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海马神经元ROS和Ca2+对极低频电磁场实时响应
的方法研究*
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摘要 现有极低频电磁场（extremely low frequency-electromagnetic fields，ELF-EMFs）生物效应的研究方法是非实时组间

对照，这种方法无法排除细胞对电磁场反应个体敏感性的差异，以及实验过程中条件变化的差异 . 本文提出一种对同一个细

胞在同一条件下的前后对照实时观察ELF-EMFs反应的方法 . 采用稳定域鉴别ELF-EMFs暴露前海马神经元的稳定性，在电

磁场加入时刻（t=60 s）分别用0、0.09、0.38、0.76、7.33、14.78 mT的ELF-EMFs作用于海马神经元，实时记录海马神经

元活性氧（reactive oxygen species，ROS）和Ca2+荧光响应曲线，建立ELF-EMFs与ROS和Ca2+的自相关函数 . 结果表明：

a. 在ROS暴发时间和Ca2+暴发时间，ROS和Ca2+荧光响应具有阶跃性，这是判断实时响应的重要标志；b. ROS和Ca2+对

ELF-EMFs 响应时间具有延时性，并且不一致；c. ROS 和 Ca2+对 ELF-EMFs 实时响应具有剂量性；d. 海马神经元 ROS 对

ELF-EMFs响应具有复杂性；e. 海马神经元Ca2+对电磁场响应主要是渐进稳定 . 当ELF-EMFs与ROS和Ca2+实时响应的相关

函数大于0.3可以判定具有相关性 . 由此得出，一种ELF-EMFs暴露下细胞ROS和胞内Ca2+的实时响应方法对电磁生物效应

评价是可行的 .
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随着电气化发展，电气设备的应用越来越多，

由电气设备及其电力传输引起的极低频电磁场

（extremely low frequency-electromagnetic fields，

ELF-EMFs） 对人类健康的影响引起社会关注 .

1979 年，美国流行病学专家 Wertheimer 和物理学

家Leeper［1］发表了关于高压线附近居民儿童白血

病风险增加的报道，引起学术界、产业界和公众的

强烈关注 . 为此，世界卫生组织 （World Health

Organization，WHO）在1997年启动了“国际电磁

场计划”（International EMF Projects，IEMFP），在

流行病学调查、人体、动物、细胞、分子等层次上

开展研究，旨在阐明电磁场对人类健康的影响，建

立电磁预防公共卫生政策，向公众传播科学知

识［2］ . 2007 年，该计划在结束时总结认为：总体

上，流行病学调查是电磁场影响健康客观评估的直

接证据，但流行病学调查困难、人群分类困难、协

同因素复杂，在流行病学调查难以得出结论的情况

下，应该开展生物物理机制研究，主要方向是多细

胞系统的信噪比、磁性颗粒和自由基对机制［3］ .

电磁生物效应在环境、分子、细胞、组织、器

官、个体、人群各层次上是因果效应［4］，它从原

初的物理作用开始，经过一系列物理、化学、生

化、细胞、组织、器官的节联反应（causal step），

最终产生健康终点效应［5］ . 自由基对机制在非常低

的磁场强度下都可以观察到，其在节联反应中起原

初作用［6］ . 活性氧（reactive oxygen species，ROS）

是自由基对的主要类型，在正常生理条件下，由线

粒体内氧化还原反应产生的ROS水平平衡，代谢

过程为生理内稳态［7-8］ . 当生物体暴露在足够强度

的电磁场中，如ELF-EMFs，细胞内ROS会产生病

理应激［9］ . 很多文献表明在分子和细胞层次上电磁
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生物效应明显，但在流行病学调查、人体和动物层

次上生物效应不明显［10-11］ . 苏海峰等［12］和郑秀秀

等［13］都做过暴露在不同水平ELF-EMFs时的实验，

发现一些海马神经元胞内ROS和Ca2+有变化，一些

无变化 . 我们认为这种不确定的电磁生物效应与研

究方法有很大关系 . 目前，细胞学研究一般采用将

细胞放置在内置Helmholtz线圈的CO2培养箱内进

行电磁场暴露和假暴露的组间对照［14-16］ . 这种方法

尽管可以排除实验环境条件的差异，但是无法排除

细胞对电磁场反应个体敏感性的差异，以及实验过

程中条件变化的差异，如细胞从CO2培养箱移出时

已经脱离电磁场暴露、CO2培养箱与室温之间温差

所致的细胞热应激等 . 因此，我们认为采用实时观

察细胞对电磁场反应，可以对同一个细胞在同一条

件下的前后对照，是最可信的研究方法 .

本文运用自制的实时电磁场细胞暴露系统，观

察在 ELF-MFs 暴露下海马神经元胞内 ROS 和 Ca2+

的实时响应，分析海马神经元ELF-EMFs暴露的实

时特性，以证明电磁生物效应实时研究的可行性，

为进一步研究电磁生物效应提供新技术和新方法 .

1 材料与方法

1.1 实验材料

新生清洁级Sprague Dawley大鼠购自浙江省医

学科学院，质量5~8 g，雌雄不限 . 溶液制备：磷酸

盐溶液成分为： 16% （v/v） NaCl、 0.8% （v/v）

KCl、0.48% （v/v） Na2HPO4•12H2O、0.06% （v/v）

KH2PO4、82.66% （v/v）无菌水；解剖液（pH 7.2~

7.4，成分为：0.3% （v/v） 葡萄糖、0.75% （v/v）

蔗糖、5%（v/v）磷酸盐溶液、2.8%（v/v）HEPES

缓冲液、91.15% 无菌水；种植液成分为：82.4%

（v/v） DMEM （Thermo Fisher Scientific， MA，

USA）、 7.8% （v/v） 胎 牛 血 清 （Thermo Fisher

Scientific， MA， USA）、 7.8% （v/v） 马 血 清

（Thermo Fisher Scientific，MA，USA）、1% （v/v）

0.2 mol/L L-谷氨酰胺 （源叶生物，上海）、1%

（v/v） 青霉素 -链霉素 （Thermo Fisher Scientific，

MA，USA）；Neurobasal-A 使用液成分为：96%

（v/v） Neurobasal-A （Thermo Fisher Scientific，

MA，USA）、2% （v/v） B27 supplement （Thermo

Fisher Scientific， MA， USA） 、 1% （v/v）

0.2 mol/L L-谷氨酰胺、1%（v/v）青霉素-链霉素 .

1.2 海马神经元原代培养

24 孔板细胞培养皿经 0.1 g/L 多聚赖氨酸

（Sigma-Aldrich，MO，USA）包被30 min，过夜晒

干备用 . 新生大鼠经75%（v/v）酒精消毒，终止生

命，开颅分离大脑海马组织，置于冰浴解剖液 . 医

用手术剪切碎组织，转移至0.25%胰酶溶液（源叶

生物，上海），置于37℃和5%CO2浓度的细胞培养

箱内，消化 20 min. 种植液中止消化并清洗 2 次，

移液枪轻轻吹打，在 500 r/min 转速下离心 30 s 收

集海马神经元 . 种植液稀释细胞制备成 106/ml的细

胞悬液，按每皿 0.5 ml 悬液接种于 24 孔板细胞培

养皿 . 4 h后全量换液为Neurobasal-A使用液，之后

每 3 d 半 量 换 液 ， 并 添 加 体 积 0.5 ml、 浓 度

10 mmol/L 阿 糖 胞 苷 （Sigma-Aldrich， MO，

USA），取第7天的海马神经元用于后续实验 .

1.3 实时电磁场细胞暴露系统

实时电磁场细胞暴露系统由电磁场细胞暴露仪

（OX9-1型，杭州蛇杖科技有限公司）和荧光显微

镜系统两部分组成（图 1）［17］ . 电磁场细胞暴露仪

由励磁电流发生器、电磁场开关和C形电磁铁芯组

成 . 励磁电流发生器通过C形电磁铁芯产生励磁电

流以稳定磁场，经浙江省计量科学研究院检测，产

生 磁 场 的 频 率 为 0~340 Hz， 磁 感 应 强 度 为

0.010 47~25.367 9 mT，精度为 1.623%. C形电磁铁

芯有一个槽口，用于放置细胞培养皿，填补磁回

路 . 荧光显微镜系统由荧光显微镜（MF51型，广

Fig. 1 Real-time electromagnetic fields cell exposure
system
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州市明美光电技术有限公司）、 CCD 摄像头

（MC20-C 型，广州市明美光电技术有限公司）和

荧光图像处理系统（EMF-1 型，杭州蛇杖科技有

限公司）组成 . 荧光显微镜（×25镜）和CCD摄像

头（512×512 dpi）用于细胞显微图像的成像和记

录，图像采集频率 2 s/帧 . 荧光图像处理系统采用

像线转换技术对记录的图像进行细胞识别和荧光测

算，并绘制时域荧光强度线 .

1.4 海马神经元荧光探测准备

ROS探针DCFH-DA （碧云天生物，上海）和

Ca2+探针 Fluo-4 AM （碧云天生物，上海）分别经

DMEM液稀释至 10 μmol/L和 2 μmol/L，添加至去

除Neurobasal-A使用液的细胞培养皿中，置于细胞

培养箱分别孵育 20 min 和 30 min 后，用 HBSS 液

（Thermo Fisher Scientific，MA，USA）清洗细胞 3

次，将细胞培养皿置于荧光显微镜载物台上的C形

电磁铁芯细胞槽口，荧光激发波长为 488 nm，发

射波长525 nm.

1.5 电磁场暴露实验方法

实 验 分 组 为 0、 0.09、 0.38、 0.76、 7.33、

14.78 mT和H2O2七组 . 电磁场细胞暴露仪产生频率

为50 Hz，磁感应强度分别为0、0.09、0.38、0.76、

7.33、14.78 mT 的工频磁场，实时记录时间分 0~

60 s 和 60~300 s 两个时间段，由电磁场开关控制 .

电磁场暴露前为 t = 0~60 s时间段，电磁场开关为

“关”，无电磁场 . 电磁场暴露后为 t = 60~300 s时间

段，电磁场开关为“开”，有电磁场 . 荧光显微镜

系统全程（t = 0~300 s）记录细胞培养皿中海马神

经元ROS和Ca2+的荧光强度 . 阳性对照实验中，t =

60 s为H2O2加入时刻，将 2 μl 10 μmol/L H2O2 （国

药集团，上海）滴入细胞培养皿中，荧光显微镜系

统全程（t = 0~300 s）记录细胞培养皿中海马神经

元ROS和Ca2+的荧光强度 . 实验完毕，荧光显微镜

系统保存、记录ROS和Ca2+荧光图像，并校正、绘

制成实时曲线［17］ . 每个分组重复5~12次 .

1.6 数据质量与稳定域

为确保研究结果可靠，参与分析的记录曲线

x（t）入选标准是：在电磁场暴露前时间段（t = 0~

60 s），ROS和Ca2+的荧光强度稳定 . 判断标准是：

x（t）数据在以无扰细胞系统稳定点（xe，0）为中

心，以 r = K σ2 + λ2 为半径的稳定域内［13］ . 其中，

在遍历时间（0，t0 = 60 s）内，其均值 xe和方差 σ2

分别为：

xe =
1

m + 1∑i = 0
m

x ( )i (1)

σ2 =
1

m + 1∑i = 0
m

(x (i) - xe) 2 (2)

式中xe为稳态点，其状态变化率为：

ẋ (i) = x (i) - x (i - 1)Δt (3)

在稳态点xe，有 ẋe = 0. 则偏差λ为：

λ2 =
1
m∑i = 0

m

(ẋ (i) - ẋe) 2 (4)

K是置信系数 .

1.7 实时响应的状态转移

ROS和Ca2+荧光强度 x（t）是一条依赖于时间的

一组随机变量全体，是一个随机过程 . 电磁场为外

扰因素，当神经元受到外扰电磁场作用时，神经元

ROS和Ca2+状态与扰动前相比将发生变化 . 这个变

化有 3种：a. 稳定 . x（t）在规定时间段内，在受扰

前状态的稳定域内 . b. 渐进稳定 . x（t）在规定时间段

内，暂时离开受扰前状态稳定域，但最后返回稳定

域 . c. 不稳定 . x（t）在规定时间段内，离开受扰前状

态稳定域，不再返回 . 不稳定可以使状态转移，即

状态转移到另一个稳定域内 . 实时响应状态变化的

判断依据就是观察x（t）是否在稳定域内 .

1.8 自相关函数

随机过程ROS和Ca2+荧光强度 x（t）在遍历时间

（T = NΔt）内，x（t）在两个不同时间点 t1 = iΔt和 t2 =

mΔt的相关函数为：

Rxx(i, K) =
∑
i = 1

N - K
( )x ( )i - x̄ ( )x ( )i + K - x̄
∑
i = 1

N

( )x ( )i - x̄ 2
(5)

遍历时间内均值为：

x̄ = 1
N∑i = 1

N

x ( )i (6)

2 结 果

2.1 ROS的实时响应

在 0、0.09、0.38、0.76、7.33、14.78 mT磁场

以及H2O2暴露期内，实时电磁场细胞暴露系统以

图像采集的方式记录每个细胞培养皿中海马神经元

ROS荧光实时图像，从这些图像中选择5~8个目标

细胞绘制实时曲线 . 图 2是各种磁感应强度及H2O2

暴露下，多个目标细胞中的1个细胞ROS实时曲线

x（t），其中 t = 0~60 s 为无电磁场暴露期，t = 60 s

为电磁场开关打开或H2O2滴入时刻，t = 60~300 s
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为有电磁场或有 H2O2暴露期 . 在无电磁场暴露期

（t = 0~60 s），各海马神经元状态稳定点xe和稳定域

r如表 1所示 . 海马神经元状态稳定点 xe和稳定域 r

大小不一，反映了电磁场暴露前，海马神经元具有

较大个体差异 . 对这些差异，只要细胞状态稳定，

不会影响电磁场暴露实验 . 阴性对照组（0 mT）在

电磁场暴露期，海马神经元ROS状态稳定 . 阳性对

照组（H2O2）在暴露期，海马神经元 ROS 状态发

生转移，表明对照组能起到阴阳性对照作用 .

各组海马神经元ROS荧光实时响应状态变化

如表 1 所示，0 mT 组的 x（t）值在遍历时间内（t =

60~300 s） 电磁场暴露前的稳定域内，属稳定状

态 . 0.09 mT和 0.38 mT组分别有 70.0%和 93.3%的

x（t）值在稳定域内，属渐进稳定状态 . 0.76 mT组在

t = 218 s 后，离开原稳定域内，为不稳定状态 .

7.33 mT、14.78 mT和H2O2组在ROS暴发时间（t =

160 s）状态发生转移 .

各组电磁场或H2O2暴露与海马神经元ROS荧

光实时响应自相关函数关系如图3所示，各组在电

磁场或H2O2加入时刻（t = 60 s），相关函数均为1，

随观察时间的延长，相关函数呈下降 . 0、0.09 和

0.38 mT组自相关函数随时间呈交变，0.76、7.33、

14.78 mT和H2O2组自相关函数呈V形 . 各组自相关

函数均呈双相（有正有负），从式（5）分析，正相

关是 x（t1）和 x（t2）具有同相性，负相关具有异相性 .

因此，在 ROS 暴发时间 （t = 160 s），x（t2）值与

x（t1）差 异 较 大 ， 必 为 负 相 关 . 0.76、 7.33、

14.78 mT、H2O2组在 ROS 暴发时间的相关函数分

别为-0.09、-0.31、-0.38、-0.30，可以判断 7.33、

14.78 mT、H2O2组在 ROS 暴发时间出现的阶跃性

多数是由电磁场或H2O2加入引起，而0.76 mT由电

磁场引起概率很小，且不存在阶跃性 .

Fig. 2 Time domain curve of ROS fluorescence in the
hippocampal neuron

Table 1 The status of the hippocampal neuron for real-time respond of ROS

Group

H2O2

14.78 mT

7.33 mT

0.76 mT

0.38 mT

0.09 mT

0 mT

Cell state before exposure

K value

3

3

2

3

3

2

3

Stable point (xe)

126.74

61.31

33.64

53.56

44.46

147.89

57.06

Stable domain (r)

4.19

3.51

4.25

2.07

1.58

2.55

5.94

Real-time corresponding cell state after exposure

60~160 s

Stable

Stable

Stable

Unstable after 218 s

93.3% in stable domain, gradually stable

70.0% in stable domain, gradually stable

Stable

160~300 s

State shift

State shift

State shift

�0.6

�0.4

�0.2

0

0.2

0.4

0.6
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从海马神经元ROS实时响应状态变化可见以

下4个规律：

a. 在电磁场暴露期（t = 60~300 s），7.33 mT、

14.78 mT和H2O2三组曲线 x（t）在 t = 160 s处有一个

明显的阶跃，表明海马神经元对电磁场ROS的实

时响应具有阶跃性 . 这是判断电磁生物效应实时性

的重要标志 .

b. 7.33 mT、14.78 mT和H2O2三组曲线 x（t）是

3个不同细胞培养皿中神经元对电磁场和H2O2的实

时响应，海马神经元在电磁场加入后的 100 s发生

反应，这个时间称响应时间 . 表 1结果表明海马神

经元对电磁响应时间具有延时性 .

c. 低剂量电磁场0.09 mT和0.38 mT组暴露后，

ROS 状态为渐进稳定，而高剂量电磁场 7.33 mT、

14.78 mT 组暴露后，ROS 状态发生转移，表明只

要有电磁场剂量，海马神经元对电磁场就有响应，

并且具有剂量效应 .

d. 中水平电磁场0.76 mT组暴露后，ROS状态

前期渐进稳定，后期（t = 218 s）不稳定，并且不

存在明显阶跃性，表明该海马神经元ROS状态变

化不是由电磁场所致，海马神经元对电磁场响应具

有复杂性 .

2.2 Ca2+的实时响应

在 0、0.09、0.38、0.76、7.33、14.78 mT磁场

以及H2O2暴露期内，实时记录海马神经元Ca2+荧光

实时图像，在每个细胞培养皿中选择5~8个目标细

胞，并绘制Ca2+荧光实时曲线x（t）. 图4是各种磁感

应强度及H2O2暴露下，这些目标细胞中的1个细胞

Ca2+实时曲线，其中 t = 0~60 s为无电磁场暴露期，

t = 60 s 为电磁场开关打开或 H2O2 滴入时刻，t =

60~300 s为有电磁场或有H2O2暴露期 . 在无电磁场

暴露期（t = 0~60 s），各海马神经元的状态稳定点

xe和稳定域 r列在表2. 这些海马神经元状态稳定点

xe和稳定域 r也是不一致的，表明海马神经元个体

差异性 . 电磁生物效应是在确保细胞状态稳定前提

下进行，细胞个体差异不影响实验 . 阴性对照组

（0 mT）在电磁场暴露期，海马神经元Ca2+状态稳

定 . 阳性对照组 （H2O2） 在暴露期，海马神经元

Ca2+状态在 t = 170 s发生转移，表明对照组能起到

阴阳性对照作用 .

各组海马神经元Ca2+荧光实时响应状态变化如

表2所示 . 0.09 mT组 x（t）值在遍历时间内（t = 60~

300 s）均处于电磁场暴露前的稳定域内，属稳定

状态 . 0.38 mT组 x（t）值在 t = 76 s时刻离开电磁场

暴露前的状态稳定域，不再返回，属不稳定状态 .

0.76 mT和 7.33 mT组在 t = 60~240 s时段内保持状

态稳定，在 t = 240 s时刻后分别有 63.3%和 59.2%

的x（t）值暂时离开状态稳定域，属先稳定后渐进稳

定状态 . 14.78 mT组和H2O2组分别在Ca2+暴发时间

（t = 68 s和 t = 170 s）发生状态转移 .

0

10

20

30

40

50

60

70

50 100 150 200 250 300

: 0 mT : 0.09 mT : 0.38 mT : 0.76 mT
: 7.33 mT : 14.78 mT : H2O2

D
C

F 
flu

or
es

ce
nc

e

t/s

Fig. 4 Time domain curve of Ca2+ fluorescence in the
hippocampal neuron

Table 2 The status of the hippocampal neuron for real-time respond of Ca2+

Group

H2O2

14.78 mT

7.33 mT

0.76 mT

0.38 mT

0.09 mT

0 mT

Cell state before exposure

K value

2

3

2

2

2

3

3

Stable point (xe)

20.18

19.32

54.21

55.78

38.34

37.28

25.39

Stable domain (r)

1.87

2.43

2.76

0.93

1.50

3.42

2.55

Real-time corresponding cell state after exposure

60~300 s

State shift after 170 s

State shift after 68 s

Step at 240 s, then gradually stable

Step at 240 s, then gradually stable

Unstable after 76 s

Stable

Stable
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各组电磁场或H2O2暴露与海马神经元Ca2+荧光

实时响应自相关函数关系如图5所示，各组在电磁

场或 H2O2加入时刻 （t = 60 s），相关函数均为 1，

随观察时间的延长，相关函数呈下降 . 0、0.09、

0.38、0.76、7.33 mT组自相关函数随时间呈交变，

14.78 mT、H2O2组自相关函数呈V形 . 0.76、7.33、

14.78 mT、H2O2组在Ca2+暴发时间（t = 240、240、

68、 170 s） 的 相 关 函 数 分 别 为 0.08、 0.06、

0.61、-0.39，可以判断14.78 mT、H2O2组在Ca2+暴

发时间出现的阶跃性多数是由电磁场或H2O2加入

引起，而0.76和7.33 mT的阶跃性由电磁场引起概

率很小 .

从海马神经元Ca2+实时响应状态变化可见以下

4个规律：

a. 在电磁场暴露期（t = 60~300 s），0.76 mT、

7.33 mT、14.78 mT和 H2O2组的 Ca2+荧光实时曲线

x（t）均存在明显的阶跃响应，表明海马神经元对电

磁场的Ca2+实时响应具有阶跃性，这是判断实时响

应的重要标志 .

b. 0.76 mT、7.33 mT、14.78 mT和H2O2组Ca2+

实时响应是在电磁场暴露或H2O2滴入后4个不同细

胞培养皿中海马神经元 Ca2+的响应时间分别是

240 s、240 s、68 s和 170 s，表明海马神经元对外

扰电磁场或H2O2的响应时间具有延时性，并且不

一致 .

c. 低剂量电磁场 0.09 mT 和 0.76 mT 暴露后，

海马神经元Ca2+状态或为稳定，或为不稳定，而高

剂量电磁场 7.33 mT和 14.78 mT组暴露后，Ca2+状

态或为渐进稳定，或为状态转移，表明海马神经元

Ca2+对电磁场实时响应具有剂量性，并且低剂量电

磁场对海马神经元Ca2+不产生生物效应 .

d. 0.76 mT、7.33 mT、14.78 mT组海马神经元

对电磁场响应后，Ca2+荧光强度随时间逐渐下降

（图 4），表明海马神经元对Ca2+的电磁场响应主要

是渐进稳定，但与电磁场剂量有关，剂量愈高，响

应时间愈长 .

3 讨 论

3.1 可靠性判断

电磁生物效应是一个节联反应，具有因果性，

生物系统状态将影响后续生物效应的结果 . 因此，

生物系统的原初状态必须是稳定的 . 采用的稳定域

方法可以有效地判断细胞的原初状态，甄别和筛选

稳定的细胞 . 该方法是基于电磁场暴露前 ROS 和

Ca2+荧光实时曲线，实时测量是生物系统稳定判断

的基础 .

采用自相关函数来判断ROS暴发和Ca2+暴发事

件是否由电磁场或H2O2所引起，从而确认电磁生

物效应的存在性 . 自相关函数可以有正负双相，正

相关表示两个观察事件同相，负正相关表示两个观

察事件异相 . 异相事件具有大差别，更容易判断事

件发生的差异性 . 当自相关函数为1表示完全相关，

为 0表示完全不相关，近于 1表示强相关，远于 1

表示弱相关 . 相关事件出现时间是影响相关函数的

重要因素，出现时间愈长，自相关函数值愈小 . 因

此，在电磁场加入立即产生生物效应的可靠性

更高 .

3.2 ELF-EMFs、ROS和Ca2+的因果性

许多研究表明，Ca2+对于ROS的产生是必不可

少的，Ca2+和ROS是细胞不同过程中相互作用的信

使［18］ . 一些研究认为Ca2+是导致ROS变化的原因，

通过线粒体呼吸链激活ROS生成酶升高细胞内Ca2+

水平，以及受到ROS刺激增加胞内Ca2+. 胞内Ca2+-

ATP酶和Na+/Ca2+交换物活性受细胞内氧化还原状

态调节 . 同时，Ca2+可激活过氧化氢酶和谷胱甘肽

还原酶等抗氧化酶，提高细胞超氧化物歧化酶水

平［19］ . 另一些研究认为 ROS 是导致 Ca2+变化的原

因 . 第三种是共同相互作用，如肌/内/质网（sarco/

endoplasmic reticulun，SR/ER）与线粒体构成的连

接物［20］ . ROS形成、Ca2+浓度升高和线粒体死亡之

间的相互作用，构成了细胞死亡前的因果关系，影

响程度或顺序尚未确定［21］ .

在电磁场介导产生 ROS 和 Ca2+变化因果性方
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Fig. 5 Relation function of Ca2+ fluorescence in the
hippocampal neuron
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面，采用比色法、形态学法检测增殖率，但受到技

术方法限制 . 神经元中 ROS、Ca2+和 ELF-EMFs 的

因果性研究尚存困难 . 研究者提出可以采用单细胞

视频显微镜监测细胞内 ROS 和 Ca2+变化［22］ . 实践

表明，实时记录是动态Ca2+测量的有效方法［23-24］ .

实时电磁场细胞暴露有利于 ROS 与 Ca2+因果性

研究 .

3.3 随机过程与信噪比

在时间序列中，随机过程是指随时间变化的随

机变量 . ROS 和 Ca2+荧光实时曲线 x（t）包括信号

s（t）和噪声n（t）两部分：

x(t) = s(t) + n(t) (7)

噪声n（t）具有随机性，因此ROS和Ca2+荧光实

时曲线 x（t）是一个随机过程 . 随机过程有两个数字

特性均值 x（t）和方差σ2（t），也是随时间变化 . 随机

过程包括平稳随机过程和非平稳随机过程两种，平

稳随机过程的数字特征是均值x（t）稳定，这是判断

电磁场暴露前神经元稳定性的理论依据 . 非平稳随

机过程的数字特征是均值x（t）随时间变化，这是分

析电磁场暴露后神经元状态变化的理论依据 .

信噪比 SNR=s（t）/n（t）是电磁生物效应生物物

理机制的一个重要方向［3］，可以用于解释低水平

电磁场生物效应的生物物理机制［25］，尤其是生物

分子随机共振［26］ . 从 ROS 和 Ca2+荧光实时曲线

x（t）随机过程的信噪比SNR角度，研究电磁生物效

应，尤其是弱效应的不确定性，阐明电磁生物效应

生物物理机制具有重要意义 .

4 结 论

我们提出的一种 ELF-EMFs 暴露下细胞 ROS

和胞内Ca2+的实时响应方法包括电磁场暴露前细胞

状态的鉴别、电磁场暴露后状态转移、电磁场作用

的相关分析等 . 通过在海马神经元ELF-EMFs暴露

ROS和胞内Ca2+实时响应的应用实践，我们证明这

种方法在评价电磁生物效应是可行的，可以进一步

为电磁生物效应的随机过程及其特性研究提供新技

术和新方法 .
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Methodology Study on The Real-time Response of ROS and Ca2+ to Extremely
Low Frequency Electromagnetic Fields in The Hippocampal Neurons*

CEN Ze-Nan, HUANG Wei-Wei, BAO Jia-Li**, ZHENG Xiu-Xiu, ZHU Chao-Yang
(Research Team of Biophysics and Medical Engineering, Bioelectromagnetics Laboratory of Zhejiang Province, School of Medicine,

Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)

Abstract Existing research methods for biological effects of extremely low frequency electromagnetic fields

(ELF-EMFs) are comparison between groups, with inability to exclude individual differences in cell sensitivity or

changes in conditions during experiment. This work proposed a method for real-time effects observation of ELF-

EMFs in the same cell and same condition. The stability domain was used to identify the stability of hippocampal

neurons before ELF-EMFs exposure. At the time of electromagnetic field intervention (t=60 s), ELF-EMFs were

exposed to hippocampal neurons at 0, 0.09, 0.38, 0.76, 7.33 and 14.78 mT, respectively. Reactive oxygen species

(ROS) and Ca2+ fluorescence response curves of hippocampal neurons were recorded in real-time, and the

autocorrelation function between ELF-EMFs and fluorescence response was established. The results showed as

follows: (1) The step properties of fluorescence response were clear at the burst times of ROS and Ca2+ , which

were important indicator to identify the real-time response; (2) The response time of ROS and Ca2+ to ELF-EMFs

were delayed and inconsistent; (3) ROS and Ca2+ had dose-dependent response to ELF-EMFs; (4) The response of

ROS to ELF-EMFs was complex; (5) The response of Ca2+ to ELF-EMFs was asymptotically stable. When

correlation function exceeded 0.3, the real-time response of ELF-EMFs and ROS/Ca2+ was correlated. It was

concluded that a real-time response method of intracellular ROS and Ca2+ to ELF-EMFs exposure was feasible for

the evaluation of electromagnetic bioeffects.
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