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摘要 电磁场对健康影响的研究包括流行病调查、人体与动物、细胞、生化与分子生物、生物物理等 5个层次，电磁生物效
应最初是通过物理作用产生化学反应，继而产生后续生物反应．自由基、电磁能量和生物钙是分属于化学、物理学和生物学

的 3个概念，研究它们之间的关系对于认识电磁生物效应的原初作用具有意义．选择海马神经元，观察在 0.1mT、0.5mT和
1.0 mT电磁场暴露 48 h，海马神经元 ROS水平和胞内 Ca2+浓度的变化．实验结果表明：暴露于 0.1mT，0.5mT和 1.0mT电
磁场海马神经元的 ROS水平和 Ca2+浓度都比对照组有显著性提高(P < 0.01)．暴露于 0.1mT和 0.5 mT电磁场的 ROS水平和
暴露于 0.1mT电磁场的 Ca2+浓度与自由基清除剂+电磁场(Trolox+EMF)组比较没有差异(P > 0.05)，暴露于 1.0mT电磁场的
ROS水平和暴露于 0.5mT和 1.0mT电磁场的 Ca2+浓度比 Trolox+EMF组有显著性提高(P < 0.01)．表明电磁场可以促进细胞
自由基的产生，并且 ROS水平与胞内 Ca2+浓度有正相关性．
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随着信息化和电气化的发展，无线通讯(如手
机、无线网络)、家用电器(如微波炉、电磁灶)、电
力线等使用愈来愈多，这些科技进步在给人们带来

利益的同时，也引起人们对电磁场对人体健康影响

的关注，这种关注主要集中在射频电磁波和工频电

磁场的健康危险．目前，电磁场对健康影响主要在

流行病调查、人体、动物、细胞、分子等各种水平

上展开研究．然而，近年来对生物物理机制研究正

受到重视．2007年，世界卫生组织(WHO)在电磁
场研究议程中认为，低水平电磁场在健康效应中，

生物物理作用必定通过一些机制发生生物变化，从

而决定人体暴露产生的健康影响，当前需要从生物

物理机制上加以研究 [1]．2007 年世界卫生组织
(WHO)关于极低频电磁场环境健康标准 238 [2]和

2009 年国际非电离辐射防护委员会(ICNIRP)关于
高频电磁场生物效应与健康推论报告中都对生物物

理机制进行了总结[3]．

自由基是含有不成对电子的原子团，具有抢夺

其他物质电子的能力，因此它有很强的氧化性，可

损害生物机体的组织和细胞，进而引起疾病与衰

老．自由基产生的本质是分子基团中的电子逃离原

来的轨道，这种逃离可以从外界获取或释放能量中

产生．电磁场是一种具有能量的外界物理因素，

一些实验研究证明了电磁场对自由基产生有作

用[4-6]．本文选择对电磁场具有较敏感神经症状[7-8]

的神经元为对象，研究电磁场对自由基产生和胞内

Ca2+的影响，以对电磁场生物原初效应的生物物理

机制进行初步探索．

1 材料与方法

1.1 海马神经元原代培养

超净台内使用 1 ml 0.1 g/L的多聚赖氨酸(Poly-
L-lysine，美国 Sigma公司)包被培养皿 30 min，吸
弃，过夜晾干备用；75%酒精消毒清洁级健康新生
24 h以内的 Sprague-Dawley(SD)大鼠(浙江大学实
验动物中心)，雌雄不限，体重 5～7 g，断头处死，
取大脑海马组织，剥除脑膜和血管，放入冰浴中的

解剖液(葡萄糖 /蔗糖溶液，HEPES缓冲液，D1盐

溶液，无菌水，pH值 7.2～7.4，4℃保存)内，将海
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马组织切碎后，转移至 3 ml 0.25%胰酶溶液
(Trypsin, 美国 Amresco公司)中，37℃消化 20 min;
吸管吸弃胰酶，用 3 ml 37℃温浴的种植液[高糖
DMEM (美国 Invitrogen公司)，PBS (pH 7.4)，马血
清(horse serum, HS，奥地利 PAA公司)，0.2 mol/L
L-谷氨酰胺(L-glutamine，奥地利 PAA公司)，抗生
素(青霉素和链霉素，奥地利 PAA公司)]中和胰酶，
洗组织 2遍；加入 3 ml种植液，先后用粗口和细
口吸管轻轻吹打后离心 1 min，制成单细胞悬液，
重复 2次；计数后将细胞悬液用种植液稀释，按
1伊106/ml密度接种培养皿，2 ml/皿；4 h后全量换
成用 Neurobasal 使用液[Neuronbasal 培养基(美国
Invitrogen公司)，0.2 mol/L L-谷氨酰胺，抗生素，
B27 supplement]半量换液，第 3天用 Neurobasal 使
用液半量换液，加上 2 滋l 10 滋mol/L 阿糖胞苷
(Ara-c，美国 Sigma公司)，再隔 3天用 Neurobasal
使用液半量换液．

1.2 海马神经元纯度鉴定

取出培养 7天的海马神经元，吸弃培养液，用
预温(37℃ ) 0.01 mol/L PBS (pH7.4)洗 2 遍，4%多
聚甲醛固定 30 min，再用 PBS轻洗 2遍，用 0.1%
Triton X-100的 PBS液中孵育 10 min破膜，PBS洗
3次，每次 5 min，滴加正常山羊血清 37℃，封闭
1 h，滴加一抗 MAP2(兔源，阴性对照用 PBS 代
替一抗)，4℃冰箱孵育过夜，PBS 洗 3 次，每次
5 min，滴加二抗(羊抗兔) 1∶200，室温 90 min，
PBS洗 3次，每次 5 min．用激光共聚焦显微镜(德
国 Leica)观察．
1.3 50Hz电磁场暴露
电磁场暴露系统是瑞士联邦工业大学 IT’IS基

金会生产的 sXcELF系统. 该系统有两组 Helmholtz
线圈组，其中一组为实验线圈，另一组为假暴露线

圈，它们各包括了两对 Helmholtz线圈，实验线圈
由异名端串联连接，而假暴露线圈由同名端串联连

接．这两组线圈均置于同一台 CO2孵育箱内，并

分别通过双向继电器与同样的电流源连接，电流源

的频率由函数发生器控制，频率范围 3～1 250Hz,
动态范围 0.04～3.6mT，磁场不均匀度依4%，寄生
电场 < 1 V/m．数据采集器用于采集线圈冷却风扇
电流、线圈电流、两对 Helmholtz线圈之间的电压
降、孵育箱气流温度等[9]数据.
将用于电磁场暴露实验组和清除剂 +电磁场组

的神经元放置在实验线圈内，用于对照组的神经元

放置在假暴露线圈内．频率为 50 Hz工频，暴露磁

感应强度分别为 0.1mT、0.5mT和 1.0mT三种，暴
露时间 48 h，CO2孵育箱内温度为 37℃．
1.4 神经元内活性氧自由基(ROS)检测
用无血清培养液按 1∶1 000 稀释 DCFH-DA

(2,7- 二氢二氯荧光黄双乙酸钠，碧云天生物技术
研究所)，终浓度为 10 滋mol/L，作为 ROS检测探
针．去除培养皿中的细胞培养液，加入 1 ml
DCFH-DA．在 37℃的 CO2孵养箱内孵育 20 min．
每隔 3～5 min摇匀，使 DCFH-DA 和细胞充分接
触．用无血清培养液洗涤细胞 3次，充分去除未进
入细胞内的 DCFH-DA．活性氧阳性对照(碧云天生
物技术研究所)按 1∶1 000 比例，并加入 1 ml 使
用．用荧光酶标仪(Infinite M200, 美国 TECAN 公
司)检测，激发波长 488 nm，发射波长 525 nm，狭
缝宽度 10 nm．
1.5 神经元内钙测定

培养的海马神经元用 PBS漂洗 2～3次，洗掉
细胞表面的残渣，每细胞培养皿中加入 1 ml荧光
负载液[5 滋mol/L Fluo-3/Am(美国 Invitrogen公司)，
0.1% Pluronic F-127(美国 Invitrogen公司)]，37℃负
载 30 min，再次用 PBS洗涤 2～3次，充分洗掉没
有进入细胞内的荧光探针，加入 1 ml Neurobasal
使用液．将负载好的细胞放在激光共聚焦显微

镜(德国 Leica)载物台上，扫描条件为：激发波长
488 nm，物镜 伊 20，扫描速度为快速扫描，扫描
密度为 512伊512，扫描模式为时间序列扫描，扫描
时间间隔为 ts = 2s．系统参数保持不变．
1.6 实验设计

实验分电磁场假暴露对照组(control)、暴露实
验组 (EMF)、自由基清除剂+电磁场组 (Trolox +
EMF)和阳性对照组(H2O2)．假暴露对照组和暴露
实验组同时放置在 sXcELF 系统内的假暴露线圈
和实验线圈内，暴露时间 48 h．暴露实验组又分
0.1mT、0.5mT 和 1mT 三种暴露磁感应强度组 .
Trolox+EMF是在细胞培养皿中加 2 滋l 10 滋mol/L
的 Trolox (瑞士 ALEXIS公司)，再置于 sXcELF系
统的实验线圈，暴露 48 h．阳性对照组是细胞皿不
放置在 sXcELF系统中，而另加 2 滋l 10 滋mol/L的
H2O2(国药集团化学试剂有限公司)，并且仅用于
ROS检测的对照．每组有 3个重复数．
每组在同一个暴露磁感应强度组的实验中，

ROS检测分 2～8皿细胞，钙测定分 2～3皿细胞，
并且钙测定每皿选取 3个视野拍照，每个视野圈定
5～6个细胞用软件分析细胞内钙荧光．
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Fig. 1 Positive correlation between ROS level and
magnetic flux density B in the neurons

Group
0.1mT 0.5mT 1.0mT

X 依 滓(n=16) X 依 滓(n=18) X 依 滓(n=10)

Control 161.2依15.2 186.1依40.5 132.6依19.6

EMF 189.2依17.5 292.7依59.0 333.8依20.5

Trolox+EMF 162.5依4.9 257.7依74.2 253.4依16.7

H2O2 445.1依40.7 525.0依9.9 493.0依35.8

Table 1 DCF fluorescent intensity indicating ROS
formation in the neurons following 48 h exposure to EMF

1.7 数据统计

实验数据用 student-t检验在 Excel中进行统计.

2 结 果

2.1 海马神经元形态与纯度鉴定

刚种植的海马神经元小而圆，用种植液培养 4 h
可以贴壁，各树突轴突有触角生长．用 neurobasal
培养液培养到第 3天时，细胞突触明显增多、延
长，并且开始连接，胞体逐渐丰满．第 7天细胞交
织成网，轴突树突明显，胞体较多呈锥形、间或圆

形、有折光性、立体感强．细胞密度为 1伊106．经

细胞免疫组化鉴定，纯度达 90%以上．
2.2 电磁场对 ROS的影响
实验结果表明，暴露于 0.1mT, 0.5mT和 1.0mT

电磁场 48 h后海马神经元的 ROS水平都比对照组
有显著性提高(P < 0.01)．暴露于 0.1mT和 0.5 mT
电磁场的 ROS水平与 Trolox+EMF组比较没有差
异(P > 0.05)，但 1.0mT电磁场比 Trolox+EMF组有
显著性提高(P < 0.01)，见表 1．

从暴露实验组 EMF中可以看到：随着电磁场
暴露的磁感应强度(B)升高，海马神经元的 ROS水
平也升高，如图 1所示，并且 0.1mT与 0.5mT电
磁场的 ROS水平有较大差异(P < 0.01)，而 0.5mT

与 1.0mT的 ROS水平差异不大(P > 0.05)．虽然海
马神经元的 ROS水平与电磁场暴露的磁感应强度
有随增依赖性，但在本实验最强的磁感应强度

1.0mT下，海马神经元 ROS水平也远低于 H2O2所

产生的 ROS (P < 0.01)．
2.3 电磁场对神经元胞内钙的影响

实验结果表明，暴露于 0.1mT、0.5mT和 1.0 mT
电磁场 48 h后海马神经元胞内 Ca2+浓度都比对照

组有显著性提高(P<0.01)．暴露于 0.1mT 电磁场
EMF组的胞内 Ca2+浓度与 Trolox+EMF组比较没
有差异(P > 0.05)，但 0.5mT和 1.0mT电磁场 EMF
组比 Trolox+EMF 组都有显著性提高(P < 0.01)，
见表 2.

从表 2 结果中可以看到：0.1mT、0.5mT和
1.0 mT电磁场暴露 48 h，海马神经元胞内 Ca2+浓

度交叉比较均有显著性差异(P < 0.01)，并且随着电
磁场磁感应强度增加，其 Ca2+浓度在 0.5mT时出
现最大．可以看出较高强度电磁场暴露才能影响细

胞内钙的改变．

3 讨 论

生物大分子在化学结构上是有机化合物，有机

化合物在发生化学反应时，总是伴随着一部分共价

键的断裂和新的共价键生成．共价键的断裂有均裂

和异裂两种方式，其中均裂是共用电子均等地分配

给成键的两个原子的过程，A∶B→A·+·B，自由
基是均裂后带有一个未成对电子的原子或基团，是

一种活泼的中间体，以均裂方式断键的反应称为自

由基反应．过去，人们只是推测自由基反应是低强

度电磁场产生生物效应的可能途径[10]，但近年来愈

来愈多的研究表明，低强度电磁场产生生物效应是

有自由基反应介入的[4-6, 11-14]．

电磁场暴露使自由基产生的机理还不清楚，有

人怀疑低强度电磁场是否可以使共价键断裂．如

Valberg等[15]用辐射能 E=h淄估算了极低频电磁场能

Table 2 Fluo鄄3 fluorescent intensity indicating [Ca2+]i

concentration in the neurons following 48 h
exposure to EMF

Group
0.1mT 0.5mT 1.0mT

X 依 滓(n=104) X 依 滓(n=78) X 依 滓(n=98)

Control 59.8依27.2 138.5依70.9 46.3依20.3

EMF 102.8依38.4 196.2依57.2 135.5依59.6

Trolox+EMF 100.9依35.6 164.9依54.6 92.3依44.6

100

0

200

300

400

荫
荫

荫

0.5 1.0
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量，认为极低频电磁场能量低于化学键结合能 8个
数量级，不能使化学键断裂，并提出电磁生物效应

因果链的概念[15-16]，认为电磁场“转换”是生物效

应的第一步．Repacholi等 [17]认为电磁生物效应是

从最初物理的原初作用开始，经过一系列物理、化

学、生物化学、细胞、组织、器官等的节联反应，

最终导致对健康影响的终点效应．这个节联反应从

电磁场与生物分子或结构的相互作用开始，使生物

分子的大小、形状、荷电、化学状态、能量等方面

发生变化．然后，这种变化在生物系统中被敏感和

放大，使生物体产生最终响应，能量转换包含生物

分子或结构发生效应的能量传递．能量传递是自由

基产生及其后续生物效应的重要问题[18]．我们认为

电磁场能量对生物作用有辐射能和场能两种．辐射

能以光电效应规律激发物质电子，这种作用是直接

作用，极低频电磁场的辐射能不能使化学键断裂．

但是许多实验研究表明，电磁场确实可以使自由基

增加，且有相应的生物效应，因此，需要对电磁场

场能机理进行深入研究．

我们的实验结果显示，0.1mT、0.5mT和 1.0mT
电磁场暴露海马神经元均可以使 ROS水平比对照
组有显著性提高, 而与 Trolox+EMF 组比较在 0.1
mT和 0.5mT电磁场的 ROS水平没有显著性差异，
在 1.0mT有显著性提高．表明低强度电磁场暴露
对自由基产生有一点增加，但增加不多．随着暴露

强度增加，自由基水平也随之增加，如在 1.0mT
电磁场暴露，EMF组的 ROS水平明显比 Trolox+
EMF组高，表明电磁场引起的一部分自由基已被
清除剂所清除．Loreto等[4]研究也表明 1mT电磁
场比 0.1 mT电磁场暴露皮层神经元能更多地产生

ROS.我们认为电磁场场能可以用电场能量棕軍e= 1
2

着E2密度和磁场能量密度棕軍m= 1
2滋 B2表示，当磁感应

强度 B增加，磁场能量密度也增加，相应的自由
基生产也增加．在极低频条件下，生物物质的电磁

特性是由介电系数 着和磁导率 滋描述．当生物物质
暴露在电磁场中，物质的电子结构由于能量传递的

因素发生了改变，能量传递是自由基产生的物理基

础．目前评价电磁生物效应的电磁参数是电场强度

E或磁感应强度 B，没有考虑生物体的电磁特性 着
和 滋．尽管实验可以保持 E和 B的一致，但很难保
持每一个生物个体 着和 滋的一致性．这样，每一个
生物个体所获得的电磁能量是不一样的，所获得的

生物效应也就不一致了．因此，我们认为用电磁场

能量密度作为评价健康危害的电磁参数既考虑了 E
和 B，又考虑了 着和 滋，把生物体本身的电磁特性
也考虑在了评价因素中．

许多研究表明电磁场对胞内 Ca2+浓度增高有

促进作用，如电磁脉冲[19]．电磁场对电压门控钙通

道有正相关性[20]．我们的实验结果显示, 在 0.1mT、
0.5mT 和 1.0mT 三种电磁场暴露中，EMF 组的
ROS 水平和胞内 Ca2+浓度均比 Trolox+EMF组要
高，如图 2表明了 ROS水平愈高，胞内 Ca2+浓度

Fig. 2 ROS formation and [Ca2+]i concentration in
rat鄄hippocampal neurons following 48 h exposure to
0.1mT(a), 0.5mT(b) and 1.0mT(c) power鄄frequency

electromagnetic field
Data are reported as fluorescence intensity for ROS and calcium ion.
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也愈高，细胞内的 ROS水平与胞内 Ca2+浓度存在

一定的正相关性．

4 结 论

电磁场可以导致细胞自由基水平提高，使胞内

Ca2+浓度增加，从而导致产生后续的生物效应是电

磁生物效应原初作用的一种途径．自由基是一种化

学概念，能量是物理概念，钙是生命的一种重要物

质，阐述这三者之间的关系，对认识电磁场生物效

应的原初作用是具有重要意义的．
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Electromagnetic Fields Exposure Elicits Radical and Ca2+

Response in Rat鄄hippocampal Neurons*

SU Hai-Feng, BAO Jia-Li**, LI Peng
(Bioelectromagnetics Laboratory of Zhejiang Province, School of Medicine, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)

Abstract The investigation of electromagnetic fields (EMF) in human health risk assessment include
epidemiology, human and animals, cellular system, biochemistry and molecular biology, and biophysical
mechanisms. The causal chain describes a series of sequential steps to lead to disease outcome for EMF to cause
biological effect. To complete the first step, or say primary effect, the physical reaction between EMF with
bio-molecules must come into being chemical reaction in organism, and then bring biological reaction. To research
relationship of radical, energy and cytosolic calcium has significance to know primary effect of EMF. The effect of
exposure to 48 h at 0.1mT, 0.5mT and 1.0mT power frequency EMF on rat-hippocampal neurons was investigated
by evaluating the reactive oxygen species (ROS) and cytosolic Ca2+ concentration. The results show that the
reactive oxygen species (ROS) and cytosolic Ca2+ concentration at 0.1mT, 0.5mT and 1.0 mT EMF have be all
signification increaser (P < 0.01) than control (sham exposure), ROS at 0.1mT and 0.5mT and Ca2+ at 0.1mT have
be no difference (P > 0.05) than Trolox + EMF, ROS at 1.0 mT and Ca2+ at 0.5mT and 1.0 mT have be signification
increaser (P < 0.01) than Tolox + EMF. It is known that EMF may enhance ROS formation in neurons, and there is
positive correlation between ROS level and cytosolic Ca2+ concentration.
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