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工频磁场影响细胞间隙连接通讯功能

及其机制的研究
`

姜 槐 胡根林
浙江大学医学院微波研究室

,

杭州 31 0 0 31

摘要 电磁场的生物学效应
,

尤其与肿瘤发生的关系
,

是 目前关注 的一个热点
.

细 胞间隙连接

通讯 ( GJ IC )有调控细胞 生长
、

分化等功能
,

GJ IC 抑制则是促癌剂促癌过程 中的一 个重要 环 节
.

研

究证 明
,

工 频磁场 (脉冲或正 弦 )不仅能增强 1 2
一

氧
一

1 4
一

酞佛波 13 西旨( T P A )对 GJ IC 的抑制作用
,

而

且 一定强度的磁场本身也能抑制 GJ I C
.

通过系列的机制研 究表 明 工频磁 场对 GJ IC 的抑制作用主

要 发生在连接蛋 白 ( C x )的翻译后水平
,

即通过 由蛋 白激酶 C 介导的信息转导途径
,

使 C x4 3 蛋 白

发 生过磷 酸化
,

并使其从质膜 向胞质转移
.

关键词 工频磁场 细胞间隙连接 通讯 机制

近 20 年来进行的流行病 学调 查表 明
,

肿瘤发

生的危险性增高可能与环境 中的电磁场有关
,

并且

电磁场还可能具有其他的潜在的危害
.

因此电磁辐

射与人类健康的关系尤其是与肿瘤发生发展的关系

日益为人们所关注
,

并开展 了相关 动物实验及细胞

水平等多方面的研 究
,

以进一步探讨 电磁场的危害

及其机制
.

如电磁场对鸟氨酸脱梭酶 ( O D C )和抗黑

变激素 ( m e la t o n i n )等肿瘤相关物质的研究仁’
,

2 〕
,

对

细胞增殖
、

D N A 合成的研究
,

也有对 c 一

fo
、 , 。 一

m cy

等原癌基因
、

蛋 白磷酸化相关激酶 (如蛋 白激酶 C )

等的研究 3[]
.

但总体来说各方面的研究尚未形成一

个较完整的系统
,

而且结果也 尚存在分歧

基于现有研究的不足
,

我们以细胞 间隙连接通

讯 ( GJ CI )为指标
,

来探讨极低频 ( E L )F 磁场可能的

促癌或协同促癌作用及其分子机制
.

GJ CI 作为正常

细胞间传递 细胞信息 的一个重 要途 径
,

在 胚胎 发

育
、

细胞分 化和生长调控等方面起 着重要 的作 用
.

已有大量的研究发现
,

在肿 瘤细 胞 GJ CI 缺失或很

弱时
,

许多促癌剂有 抑制 GJ CI 的作用 ; 而当肿瘤

细胞转导了连接蛋 白 ( C x) 基因后
,

细胞恢复正常生

长
,

因而认为 C x
基因是一类潜在的肿瘤抑制基因

,

GJ CI 抑制可能是 促癌剂促癌过程 中的一个 重要环

节
,

并 被看作是 检 测 可 疑 促 癌 物 的 一 个 重 要 指

标 [4
,

` ]
.

我们研 究 室较 系统 地对 工 频磁 场 对 细胞

GJ IC 的影响及其机制进行了研究
,

并首次报道了工

频磁场对细胞 GJ CI 功能的直接抑制作用及其可能

的分子机制
.

本文介绍 了我们在这方面的近期研究

进展
.

工频磁场与细胞间隙连接通讯

研究所用辐照系统是 自行设计并可在培养箱内

使细胞受均 匀辐照的 50 H z 交变磁场装置
,

它 由一

对方型 H el m ho lt z 正方形线 圈及其中间一个 补偿线

圈串接构成
,

在线圈中心区域可产生 O 一 l m T 可

调磁场
,

含细胞的平皿与线圈的中心同轴垂直于磁

场困
.

根据染料传输分析原理
,

我们用两种方法进

行了细胞 GJ I C 功能的测定
.

一是微注射法
,

即用

玻璃微电极将荧光黄溶液注入细胞内
,

以注射负电

流后 5 m in 时的荧光偶合细胞数 ( D C C )作为 GJ CI 功

能的指标
.

另一种是 荧光漂白后的恢复 ( F R A p )技

术
,

用激光共聚焦显微镜来检测
,

以漂白后 一定时

间内荧光恢复 的百分率作为 GJ CI 的指标
.

所用细

胞株为中国仓 鼠肺成纤维细胞 ( C H L )和 小鼠成纤维

细胞 N I H 3 T 3
.

微 注射 法结 果 显 示工 频磁 场 所致
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JG CI 的抑制 作 用与磁场强 度及辐 照 时间有关困
,

5 0 H z ,

2 4 h
,

0
.

8 m T 的正弦磁场单独辐照能明显抑

制 C H I
洲

细胞的 GJ IC 功能
,

0
.

2 或 0
.

4 m T 磁场辐照

不抑制 GJ IC 功 能
,

但可增强促癌剂 T P A 对 GJ IC

的抑制作用 (见表 1 ) ; C H L 细胞受 0
.

8 m T 磁场辐

照不同时间 (从 s m in 到 2 4 h) 的测试
,

得出 s m in 辐

照不显示对 GJ CI 的作用
,

l h 辐照可见有统计学意

义的抑制
,

2 4 h 辐照则抑制作用最为明显 [,]
.

表 1 E L F和 /或 T P A对细胞 GJ cI 功能的作用

处理 D C C (全 士 S

) F R A I
〕

( j 士 5

)

对照 9
.

84 土 2
.

0 1 ( 6 1) 4 1
.

0 4土 1 3
.

1 0 ( 4 5 )

0
.

2 m T 9
.

5 6士 2
.

2 0 ( 2 5 ) 38
.

3 1士 7
.

2 3 ( 9 3 )

0 4 nr丁 9
.

2 4士 1
.

3 9 ( 2 4 ) 2 5
.

50士 9
.

2 6 ( 4 7 )
c )

0
.

8 m T 6
.

0 5士 1
.

59 ( 2 4 )
“ ) 2 5

.

55士 7
.

7 3 ( 6 0 )
a )

,

d
·

T P A 6
.

2 6 士 1
.

39 ( 5 3 ) 2 4
.

2 1 士 8
.

7 4 ( 5 9 )

0
.

1 m T + T P A 一 2 3
.

7 9 士 8
.

7 8 ( 4 5 )

0
.

2 m T + T P A 5
.

5 2 土 1
.

5 3 ( 2 5 ) b ) 1 2 6 9 士 6
.

3 4 ( 6 5 )
亡)

a ) 与对照相 t匕
,

P < 0
.

0 5 ; b ) 与 T P A 处理组 相 比
,

尸 < 0 0 5 ;

c ) 与对照组相比
,

p < 。
.

01 ; d) 与 0
.

4 m T 组相 比
,

尸 < 。
.

0 1 ; e ) 与

丁P A 组相比
,

尸 < 0 01 ; 括号内为测定的细胞数

场所致

从以上 实验我们得 出结论
:

工频磁场 (正弦或

脉冲 )不仅能增强 T P A 对 GJ I C 的抑制作用
,

而且

磁场本身也能抑制 GJ CI
,

并与其辐照的强度和时间

有关
.

该研究结果有 助于 工频磁 场卫 生标准的 制

定
.

目前我国尚无工频磁场的卫生标准
.

在国际非

电离辐射 防护委员会 ( IC N I R P )制定的参考标准中
,

职业暴 露的限 值为 0
.

5 m T
,

一般 居 民的 限值为

0
.

l m T 91[
.

由于磁场本身不被 人体或动物所干扰
,

培养细胞和动物
、

人体组织有相同的吸收磁辐射能

力
,

而我们研究的这些作用阑值低于 IC N I R P 所制

定的职业暴露参考标准
,

因此本研究所得到的数据

可以作为 电磁辐射卫生标准修订时的依据
.
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表 1 的结果进一步证实了 F R A P 技术
.

用激光

共聚焦显微仪检测 GJ CI 功 能较微注 射法更 灵敏
,

结果也更精确
,

并便于分析统计
,

且还能观察到荧

光恢复的整个动 态过 程
.

在辐照时 间为 24 h 条 件

下
,

进一步揭示了 0
.

4 m T 及以上强度的磁场对细

胞 GJ I C 功能的单独抑制作用和 0
.

2 m T 及以上强度

与 T P A 的协同抑制 GJ IC 作用
.

我们也研究了脉冲磁场 ( P M )F 对 GJ CI 功 能的

抑制作用
.

C H I
J

细胞受脉冲磁场 (重复频率 50 H z ,

脉宽 2 m s )辐照 24 h
,

用微注射法测定 GJ IC 的条件

下
,

在 O
.

4 m T 或 0
.

s m T 都导致 GJ CI 的抑制
,

与

正弦磁场作用相 比
,

在同样的磁通密度下
,

P M F 对

GJ CI 的抑制作用 比正弦磁场的作用更强〔“ ]
,

其原因

可能与 P M F 的瞬时能量较高有关
.

由于细胞在受磁场辐照时
,

所处位置不同
,

其

感应电场也不同
,

因此就有必要分析 GJ IC 功能 的

下降是磁场的直接作用还是由培养皿 内的感应电场

所致
.

我们对位于平皿 中心部位和边缘部位即距中

心约 3 c m 处 的细胞分别进行磁场在 0
.

s m T
,

24 h

辐照后的 GJ IC 测试
.

近 中心部位感应 电场接 近于

零 ; 距 3 c m 处约 3
.

76 m V / m
.

结果显示在相同磁

通密度不同感应 电场强度条件下 GJ IC 的抑制程度

没有统计学差异 17〕 ,

即提示工频磁场对 GJ CI 的抑

制作用主要是磁场本身的直接作用
,

而并非感应 电

2 工频磁场抑制 G IJ C 功能的机制研究

对于工频 磁场抑制细胞 GJ IC 功能的机理
,

我

们直接从组成细胞间隙连接的结构
、

功能蛋 白—C x4 3 入手
,

分析 了其在转 录
、

翻译及翻译后水 平

(包括 C x4 3 蛋白磷酸化水平及其在细胞的分布 )等

方面的变化
.

机制研究的辐照条件固定于 0
.

s m T
,

2 4 h
.

对细 胞 C x 4 3 基 因转 录用 N o r t h e r n b lo t 方 法

以 “ Z P 标记的 C x4 3 探针进行测定
,

以样本 C x
43 基

因条带的特异吸光度值与相对应的磷酸甘油醛脱氢

酶基因条带 (内参照 )的吸光度值之 比来表示 C x4 3

基因的转录 水平
,

统计 结果 显示工 频磁场 不影响
C x 4 3 基因的转录

,

与 T P A 也无协同影响作用 t `。 1
.

C x 4 3 蛋白水平及其磷酸化由 W e s t e r n b l o t 方法

测 定
.

N IH 3 T 3 细 胞 受 工 频 磁 场 和 /或 T P A

(3 n g / m L
,

Z h) 处理后
,

C x
43 蛋白总水平未 见有明

显的变化 ; 但可导致非磷酸化的连接蛋白 C x4 3 ( P O )

的减少
,

同时出现 C x 4 3 的过磷酸化 ( P 3 )
.

C x
43 蛋

白在正常情况 下以非磷酸化的 P 。 和部分磷酸化的

P l ,

P :
状态存在

,

P 3 的出现可能是 由于 P 。 ,

P l 或

几 发生过磷酸化的结果
.

过磷酸化可导致 C x4 3 蛋

白在膜上的构象发生改变
,

使细胞间隙连接通道关

闭
,

或影响 细胞间连接 子的偶合
,

从而 导致细胞

GJ CI 功能下降
,

因此 C x4 3 的过磷酸化是工频磁场

抑制 GJ I C 功能的一个重要机制
.

细胞间隙连接的结构和功能 蛋白 C x 主要位于

细胞质膜 上
,

相邻 细 胞质膜上 间隙连接 结构 的数

目
、

偶合状 况 与 细 胞 GJ CI 的功 能密 切 相 关
.

对

C H L 的细胞免疫分析后进行激光共 聚焦显微镜观

察
,

发现磁场和 /或 T P A 处理后
,

质膜上 C x4 3 免
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疫标记斑点减少
,

同时更多的斑点出现在核周围的

胞浆中 ; 同时用 W es t e m bl ot 的方法发现细 胞处理

后 C x4 3 蛋白在细胞浆中的含量增加
,

进一 步证实

了以上现象
.

两种实验方法协同证实 了 C x4 3 蛋 白

内移的存在
,

内移 (主要 至胞浆 )是工频 磁场抑 制

GJ IC 功能的另一个主要机制
.

在实验 中
,

我 们以 T P A 为 阳性对 照
.

T P A 为

一典型促癌剂
,

也是蛋 白激酶 C ( P K C ) 的激 活剂
.

比较工频磁场和 T P A 对 GJ CI 的作用
,

发现它 们有

许多类似之处
:

( 1) 一定强度的工频磁场和 T P A 均

能 明显 抑制细胞 GJ CI 功 能
,

工频磁 场辐 照强度
、

T P A 处理 浓度与 GJ CI 抑制 呈正相关
.

对 N I H 3 T 3

或 C H L 细胞
,

5 0 H z ,

0
.

8 m T
,

2 4 h 的磁场辐 照对

G J IC 的抑制作用相当于 3 一 5 n g / m L T P A 的作用 ;

( 2) P K C 抑制剂 能拮 抗工频磁场或 T P A 所诱导 的

G J CI 抑制 ; ( 3) 工频磁场或 T P A 处理对 C x4 3 基因

转录均没有显著的影响 ; ( 4) 工频磁场或 T P A 均能

诱导 C x4 3 过磷酸化的发生 ; ( 5) 工频 磁场或 T P A

均能促进 C x4 3 蛋 白的 内移 ; ( 6) 工频磁场辐照 与

T P A 有明显的协同抑制 GJ CI 的作用
.

因此 我们认

为工频 磁场与 T P A 可 能有类似 的致 GJ CI 抑制 机

制
.

但经比较发现两者之间 尚存在差异之处
,

即在

处理时 间与细胞 GJ CI 功能上 表现 出各 自的特点
,

工频磁场辐照时间与 GJ CI 抑制呈正相关
,

不 存在

抑制恢复现象 ; 而 T P A 则不 同
,

一般在 T P A 处理

1一 Z h 时细胞 GJ I C 抑制 达到 高 峰
,

随后细 胞 的

GJ CI 功能会逐步地恢复直至大部分恢复
.

在磷酸化

状态上
,

则表现为工频磁场辐 照后 C x4 3 过磷酸化

的持续和 T P A 处理后正常磷 酸化状态的逐步恢复
.

这两者所致 GJ IC 抑制 的差 异
,

可能与存在的不 同

的 P K C 致 C x 4 3 磷酸化途径有关
.

表明 P K C 参与了 GJ IC 的抑制过程
,

有可能是 P K C

介导了 C x 4 3 蛋 白的过磷酸化而导致 GJ I C 的抑制
.

此外
,

我们用 m R N A 差异显示技术对受工频磁场辐

照与假辐照的 D au id 细胞 内的 m R N A 进行了检测
,

结果发现有 多个与工频 磁场相关的特异反应基因
,

其中的两个 片段 ( M F
一

C A 和 M F
一

BC )均为参与信息

转导途径的重要因子 l2[
,

`3 ]
.

作为信息转导 因子的癌基因产物在 细胞 GJ IC

的抑制中同样起着重要作用
,

细胞转导癌基因后可

导致 GJ IC 功能的抑制
.

已在 M C F
一

7 细胞发现 C x4 3

启动 子 区域存 在 oF
、 和 uJ

n
的结合位 点

,

发 现

60 H z ,

I G 磁场辐照能改变
。 一

fo :
或行

u n
的转录活

性
.

我们实验室同样发现 0
.

s m T 及 0
,

4 m T 的磁场

对 T P A 所诱导的
。 一

fo 、 基因转录活性具有协同促进

效应 〔川
.

3 GJ I C 抑制与信息转导

工频磁场作为一种较弱的信息或能量
,

细 胞膜

可能是其作用的主要靶体
,

通过影响膜上某些 蛋白

分子 的结构或功能
,

从而启动细胞内某些信息转导

途径
,

最终影响到细胞 GJ I C 功能
.

P K C 是信息转

导中最常见的一个调节蛋 白磷酸化的激酶
.

P ih n i sP

等 〔3 〕曾报道工频磁场能激活 P K c 及诱导 P K C 基因

转录活性的增强
.

工频磁场抑制 GJ CI 是否与 P K C

有关 ? 我们研 究发现两种 P K C 抑制剂 ( 10 m m ol / L

斯特 罗斯饱琳或 10 拼m ol / L 十六酞基肉毒碱 )均能有

效拮抗 E L F 磁场对 GJ cI 的抑制作用〔川 ; 这一结果

4 展望

电磁场作为新的
“

人类可疑促癌物
” 〔̀ , ]

,

其生

物学效应的研究受到了应有的重视
.

电磁场通过信

息转导途径而影响细胞的生物学功能
,

从而在促癌

过程 中起到某些作用
,

相信这是一个
“

事实
”

.

信

息转导是一个复杂的网状系统
,

电磁场对该系统作

用的研究
,

尤其是癌基因产物介导的转导途径
,

是

不充分的
,

许多中间环节有待阐明
,

其他未知的途

径也可能存在作用
,

这方面应该是今后研究的一个

方向
.

但物 理 因素 (如工 频磁 场 ) 与化学 因素 (如

T P A )是否真 的存在类似的信息转导途径 ? 要 回答

这个问题尚需要做很大的努力
.

化学因素本身作为

一个已知的分子
,

在与细胞膜上的分子作用时存在

一定的分子基础
,

因而
“

受体
”

概念 目前基本上限

于对化 学 因子 而 言 ; 物理 因子的
“

受体
”

知之甚

少
.

在 D N A 中
,

各类基 因同样存在化学 因子的调

控区 域
,

是 否也 存 在 物 理 因 子 的调控 区域 ? iL n

等 t ’ 6 〕发现在人 H s P 7 o 启动子区域存在 由
c ~ 刀 迈, r 蛋

白介导的磁场作用位点
.

虽然这样的单一结果不能

概括什么
,

但仍可以给我们一些启示
,

物理 因子作

为一种信息或能量
,

在细胞的一些部位存在其作用

位点
,

从而影响到细胞的某些正常生理功能
.

相信

随着这方面工作的逐步开展
,

生物系统与物理因子

相互作用的概念必将得以阐明
,

并在生命科学领域

产生重要影响
.
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