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摘要 目的　近年来，失重环境对航天员神经系统造成的负面影响受到广泛关注。重复经颅磁刺激（repetitive transcranial 

magnetic stimulation，rTMS）技术对神经、精神类疾病的治疗效果有着显著积极影响。复合频率（不同频率刺激模式组成）

的 rTMS 对由失重环境引起的神经系统功能障碍的改善作用仍有待深入研究。探索复合频率刺激 （combined frequency 

stimulation，CFS）对失重环境造成的多种神经系统疾病的治疗效果以及电生理机制，对于脑科学及磁刺激的临床应用具有

重要意义。方法　本研究采用 40只C57BL/6小鼠，所有小鼠随机分为 5组：假刺激组、后肢去负荷（HU）组、10 Hz组、

20 Hz组和CFS（10 Hz+20 Hz，CFS）组。对除 sham组以外的小鼠建立维持14 d的模拟失重效应并同期进行14 d的 rTMS。

通过蔗糖偏好实验和水迷宫实验验证CFS对负性情绪和空间认知能力的改善效果。最后，通过膜片钳技术记录海马齿状回

（dentate gyrus，DG）颗粒神经元的动作电位、静息膜电位以及离子通道的动力学特性。结果　行为学结果表明，CFS   

（10 Hz+20 Hz）显著改善了模拟失重小鼠的认知障碍和负性情绪；电生理实验结果显示，HU操作后小鼠海马DG区颗粒神

经元的兴奋性降低，而CFS显著提高了神经元的兴奋性并改善了电压门控Na+、K+通道的动力学特性。结论　复合频率的

rTMS （10 Hz+20 Hz）能够有效地改善模拟失重小鼠的认知障碍和负面情绪，这种改善可能与CFS对神经元兴奋性以及

Na+、K+通道动力学特性的影响有关。因此，本文有望为CFS改善失重环境下所产生的空间认知和负性情绪障碍提供理论

依据。
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在航天任务过程中，微重力是航天员健康的主

要威胁之一［1］。研究发现，航天员在太空飞行过

程中认知功能和身体协调性都会发生变化［2］，并

且还会产生紧张、抑郁、烦躁和焦虑等负面情

绪［3］。在对4名航天员在太空飞行前后生理状态的

记录中发现，在太空任务结束后，航天员的数字符

号替换和数字识别反应速度减慢［4］。通过在国际

空间站平均工作了6个月的12名宇航员在飞行前、

飞行后的10 d和7个月后的随访时间点接受核磁共

振扫描仪的扫描，发现长时间太空飞行导致特定的

白质束的结构发生变化［5］。因此航天任务对航天

员的神经系统构成了严峻的挑战。

头低位卧床（head down bed rest，HDBR）是

一种模拟人类失重的方法，其生理状态的变化与微

重力环境非常相似［6］。通过一段时间的 HDBR 模

拟方法，受试者的情绪和执行功能等神经活动会受

到很大影响［7-9］。在考虑研究成本以及被试者健康

等问题，多数地面模拟微重力环境的研究更依赖于

动物实验，研究者广泛使用大鼠和小鼠后肢去负荷

（hindlimb unloading，HU）模型［10］。通过对HU操

作后的大鼠进行行为学测试，结果表明，这些动物

表现出抑郁和焦虑等行为特征［11-12］。此外，多篇研
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究报道，HU操作 2周及以上的大鼠在空间定向实

验中显示出空间注意力受损的现象［13-14］。模拟微重

力环境对人类和大鼠的神经系统具有潜在影响。然

而，具体的机制和原因尚未在神经元水平上阐明。

海马脑区是哺乳动物完成学习和记忆的重要生

理结构。海马为层次状结构，主要包括齿状回

（dentate gyrus，DG），在横断面上海马又分为

CA1、CA2和CA3区，其中DG区不仅被认为是信

息进入海马的传入点，也是完成信息处理和整合的

重要部位，在空间感知和记忆中起着重要作用。并

且动物研究表明，DG区与情绪调节紧密相关，小

鼠经过HU操作处理后，DG环路的神经节律与能

量代谢均发生改变，这些变化对HU小鼠的谷氨酸

能系统和情绪行为产生了显著影响［10，15］。

重 复 经 颅 磁 刺 激 （repetitive transcranial 

magnetic stimulation，rTMS）技术作为一种非侵入

性的脑刺激技术，在探索大脑认知功能和治疗神经

疾病方面引起了广泛的关注，具有重要的临床价

值［16-17］。研究发现，在抑郁症、焦虑症、认知障碍

等精神和神经疾病的治疗中，rTMS已经取得了显

著的疗效，被世界各地的临床医生广泛应用［18］，

进一步证实了这一技术的临床有效性［19-20］。尽管

rTMS在特定频率下的刺激方式已经取得了重要的

成果，但对于不同频率刺激相结合的研究还相对

较少［21-23］。

在本研究中，利用HU小鼠模型，针对HU操

作后产生的空间认知障碍及负性情绪，通过复合频

率刺激（combined frequency simulation，CFS），即

两种频率组合的形式对HU操作后的小鼠进行刺激，

探究可能产生的更为显著和全面的治疗效应。本研

究旨在深入探究 CFS 在 HU 小鼠模型中的作用机

制。通过结合行为学实验和电生理技术，系统研究

CFS对尾吊小鼠神经元兴奋性和离子通道动力学特

性的影响。为CFS模式提供科学依据和理论支撑，

具有重要的学术价值和临床应用前景。

1　材料与方法

1.1　动物

实验动物为 40 只 7 周龄雄性 C57BL/6 品系小

鼠，购买自北京华阜康生物科技有限公司。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40只小鼠被随机分为5

组：假刺激组、HU 组、10 Hz 组、20 Hz 组以及

CFS组，各组按实验计划在第 1~14天分别接受伪

刺激、HU、HU+rTMS刺激，在第15~18天接受蔗

糖偏好测试，在第19~24天接受水迷宫测试。在第

25天开始进行电生理实验。该动物实验全部过程

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），符合实验动物使用规范。

1.2　后肢去负荷（HU）模型

HU模型参考先前的研究建立［24］。尾吊笼是由

有机玻璃材质制作，规格为 25 cm×25 cm×30 cm。

小鼠尾部被医用胶带固定，悬挂在尾吊笼顶部的滑

杆上。具体操作如下：抓取小鼠，引导其进入束缚

装置，保证其尾巴全部暴露在装置外，待其适应一

段时间后，先使用棉球蘸取 75% 酒精擦拭小鼠尾

巴，之后使用医用胶带沿着尾巴往末端方向进行黏

附，然后使用胶带横向固定住小鼠尾巴的根部和末

端，靠近尾巴末的胶带一端与鼠笼挂链连接，挂链

通过滑轮悬挂在鼠笼顶部水平滑杆上，抬起小鼠使

其后肢悬空，并进一步通过调节挂链长度来调节小

鼠躯体与水平面的倾斜角度到 30°角左右。确保被

悬吊的小鼠能沿着滑杆自由来回活动，且能容易地

获取食物和饮用水（图1）。

1.3　运动阈值检测

运动阈值（motor threshold，MT）的操作具体

步骤与之前的研究相似［25］。rTMS仪器为武汉依瑞

德科技公司生产的CCY-IA型刺激仪，刺激线圈为

标准动物圆形线圈，尺寸为 64 mm×30 mm，线圈

外径为56 mm，内径为14 mm，高度为23 mm，最

Fig. 1　Hindlimb unloading model
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大磁场输出为 3.6 T。首先将小鼠放在立体定向仪

上（非金属材料制成），保持小鼠能正常吸入低剂

量麻醉剂的姿势（图2a），然后将刺激线圈放置在

距离小鼠头部0.5 cm的位置（图2b），观察小鼠的

抽搐情况。测量结果显示，当小鼠出现明显的肢体

抽搐时，刺激强度集中在12%左右，与0.43 T的磁

场强度相对应。

1.4　重复经颅磁刺激（rTMS）
小鼠的MT确定后，研究使用的磁刺激强度也

基于此确定，3 个刺激组强度均选择为 80% MT，

刺激脉冲数均为1 000个。在以往改善啮齿类动物

认知障碍研究中，20 Hz是一个作用效果较好的频

率［26］。第二个刺激频率选择为10 Hz，同样，这是

基于以往的关于 rTMS改善负性情绪研究来选择使

用较多且效果较好的刺激频率［27］。第 3 个刺激频

率为 10 Hz与 20 Hz交替的复合频率（在下文中简

称CFS），具体组合方式为：以 100个脉冲为一个

刺激序列，两种频率各设置5个序列，每执行完一

个序列，由设备自动切换至另一频率刺激序列，依

次交替直至所有刺激序列执行完毕。线圈平行于小

鼠顶骨，放置于头皮表面之上 2~3 mm处。3个刺

激组小鼠在每天8:00~11:00期间接受刺激，刺激持

续14 d。sham组和HU组接受伪刺激，线圈离小鼠

头部保持较远距离，但能接收到磁刺激产生的噪声

干扰。具体刺激程序设置如图3所示。

1.5　蔗糖偏好实验

蔗糖偏好实验 （sucrose preference test，SPT）

是评估动物快感缺失症状、成瘾和抑制剂水平的有

效技术手段［27-28］。蔗糖偏好实验包括适应和测试

两个阶段，为期 4 d。在第一阶段，每天 8:00起在

每只小鼠饲养笼的供水位置固定放置两个装有 1%

蔗糖溶液和普通水的饮水瓶，每12 h交换一次饮水

瓶的位置，连续 2 d。第 3 天 8:00，禁止饮水和进

食，并清除所有水和食物。实验前称量并记录蔗糖

水和普通水的质量，然后给每只小鼠饮用1%的蔗

糖溶液和普通水，同时恢复食物供应，3 h后交换

两种饮用水。再次称重记录此时蔗糖水和普通水质

量。蔗糖偏好指数计算方式如下：

偏好指数 = 糖水消耗量

糖水消耗量 + 普通水消耗量

其中消耗量为测试前与测试结束后质量的差值，单

位为克（g）。

(a) (b)

Fig. 2　Measurement of motor threshold in mice
(a) Putting mice under anesthesia. (b) MT test.
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Fig. 3　Stimulation program settings
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1.6　水迷宫实验

设备主体为直径 1.2 m的圆柱体水池。水池被

划分成4个象限区域，在每个区域的液面上方池壁

处粘贴有特定的标记物。求生平台的台面直径      

5 cm，置于水面以下 1 cm处。小鼠在池中的活动

由正上方的摄像头识别追踪，实验数据由配套软件

记录。

在第一阶段，从平台对侧象限开始，将小鼠面

朝池壁放入水中，开启摄像机跟踪系统，软件自动

记录小鼠入水后的运动轨迹和找到隐藏平台的     

时间（s），这一时间记为逃避潜伏期。设置时长为

60 s的限时，若小鼠在此期间内没能找到隐藏平台

并停留，则由实验人员辅助其找到平台并停留15 s

左右来熟悉记忆平台位置。然后依次在平台象限相

邻象限各进行一次训练，最后在对侧象限重复一

次，连续训练 5 d。第 6天进行空间探索测试，测

试开始前将隐藏平台移出，将小鼠从对侧象限面朝

池壁放入水中，开启摄像跟踪，记录小鼠在60 s内

的运动轨迹，实验系统记录小鼠在原平台所在象限

停留时间和穿越原平台位置次数。

1.7　电生理实验

1.7.1　脑片制备

行为学实验完成之后，通过麻醉处死小鼠，在

60 s内取出完整的大脑，并放入 4℃的冰水混合切

片溶液内2~3 min进行降温，随后取出大脑，切去

大脑的前额叶和小脑尾端进行修整，将修整后的大

脑粘在振动切片机盛放槽内，用滤纸吸干其表面水

分，并使用振动切片机 （Leica，VT1000S） 切割

300 μm厚的冠状切片，保留有完整海马脑区的切

片，并用吸管转移至充满标准人工脑脊液（artifi

cial cerebrospinal fluid，ACSF）的孵育槽中进行孵

育，温度保持在 28℃，通氧 （95% O2，5% CO2）

30 min。外部和内部溶液包括 ACSF、动作电位

（action potential，AP）电极内液（internal solution 

of AP）、钠离子通道电极内液（internal solution of 

INa）、钠离子通道电极外液 （external solution of 

INa）、钾离子通道电极内液 （internal solution of IA 

and IK）、钾离子通道电极外液（external solution of 

IA and IK） 及切片液 （cutting solution），各溶液成

分如表1。

1.7.2　电生理实验操作

脑片孵育 30 min 后，使用吸管轻轻将脑片吸

入吸管内并缓慢放入盛放脑片的培养皿内，将盖网

轻盖住脑片防止发生位置偏移。随后将脑片培养皿

放置在倒置显微镜下寻找到DG颗粒神经元，将电

极内液注射到拉制好的玻璃电极中，在Patchmaster

观察玻璃电极的入液电阻值，确保其电阻值在 5~   

10 MΩ之间。将电极尖端与目标细胞膜接触并处于

轻压状态，释放正压，直至电阻值达到GΩ以上完

成高接封阻，通过软件对电极施加快电容补偿。通

过脉冲式抽吸三通，给予电极负压，进行细胞破膜

操作，当阻值降至200~300 MΩ左右达到稳定，通

过软件对电极施加慢电容补偿。所用仪器为德国

HEKA公司的EPA-10膜片钳信号放大器。

1.7.3　信号记录

动作电位记录：采用全细胞电流钳记录模式采

集细胞膜的静息膜电位和动作电位，记录静息膜电

位的幅度、动作电位的放电频率以及单个动作电位

的相关指标，如动作电位峰值、动作电位峰值时

间、动作电位阈值、动作电位半波宽度、动作电位

最大上升斜率和最大下降斜率。

Na+和K+通道电流记录：采用电压钳模式记录

电压门控的Na+和K+通道电流，绘制 I-V曲线、激

活曲线、失活曲线和复活曲线。通过观察 I-V曲线

的电流峰值的变化，分析激活、失活和复活过程的

动力学特征变化。

Table 1　Solution formulation

Solution

ACSF

Internal solution of AP

External solution of INa

Internal solution of INa

External solution of IA and IK

Internal solution of IA and IK

Cutting solution

Composition (c/(mmol·L-1))

CaCl2 (3), NaCl (125), KCl (4), MgCl2 (3), NaH2PO4 (1.635), NaHCO3 (28), HEPES (5), glucose (11)

K-gluconate (126), NaCl (16), MgCl2 (3), CaCl2 (1.5), EGTA (12), HEPES (11), Na-ATP (4), Na-GTP (0.4)

KCl (3), NaCl (130), CaCl2 (2), MgCl2 (2), HEPES (10), 4-AP (3), glucose (10), TEA-Cl (25), CdCl2 (0.2)

MgCl2 (2), CsCl (140), EGTA (10), HEPES (10), Mg-ATP (2)

KCl (6), NaCl (128), CaCl2 (3), MgCl2 (2), glucose (10), HEPES (11), TTX (0.001), CdCl2 (0.2)

KCl (144), MgCl2 (4), EGTA (12), HEPES (12), Mg-ATP (3)

MgCl2 (7), CaCl2 (2), KCl (3), NaHCO3 (28), NaH2PO4 (1.655), glucose (13), sucrose (220)

pH

7.4 (NaOH)

7.4 (KOH)

7.4 (KOH)

7.4 (CsOH)

7.4 (NaOH)

7.4 (KOH)

7.4 (NaOH)
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1.7.4　离子通道电流I-V、激活、失活及复活程序

的设定

IK的 I-V刺激参数：全细胞记录模式下，钳制

电压为-50 mV，给予细胞-50~+90 mV脉冲刺激，

步阶为10 mV，刺激时长300 ms，记录外向电流。

IA的 I-V刺激参数：全细胞记录模式下，钳制

电压为-100 mV，给予细胞-50~+90 mV脉冲刺激，

步阶为10 mV，刺激时长200 ms，记录外向电流。

IK的激活刺激参数：全细胞记录模式下，钳制

电压为-50 mV，给予细胞-110 mV 的条件脉冲，

时长 400 ms，之后给予-50~+90 mV 的测试脉冲，

步阶为10 mV，时长刺激时长150 ms，记录 IK的稳

态激活过程。

IA的激活刺激参数：全细胞记录模式下，钳制

电压为-100 mV，给予细胞-110 mV 的条件脉冲，

时长 400 ms，之后给予-60~+70 mV 的测试脉冲，

步阶为10 mV，时长刺激时长150 ms，记录 IA的稳

态激活过程。

IA的失活刺激参数：全细胞记录模式下，钳制

电压为-100 mV，给予细胞-110~+10 mV的条件脉

冲，刺激时长 80 ms，之后给予+50 mV 的测试脉

冲，时长刺激时长80 ms，记录 IA的稳态激活过程。

IA的复活刺激参数：全细胞记录模式下，钳制

电压为-100 mV，给予细胞+50 mV 的条件脉冲，

刺激时长80 ms，间隔1~256 ms，之后给予+50 mV

的测试脉冲，刺激时长 80 ms，记录 IA失活后再恢

复的过程。

INa的 I-V刺激参数：全细胞记录模式下，钳制

电压为-70 mV，给予细胞-80~+70mV 脉冲刺激，

步阶为10 mV，刺激时长20 ms，记录内向电流。

INa的激活刺激参数：全细胞记录模式下，钳

制电压为-70 mV，给予细胞-120 mV 条件脉冲刺

激，刺激时长 60 ms，然后给予-90~+10 mV 的测

试脉冲，步阶为 10 mV，刺激时长 20 ms，记录 INa

稳态激活过程。

INa的失活刺激参数：全细胞记录模式下，钳

制电压为-70 mV，给予细胞-120~+10 mV条件脉

冲刺激，步阶为10 mV，刺激时长100 ms，然后给

予-30 mV 的测试脉冲，刺激时长 20 ms，记录 INa

稳态失活过程。

INa的复活刺激参数：全细胞记录模式下，钳

制电压为-70 mV，给予细胞-30 mV 条件脉冲刺

激，刺激时长25 ms，然后钳制在-70 mV，钳制时

间为2~26 ms，时间增幅为2 ms，然后给予与条件

脉冲参数相同的测试脉冲，记录 INa稳态复活过程。

1.8　统计分析

水迷宫实验数据从实验系统配套软件 ANY-

maze导出。糖水偏好实验数据通过计算测试前后

两种饮用液质量变化量得出。数据分析采用单因素

方差 （one-way ANOA） 分析方法，rTMS 频率作

为主因素。事后分析采用Bonferroni检验修正的成

对 t 检验分析方法。统计分析软件使用 GraphPad 

Prism8.0，统计结果以mean±SEM的方式呈现，检

验标准为0.05。

膜片钳实验所有信号数据均由德国 HEKA 公

司的 Patch Master 软件采集记录。Origin 软件和

GraphPad Prism8.0软件对信号进一步处理和统计学

分析，采用单因素方差分析方法统计比较各组之间

的差异，事后分析（即组间的多重比较）使用由

Bonferroni 检验修正的配对 t 检验进行。统计结果

以mean±SEM表示，检验标准为0.05。

2　结 果

2.1　复合频率刺激对HU小鼠负性情绪的影响

图4为小鼠蔗糖消耗百分比数据。与正常对照

组相比，HU 组的小鼠，没有展现出对糖水的偏

好。这一结果明显偏离了正常小鼠对蔗糖水的典型

行为，揭示了尾吊处理引发了小鼠快感的缺失，产

生了明显的负性情绪。接受磁刺激的3组小鼠在糖

水消耗百分比方面均表现出明显的偏好，均高于

50%。值得注意的是，这些数据明显高于受到尾吊

处理影响的 HU 组，并且接受 CFS 的小鼠相较于

HU组，表现出了较为显著的提升。

2.2　CFS对HU小鼠空间认知的影响

水迷宫实验是一种用于评估实验动物空间学习

和记忆能力的标准化行为测试。本研究采用逃避潜
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伏期（escape latency）、象限停留时间占比百分数

（quadrants stay time percentage） 和跨越平台次数

（number of platform crossings） 3个指标来分析各组

小鼠的空间认知表现。实验结果一致显示，HU操

作后引起了正常小鼠的空间认知损伤，这在训练期

和空间探索期的结果中都得到了体现。然而，不同

频率的 rTMS均能显著改善小鼠的空间认知表现。

如图5所示，从轨迹图中可以观察到，在航行

训练后期，HU组的活动轨迹异常杂乱，主要集中

于入水象限和目标象限。相反，除了HU组外，其

余 4 组小鼠在短时间内就能找到平台，其中 sham

组的活动轨迹最短，能够迅速找到平台。在 3 个

rTMS 刺激组中，20 Hz 组和 CFS 组的轨迹较短，

表现出较好的定位能力，而10 Hz组的轨迹相对较

长且较为杂乱。在空间探索测试阶段，随着隐藏平

台的移除，各组小鼠的轨迹明显增多。sham组的

活动轨迹最为集中，主要集中于平台所在象限。相

较之下，HU 组的轨迹主要集中在平台相邻象限。

而在 3个 rTMS刺激组中，活动轨迹主要集中于入

水象限和平台所在象限。

图6a为各组小鼠在航行期的逃避潜伏期数据。

结果表明，随着训练天数增加，所有组逃避潜伏期

均逐步缩短，具体来说，sham组的逃避潜伏期减

小速度最快，最终在训练的最后一天接近10 s。相

比之下，HU组的逃避潜伏期缩短速度最慢，最终

定格在 30 s左右。而在 3个 rTMS刺激组中，逃避

潜伏期的缩短速度明显快于HU组，最终逃避潜伏

期均稳定在10 s左右，这一结果接近于 sham组。

为了更准确地比较各组小鼠认知功能表现，在

航行期结束后第二天进行了空间探索测试，测试所

记录的第一个指标是小鼠在平台所在象限停留的时

间占测试总时间比重百分数， HU组百分数显著小

于 sham 组（*P<0.05），小鼠在尾吊处理后接受磁

刺激，百分数均相对于 HU 组明显提高 （**P<

0.01）（图6b）。

如图6c所示，HU组小鼠穿越平台所在位置次

数显著低于 sham 组（**P<0.01），20 Hz 磁刺激组

的穿越次数明显更高（*P<0.05），CFS组显著高于

HU组（***P<0.001）。

以上结果突显了 rTMS对改善尾吊小鼠认知功

能的积极影响。特别是20 Hz和CFS组表现出的效

果更显著，这可能与这两种刺激方式在神经系统中

引发的特定生物学响应有关。
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2.3　CFS对小鼠海马DG区神经元兴奋性的影响

在结束行为学实验后进行电生理实验。静息电

位、动作电位及长时程诱发动作电位示意图如图7

所示。

研究 5 组小鼠的静息电位 （resting membrane 

potential，RMP） 数据 （图 8a）。HU 组的 RMP 低

于 sham 组（*P<0.05），10 Hz 组、20 Hz 组和 CFS

组的RMP显著高于HU组（*P<0.05）。一般来说，

神经元细胞的静息膜电位通常维持在-70mV左右，

即处于极化状态，而神经元动作电位的产生是一个

去极化的过程。结果显示，HU操作加深了膜电位

极化状态，而HU操作的同时接受 rTMS的小鼠则

没有明显的变化。这一结果可能意味着 rTMS似乎

能够保持神经元的正常极化状态。

对放电频数的分析显示，sham组的放电频数

最高，并且显著高于 HU 组（*P<0.05），20 Hz 组

与复合频率组显著高于HU组（*P<0.05）（图8b）。

对 AP 峰值的分析显示，各组间无显著差异 （图

8c）。5组小鼠的达峰时间存在显著差异，HU组达

峰时间最高，且显著高于 sham组和CFS组（**P<

0.01），10 Hz组，20 Hz组达峰时间也均显著低于

HU组（*P<0.05）（图 8d）。分析 5组小鼠AP的阈

值显示，HU组阈值显著高于 sham组、10 Hz组和

20 Hz 组 （*P<0.05），与 CFS 组差异更大 （**P<

0.01）（图 8e）。分析 5 组小鼠 AP 的半波宽显示，

HU 组显著高于 sham 组 （**P<0.01）。10 Hz 组和

20 Hz组的AP半波宽与HU组相比，HU组显著高

于 10 Hz组和 20 Hz组（***P<0.001）。对比HU组

和 CFS 组，HU 组显著高于 CFS 组 （**P<0.01）

（图 8f）。分析 5 组小鼠动作电位最大上升斜率显

示，HU组动作电位的最大上升斜率显著低于 sham

组、20 Hz 组和 CFS 组最大上升斜率 （*P<0.05）

（图 8g）。分析 5组小鼠AP下降支最大下降斜率显

示，CFS 组和 20 Hz 组均大于 HU 组 （*P<0.05），

HU组与 sham组差异更大（**P<0.01）（图8h）。

2.4　复合频率刺激对海马DG区电压门控钾钠离子

通道的影响

通过对行为学及动作电位各项指标进行分析，

CFS可同时改善负性情绪及认知障碍，为探究其作

用机制，进一步研究CFS对海马DG区电压门控钾

钠离子通道的影响。

2.4.1　CFS对IK和IA的I-V曲线的影响

在记录 IK时，外液中加入终浓度为 4 mmol/L

的 4-AP阻断 IA来记录 IK。IK的 I-V变化曲线如图 9a

所示。从图中可以看出，磁刺激对K+通道电流的

影响与特定的刺激电压有关，不同的刺激电压导致

记录到的通道电流峰值不同。IK的 I-V变化曲线显

示，当刺激电压小于0 mV时，3组间无显著差异，

从 0 mV开始，HU组与 sham组的峰值电流差异有

统计学意义，且随着刺激电压的增加，差异逐渐显

著。从20 mV开始，HU组和CFS组开始出现统计

学差异（P<0.01），并且随着刺激电压的增加，差

异的显著性逐渐增大。根据 IK的 I-V 变化曲线图，

通过比较相同刺激电压下的峰值电流，发现HU组

的 IK 电流明显大于 sham 组，CFS 组的电流大于

sham组，但仍明显低于HU组。
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IK的激活曲线如图 9b 所示。同时，CFS 组的

激活曲线相对于 sham 组有明显的左移。相应地，

计算了各组的半激活电压V1/2，sham组为（12.34±

1.93） mV，HU 组为 （-8.619±0.88） mV，CFS 组

为 （-1.79±1.42） mV， HU 组 的 斜 率 因 子 k 为

29.58±1.79。CFS组的斜率因子 k为16.68±0.93，明

显高于HU组。IK激活的动力学参数详见表2。
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在记录 IA时，外液中加入终浓度为 25 mmol/L

的 TEA 阻断 IK来记录 IA。IA的 I-V 曲线如图 10a 所

示。对相同刺激电压下的峰值电流分析表明，HU

组和 sham组的峰值电流从刺激电压为-20 mV开始

不同，与 CFS 组的峰值电流从 30 mV 开始不同。

HU组小鼠的峰值电流明显高于 sham组，CFS组小

鼠的峰值电流明显低于HU组，但仍高于 sham组。

IA的激活曲线见图 10b。与 HU 组相比，sham

组和 CFS 组的激活曲线明显右移，而与 CFS 组相

比，sham组的激活曲线明显右移。半激活电压V1/2

在各组间存在显著差异， sham 组为 （-1.53±          

0.38）mV，HU组为（-16.04±2.07）mV，CFS组为

（-6.24±2.61） mV。sham 组的斜率因子明显高于

HU组。IA激活曲线参数详见表3。

IA 的失活曲线如图 10c 所示。相对于 HU 组，

sham组和CFS组的曲线均明显左移，而 sham组相

对于CFS组则左移。组间半失活电压有显著差异，

HU 组为 （-16.04±2.07） mV，sham 组为 （-1.53±

0.38）mV。

IA的复活曲线见图10d。从复活曲线可以看出，

HU组恢复的更快、更短、更高。sham组和CFS组

的恢复过程较长，不能完全复活。与HU组相比，

sham组的复活曲线明显右移。与HU组相比，CFS

组的右移不明显。时间常数显示，sham组和CFS

组失活后的复活时间明显长于 HU 组，且 sham 组

的时间常数大于CFS组。IA的复活曲线参数见表4，

从中可以得出结论：HU 组的时间常数为（4.04±

1.14） ms。sham 组和 CFS 组的复活时间常数分别

为（10.45±0.58）ms 和（8.47±0.57）ms，明显高于

HU组。

2.4.2　复合频率刺激对海马DG区电压门控Na+通道

的影响

Na+通道的电流如图 11a 所示。通过分析相同

刺激电压下的峰值电流，发现在刺激电压为      

-60 mV 时，HU 组与 CFS 组的峰值电流开始出现

显著差异 （P<0.01）。在刺激电压为-50 mV 时，

HU 组与 sham 组的峰值电流开始出现显著差异  

（P<0.001），最大的统计差异出现在刺激电压为

-30 mV时。HU组的 INa电流明显大于 sham组，而

CFS组的电流大于 sham组，但仍低于HU组。这表

明，CFS可以降低HU小鼠神经元的 INa电流峰值，

但仍无法使其恢复到正常小鼠的水平。

INa 的激活曲线如图 11b 所示。与 HU 相比，
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Fig. 9　Results of CFS on IK

(a) I-V curves of IK. (b) Activation curve of IK. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs HU, n=8.

Table 2　The activation parameters of IK

Groups

Sham

HU

CFS

IK activation curve parameters (n=8)

V1/2/mV

12.34±1.997***

-8.62±0.90

-1.79±1.4*

k

16.81±1.06**

29.58±1.79

16.68±0.93*

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs HU, n=8.
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Fig. 10　Results of CFS on IA

(a) I-V curves of IA. (b) Activation curve of IA. (c) Inactivation curve of IA. (d) Recovery curve of IA. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs HU, n=8.

Table 3　The activation parameters of IA

Groups

Sham

HU

CFS

IA activation curve parameters (n=8)

V1/2 /mV

-1.53±0.38**

-16.04±2.07

-6.24±2.61*

k

23.33±2.71**

13.15±1.21

16.49±2.14

*P<0.05, **P<0.01 vs HU, n=8.

Table 4　The inactivation and recovery parameters of IA

Groups

Sham

HU

CFS

IA inactivation curve 

parameters (n=8)

V1/2 /mV

-49.05±1.41***

-39.90±1.57

-47.03±1.15**

k

15.71±1.43*

7.54±1.96

14.59±1.32*

IA recovery curve 

parameters (n=8)

τ /ms

10.45±0.58**

4.04±1.14

8.47±0.57*

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs HU, n=8.
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sham组和CFS组的激活曲线明显左移。据此计算

出各组的半激活电压 V1/2， sham 组为 （-39.37±

3.48） mV，HU 组为 （-26.15±1.82） mV，CFS 组

为（-33.34±2.47） mV，明显大于HU组。sham组

的斜率因子 k明显大于HU组。INa激活曲线参数详

见表5。

INa失活曲线见图 11c。与HU相比，sham组和

CFS组的复活曲线明显右移。相应地，计算各组的

半失活电压 V1/2，sham 组为 （-38.88±1.82） mV，

HU 组为（-52.52±2.95） mV，CFS 组为（-41.89±

1.27） mV，sham 组和 CFS 组明显高于 HU 组，INa

失活曲线参数详见表6。

INa的复活曲线见图 11d。3组在不同时间间隔

的归一化电流峰值无明显差异。与HU相比，sham

组和 CFS 组的复活曲线明显左移，CFS 组相对于

sham 组明显右移。计算出各组的恢复时间常数，

sham组和CFS组明显小于HU组，INa复活曲线参数

详见表6。
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Fig. 11　Characterization of voltage-gated Na+ channel dynamics
(a) I-V curves of INa. (b) Activation curves of INa. (c) Inactivation curves of INa. (d) Recovery curves of INa. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs HU, n=8.
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3　讨 论

本研究建立了HU模型。通过蔗糖偏好实验和

水迷宫实验验证了HU操作处理后的小鼠的行为指

标明显低于 sham组。通过行为学实验结合电生理

实验，验证了CFS对HU模型小鼠的治疗效果。结

果表明，CFS可同时显著改善HU小鼠的空间学习

能力和负性情绪，其潜在的作用机制可能是通过改

善电压门控离子通道的动力学特性从而增强神经元

的兴奋性。

在水迷宫实验中的研究结果表明，HU组小鼠

的学习和记忆能力受到损伤，这些观察结果与以往

的研究相符，表明了重力缺失可能引起认知功能的

损害。10 Hz、20 Hz和CFS组都能显著提高HU小

鼠的空间学习能力。其中，20 Hz和CFS的改善效

果更为明显。这可能是因为20 Hz和CFS刺激在神

经系统中引发了特定的生物学响应，促使小鼠恢复

了部分认知功能。在蔗糖偏好实验中，在尾吊处理

后，小鼠对蔗糖水的消耗没有明显的偏好，与正常

对照组相比，表现出快感的缺失和负面情绪体验。

这种行为改变可能是由尾吊操作引起的身体不适感

和压力所致。这与以往的研究结果一致，表明尾吊

操作可能导致小鼠的压力水平增加，影响了它们的

快感体验和正常的行为反应［29］。这种行为变化也

可能与水迷宫实验中观察到的认知障碍相互作用，

形成了一个恶性循环。所有接受刺激的组别显示出

了对蔗糖水的明显偏好，这种改变表明磁刺激有助

于减轻尾吊操作引起的压力和负面情绪，恢复了小

鼠的正常快感体验，尤其是接受CFS的小鼠，其对

蔗糖水的偏好最为显著，说明了CFS对缓解小鼠情

绪压力和提升愉悦感方面具有更好的效果。在本研

究中，CFS对小鼠的空间学习能力和负性情绪可同

时起到改善作用，其潜在的作用机制可能是磁刺激

增加了神经元的兴奋性。

神经元的兴奋性是指神经元受刺激后产生AP

的能力［30］。因此，提高DG颗粒细胞的神经元兴奋

性可能是改善认知障碍的潜在研究靶点。它是神经

元在去极化和静息态之间切换的基本且重要的动力

学机制［31］。本研究采用离体脑片膜片钳技术采集

各组小鼠海马DG神经元的动作电位。对静息膜电

位、动作电位、发放频率、阈值、达到峰值的时间

以及上升和下降斜率的分析表明，HU操作引发小

鼠神经元动作电位的发放频率减少，动作电位峰值

电位降低，且去极化和复极化过程减慢，这表明，

HU降低了正常小鼠神经元的兴奋性，而接受HU

操作同时接受磁刺激的小鼠均有改善效果。3个刺

激组的数据显示，HU小鼠的神经元兴奋性有显著

改善，其中，20 Hz和CFS组的改善效果更好。值

得注意的是，尽管改善的趋势向着正常小鼠组发

展，但神经元兴奋性并不能恢复到正常小鼠的水

平。潜在原因可能是 HU 对小鼠神经元造成了结构

性损伤，由于长期的HU可能导致细胞内电生理特

性的改变，包括离子通道活性的变化、电位稳定性

的下降等，这些改变将对神经元的稳定性和健康造

成一定程度上的影响［32］。此外，还有一些研究证

实了HU操作可能引发细胞外基质的变化，如氧化

应激反应的增加［33］、细胞内外炎症介质的释

放［34-35］以及神经元凋亡［36］等。这也为在未来的研

究中提供新的设计思路。

诸多证据表明，钠离子通道介导AP的去极化

相位与神经元兴奋性相关［37］，钾离子通道与设置

静息膜电位及调控细胞兴奋性相关［38］。因此，本

研究继续深入探究了CFS对HU小鼠神经元钠钾离

子通道动力学特征分析。对钾离子通道动力学的分

析表明，CFS组的 IA和 IK的半数激活电压V1/2与HU

组相比，复合频率组瞬时外向钾通道和延迟整流钾

通道的半数激活电压变大，激活曲线明显右移，这

表明钾通道的激活需要更高的刺激电压。对于 IA，

复合频率组的半数失活电压V1/2比HU组小，失活

曲线明显左移，向着膜电位极化方向移动，激活过

程会更快完成。CFS组 IA的复活曲线明显右移，表

明恢复过程更长。以上表明CFS抑制了 IA和 IK。对

Table 6　The inactivation and recovery parameters of INa

Groups

Sham

HU

CFS

INa inactivation curve 

parameters (n=8)

V1/2/mV

-38.88±1.82***

-52.52±2.95

-41.89±1.27**

k

8.11±0.83

6.18±0.67

7.13±1.38

INa recovery curve 

parameters (n=8)

τ/ms

8.10±1.57**

27.10±3.93

10.26±1.51**

**P<0.01, ***P<0.001 vs HU, n=8.

Table 5　The activation parameters of INa

Groups

Sham

HU

CFS

INa activation curve parameters (n=8)

V1/2/mV

-39.37±3.48**

-26.15±1.82

-33.34±2.47

k

12.08±3.06*

17.34±1.78

15.75±1.53

*P<0.05, **P<0.01 vs HU, n=8.
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钠离子通道的分析发现，相比于HU组，CFS组激

活曲线明显左移，半数激活电压V1/2变小，即激活

发生在膜电位更低处，更容易被激活。在 CFS 刺

激下半数失活电压 V1/2变大，失活曲线明显右移，

向着去极化的方向移动，使激活过程完成需要更长

时间。复合频率组恢复曲线相对于 HU 组明显左

移，恢复时间更短。以上表明 CFS 加速了 Na+内

流，从而激活 INa。动作电位是神经元兴奋的基本

特征［39］，它遵循了钠离子和钾离子通道的开放与

关闭。在离子通道的研究中，CFS促进了Na+内流

并激活了 INa，而Na+大量内流是动作电位上升支的

重要生理基础［40］，最大上升斜率增大，使兴奋性

增强，这与在动作电位中的分析结果一致；CFS阻

碍了K+外流，从而抑制 IA和 IK，K+是动作电位下降

支过程即设置静息电位的重要离子，K+外流过程

受阻，从而提高了胞内的电位水平，使细胞的兴奋

性维持在较高的状态［41］，这与动作电位分析结果

中最大下降斜率减小的趋势一致。此外，CFS可能

影响突触前神经元的神经递质释放［42-43］，这一改

变在以往的研究中被认为是调节突触前神经元的膜

电位和电导率［44］，从而影响Ca2+进入突触前终端，

进而影响神经递质的释放，最终改变神经元兴奋

性。此外还有研究表明，磁刺激可能通过调节神经

元膜上的离子通道受体［45］，如N-甲基-D-天冬氨酸

（N-methyl-D-aspartic acid，NMDA）、α-氨基-3-羟

基 -5-甲基 -4-异恶唑丙酸 （α‑amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazole-propionic acid， AMPA） 受 体

等，导致受体的敏感性发生变化，从而影响神经元

兴奋性。进一步研究是通过细胞内信号通路         

进 行 解 释 的 ， 例 如 cAMP （cyclic adenosine 

monophosphate）［46］ 、 cGMP （cyclic guanosine 

monophosphate）［47］、Ca2+［48］等第二信使分子，通

过调节胞内的多种第二信使，使其影响离子通道的

打开或关闭，磁刺激作为外部干预条件，可能通过

激活或抑制这些信号通路［49］，直接或间接地影响

离子通道的状态。

rTMS通过调节神经元兴奋性改善空间认知功

能障碍和负面情绪［50-51］。神经元内在的兴奋性、

可塑性促进了学习和记忆［52］。钠离子和钾离子通

道的动力学特性结合动作电位分析表明，神经元兴

奋性的变化与离子通道的开闭密切相关。这可能是

磁刺激改善认知功能和负面情绪的潜在机制之

一［53-55］。在本研究中，CFS可同时显著改善由HU

操作引起的不同的神经系统功能障碍。

4　结 论

本研究中，由两种频率组成的 CFS 对认知障

碍和负性情绪均有较明显的改善作用，且神经元动

作电位和离子通道指标的差异与行为学表现的差异

基本一致。这表明，CFS对HU小鼠的认知障碍和

负性情绪均有显著改善作用，其作用机理可能是磁

刺激通过影响电压门控离子通道的动力学特性，提

高神经元的兴奋性。因此，CFS在同时调节认知障

碍和负性情绪以及改善神经元兴奋性方面具有广阔

的研究和临床应用前景。本研究为 CFS的临床应

用提供了相关的实验基础和理论依据，但尾吊小鼠

样本与实际航天员所处环境存在一定差异，因此关

于CFS模式下的 rTMS改善太空失重环境导致的神

经系统功能障碍仍需要进一步的探索。
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Abstract　Objective  In recent years, the negative impact of microgravity on astronauts’  nervous systems has 

received widespread attention. The repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) technology has shown 

significant positive effects in the treatment of neurological and psychiatric disorders. The potential benefits of 

combined frequency stimulation (CFS) which combines different frequency stimulation patterns in ameliorating 

neurological dysfunctions induced by the microgravity environment, still require in-depth investigation. Exploring 

the therapeutic effects and electrophysiological mechanisms of CFS in improving various neurological disorders 

caused by microgravity holds significant importance for neuroscience and the clinical application of magnetic 
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stimulation. Methods  This study employed 40 C57BL/6 mice, randomly divided into 5 groups: sham group, 

hindlimb unloading (HU) group, 10 Hz group, 20 Hz group, and combined frequency stimulation (10 Hz+20 Hz, 

CFS) group. Mice in all groups except the sham group received 14 d of simulated microgravity conditions along 

with 14 d of repetitive transcranial magnetic stimulation. The effects of CFS on negative emotions and spatial 

cognitive abilities were assessed through sucrose preference tests and water maze experiments. Finally, patch-

clamp techniques were used to record action potentials, resting membrane potentials, and ion channel dynamics of 

granule neurons in the hippocampal dentate gyrus (DG) region. Results  Compared to the single-frequency 

stimulation group, behavioral results indicated that the combined frequency stimulation (10 Hz+20 Hz) 

significantly improved cognitive impairments and negative emotions in simulated microgravity mice. 

Electrophysiological experiments revealed a decrease in excitability of granule neurons in the hippocampal DG 

region after HU manipulation, whereas the combined frequency stimulation notably enhanced neuronal 

excitability and improved the dynamic characteristics of voltage-gated Na+ and K+ channels. Conclusion  The 

repetitive transcranial magnetic stimulation with combined frequencies (10 Hz+20 Hz) effectively ameliorates 

cognitive impairments and negative emotions in simulated microgravity mice. This improvement is likely 

attributed to the influence of combined frequency stimulation on neuronal excitability and the dynamic 

characteristics of Na+ and K+ channels. Consequently, this study holds the promise to provide a theoretical basis 

for alleviating cognitive and emotional disorders induced by microgravity environments.

Key words　combined frequency stimulation, repetitive transcranial magnetic stimulation, hindlimb unloading,

spatial cognitive impairment, negative emotion, neuronal excitability, ion channels
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