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摘要  采用贴壁生长的小鼠睾丸支持细胞(TM4)在含10%胎牛血清的DMEM/F12 1:1培养液中培养至指数生长

期后，消化制备成 1.5×103个·mL−1的细胞悬液，接种于 35 mm 培养皿中，每皿接种 3 mL，接种 12 个皿。细

胞接种后 24 h 更换新鲜培养液，然后将培养皿随机分为假辐照组和辐照组，每组 6 个皿。将 2 组细胞分别置

于辐照装置的 2 个小室中，其中一个小室产生 GSM-Talk 信号，1950 MHz 连续波，比吸收率为 3 W·kg−1，辐

照时间为 5 d；另一个小室不产生 GSM 信号，用于假辐照。辐照结束后 1−5 d，采用 CCK-8 和 BrdU 法检测细

胞的增殖情况，免疫荧光染色检测细胞增殖标记物 Ki67 的蛋白表达，ELISA 法检测小鼠干细胞因子(SCF)和

小鼠胶质细胞系来源的神经生长因子(GDNF)的水平。结果显示：与对照组相比，辐照组 TM4 细胞的增殖能

力明显减弱(p<0.05)，细胞增殖标记物Ki67的表达亦有减弱趋势，细胞上清中SCF水平明显降低(p<0.05)，而

GDNF 水平明显升高(p<0.05)。实验结果提示，GSM-Talk 连续辐照 5 d 可抑制 TM4 细胞的增殖并影响其分泌

功能。 
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随着无线通讯事业的飞速发展和移动电话在全

世界范围内的普及，射频辐射对人类健康的影响已

经成为生物电磁学和环境医学研究的热点问题[1-3]。

研究表明，睾丸是电磁辐射的敏感靶器官之一。一

定参数的射频辐射可以引起睾丸结构和功能的损

伤，造成性功能和生育能力下降[4]。 

支持细胞（Sertoli 细胞）是位于生精上皮的壁

细胞，该细胞位于管壁基底膜并延伸至曲细精管管

腔，沿着支持细胞胞体，精原细胞发育至成熟精子

的所有形态、生理变化过程都在此发生。作为与生

精细胞接触的惟一体细胞，支持细胞在生精过程中

发挥至关重要的调控作用[5]。其主要作用是在精子

生成过程中，Sertoli 细胞为精子发生提供物理支撑

和稳定的微环境，并为精细胞提供营养和发育所需

的细胞因子[6]。研究表明，支持细胞能分泌多种细

胞因子，其中研究较多的是干细胞因子(SCF)和胶质

细胞系来源的神经生长因子(GDNF)。据报道，SCF

和 GDNF 能够促进精原干细胞的增殖与分化[7-11]。 

本研究以建系的小鼠睾丸支持细胞(TM4)为实

验对象，对其进行连续 5 d 的 1950 MHz GSM 信号

辐照，探讨该条件下射频辐射对 TM4 细胞增殖和分

泌功能的影响，为明确射频辐射对人类生殖健康的

影响提供理论和实验依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

HERAcell 240i 细胞培养箱(Thermo)，DMEM/ 

F12 1:1(Thermo)，胎牛血清（杭州四季青），T25 细
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胞培养瓶(Nunc)，96 孔细胞培养板(Nest)，电热恒

温水浴箱（上海医疗器械厂），CCK-8（碧云天），

Model680 酶标仪(Bio-Rad)，BrdU 试剂盒(merk)，

兔抗小鼠 Ki67 抗体(Abcam)，山羊抗兔荧光二抗（博

士德），荧光倒置显微镜(Leica)，ELISA 试剂盒

(Bio-Swamp)，美国 Bection Dickinson 公司流式细胞

仪(BD FACSAria)，光学显微镜(Olympus)，台式低

温高速离心机(Zentrifugen)，超净工作台（苏州净化

设备公司）。 

1.2 TM4 细胞培养及传代 

TM4 细胞由第四军医大学病理生理学教研室

的张远强教授惠赠。细胞于 37 ℃、5% CO2 孵箱中

培养，培养液为 DMEM/F12 1:1（含 10%胎牛血清、

100 g·mL−1 青霉素、100 g·mL−1 链霉素、2.50 

mmol·L−1 谷氨酰胺和 15 mmol·L−1 HEPES），每 2 d

换液一次。当细胞密度为 80%−90%时，用胰酶消化

传代。 

1.3 射频电磁场辐照系统 

辐照系统(sXc-1950 MHz)购自瑞士 IT’IS公司，

主要包括 4 部分：一个射频辐射发生器，一个专制

的功能发生器，一个狭窄的带状放大器和两个矩形

的波导腔。每个波导腔可放置 6 个细胞培养皿（直

径 35 mm），一个波导腔产生射频电磁场，用于细胞

辐照；另一个波导腔不产生射频电磁场，用于细胞

假辐照。通过计算机随机选择辐照组和假辐照组，

并对整个细胞暴露系统进行比吸收率(0−4.0 W·kg−1)

定量和全反馈控制。该系统以 1950 MHz 频率稳定

运转。整个辐照过程中，细胞处于(37±0.1) ℃、5% 

CO2 的环境中。辐照组和假辐照组温度差控制在

0.1 ℃以内。 

1.4 辐照程序 

将 TM4 细胞制备成 1.5×103 个·mL−1 的细胞悬

液，接种于 35 mm 培养皿，每皿接种 3 mL。细胞

接种后 24 h，更换新鲜培养液，并将其随机分为 2

组，分别置于辐照装置的两个小室中：一个小室产

生 GSM 信号，用于细胞辐照；另一个小室不产生

GSM 信号，用于假辐照。辐照参数为：GSM-Talk

信号，1950 MHz 连续波，比吸收率为 3 W·kg−1，

辐照时间为 5 d。 

1.5 CCK-8 检测细胞增殖情况 

TM4 细胞辐照结束后，细胞用 0.25%胰酶消化

为单细胞悬液，离心(800 r·min−1, 5 min)，收集细胞

沉淀，用含 10%血清的 DMEM/F12 1:1 培养液重

悬，制成单细胞悬液后进行细胞计数，将细胞密度

调整至 1×104 个·mL−1。用移液器吸取 100 L 稀释

后的细胞悬液接种到 96 孔板上，每组 8 个复孔，

总共接种 5 块 96 孔板，分别检测细胞辐照后 1−5 d

的增殖情况。将接种后的 96 孔板置于 37 ℃、5% 

CO2 孵箱中，于培养 24 h 后，取一块 96 孔板，每

孔加入 10 L CCK-8 溶液，低速震荡 10 min，37 ℃

孵育 4 h 后，在酶标仪上，选择 450 nm 波长，测定

各孔吸光度值（OD 值）。后面 4 d 的加试剂时间，

试剂量，测定方法同第 1 d。计算每组 OD 值，算术

平均数绘制折线图。 

1.6 BrdU 检测细胞增殖情况 

按照 BrdU 试剂盒说明进行操作。根据 CCK-8

检测结果，选取辐照后 1 d 和 3 d 的细胞（辐照组和

假辐照组）进一步检测细胞辐照后增殖情况，在辐

照后 1 d，每组取两个皿，0.25%胰酶消化为单细胞

悬液，离心(800 r·min−1, 5 min)，收集细胞沉淀，用

含 10%血清的 DMEM/F12 1:1 培养液重悬，制成单

细胞悬液后进行细胞计数，将细胞密度调整至

1×105 个·mL−1，每组接种 100 L 于 96 孔板中，每

组设 3 个样品复孔，1 个空白对照和 1 个背景孔。

空白对照孔只加 100 L 培养液（不加细胞悬液），

背景孔只加 100 L 细胞悬液（不加 BrdU 标记物）。

在每个样品孔中加 20 L BrdU 工作贮存液。在孵箱

中温育 2−24 h。去除孔中内容物：将 96 孔板颠倒

并用纸巾轻轻将残液除去。在每孔中加 200 µL 固定

液。室温下温育 30 min。去除孔中内容物：将 96

孔板颠倒，在纸巾上扣击板将残液除去。然后将板

置于4 ℃条件下1周。用抗体稀释液将100抗BrdU

抗体稀释100倍，在每孔中加100 L稀释后的溶液，

室温下温育 1 h。在每孔中加满 1洗剂液洗 3 次。

在纸巾上轻轻去除残液。在每孔加 100 µL 共轭稀

释液，室温下温育 30 min。洗剂同前。在所有板孔

中加满 dH2O，将 96 孔板颠倒，在纸巾上扣击板将

残液除去。在每孔中加 100 µL 底物溶液，室温避光

温育 15 min。在每孔中加 100 µL 终止液，加样顺序

同加底物顺序。用分光光度计在双波长 450−540 nm 
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（或 450−595 nm）下测定每孔的吸光度（OD 值）。

每组 OD 值=样品孔的平均 OD 值−空白孔 OD 值−

背景孔 OD 值。 

1.7 免疫荧光检测细胞增殖标志物表达情况 

辐照后，将细胞接种于 12 孔板内的无菌盖玻片

上，接种量为 800 个细胞/孔，在辐照后第 3 d，此

时每孔的细胞量大约为 50%−60%，用多聚甲醛室温

固定 30 min；PBS 洗 3 次，每次 5 min；0.15% 

TritonX-100 室温透化 10−15 min；PBS 洗 3 次，每

次 5 min ；5%山羊血清室温封闭 15−20 min；PBS

洗 3 次，每次 5 min ；加一抗：兔抗小鼠 Ki67（用

PBS 稀释 Ki67，稀释比为 1: 50），放入湿玻璃皿中

4 ℃孵育过夜。取出湿玻璃皿至常温复温 0.5 h，PBS

洗 3 次，每次 5 min；常温、避光条件下孵育二抗：

山羊抗兔 488（用 PBS 稀释二抗，稀释比为 1:500）

1 h；PBS 洗 3 次，每次 5 min；常温避光条件下孵

育 DAPI(用 PBS 稀释 DAPI，稀释比为 1:20) 5 min；

PBS 洗 2 次，每次 5 min；在荧光显微镜下观察和

拍摄图片。 

1.8 ELISA 检测 TM4 细胞分泌因子表达情况 

辐照结束后，收取 1−5 d 的细胞上清，检测 TM4

细胞辐照后 1−5 d 分泌 SCF（或 GDNF）的浓度。

标准品的稀释：准备小试管 6 只，依次编好号码，

先在各小试管中加入标准品稀释液 100 µL，然后取

原浓度标准品 100 µL 加入一只已编好号的试管中，

充分混匀；再在该试管中取 100 µL 加入第二支试管

中，充分混匀；再在该试管中取 100 µL 加入第三只

试管中，充分混匀；再在该试管中取 100 µL 加入第

四只试管中，充分混匀；再在该试管中取 100 µL

加入第五只试管中，充分混匀；然后在该试管中取

100 µL，弃掉。第六只试管作为 0 号标准品。稀释

后各管浓度分别为 2400、1200、600、300、150 和

0 pg·mL−1。在酶标包被板上设标准品孔，依次加入

不同浓度标准品 50 µL（每个浓度做 2 个复孔）。加

样：分别设空白孔（空白对照孔不加样品、酶标试

剂及生物素标记的抗 SCF（或 GDNF）抗体，其余

各步操作相同）、待测样品孔。在酶标包被板上待测

样品孔中先加样品 40 µL，然后再加生物素标记的

抗 SCF（或 GDNF）抗体 10 µL。加样：将样品加

于酶标板孔底部，尽量不触及孔壁，轻轻晃动混匀。

温育：用封板膜封板后置 37 ℃温育 30 min。配液：

将 30 倍浓缩洗涤液用蒸馏水 30 倍稀释后备用。洗

涤：小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满

洗涤液，静置 30 s 后弃去，如此重复 5 次，拍干。

加酶：每孔加入酶标试剂 50 µL，空白孔除外。温

育：操作同前。洗涤：操作同前。显色：每孔先加

入显色剂 A 50 µL，再加入显色剂 B 50 µL，轻轻震

荡混匀，37 ℃避光显色 15 min。终止：每孔加终止

液 50 µL，终止反应（此时蓝色立转黄色）。测定：

以空白孔调零，在 450 nm 波长处，依序测量各孔

的吸光度（OD 值）。 测定应在加终止液后 15 min

以内进行。根据标准曲线方程计算 TM4 细胞（样品

孔）分泌 SCF（或 GDNF）的浓度。 

1.9 统计学分析 

实验数据采用 SPSS17.0 软件包分析，样本描述

用 x s 表示，两组间样本均数比较采用独立样本 t

检验，p<0.05 或 p<0.01 时认为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 CCK-8 检测 GSM-Talk 信号连续辐照 5 d 对

TM4 细胞增殖的影响 

与假辐照组相比，GSM-Talk 信号连续辐照细

胞 5 d 后， TM4 细胞增殖在辐照后 2−5 d 受到明显

抑制，具体见图 1。 

 

图 1  辐照后不同时间 TM4 细胞增殖情况 
**, p<0.01, 与假辐照组相比 

Fig.1  TM4 cell proliferation at different time points after 
radiation(**, p<0.01, vs. control group) 

2.2 BrdU 检测 GSM-Talk 信号连续辐照 5 d 对

TM4 细胞增殖的影响 

BrdU 检测结果表明，TM4 细胞连续暴露于

GSM-Talk 信号 5 d 后，细胞增殖受到抑制，辐照后

3 d 两组比较有统计学差异(p<0.05)，见图 2。 
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*, p<0.05, 与假辐照组相比 
图 2  辐照后第 1 天和第 3 天 TM4 细胞增殖情况 

Fig.2  TM4 cell proliferation at 1 d and 3 d after radiation 

2.3 GSM-Talk 信号连续辐照 5 d 对 TM4 细胞增

殖标志物 Ki67 表达的影响 

射频辐照后第 3 d，免疫荧光结果显示，辐照组

TM4 细胞增殖标志物 Ki67 的表达较对照组减弱，

见图 3 和图 4。 

 

图 3  辐照后第 3 d TM4细胞Ki67免疫荧光染色结果 (200) 
Fig.3  Ki67 immunofluorescence staining results at 3 d after 

TM4 cell radiation (200) 

 

图 4  辐照后第 3 天 TM4 细胞 Ki67 荧光强度结果 
Fig.4  Ki67 fluorescence intensity results at 3 d after TM4 cell 

radiation  

2.4 GSM-Talk 信号连续辐照 5 d 后 TM4 细胞上

清中细胞因子水平变化 

TM4 细胞辐照后 2−5 d，细胞上清中 SCF 浓度

明显低于假辐照组，有统计学差异(p<0.05)，辐照后

第 1 d 和第 3 d，辐照组细胞上清中 GDNF 的浓度明

显高于假辐照组，有统计学差异(p<0.05)，见图 5

和图 6， 提示该条件下的射频辐射可影响 TM4 细

胞的分泌功能。 

 
*, p<0.05, 与假辐照组相比 

图 5  辐照后不同时间 TM4 细胞上清中 SCF 浓度变化 
Fig.5  The concentration of SCF in TM4 cell supernatant at 

different time points after radiation 

 
*, p<0.05, 与假辐照组相比 

图 6  辐照后不同时间 TM4 细胞上清中 GDNF 浓度变化 
Fig.6  The concentration of GDNF in TM4 cell supernatant at 

different time points after radiation 

3 讨论 

睾丸支持细胞是生精上皮的支持结构，贯穿生

精上皮的全层。研究表明，支持细胞在精子发生中

发挥着重要作用。据报道，一定参数的射频电磁辐

射能够影响睾丸支持细胞的增殖和细胞结构等。高

晓芳等[12]将体外培养的睾丸支持细胞暴露于功率

密度分别为 0、30 和 100 mW·cm−2 的微波辐射中各

5 min，结果显示，辐照后支持细胞生长出现抑制，

表现为 G0-G1 期细胞数量增加，G2-M 和 S 期细胞

数量减少，凋亡和死亡细胞增加，细胞内 Ca2+浓度
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增加。作者认为细胞内 Ca2+浓度的增加是微波诱导

支持细胞损伤的机制之一。吴惠等[13]为探讨不同波

段电磁辐射对大鼠睾丸支持细胞损伤效应的异同，

将原代培养的 Sertoli 细胞经场强 6104 V·m−1 的电

磁脉冲(Electromagnetic pulse, EMP)，平均功率密度

为 100 mW·cm−2 的 S-波段高功率微波(S-band high 

power microwave, S-HPM)和 X-波段高功率微波辐

射( X-band high power microwave, X-HPM)，结果显

示，3 种波段电磁辐射后，Sertoli 细胞的晚期凋亡

和坏死率增加；细胞代谢活性降低，且超宽谱波段

的 EMP 致 Sertoli 细胞的损伤最明显。我们的实验

结果显示，1950 MHz GSM-Talk 信号连续辐照 TM4

细胞 5 d 后， TM4 细胞增殖受到明显抑制，CCK-8、

BrdU 和 Ki67 免疫荧光检测结果均证实了这一现

象，该结果与高晓芳等的报道结果一致。此外，还

有学者研究了射频辐射对睾丸组织超微结构的影

响。Serkan Çelik 等[14]将雄性 Wistar-Kyoto 大鼠暴露

于 SAR 为 1.58 W·kg−1 的手机辐射中 3 个月后，透

射显微镜下观察睾丸的超微结构，发现辐照组睾丸

支持细胞胞浆有空泡和高电子密度结构形成以及大

量脂滴存在，提示手机辐射可能引起支持细胞超微

结构的改变。吴惠等[13]研究表明三种不同波段的电

磁辐射可致原代培养的大鼠睾丸支持细胞胞浆颗粒

增多且空泡变性；超微结构主要为线粒体肿胀、空

化，内质网扩张。本科室前期研究表明[15]2450 MHz

微波局部照射 BALB/c 小鼠睾丸后，各级生精细胞

出现以浊肿为主的病理学改变，支持细胞病变的特

异表现为萎缩变性，出现细胞体积明显缩小，如突

起回缩，由直立位变为横卧位，或成为紧靠基膜的

薄层部分，染色加深。 

研究表明，射频辐射除对睾丸支持细胞的增殖

和细胞结构造成影响外，还可导致细胞（包括睾丸

支持细胞）分泌功能的改变[16-18]。支持细胞是唯一

与生精细胞接触的体细胞，在精子发生过程中，支

持细胞可分泌多种细胞因子，调节精原干细胞自我

更新和分化，精母细胞减数分裂以及圆形精子细胞

转化为精子[19]。其中研究较多的细胞因子是 SCF 和

GDNF。SCF 又称 c-kit 配体，肥大细胞生长因子

(MGF)。研究表明，SCF 能够促进小鼠精原细胞分

化为圆形精子细胞[20]，而且可诱导小鼠 A1-A4 型精

原细胞的增殖和分化[21]。GDNF 是转化生长因子
超家族的一个相关成员。它的信号转导受体复合物

包括酪氨酸激酶 Ret 受体和 GDNF 家族受体1。

据报道，GDNF 可促进未分化型精原细胞（包括精

原干细胞）的增殖[22-23]。本实验，我们对射频辐照

后支持细胞上清中的 SCF 和 GDNF 水平进行了检

测，结果显示，1950 MHz GSM-Talk 信号连续辐照

5 d 后的第 2 d 到第 5 d，细胞上清中 SCF 浓度明显

降低，辐照后第 1 d 和第 3 d，细胞上清中 GDNF

浓度显著增加。除探讨电磁辐射引起 Sertoli 细胞形

态结构，增殖和分泌功能改变外，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[24]，Sertoli 细胞经射线照射后，细胞因子 IL6

的表达增强。Wu 等[16]将睾丸支持细胞进行微波辐

照后，发现其分泌因子：肿瘤坏死因子-(TNF-)、

白细胞介素-1(IL-1)和白细胞介素-6(IL-6)增加，

这些上调的分泌因子能够诱导生殖细胞的凋亡和生

殖细胞膜的脂质过氧化。作者推测，射频辐照后 SCF

和GDNF这两种细胞因子水平的改变也将对精子的

正常发生产生影响。 

截止目前，关于射频辐射对睾丸支持细胞分泌

因子 GDNF、SCF 表达的影响研究尚未见报道，仅

检索到一些关于电离辐射对睾丸支持细胞分泌功能

影响的研究文献。Mauduit 等[25]报道，成年雄性小

鼠接受 X 线(4 Gy)照射 72 h 后，支持细胞中 SCF 的

表达未见明显改变。Albuquerque 等[26]将成年雄性

小鼠用 6 Gy  60Co 射线照射，发现辐照后支持细胞

数量、结构及分泌 SCF 和 GDNF 的能力没有改变。

提示，不同性质的物理因子对睾丸支持细胞分泌功

能的影响也存在差异。其主要原因可能与各研究机

构之间使用的射频辐射源的种类，实验条件及实验

动物的不同有关。 

本研究首次报道了 1950 MHz GSM-Talk 信号

对睾丸支持细胞增殖及分泌功能的影响，结果提示，

1950 MHz GSM-Talk 信号连续辐照 5 d 可抑制 TM4

细胞的增殖并影响其分泌功能。睾丸支持细胞对精

子正常发生起着至关重要的作用，射频辐射致睾丸

支持细胞的效应可能影响精子的正常发生，最终导

致生殖功能异常。本研究为正确评估手机射频辐射

对生殖健康的影响及卫生防护提供了理论和实验依

据。关于射频辐射影响支持细胞增殖及分泌功能的

分子机制，有待进一步研究。 
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Effects of 1950 MHz GSM-Talk signal on sertoli cells proliferation and secretion 

DU Le1  ZHOU Yan1  LIN Yanyun1  BAI Qiangshan2  ZHANG Bin2   

AN Guangzhou1  MIAO Xia1  DING Guirong1  GUO Guozhen1 
1 (Department of Radiation Medicine, Institute of Military Preventive Medicine, Fourth Military Medical University,  

Xi 'an 710032, China)  
2(Student Brigade, Fourth Military Medical University, Xi 'an 710032, China) 

ABSTRACT  The aim is to investigate the effects of 1950 MHz radiofrequency radiation (GSM-Talk Signal) on 

mouse sertoli cells proliferation and secretion. The adherent TM4 cells were cultured in DMEM/F12 1:1 containing 

10% FBS. Exponentially growing cells were digested to cell suspension of 1.5 × 103 cells·mL−1 and then cultured in 

35 mm petri dishes with 3 mL for each dish, 12 dishes in total. After incubation for 24 h, medium was changed and 

the dishes were randomly divided into sham-exposure group and exposure group (GSM-Talk signal, 1950 MHz 

continuous wave, the specific absorption rate was 3 W·kg−1) with 6 dishes for each group. The dishes were placed in 

exposure waveguide chamber and sham-exposure waveguide chamber. After exposure for 5 d, the proliferation of 

cells was evaluated by CCK-8 and BrdU methods. The expression of cell proliferation marker Ki67 was measured 

through immunofluorescence staining. The levels of mouse stem cell factor (SCF) and mouse glial cell line-derived 

neurotrophic factor (GDNF) in cell supernatants were detected by ELISA assay. The results showed that compared 

with sham-exposure group, the proliferation of TM4 cells in exposure group significantly decreased(p<0.05), and the 

Ki67 level also tended to be reduced; the level of SCF in cell supernatants was lower (p<0.05) while the level of 

GDNF was higher than that of sham-exposure group (p<0.05). The results suggest that the GSM-Talk signal exposure 

for 5 d could affect the proliferation and secretion of TM4 cells. 

KEYWORDS  GSM-Talk signal, Continuous radiation, Sertoli cells, Proliferation, Stem cell factor (SCF), Glial cell 

line-derived neurotrophic factor (GDNF) 
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