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四生汤对电磁辐射所致大鼠海马神经元损伤的抑制作用
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［摘要］ 目的 评价四生汤抑制电磁辐射所致大鼠海马神经元损伤的作用。方法 利用电磁辐射源辐射大鼠 
4 周，低、中、高辐射功率密度分别为 10、20 及 40 mW/cm2，构建大鼠电磁辐射损伤模型。以生理盐水为空白

对照，安多霖胶囊为阳性对照，通过 Morris 水迷宫实验评估四生汤对大鼠因电磁辐射所致的学习记忆力下降的影

响。利用 TUNEL 试剂盒和流式细胞术检测大鼠海马神经元的凋亡水平，采用细胞活性氧（ROS）试剂盒和流式

细胞术检测大鼠海马神经元中 ROS 含量。结果 Morris 水迷宫实验结果表明，高剂量辐射结束后第 7 天，空白对

照组大鼠的平均逃避潜伏期（AEL）比四生汤组、安多霖组延长，安多霖组大鼠的 AEL 比四生汤组延长（均 P＜ 

0.05）。中剂量辐射结束后第 3 天，空白对照组大鼠的AEL 比四生汤组、安多霖组延长（均P＜0.05）；第 14、28 天时，

空白对照组和安多霖组大鼠的 AEL 比四生汤组延长（均 P＜0.05）。低剂量辐射结束后，空白对照组大鼠的 AEL 则

与四生汤组、安多霖组差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。细胞凋亡检测结果证实，高剂量和中剂量比低剂量辐射

的大鼠海马神经元凋亡率增大（均 P＜0.05）。高、中、低剂量辐射后，安多霖组和四生汤组大鼠的神经元凋亡率均

低于空白对照组（均 P＜0.05）。高剂量辐射后，四生汤组大鼠的神经元凋亡率低于安多霖组（P＜0.05）。ROS 含

量检测结果表明，高、中、低剂量辐射后大鼠的海马神经元 ROS 含量差异无统计学意义（P＞0.05），但安多霖组和

四生汤组大鼠海马神经元 ROS 含量均比空白对照组降低（均 P＜0.05）。中剂量辐射后，四生汤对大鼠海马神经元

ROS 的抑制作用比安多霖增强（P＜0.05）。结论 四生汤能抑制电磁辐射导致的大鼠海马神经元凋亡、降低其细

胞中 ROS 含量，从而减轻电磁辐射对神经元的损伤，缓解大鼠学习记忆力的下降。
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［ Abstract ］ Objective To evaluate the inhibitory effect of Sisheng decoction on the hippocampal neuron injury 
induced by electromagnetic radiation in rats. Methods Rats were irradiated with electromagnetic radiation sources for  
4 weeks, with low-, medium-, and high-dose radiation power densities of 10, 20, and 40 mW/cm2, respectively. The Morris 
water maze was used to evaluate the effect of Sisheng decoction on the learning and memory decline caused by electromagnetic 
radiation in rats, with physiological saline as the blank control and anduolin capsule as the positive control. TUNEL kit and 
flow cytometry were used to detect the level of apoptosis in hippocampal neurons of rats with electromagnetic radiation injury, 
and reactive oxygen species (ROS) kit and flow cytometry were used to detect the ROS content in hippocampal neurons of rats. 
Results The results of the Morris water maze test showed that on the 7th day after high-dose radiation, the average escape 
latency (AEL) of the rats in the blank control group was significantly longer than that in the Sisheng decoction group and 
anduolin group, and the AEL of the rats in the anduolin group was significantly longer than that in the Sisheng decoction group 
(all P＜0.05). On the 3rd day after medium-dose radiation, the AEL of the rats in the blank control group was significantly 
longer than that in the Sisheng decoction group and anduolin group (both P＜0.05); on the 14th and 28th days, the AEL of the 
rats in the blank control group and anduolin group was significantly longer than that in the Sisheng decoction group (all P＜ 

0.05). After exposed to low-dose radiation, there was no significant difference in AEL between the blank control group and 
the Sisheng decoction or anduolin groups (both P＞0.05). The apoptosis test result confirmed that the apoptosis rates of 
hippocampal neurons in rats exposed to high- and medium-dose radiation were significantly higher than that exposed to low-
dose radiation (both P＜0.05). After exposed to high-, medium-, and low-dose radiation, the neuronal apoptosis rates of the rats 
in the anduolin group and Sisheng decoction group were significantly lower than those in the blank control group (all P＜0.05). 
After exposed to high-dose radiation, the apoptosis rate of neurons of the rats in the Sisheng decoction group was significantly 
lower than that in the anduolin group (P＜0.05). There were no significant differences in ROS contents in hippocampal neurons 
among rats under high-, medium-, or low-dose radiation (P＞0.05). However, the ROS contents in neurons of the anduolin 
group and Sisheng decoction group were significantly lower than that in the blank control group (both P＜0.05). After exposed 
to medium-dose radiation, the ROS inhibition effect of the Sisheng decoction group was stronger than that in the anduolin group 
(P＜0.05). Conclusion Sisheng decoction can inhibit the apoptosis of hippocampal neurons in rats, reduce the ROS content in 
their cells, and alleviate the injury to learning and memory caused by electromagnetic radiation in rats.
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近年来，电磁辐射对人体健康的危害愈加受到

重视［1］。电磁辐射污染是除水污染、空气污染和固

体垃圾污染之外的第四大污染［2］，其对暴露在电磁

辐射环境下的作业人员健康有较为严重的威胁［3］。 

电磁辐射对包括中枢神经系统、生殖系统等在内的

多个靶器官产生影响［4-5］。针对 439 名青少年手机

使用情况的前瞻性队列研究显示，1 年内青少年记

忆力的变化与累积手机使用时间呈负相关，与手机

电磁辐射剂量的关系更为密切［6］。老年人如长期

使用手机会增加神经性头痛的风险［7］。

四生汤由全国名中医、军队中医药“国医名

师”凌昌全教授创建，是海军军医大学（第二军医

大学）第一附属医院临床长期使用的院内制剂，该

方剂主要由生黄芪、生白术、生地黄、生薏苡仁组

成，有益气养阴之功，尤适用于治疗放疗导致的气

阴两伤之证候［8-9］。放疗属于电离辐射，与电磁辐

射有所不同［10］，但一些防治电离辐射的药物对防

护电磁辐射也有一定功效［11-12］。目前，研究较多的

抗电磁辐射中药制剂有当归注射液、复方鱼腥草注

射液和苦豆子总碱注射液等［12］。研究表明，绿茶

多酚、银杏叶、莲藕原花青素、大蒜提取物、桑寄

生、莪术和迷迭香等天然成分对电磁辐射所致神经
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损伤具有一定的防护作用［11-12］。

本研究通过大鼠动物模型评价四生汤对电磁

辐射所致海马神经元损伤的抑制作用，为其用于电

磁辐射所致神经损伤的防护提供实验基础。

1 材料和方法

1.1 主要仪器及试剂 电磁辐射源由海军研究

院提供，Morris 水迷宫由海军军医大学（第二军

医大学）基础医学部神经生物学教研室提供。

TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒、活性氧（reactive 
oxygen species，ROS）检测试剂盒、FBS、胰酶及

D-Hanks 平衡盐溶液购自山西易励科技有限公司。

安多霖胶囊购自福建众安药业有限公司（国药准字

Z10970016）；四生汤来源于海军军医大学（第二

军医大学）第一附属医院，院内制剂生产批号为南

制字（2011）F50005。
1.2 实 验 动 物 分 组 与 干 预 SPF 级雄性 SD 大

鼠 45 只，体重 70～90 g，购自上海市计划生育

科学研究所实验动物经营部，动物合格证号：

20180006036824，集中饲养。大鼠随机分为三大

组，每大组 15 只：（1）空白对照组，用生理盐水

灌胃，剂量为 10 mL/kg；（2）四生汤组，用四生

汤灌胃，给药剂量为 10 mL/kg；（3）安多霖组（阳

性对照组），用安多霖胶囊的水溶液进行灌胃，给

药剂量为 6 g/kg。以上三大组均根据辐射剂量的不

同进一步分为高、中、低剂量亚组，每个亚组 5 只

大鼠。实验开始后每天对大鼠进行灌胃，自由摄食

和饮水，连续饲养 6 周（即辐射 4 周及辐射后 2 周）

后停止给药，并继续饲养至第 8 周。

1.3 各组大鼠电磁辐照 将大鼠置于暗室内进行

辐照，温度（20±2）℃，相对湿度（60±10）%。

电磁辐射条件：频率 2.856 GHz，低、中、高剂量

亚组平均功率密度分别为 10、20 及 40 mW/cm2，

辐射时间 10 min，3 次 / 周，持续 4 周。

1.4 大鼠学习记忆能力检测 参考李海娟［13］的

方法，在电磁辐射结束后的 2、4 周各进行 1 次

Morris 水迷宫实验，记录大鼠逃避潜伏期，计算平

均逃避潜伏期（average escape latency，AEL）。

具体方法如下：在电磁辐射结束后，首先训练大鼠

找到站立平台，将大鼠分别从 4 个入水点面向迷宫

池壁放入水中，系统记录大鼠的活动轨迹，4 次 /d，
共 4 d。在进入下一次训练前，大鼠被置于站立平

台上 10 s。记录大鼠第 1、2、3、7、14、28 天的

AEL，未能在 60 s 内找到平台的大鼠其 AEL 计为

60 s。
1.5 TUNEL 法检测细胞凋亡 电磁辐射结束后 4 周

第 2 次 Morris 水迷宫实验结束后，颈椎脱臼处死大

鼠，断头取脑，分离海马组织，PBS 清洗 2 次，用

不含 EDTA 的胰酶消化组织后，PBS 清洗细胞外的

其余组织 2 次。将清洗后所得细胞分为 2 份。其中

一份加入适量 4% 多聚甲醛溶液，水平摇床上放置

30 min；PBS 清洗 2 次后，用含 0.3% Triton X-100
的PBS 重悬，孵箱中放置 5 min；PBS 清洗 2 次后，

再加入 50 μL TUNEL 检测液，室温避光放置 90 min 
后，再用 PBS 洗涤 2 次，用 500 μL PBS 悬浮；冰

浴避光放置，用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.6 细胞 ROS 含量检测 将另一份细胞用无血清

培养基重悬，用 DMSO 溶解 2’,7’- 二氯二氢荧光素

二乙酸酯（DCFH-DA）ROS 荧光探针粉末，终浓

度为 10 mmol/L；用无血清培养基稀释 DCFH-DA 
ROS 荧光探针溶液，稀释比例为 1 ∶ 1 000，得到

染色工作液（终浓度为 10 μmol/L）。细胞悬液离

心（5 min，715.4×g）后弃上清，用染色工作液重

悬细胞，室温避光放置 40 min；颠倒混匀后，冰浴

避光放置，用流式细胞仪检测，计算细胞ROS含量。

1.7 统计学处理 应用 SPSS 24.0 软件进行统计学

分析。计量资料以 x±s 表示。Morris 水迷宫实验

为两因素多水平重复测量设计，数据分析采用重复

测量的方差分析方法；其余数据各时间点多组间的

比较采用方差分析，各时间点两组间的比较采用独

立样本 t 检验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 四生汤对大鼠电磁辐射所致学习记忆能力下降

的抑制作用 如表 1 所示，辐射结束后，各组大鼠

的游泳速度差异无统计学意义（均P＞0.05）。如

图 1 所示，各组大鼠的AEL在训练期间呈逐渐缩短

趋势，训练至第 3 天达到较稳定水平，表明大鼠已

基本获得找到平台的能力。高剂量（40 mW/cm2）

辐射结束后第 7 天，空白对照组大鼠的 AEL 比

四生汤组、安多霖组延长，且安多霖组大鼠的

AEL 比 四 生 汤 组 延 长（均 P＜0.05）。 中 剂 量 
（20 mW/cm2）辐射结束后第 3 天空白对照组大鼠

的AEL 比四生汤组、安多霖组延长（均P＜0.05）；
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图 2 流式细胞术检测各组大鼠海马神经元凋亡率

Fig 2 Apoptosis rate of hippocampal neurons in each 

group of rats detected by flow cytometry
*P＜0.05. n＝5, x±s. Ctrl: Control; ADL: Anduolin; SST: Sisheng 

decoction; HR: High-dose electromagnetic radiation (40 mW/cm2);  

MR: Medium-dose electromagnetic radiation (20 mW/cm2);  

LR: Low-dose electromagnetic radiation (10 mW/cm2).

第 14、28 天时，空白对照组和安多霖组大鼠的

AEL 比 四 生 汤 组 延 长（均 P＜0.05）。 低 剂 量 
（10 mW/cm2）辐射结束后，3 组间 AEL 差异无统

计学意义（P＞0.05）。

表 1 电磁辐射结束后各时间点 3 组大鼠游泳速度比较

Tab 1 Comparison of swimming speed among 3 groups of rats at different time points after electromagnetic radiation
(m·s－1), n＝5, x±s

Time/d
Control Anduolin Sisheng decoction

HR MR LR HR MR LR HR MR LR
1 0.36±0.02 0.38±0.03 0.38±0.03 0.42±0.07 0.39±0.06 0.39±0.07 0.36±0.06 0.41±0.06 0.39±0.05
2 0.40±0.03 0.37±0.03 0.37±0.02 0.39±0.04 0.42±0.02 0.40±0.04 0.40±0.03 0.43±0.06 0.38±0.03
3 0.39±0.04 0.41±0.03 0.35±0.03 0.39±0.03 0.37±0.02 0.40±0.02 0.37±0.03 0.38±0.04 0.38±0.04
7 0.39±0.03 0.33±0.02 0.38±0.04 0.42±0.03 0.36±0.01 0.38±0.02 0.38±0.03 0.33±0.02 0.42±0.04

14 0.35±0.05 0.42±0.04 0.34±0.04 0.37±0.03 0.40±0.02 0.36±0.02 0.36±0.04 0.43±0.03 0.37±0.02
28 0.39±0.02 0.37±0.01 0.40±0.02 0.38±0.03 0.43±0.02 0.38±0.01 0.39±0.03 0.37±0.03 0.40±0.04

Morris water maze test. HR: High-dose electromagnetic radiation (40 mW/cm2); MR: Medium-dose electromagnetic radiation  
(20 mW/cm2); LR: Low-dose (10 mW/cm2) electromagnetic radiation. 

2.2 四生汤对大鼠电磁辐射所致海马神经元凋亡

的抑制作用 如图 2 所示，与低剂量辐射相比，

高、中剂量辐射后大鼠海马神经元凋亡率增大 
（均 P＜0.05）；高、中、低剂量辐射后，安多霖

组和四生汤组大鼠海马神经元凋亡率均低于空白对

照组（均 P＜0.05）；高剂量辐射后四生汤组大鼠

海马神经元凋亡率低于安多霖组（P＜0.05）。

2.3 四生汤对大鼠电磁辐射所致海马神经元 ROS
含量的影响 如图 3 所示，虽然高、中、低剂量辐

射后大鼠海马神经元ROS含量差异无统计学意义，

但安多霖组、四生汤组比空白对照组均降低（均 
P＜0.05），表明安多霖胶囊和四生汤对大鼠电磁

辐射所致的海马神经元 ROS 均具有一定的抑制作

用；中剂量辐射后四生汤对 ROS 的抑制作用比安

多霖胶囊增强（P＜0.05）。

图 1 电磁辐射结束后各时间点 3 组大鼠的学习记忆能力检测

Fig 1 Detection of learning and memory ability of rats at different time points after electromagnetic radiation
Morris water maze test. *P＜0.05 vs Ctrl group; △P＜0.05 vs ADL group. n＝5, x±s. HR: High-dose electromagnetic radiation  

(40 mW/cm2); MR: Medium-dose electromagnetic radiation (20 mW/cm2); LR: Low-dose electromagnetic radiation (10 mW/cm2); 

Ctrl: Control; ADL: Anduolin; SST: Sisheng decoction; AEL: Average escape latency.
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时间等参数密切相关［21］，以上研究结果之间的差

异可能与这些参数的不同有一定关系。

李海娟［13］通过研究微波辐射（辐射频率 2.856 
GHz，辐射时间 10 min，3 次 / 周）后 2、4、8 周

大鼠认知行为和相关生理指标的改变，证实高剂量 
（30 mW/cm2）电磁辐射可有效降低大鼠空间学习

记忆能力、损伤海马神经元。这与 Singh 等［22］开展

的大鼠海马整体蛋白质组分析结果一致。海马作为

学习和记忆相关的主要边缘系统脑区，与动物的空

间信息编码紧密相连。特别是，海马锥体细胞在空

间记忆的形成与维持中扮演着重要角色，海马神经

元损伤可能是电磁辐射损伤空间学习记忆能力的重

要原因。本研究细胞凋亡检测结果显示，安多霖胶

囊和四生汤对大鼠电磁辐射所致海马神经元凋亡均

具有一定的抑制作用，且在高剂量辐射后四生汤的

抑制作用强于安多霖胶囊（P＜0.05）。

氧化应激是电磁辐射生物学效应的重要机

制，其可通过线粒体依赖机制诱导内质网超微

结构损伤和细胞凋亡［13］。本研究发现，中剂量 
（20 mW/cm2）辐射后，四生汤对大鼠海马神经元

ROS的抑制作用较安多霖胶囊增强（P＜0.05）。将

此结果与细胞凋亡检测结果联合分析，间接表明四

生汤对神经元凋亡的抑制作用可能与其减轻氧化应

激损伤作用有一定关系。这与龚茜芬等［23］的研究结

果一致。

本研究有一定的局限性。第一，本研究仅对四

生汤抑制大鼠海马神经元的凋亡、降低其 ROS 含

量等电磁辐射所致损伤和减轻大鼠学习记忆力损伤

的作用进行了评价，尽管海马神经元损伤可能是电

磁辐射导致空间学习记忆能力降低的重要原因，但

抑制大鼠海马神经元的凋亡、降低其 ROS 含量与

减轻大鼠学习记忆力损伤的因果关系尚未明确。第

二，四生汤本身为长期用于临床的院内制剂，尽管

安全可控，但其组分众多，究竟哪些组分发挥了关

键作用仍需进一步研究。
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