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９００ＭＨｚ电磁辐照对大鼠学习记忆能力和血脑屏障通透性的影响
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　　［摘要］　目的　研究９００ＭＨｚ电磁辐照对大鼠学习记忆能力、血脑屏障通透性和脑组织超微结构的影响。方法　
４８只健康成年雄性ＳＤ大鼠分为辐照１４ｄ组（ＥＭＦ１４ｄ组）、辐照２８ｄ组（ＥＭＦ２８ｄ组）、假辐照１４ｄ组（Ｓｈａｍ１４ｄ组）和
假辐照２８ｄ组（Ｓｈａｍ２８ｄ组）４组，每组１２只。辐照组分别连续暴露于９００ＭＨｚ电磁波（功率密度为１ｍＷ／ｃｍ２）１４ｄ和
２８ｄ，３ｈ／ｄ。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫观察大鼠神经行为学，血清白蛋白免疫组化观察海马神经元受损情况和反映血脑屏障通透性
变化，透射电镜观察组织超微结构。结果　 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果显示ＥＭＦ２８ｄ组通过目标象限百分比和穿越平台次
数明显少于其他组（Ｐ＜０．０５）。９００ＭＨｚ电磁辐照后，与假辐照组（０ｍＷ／ｃｍ２）相比，辐照组（１ｍＷ／ｃｍ２）血清白蛋白在脑
内高表达（Ｐ＜０．０５）。透射电镜结果显示辐照组较多神经元损伤，血脑屏障结构破坏。结论　 ９００ＭＨｚ电磁辐照可致大
鼠学习记忆能力下降，增加血脑屏障通透性，造成海马神经元的损伤，其与微波辐照的时间可能有一定的关系。
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　　随着移动通信的迅猛发展，移动电话所产生的电
磁场（ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄｓ，ＥＭＦ）辐照对人体的潜在
危害也越来越受到重视。研究表明中枢神经系统是电
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磁辐照损伤的主要敏感器官之一［１］，长期的电磁辐照

不仅可以导致大鼠学习记忆能力下降［２－３］，神经元损

伤［４－６］，海马锥体细胞和颗粒细胞数目减少［７－８］，甚至

还与脑部肿瘤有关［９］。但是，也有研究显示移动电话

所带来的辐照并不引起血脑屏障通透性的改变和神经

元的损伤［１０］，不影响大鼠的学习记忆能力［１１］。有研

究甚至发现电磁辐照后显著提高了大鼠的学习记忆能

力［１２］。这使移动电话电磁辐照对神经系统的影响变

得富有争议。本实验采用９００ＭＨｚ手机电磁辐照微
波对大鼠进行长期连续辐照，试图通过动物实验来了

解移动电话电磁辐照对大鼠神经行为学、血脑屏障通

透性和神经元的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
　　清洁级健康成年雄性ＳＤ大鼠４８只，体质量２１０～２４０ｇ，由
第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供。

９００ＭＨｚ射频电磁场信号发生装置由第三军医大学基础医学部教
学实验中心提供，射频电磁场辐照强度检测仪由第三军医大学基

础医学部物理教研室提供。兔抗大鼠血清白蛋白一抗（１∶２００，武
汉华美），生物素标记的羊抗兔二抗（１∶２００，北京康为世纪）。
１．２　辐照模型的建立与分组
　　辐照微波频率为９００ＭＨｚ，连续性微波。微波暗室温度控
制在（２０±１）℃，湿度为（７０±５）％。按照Ｔｕ等［１３］的方法固定

大鼠，使头部辐照强度约为１ｍＷ／ｃｍ２，然后标记每个固定辐照
点。辐照组每天接受９００ＭＨｚ电磁辐照３ｈ，分别照射１４ｄ和
２８ｄ，功率强度为１ｍＷ／ｃｍ２，作为辐照１４ｄ组（ＥＭＦ１４ｄ组）
和辐照２８ｄ组（ＥＭＦ２８ｄ组）；假辐照组在相同条件下分别辐
照１４、２８ｄ，功率强度为０ｍＷ／ｃｍ２，作为假辐照１４ｄ组（Ｓｈａｍ
１４ｄ组）和假辐照２８ｄ组（Ｓｈａｍ２８ｄ组），每组１２只。
１．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫
　　①定位航行实验：辐照结束后第１天让大鼠自由游泳２ｍｉｎ
以适应周围环境。从辐照结束后第２天开始，连续４ｄ共８次
对大鼠进行训练，每次选择东、西、南、北４个入水点，将大鼠面
向池壁放入水中，记录大鼠寻找并爬上平台所需时间即逃避潜

伏期。如果大鼠在１２０ｓ内未找到平台，则将其引至平台，逃避
潜伏期记为１２０ｓ。使大鼠在平台上停留１５ｓ，然后放回起始点
进行下一次训练。辐照结束后第６天对大鼠进行正式测试，记
录逃避潜伏期和轨迹图。②空间探索实验：辐照结束后第７天
撤去平台，将大鼠从第２象限入水点放入水槽，记录１２０ｓ内其
穿越目标平台所在位置的次数和经过平台所在象限的路程百分

比，分别记录站台穿越次数、目标象限路程百分比和轨迹图。

１．４　超微结构观察
　　按照Ｌｉ等［１４］的方法，于水迷宫实验完成后，用５％的水合
氯醛按０．７ｍＬ／ｋｇ腹腔麻醉大鼠，４％多聚甲醛和２．５％戊二醛
经左心室升主动脉灌注内固定。然后迅速断头取脑，于解剖显

微镜定位下，取右侧海马 ＣＡ１区和顶叶皮层脑组织约
１．０ｍｍ３，２．５％戊二醛固定后按电镜切片常规做成超薄切片，
透射电镜定位观察。

１．５　血清白蛋白免疫组化染色
　　冠状位石蜡切片，厚度为 ５μｍ。置入二甲苯中脱蜡

２０ｍｉｎ，梯度酒精脱蜡至水。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液中浸泡
３次，每次５ｍｉｎ。将切片浸入０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（北京康为世
纪）中５ｍｉｎ，然后于０．３％ Ｈ２Ｏ２溶液中２０ｍｉｎ以消除内源性
过氧化物酶活性。将切片浸入枸橼酸盐溶液（ｐＨ＝６．０），用微
波炉３０ｍｉｎ内中火４次进行抗原修复，自然冷至室温。取出切
片，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液洗涤３次，每次５ｍｉｎ。滴加正常
山羊血清，３７℃封闭１ｈ；滴加兔抗大鼠血清白蛋白多克隆抗
体，４℃孵育１２ｈ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤；滴加生物素标记的羊
抗兔ＩｇＧ，室温孵育１ｈ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤。滴加辣根酶标记
的链霉卵白素工作液，室温孵育３０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤。
最后，在室温下ＤＡＢ显色２ｍｉｎ。切片依次经过蒸馏水、７０％酒
精、８０％酒精、９５％酒精和１００％酒精，二甲苯透明２０ｍｉｎ后，中
性树胶封片。同时另取切片用正常羊血清替代一抗作空白对照

实验。采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像处理软件处理数据。
　　应用Ｅｂｅｒｈａｒｄｔ等［１５］的方法对白蛋白免疫染色阳性神经元

进行半定量分析。免疫组化评分：０分，无白蛋白免疫阳性神经
元；１分，仅有少量白蛋白免疫阳性神经元；２分，中等量的白蛋
白阳性神经元；３分，大量的白蛋白阳性神经元。
１．６　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件。Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫实验结果采用单因素方差分析处理数据，白蛋白免疫组

化染色应用多个独立样本比较的ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验。

２　结果

２．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果
　　经过训练后，各组大鼠都能顺利地找到潜伏于水下的平
台，各组大鼠平台搜索时间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。空间探
索实验中，各组游泳平均速度非常接近，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。ＥＭＦ２８ｄ组大鼠不管是目标象限百分比，还是穿
越平台次数都显著低于其他 ３组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见表１。如图１所示，相比于其他３组大鼠，ＥＭＦ２８ｄ组
大鼠游泳轨迹趋向性不强，在目标象限内停留路程百分比较短。

! "

# $

Ａ：Ｓｈａｍ１４ｄ组；Ｂ：ＥＭＦ１４ｄ组；Ｃ：Ｓｈａｍ２８ｄ组；Ｄ：ＥＭＦ２８ｄ组
图１　４组大鼠空间探索实验轨迹
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表１　４组大鼠平均搜索时间、平均速度、站台穿越次数及目标路程
百分比的比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别
平台搜索

时间（ｓ）
平均速度

（ｃｍ／ｓ）
站台穿越

次数（次）

第３象限路程
百分比（％）

Ｓｈａｍ１４ｄ组 １４．６１±６．２９ ３０．９３±４．４９ ６．７±３．３ａ ５３．２６±１４．２９ａ

ＥＭＦ１４ｄ组 １６．１９±３．３５ ２９．６８±３．６１ ６．５±２．７ａ ５４．１６±１３．４７ａ

Ｓｈａｍ２８ｄ组 １８．３３±７．６２ ２９．９７±５．２９ ６．８±３．４ａ ５１．０６±１１．８２ａ

ＥＭＦ２８ｄ组 １５．４１±５．０４ ２９．３７±３．４２ ３．５±１．３ ３７．９２±１０．８６

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＥＭＦ２８ｄ组比较

２．２　超微结构观察
　　由图２可知，Ｓｈａｍ１４ｄ组和Ｓｈａｍ２８ｄ组大鼠脑组织不管
是皮层还是海马，神经细胞结构完整，边界清晰，血脑屏障完好

无损。而ＥＭＦ１４ｄ组及ＥＭＦ２８ｄ组大鼠，皮层和海马均出现
较为明显的细胞和血管周围严重水肿，神经元边界不清、形状

皱缩、颜色变暗；细胞器水肿、崩解、消失；核内形成异常膜性结

构等辐照后受损表现。

２．３　血清白蛋白免疫组化染色
　　如图３所示，Ｓｈａｍ１４ｄ组和Ｓｈａｍ２８ｄ组大鼠脑组织血清
白蛋白免疫组化染色，不管是皮层还是海马，均难以见到阳性

表达。而辐照组中，可见白蛋白免疫组化染色阳性的棕色细胞

在皮层大量分布，ＥＭＦ２８ｄ组的内颗粒细胞层尤为明显，且

ＥＭＦ２８ｄ组大鼠皮层免疫染色阳性神经元显著多于ＥＭＦ１４ｄ
组大鼠（Ｐ＜０．０５）。同时阳性的棕色细胞也弥漫地分布于
ＥＭＦ１４ｄ组和ＥＭＦ２８ｄ组大鼠的海马区域，且ＥＭＦ２８ｄ组大
鼠海马区域白蛋白免疫染色阳性神经元显著多于ＥＭＦ１４ｄ组
（Ｐ＜０．０５）。见图４。
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图４　各组大鼠脑组织白蛋白免疫阳性神经元比较
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Ａ：Ｓｈａｍ１４ｄ组皮层；Ｂ：ＥＭＦ１４ｄ组皮层；Ｃ：Ｓｈａｍ２８ｄ组皮层；Ｄ：ＥＭＦ２８ｄ组皮层；Ｅ：Ｓｈａｍ１４ｄ组海马；Ｆ：ＥＭＦ１４ｄ组海马；
Ｇ：Ｓｈａｍ２８ｄ组海马；Ｈ：ＥＭＦ２８ｄ组海马　↑：受损部位

图２　４组大鼠海马区透射电镜观察超微结构变化
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Ａ：Ｓｈａｍ１４ｄ组皮层；Ｂ：ＥＭＦ１４ｄ组皮层；Ｃ：Ｓｈａｍ２８ｄ组皮层；Ｄ：ＥＭＦ２８ｄ组皮层；Ｅ：Ｓｈａｍ１４ｄ组海马；Ｆ：ＥＭＦ１４ｄ组海马；
Ｇ：Ｓｈａｍ２８ｄ组海马；Ｈ：ＥＭＦ２８ｄ组海马　↑：阳性神经元

图３　４组大鼠脑组织白蛋白免疫组化染色　（ＳＰ×２００）
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３　讨论

　　微波是指频率为３００～３００ＧＨｚ的电磁波，是无线
电波中一个有限频带的简称，是分米波、厘米波、毫米

波和亚毫米波的统称。近年来由于微波技术的发展，其

应用已涉及我们生活的方方面面，其所带来的电磁辐照

已成为社会普遍存在的环境问题。尤其是数字通讯设

备和工具的迅速发展，人群中移动电话持有数量的大幅

增加，其中 ＧＳＭ（ｇｌｏｂａｌｓｙｓｔｅｍｆｏｒｍｏｂｉｌｅｃｏｍｍｕｎｉｃａ
ｔｉｏｎｓ）９００ＭＨｚ移动电话使用最为广泛，导致人们主动
或被动暴露于手机电磁场的几率大为增加，手机电磁

辐照对人群健康的潜在威胁也越来越受到关注。

３．１　９００ＭＨｚ电磁辐照２８ｄ可以导致学习记忆能力
显著下降

　　既往研究表明，９００ＭＨｚ电磁辐照是否对动物学
习记忆能力产生明显影响目前仍不确切。由于各个实

验室所用的微波辐照发生器和大鼠辐照模型条件各不

相同，所用使用动物的性别、月龄和体质量以及总辐照

时间也不统一，使大鼠脑组织对辐照的实际吸收量也

出现较大差异，可能是不同实验得出不同甚至相反结

论的原因之一。本实验使用 ９００ＭＨｚ功率密度为
１ｍＷ／ｃｍ２的微波辐照，能够较好地模拟使用手机通
话时的辐照条件［１６］，并设置了辐照１４、２８ｄ两个时间
组，试图探讨辐照是否对大鼠的脑组织结构及神经行

为学产生影响，并初步研究该影响和辐照时间的可能

关系。实验中所使用柔性大鼠固定器不仅能够提高大

鼠的配合度，尽量减少大鼠的应激［１３］，还能够避免因

大鼠体位的改变而带来的辐照时功率的变化。

　　本实验证实，经过强度为１ｍＷ／ｃｍ２的ＧＳＭ９００ＭＨｚ
电磁场每天３ｈ，连续２８ｄ辐照后，和相同条件辐照
１４ｄ组以及两个假辐照组相比，大鼠的目标象限百分
比和穿越平台次数都明显降低（Ｐ＜０．０５）。因此强度
为１ｍＷ／ｃｍ２的ＧＳＭ９００ＭＨｚ电磁场每天辐照３ｈ，连
续辐照２８ｄ能够引起大鼠的学习记忆能力下降，而且
该影响可能和时间有正相关性。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验与
大鼠海马功能密切相关［１７］，以往实验研究已证实部分

或完全切除海马后可以引起大鼠的学习记忆能力严重

受损［１８］，而海马也被认为是辐照损伤较为敏感的靶器

官之一［１９］。这提示本实验辐照２８ｄ所引起大鼠的学
习记忆能力下降可能与辐照导致的大鼠海马结构或功

能受损有关，同时电镜和白蛋白免疫组化的结果也证

实辐照１４ｄ和２８ｄ后能引起海马神经元损伤，其中辐
照２８ｄ组损伤尤为明显。本实验中各组大鼠游泳平
均速度对比无统计学差异，因此我们认为辐照１４、２８ｄ
对大鼠的运动功能不产生明显的影响。

３．２　９００ＭＨｚ电磁辐照引起神经元超微结构的破坏
　　本实验通过透射电镜对大鼠海马和皮层组织进行
超微结构观察，发现辐照１４ｄ组和辐照２８ｄ组不管是
海马还是皮层都表现出神经元超微结构的受损，出现

了大量神经元细胞水肿，边界不清，形状皱缩和颜色变

暗；细胞器严重水肿，甚至大量崩解消失；核内形成异

常膜性结构等变化。既往的多项实验研究表明，手机

电磁辐照后能够引起海马组织出现皱缩、深染的“暗

神经元 ”，它被认为可能是神经元辐照受损后的一种

特殊表现［８，１５，２０］。我们通过透射电镜在辐照１４ｄ组和
辐照２８ｄ组中也能观察到大量皱缩深染变暗的神经
元存在。海马结构的完整性是动物发挥正常学习记忆

能力的基础［１７］，海马外脑组织在学习记忆形成中也起

着重要作用［２１－２２］，长期的电磁辐照对大鼠海马及皮层

神经元的持续性影响最终将有可能改变大鼠的学习记

忆能力。

３．３　９００ＭＨｚ电磁辐照能够增加血脑屏障通透性
　　移动电话带来的电磁辐照能否增加血脑屏障的通
透性目前仍不确切。通过透射电镜，我们不仅观察到

神经元的受损，同时也发现大量血管的周围组织严重

肿胀的现象，而且靠近血管周围的神经元异常改变也

尤为明显。而血脑屏障功能的完整性是脑内各种新陈

代谢顺利完成的基础［２３］，血脑屏障结构性的损伤将有

可能出现其通透性的改变，导致包括白蛋白在内的多

种有害物质进入脑内并发挥其神经损害作用。血清白

蛋白是血液中相对分子质量为６５×１０３的一种内源性
物质，正常生理情况下，由于血脑屏障的存在，血清白

蛋白较难通过血脑屏障而进入脑内［２４］。而在炎症、外

伤、发热等病理情况下可以导致血脑屏障的通透性增

加，使白蛋白进入脑实质内，并可以通过血清白蛋白免

疫组化进行检测，从而来反映血脑屏障通透性的改

变［１５］。本实验结果表明，辐照１４ｄ组和辐照２８ｄ组
在皮层和海马区都有大量的白蛋白阳性的神经元表

达，而且辐照２８ｄ组白蛋白免疫阳性神经元显著多于
辐照１４ｄ组，而假辐照组神经元少有阳性表达。
　　白蛋白进入脑内可发挥神经毒性作用，造成继发
性神经细胞损伤［１５］。这说明连续手机辐照造成的血

脑屏障结构破坏，可以引起血脑屏障通透性增加，从而

导致包括白蛋白在内的多种物质进入脑实质内，其中

多种有害物质可发挥神经毒性作用，并有可能协同作

用，引起进一步的放大效应，导致大量神经细胞的损

伤。受损伤的神经元自身还可以释放一系列有害物

质，然后在内源性和外源性有害物质的相互作用下，造

成神经元原发性和继发性的损伤。大鼠海马结构的完

整性是保证其正常学习记忆能力的基础，大量的海马

和皮层神经元的损伤又将会导致其功能受损，最终引
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起学习记忆功能下降［１７］。

　　通过白蛋白免疫组化实验我们观察到，辐照 ２８ｄ
组大鼠脑组织白蛋白免疫染色阳性神经元显著多于辐

照１４ｄ大鼠，提示辐照２８ｄ较辐照１４ｄ能显著增加
大鼠的血脑屏障通透性。而白蛋白进入脑组织后可能

会进一步引起继发性的对脑损伤的放大效应，造成辐

照２８ｄ组大鼠脑损伤重于辐照１４ｄ组。由于水迷宫
实验中只有辐照２８ｄ组表现出了学习记忆能力下降，
而辐照１４ｄ组较假辐照组却并未表现出明显的学习
记忆能力的下降，提示可能是由于辐照１４ｄ后组织结
构的受损情况尚较轻，还不足以引起神经行为学的改

变，以及大鼠本身的损伤修复机制克服了脑组织较轻结

构损伤造成的学习记忆能力下降［２１］。这或许需要用更

为准确灵敏的实验手段去检测神经行为学的变化。

　　综上所述，９００ＭＨｚ电磁辐照可以造成大鼠学习
记忆能力减退，并和辐照时间有一定相关性。学习记

忆能力的减退可能与辐照造成的原发性神经元损害，

以及辐照造成的血脑屏障通透性增加而导致的继发性

海马神经元损伤密切相关。本实验为手机电磁辐照对

大鼠脑组织结构和神经行为学损伤的初步研究，我们

下一步应对手机辐照后神经系统受损机制和可能的防

护干预措施进行深入研究。
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