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低频脉冲电场对 PC12 细胞突起生长和

NGF 受体分布的影晌

余晓君王瑞颖 张红锋 * 陈树德 l

( 华东师范大学生命科学学院 ; I 华东师范大学物理系 ， 光谱与波谱学教育部重点实验室 ， 上海 2 00 0 62 )

摘要 以 PC12 细胞为 实验材料， 研究低频脉冲电场(f=50 Hz， τ=20 ms, Epp= 1 V/m)对神经

细胞突起生长及膜受体聚簇的影响 。 结果显示， 该电场能促进NGF受体的聚簇。 电场处理 15 min 

使 PC1 2 细胞表面的 NGF 受体发生明显的聚簇， 30 min 纽次之 ， 5 min 组聚簇效果较弱 。 这表明

细胞膜受体可能是电磁场与细胞相王作用的位点之一。 运用细胞突起图形处理软件，追踪测定经

电场处理后 PC12 细胞的突起数量和长度， 发现该电场能显著促进细胞突起的生长，但对突起数量

没有明显的影响 。

关键词 低频脉冲电场 ; PC12 细胞; NGF 受体 ; 聚集成簇 : 细胞突起

低频电磁场是人类日常生活中接触最多的电磁

场 ， 其生物学效应十分复杂。 研究发现低频电磁场

对生物大分子物质的合成、 构象和功能等方面都有

着不同程度的影响[l]，也会改变细胞生长和分化的

特性[2] 。 目 前认为， 低能量的低频电磁场与持久明

显的生物学效应之间的一个重要的偶联位点是细胞

膜受体。 受体与配体的特异结合是细胞信号转导的

开始，低频电磁场干扰配体与受体的结合以及相应

的信号传递途径 ， 最终导致相关基因表达改变或细

胞代谢活动改变 [ 3 ] 。

嗜恪神经瘤细胞PC12细胞表面具有神经生长因

子(NGF)受体 ， NGF 是促使 PC 12 细胞分化和细胞

突起生长的细胞因子[4，5] 。 当 PC 12 细胞生长在血清

培养条件下 ， 表现出未成熟的肾上腺嗜铭细胞的特

征 。 而在 NGF 存在的条件下 ， NGF 与其受体结合

后可诱导受体的聚集成簇，并激活细胞内的信号转

导途径，使 PC1 2 细胞类似于交感神经细胞， 表现

为细胞突起生长， 具有电兴奋性 ， 对外源性乙酷胆

碱敏感 ， 钙通道数量增加和多种神经递质合成。 本

文采用间接免疫荧光技术， 研究经低频脉冲电场处

理后，细胞膜上 NGF 受体的分布和聚集成簇程度的

变化 。 同时测量电场剌激后细胞突起的长度和数量

的变化，以探时低频脉冲电场可能的作用位点 。

1 材料与方法

1.1 材料

嗜恪神经瘤细胞 PCI2 ， 购 自 中科院生化细胞

研究所细胞库 。

DMEM ， 购 自 Gi bco 公司 : 小牛血清(特级) , 

购 自上海实生细胞生物技术有限公司 ; 胎牛血清 ，

购 自黑龙江省五江制药厂 ; 膜蛋白酶(1 : 250 ) ， 购

自 Difco 公司 ; NGF(神经生长因子) ， 购自 Peprotech

公司 :神经生长因子受体的抗体(NGFR 抗体，即

一抗)，购 自 Chemicon 公司 ; 111羊抗小 鼠 IgG-FITC

( 即 二抗)和山羊血清 ， 购 自华美生物工程公司 ;

凹，购 自 Sigma 公司 ; 其他试剂均为分析纯 。

低频脉冲电场发生器(脉冲频率 f=50 Hz ， 脉宽

τ=20 ms ， 培养液中场强峰值 Epp= 1 V/m) ， 由华

东师大物理系生物物理教研室 自 制 ; 荧光显微镜

LEICADC300和LEICA DC300映像系统， 购自 Leica

公司 : 图像处理软件 ， 用 VB 语言编程 。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 PC12 细胞接种于含 10% 胎牛

血清和 5% 小牛血清的 DMEM 培养基中 ， 置 37
0

C

5 %C02 培养箱进行传代培养。

1 . 2.2 间接免疫荧光法分析NGF受体聚集成簇 经
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0.25 % 腆蛋白酶消化，制成 PC1 2 细胞悬液 ， 调整

细胞密度为 5 X 105 个 Iml ， 接种于预先放置盖玻片

的 6 孔细胞培养板中， 2ml/ 孔 ， 3 7 "C恒温培养。 除

阳性对照组的培养液中添加 5 ng/ml NGF 外 ， 其他

各组的 PC12细胞均培养在含 10% 胎牛血清和 5% 小

牛血清的 DMEM 培养液中 。 传代培养 3 天后 ， 进

行间接免疫荧光实验 ， 检测 NGF 受体的分布情况。

间接免疫荧光实验步骤为 : 弃去培养液 ， 用

0.1 M PBS 漂洗后，依次以 4% 多聚甲醒固定 ， 0.2% 

NP40 处理增加膜的通透性， 10 % 1 11 羊血清封阻，

NGFR 的抗体处理(阴性对照组不处理) ， FITC 标记

的二抗处理手LI PI 染色，句:次处理后均用 PBS 漂洗

3-5 次 ， 每次 5 mi n 。 然后取 出盖玻片，以 10 %

甘油封片于载玻片上，指甲油封边， 4 "C 避光保

荐 。 荧光显微镜观察分析 。

间接免疫荧光实验前进行分组和预处理 : ( 1 ) 阴

性对照组 ， 细胞不经过 NGF 受体的抗体处理 ， 其

他步骤均与上述实验步骤相同 ; ( 2 ) 阳性对照组，

细胞培养液中添加终浓度为 5 ng/ml 的 NGF ， 按 lï3:

接免疫荧光实验步骤址行操作 ; ( 3 ) 正常对照组，

不经电场处理，~接进行间接免疫荧光实验 ; ( 4 ) 

电场实验组，将 6 孔培养板置于平板电极间， 分别

经低频脉冲电场处理工 1 5 和 30 min 后再进行间接

免疫荧光实验 。

1.2.3 突触长度和数量的软件分析 经 0.25% 腆

蛋白酶消化， 制成 PC 1 2 细胞悬液 ， 调整细胞密度

~ 

区』 ... 

研究论文·

为 5 X 10 5 个 1m )， 接利I于 96 孔细胞培养板培养过

夜 。 第 2 天实验组分别用低频脉冲电场处理 5 、 10 、

15 、 20 、 30 min ， 正常对照组不经电场处理，继

续培养 1 天和 2 天后 ， 对各组细胞进行显微摄影 。

将所存储的 jpg 格式文件用 VB 语言设计的细胞突起

图像分析软件 ， 测定 PC1 2 细胞突起的长度和l数量，

并进行数据统计和差异性分析 。

2 结果

2.1 脉冲电场对 PC12 细胞膜上 NGF 受体分布的

影响

图 l 是间接免疫荧光实验的显微照片 ， 医| 中黄

色部分为 PI 染色的细胞核 ， 外围的绿色荧光结构显

示细胞膜上 NGF 受体的分布位置。 图 lA 表示未经

NGFR 抗体处理的阴性对!t在组 ， 图 lB 表示经 NGF

细胞因子处理的阳性对照组，图 lC 表示未经电场

处理的正常对照组， 民11 D 、 l E 、 lF 分别表不·经

电场处理 5 、 15 和 30 min 实验组。

结果表明，低频脉冲电场剌激均能促过 PC12

细胞上 NGF 受体的聚集成簇，其效果随作用时间而

异 。 电场处理 5 mi n 的聚集成簇效果较弱 ; 15 min 

最强，与阳性对照组相似 ; 30 min 的聚集成簇效

果强于 5 min 组， 但弱于 1 5 min 细 。

2.2 低频脉冲电场对 PC12 突起生长的影晌

表 l 、 表 2 分别表示低颇脉冲 I'@，场处理后第 1 天

和l第 2 天细胞突起 氏度和数量的测量结果，各实验

国R
口

43| 日
回

是 L -E 
也 .

~二J冉
图 1 低频脉冲电场对 PC12 细胞膜上 NGF 受体分布的影晌(X 400) 

(A) IYJ 性对!照纠设钉绿巳尖光，说 IYJ "J 以 1111徐荧光抗体的 I r- t~ 异性生Ji合 : ( B)NGF 阳性别!照古IlIJ员|二 :i\ J见 I川lU的样状尖光斑，且βf块(r-J

灾)'t强度较强(衍头所/1'): (C) 11 悦'对 W\ 红l绿色荧光较浅 ， 分 ;(fí 比较均匀，无聚集成簇的现象 ( D )5 min 山场 rl lJJ莫 1 :J\iIJ，l， ::j主 )jJ. 5r ，Ú!的

尖)'(;斑 ， ~十块多 JJ !:''i，状，尖 Yé~h_l J.立较，J>J ( 箭头所水) 。 说明 5 min 的 111场处J1H叫促使当111剧院 1- NGF 受{牛仔 J丛聚集成族 : (E) 15 min 1l!. 

场组现象与 Il~1 性对 nn核近，以|的体状及条状斑块大」二l 长， ')二 )'(; 'J丛度也较强(箭头所示) 。 说明J I l!. J元处J旦 1 5 mi n )口能』ulJ寄促 ill lJ央 1 '.;受

体聚集成簇; (F)30 mi n I l!. J元吉IlJJ央 |有棒状、点状的荧光斑， J{人小平H尖 J't强度介 f 5 min m和 1 5 min m之间(街头所/问 。
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表 1 低频脉冲电场处理后第 1 天细胞突起平均长度的比较(n=25)

电场处理时间(min)

0 

突起平均数量(条 / 细胞) 突起平均长度(μm) t 检验

5 

10 

3 .30 

3. 04 

3 .2 1 

15 3.2 1 

20 3.28 

3o 3.00 

注:与电场处理 o min 比较 • 'P<0 .05 差异显著， n= 细胞数。

14 . 9 士 22 . 6

15.4 ::!:: 14 .9 

16 .6 ::!:: 18.3 

2 1 .8 士 20 .7

25 . 0 士 25 .4

24 .1 ::!:: 23 .3 

0.22 1 

0.5 93 

1.865 

2.121' 

2.364 ' 

表 2 低频脉冲电场处理后第 2 天细胞突起平均长度的比较(n=25)

电场变重耐雨(min)

0 

突起平均数量(条/细胞) 突起平均长度(μm) t 检验

5 

10 

15 

20 

3 .00 

3 .00 

2. 76 

2 .85 

3.28 

3o 3 .30 

注:与电场处理 o min 比较 . "P<O . O I 差异显著， n= 细胞数。

组的突起长度均大于对照组。 在脉冲电场处理后第

1 天， 5 、 1 0 和 15 min 组细胞突起长度的增加幅度

尚不明显(P > 0.0日， 20 min 和 30 min 组细胞突起

有明显的增长(P<0 . 05) 。

而脉冲电场处理后的第 2 天 ， 各实验组细胞突

起长度均极显著大于对照组(P<O. OI ) ， 并且电场处

理 1 5 min 以上的效果更明显。 但电场处理对细胞突

起数量的影响不明显 。

3 讨论
间接免疫荧光实验的结果表明，低频脉冲电场

能促使 PC 12 细胞膜上的 NGF 受体发生聚集成簇 ，

且电场处理 15 min 的 PC12 细胞膜上荧光斑块的大

小、形态和荧光强度，与 NGF 剌激的阳性对照组

细胞的斑块相似。 这说明脉冲电场对细胞所产生的

作用，相似于细胞因子 NGF 的作用效果 ， 使 PC12

细胞膜上的 NGF 受体发生聚集成簇。 t 细胞膜受体是

细胞外激素、细胞因子等配体的作用位点 ， 当配体

与相应的受体结合后，通常诱导细胞膜受体形成二

聚体。电磁场亦能使受体聚集成簇 ， 表明电磁场与

细胞因子可能具有相同的作用位点 ， 即细胞膜受体

可能是电磁场信号偶合的位点之一。 孙文均等在研

究50 Hz磁场诱导细胞膜受体簇化及电磁噪声的干预

作用中也得到了相同的结果与结论(待发表) ，细胞

经 0.4 mT 的工频磁场处理 5 min 后，可以明显诱

导细胞上 EGF 和 TNF 受体的簇化，然而等强度的

不规则电磁噪声单独处理细胞，却不能诱导受体的

10.2 ::!:: 6 .7 

1 7 . 3 土 14.9

1 9 . 9 士 14 . 9

29 . 8 士 16.6

27.2 士 19 . 3

29 . 0 士 24 . 0

2.366" 

2.518" 

5 .392" 

5.565" 

5.090" 

簇化。这表明工频磁场与不规则噪声具有不同的生

物信息。 Drucker-Colin 等问也发现低频磁场剌激与

NGF 的作用有相似性。

从脉冲电场处理后的第 1 天细胞突起长度测量

结果看 ， 短时间电场处理不能引起细胞突起长度的

明显增加， 20 min 以上的电场处理才能明显促进细

胞突起的生长。而在电场处理后继续培养的第 2

天 ， 电场处理 5 min 到 30 min 的各实验组细胞突起

长度均显著增加， 与未经电场处理的对照组有极明

显差异。 这表明脉冲电场有促使细胞突起生长的作

用，而且作用是稳定持久的。即使电场剌激巳撤

除 ， 2 天后仍能观察到明显的效果。 Shah 等[7]也发

现用 2 Hz 、 0. 3mT(3G) 电磁场可刺激 PC6 细胞突

起增生。

结合免疫荧光实验和突起长度测量结果，发现

电场处理 15 min 和 30 min 促使细胞突起长度增加的

效应，比电场处理 5 min 强得多。同样发现 ， 电

场处理 5 min 所诱导的 NGF 受体聚簇的程度也是较

弱的 。 由此我们推测，低频脉冲电场对 PC12 细胞

膜上的 NGF 受体聚集成簇的影响，可能与突起生

长有关。 此脉冲电场可能促进NGF 受体聚集成簇，

并经由这个信号转导途径，影响突起的生长。总

之，电磁场对细胞生命活动的影响是一种相当复杂

的过程， 深入研究低频电磁场对神经细胞生长的影

响 ， 有着重要的医学及实际应用意义。
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The Effects of Extremely Low-frequency Pulsed Electrical Field on 

NGF Receptors and Outgrowth in PC12 Cells 

Xiao-Jun Yu, Jun-Ying Wang, Hong-Feng Zhang*, Shu-De Chen1 

( School of Life Science, East China Normal Universi纱，" 'Key Laboratory of Ministry of Educationfor Optical and Magnetic Reso­

nance Spectroscopy, Department of Physics, East China Normal Uniνersity， Shanghai 200062, China ) 

Abstract PC12 cells were exposed to low-frequency pulsed electrical field (f=50 Hz， τ=20 ms, Epp=1 V/ 

m) to study the possible effects of electrical field exposure on nerve growth factor receptor (NGFR) and out­

growth in PC12 cells . The results showed that pulsed electrical field could obviously induce the clustering of 

NGFR. The clustering effect was strongest after exposure to low-仕equency pulsed electrical field for 15 min, just 

as the effect of NGF. But it was weakest after exposure for 5 min. It suggested that receptor in the cytoplasmic 

membrane would be the site where low-frequency pulsed electrical field interacted with cells. By an image-analysis 

software, it was showed that low-frequency pulsed electrical field promoted outgrowth of PC12 cells. 

Key words low-frequency pulsed electrical field; PC12 cell; NGF receptor; clustering; outgrowth 
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