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1840 MHz射频辐射对大鼠血脑屏障通透性的影响 *
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摘要 目的：探讨环境射频辐射暴露对雄性 SD大鼠血脑屏障通透性的影响。方法：36只成年雄性 SD大鼠随机分为暴露组和假暴

露组，对暴露组大鼠进行频率为 1840 MHz、比吸收率（SAR值）为 2 W/kg、每日 1 h、连续 7 d的全身辐照。硝酸镧示踪透射电镜法

和白蛋白免疫组化法观察暴露后大鼠脑皮质血脑屏障超微结构和通透性，免疫印迹法检测血脑屏障紧密连接相关蛋白 ZO-1表

达水平。结果：透射电镜结果显示，假暴露组镧颗粒仅出现在大鼠脑微血管管腔内；而在暴露组，除微血管管腔外，在局部脑皮质

微血管内皮基底膜处和周围脑实质间亦可见镧颗粒沉积。免疫组化染色显示，假暴露组大鼠脑皮质微血管周围未见白蛋白渗出，

而暴露组大鼠脑皮质微血管周围有明显白蛋白沉积。上述结果提示，射频辐射暴露可能增加血脑屏障通透性。免疫印迹结果显

示，与假暴露组相比，暴露组大鼠脑皮质 ZO-1蛋白表达水平明显降低（P＜0.001），差异具有统计学意义。结论：1840 MHz射频辐

射可诱导血脑屏障发生一定程度地开放，紧密连接相关蛋白 ZO-1表达水平的改变可能参与该过程。
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Effects of 1840 MHz Radio Frequency Electromagnetic Radiation on the
Permeability of Blood-brain Barrier in Rats*

With the development of modern communication and the popularization of mobile phone, the exposure

level of radiofrequency (RF) radiation emitted from mobile phone has been increased unprecedentedly, which leads to extensive public

concern about the influences of RF radiation on human health. This investigation was designed to explore the effects of environmental

radio frequency fields on the permeability of blood brain barrier (BBB). 36 healthy adult male SD rats were assigned to sham

group and exposure group randomly. The rats of exposure group were exposed to 1840 MHz at specific absorption rate (SAR) of 2 W/kg

for 1 h/day and 7 days totally. After RF exposure, the rats were sacrificed immediately. Transmission electron microscope (TEM) of

exogenous lanthanum nitrate (La3+)-tracing, albumin immunohistochemical staining and western blotting were performed to observe the

permeability of BBB and the protein level of tight junction (TJ) associated protein zonula occludens-1 (ZO-1). The cerebral

cortex of sham group showed general normal appearance of nerve cells and endothelial cells. The lanthanum nitrate was confined to the

lumen. However in exposure group, there was linear deposition of lanthanum particles between the endothelial cells and the basement

membrane as well as in the brain parenchyma. Similarly, albumin immunoactivity was found around cortical microvessels. These results

indicated that the permeability of BBB increased after RF exposure. Meanwhile, western blot results showed that the expression level of

ZO-1 decreased slightly (t=5.438, P < 0.001) compared with the sham group. At the level of 琢=0.05, the difference was statistically
significant. Exposure to radio frequency fields at 1840 MHz could increase the BBB permeability, and probably tight

junction associated protein ZO-1 was involved in it. In this context, people who have been exposed to RF radiation with high SAR value

for long time may suffer from high risk of BBB breakdown and CNS disorder.
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前言

射频电磁辐射（Radio frequency electromagnetic radiation，

RFR），又称无线电波，指频率在 100 kHz-300 GHz之间的电磁

辐射，是生活环境中最常见的电磁辐射频段之一，主要产生于

手机、手机基站等通讯设备。随着手机的普及，移动通讯所产生

的 RFR暴露水平也与日俱增，其对人类健康的影响受到人们

广泛关注。

国内外研究表明，电磁辐射作为一种新的环境污染源，可

影响人和动物的组织结构与功能，对其健康产生危害[1,2]。血脑

屏障（blood-brain barrier，BBB）存在于脑微血管和脑实质之间，

主要由脑微血管内皮细胞间紧密连接（tight junctions, TJs）构

成，是维持中枢神经系统内稳态的重要结构。BBB通透性的增

加将导致脑组织受到不同程度的损伤。关于 RFR对 BBB通透

性影响的研究，由于辐射条件、实验体系等的不同，所得结论不

尽相同[3]。

目前，最常见的移动电话系统是全球移动通信系统（Glob-

al System for Mobile Communication，GSM），其通讯频段分布于

825-960 MHz、1710-1955 MHz之间。该频段辐射属于 RFR。本

研究选用我国最常用的 GSM工作频率 1840 MHz，以雄性 SD

大鼠为实验对象，通过硝酸镧和白蛋白两种血管通透性示踪剂

研究 1840 MHz RFR对 BBB通透性的影响，同时检测 RFR暴

露后脑组织中 TJs相关蛋白 ZO-1表达水平的变化，从 TJs角

度初步探究 RFR开放 BBB可能的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

清洁级成年雄性 SD大鼠 36只，体质量（200± 20）g，由第

四军医大学实验动物中心提供。随机分为假暴露组（sham组，

18只）和暴露组（RF组，18只）。每组 12只动物用于检测 BBB

通透性，6只用于分析 TJs相关蛋白 ZO-1表达水平。

1.2 仪器及试剂

主要实验仪器和试剂包括：射频辐射发生器（华东师范大

学）；低温高速离心机（德国 BIOFUGE28RS）；酶标仪（伯乐公

司，美国）；BIO-RAD成像系统（伯乐公司，美国）；透射电子显

微镜 JEM-100SX（日立公司，日本）；硝酸镧（上海跃龙化工

厂）；抗 GAPDH鼠单克隆抗体（康为世纪）；兔抗鼠 ZO-1多克

隆抗体（ThermoFisher Scientific）；山羊抗大鼠白蛋白（BETHYL

LABORATORIES）；PV-9001 超敏二步法免疫组化检测试剂

（北京中杉金桥生物公司）；辣根酶标山羊抗兔 IgG（北京中杉

金桥生物公司）；辣根酶标山羊抗鼠 IgG（北京中杉金桥生物公

司）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物技术研究所）；化

学发光液（Millipore）。

1.3 动物辐照

暴露组大鼠置于有机玻璃材质的固定装置内，取固定体

位，放置于距射频辐射发生器 1.5 m处，进行全身均匀辐照。辐

照频率为 1840 MHz，比吸收率（Specific Absorption Ratio，

SAR）为 2 W/kg，辐照时间为每日 1 h (早上 9:00-10:00)，连续辐

照 7 d。假暴露组大鼠饲养环境、在辐射装置中停留时间均与辐

照组相同，但不施加射频辐照。

1.4 硝酸镧灌注及电镜标本制作

每组各 6只大鼠，于连续第 7天辐照结束后即刻腹腔注射

10 %水合氯醛（4 mL/kg）进行麻醉。待动物处于深麻状态后，开

胸暴露心脏，将灌注针从心尖处伸入主动脉，剪开右心耳。首先

灌注生理盐水（0.9 %氯化钠）至流出液清亮（约 200 mL/只），

再用含 4 %硝酸镧的镧醛混合液继续缓慢灌注 1 h。灌注完成

后取脑组织，分离大鼠额叶皮层，将其切成体积为 1 mm3的小

块，立即浸泡于镧醛固定液中 2 h。后经漂洗、1 %锇酸后固定、

脱水、包埋、切片、染色，最终置于透射电子显微镜（transmission

electron microscope，TEM）下，观察硝酸镧透过 BBB的情况。

1.5 白蛋白免疫组织化学染色

每组各 6只大鼠于照后即刻进行 10 %水合氯醛麻醉，向

左心室快速灌注生理盐水至右心耳流出液变清亮（200 mL/

只），接着灌注 4 %多聚甲醛 400 mL/只，先快速灌注 15 min，

后缓慢滴注 2 h。灌注结束后，取大鼠脑额叶皮层浸泡于 4 %多

聚甲醛中固定过夜。次日，行脱水、石蜡包埋后，冠状位序列切

片，切片厚度 3 滋m。应用超敏二步法免疫组化染色试剂盒，滴
加山羊抗大鼠白蛋白（1:500）4℃过夜。最后经 DAB显色，光学

显微镜下观察白蛋白渗出血管情况。

1.6 紧密连接相关蛋白 ZO-1免疫印迹实验

各组大鼠于连续辐照 7 d后即刻腹腔注射 10 %水合氯醛

进行麻醉。待动物处于深麻状态后，断头取脑，分离额叶皮层。

用 RIPA裂解液裂解脑组织（5:1）提取蛋白质，BCA法进行蛋

白定量。配制 8 %的分离胶，蛋白上样量为 50 滋g，90 V恒压电
泳至蛋白Maker条带开始分层后，转 140 V恒压电泳 1 h。经

300 mA恒流转膜 2 h后，用含 5 %脱脂牛奶的 TBST室温封闭

2 h。然后，分别以兔抗鼠多克隆 ZO-1抗体（1:1000）和抗

GAPDH小鼠单克隆抗体（1:1000）4℃孵育过夜。TBST漂洗 4

次，每次 5 min。再分别加入辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG

（1:8000）和辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠 IgG（1:8000）室温孵

育 2 h。TBST清洗 4次，每次 5 min。最后加入化学发光液，在

BIO-RAD成像系统中发光成像并进行灰度扫描分析。

1.7 统计分析

使用 BIO-RAD Quantity One-4.6.2软件对免疫印迹结果进

行灰度分析。两组间均数比较采用独立样本 t检验，P<0.05认

为差异有统计学意义。数据采用 SPSS 22.0软件进行处理分析，

GraphPad Prism 6软件进行作图。

2 结果与分析

2.1 硝酸镧灌注后 TEM下观察 BBB通透性

透射电子显微镜下观察两组标本脑微血管处 BBB 通透

性，发现假暴露组内皮细胞结构完整，镧颗粒局限于血管腔内，

未见其透过紧密连接渗透入脑实质内（见图 1 A）。暴露组部分

微血管内，可见内皮细胞基底膜处有镧颗粒成线状沉积，周围

脑实质内有少量镧颗粒渗入（见图 1 B）。表明连续辐照 7 d后

BBB通透性增加。

2.2白蛋白免疫组织化学染色结果

假暴露组大鼠额叶皮层微血管周围无白蛋白渗出，管腔内

可见轻微阳性产物，呈浅褐色。暴露组大鼠额叶皮层微血管周

围有明显的白蛋白免疫阳性产物沉积，呈棕褐色。该结果与硝
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图 3 RF辐照后 ZO-1免疫印迹分析结果

Fig.3 The expression level of ZO-1 detected by western blot

Note: **p＜0.01, compared with sham group.

图 2大鼠脑额叶皮层微血管白蛋白免疫组化 DAB显色（× 200）

Fig.2 Immunohistochemical staining of albumin (scale bar: 100 滋m)
Note: sham group (A), no albumin immunoreactivity (brown) was found around cortical microvessels; RF group (B), the albumin immunoreactivity was

found around cortical microvessels.

图 1透射电镜下脑皮质微血管观察结果（× 50 000）

Fig.1 Effect of RF on BBB permeability (TEM, scale bar: 200 nm)

Note: (A) In sham group, no La3+ was observed in cortical parenchyma. (B) In RF group, La3+ were deposited on the basement membrane and exuded

into parenchyma.

酸镧示踪结果一致。

2.3 ZO-1蛋白表达水平检测结果

免疫印迹实验结果显示，与假暴露组相比，连续辐照 7 d

后，TJs相关蛋白 ZO-1表达水平明显下降（t=5.438, P＜0.001），

差异具有统计学意义（图 2）。

3 讨论

目前，国内使用的 RFR测量标准有两种，分别是功率密度

标准和比吸收率标准。功率密度指单位面积所接收到的辐射功

率，衡量的是信号强度。比吸收率（SAR）是给定时间下，单位质

量的生物组织吸收的电磁辐射能量，反映的是辐射对人体的影

响。国际非电离辐射防护委员会（ICNIRP）制定的电磁辐射暴

露限值为：任意 10 g生物组织、任意连续 6 min平均 SAR值不

得超过 2.0 W/kg，我国对于移动电话电磁辐射局部暴露的限值

遵从该标准。基于此，本研究选取 SAR值为 2 W/kg的 RFR进

行研究，以探究环境 RFR的生物学效应。

生理状态下，BBB对物质具有选择透过性，大部分外源性

物质或分子量大于 500 Da的分子、蛋白等均无法透过 BBB[4]。

而在各种病理因素作用下，BBB结构功能出现障碍，通透性增

加，使得许多大分子进入脑实质。硝酸镧分子量较小，为 433
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Da，是一种不能透射电子的示踪剂，在 TEM观察下呈现为致

密的黑色颗粒。当 BBB结构完整时，硝酸镧仅局限于血管腔

内；病理情况下，BBB通透性增加，镧颗粒可透过 BBB进入内

皮细胞基底膜甚至出现在脑实质。硝酸镧灌注后透射电镜观察

脑皮质微血管 BBB的超微结构，对于判断 BBB通透性具有更

加直观、准确、灵敏度高的优点。白蛋白是一种分子量约为 67

kD的内源性蛋白，是判断 BBB开放程度的经典指标，血浆白

蛋白的渗出还有可能导致神经组织的进一步损害[5]。本研究发

现，1840 MHz、2.0 W/kg RFR 辐照 SD 大鼠 1 h/ 天，连续 7 d

后，大鼠脑额叶皮层局部 BBB基底膜处出现镧颗粒沉积，并有

少量渗入脑实质。白蛋白免疫组化染色显示同样的结果。说明

辐照后大鼠 BBB受损，通透性增加。

一直以来，国内外有关手机 RFR对 BBB通透性影响的研

究较少，既往主要采用的频率为 900 MHz和 2.5 GHz，功率密

度为 2.5-100 mW/cm2，SAR值为 0.0018-20 W/kg[6-21]。1981年，

Albert采用频率为 2450 MHz，功率密度 10 mW/cm2，SAR 值

2.5 mW/g的电磁波照射中国仓鼠，发现仓鼠 BBB发生可逆性

开放[17]。其后，有学者利用体外 BBB模型进行的研究也证实，

1.8 GHz的 RFR后，14C标记的蔗糖透过 BBB的数量显著增

多[18]，说明 BBB通透性增加。此外，Sirav, B[8]、张渊[15]、李翔[19]、

苏镇涛[20]等也先后报道了 900 MHz和 1800 MHz辐射可明显

增加 BBB通透性。本文与以上研究的结论一致。

然而，部分研究却呈现了相反的结果。如 2009 年，

Soderqvist, F [13] 等人开展了 2 项人群研究以探究 GSM频段

RFR对 BBB完整性的影响。结果表明，以血清 S100茁蛋白为
BBB损坏标志物，长期使用手机人群或短期暴露于 GSM频段

RFR（890 MHz，1 W/kg）的志愿者未出现 BBB通透性增加的现

象。Masuda[21]等采用实时荧光成像技术观察局部大脑皮层暴露

于 RFR 时（局部 SAR 值 2.0 W/kg，全身平均 SAR 值 0.022

W/kg，频率 1439 MHz），大鼠 BBB通透性的改变，结果未发现

通透性的增加。以上研究结论的不一致说明，手机 RFR对 BBB

通透性的影响仍存在很大争议，其效应的差异很可能与 RFR

的性质、辐射强度、物种以及个体耐受性有关。

BBB主要由脑微血管内皮细胞、周细胞、基膜和星形胶质

细胞足突构成，其屏障功能的结构基础为内皮细胞间的 TJs。

TJs主要构成蛋白为跨膜蛋白和胞质粘附蛋白，跨膜蛋白包括

闭合蛋白（claudin）、咬合蛋白（occludin）、和连接粘附分子

（junctional adhesion molecule, JAM），胞质粘附蛋白包括闭锁小

带蛋白（ZO）和扣带蛋白[22]。其中 Occuludin和 ZO-1受关注较

多。有研究发现电磁脉冲或 RFR可通过 VEGF/Flk-1-ERK途径

抑制 TJs相关蛋白 Occuludin的表达[6,23]，影响其与 ZO-1的结

合，从而诱导 BBB损伤。本研究表明，1840 MHz RFR暴露可引

起 SD大鼠脑皮质中 ZO-1蛋白表达水平一定程度的下降，具

有显著的统计学差异。该结果提示，RFR还可能通过某种途径

影响 ZO-1的表达水平，从而破坏 BBB结构完整性，使其通透

性增加。

本研究也存在一些不足之处，比如在 RFR诱导 BBB通透

性增加的机制方面，仅通过免疫印迹法检测了脑皮质中 ZO-1

表达水平的变化，实验设计和检测指标单一，其结论尚需进一

步验证。接下来，我们将分别提取脑微血管和脑实质，应用实时

定量 PCR和基因芯片等方法研究 RFR对多种 TJs相关蛋白的

影响，包括 Claudins、Occuludins和 JAMs等，并深入探索其通

路。另一方面，除紧密连接之外，内皮细胞表面大量的外排蛋白

也参与构成 BBB的屏障功能，如 P-糖蛋白、多重耐药相关蛋

白等[24]，RFR对外排蛋白表达及功能的影响尚需大量研究。

综上所述，本文认为 1840 MHz的 RFR暴露会导致雄性

SD大鼠 BBB通透性一定程度的增加，其机制可能与 TJs相关

蛋白表达水平下降有关。提示，长期暴露于通信 RFR可能对

BBB造成一定危害，进而出现中枢神经系统功能紊乱。目前，

RFR致 BBB通透性增加的时间、空间分布规律以及具体机制

仍不清楚，需要更加深入的研究。
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