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极低频电磁辐射增强秀丽线虫能量代谢并诱导氧化应激反应
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摘  要：本文旨在研究极低频电磁场(extremely low frequency electromagnetic field, ELF-EMF)暴露对秀丽隐杆线虫(以下简称线

虫)能量代谢和氧化应激反应的影响。50 Hz、3 mT ELF-EMF暴露，20 °C条件下分别培养线虫56 h (成虫初期)、72 h (产卵期)
和90 h (产卵高峰期)，检测三个时期的成虫体内ATP水平、ATP合成酶活性、活性氧(reactive oxygen species, ROS)含量以及线

虫总抗氧化能力(total antioxidant capacity, TAC)的变化情况，并评估ELF-EMF暴露对线虫氧化应激(ROS-TAC分数)的影响。

结果表明，经ELF-EMF暴露的线虫与对照组比较，体内ATP含量上升，ATP合成酶活性上调；在成虫初期，与对照组比较，

线虫ROS水平经ELF-EMF暴露后显著增加，同时TAC增强，主成分分析法比较二者变化程度提示ROS-TAC分数显著降低，

表明ELF-EMF引起成虫初期氧化应激反应。产卵期与产卵高峰期成虫氧化应激反应较对照组无显著差异。以上结果提示，

50 Hz极低频电磁辐射可致成虫能量代谢增强并引起成虫初期氧化应激反应。
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Abstract: The aim of this study was to determine the effects of extremely low frequency electromagnetic field (ELF-EMF) on energy 
metabolism and oxidative stress in Caenorhabditis elegans (C. elegans). Worms in three adult stages (young adult stage, egg-laying 
stage and peak egg-laying stage) were investigated under 50 Hz, 3 mT ELF-EMF exposure. ATP levels, ATP synthase activity in vivo, 
reactive oxygen species (ROS) content, and changes of total antioxidant capacity (TAC) were detected, and worms’ oxidative stress 
responses were also evaluated under ELF-EMF exposure. The results showed that ATP levels were significantly increased under this 
ELF-EMF exposure, and mitochondrial ATP synthase activity was upregulated simultaneously. In young adult stage, worms’ ROS level 
was significantly elevated, together with upregulated TAC but with a decreased ROS-TAC score indicated by principal component 
analysis. ROS level and TAC of worms had no significant changes in egg-laying and peak egg-laying stages. Based on these results, 
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we concluded that ELF-EMF can enhance worm energy metabolism and elicit oxidative stress, mainly manifesting as ATP and ROS 
level elevation together with ATP synthase upregulation and ROS-TAC score decrease in young adult C. elegans. 

Key words: energy metabolism; oxidative stress; electromagnetic field; C. elegans

代谢性疾病 (metabolic disease, MD) 在全球范围

内发病率逐年上升 [1]。能量代谢异常是 MD 发生的

重要病理基础 [2]。能量代谢紊乱通常表现为氧化应

激损伤与线粒体能量代谢异常 [3–5]。当生物体内重

要供能物质 ATP 的代谢发生失调，可引起细胞活动

广泛性改变，特别是一些新陈代谢旺盛的细胞如神

经细胞，能量代谢失调造成其功能显著异常，可引

发阿尔茨海默症、亨丁顿舞蹈症、帕金森病等神经

退行性疾病 [6]，神经退行性疾病与线粒体能量代谢

障碍密切相关，目前能量代谢障碍机制研究是 MD
的研究热点。

极低频电磁辐射 (extremely low frequency elec-
tromagnetic field, ELF-EMF) 作为国际癌症研究机构

(International Agency for Research on Cancer, IARC)
定义的一种 2B 级致癌因子 [7]，被报道与癌症和其

他 MD 密切相关。流行病学研究结果显示，长期暴

露于 ELF-EMF 条件下的人员罹患白血病 [8] 及一些

神经系统损伤性疾病如阿尔茨海默症、癫痫 [9] 等的

风险增加。分子机制研究表明 ELF-EMF 暴露可引

起不同生物、组织和细胞氧化损伤，损伤程度受暴

露时间、强度、生物样品等因素影响 [10]。我们的前

期工作证实，ELF-EMF 暴露能够引起能量代谢异

常，如酵母三羧酸循环与葡萄糖转运蛋白基因表达

变化，还可引起果蝇氧化应激反应增强，改变线虫

糖酵解代谢水平 [11–13]。目前 ELF-EMF 暴露影响

能量代谢的作用机制仍不明确。本文以秀丽隐杆线

虫 (Caenorhabditis elegans) 模式生物为研究对象，

探讨 50 Hz、3 mT ELF-EMF 暴露条件下成虫期线

虫 ATP 和活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 的
含量变化，并检测 ATP 合成酶活性以及成虫总抗氧

化能力 (total antioxidant capacity, TAC) 的变化情况，

综合评估线虫 ELF-EMF 暴露后的氧化应激反应，

以期进一步阐明 ELF-EMF 暴露作为一种潜在致癌

风险因子对能量代谢与氧化损伤的影响。

1  材料和方法

1.1  主要试剂　　5- 氟尿嘧啶 (5-Fluorouracil) 试剂

购自国药集团化学试剂有限公司；ATP 检测试剂盒、

ROS 检测试剂 DCFH-DA 购自上海碧云天生物技术

公司；ATP 合成酶检测试剂盒、TAC 检测试剂盒和

总蛋白测定试剂盒 ( 考马斯亮蓝法 ) 购自南京建成

生物工程研究所；野生型秀丽隐杆线虫 (strain N2)
购自美国线虫遗传中心 (Caenorhabditis Genetic Center)。
1.2  线虫培养与实验分组　　所用培养基为线虫生

长培养基 [nematodes growth media，NGM，含 1.7%
琼脂、25 mmol/L 氯化钠、2.5 g/L 蛋白胨、5 mg/L
胆固醇、pH 6.0 的 25 mmol/L KPO4 缓冲液 (108.3 g 
KH2PO4、35.6 g K2HPO4，定容至 1 L)、1 mmol/L MgSO4、

1 mmol/L CaCl2]。线虫以大肠杆菌 Escherichia coli 
OP50 饲喂，采用标准程序 [14] 在 20 °C 下培养。将

线虫按照标准方法同期化后的卵随机分为对照

(control) 组和暴露 (ELF-EMF) 组，每皿放置线虫卵

5 000 个左右。对照组即常规培养线虫由卵至成虫

初期 (56 h)、产卵期 (72 h)、产卵高峰期 (90 h) ；暴

露组为温度、培养时间等一切条件不变情况下 ELF-
EMF 持续暴露至合适虫期。暴露时开启变频电源，

线虫样品放置于一对亥姆霍兹线圈组中心位置，持

续放在均匀分布的强度为 3 mT 的 50 Hz 交变电磁

场内。为抑制产卵期子代对实验的干扰，期间将培

养至 L4 时期的线虫取出转移到含有终浓度 50 µg/mL 
5- 氟尿嘧啶的 NGM 培养基中，继续暴露或对照培

养至检测时间。分别收集对照和暴露组线虫样品，

加 入 M9 缓 冲 液 (3 g KH2PO4、6 g Na2HPO4、5 g 
NaCl、1 mol/L MgSO4 1 mL，定容至 1 L)清洗 3次后，

300 g 离心 2 min，保留虫液沉淀约 150 μL，用液氮

速冻后置于 −80 °C 留存备用。 
1.3  电磁暴露装置　　本实验选用 50 Hz，3 mT ELF- 
EMF 为暴露条件。自制电磁暴露实验舱 [15] 由一个

频率可调电源 ( 艾普斯电源，美国 )，一台生化培

养箱 ( 上海精宏，SHP-250)，一对亥姆霍兹线圈 ( 每
个线圈分别高 15 cm，直径 40 cm，每线圈上缠绕

260 圈铜线 )，一台大功率低温冷却液循环器 ( 宁波

天恒公司，THD-0520) 和一只温度记录仪 ( 杭州美

控公司，MIK-214B) 组成。亥姆霍兹线圈组外周紧

贴铜线密集缠绕注入冷却液的硅胶管，与外部冷却

液循环器相连，保证暴露系统内温度恒定。温度记
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录仪探头放置在两个线圈的中心位置，即样品放置

区。对照组培养条件除不含亥姆霍兹线圈外，其他

与暴露组一致。

1.4  检测 ATP 含量　　取 3 板线虫约 15 000 条，

清洗、破碎，4 °C，15 000 g 离心后取上清 20 μL，
加入到 96 孔板内与 ATP 检测工作液混合 ( 每孔

100 μL ATP 检测工作液，室温反应 3~5 min 消耗本

底 ATP)，迅速混匀后至少间隔 2 s，利用荧光光度

计测定相对光单位 (relative light unit, RLU) 值，同

时按照说明书方法测定标准曲线，根据标准曲线计

算样品中 ATP 浓度 ( 单位：nmol/L/mg protein 表示 )。
1.5  ATP 合成酶活性测定　　线虫经收集破碎处理

后，收集上清，15 000 g 离心 10 min，按照试剂盒

说明书操作检测上清液中 ATP 合成酶活性，以单位

时间每毫克蛋白含量提取液中还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸 (NADH) 被氧化的含量 (μmol NADH/min/
mg protein) 来表示。

1.6  DCFH-DA 染色法检测 ROS 含量　　分别收集

对照组与暴露组线虫各 300 条，置于含有 1 mL，
浓度为 20 μmol/L 的 2,7-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate (H2DCF-DA) 工作液中，20 °C 避光孵育 2 h
后，M9 缓冲液清洗 3 次，破碎、离心后取上清。

应用多功能酶标仪 (SpectraMax M3，上海美谷分子

仪器公司 )，使用 488 nm 激发波长，525 nm 发射

波长检测荧光强度。ROS 含量以各组荧光强度值占

线虫提取总蛋白含量的比值表示，总蛋白含量通过

考马斯亮蓝染色法进行检测。

1.7  TAC 检测与氧化应激反应分析　　取 3 板线虫

约 15 000 条，清洗、破碎，4 °C，15 000 g 离心，

收集上清液，按照试剂盒说明书以铁还原法测定

TAC。氧化应激反应分析即将各时期线虫 ROS 值

与 TAC 值采用 z-score 法标准化处理，以主要成分

值表示，计算过程为：

标准化 ROS = [log(ROS + 1) – 1.3885]/0.7271
标准化 TAC = (TAC – 1650.93)/532.22
主成分 (principal component) = (–0.707 × 标准化

ROS) + (0.707 × 标准化 TAC) ；ROS-TAC 分数 = 50 + 
( 主成分 × 10.629)。
1.8  统计学分析　　结果用 mean ± SD 来表示。应

用 SPSS 16.0 统计软件进行单因素方差分析 (ANO-
VA)，以 LSD 法进行组间两两比较。P < 0.05 为差

异有统计学意义。

2  结果

2.1  ELF-EMF暴露引起线虫体内ATP 水平上升

ATP 水平检测结果 ( 图 1) 显示，与对照组相比，

ELF-EMF 暴露组成虫 ATP 水平显著上升 (P < 0.05)。
成虫初期线虫 ELF-EMF 暴露后，ATP 水平较对照

组升高 0.28 倍 (P = 0.039)，产卵期成虫 ATP 水平

上升最为显著 (P = 0.043)，较正常对照组升高 1.53
倍，产卵高峰期成虫ATP水平上升0.28倍 (P = 0.034)。
2.2  ELF-EMF暴露诱导线虫ATP合成酶活性增强

为了进一步证实 ELF-EMF 暴露对线虫 ATP 合

成具有增强作用，我们检测了线粒体复合物 V ( 即
ATP 合成酶 ) 活性变化情况，结果如图 2 所示，与

对照组比较，ELF-EMF 暴露组线虫成虫期 ATP 合
成酶活性明显增强 (P < 0.05)。ELF-EMF 暴露分别

使成虫初期、产卵期和产卵高峰期的线虫体内 ATP
合成酶活性增加 1.63 倍 (P = 0.002)、0.50 倍 (P = 
0.024) 和 0.41 倍 (P = 0.045)。
2.3  ELF-EMF暴露诱导ROS产生

采用 DCFH-DA 染色法进行 ROS 含量分析，以

300 条线虫染色后破碎提取的上清液的荧光强度值

经过上清液总蛋白含量校准后来表示 ROS 含量。

结果显示 ( 图 3) ：经 ELF-EMF 暴露处理的成虫

ROS 水平与正常对照组比较，成虫初期线虫 ROS

图  1. 极低频电磁辐射暴露诱导成虫期线虫体内ATP水平升高

Fig. 1. Extremely low frequency electromagnetic field (ELF-
EMF) exposure elevated worms’ ATP level in vivo. Worm pellets 
from different adulthood stages (approximately 15 000 worms) 
were collected in M9 buffer, and samples’ homogenates were 
prepared after grinding, and centrifugation. Luciferase enzyme 
reaction was used as a method for ATP level detection. The 
experiment was repeated thrice. Mean ± SD. *P < 0.05 vs control 
group.
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增多 (P = 0.039)，产卵期与产卵高峰期 ROS 含量未

显著变化 (P > 0.05)。
2.4  ELF-EMF暴露提高成虫TAC，引起氧化应激

反应

为进一步证实 ELF-EMF 暴露在影响能量代谢

的同时是否引起氧化应激反应，我们检测了线虫

ELF-EMF 暴露后体内 TAC 的变化情况，并以 ROS 
与 TAC 的变化程度 ROS-TAC 分数综合判断氧化应

激反应效应。TAC 分析结果 ( 图 4) 显示，ELF-EMF
可明显增强成虫初期线虫 TAC，与对照组比较有统

计学差异 (P = 0.022)。而产卵期与产卵高峰期成虫

体内TAC于ELF-EMF 暴露后无显著变化 (P > 0.05)。
为综合评价成虫氧化应激反应，采用主成分分析计

算成虫初期 ROS-TAC 分数 ( 计算步骤见材料与方

法 1.7)。结果显示 ( 表 1)，ELF-EMF 暴露引起成

图  2. 极低频电磁辐射暴露诱导诱导成虫期线虫ATP合成酶

活性增强

Fig. 2. Extremely low frequency electromagnetic field (ELF-
EMF) exposure induced enhancement of ATP synthase activity. 
Worms were treated, and homogerate was prepared as described 
in Fig. 1. ATP synthase activity was measured by the reaction of 
absorptive peak value reduction after oxidation of the reduced 
nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) and expressed as the 
OD value per total protein content. The experiment was repeated 
thrice. Mean ± SD. **P < 0.01, *P < 0.05 vs control group.

图  3. 极低频电磁辐射暴露对成虫ROS水平的影响

Fig. 3. Effect of extremely low frequency electromagnetic field 
(ELF-EMF) exposure on adult worms’ ROS level. Worms were 
treated by DCFH-DA staining for 2 h and detected with fluo-
rescence intensity normalized by total proteins. Mean ± SD. The 
experiment was repeated thrice. *P < 0.05 vs control group.

表 1. 成虫初期(56 h)线虫氧化应激反应

Table 1. Comparison of measures of oxidative stress between extremely low frequency electromagnetic field (ELF-EMF) exposed 
worms and the normal controls at young adult stage (56 h)
Variables	 Control	 ELF-EMF exposure P-value
log(ROS + 1)	 0.10 ± 0.01	 0.18 ± 0.04	 0.039*

TAC	 55.50 ± 4.16	 81.08 ± 9.67	 0.022*

ROS-TAC score 25.04 ± 0.62 23.80 ± 0.39 0.008**

ROS: reactive oxygen species; TAC: total antioxidant capacity. All values were expressed as mean ± SD. The experiment was repeated 
thrice. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group.

图   4. 极低频电磁辐射暴露对成虫期总抗氧化能力的影响

Fig. 4. Effect of extremely low frequency electromagnetic field 
(ELF-EMF) exposure on adults’ total antioxidant capacity (TAC). 
TAC was determined by a kit following the manufacturer’s 
protocol. Mean ± SD. The experiment was repeated thrice. *P < 
0.05 vs control group. 
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虫初期 ROS-TAC 分数显著下降 (P = 0.008)，表明

ELF-EMF 引起的 ROS 变化比 TAC 变化更显著，

ELF-EMF 暴露可引起成虫初期氧化应激响应。

3  讨论

能量代谢异常是 MD 的重要诱因，ATP 作为能

量代谢中的主要物质为细胞供给能源，ATP 代谢失

常与癌症、神经退行性疾病等紧密相关 [16]。文献报

道非电离辐射与 MD 相关可能与氧化损伤导致的线

粒体功能异常、能量代谢紊乱密不可分 [17]。本实验

以秀丽线虫为模式生物研究 ELF-EMF 对能量代谢

的影响。结果显示，50 Hz、3 mT ELF-EMF 暴露可

促进线虫的 ATP 合成。已有文献报道，经过 ELF-
EMF 暴露后，其他生物体内也出现类似 ATP 水平

上升的现象。如 50 Hz、5 mT ELF-EMF 暴露致人

类的精子细胞内 ATP 升高 [18]。另外，本实验中

ATP 合成酶活性在 ELF-EMF 暴露下增强，提示上

述 ATP 水平升高可通过提高 ATP 合成酶活性实现。

ATP 合成酶即线粒体复合物 V，属于 F0F1-ATPase，
位于线粒体内膜，通过质子梯度驱动实现 ATP 合成。

ATP 合成酶活性已被报道受磁场影响，并与暴露时

间、暴露强度相关，例如 0.5 mT、24 Hz ELF-EMF
暴露可抑制 F0F1-ATPase 的水解活性，而 0.5 mT、
60 Hz ELF-EMF 暴露对其水解活性具有增强作

用 [19]。还有研究表明，胞外 ATP 具有压力信号传

递的功能 [20]。ELF-EMF 暴露下 ATP 升高可能参与

应激信号转导。本研究检测到ATP水平升高的同时，

经 ELF-EMF 暴露处理的初期成虫出现了氧化应激

反应。ELF-EMF 暴露可能通过促进线虫体内 ATP
合成从而提高线虫能量代谢，并与氧化应激反应有

关。本研究中 ELF-EMF 暴露后成虫 ATP 合成增加，

对线虫而言可被认为是一种适应性响应，利于线虫

成虫期内适应 ELF-EMF 暴露环境。成虫通过增加

ATP 合成促进能量代谢活跃，一方面利于保证成虫

期产卵过程消耗大量 ATP，另一方面也可能是

ELF-EMF 能量与生物能量形式联结的一种表现。

已知生物体剧烈运动、应激刺激等条件下，ATP 合

成增加，新陈代谢水平升高，被广泛认为是一种应

激响应 [21]。ELF-EMF 暴露对于生物而言可能产生

促进代谢的效应。已有文献报道称 ELF-EMF 暴露

有利于促进角化细胞增殖，加快伤口愈合 [22]。本研

究中线虫卵细胞的产生可看作细胞增殖过程，增殖

需要消耗大量能量，一定条件下 ELF-EMF 暴露具

有正面的生物学意义。

氧化应激已被广泛证实参与不同生物体不同强

度、频率 ELF-EMF 暴露处理后的响应，通常伴有

ROS 增多与抗氧化防御系统负荷加重 [23]。临床应

用方面，通过利用一定强度范围的 ELF-EMF 暴露

可以刺激抗氧化应激反应发生，从而达到治疗效

果 [24, 25]。已有报道表明低频电磁辐射主要以场的形

式对生物体产生影响，且一定条件低频电磁场暴露

能引起生物体抗氧化酶如超氧化物歧化酶 (superoxide 
dismutase, SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶 (glutathione 
peroxidase, GSH-PX) 活性上升 [26]。50 Hz ELF-EMF
暴露诱发大鼠焦虑行为并使下丘脑氧自由基浓度上

升 [27]。人慢性髓白血病 K562 细胞暴露于 50 Hz、1 mT 
ELF-EMF 后胞内 ROS 增加 [28] ；60 Hz、1 mT ELF-EMF
暴露条件下前列腺癌细胞系 DU145、PC3 和 LNCaP
内 ROS 水平上升 [29]。本研究中，成虫初期 ROS 增

多，提示线虫体内氧化应激参与了 ELF-EMF 诱导

的响应机制。同时，初期成虫体内抗氧化能力 TAC
上调。分析原因，一定程度的 ROS 增多可通过短

暂提高抗氧化能力缓解，从而达到维持线虫在 ELF-
EMF 胁迫下生存的目的。但过强或过久的 ROS 增

多和抗氧化防御系统负荷则会造成线虫自身正常功

能的损伤 [30]。本研究结果中，成虫产卵期和产卵高

峰期线虫 ROS 水平和 TAC 较对照组未检测出显著

性差异。一方面由于产卵期内线虫 DNA 大量复制、

细胞增殖活跃，高水平 ROS 和强氧化应激反应引

起 DNA 损伤 [31]，为保证产卵活动正常，ELF-EMF
暴露产卵期成虫未出现显著氧化应激响应。另一方

面可能由于线虫对 ELF-EMF 暴露胁迫产生了一定

适应性，通过 ROS 及抗氧化防御系统动态调节使

得产卵期线虫体内氧化应激反应下降，适应 ELF-
EMF 暴露环境。分析成虫初期 ROS 增多的来源，

文献报道提示，ATP 合成增强与 ROS 水平升高密

不可分 [32]。线粒体在合成 ATP 过程中有部分电子

会从电子传递链 (electron transport chain, ETC) 上逃

逸，与细胞质中 O2、H2O 及 NO 等结合产生 ROS，
这是细胞内 ROS 的主要来源。ELF-EMF 诱导的

ATP 合成上升提示 ELF-EMF 可能导致电子传递增

多，从而引起电子逃逸增强，ROS 增多。在今后的

实验中我们将采用抑制剂抑制呼吸链功能的方法，

观察其是否可拮抗 ELF-EMF 对 ATP 合成的诱导作

用，以进一步证实上述结论。此外我们还将探讨

ELF-EMF 暴露的生物遗传效应问题。在本研究中
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我们只探讨了 ELF-EMF 对一代线虫 ATP 合成的影

响，对于后代能量代谢的影响未进行阐述。因此需

要我们进一步开展长期暴露 ELF-EMF 后线虫能量

变化和机制研究，以及 ELF-EMF 对能量代谢的影

响是否存在累积效应的研究。如探讨多代暴露后线

虫 ATP 合成酶的变化以及利用表观遗传学分析方法

探讨 ELF-EMF 对线虫氧化防御系统及 ATP 合成代

谢途径的影响。

综上所述，ELF-EMF 暴露诱导线虫能量代谢增

强，具体表现为 ATP 合成增加，其机制可能与 ATP 
合成酶活性增强有关，同时 ELF-EMF 暴露诱导成

虫初期 ROS 水平增加，并引发氧化应激反应，随

暴露时间延长，成虫发生适应，氧化应激效应与对

照组比较无显著差异 ( 图 5)。

图   5. 极低频电磁辐射暴露诱导氧化应激相关的线虫能量代谢增强

Fig. 5. Extremely low frequency electromagnetic field (ELF-EMF) exposure enhanced energy metabolism accompanied with oxidative 
damage in worm adulthood. ATP level showed a significant elevation, and increased ATP synthase activity was apparent during the 
adulthood under ELF-EMF exposure. ROS level and total antioxidant capacity (TAC) were elevated under ELF-EMF stress in early 
adults and then with no significant changes in following adulthood. Declined ROS-TAC score indicated ROS elevation was more than 
TAC alteration which implied worms’ oxidative stress response was induced by ELF-EMF exposure. Terms enhanced or elevated 
were marked in red, and inhibited or decreased terms were marked in green.
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