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模拟手机电磁辐射系统对
"#

大鼠耳蜗边缘细胞影响的研究"

张应龙!左汶奇#

"重庆医科大学附属永川医院耳鼻喉科!重庆
('*&,'

#

!!

摘
!

要"目的
!

探讨
&-''R3X

模拟手机电磁辐射系统对
"#

大鼠耳蜗边缘细胞
#W$

损伤&细胞凋亡的影

响以及产生生物学效应的可能机制$方法
!

采用
&-''R3X

模拟手机辐射系统!强度选择
*

&

(M

(

S

8

!模式选

择开
19?:

&关
&'9?:

的通话模式!辐射时间为短期
*(F

暴露!辐射后采用彗星实验检测细胞
#W$

损伤)流式

细胞技术检测电磁辐射对细胞凋亡的影响)采用荧光探针检测辐射后活性氧簇"

C2"

#的生成情况$结果
!

手

机电磁辐射未引起边缘细胞
#W$

的损伤!且未导致细胞凋亡率增加"

"

%

'4'1

#$

(M

(

S

8

暴露组
C2"

生成量

较对照组显著增加!差异有统计学意义"

"

$

'4'1

#$结论
!

通过离体研究发现!短期暴露于手机辐射下!其能量

不足以引起细胞
#W$

的损伤和细胞凋亡!但手机辐射的累积效应仍需要进一步证实)

C2"

激活是手机电磁辐

射产生生物学效应的主要机制$

关键词"

#W$

损伤)

!

细胞凋亡)

!

活性氧)

!

手机电磁辐射)

!

耳蜗边缘细胞
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电磁辐射是继空气)水)食品污染后的第
(

大污

染物*随着社会的进步#电子产品的使用大量增加#

如微波炉)电脑)电磁炉等#人们暴露于电磁场的概率

也随之增高*手机是现代社会交流传递信息必不可

少的工具#人们常常随身携带*

)''

)

&-''R3X

是常

用的两种手机频率#手机的辐射强度在每个国家有不

同的规定#比如欧洲和美国标准是小于
&4,M

"

S

8

#但

(M

"

S

8

常被用来了解手机辐射的热效应&

&

'

*关于手

机对人体的影响#目前有学者发现手机电磁辐射可以

导致精子活力的下降)神经元细胞的数量及活力的降

低#同时手机电磁辐射与神经胶质瘤和听神经瘤发病

有相关性&

*/(

'

*但有研究发现电磁辐射并不会引起明

显的生物学效应#原因为电磁辐射不同于电离辐射#

其能量低于电离辐射#电磁辐射对各器官的影响仍是

目前研究的热点&

1

'

*双耳是手机辐射的直接效应器

官#有研究发现幼鼠暴露于
)''R3X

手机电磁辐射

装置下#尽管听力没有改变#但耳蜗超微结构有改

变&

,

'

(有离体研究发现耳蜗螺旋神经节细胞在经过脂

多糖处理后暴露于
&-''R3X

)

(M

"

S

8

强度下#细胞

有自噬小体生成#自噬蛋白
.U+/

$

和
L;BG?:&

有阳性

+

)-1

+

检验医学与临床
*'&-

年
+

月第
&1

卷第
1

期
!

.<LR;JUG?:

!

R<=BF*'&-

!

V>G4&1

!

W>41
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表达#证实细胞超微结构有改变&

0

'

(还有研究报道小

鼠耳蜗毛细胞
3!%/2U&

暴露于
&0,'R3X

电磁辐射

系统下#细胞周期)蛋白表达及
#W$

等均未见明显异

常&

-

'

*活性氧簇$

C2"

%系统的激活被认为是电磁辐

射产生生物学效应的主要机制&

)

'

#而耳蜗边缘细胞对

维持内耳生理具有重要作用*因此#本课题组选择耳

蜗边缘细胞作为模拟电磁辐射研究的效应细胞#探讨

&-''R3X

辐射频率)辐射强度比吸收率$

"$C

%在
*

)

(M

"

S

8

模式下#边缘细胞
#$W

的损伤)细胞凋亡情

况及其可能的机制*

$

!

材料与方法

$4$

!

材料来源
!

'

"

+J"#

大鼠的乳鼠$由重庆医科

大学动物中心提供%#体质量约为
1

8

#雌雄不限*所

有动物均按照标准化流程饲养#并得到重庆医科大学

伦理委员会的批准*

$4/

!

边缘细胞原代培养及鉴定
!

"#

大鼠乳鼠通过

乙醚麻醉后#

01]

乙醇的容器浸泡
&'9?:

#充分消毒

断头(在解剖显微镜下用显微镊去除颞骨听泡骨壳

后#用显微镊分离出耳蜗外侧壁的基底回#将血管纹

组织完全剥离#

'4&]

$

型胶原酶溶解#置于
+0Z

孵

箱中
+'9?:

(取出后离心#弃上清液#用
&9. R!R

基础培养液与之轻轻吹打混匀后#将细胞悬液置入无

菌
,

孔培养板#细胞在
+0Z

)

)1]2

*

)

1]U2

*

孵箱中

培养
*(F

后可贴壁#倒置显微镜下可以观察到边缘细

胞的典型形态*由于成纤维细胞贴壁较慢#隔天可用

无菌磷酸盐缓冲液$

\["

%轻轻冲洗培养板底部能纯化

边缘细胞*将纯化后细胞悬液接种于盛有用多聚赖

氨酸包被后的盖玻片无菌
,

孔板#当细胞单层生长至

盖玻片的
-']

时#用免疫荧光染色方法检测细胞角蛋

白
&-

$

Ub&-

%在该细胞中的表达*弃培养基#

\["

清

洗#

(]

多聚甲醛固定#

'4+] D=?A>:c/&''

穿透#

1]

牛血清清蛋白$

["$

%封闭#

&''

+

.

一抗$

&j1'

稀释%

(Z

孵育过夜(加入
&''

+

.

二抗$

&j&''

%#避光#孵箱

中孵育
+' 9?:

(

#$\%

工作液染色#抗荧光淬灭剂

封片*

$4'

!

&-''R3X

辐射系统
!

该系统由
(

部分组成!

高频电磁发生器和频带放大器$购自北京博伦锐科技

公司%)计算机)放置于培养箱内的两个矩形电磁波导

台$放置
+199

细胞培养皿%*暴露程序所有数据均

由计算机控制*可以随机设置一个波导台为暴露组#

另一个波导台自动成为屏蔽组(也可以手动设置

暴露组*

$41

!

细胞暴露程序及分组
!

细胞暴露于
&-''R3X

辐射系统下#

"$C

值选择
*

)

(M

"

S

8

#时间是
*(F

#模

式是开
19?:

#关
&'9?:

的手机通话模式*细胞分

组!$

&

%对照组($

*

%

*M

"

S

8

暴露组和屏蔽组($

+

%

(M

"

S

8

暴露组和屏蔽组($

(

%双氧水阳性对照组*

$42

!

彗星实验检测细胞
#W$

损伤
!

彗星实验是公

认的检测单个细胞核损伤的技术#具有较高的特异度

和灵敏度&

&'

'

#具体方法是弃去培养基#

\["

清洗#胰酶

消化#离心弃上清液*

\["

重悬#细胞计数
&'

1

"

9.

*

彗星试剂盒$购自美国
D=;L?

8

;:

公司%#低熔点琼脂糖

&''Z

融化后
,'Z

水浴箱中备用*吸取
&'

+

.

细胞

悬液加入
,'

+

.

琼脂糖中反复吹打混匀#吸取含细胞

悬液的琼脂糖
&'

+

.

铺板后在暗盒内
( Z

冷却
+'

9?:

待胶凝固*将载玻片放置于
(Z

裂解液中裂解

*F

#避光*将载玻片放置于电泳槽中#设置电压
*1

V

"

+''9$

#时间
+'9?:

*载玻片取出后蒸馏水清洗#

01]

)

)1]

无水乙醇中分别脱水*载玻片
(Z

中干燥

+'9?:

*

"g[C

,

=̀;;:

染色
&19?:

*荧光显微镜拍

照*

U$"\

软件分析*正常细胞无拖尾现象#而受损

细胞的
#W$

表现为像彗星一样的拖尾#细胞的头部

基本维持在原来的位置#尾部是损伤后从细胞核迁移

的
#W$

片段#观察
#W$

损伤的
+

个参数!尾部
#W$

水平)尾力距和尾长*

$4)

!

流式细胞技术检测电磁辐射对边缘细胞凋亡水

平的影响
!

将各组细胞分别重悬于
*''

+

.&i

结合

缓冲液中#控制细胞浓度在
&'

,

"

&'

0 个"毫升#并分别

移入流式管中(每管加入
1

+

.

的
<::;K?:V/Q%DU

和

&'

+

.

的
\%

(避光#冰上孵育
&19?:

(流式细胞仪上读

取每组
&''''

个细胞的凋亡率#计算出平均值*

$4.

!

荧光酶标仪检测
C2"

的生成
!

以双氧水为阳

性对照*按照
&j&'''

用无血清的
#R!R

"

Q&*

培

养基稀释
#UQ3/#$

终浓度
&'

+

9>G

"

.

*收集细胞

后装载探针*去除细胞培养液加入
1'

+

.

稀释好

#UQ3/#$

#

+0Z

培养箱内培养
*'9?:

#以无血清培

养基洗涤
+

次#每次
19?:

(收集细胞#在荧光酶标仪

中观察细胞荧光值*激发波长使用
(--:9

#发射波长

使用
1*1:9

*

$43

!

统计学处理
!

采用
"\""&-4'

进行分析*计量

资料采用
I5?

表示#组间比较采用方差分析#两两比

较采用
."#/!

检验*以
"

$

'4'1

为差异有统计学

意义*

/

!

结
!!

果

/4$

!

边缘细胞原代培养及鉴定
!

倒置相差显微镜下

观察原代培养的大鼠边缘细胞*未纯化前的边缘细

胞与长梭形的成纤维细胞一起贴壁生长#边缘细胞大

小不一#呈多角形#细胞间境界清楚#颜色较暗*数个

细胞生长融合成单层时即呈典型的,铺路石-特征*

当细胞堆积成多层时可形成,

J>9;

-结构*应用免疫

荧光技术检测边缘细胞内
Ub/&-

的表达#可见
Ub/&-

在边缘细胞的细胞质内高表达#呈绿色荧光*

/4/

!

彗星实验
!

随机选择
*''

个细胞作为结果分

析#细胞拍摄时一般选择
*''

倍*分析软件采用

U$"\.<L

*双氧水作为阳性对照#细胞有明显的拖

尾现象#结果显示手机电磁辐射能量不足以引起边缘

细胞
#W$

的损伤*

#W$

损伤的
+

个参数与阳性对

照组比较#差异无统计学意义$

"

%

'4'1

%*见表
&

*

+

')1

+

检验医学与临床
*'&-

年
+

月第
&1

卷第
1

期
!

.<LR;JUG?:

!

R<=BF*'&-

!

V>G4&1

!

W>41



/4'

!

流式细胞技术检测电磁辐射对边缘细胞凋亡的

影响
!

流式细胞检测结果显示双氧水阳性对照组边

缘细胞凋亡率与对照组相比显著升高#差异有统计学

意义$

"

$

'4'1

%(其余各组同对照组边缘细胞相比#凋

亡细胞无明显变化$

"

%

'4'1

%#说明电磁辐射不会引

起边缘细胞凋亡率增加*见表
*

*

/41

!

电磁辐射对细胞
C2"

生成的影响
!

本实验采

用
#UQ3/#$

试剂盒检测暴露于电磁辐射后细胞内

C2"

变化情况#以双氧水作为阳性对照*发现在
(

M

"

S

8

辐射后
C2"

生成量和对照组相比差异有统计

学意义$

"

$

'4'1

%*见表
*

*说明
(M

"

S

8

辐射强度

下
C2"

生成量显著增加*

表
&

!!

各组彗星实验参数数值#

I5?

$

组别 尾部
#W$

尾力距$

+

9

% 尾长$

+

9

%

双氧水阳性对照组
&-4*&5&40* &,4(+5*4(* *(4*-5*4)+

对照组
*4(15&4*- *4+-5&41, *4,,5&4+*

*M

"

S

8

屏蔽组
*4')5&40+ *4*-5&4,+ &4)-5&4(1

*M

"

S

8

暴露组
*4+-5&4,1 *4(,5&4-* *4&-5&40+

(M

"

S

8

屏蔽组
*4(*5&4,+ *4*-5&4+- *4'*5&4(,

(M

"

S

8

暴露组
*41+5&4(+ *4,+5&410 *4*+5&4-)

"

%

'4'1

%

'4'1

%

'4'1

表
*

!!

细胞凋亡率和
C2"

生成量在各组中的表达情况#

I5?

$

参数 双氧水阳性对照组 对照组
*M

"

S

8

屏蔽组
*M

"

S

8

暴露组
(M

"

S

8

屏蔽组
(M

"

S

8

暴露组

细胞凋亡$

]

%

-4,,5*41( *4'15&40- *4*+5&4+- *4(-5&4*0 *4+15&4(* *4*,5&4+1

C2"

生成$

78

"

9.

%

(4(,5&41- &4'*5'4+, &4&-5'4(+ &4')5'4+* &4*-5'4+- *41+5&4+)

"

!!

注!与对照组比较#

"

"

$

'4'1

'

!

讨
!!

论

!!

离体和活体研究中已经证实
C2"

的激活是手机

电磁辐射产生生物学效应的主要机制#过量产生的活

性氧可以引起细胞不同程度的氧化应激损伤&

&&

'

*耳

蜗是保持着较高有氧代谢的器官#在产生
$D\

供应

能量的同时也能产生出大量
C2"

#因此极易遭到

C2"

的氧化攻击*维持稳定的耳蜗微电位对正常的

听力至关重要#而耳蜗微电位的维持则主要取决于耳

蜗外侧壁组织的泵机制*血管纹是位于耳蜗外侧壁

的重要组织结构#它是由
+

类细胞构成的特殊的含毛

细血管的复层上皮#最外层是边缘细胞#中间层是中

间细胞#最内层是基底细胞*而其中的边缘细胞邻近

内淋巴腔#其细胞膜上具有
W<

h

/b

h

/$D\

酶以及

W<

h

"

b

h通道#对维持内淋巴液离子环境以及耳蜗微

电位具有重要意义&

&*

'

*一旦边缘细胞受到
C2"

的损

害#会影响到内耳的能量供应*

本研究初期仅仅采用离体的短期暴露的方式研

究手机电磁辐射对耳蜗边缘细胞的影响#但手机电磁

辐射对听力系统的长期影响仍需要在活体研究中进

一步证实*本研究中采用的手机通话模式#即开
1

9?:

关
&'9?:

暴露模式能更好地探讨手机电磁辐射

的生物学效应#更能模拟手机电磁辐射对人体的影

响*手机对
"$C

有明确的限制规定#各个国家规定

和标准有所不同#但手机在接通瞬间或者信号不足的

情况下辐射强度会较平常显著增大#

(M

"

S

8

常常被

用来作为电磁辐射热效应的研究#因此本课题组采用

的
*

)

(M

"

S

8

辐射强度是合理的*本研究发现
&-''

R3X

手机电磁辐射不足以引起耳蜗边缘细胞
#W$

的直接损伤#因为电磁辐射的能量远较电离辐射弱#

但通过荧光探针发现了
(M

"

S

8

辐射强度下有
C2"

的激活#证实了
C2"

的激活是手机电磁辐射产生生

物学效应的主要机制#但生成的过量的
C2"

不足以

引起边缘细胞凋亡的增加和细胞
#W$

的损伤#认为

C2"

尽管增加明显#但尚在代偿范围之内(连续暴露

于电磁辐射下#

C2"

的生成量会逐渐增加#超过细胞

和组织的代偿能力后即会出现损伤*有研究认为手

机辐射产生的过量的
C2"

可以引起细胞
#W$

损伤#

U<

*h通道激活#以及热休克蛋白表达增加#但在本研

究中未发现明显的损伤#考虑不同组织和细胞对电磁

辐射有不同的敏感性&

&+/&(

'

*本课题组拟进一步通过

动物模型验证手机电磁辐射的长期累积效应*

参考文献

&

&

'

V!UU3%$ \4!K

7

>@H=;>IFH9<:@A>;G;BA=>9<

8

:;A?B

I?;GJ@4"A<:J<=J@<:J=;

8

HG<A?>:@

&

^

'

4$::%@A"H

7

;="<:?/

A<

#

*''0

#

(+

$

+

%!

*,'/*,04

&

*

'

$̀ $Cf$.$

#

#!"$%WC

#

R$bb!Cb

#

;A<G4!II;BA@

>I=<J?>I=;

d

H;:B

P

;G;BA=>9<

8

:;A?B M<E;@

$

CQ/!Rf

%

I=>9B;GGHG<=

7

F>:;@>:FH9<:;

O

<BHG<A;J@;9;:

!

<:?:

E?A=>

7

?G>A@AHJ

P

&

^

'

4Q;=A?G"A;=?G

#

*'')

#

)*

$

(

%!

&+&-/&+*14

&

+

'

"$.Q2C#.`

#

[CNW $!

#

![!C3$C#D^.

#

;A<G4

W;=E;B;GGJ<9<

8

;?:9<99<G?<:L=<?:<IA;=;K

7

>@H=;A>

9?B=>M<E;@I=>9 "̀R R>L?G;

7

F>:;@

&

^

'

4!:E?=>:3;<GAF

\;=@

7

;BA

#

*''+

#

&&&

$

0

%!

--&/--+4

&

(

'

3$C#!...

#

U$C.[!C̀ R

#

3$W""2WR%.#b4N@;

>IR>L?G;

7

F>:;@<:JB>=JG;@@

7

F>:;@?@<@@>B?<A;JM?AF

?:B=;<@;J=?@SI>=

8

G?>9<<:J<B>H@A?B:;H=>9<

&

^

'

4\<AF>/

7

F

P

@?>G>

8P

#

*'&+

#

*'

$

*

%!

-1/&&'4

&

1

'

$̀..2W%\

#

.2V%"2.2 ` $

#

R$WU%W%"

#

;A<G4

!II;BA@>I)'' R3X;G;BA=>9<

8

:;A?BI?;GJ@;K

7

>@H=;>:

B>BFG;<=B;GG@kIH:BA?>:<G?A

P

?:=<A@

!

;E<GH<A?>:>IJ?@A>=/

A?>:

7

=>JHBA>A><B>H@A?B;9?@@?>:@

&

^

'

4[?>;G;BA=>9<

8

:;A/

?B@

#

*''1

#

*,

$

0

%!

1+,/1(04

&

,

'

"!Ub%W!

#

"NC!W[$"$CQ

#

$DR$U$"

#

;A<G4DF;

;II;BA>I=<J?>I=;

d

H;:B

P

=<J?<A?>:

8

;:;=<A;JL

P

< G̀>L<G

"

P

@A;9I>=R>L?G;U>99H:?B<A?>:@@>H=B;

$下转第
1)1

页%

+

&)1

+

检验医学与临床
*'&-

年
+

月第
&1

卷第
1

期
!

.<LR;JUG?:

!

R<=BF*'&-

!

V>G4&1

!

W>41



细胞分泌#可聚集中性粒细胞#促进释放弹性蛋白酶)

氧自由基#会损害肺部毛细血管内皮细胞和肺泡上皮

细胞#使其通透性增加#进而引发肺间质水肿*

%./-

主要由淋巴细胞)气道上皮细胞)肺泡巨噬细胞#属于

趋化因子家族成员之一#可促进炎性细胞的趋化#促

使炎性反应的发生*

DWQ/

-

是一种促炎性因子#主要

由活化的巨噬细胞)

Wb

细胞及
D

淋巴细胞产生#可

促进
D

细胞产生各种炎性因子#进而引发炎性反应*

以上炎性因子相互作用#诱导中性粒细胞不断发生趋

化#对肺泡弹性纤维造成破坏#气道重塑狭窄#加剧炎

性反应#使
U2\#

病情恶化*本文研究中#经过治疗#

观察组的炎性因子
%./,

)

%./-

)

DWQ/

-

水平显著低于

对照组$

"

$

'4'1

%*提示患者的炎性水平得到有效改

善#进而促进病情恢复*

综上所述#胸腺五肽联合连花清瘟胶囊治疗
$!/

U2\#

的疗效确切#可显著改善患者肺功能及免疫功

能#有效降低机体炎性水平*
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