

0.001） 和 Control 组 （P<0.01）。综合实验结果表

明，不同频率的 rTMS干预均能有效改善铁死亡相

关的细胞活性抑制，其中低频刺激展现出更优的时

间效应关系和干预效果。

Fig. 5　rTMS treatment reduced Iron levels and oxidative stress markers
（a）  GSH concentration in the hippocampus tissue of mice. （b）  MDA concentration in the hippocampus tissue of mice. （c）  SOD concentration 

in the hippocampus tissue of mice. （d）  Iron concentration in mouse hippocampal tissue. *P<0.05， **P<0.01， ***P<0.001； ###P<0.001 vs 

AD+Sham； n=3.

Fig. 6　Effect of rTMS on cell activity
（a）  Pre-experiment to determine the concentration of erastin. （b）  Effect of rTMS on normal cell viability. （c）  Effect of rTMS on ferroptosis 

cell activity. *P<0.05， ***P<0.001 vs Control； ###P<0.01 vs Control+H rTMS and Erastin+H rTMS； n=8.
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2.4　rTMS对HT-22细胞钙离子浓度的影响

如图 7a 所示，Control+L rTMS 组 （P<0.001）

和Control+H rTMS组（P<0.001）的胞内钙离子含

量显著低于Control组，提示磁刺激可以显著影响

正常HT-22细胞内钙离子水平。该效应与文献报道

的 rTMS通过电压门控钙通道（VGCCs）调控基础

钙水平机制相符［30］。在铁死亡诱导模型中，如图

7b所示，Erastin+L rTMS组（P<0.001）和Erastin+

H rTMS组（P<0.001）在12 h时胞内钙离子浓度显

著低于 Erastin+Sham 组和 Control 组。 Erastin+L 

rTMS 组 （P<0.001）、 Erastin+H rTMS 组 （P<

0.001）和Control组（P<0.001）在24 h时胞内钙离

子浓度显著低于 Erastin+Sham 组。综上所述，不

同频率的 rTMS均可降低铁死亡诱导模型细胞的钙

离子浓度异常升高。

2.5　铁代谢指标与认知功能的关系

铁的代谢是铁死亡过程中一个重要的调节点，

铁死亡在AD过程中发挥着重要的作用。图 8分析

了小鼠脑内海马区铁代谢相关指标与认知功能之间

的关系。图8a~d显示，小鼠海马组织MDA含量与

小鼠认知功能改变显著相关（P<0.05）。其中MDA

含量与新物体测试中认知指数与水迷宫测试中目标

平台区域停留时间呈现负相关，而与水迷宫测试期

第一次到达目标平台所用的时间呈现正相关。图

8e~h 显示，小鼠海马区超氧化物歧化酶含量与小

鼠认知功能改变显著相关（P<0.01）。其中，超氧

化物歧化酶含量与新物体测试中认知指数与水迷宫

测试中平台象限停留时间呈现正相关，而与水迷宫

测试期第一次到达目标平台所用的时间呈现负相

关。图8i~l显示，小鼠海马区谷胱甘肽含量与小鼠

认知功能改变显著相关（P<0.01）。其中，谷胱甘

肽含量与新物体测试中认知指数与水迷宫测试中平

台象限停留时间呈现正相关，而与水迷宫测试期第

一次到达目标平台所用的时间呈现负相关。图

8m~p 分析了小鼠海马区 Fe2+含量与认知功能的相

关性，结果显示无显著相关性。综上所述，AD小

鼠脑内海马区铁代谢失调与认知障碍显著相关，后

续可以通过调节铁代谢来改善AD认知功能障碍。

Fig. 7　Effect of rTMS on intracellular Ca2+ content
（a）  Effect of magnetic stimulation on Ca2+ content in normal cells. （b）  Effect of magnetic stimulation on Ca2+ content in ferroptosis cells. ***P<

0.001 vs Control； ###P<0.01 vs Erastin+H rTMS； n=8.
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3　讨 论

本研究旨在确定 rTMS对AD小鼠认知功能障

碍的改善作用所涉及的相关机制。研究结果表明，

高频和低频 rTMS均可改善AD模型小鼠的认知功

能障碍和空间记忆水平。通过铁死亡水平检测发

现，rTMS治疗挽救了AD小鼠海马内神经元铁死

亡并且还可降低因细胞铁死亡导致异常升高的胞内

钙离子浓度。这些发现表明，高频和低频 rTMS均

可改善AD认知功能障碍，其作用机制涉及抑制细

胞铁死亡和钙离子失衡。

AD是一种常见的神经退行性疾病，会对患者

的认知功能造成严重影响，如何缓解AD造成的损

伤是一个重要课题。rTMS 作为非侵入性脑刺激

（non-invasive brain stimulation，NIBS）技术的重要

范式，近年来在神经调控领域备受关注。鉴于传统

Fig. 8　Correlation analysis between iron metabolism indices and cognitive functions
Correlations were assessed between the cognitive indices of the new object test phase I （a， e， i， m）， the cognitive indices of the test phase II 

（b， f， j， n）， the duration of stay in the platform quadrant during the water maze test phase （c， g， k， o）， the time taken to reach the 

platform for the first time during the water maze test phase， the time taken to reach the platform for the first time during the water maze test 

phase， and the levels of malondialdehyde in the hippocampal region， superoxide dismutase activity， glutathione content， and divalent iron ions 

in the brains of the mice. P values are Pearson correlation analyses and r values are Pearson correlation coefficients.
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药物治疗方案对AD患者在神经可塑性调节和认知

功能改善方面存在显著局限性，基于NIBS的神经

调控技术已逐渐发展为具有转化医学价值的新型治

疗策略。在 rTMS中，超过1 Hz的刺激被归类为高

频，而低于 1 Hz的刺激被认为是低频［31］。高频治

疗被认为是兴奋性的，通常用于认知障碍研究。治

疗涉及5~20 Hz的刺激频率，持续1~4周［32］。然而

一些动物实验发现，在行为测试中，低频和高频

rTMS都在不同程度上改善了AD小鼠的认知障碍，

但对于低频和高频的作用差异结论不一［22， 24， 33］。

因此，本研究分别采用 20 Hz 高频和 0.5 Hz 低频

rTMS治疗APP/PS1小鼠，其中新物体实验结果显

示，高低频 rTMS治疗都能显著改善AD小鼠的短

期和长期识别记忆水平，且这两种不同频率的磁刺

激方式在改善效果上并无显著区别。而Morris水迷

宫实验结果显示 rTMS治疗都能显著改善AD小鼠

的空间认知功能，其中低频 rTMS显示出更好的治

疗效果。

铁死亡，早在 2012年就有报道，其机制特征

是铁依赖性谷胱甘肽耗竭和谷胱甘肽过氧化物酶4

（glutathione peroxidase4，GPX4）失活，以及随后

细胞中脂质过氧化积累［2］。越来越多的研究证明

海马内铁的升高和脂质过氧化的增强在AD中起关

键作用［34］。神经退行性疾病研究的最新证据表明，

APP/PS1双转基因AD模型小鼠呈现铁死亡特征性

病理改变，且通过药理学抑制铁死亡通路可显著改

善该模型动物的空间记忆缺陷及新物体识别障

碍［35-36］，这些发现提示，APP/PS1转基因模型可作

为研究AD病理进程中铁死亡机制的有效载体。本

研究通过 ELISA 技术检测到 APP/PS1 小鼠海马组

织铁死亡特征性生物标志物水平显著升高，进一步

佐证了该模型中铁死亡通路的激活状态。前期研究

证实，rTMS干预可显著调控脑缺血/再灌注损伤模

型大鼠铁死亡关键调控节点的转录组与蛋白质组表

达谱［37］。最新分子机制研究进一步揭示，rTMS可

通过调控 tau/淀粉样前体蛋白 （APP） -铁代谢

-GPX4/系统Xc⁻-核因子E2相关因子2（Nrf2）信号

轴，改善衰老认知功能损伤［38］。值得关注的是，

本研究发现，高频与低频 rTMS干预均可显著逆转

AD模型小鼠海马区异常升高的铁死亡水平，表明

rTMS可能是通过抑制铁死亡进程进而改善 AD相

关认知功能障碍。该发现不仅深化了对 rTMS神经

保护机制的理解，同时为开发基于铁死亡调控的

AD治疗新策略提供了理论依据。

本研究选择 4~5月龄APP/PS1双转基因AD模

型小鼠，旨在探究 rTMS对AD早期病理进程中铁

死亡的调控作用。已有研究表明，APP/PS1小鼠在

4~5月龄时虽未出现显著神经元凋亡，但海马区已

存在Aβ寡聚体积累、突触可塑性下降以及铁代谢

相关蛋白的异常表达［39］。这一阶段可能标志着铁

死亡通路的早期激活。在此时间节点进行 rTMS干

预，有助于揭示其对病理级联反应的预防性调控机

制。相较于传统研究的氧化应激/凋亡通路，铁死

亡作为一种铁依赖的新型细胞死亡方式，其分子标

记（如脂质过氧化产物 4-羟基壬烯醛（4-hydroxy-

2-nonenal，4-HNE）积累、长链酰基辅酶A合成酶

4 （acyl-CoA synthetase long-chain family member 4，

ACSL4）上调等）可能更早出现于Aβ毒性微环境

中［40］。我们通过检测 4~5 月龄这一过渡期，可更

精准捕捉铁死亡动态过程，规避晚期阶段多通路交

互作用造成的机制混杂效应。然而，本研究模型系

统仍存在以下局限特征：其一，tau蛋白病理缺失，

未重现AD患者特征性神经原纤维缠结（由过度磷

酸化 tau蛋白聚集形成），导致无法评估 rTMS对 tau

介导的轴突运输障碍及微管稳定性的调节作用；其

二，单一转基因背景限制了对散发性AD复杂遗传

网络的模拟效度。因此，未来研究需整合多重转基

因模型或类器官系统，以构建更完善的AD病理全

景研究体系。另外，需要特别说明的是，尽管本研

究通过试剂盒检测发现铁死亡可能参与神经元损伤

过程，但由于未进行Fer-1等铁死亡抑制剂干预实

验，目前结果尚不能直接证实铁死亡是神经元死亡

的主要原因。这一机制需在后续研究中通过高龄动

物模型的多维度验证加以完善。

此外，神经元钙稳态与铁死亡关联紧密。有研

究发现，在氯化铜诱导的神经元死亡期间，胞质钙

的激增影响了溶酶体的自噬通量［41］。Enniatins A1

和B1两种霉菌毒素通过消耗细胞内储存库来改变

神经元细胞的钙稳态，导致细胞凋亡死亡［42］。这

些研究发现证实了钙在细胞死亡中扮演的重要角

色，钙的激增同样发生在细胞铁死亡中。铁刺激氧

化还原敏感的兰尼碱受体 （ryanodine receptor，

RyR）介导的Ca2+释放引起显著的神经元线粒体碎

裂，这可能有助于铁积累产生的神经元功能受

损［10］。升高细胞内游离 Ca2+可加快铁的初始摄取

速率并增加细胞吸收铁的整体能力。细胞内Ca2+的

耗竭或细胞外Ca2+的完全螯合导致细胞中铁摄取的

完全抑制［43］。研究发现，降低细胞内 Ca2+水平会
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引起脂质重塑，从而保护细胞免受铁死亡的影

响［44］。与这些研究结果一致，本研究结果显示，

rTMS不仅可以降低正常HT-22海马神经元细胞胞

质钙离子水平，还可以抑制因 Erastin 诱导的细胞

铁死亡导致的胞内钙离子激增，说明 rTMS改善细

胞铁死亡的过程可能是通过影响细胞内钙离子水平

实现的。

最后，本研究还评估了小鼠脑内海马区铁代谢

相关指标与认知功能之间的关系，结果发现，AD

小鼠认知功能与小鼠海马脑内铁死亡水平呈现显著

相关性，进一步说明高频和低频 rTMS是通过靶向

铁死亡改善AD模型小鼠认知功能障碍。

4　结 论

本研究表明，高频和低频 rTMS都可以显著改

善AD小鼠认知功能障碍，其作用机理可能是磁刺

激通过影响海马区神经元细胞铁死亡水平和细胞内

钙离子浓度来改善AD小鼠的认知缺陷。
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Repetitive Transcranial Magnetic Stimulation Ameliorates Cognitive Dysfunc⁃
tion in Alzheimer’s Disease Mice by Inhibiting Ferroptosis and Maintaining Cy⁃

toplasmic Calcium Homeostasis*

ZHAO Meng1,2), ZHANG Ze1,2), FU Rui1,2), REN Zi-Hao1,2), DING Chong1,2)***

(1)College of Health Sciences & Biomedical Engineering, Hebei University of Technology, Tianjin 300130, China; 
2)Key Laboratory of Bioelectromagnetics and Neural Engineering of Hebei Province, Hebei University of Technology, Tianjin 300130, China)

Graphical abstract

Abstract　Objective  Repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS), a non-invasive brain stimulation 

technique, offers a non-pharmacological therapeutic option for the management of Alzheimer's disease (AD). 

Studies have demonstrated that ferroptosis plays a pivotal role in the pathological onset and progression of AD, 

and the inhibition of neuronal ferroptosis can significantly ameliorate cognitive impairments associated with AD. 

The imbalance of calcium ion (Ca2+) homeostasis is intimately associated with the pathology of AD and serves as 

a catalyst for the induction of ferroptosis through various pathways. This study is designed to investigate whether 

rTMS can ameliorate AD by inhibiting neuronal ferroptosis or maintaining calcium homeostasis, ultimately 

establishing a theoretical and experimental framework for the utilization of rTMS in AD treatment.         

Methods  APP/PS1 AD mice were subjected to both 0.5 Hz low-frequency and 20 Hz high-frequency rTMS 

treatments, and the efficacy of these treatments was evaluated using novel object recognition and Morris water 
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maze tests. ELISA was employed to quantify the levels of glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), 

superoxide dismutase (SOD), Fe2+ within the hippocampi of mice from each group. HT-22 cells were induced to 

undergo ferroptosis via Erastin treatment, and subsequent to high- and low-frequency magnetic stimulation, cell 

viability was assessed using CCK-8 assay, while intracellular calcium ion concentration fluctuations were 

monitored using Fluo-4 AM. Results  The findings revealed that, when compared to normal mice, AD mice 

displayed a notable decline in cognitive function, accompanied by a substantial increase in ferroptosis levels and 

intracellular calcium ion concentrations. Both high-frequency and low-frequency applications of rTMS were 

found to significantly ameliorate cognitive impairments in AD mice, while also effectively mitigating the 

abnormal augmentation of neuronal ferroptosis and intracellular calcium ion levels. Conclusion  The present 

study underscores that both high-frequency and low-frequency rTMS exhibit efficacy in alleviating cognitive 

dysfunction in AD mice, potentially through the modulation of ferroptosis and intracellular calcium ion 

homeostasis.

Key words　Alzheimer's disease, repetitive transcranial magnetic stimulation, ferroptosis, calcium homeostasis,

cognitive function
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