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摘要　采用频率为０．１THz、功率密度为２．６５mW/cm２的太赫兹光源分别辐射SD大鼠海马神经元５,１５,２５min,

通过神经元膜电位的变化,研究了太赫兹辐射对海马神经元兴奋性的影响,结果发现,１５min和２５min的太赫兹

辐射会显著诱发海马神经元去极化,从而提高其兴奋性.为了探究太赫兹辐射提高神经元兴奋性的原因,检测了

神经元内Ca２＋、Na＋和K＋浓度的变化,结果表明,此辐射使海马神经元内Ca２＋、Na＋ 浓度增加,K＋ 浓度减小.研

究证实了太赫兹辐射(０．１THz,２．６５mW/cm２)通过调节海马神经元内带电离子的浓度促使其兴奋,为太赫兹辐射

技术在生物医学领域应用的发展奠定了前期实验基础.
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Abstract　Inthiswork theeffectofterahertz THz radiationontheexcitabilityofhippocampalneuronsisstudied
bychangingtheneuronalmembranepotentialandusinghippocampalneuronsinSpragueDawley SD rats
irradiatedbyaTHzsourcewithfrequencyof０敭１THzandpowerdensityof２敭６５mW cm２for５ １５ and２５min 
respectively敭TheresultsshowthatTHzirradiationfor１５and２５mincausesasignificantdepolarizationofthe
hippocampalneurons therebyincreasingneuronexcitability敭ToexplorethemechanismbehindthisTHzradiationＧ
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１　引　　言

太赫兹(THz)波是指频率在０．１~１０THz(对
应波长为３mm~３０μm)范围内的电磁波,位于微

波和红外光之间[１].太赫兹辐射具有以下特点[２Ｇ３]:

１)强吸收性———太赫兹波可被许多极性分子,包括

生物组织中的水分子、氨分子等强烈吸收;２)低能量

性———太 赫 兹 波 的 光 子 能 量 很 低

(４．１４meV/THz),为 X 射线光子能量的１０－８~
１０－７,且低于各种化学键的键能,因此它对生物组织

不会产生电离损伤,与X射线辐射、紫外线辐射等

相比安全性更高;３)能级匹配性———重要的生物大

分子(如蛋白质、DNA等)的偶极子旋转及骨架振动

频率恰好处于太赫兹波段范围内,低频分子振动,如
氢键、范德瓦耳斯力和其他非键合相互作用力也与

太赫兹频率相匹配,因此太赫兹辐射可影响生物分

子的结构和功能[４].鉴于上述优势,太赫兹辐射的

生物效应在国内外受到了广泛关注,近些年来相关

研究已经覆盖了各个结构层次,包括有机体、组织、
细胞和生物大分子[５].

神经细胞具有感受刺激和传导兴奋的功能,其
中海马区神经元是储存记忆、学习和定位的重要神

经核团.海马神经元功能的紊乱会导致阿兹海默

病、癫痫、脑卒中等神经性疾病[６].现有的神经性疾

病的调控方法主要是药物治疗,常用药物为纳洛

酮[７]、神经调节素[８]等,然而药物治疗会不可避免地

对生物组织产生一定的毒性.近些年来,对神经元

进行深部脑刺激,如电经颅磁刺激,在治疗神经性疾

病中展示出了非常有潜力的应用价值[９].由于神经

系统对电磁波辐射非常敏感[１０],目前已有许多有关

电磁波辐射对海马神经元影响的研究报道.据报

道,２~４GHz频率的微波辐射可引起大鼠海马神

经元内 Ca２＋ 浓度升高[１１].脉冲红外光(频率为

１６１THz)通过调节神经元内的Ca２＋循环来刺激螺

旋和前庭神经元兴奋[１２].考虑到太赫兹辐射的强

吸收、低能性,以及与生物分子振动的匹配性等特

征,本文认为研究该频段的辐射对神经元的生物效

应具有十分重要的现实意义.目前,相关研究正逐

渐展开.据报道,０．０５~２THz的宽频辐射可促进

鸡胚感觉神经节的生长,其中,１．１THz和１．１６THz
是促进其生长的主要频率[１３Ｇ１４].采用２．３THz(功
率密度为０．５~２０mW/cm２)的太赫兹波辐射３０s,
就能可逆地改变神经元细胞膜的通透性,促使化合

物运输到神经元[１５].然而,目前未发现有关太赫兹

辐射对海马神经元兴奋性影响的相关报道.为此,
本文基于荧光检测手段,应用ImageJ荧光分析方

法,通过表征辐射后神经元膜电位的变化,检测了不

同时间尺度(５,１５,２５min)的太赫兹辐射(频率为

０．１THz,功率密度为２．６５mW/cm２)对SD大鼠海

马神经元兴奋性的影响.为进一步探究太赫兹辐射

提高神经元兴奋性的原因,检测了辐射后神经元内

Ca２＋、Na＋和K＋ 浓度的变化.本工作为探索调控

神经性疾病提供了一个新思路,为太赫兹辐射在生

物医学工程领域的应用提供了支撑.

２　材料和方法

２．１　样本和试剂准备

取出生１d后的SD大鼠海马神经元,贴壁培养

于１２孔细胞培养板的两不相邻孔中,分别作为实验

组和对照组.实验过程中须保证两组细胞除辐射外

其他外部条件皆相同,待培养至第７天时,进行检测

实验.荧光检测试剂盒DiBAC４(３)、FluoＧ４/AM、

SBFI/AM和PBFI/AM,以及PBS(phosphatebuffer
saline)、HEPEs (NＧ２ＧhydroxyethylpiperazineＧNＧ２Ｇ
ethanesulfonicacid)缓冲溶液购买自SigmaＧAldrich
(上海).

２．２　太赫兹辐射系统

图１ 太赫兹辐射系统简图

Fig敭１ SchematicofTHzradiationsystem

图１为自行搭建的太赫兹辐射系统简图.使用

天津大学太赫兹研究中心的连续、单频太赫兹光源

(TeraSenseInc．)进行辐射实验.太赫兹光源的频

率为０．１THz,光束直径为１．２cm,功率密度为

７８mW/cm２(８８mW).为减小太赫兹辐射的热效

应,根据马吕斯定律,在该系统中使用太赫兹光偏振

片 将 光 源 的 功 率 密 度 降 低 至２．６５mW/cm２

(３mW).图２为太赫兹光源原始功率图和衰减后

的功率图.实验时将细胞培养板置于恒温(３７℃)
培养箱中,培养箱底部开孔,使太赫兹光经过偏振片

后对细胞培养板底部贴壁生长的神经元进行辐射.
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图２ 太赫兹波功率图.(a)８８mW;(b)３mW
Fig敭２ PowerdiagramsofTHzwave敭

 a ８８mW  b ３mW

２．３　神经元膜电位与细胞内Ca２＋、Na＋ 和 K＋ 浓度

的检测方法

在神经元接受辐射后,立即检测对照组和实验

组的细胞膜电位与细胞内Ca２＋、Na＋和K＋的浓度.
选 择 DiBAC４ (３)检 测 神 经 元 的 膜 电 位[１６].

DiBAC４(３)是一种膜电位敏感荧光探针,它本身无

荧光,当进入细胞与胞浆内的蛋白质结合后就会发

出荧光.DiBAC４(３)的荧光激发波长和发射波长

分别为４９３nm和５１６nm,因此在荧光倒置显微镜

下观察记录时使用蓝光激发,荧光发绿色.若荧光

强度增大,则表征神经元发生了去极化;若荧光强度

下降,则表示神经元发生了超极化.工作时首先将

培养基移除并用PBS缓冲液洗涤神经元３次.向

细 胞 培 养 板 中 加 入 １ mL 的 DiBAC４ (３)
(５μmol/L)染色液,放置于细胞培养箱(３７℃)中避

光孵育３０min;最后洗掉染色液,加入１mL的PBS
溶液于荧光倒置显微镜(NikonTIＧU)下避光观察,
记录荧光图像.最后使用ImageJ计算各组实验的

荧光强度,具体分析方法见３．１节.
使用荧光探针FluoＧ４/AM 检测细胞内Ca２＋的

浓度[１７].FluoＧ４/AM进入细胞后可以被细胞内的

酯酶剪切形成 FluoＧ４,从而滞留在细胞内.FluoＧ４
以游离配体形式存在时几乎不发出荧光,但当它与

细胞内的Ca２＋结合后就可以产生较强的荧光,其荧

光激发波长和发射波长分别为４９４nm和５１６nm,
使用荧光倒置显微镜的蓝光激发,荧光发绿色,荧光

越强表示Ca２＋ 浓度越大.实验中首先取待测细胞

用 PBS 洗 涤 ３ 次,再 将 １ mL 的 FluoＧ４/AM
(５μmol/L)工作液加入培养板中.在３７℃环境下

避光孵育２０min后使用 HEPEs缓冲液洗涤细胞３
次,再次于３７℃条件下孵育１０min;最后洗掉染色

液并加入１mL的PBS溶液,放于荧光倒置显微镜

下避光观察,记录荧光图像.后续计算分析方法与

神经元膜电位荧光分析方法一致.
使用SBFI/AM[１８]和PBFI/AM [１９]分别检测海

马神 经 元 内 Na＋ 和 K＋ 的 浓 度.SBFI/AM 和

PBFI/AM与Na＋、K＋ 结合的特异性强,重复性和

准确性好,能在不损伤细胞的情况下测定细胞内

Na＋和K＋的浓度.它们的激发波长和发射波长分

别是３８０nm和５８０nm,用荧光倒置显微镜的紫外

光激发,荧光发蓝色,荧光越强表示Na＋和K＋的浓

度越大.实验中首先取待测细胞用PBS洗涤３次,
随后向培养板内加入１mL的荧光染料SBFI/AM
或PBFI/AM (１０μmol/L);于３７℃培养箱内避光

荷载６０min后使用PBS洗涤细胞３次,然后放入

培养箱内继续孵育３０min;最终洗去残余染料,并
向培养板内加入１mL的PBS溶液,放于荧光倒置

显微镜下避光观察,并记录荧光图像.后续计算分

析方法与神经元膜电位荧光分析方法一致.

３　分析与讨论

３．１　神经元膜电位结果分析

考虑到太赫兹光能量易被水合生物组织吸收从

而引起热效应[２０],在辐射２５min后立即使用热电偶

检测溶液的温度,发现溶液温度上升了０．８℃左右.
海马神经元的最适活动温度为３７℃,并且当环境温

度从３７℃上升至３８℃时,神经细胞的去极化程度会

稍有降低[２１],而在接受太赫兹辐射后神经元的去极

化程度增加,因此认为研究中海马神经元兴奋性的提

高主要是太赫兹辐射非热效应作用的结果.
太赫兹辐射海马神经元５,１５,２５min后检测得

到的神经元膜电位荧光图像如图３(a)~(c)所示

(对照组在上,实验组在下).在检测３个不同时间

段(５,１５,２５ min)的 太 赫 兹 辐 射 (０．１ THz,

２．６５mW/cm２)对海马神经元膜电位影响的实验

中,每组检测实验拍摄１０张不同视野下的神经元荧

光图像,采用ImageJ软件计算每张图像中平均细

胞面积内的荧光强度,取这１０张图像荧光强度的平

均值作为本组实验的结果,最后计算相对荧光强度

值(实验组与对照组荧光强度均值的比值),并将其

作为一次实验结果.为排除偶然误差,每组实验独

立重复３次.３次重复实验得到的相对荧光强度以

均值±标准差(Mean±SD)的形式展示于图３(d)
中.结果显示,在太赫兹辐射海马神经元１５min和

２５min的３次实验中,实验组的平均荧光强度皆强

于对照组,５min辐射实验的结果虽然有相同的趋

势,但重复性不佳.

０２０７０２３Ｇ３
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图３ 辐射不同时间时神经元膜电位的检测结果(第一行为对照组,第二行为实验组).
(a)５min;(b)１５min;(c)２５min;(d)３次重复实验的相对荧光强度分布图

Fig敭３Testresultsofneuronalmembranepotentialwithdifferentradiationtime thefirstrowiscontrolgroup andthe
secondrowisexperimentalgroup 敭 a ５min  b １５min  c ２５min  d distributionofrelativefluorescence
　　　　　　　　　　　　　　　intensityforthreerepeatedexperiments

　　使用SPSSv．２３．０软件的T检验方法计算对照组

和实验组荧光强度差异的显著性P,当P＜０．０５时,认
为具有显著性差异,结果如表１所示.从表１中可

知,辐射１５min的三次实验和辐射２５min的三次实

验中,对照组和实验组的差异显著且可重复,而辐射

５min的三次实验中,两组之间的差异不完全显著.
这说明太赫兹辐射对海马神经元兴奋性的影响与辐

射 时 间 相 关.由 此 可 知,在 一 定 功 率 密 度

(２．６５mW/cm２)和辐射时间(１５min)下,０．１THz的

辐射可以提高海马神经元的兴奋性.神经元兴奋的

传递通过离子通道可选择性地渗透Ca２＋、Na＋和K＋

等带电离子实现.电场、磁场等容易影响离子通道的

开放和闭合,从而引起神经元膜电位的变化[２２].据

报道,高频电刺激可使海马神经元外的K＋浓度增加,

并可提高神经元的去极化水平[２３].４４７．８THz(功率

密度为５mW)的激光辐射可以通过促进Na＋电流的

增加使海马神经元兴奋性提高[２４].为进一步探索太

赫兹辐射刺激神经元兴奋性提高的原因,检测了辐射

后神经元内Ca２＋、Na＋和K＋浓度的变化.

３．２　神经元内Ca２＋、Na＋和K＋浓度的变化

选取检测的海马神经元内Ca２＋、Na＋ 和 K＋ 浓

度的荧光图像分别如图４~６所示,三次重复实验中

相对荧光强度值分布的分析方法与膜电位检测实验

的一致.可以得知,辐射后神经元内的Ca２＋和Na＋

浓度增加,K＋ 浓度降低.从表１中得知,５min辐

射实验的结果不完全显著,１５min与２５min辐射

实验对照组和实验组中Ca２＋、Na＋ 和 K＋ 荧光强度

的差异显著且可重复.
表１　对照组和实验组差异的显著性(No．１、No．２、No．３代表第１、第２、第３次实验)

Table１　Significanceofdifferencebetweencontrolgroupandexperimentalgroup
(No．１,No．２,andNo．３representthefirst,second,andthirdexperiments)

Item
５minradiation １５minradiation ２５minradiation

No．１ No．２ No．３ No．１ No．２ No．３ No．１ No．２ No．３
Membrane

potential
０．１３３４ ０．６０１４ ≪０．０１ ０．００９８ ０．００８６ ≪０．０１ ０．０１６６ ０．０００４ ０．０１１３

Ca２＋concentration ０．６２２８ ０．００２４ ≪０．０１ ０．０００９ ≪０．０１ ≪０．０１ ０．００１３ ０．０００５ ０．００９
Na＋concentration ０．００１７ ０．７５６２ ０．０４４６ ０．０２５６ ０．００６２ ０．００７０ ≪０．０１ ０．０４６７ ０．０１８８
K＋concentration ≪０．０１ ≪０．０１ ０．０３６８ ０．０１８９ ≪０．０１ ０．０１６４ ≪０．０１ ≪０．０１ ≪０．０１

　　带电离子(如Ca２＋、K＋和Na＋)的跨膜转运是

神经细胞产生兴奋性和生物电传导的基础[２５].神

经元在保持静息电位时,细胞内的 K＋ 浓度较高,

Na＋浓度较低.在受到刺激产生兴奋时,Na＋内流,
膜电位上升形成去极化.在 Na＋ 内流过程中,K＋

通道被激活而开放,K＋顺着浓度梯度从细胞内流向

细胞外,最后细胞膜内外的电位达到平衡.本文研

究结果表明,在接受太赫兹辐射后,海马神经元内的

Na＋浓度增加,K＋ 浓度减小,这与神经元膜电位实

验得出的神经细胞兴奋的结果一致.另外,Ca２＋ 在

神经递质的合成和释放中扮演着重要角色,它参与

维持海马神经细胞内离子稳态与调节细胞膜通透性

０２０７０２３Ｇ４
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图４ 辐射不同时间时神经元内Ca２＋浓度的检测结果(第一行为对照组,第二行为实验组).

(a)５min;(b)１５min;(c)２５min;(d)三次重复实验中Ca２＋浓度的相对荧光强度分布图

Fig敭４Testresultsofintracellularcalciumionconcentrationafterirradiationfordifferenttime thefirstrowiscontrol

group andthesecondrowisexperimentalgroup 敭 a ５min  b １５min  c ２５min  d distributionofrelative
　　　　　　fluorescenceintensityofcalciumionconcentrationinthreerepeatedexperiments

图５ 辐射不同时间时神经元内Na＋浓度的检测结果(第一行为对照组,第二行为实验组).

(a)５min;(b)１５min;(c)２５min;(d)三次重复实验中Na＋浓度的相对荧光强度分布图

Fig敭５Testresultsofintracellularsodiumionconcentrationafterirradiationfordifferenttime thefirstrowiscontrol

group andthesecondrowisexperimentalgroup 敭 a ５min  b １５min  c ２５min  d distributionofrelative
　　　　　　　fluorescenceintensityofsodiumionconcentrationinthreerepeatedexperiments

图６ 辐射不同时间时神经元内K＋浓度的检测结果(第一行为对照组,第二行为实验组).

(a)５min;(b)１５min;(c)２５min;(d)三次重复实验中K＋浓度的相对荧光强度分布图

Fig敭６Testresultsofintracellularpotassiumionconcentrationafterirradiationfordifferenttime thefirstrowiscontrol

group andthesecondrowisexperimentalgroup 敭 a ５min  b １５min  c ２５min  d distributionofrelative
　　　　　　fluorescenceintensityofpotassiumionconcentrationinthreerepeatedexperiments

的生理过程.当海马神经元兴奋时,细胞外的Ca２＋ 内流,促使神经元分泌神经递质,以此将信号传递下

０２０７０２３Ｇ５
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去,最终完成学习、记忆等功能[２６].神经元在静息

电位时,细胞内Ca２＋的浓度约为５０~１００nmol/L;
神经元在兴奋时,Ca２＋ 的浓度可上升１０~１００倍.
本文结果显示,辐射后,海马神经元内的Ca２＋ 浓度

增加,这与神经元兴奋性提高的结果具有很好的一

致性.

４　结　　论

本文 采 用 频 率 为 ０．１ THz、功 率 密 度 为

２．６５mW/cm２太赫兹波对SD大鼠海马神经元进行

５,１５,２５min的辐射,研究了辐射对海马神经元兴

奋性的影响.辐射后立即检测神经元膜电位的变

化,发现辐射１５min和２５min可使海马神经元出

现显著的去极化现象,从而得知此辐射会诱导神经

元兴奋.为了进一步探究太赫兹辐射提高神经元兴

奋性的原因,检测了辐射后神经元内Ca２＋、Na＋ 和

K＋的浓度,结果显示,太赫兹辐射可使海马神经元

内Ca２＋和Na＋的浓度增加,K＋ 浓度减小.本研究

证实了１５min和２５min的太赫兹辐射(０．１THz,

２．６５mW/cm２)通过影响海马神经元内带电离子的

浓度引起其兴奋,有望为太赫兹波调控神经性相关

疾病提供新思路,从而促进太赫兹辐射在生物医学

相关领域的推广和应用.
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