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摘要：为探讨不同波段电磁辐射对大鼠睾丸支持细胞 渊Sertoli细胞冤 损伤效应的异同袁 将原代培
养的 Sertoli细胞经场强 6伊104 V/m的电磁脉冲 渊electromagnetic pulse袁 EMP冤尧 平均功率密度为
100 mW/cm2的 S-波段高功率微波 渊S-band high power microwave袁 S-HPM冤 和 X-波段高功率
微波 渊X-band high power microwave袁 X-HPM冤 辐射遥 流式细胞仪结果显示 3种波段电磁辐射
后袁 Sertoli细胞的晚期凋亡和坏死率增加曰 MTT试验显示细胞代谢活性降低曰 光镜观察发现胞
浆的颗粒增多且空泡变性曰 超微结构主要为线粒体肿胀尧 空化袁 内质网扩张遥 三者比较院 总体
呈 EMP>X-HPM>S-HPM的趋势袁 且辐射后 1 h较重袁 随时间延长损伤逐渐减轻遥 表明 3种波段
的电磁辐射均可致 Sertoli细胞不同程度的损伤袁 且超宽谱波段的 EMP效果最明显袁 微波波段则
与频率呈正相关遥
关键词：电磁辐射曰 Sertoli细胞曰 效应
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引 言

随着科学技术的进步，电磁技术已经广泛应用于广播、电视、通信、导航、环境监测、

家用电器以及工农业生产、国防等领域。电磁技术在给人们带来极大利益、推动社会发展

的同时，也不可避免地造成环境污染及对人类健康的威胁[1,2]。电磁辐射的生物效应及其机

制研究已成为目前生物电磁学的前沿课题[3]。

电磁辐射包括电离辐射和非电离辐射，其中波长大于或等于红外线，且其光量子和电

磁场强度较弱，不足以使分子离解的辐射线称为非电离辐射或狭义的电磁辐射，依据其频

率或波长可划分为不同波段 [3]。近年来在军事上和部分工业中应用较多的是电磁脉冲

渊electromagnetic pulse，EMP冤 和高功率微波 渊high power microwave，HPM冤；厘米波段的
微波常以雷达波段划分为 P、L、S、C、X、Ku、K、Ka 波段，其中 S 波段高功率微波

渊S-band high power microwave，S-HPM冤 和 X 波段高功率微波 渊X-band high power

microwave，X-HPM冤 的应用较为广泛。这些电磁波释放到周围，形成一个混频的电磁环
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境[3]。因此，揭示不同频段电磁辐射对机体健康的影响、作用机理及电磁辐射的卫生防护更

具有实际意义。

睾丸是电磁辐射敏感的靶器官之一[4]。国内外实验研究发现，小鼠、大鼠、犬经微波局

部或全身照射后，其睾丸曲细精管内生精上皮变薄，各级生精细胞变性、凋亡 /坏死、脱

落，其中精原细胞和精子损伤尤为明显[5,6]。支持细胞 渊Sertoli细胞冤 不同程度变性，管腔
内精液稀疏，间质细胞也发生不同程度的损伤[7]；生精细胞损伤的超微结构表现为核膜皱褶

不平滑、滑面内质网和核膜间隙扩张、核质相互沟通并混淆，线粒体肿胀、扩张、空泡化，

最终细胞崩解[6]。微波辐射后，异常精子数明显增多，表现为精子头部形态异常，核内出现

包涵体，核染色质明显浓缩不良；精子顶体边缘卷曲，电子密度降低，颗粒不对称分布而

偏向顶体帽的一侧，顶体膜破裂或缺失[8,9]。微波辐射可致睾丸功能障碍，表现为性欲减退、

性功能异常、不育等。王桂珍等[10]对 368名接触微波作业男工的流行病学调查资料显示：

性欲减退的发生率随作业工龄的增长而升高，有明显的时间 -反应关系，性功能异常率

渊包括性欲减退、阳痿、早泄冤 也随日暴露时间延长而升高。
目前的研究表明，电磁辐射致睾丸生精细胞和精子的损伤比较明了，而 Sertoli细胞由

于其自身形态结构的特点导致体内观察的限制，有关微波辐射后 Sertoli细胞较系统的观察

报道较少。Sertoli细胞是生精小管内唯一的体细胞，它在精子发生中发挥着重要作用[11]，系

统研究不同波段电磁辐射致 Sertoli细胞的损伤效应，对于深入探讨电磁辐射致睾丸损伤效

应及机制具有重要意义。因此本研究拟在既往研究的基础上，采用电磁脉冲

渊 electromagnetic pulse，EMP冤、X- 波段高功率微波 渊X-band high power microwave，

X-HPM冤 和 S-波段高功率微波 渊S-band high power microwave，S-HPM冤 模拟源辐射原代
培养的 Sertoli细胞，对不同波段电磁辐射致 Sertoli细胞损伤效应的异同进行对比性探讨，

为深入探讨电磁辐射致睾丸损伤的效应和机制提供新的思路和靶点。

材料与方法

实验动物

二级Wistar大鼠，健康雄性，3周龄。由军事医学科学院实验动物中心提供。操作按

实验动物相关法规进行。

材料和仪器

DMEM-F12、胎牛血清购自美国 Gibco 公司；L- 谷氨酰胺、MTT 试剂购自美国

Amersco公司；胶原酶、透明质酸酶、胰蛋白酶购自美国 Sigma公司；Annexin V凋亡检测

试剂盒购自北京宝赛生物技术公司；FACSC型流式细胞仪 渊flow cytometry，FCM冤 购自美
国 BIO-RAD公司。

原代大鼠 Sertoli细胞培养及辐射

培养方法参照文献[12]并做适当修改。简言之，正常 3周龄雄性 Wistar大鼠，经颈椎脱

臼法处死。去膜的睾丸置于 0.5 mg/mL的胶原酶溶液中，边搅拌边孵育 15 min以分离间质

细胞，自然沉淀后吸出上清。将上述沉淀物洗涤一次，加入 0.5 mg/mL的胶原酶溶液，在
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室温下孵育 15 min，孵育同时进行搅拌，然后自然沉淀，吸出上清，将沉淀洗涤两次以去

除管周的肌样细胞。将上述沉淀悬浮在 1 mg/mL的透明质酸酶溶液中继续孵育 20 min，并

伴随着搅动。最后将消化后的细胞团离心，洗涤一次，接种在 60 mm 的培养皿中，在

DMEM-F12 渊包含 10% FBS、100 U/mL青霉素，100 滋g/mL链霉素冤 培养基中，32℃培养

72 h。用吸管吹打，除去黏附在 Sertoli细胞上的生精细胞。经WT1 渊Wilms' tumor nuclear

protein 1冤 免疫荧光染色，鉴定 Sertoli细胞纯度为 95%以上。Sertoli细胞随机分为假辐射

组和辐射组，辐照组设 EMP组、S-HPM组和 X-HPM组。EMP源采用国防科技大学理学

院与本院联合设计的高场强 EMP模拟源；S波段微波源采用本院自建的高功率微波 渊high

power microwave, HPM冤 模拟源；X波段微波源采用天津市渤海无线电厂生产的 351雷达

机。 EMP 组场强 6 伊104 V/m，作用 4 min； S-HPM 和 X-HPM 平均功率密度均为

100 mW/cm2，照射时间均为 4 min。对照组置相同环境下假辐射。

Sertoli细胞凋亡和坏死的检测

于辐照后 1、24 和 48 h 收集细胞 渊1伊106 /mL冤，按 Annexin-吁细胞凋亡检测试剂盒
渊购自北京宝赛生物技术公司）说明书操作。简言之：Sertoli 细胞用 0.02% EDTA 消化，

1000 r/min离心 10 min收集细胞 渊1伊106 /mL冤， PBS离心洗涤两次；将细胞悬浮于 200 滋l

结合缓冲液；加入 10 滋l Annexin-吁-FITC和 5 滋l PI，轻轻混匀，避光室温反应 15 min或

4℃反应 30 min；加入 300 滋l结合缓冲液后，应用 FACSC型流式细胞仪进行检测及分析。

MTT法测定 Sertoli细胞代谢活性

Sertoli细胞培养在 96孔板中，向培养物中加入含 0.05 mg/mL的 MTT，37℃继续培养

4 h。吸净培养基后，每孔加入 150 滋l DMSO，约 10 min后，用波长为 570 nm酶标仪测定

吸光度。实验重复 3次，数据代表 3次实验的平均值。

倒置显微镜观察

应用 Olympus IX70 型倒置显微镜观察对照组及各辐射组 Sertoli细胞辐照后 1、6、12、

24、48和 72 h的形态改变。每次计数 200个细胞，计算损伤细胞的百分比。数据代表 3次

实验的平均值。

细胞电镜样本的制作

收集照射后 1 h的 Sertoli细胞 渊1伊106 /mL冤，迅速放入 3%戊二醛中固定 2 h，1%锇酸

后固定，梯度乙醇脱水，丙酮过渡，Epon812树脂包埋，超薄切片厚 70 nm，铅铀染色。应

用 Philip-CM120型透射电镜观察并照像。

统计学分析

数据由 x依s 表示；采用 SPSS 11.0统计学软件，进行 One-way方差分析，P<0.05认为

统计学差异显著。
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三种波段电磁辐射后，Sertoli细胞活力的变化

3种波段辐射后，Sertoli细胞活力的观察结果如图 2所示，辐照后 1 h，各组 OD值均
高于对照组，其中 EMP和 X-HPM组与对照组相比差异具有统计学意义 渊P＜0.05冤。6 h以

后，细胞的 OD值均呈降低趋势，其中 6和 24 h的 EMP组 OD值与对照组差异显著 渊P＜
0.05冤。辐射后 48 h，EMP和 X-HPM组 OD值与对照组相比差异具有统计学意义 渊P＜0.05，

P＜0.01冤。各组间 OD值无明显统计学差异 渊P＞0.05冤。

结 果

三种波段电磁辐射后 Sertoli细胞凋亡和坏死的变化

我们收集了 3种波段电磁辐射后 1、24和 48 h的细胞，应用 FCM检测了 Sertoli细胞

凋亡和坏死的变化。结果显示辐照后细胞的晚期凋亡和坏死率增加。照后 1 h，各组与对照

组相比，Sertoli细胞的晚期凋亡和坏死率均增加，差异具有统计学意义 渊P＜0.01冤，组间比
较显示 EMP＞X-HPM＞S-HPM，且差异具有统计学意义 渊P＜0.05冤。照后 24 h，各实验组

细胞的凋亡率与对照组相比均增加 渊P＜0.05冤，组间比较无显著性差异；48 h，各组细胞的

凋亡率与对照组均无显著差异 渊P＞0.05冤。见图 1。

图 1 三种波段电磁辐射后 Sertoli细胞晚期凋亡和坏死变化 (A) Sertoli细胞凋亡和坏死变化的流式图。左下象
限代表活细胞，右下象限代表早期凋亡细胞，右上象限代表晚期凋亡细胞和坏死细胞，左上象限代表细胞碎片。

(B) 晚期凋亡和坏死的 Sertoli细胞的定量分析。辐射后 1和 24 h， 各组与对照组相比晚期凋亡和坏死细胞的数目

显著增加 渊P＜0.01冤；48 h 无明显差异。在辐射后 1 h，组间比较差异有意义 渊P＜0.05冤，即 EMP＞X-HPM＞
S-HPM。数据以 x依s表示，代表 3次实验的平均值。与对照组比较，**P＜0.01；组间比较，#P＜0.05
Fig.1 Changes of late apoptoic and necrotic Sertoli cells after exposed respectively by 100 mW/cm2

S-HPM, X-HPM and 6伊104 V/m EMP (A) Flow cytometry with Annexin 吁-FITC+PI labeling was used after
irradiation to elevate apoptosis. Left inferior quadrant represent live cells, lower right quadrant represent early
apoptosis cells, right superior quadrant represent late apoptosis and necrotic cells, left superior quadrant represent
cell debris. (B) Quantitative analysis on the number of late apoptotic and necrotic Sertoli cells. The number of
late apoptotic and necrotic Sertoli cells was increased significantly in three groups compared with control at 1 and
24 h (P＜0.01), no significant difference was seen at 48 h. Significant difference was also found in three groups
compared mutually at 1 h (P＜0.05), that is EMP＞X-HPM＞S-HPM. Data are x依s of three assays, **P＜0.01 for
comparison with control, #P＜0.05 for comparison with three groups mutually
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图 2 MTT法检测 3种波段电磁辐射后 Sertoli细胞的活力变化 辐射后 6和 24 h，EMP组 Sertoli细胞的 OD值降
低 渊P＜0.05冤；48 h，EMP组和 X-HPM组降低显著 渊P＜0.05冤，组间差别无明显统计学意义。数据以 x依s 表示，
代表 3次实验的平均值。与对照组比较，*P＜0.05
Fig.2 Metabolic activity of Sertoli cells was assessed by MTT test after exposed respectively by S-HPM,
X-HPM and EMP The general metabolic activity of Sertoli cells in EMP group were decrease significantly at 6
and 24 h (P＜0.05), and at 48 h after irradiation, the metabolic activity in EMP and X-HPM were decreased
significantly compared with control (P ＜0.05), but there were no significant differences among the three
experimental groups. Data are x依s of three assays, *P＜0.05 for comparison with control

EMP、X-HPM和 S-HPM辐射后 Sertoli细胞光镜所见

分离 3周龄Wistar大鼠的 Sertoli细胞，经 EMP、X-HPM和 S-HPM辐射后，在倒置显

微镜下观察辐射后 1、6、12、24、48和 72 h Sertoli细胞形态结构的变化。3种波段电磁辐

射后均可见 Sertoli细胞胞浆内颗粒增多，部分细胞胞浆内可见空泡；核膜增厚，核仁增粗

渊图 3A冤。计数结果显示，辐射后 1、6、12、24、48 h各组损伤细胞的数目明显高于对照组
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图 3 三种波段电磁辐射后 Sertoli细胞的形态改变 (A) 3种波段电磁辐射后 Sertoli细胞形态改变的光镜照片。辐射后的各组细胞
胞浆内可见颗粒增多 ( )，少数细胞的胞浆见空泡变性 ( )。Bar=20 滋m。(B) 受损细胞的定量分析。辐射后 1、6、12、24、
48 h，各组损伤细胞的数目明显高于对照组 (P＜0.05, P<0.01)；在 72 h，仅见 EMP组损伤细胞数明显高于对照组 (P＜0.05)。三者
比较，EMP组和 X-HPM组损伤细胞的数目高于 S-HPM组 (P＜0.05)，而 X-HPM组与 S-HPM组间差别不显著。数据以 x依s 表示，
代表 3次实验的平均值。与对照组比较，*P＜0.05, **P＜0.01；组间比较，#P＜0.05
Fig.3 Morphology changes of Sertoli cells after radiated by S-HPM, X-HPM and EMP (A) Representative images with light
microscope of Sertoli cells after radiated by S-HPM, X-HPM and EMP. Granular ( ) and vacuolar degeneration ( ) were seen in
the cytoplasm of irradiated Sertoli cells. Bar=20 滋m. (B) Quantitative analysis on the number of impaired Sertoli cells after
radiation. The total number of impaired Sertoli cells were increased significantly in 1, 6, 12, 24, 48 h compared with control (P＜
0.01); At 72 h, the number of impaired cells in EMP were increased compared with control (P＜0.05). Among the three
experimental groups, impaired cells in EMP group and X-HPM group were significantly higher than in S-HPM group (P＜0.05), no
significant difference was seen in EMP group and X-HPM group. Data are x依s of three assays, *P＜0.05, **P＜0.01 for comparison
with control, #P＜0.05 for comparison with three groups mutually
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图 4 三种波段电磁辐射后 1 h Sertoli细胞超微结构的变化 (A) 对照组；(B) S-HPM 组；(C) X-HPM 组；
(D) EMP组。可见染色质凝聚、边集，呈凋亡改变，线粒体肿胀、空化，内质网扩张，并可见胞浆内的次级溶酶
体。病变程度由轻到重依次为 S-HPM＜X-HPM＜EMP
Fig.4 Ultrastructural changes of Sertoli cells exposed with three bands of electromagnetic radiation at 1 h
(A) Control; (B) S-HPM; (C) X-HPM; (D) EMP. The main changes are chromatin coagulating and moving to
nucleus membrane even apoptosis formation, mitochondria swelling and vacuolating, endoplasmic reticular dilating.
The changes degree showed an attenuating trend in the radiation groups as EMP＞X-HPM＞S-HPM

渊P＜0.05，P＜0.01冤。三者比较，EMP组和 X-HPM组损伤细胞的数目高于 S-HPM组 渊P＜
0.05冤，而 X-HPM组与 S-HPM组间差别不显著。在 72 h，仅见 EMP组损伤细胞数明显高

于对照组 渊P＜0.05冤。且呈现辐射后 1 h损伤细胞数目最多、随后逐渐降低的趋势。3种波

段之间比较为：EMP＞X-HPM＞S-HPM 渊图 3B冤。
三种波段电磁辐射后 Sertoli细胞超微结构的变化

我们收集了辐射后 1 h的细胞，对其超微结构进行了观察。在正常的 Sertoli细胞内可

见大量滑面内质网和少数粗面内质网，大量的线粒体和溶酶体，丰富的高尔基体，核膜皱

褶，1～2个核仁 渊图 4A冤。3种波段电磁辐射后，可见核染色质凝聚、边集。线粒体肿胀、

空化，滑面内质网不同程度的扩张，并可见胞浆内的次级溶酶体 渊图 4B～D冤。上述病变呈
现 EMP＞X-HPM＞S-HPM的趋势 渊图 4B-D冤。

(A) (B)

(C) (D)
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讨 论

生殖系统是电磁辐射敏感的靶系统之一。电磁辐射对人类生殖的危害，不仅关系着家

庭和社会的安宁，也涉及人类未来，对电磁辐射致睾丸损伤效应及其机制的探讨成为电磁

辐射生物学效应的研究热点之一。本研究室和国内外的众多研究表明，电磁辐射可致生精

细胞变性、坏死、脱落[6]，然而尚缺少不同波段电磁辐射致 Sertoli细胞损伤的报道。

Sertoli细胞是生精小管内唯一的体细胞，它对镶嵌其间的各期生精细胞起支持和营养

作用。Sertoli细胞可吞噬精子形成过程中脱落的残余胞质和凋亡的生精细胞，以维持内环

境的平衡[13,14]；还可参与构成血 -睾屏障，形成并维持有利于精子发生的微环境 [11]。此外，

Sertoli细胞还能合成雄激素结合蛋白 渊ABP冤，以保持生精小管内雄激素的水平，促进精子
发生 [15]。Sertoli 细胞可表达白介素 -1 渊 interleukin 1, IL-1冤、白介素 6 渊 interleukin 6,

IL-6冤、肿瘤坏死因子 琢 渊tumor necrosis factor 琢，TNF琢冤 等细胞因子，产生的细胞因子可
通过局部调节和 /或信号转导等途径，直接或间接影响精子发生[16]。鉴于 Sertoli细胞在精子

发生过程中的重要作用，有必要研究电磁辐射后 Sertoli细胞的损伤情况及对精子发生的影

响。因此，本研究系统探讨了电磁辐射后体外原代分离培养的大鼠 Sertoli细胞的损伤特点。

鉴于近年来 EMP 和厘米波段的 S-HPM 和 X-HPM 的应用较为广泛，比较研究 EMP、

S-HPM、X-HPM 3种不同波段电磁波辐射的生物学效应特点更贴近实际，对其采取防诊治

措施也更具有现实意义。因此本研究采用 EMP、X-HPM和 S-HPM模拟源辐射细胞，探讨

了不同波段电磁辐射致 Sertoli细胞的损伤效应，拟为电磁辐射致睾丸损伤的机制研究及防

护提供新的思路和策略。

3种波段电磁辐射后，Sertoli细胞的凋亡、坏死及代谢活性的研究结果显示，Sertoli细

胞的晚期凋亡和坏死率增加，而细胞活力随照后时间的延长而逐渐降低。光镜结果显示细

胞的颗粒增多和空泡变性。超微结构损伤以线粒体和内质网的改变为主，并可见胞浆内的

次级溶酶体，核内染色质凝聚、边集，呈早期凋亡改变。考虑光镜所见的颗粒为电镜中所

见的自噬溶酶体，而胞浆的空泡为线粒体和内质网扩张所致。上述这些结果提示，EMP、

X-HPM 和 S-HPM 辐射均可致 Sertoli 细胞的变性、凋亡 / 坏死改变，导致 Sertoli 细胞的

损伤。

此外，我们对 3种波段电磁辐射后 Sertoli细胞的光镜观察发现，辐射后 72 h，EMP组

损伤细胞数明显高于对照组，对各时间点的观察发现，辐射后 1 h，损伤细胞数目最多，随

后逐渐降低；超微结构显示 EMP辐射后细胞损伤最重，X-HPM次之，S-HPM最轻；流式

细胞仪结果显示辐照后 1和 24 h，Sertoli细胞的凋亡率增加具有统计学差异，以 EMP和

X-HPM组更明显。而 48 h各组细胞的凋亡率与对照组均无显著差异；MTT结果显示，6和

24 h的 EMP组 OD值与对照组差异显著，而辐射后 48 h，EMP和 X-HPM组 OD值与对照
组相比差异具有统计学意义。这些结果表明，3种波段电磁辐射致 Sertoli细胞的损伤程度

存在差异，总体呈现 EMP＞X-HPM＞S-HPM的趋势，即属于超宽谱波段的 EMP最严重，

微波波段则显示与其频率呈正相关的趋势。对各时间点的动态观察结果显示，呈现照后 1 h

最重、随后逐渐减轻的趋势。值得一提的是，MTT检测结果显示，辐射后 1 h细胞的增殖

活力增高而不是降低，可能是电磁辐射引起细胞的反应性增生，是否还有其他原因，尚有
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待于进一步探讨。

已有研究表明，胞内 Ca2+明显增加可能是微波辐射致细胞凋亡与坏死的重要机制之

一[17]。本研究室以往的研究也表明，100 mW/cm2的 S-HPM可引起培养的 Sertoli细胞生长

抑制及凋亡与坏死增加，胞内 Ca2+升高是其损伤的重要机制[18]。除探讨引起 Sertoli自身损

伤的机制外，电磁辐射致 Sertoli 细胞的损伤会对精子发生产生何种影响呢？研究表明，

Sertoli细胞经 酌射线照射后细胞因子 IL-6的表达增高[19]。环境中的有害化学物质，如邻苯

二甲酸单 -2-乙基己酯 也mono-(2-ethylhexyl)phthalate，MEHP页，可增强 Sertoli细胞 FasL的

表达，通过与生精细胞的 Fas结合，引发生精细胞凋亡[20]。电磁辐射引起 Sertoli细胞的损

伤，是否导致一系列分子、蛋白的表达变化，进而对生精细胞的凋亡，或对 X、Y精子的

发生产生影响呢？有关这方面的研究我们正在深入探讨。

综上，本文较系统研究了 3种波段电磁辐射致 Sertoli细胞损伤的效应，为揭示电磁辐

射致睾丸损伤效应及其机制的探讨提供了新的有益补充。
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To investigate comparatively the damaging effects of EMP (electromagnetic pulse), S-HPM (S-band
high power microwave) and X-HPM (X-band high power microwave) on rat Sertoli cells. Primary Sertoli cells
were isolated from 3-wk-old Wistar rats, and exposed to EMP, S-HPM and X-HPM respectively. After
radiation by the three bands electromagnetic radiation respectively, the number of late apoptotic and necrotic
Sertoli cells was increased significantly in three groups examined by flow cytometry; The general metabolic
activity of Sertoli cells in EMP group were decrease significantly after irradiation analyzed by MTT test; The
total number of impaired Sertoli cells were increased significantly observed by light microscope. Granular
degeneration and vacuolar degeneration were seen in the cytoplasm. Ultrastructural changes: mitochondria
swelling and vacuolating, endoplasmic reticular various degree dilating (particularly in S-ER) and
ribosome-scaling in R-ER and so on. Three bands of electromagnetic radiation could induce different injury
effects in rat Sertoli cells. The degree of injury effects varied according to different microwaves. The rank as
follows: EMP>X-HPM>S-HPM.
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