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摘要 工频磁场是人类生活中接触最多的一类磁场，其引起的生物效应与人类健康的关系备受关注．本文选用 1 mT、5 mT
及 10 mT工频磁场照射急性分离的小鼠皮层神经元(15 min)，应用全细胞膜片钳技术离线记录通道电流，研究了工频磁场对
神经元延迟整流钾通道特性的影响．结果显示，1 mT、5 mT及 10 mT 3个强度的工频磁场对 Ik均有抑制作用，但随着去极

化电压的增加，发现 1 mT和 5 mT工频磁场的抑制率几乎不变，抑制率分别为(30 依 4.2)%和(20 依 2.2)%，而 10 mT工频磁场
的抑制率增加，最大抑制率为 43.4%．另外，1 mT和 5 mT工频磁场影响了延迟整流钾通道的激活特性，通道的半数激活电
压变大，斜率因子不变．而 10 mT工频磁场对通道的激活特性没有影响，半数激活电压和斜率因子均不改变．研究表明，工
频磁场可能影响了细胞膜上离子通道蛋白质的结构和功能，并且不同强度工频磁场对通道的影响不同，存在强度窗口效应．
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工频磁场是指频率为 50 Hz或 60 Hz的磁场，
与生产和生活存在密切的关系．目前，对工频磁场

的健康危害性存在争议，Wertheimer和 Leeper[1]最

先开展了有关电磁场和儿童白血病的流行病学调

查，发现居室内伴有高电流配制者发生儿童白血病

的报道病例数远高于低电流配置者．随后开展了大

量的流行病学调查研究，有研究显示工频磁场增加

了癌症的发病率[2-4]，但也有研究表明工频磁场与

癌症发病率没有相关性[5]．为了更深层次地研究磁

场的生物效应，从细胞及分子水平上研究磁场生物

效应已经成为主流．Wolf等[6]研究表明工频磁场暴

露促进了细胞的增殖和 DNA损伤．Gaetani等[7]应

用磁场照射成人心脏干细胞，发现磁场影响细胞的

新陈代谢、增殖及分化．另外，研究表明磁场照射

影响酶的活性[8]、自由基[9-10]及活性氧簇[11](ROS)的
浓度．但也有不同的报道[12]表明实验组和对照组之

间没有显著性差异．由于磁场作用机制尚不清楚，

生物效应与磁场呈非线性关系，即频率窗口、强度

窗口及时间窗口等特性，所以磁场的生物效应不能

简单地进行推断．

细胞膜是磁场可能作用的靶点之一，而离子通

道是镶嵌在细胞膜上的功能性蛋白，在维持细胞内

外的渗透压及电压差中起着关键性的作用．Mathie
等[13]综述了极低频电场对神经元离子通道产生的效

应．另外本课题组也发表了恒定磁场及脉冲磁场对

神经元离子通道的影响 [14-15]，并首先报道了不同

强度工频磁场对神经元延迟整流外向钾离子通道的

影响．

弱强度的工频磁场在人们生活中的分布相对比

较广泛，10 mT和 1 mT分别是弱强度磁场的上下
界，所以本文选择 1 mT，5 mT及 10 mT工频磁
场，从电生理学的角度应用膜片钳技术，研究不同

强度工频磁场对延迟整流外向钾离子通道的影响，

探索生物效应与工频磁场强度的关系，为揭示磁场

作用机制提供数据．
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Fig援 2 The uniform distribution of magnetic fields
(a) The uniform distribution of 1 mT. (b) The uniform distribution of 5 mT. (c) The uniform distribution of 10 mT.

1 材料与方法

1援1 急性分离小鼠皮层神经元

取 7～10天的昆明小鼠(中国医学科学院放射
医学研究所实验动物中心提供)，断头取脑后放入
0～4℃的人工脑脊液(ACSF)中 2 min (ACSF 成分
(mmol/L)：NaCl 134, KCl 5, NaH2PO4 1.5, MgSO4 2,
CaCl2 2, NaHCO3 25,葡萄糖 10, HEPES 10, pH 7.4),
在冰枕上分离出小鼠脑皮层，手工切成 400～
600 滋m厚的脑片，并置 ACSF中连续通入 95% O2

+ 5% CO2 混合气，孵育 50 min 后加入链酶蛋白
酶，使其终浓度为 0.3 g/L，32 ℃下消化 15 min．
消化结束后用孵育液冲洗脑片 3次，置 ACSF中并
连续通入 95% O2 + 5% CO2混合气，脑片中皮层神

经细胞可在 4～6 h内保持良好的生理状态．将 1～
2个脑片放入盛有人工脑脊液的离心管中，用不同
口径的 Pasteur吸管轻轻吹打，静置 2～3 min后取
上部细胞悬液，放入带有盖玻片(20 mm伊20 mm)的
培养皿(直径为 35 mm)内，细胞贴壁约 20 min后，
用标准细胞外液(成分(mmol/L)：NaCl 130, KCl 5.4,
CaCl2 2, MgCl2 1，葡萄糖 10，HEPES 10，pH 7.3)
冲洗 2～3次之后，进行全细胞膜片钳记录．

1援2 全细胞膜片钳记录

在室温 20～25℃下进行实验数据采集，利用
PC2C膜片钳放大器在全细胞膜片钳方式下记录数
据．通过 05-E型程控拉制仪，分两步得到玻璃微
电极，冲灌 K电极内液(成分(mmol/L)：KCl 130，
CaCl2 1, HEPES 10, EGTA 10, Na2ATP 3, MgCl2 2,
pH 7.2,经 0.22 滋m滤膜过滤).电极电阻为 3～5 M赘,
当电极与细胞膜之间形成高阻封接( > 1 G赘)后，立
即进行快电容补偿，然后稍加负压破膜，使电极内

液与细胞内液相通，再进行慢电容和串联电阻补

偿，串联电阻补偿为 80%．然后在设定的刺激波
形下，记录通道电流．

1援3 磁场装置及实验设计

实验室自制刺激装置如图 1所示，铁芯为冷轧
硅钢片(厚 2 cm，宽 4 cm，B=2 T)，线圈由直径
0.8 mm漆包铜线绕制，匝数 310，舌面积为 8 cm2.
用 PF-035 型数字特斯拉计得到暴磁区(40 mm 伊
40 mm)各点的磁场强度，获得暴磁区域中心点的
磁场强度分别为 1 mT，5 mT及 10 mT，磁场分布
图如图 2所示，中心暴磁区 20 mm 伊 20 mm范围内
磁场认为是均匀的．另外在磁场刺激的时间段内，

细胞外液的温度没有变化．

Coil
Bracket

Petri dish

Iron core

Transformer
220 V

50 Hz

Fig. 1 The diagram of stimulation device of 50 Hz magnetic fields
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Fig. 3 The current curve of Ik

(a) The stimulation pulse. (b) The Delayed Rectifier Potassium channel

current. (c) The Delayed Rectifier Potassium channel current with

30 mmol/L TEA-Cl.

将已贴壁的细胞放入磁场刺激 15 min后，在
离线的状态下进行膜片钳记录，得到的实验数据

作为暴磁组．而在未加磁场刺激的情况下，放置

15 min后，获得的数据作为对照组．考虑到细胞活
性的下降及磁场作用的恢复效应，每盘细胞实验记

录的时间在 30 min内有效．
1援4 数据处理

实验结果分析采用 Clampfit 10.0软件和 Origin
6.0统计软件完成，数据经过软件漏检之后进行统
计分析，结果用 x 依 s 表示，磁场照射前后差异应
用配对 t检验进行分析．

2 结 果

2援1 不同强度工频磁场对延迟整流外向钾通道电

流(Ik)的影响
在细胞外液中加入阻断剂 1 滋mol/L TTX、

0.1 mmol/L CdCl2、2 mmol/L 4-AP，分别阻断小鼠
脑皮层神经元的钠通道、钙通道和瞬时外向钾通

道．封接、破膜之后，将钳制电压设为-40 mV
并给予一串刺激脉冲 [16] (图 3a)，其脉冲幅度为
-40 mV～+50 mV，脉冲宽度为 160 ms，步幅为
10 mV，刺激频率 0.2 Hz，得到一组外向电流
(图 3b)，该电流具有几乎不失活的特性．为了验证
这组电流是延迟整流钾通道电流(Ik)，在溶液中加
入 30 mmol/L TEA-Cl，从图 3c中可以看到，大部
分的电流被抑制了．

以去极化电压作为横轴，电流值与膜电容

的比值即电流密度作为纵轴，绘制出 4 条 Ik-V

曲线(图 4)，由图 4可知工频磁场对 Ik具有抑制作

用．对照组、1 mT暴磁组、5 mT暴磁组、10 mT
暴磁组的峰值电流密度 (pA/pF)分别为 173.61 依
30.68， 119.54 依 5.58， 138.23 依 12.74， 98.18 依
22.57，与对照组分别进行配对 t检验，均有显著性
差异(n=10, P < 0.05)．

为了更直观了解工频磁场对 Ik 的抑制作用，

以去极化电压为横轴，抑制率为纵轴，抑制率为

(Ic-Ie)/Ic，Ic为不同去极化电压下对照组的通道电流

密度，Ie为不同去极化电压下暴磁组的通道电流密

度，绘制不同去极化电压下磁场对通道电流的抑制

率曲线(图 5)．
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V 1/2 (mV) k
Control 2.82 依 0.85 14.61 依 0.77

1 mT 10.21 依 0.81* 13.42 依 0.73

5 mT 14.99 依 0.79* 12.57 依 0.71

10 mT 3.94 依 0.85 14.72 依 0.78

* P < 0.05.Fig. 6 The activation current of voltage鄄gated
potassium channel

(a) Stimulation pulse of Ik. (b) The activation current of Ik.

不同强度工频磁场对 Ik的抑制程度不同，并

且不同去极化电压下，各暴磁组的抑制率曲线有差

别，1 mT，5 mT两组暴磁组的抑制率曲线几乎呈
直线，抑制率(30.0依4.2)%，(20.0依2.2)%，而 10 mT
暴磁组的抑制率曲线随着去极化电压的增加，抑制

率呈上升的趋势，最大的抑制率为 43.4%．
2援2 不同强度工频磁场对延迟整流外向钾通道激

活特性的影响

将膜电位钳制在-40 mV，预置-120 mV超极
化条件刺激 200 ms，然后从-40 mV起以 10 mV的
步幅递增，160 ms脉宽的去激化测试脉冲刺激至
50 mV[16](图 6a)，刺激频率 0.2 Hz，得到一组 Ik激

活曲线(图 6b)．

利用公式 G=I/(V -V rev)将记录得到的通道电流
转换为通道的电导值，其中 G 为通道电导，I为不
同测试膜电位下的通道电流峰值，V 为测试膜电
位，V rev为钾离子的反转电位．以 G/Gmax作为纵轴，

去极化电压为横轴，作通道稳态激活的散点曲线．

然后利用 Boltzman方程 G/Gmax=1/{1+exp[(V1/2-V )/k]}
对通道的激活曲线进行拟合，其中 V 1/2为半数激活

电压，k 为斜率因子．激活曲线呈 S型(图 7)且稳
态激活曲线的拟合参数如表 1所示．与对照组相
比，1 mT暴磁组和 5 mT暴磁组的钾通道半数激活
电压均变大(n=10，P < 0.05)，而 10 mT暴磁组的
半数激活电压没有显著性变化，并且 3个暴磁组的
钾通道激活斜率因子均未发生显著性的改变．

3 分析与讨论

延迟整流外向钾通道是电压敏感性钾通道的一

员，广泛分布在兴奋性细胞的细胞膜上．在中枢

神经系统中，延迟整流外向钾通道影响动作电位

的后期复极化，且与动作电位的发放频率及形状有

关[17]．本文研究了不同强度工频磁场对神经元延迟

整流钾离子通道产生的生物效应，进一步探讨了工

频磁场对离子通道产生的影响与工频磁场强度的

关系．

试验结果表明，1 mT、5 mT、10 mT工频磁
场均抑制神经元延迟整流钾通道电流，但随着去极

化电压的增加抑制率曲线趋势不同．1 mT和 5 mT
的抑制率曲线趋势似乎相同，随着去极化电压的增

加，抑制率几乎不变．而 10 mT工频磁场对 Ik的

抑制率则随着去极化电压的增加而变大，即去极化

Table 1 The fitting parameters of activation curve of Ik

(a)

(b)

160 ms

30 ms
1 nA

-40 mV

50 mV

200 ms -120 mV

Fig. 7 Effects of magnetic fields on activation
kinetics of Ik

: The control group; : 1 mT exposure group; : 5 mT

exposure group; : 10 mT exposure group.
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电压越大，延迟整流钾通道的电压敏感性越不敏

感，导致延迟整流钾通道的开口变小，造成整个神

经元动作电位复极化的延迟，从而影响动作电位的

发放频率，影响正常机体的某些功能．目前磁场的

作用机制尚不清楚，从通道的结构角度来分析，由

于 S4片段上最外端的 4个精氨酸对电压变化非常
敏感[18-19]，当碱性氨基酸检测到膜电位的变化，然

后打开离子通道孔，试验结果暗示，工频磁场可能

影响了 S4片段上电压敏感性元件的正常功能，使
得通道的打开受到了一定的限制，而抑制率曲线可

能是磁场影响通道结构变化的更细微的表现．

与对照组相比，1 mT和 5 mT工频磁场影响了
延迟整流钾通道的激活特性，两个场强下通道的半

数激活电压均变大而斜率因子不变，这一试验结果

表明，两个场强下的工频磁场均增大了延迟整流钾

通道激活的电压阈值，使得通道不易被激活，而激

活的速率均未发生改变．另外，本试验结果发现，

10 mT工频磁场不影响延迟整流钾通道的激活特
性，通道的半数激活电压和斜率因子均没有显著性

变化．研究表明，不同强度工频磁场对通道激活特

性有不同的影响，具有强度窗口效应．

Garip-Inhan等[20]研究了 1 mT、5 mT及 10 mT
工频磁场对 K562 细胞分化的影响，结果表明
1 mT和 5 mT增加了细胞的分化率而 10 mT没有
显著效应．上述的研究与本论文的结果相比，

1 mT和 5 mT两个场强的工频磁场均对细胞产生一
定的生物效应，而 10 mT 工频磁场的生物效应，
研究结果不一致．两个试验结果具有一定的参考价

值，但是由于生物系统的复杂多样性，磁场暴露对

不同类型或功能的细胞产生的生物效应不同，并且

研究方法对实验结果也有很大的影响，所以在磁场

作用机制尚不清楚的情况下，大量的试验结果的积

累是必要的，而各个实验结果之间的相关性有待进

一步的探索．

本论文研究了不同强度的工频磁场对神经元延

迟整流钾通道的影响，结果表明磁场对细胞膜上的

离子通道蛋白存在一定的影响，为细胞膜是磁场可

能的作用靶点之一提供了依据．
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Effects of 50 Hz Magnetic Fields With Different Intensities Exposure
on Delayed Rectifier Potassium Channel of Neurons*
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Abstract There is a growing concern about the relationship between the human health and the biological effects
caused by the magnetic fields exposure. The cortical neurons isolated from the mice were exposed to 50 Hz
magnetic fields (EMF 1 mT, 5 mT, 10 mT) for 15 min, and then the currents of the delayed rectifier potassium
channel were recorded off-line using the whole-cell patch clamp technique to investigate the effects of EMF on
channels for the first time. Compared to the control group, there was a significant inhibition on the Ik after exposure
to EMF, and with the increase of the voltage depolarization, the inhibition rates of 1 mT and 5 mT almost
unchanged and the inhibition rates were (30.0 依 4.2)% and (20.0 依 2.2)%，respectively. While the inhibition rate
of 10 mT became larger and the maximum inhibition rate was 43.4%. Additionally, 1 mT and 5 mT magnetic
fields both affected the activation characteristics of delayed rectifier potassium channel, the half activation voltage
became larger and the slope factor unchanged, while 10 mT magnetic fields did not changed anything. This paper
indicated that the structure and function of the channel protein on cell membrane may be altered by 50 Hz EMF,
and there were different effects on the channel for different strength of magnetic fields, the window effects of
strength of magnetic fields were improved in this study.
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