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摘  要 

超声神经调控在神经系统疾病治疗中展现出潜力，已有研究表明，超声可提

高神经元兴奋性，改善中枢神经系统功能，但其内在调控机制尚未明确。驻波 

(standing wave) 形式的声表面波 (surface acoustic wave, SAW) 超声是一种无损

的神经调控技术，被广泛应用于神经元、脑片生理功能调控实验中。本课题选取

原代培养的大鼠海马神经元为实验材料，利用集成化 SAW超声换能器在刺激过

程中同步记录培养海马神经元的电生理活动与钙成像信号，系统探究超声刺激对

神经元兴奋性与突触传递的调控作用及其分子机制。 

我们的研究结果发现，低强度短期超声刺激能够显著提高神经元兴奋性，神

经元对超声的响应可分为快速激活的即刻响应、数分钟后显现兴奋性增强的延迟

响应，以及维持基线活动的无响应形式。钙成像结果显示，随着胞外钙离子浓度

的上升，超声激活神经元的比例逐渐升高，表明超声刺激对神经元兴奋性的调控

是一种钙依赖的过程。本课题的研究结果为超声调控神经兴奋性提供了机制基础，

并为相关临床应用提供了有价值的参考。 

 

关键词：声表面波，超声神经调控，神经兴奋性，突触传递，钙信号 
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Abstract 

Ultrasound neuromodulation shows promise for treating neurological disorders. 

Previous studies have shown that ultrasound can enhance neuronal excitability and 

improve central nervous system functions. However, its intrinsic regulatory 

mechanisms remain unclear. Standing wave-based surface acoustic wave (SAW) 

ultrasound, as a non-invasive neuromodulation technology, has been widely applied in 

physiological regulation experiments involving neurons and brain slices. This study 

employed primary cultured rat hippocampal neurons as experimental subjects, utilizing 

an integrated SAW ultrasound transducer to record electrophysiological activities or 

calcium imaging signals during stimulation, systematically investigating the regulatory 

effects of ultrasound stimulation on neuronal excitability and synaptic transmission, as 

well as their molecular mechanisms.  

Our findings revealed that low-intensity short-term ultrasound stimulation 

significantly enhances neuronal excitability. Neuronal responses to ultrasound could be 

categorized into three distinct patterns: immediate response showing rapid activation, 

delayed response exhibiting facilitation after several minutes, and non-response 

maintaining baseline activity. Calcium imaging results demonstrated that the proportion 

of ultrasound-activated neurons progressively increased with elevated extracellular 

calcium ion concentration, indicating that ultrasound-mediated regulation of neuronal 

excitability is a calcium-dependent process. This research provides mechanistic insights 

into ultrasound-based neural excitability modulation and offers valuable references for 

clinical applications. 

 

Key words: Surface acoustic wave (SAW), Ultrasound neuromodulation, Neuronal 

excitability, Synaptic transmission, Calcium signaling 
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一、前  言 

1.1 研究背景 

物理因素介导的神经调控技术 (neuromodulation) 在生命科学领域和临床诊

疗中日益得到广泛应用，特别是非侵入性神经调节技术，可应用于慢性疼痛[1]、

偏头痛[2]、阿尔茨海默病[3-5]和脊髓损伤[6]的治疗，以及促进小分子透过血脑屏障

进行传递[7]。其中，最常用的技术有经颅磁刺激、经颅直流刺激和经皮神经刺激。

然而，受制于其时空分辨率，这些方法难以对靶向区域的神经元兴奋性和突触传

递进行精准调节。 

超声刺激则具有在毫米范围内调节神经活动的能力[8]，例如可诱发神经元产

生动作电位[9-11]。从基本的运动反应到癫痫放电，超声刺激能够影响非人灵长类

动物的各项生理功能[12-14]，具有广泛的神经调节作用。其中，低强度脉冲经颅聚

焦超声刺激是最常用的在体超声神经调控手段[12, 15]，具有无创、可逆、良好的组

织穿透能力和高时空分辨率等优势[16]。Yoo等人的研究发现，聚焦超声可以在数

百毫秒内激活皮层神经元[17]。 

在超声神经调控的体外研究中，除了聚焦形式的超声外，驻波形式的声表面

波 (SAW) 超声也被广泛应用于神经元、脑片电生理功能的联合实验研究中。与

传统的体声波换能器相比，SAW装置产生的高频（MHz范围）声波被限制在压

电基板的表面，能够实现自热更少、范围更小的精准细胞刺激[10, 18-20]。Lin等人

证明，在海马脑片中 SAW可以通过调节离子通道动态诱发动作电位并调节神经

元活动[10, 18]，他们基于 SAW的超声刺激装置能够在基板上高空间分辨率地调控

实时神经元活动。此外，Guo等人开发了一种可调节的“声学井”技术，用于精

确调控细胞之间的相互作用[21]。虽然这些研究为 SAW在神经调节中的应用奠定

了基础，但 SAW介导的神经元兴奋性调节的精细动力学，以及兴奋性调控过程

中的内在分子细胞机制仍有待深入探究。 

神经元的兴奋水平是决定神经系统整体兴奋性的基础，是神经调控的一个重

要靶点。神经元内在兴奋性 (intrinsic excitability) 是调控神经环路效率的重要因

素，神经细胞的自发动作电位 (spontaneous action potential, sAP) 发放频率、自发



 

 2 

兴奋性突触后电流 (spontaneous excitatory postsynaptic currents, sEPSC)、胞内钙

浓度 ([Ca2+]i)等是衡量神经兴奋性水平的重要参数[22]。已有研究表明，超声可直

接增强大脑整体回路中的神经元活动和兴奋性，改善中枢神经系统功能，进而为

相关神经疾病的治疗提供帮助[1, 23, 24]。在细胞水平上，超声可以通过机械激活离

子通道来改变动作电位的起始动力学[10, 25]。先前的研究表明，超声主要通过激活

各种电压门控离子通道来调节神经元的兴奋性，包括电压门控钠离子通道 

(voltage-gated sodium channels, VGSC)[10, 26]、电压门控钾离子通道 (voltage-gated 

potassium channels, KV)[18, 27]和电压门控钙离子通道  (voltage-gated calcium 

channels, VGCC)[11, 13]，这些通道对于维持和精细调节神经元的内在兴奋性至关

重要。然而，在短期超声刺激后，不同神经元类型的兴奋性变化动力学有所不同。

例如，Clennell等人发现，短期的超声刺激会对神经元兴奋性产生长时间的影响
[25]，远远长于超声诱导离子通道打开的时间。这一实验结果提出了一个重要的问

题：超声的神经调节作用通过何种分子机制实现长时间的影响？此外，超声的神

经调节作用是否依赖于神经元的内在兴奋性，以及超声刺激本身是否驱动了神经

元内在兴奋性的变化仍需进一步明确。 

 

1.2 研究内容概述 

基于上述研究背景，本课题将以原代培养的大鼠海马神经元为标本，通过高

精度膜片钳技术检测 sAP、sEPSC等兴奋性电生理特征，并结合钙成像记录不同

胞外钙浓度条件下胞内钙水平变化，探究超声刺激对神经元兴奋性和突触强度的

精细调控动力学及其细胞机制。本课题有望为深入理解超声对神经系统的调控机

制提供有价值的参考，为优化超声的临床治疗应用提供一定的实验基础。 
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二、材料与方法 

2.1 实验材料 

海马神经元原代培养所用的实验动物为出生第 1 天的 Sprague-Dawley (SD) 

乳鼠，购自上海必凯科翼生物科技有限公司。 

 

2.2 实验试剂 

2.2.1 商品试剂 

表 2.1 商品试剂 

试剂名称 公司 货号 产地 

DMEM培养基 ThermoFisher 11995065 美国 

Neurobasal A培养基 ThermoFisher 10888022 美国 

胎牛血清 ThermoFisher 10099141 美国 

青霉素-链霉素 ThermoFisher 15140122 美国 

0.25%胰蛋白酶 ThermoFisher 25300054 美国 

100× GlutaMax ThermoFisher 35050061 美国 

Poly-D-Lysine 碧云天 ST508 中国 

50× B27 supplement ThermoFisher 17504044 美国 

Hank’s balance salt solution (HBSS) 碧云天 C0218 中国 

Fura-2 AM ThermoFisher F1221 美国 

DMSO Sangon A503039 中国 

PBS 碧云天 C0221A 中国 

NaCl Merck S5886 德国 

KCl Merck V900068 德国 

MgCl2·6H2O Merck M2670 德国 

CaCl2·2H2O Merck C5080 德国 

NaHCO3 Merck S5761 德国 

NaH2PO4 Merck S0751 德国 

NaOH Merck S5881 德国 
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KOH Merck P4494 德国 

抗坏血酸 Merck A5960 德国 

丙酮酸钠 Merck V900232 德国 

肌醇 Merck V900492 德国 

葡萄糖 Merck V900392 德国 

葡萄糖酸钾 Merck P1847 德国 

磷酸肌醇二钠盐 Merck P7936 德国 

三磷酸腺苷镁盐 Merck A9187 德国 

三磷酸鸟苷钠盐 Merck G8877 德国 

EGTA Merck E0396 德国 

HEPES Merck H3375 德国 

 

2.2.2 自配试剂 

表 2.2 CM培养基 

组分 浓度 (V/V, %) 体积 (mL/50 mL) 

Neurobasal A培养基 96 48 

100× GlutaMax 1 0.5 

50× B27 supplement 2 1 

青霉素-链霉素 1 0.5 

 

表 2.3 完全培养基 

组分 浓度 (V/V, %) 体积 (mL/50 mL) 

DMEM培养基 89 45.5 

胎牛血清 10 5 

青霉素-链霉素 1 0.5 

 

表 2.4 人工脑脊液 

组分 分子量 (g/mol) 浓度 (mmol/L) 质量 (g/50 mL) 

NaCl 58.44 125 0.365 
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KCl 74.55 2.5 0.009 

NaHCO3 84.01 25 0.105 

NaH2PO4 119.98 1.25 0.008 

MgCl2·6H2O 203.30 1 0.025 mL (2 M stock) 

CaCl2·2H2O 147.01 2 0.050 mL (2 M stock) 

葡萄糖 180.16 25 0.225 

抗坏血酸 176.12 0.4 0.004 

肌醇 180.16 3 0.027 

丙酮酸钠 110.04 2 0.011 

渗透压：310-320 mOsm/L，pH：7.4±0.1（NaOH调节），0.22 µm过滤后储存于 4℃。 

 

对于不同钙离子浓度的细胞外液，加入 CaCl2 (2 M stock)的量不同，并通过

调节 NaCl的加入量以平衡渗透压，其他组分含量不变，具体调节方法见表 2.5： 

表 2.5 不同钙离子浓度细胞外液配方 

组分 

0 mM 0.5 mM 3.5 mM 

浓度 

(mmol/L) 

质量 

(g/50 mL) 

浓度 

(mmol/L) 

质量 

(g/50 mL) 

浓度 

(mmol/L) 

质量 

(g/50 mL) 

NaCl 129 0.377 128 0.374 123 0.357 

CaCl2·2H2O 0 
0 mL 

(stock) 
0.5 

0.0125 mL 

(stock) 
3.5 

0.875 mL 

(stock) 

 

表 2.6 含 K+电极内液 

组分 分子量 (g/mol) 浓度 (mmol/L) 质量 (g/50 mL) 

葡萄糖酸钾 234.25 125 1.464 

KCl 74.55 20 0.075 

三磷酸腺苷镁盐 507.18 4 0.101 

三磷酸鸟苷钠盐 523.18 10 0.008 

磷酸肌醇二钠盐 255.08 0.3 0.128 

HEPES 238.30 10 0.500 mL (stock) 
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EGTA 380.35 0.5 0.025 mL (stock) 

pH：7.4±0.1（KOH调节），0.22 µm过滤后储存于-20℃。 

 

2.3 实验仪器 

表 2.7 实验仪器 

试剂名称 公司 型号 产地 

恒温培养箱 ThermoFisher BB15 美国 

生物安全柜 ThermoFisher MSC1.2 美国 

恒温摇床 Eppendorf ThermoMixer C 美国 

低温超速离心机 Eppendorf 5424R 美国 

倒置荧光显微镜 Olympus IX73 日本 

膜片钳放大器 Molecular Devices Axopatch 200B 美国 

数模转换器 Molecular Devices Digidata 1550B 美国 

微操作器 Sensapex uMp 芬兰 

防震台 AMETEK TMC 美国 

单色光发生器 CoolLED pE-340fura 英国 

数字 CMOS相机 HAMAMATSU C11440 日本 

任意波形发生器 Agilent 33522A 中国 

超声刺激换能器 自研 无 中国 

电极拉制仪 Sutter P-97 美国 

渗透压仪 Gonotec OSMOMAT 3000 德国 

分析天平 Mettle Toledo LE104E 美国 

 

2.4 实验方法 

2.4.1 大鼠海马神经元的分离与原代培养 

1) 将细胞爬片置于 24 孔板内，用 Poly-D-lysine 于 4˚C浸泡过夜后，回收

Poly-D-lysine，用无菌水清洗 1-2遍，晾干待用。 

2) 使用 75%乙醇对 SD乳鼠进行消毒，断头处死，并将头置于盛有预冷的

HBSS的 10 cm培养皿中，将血清洗干净。 
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3) 沿正中线从断颈处依次将皮肤及颅骨剪开，将脑组织取出置入冰浴的

HBSS中。 

4) 沿中线切开左右脑，去除延髓、小脑及大脑枕叶部分。 

5) 在解剖镜下用尖镊将包裹海马组织的血管膜和血管移除，后使用维纳斯

剪将海马组织与其它脑组织分离。 

6) 将分离得到的海马组织用一次性巴斯德吸管转移至 15 mL离心管中，短

暂离心，弃去多余的 HBSS溶液。 

7) 根据海马组织的数量加入适量 0.25%胰蛋白酶，于 37°C下 500 rpm震荡

消化 10 min。 

8) 消化结束后，用 1 mL 移液枪反复吹打 20-30 次，直至无肉眼可见的组

织，加入与 0.25%胰蛋白酶等体积的完全培养基终止消化。 

9) 1000 rpm离心 5 min，去除上清，用完全培养基重悬细胞，将细胞接种

在加有完全培养基的 24孔板上，置于 37˚C，5% CO2培养箱培养 2-3 h

后，将完全培养基换为等量 CM 培养基继续培养，随后每 2-3 天用 CM

培养基半换液培养。 

2.4.2 全细胞膜片钳记录 

海马神经元培养至 DIV10-14后进行全细胞膜片钳记录。 

1) 搭建超声刺激平台，并在记录槽内加入预热的人工脑脊液或对应实验所

需钙浓度的细胞外液，后将细胞爬片置于记录槽内，使用磁铁固定爬片。 

2) 使用电极拉制仪拉制玻璃电极，电极电阻为 4-6 MΩ，并灌入含 K+电极

内液。 

3) 在倒置显微镜下选择形态适宜的细胞，通过微操作器，将灌有电极内液

的玻璃电极缓慢地靠近待检测的细胞并施以负压，完成高阻封接（封接

电阻大于 1 GΩ）。 

4) 形成高阻封接后静置约 1-2 min， 待封接稳定（漏电流小于 20 pA）后， 

给予负压打破细胞膜，形成全细胞记录模式。 

5) 自发兴奋性突触后电流记录采用的是电压钳 Episodic stimulation 模式，

钳制电位为-70 mV，单次记录时长 1 min，重复 20次。 

6) 自发动作电位记录采用电流钳 I = 0下的Gap free模式，记录时长 20 min。 
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2.4.3 钙成像 

1) 将 Fura2-AM指示剂短暂离心后，加入 50 μL DMSO溶解，制备 1 mmol/L

的 Fura2-AM母液。 

2) 使用前用 HBSS溶液将 Fura2-AM母液稀释至 5 μmol/L的工作浓度，若

使用 BAPTA螯合胞内钙离子，需将 BAPTA-AM母液在 Fura2-AM工作

液中稀释至 5 μmol/L的工作浓度；若使用 EGTA螯合，需将 EGTA-AM

母液稀释至 10 μmol/L的工作浓度。该步骤注意避光。 

3) 吸去培养基，用 HBSS 清洗 1-2 次后，加入适量 Fura2-AM 工作液完全

浸没细胞爬片，置于 37℃，5% CO2培养箱中避光孵育 30-40 min。 

4) 吸去 Fura2-AM工作液，使用 HBSS清洗 1-2次。 

5) 在钙成像记录槽中加入预热的人工脑脊液或对应实验所需钙浓度的细

胞外液，并将细胞爬片置于其中，使用磁铁固定爬片。 

6) 使用Metaflour软件记录 340 nm和 380 nm激发光下的荧光强度的比值，

采集速度为 1 fps，共采集 1200 s。 

7) 选取前 2 min的比值作为基线进行归一化处理。 

 

2.5 数据处理 

数据以平均值±标准误 (mean ± S.E.M) 表示，n表示细胞数量。两组之间采

用 unpaired t-test检验，多组间差异性检验采用单因素方差分析 (one-way ANOVA) 

后进行 Dunnett’s post-hoc 校正。即刻响应和延迟相应组神经元比例检验采用 

Fisher’s exact test。*p < 0.05表示具有统计学差异；**p < 0.01表示具有极显著统

计学差异。 

数据采集和分析主要软件见表 2.8： 

表 2.8 数据采集和分析软件 

软件名称 公司 版本 国家 

Clampex Molecualr Devices 10.7 美国 

Clampfit Molecualr Devices 10.7 美国 

MetaFluor Molecualr Devices 7.0 美国 

Excel Microsoft 16.96.1 美国 
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Igor Pro 9 WaveMetrics 9.05 美国 

CorelDRAW 2021 Corel 23.1.0.389 加拿大 
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三、研究结果 

3.1 超声刺激条件筛选 

本实验的超声刺激由 SAW 超声换能器产生。SAW 超声换能器以钽酸锂 

(LiTaO3) 晶片为基底，根据叉指密度的不同具有不同的中心频率。我们将 SAW

超声换能器通过同轴电缆与波形发生器的输出端相连接，置于电生理记录平台

（图 3.1 A, B），从而实现超声刺激和电生理记录的同步进行。使用激光多普勒测

振仪检测 SAW超声换能器的目标位点表面振动位移（图 3.1 C），可检测其实际

中心频率，经测算后，我们发现中心频率为 11.95 MHz的换能器输入和输出强度

呈较好的线性关系，故后续实验选定 11.95 MHz为输出频率。波形发生器的输出

波形为正弦波，可依据超声换能器的实际中心频率设置对应的输出频率，通过调

整峰峰值 (Vpp) 大小来调节输出强度，最终在钽酸锂晶片表面产生一系列驻波

声场（图 3.1 E）。 

 
图 3.1 整合超声刺激模块的电生理-细胞成像平台与 SAW超声换能器的参数检测 

（A, B）整合超声刺激模块的电生理-细胞成像平台结构示意图和实物图；（C）利
用激光测振仪对 SAW 超声换能器参数进行定标；（D）中心频率为 11.95 MHz 的
SAW超声换能器；（E）换能器记录槽中心区域声压分布 

 

为了确定合适的超声刺激强度，我们对原代培养海马神经元进行梯度连续刺

激，并记录其 sAP的发放情况。我们的超声刺激模式为：连续刺激 2 min后，间
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隔 2 min，增加强度继续刺激，波形发生器的输出峰峰值按 0、3、6、9 Vpp依次

递增（图 3.2 A）。结果显示，3 Vpp和 6 Vpp的刺激强度均能显著提高神经元 sAP

的发放频率，且 6 Vpp刺激对 sAP发放的增强作用最为显著；而当刺激强度为 9 

Vpp时，神经元 sAP的发放频率相较于 3 Vpp和 6 Vpp有所下降（图 3.2 B; 表

3.1），说明过高的刺激强度可能会对神经元产生一定的损伤。因此，后续实验中

我们使用 6 Vpp作为刺激强度。 

 

图 3.2 不同强度的超声刺激对海马神经元 sAP发放频率的影响 

（A）神经元 sAP 发放随超声强度变化示意图；（B）神经元 sAP 发放频率随超声
强度变化统计图 (n = 5, one-way ANOVA with Dunnett’s post-hoc test) 

 

表 3.1 不同强度的超声刺激下海马神经元 sAP发放频率统计 

 0 Vpp 3 Vpp 6 Vpp 9 Vpp 

Freq. (Hz) 0.58 ± 0.07 1.03 ± 0.15 1.19 ± 0.17 0.48 ± 0.20 

P value - 0.025 0.011 0.674 

 

3.2 超声对海马神经元兴奋性的精细调控动力学 

3.2.1 超声促进海马神经元自发动作电位发放 

为进一步明确超声刺激过程中海马神经元兴奋性的精细动态变化，我们对海

马神经元的 sAP发放进行了连续 20 min的实时监测。我们选取了超声刺激前（黑

色标记，Pre，2 min）、超声刺激过程中（红色标记，US，2 min）、超声刺激结束

后短时间内（蓝色标记，Postinit，2 min），以及超声刺激结束后 10 min左右（绿

色标记，Postlate，2 min）这 4个时间窗口对神经元 sAP的发放动态进行表征。我

们观察到，不同细胞对相同强度的超声响应存在差异。根据 sAP 发放频率的不

同，可分为以下三类：部分神经元在 US时间段内 sAP频率相较于刺激前显著提

高（图 3.3 A, D左；表 3.2），我们将其称为即刻响应 (immediate response, IR) 神
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经元；部分神经元 US和 Postinit时间段 sAP发放频率并无显著变化，而是在超声

刺激约 10 min后才发生显著提高（图 3.3 B, E左；表 3.2），我们将这一类神经元

称为延迟响应 (delayed response, DR) 神经元；还有一部分神经元在记录的 20 

min内对超声刺激一直未表现出明显的响应（图 3.3 C, F左；表 3.2），我们将其

称为无响应 (non-response, NR) 神经元。同时，我们检测了海马神经元的静息膜

电位 (membrane potential, MP) 变化，观察到 IR和 NR神经元的膜电位一直没有

显著变化，DR神经元的膜电位则在 Postlate时间段发生显著上升（图 3.3 D-F右；

表 3.2）。 

 

图 3.3 超声刺激动态调控海马神经元 sAP发放和静息膜电位 

（A-C）20 min记录中超声对即刻响应 (IR)、延迟响应 (DR)、无响应 (NR) 神经
元 sAP发放的调控；（D）IR神经元 sAP发放频率（左）和膜电位（右）在 20 min
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内的变化统计统计图 (n = 3, one-way ANOVA with Dunnett’s post-hoc test)；（E）DR
神经元 sAP发放频率（左）和膜电位（右）在 20 min内的变化统计统计图 (n = 3, 
one-way ANOVA with Dunnett’s post-hoc test)；（F）NR神经元 sAP发放频率（左）
和膜电位（右）在 20 min内的变化统计统计图 (n = 4, one-way ANOVA with Dunnett’s 
post-hoc test) 

 

表 3.2 超声刺激对海马神经元 sAP发放的调控 

Group Pre US Postinit Postlate 

IR 

Freq. (Hz) 1.28 ± 0.06 2.38 ± 0.30 1.48 ± 0.16 1.32 ± 0.10 

P value - 0.011 0.281 0.756 

MP (mV) -48.60 ± 5.02 -48.23 ± 5.03 -47.38 ± 5.17 -45.12 ± 3.91 

P value - 0.961 0.874 0.614 

DR 

Freq. (Hz) 0.94 ± 0.20 1.09 ± 0.30 1.06 ± 0.31 3.03 ± 0.60 

P value - 0.690 0.755 0.030 

MP (mV) -42.89 ± 1.85 -48.23 ± 0.51 -47.38 ± 1.64 -45.12 ± 1.20 

P value - 0.569 0.737 0.021 

NR 

Freq. (Hz) 1.12 ± 0.24 1.30 ± 0.33 1.01 ± 0.19 1.12 ± 0.36 

P value - 0.674 0.736 0.993 

MP (mV) -45.96 ± 2.87 -45.95 ± 3.09 -46.49 ± 3.03 -49.52 ± 2.45 

P value - 0.997 0.907 0.399 

 

上述实验结果表明，超声刺激可以提高部分神经元 sAP的发放频率，不同神

经元在超声刺激后兴奋性提高的动力学时程不同；膜电位的检测结果暗示，超声

可能通过提高神经元的静息膜电位以促进 sAP的发放。 

 

3.2.2 超声增强海马神经元突触传递过程 

除了神经元本身 sAP 的发放，神经元之间的突触传递也是神经兴奋性调控

的重要靶点。为明确超声对海马神经元自发突触传递之间的精细调控作用，我们

对神经元的 sEPSC也进行了连续 20 min的记录。 

超声刺激对神经元 sEPSC的调控作用与 sAP相似，不同神经元 sEPSC的发

放频率同样表现出不同的响应类型。IR神经元的 sEPSC频率在超声刺激过程中
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显著上升，sEPSC的幅度呈现一定的上升趋势，但没有统计学差异（图 3.4 A, D；

表 3.3）；DR神经元的 sEPSC频率在超声刺激结束约 10 min后显著提高，其幅

度变化无统计学差异（图 3.4 B, E；表 3.3）；NR神经元的 sEPSC频率和幅度则

在记录的 20 min内始终未产生显著变化（图 3.4 C, F；表 3.3）。上述结果显示，

超声刺激能够增强部分海马神经元的突触传递过程，且不同神经元的响应同样存

在时程差异性。 

 
图 3.4 超声刺激动态调控海马神经元 sEPSC发放 

（A-C）20 min记录中超声对即刻响应 (IR)、延迟响应 (DR)、无响应 (NR) 神经
元 sEPSC发放的调控；（D）IR神经元 sEPSC发放频率（左）和幅度（右）在 20 
min内的变化统计统计图 (n = 5, one-way ANOVA with Dunnett’s post-hoc test)；（E）
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DR神经元 sEPSC发放频率（左）和幅度（右）在 20 min内的变化统计统计图 (n 
= 4, one-way ANOVA with Dunnett’s post-hoc test)；（F）NR神经元 sEPSC发放频率
（左）和幅度（右）在 20 min内的变化统计统计图 (n = 3, one-way ANOVA with 
Dunnett’s post-hoc test) 

 

表 3.3 超声刺激对海马神经元 sEPSC发放的调控 

Group Pre US Postinit Postlate 

IR 

Freq. (Hz) 1.15 ± 0.17 1.98 ± 0.29 1.44 ± 0.33 1.52 ± 0.23 

P value - 0.035 0.448 0.223 

Amp (pA) 20.89 ± 3.77 34.39 ± 12.04 22.29 ± 5.54 19.13 ± 3.71 

P value - 0.316 0.840 0.749 

DR 

Freq. (Hz) 0.72 ± 0.21 0.64 ± 0.18 0.60 ± 0.19 1.94 ± 0.24 

P value - 0.772 0.679 0.008 

Amp (pA) 25.17 ± 11.90 20.40 ± 5.05 13.64 ± 3.68 29.19 ± 12.73 

P value - 0.725 0.390 0.825 

NR 

Freq. (Hz) 1.94 ± 0.80 1.88 ± 0.61 2.41 ± 1.05 1.09 ± 0.45 

P value - 0.950 0.472 0.406 

Amp (pA) 73.40 ± 25.94 63.72 ± 25.43 79.24 ± 28.18 72.62 ± 35.42 

P value - 0.803 0.886 0.987 

 

3.3 超声刺激通过钙依赖的方式调控神经元兴奋性 

神经元的突触传递过程受到钙离子调控[28, 29]，为进一步探究超声调控神经

元兴奋性的分子细胞机制，我们利用钙成像技术检测了超声刺激过程中海马神经

元胞内钙离子浓度的变化。结果显示，超声刺激后胞内钙离子浓度的变化与

sEPSC的动态响应同样一致，可分为 IR、DR、NR三类。IR神经元（占比 11.54%）

胞内钙浓度在超声刺激阶段和刺激后较短时间内（US 到 Postinit）快速上升，并

且持续到超声刺激后约 10 min (Postlate)（图 3.5 A）；DR神经元（占比 59.61%）

胞内钙浓度在超声刺激后上升较缓，到 Postlate时间段开始快速上升（图 3.5 B）；

NR神经元（占比 28.85%）胞内钙浓度在检测全程无显著变化（图 3.5 C）。 



 

 16 

 
图 3.5 海马神经元胞内钙浓度对超声刺激的不同响应形式 

（A）超声调控 IR神经元胞内钙浓度变化 (n = 6)；（B）超声调控 DR神经元胞内
钙浓度变化 (n = 31)；（C）超声调控 NR神经元胞内钙浓度变化 (n = 15) 

 

随后，我们在不同胞外钙浓度 ([Ca2+]o) 条件下（无钙：0 mM；低钙：0.5 mM；

高钙：3.5 mM）记录钙信号以及 sEPSC的频率和幅度，以探究不同大小的钙内

流对超声介导的神经兴奋性调控的影响。结果发现，在 0 mM [Ca2+]o条件下，超

声对海马神经元 sEPSC及胞内钙浓度均无显著影响（图 3.6 A, D；表 3.4）；在 0.5 

mM [Ca2+]o条件下，sEPSC频率和幅度仍无明显变化，胞内钙浓度变化出现延迟

响应，比例约为 1/3，其余为无响应，无 IR神经元（图 3.6 B, E；表 3.4）；将胞

外钙浓度增加至 3.5 mM 后，海马神经元 sEPSC 频率和幅度在 Postlate时间段表

现出显著增加，出现 IR神经元，DR神经元比例相较于 0.5 mM [Ca2+]o条件上升

至 41.67%（图 3.6 C, F；表 3.4），各反应类型神经元的占比相对于无钙和低钙条

件也产生显著差异（图 3.6 G）。然而，与 2 mM [Ca2+]o条件相比（图 3.5），高钙

条件下各反应类型神经元的占比并无显著变化（图 3.6 G）。 

 
图 3.6 胞外钙浓度升高促进超声对海马神经元兴奋性的增强作用 
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（A, D）0 mM胞外钙条件下，神经元胞内钙成像结果以及 sEPSC频率和幅度统计 
(n = 4, one-way ANOVA with Dunnett’s post-hoc test)；（B, E）0.5 mM胞外钙条件下，
神经元胞内钙成像结果以及 sEPSC 频率和幅度统计 (n = 4, one-way ANOVA with 
Dunnett’s post-hoc test)；（C, F）3.5 mM胞外钙条件下，神经元胞内钙成像结果以
及 sEPSC频率和幅度统计 (n = 7, one-way ANOVA with Dunnett’s post-hoc test)；（G）
不同胞外钙浓度下各反应类型神经元占比 (3.5 mM vs 0 mM: p < 0.001; 3.5 mM vs 
0.5 mM: p < 0.001; 3.5 mM vs 2 mM: p = 0.081, Fisher’s exact test) 

 

表 3.4 不同胞外钙浓度下超声刺激对海马神经元 sEPSC发放的调控 

[Ca2+]o (mM) Pre US Postinit Postlate 

0 

Freq. (Hz) 0.28 ± 0.19 0.21 ± 0.17 0.27 ± 0.18 0.21 ± 0.16 

P value - 0.800 0.963 0.798 

Amp (pA) 29.72 ± 3.91 23.08 ± 2.37 28.50 ± 8.84 18.82 ± 8.57 

P value - 0.587 0.928 0.427 

0.5 

Freq. (Hz) 0.19 ± 0.08 0.30 ± 0.13 0.40 ± 0.08 0.18 ± 0.09 

P value - 0.519 0.123 0.949 

Amp (pA) 21.00 ± 5.44 23.28 ± 9.53 38.92 ± 9.82 34.62 ± 13.22 

P value - 0.842 0.162 0.378 

3.5 

Freq. (Hz) 0.60 ± 0.12 0.50 ± 0.10 0.79 ± 0.29 1.07 ± 0.23 

P value - 0.454 0.445 0.042 

Amp (pA) 31.90 ± 3.27 35.84 ± 4.70 38.55 ± 6.55 63.37 ± 16.60 

P value - 0.483 0.567 0.040 

 

为了排除随机因素造成的影响并证实胞内钙浓度的上升确实是由超声引起，

我们不施加任何超声刺激 (Sham)，对胞内钙浓度变化进行了 20 min的连续记录。

结果表明，海马神经元胞内钙浓度在无超声刺激情况下基本没有变化（图 3.7 A）。

由于不同神经元本身胞内钙浓度水平不同，是形成不同超声响应类型的可能原因，

我们使用 BAPTA和 EGTA螯合胞内钙离子，控制海马神经元胞内钙浓度至一个

相同的较低水平。使用 BAPTA螯合胞内钙离子后，海马神经元胞内钙浓度在超

声刺激下无显著上升（图 3.7 B）；而使用 EGTA作为螯合剂时，整体上神经元的

胞内钙浓度在超声刺激约 4 min后逐步升高（图 3.7 C）。 
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图 3.7 不施加超声刺激及药物螯合海马神经元胞内钙离子后的钙成像结果 

（A）不施加超声刺激时海马神经元胞内钙浓度变化 (n = 25)；（B）BAPTA螯合海
马神经元胞内钙离子后超声刺激下的胞内钙浓度变化 (n = 48)；（C）EGTA螯合海
马神经元胞内钙离子后超声刺激下的胞内钙浓度变化 (n = 39) 

 

上述实验结果显示，在生理条件下超声能够显著提高海马神经元胞内钙水平，

且同样表现出不同的响应时程。胞外钙浓度的降低会逐渐抑制超声的对神经元兴

奋性的增强作用，在无钙或 BAPTA螯合胞内钙离子条件下超声的神经调控效果

完全消失，证明超声通过钙依赖的方式调控神经元兴奋性。 

  



 

 19 

四、讨  论 

本课题以原代大鼠海马神经元为样本， 通过 sAP和 sEPSC频率、胞内钙浓

度等指标探究了超声对神经元兴奋性的调控作用。我们发现，超声可显著提高神

经元 sAP、sEPSC 频率以及胞内钙水平，这种兴奋性增强可维持 10 min 以上。

不同神经元在超声刺激后兴奋性提高的动力学时程不同，可分为即刻响应 (IR)、

延迟响应 (DR) 和无响应 (NR)。当改变细胞外钙离子浓度时，超声对神经兴奋

性的调控亦随之改变，随胞外钙浓度提高，超声响应神经元的比例有所升高；不

施加超声刺激或螯合胞内钙离子时，超声对神经元调控神经元兴奋性的过程被抑

制，证明超声对神经元兴奋性的增强为钙依赖过程。 

超声调控神经元兴奋性可以从两个方面进行评价，一是对神经元自身兴奋性

的作用，二是对神经元之间兴奋传递的作用。我们的研究发现，神经元兴奋性在

低强度连续超声刺激 (6 Vpp, 2 min) 后表现出增强作用（图 3.2）。这种刺激能持

续改变 sAP发放（图 3.3 A, B, C）、sEPSC（图 3.4 A, B, C）和胞内钙水平（图

3.5），且在响应时程上，神经元对超声刺激呈现异质性（图 3.3-3.6）。神经元的动

作电位是神经信息编码的基本单元，其发放水平受到神经元静息膜电位、去极化

电流阈值和膜电导等因素影响[22]。我们的结果显示，在超声刺激后 10 min左右，

DR神经元的静息膜电位显著升高，从而促进动作电位的发放（图 3.3 E），增强

内在兴奋性。此外，我们观察到，尽管在生理条件 (2 mM [Ca2+]o) 下 sEPSC幅

度在超声刺激后无显著变化（图 3.4 D-E），但提高胞外钙浓度至 3.5 mM，sEPSC

幅度在 Postlate时间段发生显著提高（图 3.6 F），提示超声通过促进钙内流调控突

触递质释放，进而增强神经元的自发突触传递过程。 

通过改变神经元胞外钙离子浓度，我们发现在无钙或低钙环境下，超声刺激

对神经元自发兴奋性无显著提升作用（图 3.6 A, B, D, E）。在生理钙浓度 (2 mM 

[Ca2+]o) 下，神经元的总体兴奋（包括 IR和 DR）比例相较于无钙和低钙显著提

高 (0 mM [Ca2+]o: 0%; 0.5 mM [Ca2+]o: 33.33%; 2 mM [Ca2+]o: 71.15%)，但进一步

提高胞外钙浓度至 3.5 mM后，神经元的总体兴奋比例相较于生理钙浓度并无显

著差异（图 3.6 G）。这可能是因为 2 mM [Ca2+]o带来的激活比例已达到超声调控

神经元兴奋性的上限，且由于部分神经元可能恰好位于驻波声波的波节附近（图
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3.1 E），此处的声波振幅较小，无法达到有效的刺激强度，从而导致神经元对超

声刺激的响应不显著，这部分神经元的数量也在一定程度上决定了 NR神经元的

比例。 

为了探究胞内钙离子浓度本身的差异是否影响神经元对超声的响应，我们使

用钙离子螯合剂 BAPTA和 EGTA控制神经元胞内钙浓度维持一个相同的较低水

平。我们在实验过程中观察到，施加 BAPTA后神经元胞内钙浓度在超声刺激下

基本无变化，但施加 EGTA后，部分神经元在超声刺激约 4 min后胞内钙浓度逐

渐上升，且不同神经元上升的开始时间具有异质性，而部分神经元胞内钙水平始

终不变（图 3.7 B, C）。考虑到 EGTA对钙离子的结合能力相对较弱，螯合速度较

慢，当内流的钙离子大于 EGTA的螯合上限，便会记录到胞内钙水平的升高。然

而，由于不同神经元在孵育时摄取 EGTA-AM的量可能存在差异，并不能精准确

保每个神经元的起始胞内钙水平完全相同，因此还需更精确的控制实验以探究是

不同大小和时程的钙内流，还是神经元本身不同的胞内钙水平导致了不同神经元

对超声调控响应动态的差异。 

近年有研究发现，机械敏感离子通道（如 TRPA1，Piezo1，TREK等）和电

压门控离子通道（如 NaV1.5）等可能是超声调控神经元兴奋性的作用靶点[26, 30, 

31]。我们的研究发现超声对神经元兴奋性的调控作用是钙依赖性的，然而，目前

关于电压门控钙离子通道 (VGCCs) 是否参与该过程仍不十分明确。海马神经元

中主要表达 P/Q型 (CaV2.1)、N型 (CaV2.2) 和 L型 (CaV1.2/ CaV1.3) 钙离子通

道[32]。其中 P/Q型与 N型钙离子通道主要表达于突触末梢，通过兴奋-分泌偶联

机制在递质囊泡的胞吐与胞吞过程中发挥作用[33, 34]，L型钙离子通道则主要表达

于突触后致密区以及神经元胞体。因此，后续我们将探究不同 VGCCs在钙依赖

的超声介导神经元激活过程中发挥的作用，进一步明确响应超声刺激的离子通道

种类与机制。 

总之，本研究展示了 SAW超声技术在精准神经调控中的应用潜力，为神经

科学研究和临床干预提供了新见解。通过阐明超声神经调控的细胞机制，本研究

为开发更有效的超声疗法奠定了理论基础。利用 SAW超声实现高时空精度选择

性调控神经元活动，为治疗癫痫、慢性疼痛、神经退行性疾病和情绪障碍等神经

精神疾病带来了新希望。 
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