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摘要 前期研究发现，50 Hz 弱磁场辐照能明显降低细胞的微丝含量和组装效率，对 actin 骨架形态也有明显影响．电磁生物

学效应是否与辐照场频率相关，一直受到研究者的关注．单体球状肌动蛋白(G-actin)是带电结构，电磁场频率会影响其振荡

频率并对微丝聚合效率产生影响．本文从细胞骨架形态和蛋白质两层次，采用免疫荧光技术考察 0.4 mT，在 35～140 Hz 范

围内 5 个频率的极低频磁场(ELF-MF)对 FL 细胞中纤维状肌动蛋白(F-actin)含量的影响，并采用荧光共振能量转移技术

(FRET)验证效应最明显的频率对离体 G-actin组装效率的干扰程度．结果显示，相比假辐照组，细胞中 F-actin 含量在 50 Hz 辐

照组下降了(34.66依3.14) %，110 Hz 次之，而另外 3 组(35、70 和 140 Hz)无显著性差异．同时利用 FRET 方法验证，在 50 Hz

磁场辐照下，离体环境中 G-actin 组装成 F-actin 的效率较假辐照组、35 和 70 Hz 组显著降低．经初步分析，G-actin 在弱

ELF-MF中受到以洛伦兹力和感生电场力的合力为主的相关电磁力干扰，致使组装效率下降，且由于工频磁场周期与微丝组

装周期的特殊相干性，在 50 Hz 频率附近可能存在一个外磁场干扰 actin 骨架组装的频率窗口．
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家用电器通常使用频率为 50 Hz 或 60 Hz的交

流电，它们所产生的环境工频磁场(power frequency

magnetic field，PFMF)属于极低频磁场 (extremely

low frequency magnetic field，ELF-MF，0～300 Hz)[1].

由于家用电器以及电子产品广泛和密集的使用，人

们经常身处于 PFMF 中，因此，长期暴露于 PFMF

是否会诱发人体相关的病理学效应，已成为公共卫

生领域深切关注的课题．20 世纪 90 年代，瑞典科

学家经过对 43 万常年居住在高压输电线周围的居

民进行调查后明确指出，电磁波与脑瘤和儿童白血

病有直接关系，目前瑞典政府已确认强度在 0.2 滋T

以上的低频磁场对人体会产生有害的影响[2]．1998

年，美国国家环境卫生审察组对接触 60 Hz电磁场

的生物健康效应的科学证据上，达成共识：应将电

磁场看作是可疑的人类致癌源 (possible human

carcinogen)[3]．因此，越来越多的关注聚焦于工频

磁场引发疾病的原理．

生物组织能够介导外磁场对生物体的影响[4]，

虽然弱 ELF-MF 通常在生物体内不引起明显的热效

应，但却可能通过影响细胞内的信号转导机制对细

胞内部的生理活动发挥作用[5]．弱 ELF-MF作为微

弱的物理信号，要引起生物体明显的生物效应需要

生物系统接收物理信号并将其转换为生物信号，该

转换过程通常在细胞膜受体上进行．研究表明，细

胞膜上的某些受体可以感受到特定的电磁信号并被

激活，电磁信号因此经由信号转导系统进入细胞

内，并被逐级放大，微小的物理信号因此被转换为
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强度足够大的生物信号，引起生物效应，并可能对

遗传物质产生影响[6-7]．

细胞骨架系统是细胞的重要组成部分，在维持

细胞形态、爬行和迁移、胞吞及胞吐、信号转导等

细胞的正常生理活动中起着重要的作用，高度激活

的细胞骨架是肿瘤细胞的特性之一．细胞骨架主要

包括微丝、微管和中间纤维三大部分．其中，微丝

是构成伪足、应力纤维和黏连结构的主要成分，在

真核细胞中，由单体球状肌动蛋白 (global actin，

G-actin)聚合而成，在细胞质中呈束状平行排列或

者疏散的网状排列，且这两种形式同时存在，处于

正端聚集 - 负端解聚的动态平衡．细胞骨架的结构

与细胞内外的信息传递交换有关．涉及到细胞外基

质 - 质膜 - 细胞骨架连续体信号传递途径，与细胞

内外物质的运输也有密切联系，因此研究电磁场对

细胞骨架的影响对研究环境电磁辐射如何影响人类

健康有重要意义．

赵晋等[8]以及我们的前期研究[9]发现，在配体

EGF 缺失的情况下，经 0.2 mT 或 0.4 mT PFMF 辐

照，人羊膜上皮细胞(FL 细胞)和中国仓鼠肺细胞

(CHL 细胞)微丝骨架形态均发生了明显变化，主要

表现为细胞应力纤维解聚和细胞中空化，肌动蛋白

(actin)聚合成应力纤维的效率明显下降，同时自由

actin 浓度上升，而边缘纤维状肌动蛋白(F-actin)细

胞骨架增多增粗，并在细胞边缘向外生成片状伪足

和丝状伪足，黏连斑明显增多，该现象在短时间辐

照的 30 min 组最为明显，且在相同辐照时间时，

0.4 mT 磁场辐照作用更为明显．在 CHL 细胞上也

观察到 PFMF 导致细胞生长因子受体(EGFR)发生

了聚簇效应[6, 10]．这和配体 EGF 激活 EGFR 受体而

启动细胞爬行机制产生的效果类似，即 PFMF 产生

生物效应的机制与 EGFR 信号通路相关，这在某种

程度上说明了 PFMF 可能引发疾病的机理．由于应

力纤维是细胞中 F-actin 总量的主要成分，该结果

引出的新问题是，除了 EGFR 通路激活导致

G-actin 向细胞边缘输送导致细胞中间的 actin 供应

下降，会使应力纤维总量减少外，还有其他因素也

能导致细胞应力纤维的 actin 聚合效率下降，并由

此导致全细胞的 F-actin 总量减少．我们设想，聚

合过程中磁场可能会引起处于预结合态的 G-actin

位置发生偏转或偏移，从而导致它结合到 F-actin

始端上的几率下降，并导致 G-actin 聚合成应力纤

维的效率下降．在假定 F-actin 的解聚速率不变的

情况下，G-actin/ F-actin 的平衡向解聚的方向移

动，使总 F-actin 含量下降，而 G-actin 浓度(尤其

在细胞中央区域)上升；同时由于爬行机制被磁场

辐照开启[9]，促使细胞在边缘生成爬行结构，消耗

大量的 actin 单体，使得细胞边缘 G-actin 含量下

降，因此形成浓度差，使细胞中央被解聚下来的

G-actin 更容易被调动到细胞边缘．

G-actin 蛋白的晶体结构分析提示，G-actin 由

大致处于一个平面上的两大结构域构成，每个结构

域由各自 2 个亚结构域构成，两大结构域之间有一

个中间裂缝，是 ATP 或 ADP 以及其他金属离子的

结合位点[11]．在 pH 7 的溶液中，G-actin 带电量的

测量值为-9.5e[12]，且电量在 4 个亚结构域的分布

不平均，可视 G-actin 为一个带电荷的极性分子．

G-actin 和 F-actin 都是带电结构，电磁场中的感应

电场(electric field，EF)和洛仑兹力(FL)均可能对其

产生作用，可能使其聚合过程中应达成的方向或位

置发生偏转或偏移，使 G-actin 定位到 F-actin 的过

程受到干扰，从而使 G-actin 到达预结合状态的平

均时间延迟；而已到位但还没有形成结合态的

G-actin 也可能受到 EF 和 FL 的影响而发生偏转，

无法按正常速率聚合到 F-actin 尾端上．已知细胞

中 G-actin 组装为 F-actin 的速率约为 73～146 个 /s[13],

即组装频率 fa 的范围为 73～146 个 /s，取其中间值

约为 109.5 个 /s，actin 的平均聚集频率因此处在

ELF-MF 磁场方向变换频率范围内(0～600 Hz)，所

以弱 ELF-MF 对微丝组装效率的影响可能存在辐照

磁场频率相关性，即在某些频段的磁场对微丝组装

的干扰存在最大化效应，而某些频段的磁场对微丝

组装没有影响或影响微弱．50 Hz或 60 Hz的 PFMF

方向变换的频率 fm 为 100 次 /s 或 120 次 /s，与

F-actin 的 fa 的中值接近．据此，以 50 Hz工频磁场

为研究对象，我们分别探讨了强度为 0.4 mT、以

50 Hz为中心频段的 5 个频率(35、50、70、110 和

140 Hz，对应的磁场方向变化频率 fm 分别为 75、

100、140、220 和 280 次 /s)的 ELF-MF 对 FL 细胞

微丝骨架的 F-actin 含量 / 微丝组装效率的影响，

以此考察在该频率范围内是否存在一个磁场干扰微

丝组装的频率窗口，并在此基础上，利用荧光分子

能量共振转移(FRET)技术验证该窗口频率对离体

G-actin 聚集成 F-actin 效率的影响程度．然后进一

步分析了带电的 G-actin 在外加交变电磁场中的受

力情况，初步分析了 PFMF 对 G-actin 聚集和分布

的影响，并尝试探讨其影响机制．
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Fig. 1 Exposure system of ELF鄄MF

1 实验材料与方法

1援1 实验材料

Pyrene muscle actin(Cat.#AP05)购自 Cytoskeleton

Co.， Anti-actin antibody (Cat.#MAB1501) 购 自

MILLIPORE Co.， Anti-mouse lgG Fab2 Alexa

Fluor誖 488 Molecular Probes(Cat.#4408S)、Anti-mouse

lgG Fab2 Alexa Fluor 誖 555 Molecular Probes (Cat.

#4409S)购自 Cell Signaling Technology Co.，鬼笔环

肽(phalloidin-TRITC，Cat．# P1951)、TritonX-100

(Cat.#T-8787) 和 4% 多聚甲醛 (paraformaldehyde，

Cat.#C0403)购自 Sigma Chemical Co.．PBS 缓冲液

(phosphate buffered saline)、胰酶 (trypsin)和 MEM

(minimum essentia medium)购自上海钰森生物技术

有限公司．胎牛血清(fetal carf serum, Cat. #27250018)

购自 Gibco 公司，抗荧光猝灭封片液(PO126)购自

碧云天生物技术研究所．FL 细胞为浙江大学惠

赠．G-buffer (2 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, 0.2 mmol/L

CaCl2, 0.5 mmol/L DTT, 0.2 mmol/LATP)、 F-buffer

(5 mmol/L Tris-HCl pH 7.5， 2 mmol/L MgCl2，

100 mmol/L KCl，1 mmol/L DTT，1 mmol/L ATP，

和 1 nmol/L phalloidin-TRITC)均为实验室配制．

1援2 实验设备

本研究使用的主要仪器为 Leica DM4000 LED

智能生物显微镜(免疫荧光形态学检测)、日立荧光

分光光度计 F-2500(HITACHI，蛋白质相互作用

FRET 稳态荧光测定)和磁场辐照系统．其中磁场辐

照系统如参考文献[14]中所示，具体见图 1．系统

由辐射源、信号发生器、功率放大器和恒温装置四

部分构成，其中辐射源是一对直径为 40 cm、高为

20 cm，150 匝铜线组成的 Helmholtz 线圈．辐射源

置于恒温装置细胞培养箱(PXY-DHS-域型，上海跃

进医疗器械)中，与在培养箱外部的可调控的信号

发射装置及功率放大器连接．经高斯计测定，该

Helmholtz 线圈中央区域存在一个直径为 10 cm、

高为 10 cm 的匀场区，且其强度可在 0～1 mT 区

间可调[12]．

1援3 实验方法

1援3援1 FL 细胞培养、频率选择和免疫荧光实验

FL 细胞培养于细胞培养箱中(37℃，5% CO2)，

培养基为 MEM 培养基 (其中含 15%胎牛血清，

100U/ml penicillin， 100 mg/L streptomycin)． 取

5～7 代的 FL 细胞，以 1伊104 个 /ml 的密度接种

在铺有盖玻片的直径为 35 mm 的培养皿中，分为

0(Sham)、35、50、70、110 和 140 Hz磁场辐照 6

个组，每组 3 个平行样．辐照前，细胞用无血清

MEM 培养基饥饿处理 12 h，使其生长同步．将细

胞 放 置 在 CO2 浓 度 为 5% 37℃ 培 养 箱 中 的

Helmholtz 线圈中心均匀场区，分别用 0(Sham)、

35、50、70、110 和 140 Hz的 0.4 mT 磁场辐照

30 min，其中 Sham 组是在切断信号发生器和功率

放大器的电源后，放置在同样条件下培养．辐照结

束后，采用参考文献[12]中免疫荧光技术方法将细

胞经过固定、透化、并使用 10 mg/L 鬼笔环肽标记

微丝、封片等步骤后，用 Leica 智能生物显微镜拍

照，最后用 ImageJ 软件分析微丝的灰度值[1]确定微

丝含量．其中选择 35 Hz和 70 Hz是因为其 fm 接近

微丝自组装频率 fa 的 2 个极端频率 73 和 146 个 /s；

选择 110 Hz是因为其位于 50 和 60 Hz工频磁场的

频率 2 倍数值的平均值位置；选择 140 Hz是其 fm
远远大于 fa 的范围且不是 fm 的倍数值；如果假设 fa
呈正态分布，频率窗口可能位于正态分布曲线的中

间位置，因此也选择 50 Hz 频率，而 110 Hz因它是

50 Hz的 2 倍左右，预期会有与 50 Hz类似效果．本

实验重复 3 次，其中 Sham 重复 6 次.

1援3援2 FRET 法检测 G-actin 离体自组装实验

参考张军等的方法[15]，制备 G-buffer(溶解液)

和 F-buffer(聚合液)．将肌动蛋白溶解于 G-buffer，

蛋白质终浓度为 1 g/L．加入一抗，4℃孵育过夜

后，将该混合液分为 4 组，在避光条件下分别加入

带有荧光标记的二抗：a．Acceptor 组，只加入带

有 Alexa Fluor-555 标记的二抗；b．Donor 组，只

加入 Alexa Fluor-488 标记的二抗；c．FRET 组，

既加入 Alexa Fluor- 555 标记的二抗也加入 Alexa

Fluor-488 标记的二抗、且浓度比为 2∶1；d．背

景组，不添加带荧光标记的二抗．全部避光孵育

Uniform MF area Sample

Helmholtz coils

40 cm

Incubator

Amplifier

Signal generator

Power supply

10 cm
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30 min 后，除了背景组外，将孵育好的其他各组样

品再分别分为 Sham 组、35 Hz、50 Hz和 70 Hz MF

辐照组．最后在各组中加入 F-bufffer，使 G-actin

终浓度为 10 mg/L，一抗最终稀释比为 1/400，带

有 Alexa Fluor-555 与 Alexa Fluor-488 标记的二抗

最终稀释比分别为 1/300 与 1/600．受体荧光分子

浓度是供体的 2 倍，以保证 80%的供体分子至少

有一个配对的受体染料分子[16]．样品的 pH 为 7.5．

将辐照组样品置于同 1援3援1 所述的 0.4 mT、频

率分别为 35、50、70 Hz的辐照系统中避光辐照

30 min；Sham 组和背景组样品置于关闭信号发生

器和功率放大器电源后的辐照系统中假辐照 30 min.

再分别将各组样品缓慢地移入容积为 200 滋l 的石

英比色皿中，用日立荧光分光光度计 F-2500 进行

稳态荧光测定．设定发射光测量范围为 500～600 nm,

扫描电压为 400 V，入射光与出射光狭缝宽度设

置为 10 nm．Donor 组 Alexa-488 的激发光波峰为

495 nm，发 射 光 波 峰 为 519 nm， Acceptor 组

Alexa-555 的激发光波峰为 555 nm，发射光波峰为

565 nm．用 Donor 的激发光波长激发 FRET 组．若

没有 FRET 现象发生，则在 500～600 nm 的光谱范

围只能检测到明显的波峰为 519 nm 的发射谱，以

及微弱的波峰为 565 nm 的发射谱．当有 FRET 现

象发生时，由于蛋白质分子间相互作用加强，作用

分子间的平均距离达到或小于 10 nm，促发荧光能

量从供体转移到受体，即发生能量共振转移．此时

会发生荧光强度(fluorescence intensity，FI)在供体

发射光 519 nm 峰值处下降，同时在受体发射光

565 nm 峰值处上升的现象．此时分别检测各 FRET

组中在 519 nm 处荧光强度相对供体组下降的百分

比或在 565 nm 处荧光强度相对于受体组上升的百

分比，即可判定各组 FRET 的效率． 本文利用

Origin 软件制作所采集的荧光数据曲线图，并用

Sigma 软件分析各组 FRET 效率的变化和统计误

差．此实验重复 12 次，其中 35 Hz组和 70 Hz组重

复 3 次．

1援3援3 G-actin 受磁场作用的理论计算和统计方法

a．G-actin 在溶液中净带电量分析和估算

为相对准确地分析 G-actin 在某 pH 溶液中带

有的净电荷，根据构成肌动蛋白单体的氨基酸序

列，并运用“He-Ha”氏方程，首先得出氨基酸在

解离状态下主要存在的离子形式．“He-Ha”氏方

程为

pH=pk忆+lg [A -]
[HA ]

(1)

式中，k忆为滴定该基团的表现解离常数，常用

滴定法测得．通过 pk忆=pk+驻pk校正在溶液中电离

的总离子强度对 pH的影响，驻pk 可通过查表[17]获得.

本文讨论的溶液 pH 值约为 7.5．pH=7.5 时，

一些 R 基将解离并带有一定的电荷，例如：Asp 的

茁-COOH ( 等电点 pI= 2.97，原1e )，Glu 的 琢-COOH

(pI=3.22，原1e )，Lys 的 着-NH2(pI=9.74，1e )，Arg

的 啄- 胍基 (pI=10.76，1e )，His 的 茁- 咪唑基 (pI=
7.59，1e )等．其中在 pH 7.5 时，Asp、Glu 残基的

羧基基团将处于解离状态而各带有 1 个单位的负电

荷，Lys、Arg、His 的残基各带 1 个单位的正电

荷，Ala、Gly、Leu、Thr、Tyr、Met、 Ile、Ser、

Phe、Val、Cys、Gln、Pro、Asn、Trp 的残基基团

解离度低，对蛋白质的带电量几乎没有影响．此

外，在与 G-actin 结合的金属离子中，只有 3 个分

别位于亚结构玉、域、郁表面的钙离子会解离[18]．

据此，在不考虑生理条件下某些氨基酸残基可能由

于被包埋而不发生解离的情况下，可得到 G-actin

蛋白上各结构域的电荷分布情况和净电荷量．

b．G-actin 在 PFMF 中的受力分析计算

G-actin 在细胞中的组装状态始终处于动态过

程．根据电磁学理论，在交变磁场中，运动的带电

粒子同时受多种力的作用，包括感生电场力和洛伦

兹力等．由于细胞垂直于磁感线呈水平放置，重力

对 G-actin 组装的影响可以忽略，我们主要考察洛

伦兹力和感生电场力的大小．

在 37℃的培养环境中，细胞内处于游离状态

的 G-actin 热运动非常剧烈，初速度 v 可达到 m/s

的数量级 [19]． 因此推想当运动方位恰好正确的

G-acin 向 F-actin 生长端运动并准备结合时，由较

大的热运动初速度而产生的较大干扰性的洛伦兹力

会影响微丝的正常组装．查文献可知 G-actin 带电

量 q 为-9.5e[7]，其中 e =1.602伊10-19 库伦，采用的

PFMF 频率 f=50 Hz，磁感应强度公式为：

B(t)=B0·sin(棕t) (2)

最大值 B0=0.4· 2姨 mT，棕=2仔f
由此可求出洛伦兹力 FL 为：

FL=qv伊B (3)

洛伦兹力方向始终垂直于 B和 v．
根据电磁感应原理，方向平行于中轴线且随时

间变化的圆柱形均匀磁场 B 会感应产生以中轴线

为圆心且垂直于中轴线的环形感生电场 E，且与该
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空间的电导率无关．在该空间中任意一点(距中轴

线的垂直距离为半径 R)的感生电场强度为：

E= 坠B坠t 伊R
2

(4)

其中 坠B/坠t为磁场变化率，R 为圆周半径矢量[20].

由公式(2)可得

E= 棕RB0cos(棕t)
2

(5)

如果将细胞内中心区域靠近 F-actin 结合端的

某个 G-actin 简化为一个质量为 m，带负电荷 q 的

质点，则其在感生电场中半径为 R 的位置受到的

电场力为：

Fe=q·E= 棕qRB0cos(棕t)
2

(6)

其中电场力的方向为环形电场线的切线方向．

由以上洛伦兹力 FL(3)和感生电场力 Fe 公式

(6)，初步计算得到 FL 和 Fe 的最大值都在 10-21N 的

数量级范围，进而可从理论上推导这两个力的作用

效果，得到工频磁场影响微丝组装的机理．

c．统计学处理

FRET 实验中， FRET 效率的计算公式为

FRET% =[(FI519d-FI519f)/FI519d]伊100% (或者 FRET% =
[(FI565f-FI565a)/FI565a]伊100%)．本文使用 origin 软件对

FI 数据进行重绘图，使用 Sigma Plot 软件对数据进

行线性和非线性回归处理及作统计分析图，采用

Image J 软件对免疫荧光照片进行灰度值采集．所

有数据均用平均值依标准方差(x 依 s)的形式表示，

用 t 检验(student-test)得到的 P值衡量差异是否有

显著性，认为 P < 0.05 时即有显著性差异，n 表示

试验重复次数或者有效通道数．

2 实验结果

2援1 0援4 mT 磁场对 FL 细胞微丝装配的影响程度

与磁场频率相关

前期工作 [9]表明，在 EGF 缺失的情况下，

0.4 mT PFMF 辐照 FL 细胞激活了 EGFR 信号通路，

诱使细胞微丝骨架重组，使细胞中央应力纤维减

少，并导致平均每个细胞微丝总量下降，因此，通

过观察等强度但频率不同的磁场对 FL 细胞中微丝

分布和含量的影响程度，可以衡量磁场使细胞产生

电磁生物学效应的程度与磁场频率的相关性．不同

频率的磁场对 FL 细胞中 F-actin 的分布及总量的影

响如 图 2a 所示，相对 Sham 组细胞，35、70 和

140 Hz组的细胞中 F-actin 分布没有明显变化，而

50 Hz组的细胞中心部位 F-actin 含量明显变少，平

行束状的应力纤维基本消失．110 Hz磁场也有类似

的影响，但效果不如 50 Hz磁场显著．灰度值分析

的统计结果如图 2b，从图中可以看出，相对于

Sham 组，35、70 和 140 Hz的磁场辐照后，平均每

个细胞的总 F-actin 灰度值没有明显变化，而 50 Hz

与 110 Hz导致平均每个细胞的总 F-actin 灰度值分

别下降了 (34.66依3.14)%和 (28.26依0.70)% (箭头所

指)，具有显著性差异．为更清晰地表征各频率干

扰微丝组装效果的相对强弱关系，根据图 2b 各组

的灰度值拟合出图 2c，由图可知在所选择的 5 个

频率中，50 Hz的磁场诱导微丝重组、降低 F-actin

总量的效应最为明显，而 110 Hz的磁场次之．即

在场强相同的情况下，相对于其他频率，50 Hz的

磁场对细胞微丝骨架稳定性的干扰可能最强，而约

其 2 倍频率的 110 Hz磁场对细胞骨架组装的影响

也较为显著，说明磁场产生生物效应的程度可能与

磁场频率相关，且可能会存在一个在 50 Hz左右的

频率窗口．尚不清楚 60 Hz的工频磁场是否也存在

此效应，需待后期实验检测．

2援2 0援4 mT、50 Hz 磁场对 G鄄actin 离体自组装成

F鄄actin具有明显的干扰效应

前期研究结果显示，0.4 mT、50 Hz磁场对细

胞骨架组装和爬行机制具有显著影响，对 G-actin

组装成 F-actin 具有显著的抑制作用．且本研究的

上述结果(图 2)显示，相对于其他 4 个频率，50 Hz

的磁场对微丝骨架装配的干扰效应最强，表明磁场

对微丝骨架的干扰效果可能与磁场的频率相关，而

50 Hz可能是其中的一个频率窗口，引发的干扰效

应最强．但是磁场对 F-actin 骨架装配的干扰机制

还不清楚，特别是分子水平的图像还不清晰．由于

F-actin 是由多个 G-actin 单体聚集而成的纤维，其

组装效率和 G-actin 单体间相互作用的强弱有关．

在 FL 细胞中的最强干扰效应出现在 50 Hz，据此

我们推测对离体 G-actin 自组装成 F-actin 过程产生

最显著影响的磁场频率也应在 50 Hz．为此，本研

究采用 FRET 方法，考察比较了在 Sham 条件下和

分别受 35、50、70 Hz磁场辐照时，离体的 G-actin

蛋白自组装成 F-actin 过程的蛋白质相互作用强度

和区别，从而考察磁场干扰 actin 微丝组装的分子

基础，进一步验证 50 Hz是否由于与微丝自组装频

率的特殊相关性而对 actin 组装效率具有效果显著

的干扰．FRET 实验所用激发光波长均为供体

(donor)激发光谱波峰值(495 nm)，实验采集了各个

样品在 500～600 nm 波长范围内的发射光强度(FI)
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Fig. 2 The frequency effect of 0.4 mT extremely鄄low frequency magnetic fields on F鄄actin assembly in FL cells
(a) The immunofluorescence picture of Sham, 35 Hz, 50 Hz, 70 Hz, 110 Hz, and 140 Hz MF-exposed. (b) The average gray value of F-actin in each cell.

(c) The relative jamming effect of different ELF-MF. The data shown is the x 依 s. Sham: n=6; The rest: n=3.

并进行比较分析．实验结果如图 3 所示，Donor、

Acceptor 和 FRET 3 条曲线代表这 3 种标记(具体

见实验方法)条件下的 FI 值，a+d 是 Acceptor 与

Donor 曲线的数字叠加结果．从图 3 中可以清晰地

看出，各组中的 FRET 曲线相比其 Donor 或者

Acceptor 曲线，Sham 组、35 Hz组和 70 Hz组在

519 nm 左右的 FI 明显下降，平均下降幅度分别为

(17.69 依5.25)%、 (32.50 依2.77)%和 (17.12 依5.22)%，

在 565 nm 左右的 FI 明显上升，平均上升幅度分别

为 (176.92 依15.99)%、 (164.24 依29.82)%和 (148.91 依
19.87)%，即在这两组条件下，存在明显的 FRET

现象，说明 G-actin 单体间的平均相互距离减小，

能量转移效果明显，提示此时的蛋白颗粒具有有效

组装成为 F-actin 的潜力．相对而言，50 Hz MF 组

的 FRET 效应最弱，在 519 nm 处的 FI 下降幅度仅

为(1.18依1.52)%，而在 565 nm 处的 FI 上升幅度仅

为(130.41依17.74)%．说明相对 Sham 组和 fm 位于微

丝自组装频率范围边缘的其他两个频率，在 50 Hz

MF 辐照情况下，G-actin 单体间平均相互接近的程

度更小、平均距离更大，这意味着它们组装成

F-actin 的效率下降．这个结果解释了我们前期的实

验结果[1, 4]．
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2援3援2 PFMF 中自由 G-actin 的受力分析

PFMF 呈周期性变化，根据法拉第电磁感应定

律，在其所在空间里会有周期性变化的感生电场

(EF)产生，如图 5a，EF 场与 PFMF 场之间存在 90毅

2援3 G鄄actin 电荷分布模型及在 PFMF 中 G鄄actin
受力和运动情况分析

2援3援1 G-actin 电荷分布模型

参照文献[21]中的 G-actin 三维分子模型及本

研究计算所得其各氨基酸残基在 pH 7.5 时的带电

情况，可以得到 G-actin 电荷分布模型(图 4a)，图

中标注了 G-actin 各亚结构域及 ATP 带的电荷及其

位置．将 G-actin 蛋白各亚结构域的电荷叠加整理

简化后如图 4b 所示，然后按照电荷分布粗略地划

分成 2 个极电荷区，得到如图 4c 所示的简化球状

模型，亚结构域玉、芋、郁整体所在一端可看作负

极，亚结构域域所在一端为正极．缺口部位表示蛋

白质结合端的正端．

Fig. 4 The charge distribution model of a G鄄actin
(a) The simulated conformational diagram of G-actin . The quantities of electric charge on different subdomain of G-actin have been marked , and the 4

little circles represent 4 Ca2+ ions binding to the G-action. (b) A simplified model of G-actin. It can be seen as a asymmetric sphere which contains a

breach on it. The total charges of each sub domain have been marked. (c) The simplified model of G-actin of charge polarization.
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Fig. 3 Effects of ELF鄄MF on G鄄actin assembly in vitro
(a)～ (d) FI of Sham (a), 35 Hz (b), 50 Hz (c), 70 Hz (d) MF exposed samples. Acceptor: FI of samples with only Alexa-555 labeled. Donor: FI of

samples with only Alexa-488 labeled. FRET: FI of samples with both Alexa-555 and Alexa-488 labeled. a +d: FI of acceptor plus donor. :

Acceptor; : Donor; : FRET; : a+d. (e) FI decreased percentage at donor emission peak (519 nm) and FI increased percentage at

acceptor emission peak (565 nm), the data is shown as the x 依 s. Sham, 50 Hz: n=12; 35 Hz, 70 Hz: n=3. : Acceptor; : Donor.
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细胞内游离的 G-actin 受到随时间周期性变化

的洛伦兹力 FL 和感生电场力 Fe 作用，这两个力都

在垂直于磁感线的 xy 平面内．由公式(3)(6)得出细

胞中单个 G-actin 在 PFMF 中受到的 FL 和 Fe 的最

大值都在 10-21N 的数量级范围，因此推断 F-actin

装配效率的改变是这两个力共同干扰的结果．如果

仅仅考虑处于预结合范围的微小区域内的 G-actin

蛋白，在 F-actin 组装的动力学过程中，这些

G-actin 要达到预结合状态，正确的运动方位尤其

重要，虽然 PFMF 场中这两个力不算大，但其对

G-actin 运动方向上产生的定向影响不可忽视．其

中 Fe 沿着环形电场线的切线方向有正反两个方向

的周期性震荡，由此产生的干扰 F-actin 组装的概

率远大于促进组装的概率．而 FL 本身不改变速度

的大小只改变速度的方向，每当 G-actin 有正确的

结合速度时，它总可能在与此速度垂直的方向产生

震荡性干扰作用，使在这个范围内预结合的

G-actin 能正确结合到 F-actin 正端的效率降低．

2援3援3 PFMF 中 G-actin 装配成微丝过程的受力分析

实际上，G-actin 即便在游离状态时也不是完

全自由的，它会受到细胞内微环境的影响，尤其在

准备结合到 F-actin 上时受微丝自身带电环境的影

响．由于 F-actin 链上每个 G-actin 都带有电荷，因

此 F-actin 周围也被自身产生的电场 Ea 包围．我们

将微丝视为一条均匀带电荷的直细线，假设一条微

丝是由 N个 G-actin 组成的直线结构，在 F-actin 与

G-actin 结合端，G-actin 受到沿微丝方向的聚合力

Fa(图 6)吸引．已有相关研究证明，微丝组装依靠

的分子间作用力主要是静电力和范德华力，在与

ATP 和 Ca2+ 结合的状态下，G-actin 的哈梅克常数

AH 为(10.4依0.6) kBT，这个相对高的哈梅克常数说

明 G-actin 有趋于聚合的趋势[22]．若我们只考虑预

结合状态时这一微环境下 G-actin 在 PFMF 中的受

力情况(其他状态的 G-actin 对组装效率影响较小)，

则在细胞内任一点处的微丝正端附近，处于这个状

态的 G-actin 主要会受 3 个力作用(FL、Fe 和 Fa)，合

力可写为：

F=Fe+Fa+FL (7)

其中，Fa 为 F-actin 纤维链产生的聚合力，Fe

为感生电场作用于 G-actin 上的电场力，FL 为洛伦

兹力．

如图 6 所示，这 3 个力都处于垂直于磁感线 B

的 xy 平面内．假设某一刻磁场方向刚刚变为垂直

于纸面向里的方向，在第 1/4 T 内，G-actin 受到的

感生电场力为 Fe，受到的洛伦兹力为 FL，这 2 个

力产生的干扰合力为 Fh．随着 B(t)的变化，Fe 和 FL

的大小、方向也发生周期性改变，Fe 和 FL 存在 90毅
的相位差，在第 2/4 T、第 3/4T 和第 4/4T 内，由

Fe 和 FL 产生的干扰合力分别为 Fh忆、Fh义、 Fh苁．由

公式(3)和(6)，可得干扰合力 Fh 是一个有关 Asin

相位差，图中的 EF 场强峰值不代表其实际大小．

此感生电场为涡旋电场(vortex electric field)，电场

线所在平面与细胞培养皿平行，垂直于磁感线．假

设某时刻磁场方向刚变成垂直于纸面向里，对应产

生的涡旋电场方向如图 5b 所示．

Fig. 5 Variation and distribution of the vortex electric field
(a) Intensity of PFMF and EF vs. time. : PFMF, : EF. (b) Distribution map of the vortex EF line. The crosses are PFMF line vertically going

inside the paper plane, its intensity is B(t)=B0伊sin(棕t) as shown in (a); the annular dotted lines are the vortex electric field(EF) that is vertical to the MF

direction. R is the radius of EF. Fe is the induced electric field force.
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(棕t+椎)函数，除了 Fh 为零时和与Fa 方向相同时，

其他情况下 Fh 都与 Fa 存在一个不为零的 厮 角，即

PFMF 以此方式干扰 F-actin 的聚合，如图 6 所

示．图中表示力的箭头的长短与实际力的大小没有

直接关系，只表示大致的受力情况．值得注意的

是，由于感生电场力的大小与它和磁场辐照中心的

距离成正比，因此，放置于磁场中心的细胞会受到

更小的电场力的干扰，此时主要的干扰因子是洛伦

兹力．

对于极低频磁场干扰微丝组装的频率选择性，

推测可能与共振频率相关，即微丝组装频率 fa 与磁

场方向变化频率 fm 的一致性．在这个条件下的

PFMF 中，若 actin 单体刚到达预结合态，此时磁

场方向恰巧改变，就会使 G-actin 单体的运动方向

发生偏移，脱离预结合态，导致原本将结合到

F-actin 上的 G-actin 继续保持游离状态，而当该

G-actin 或其他 G-actin 重新形成预结合态时，可能

已经耗费 0.01 s(即半个磁场变化周期)，磁场方向

又一次改变，使得预结合态又一次被打破，G-actin

还是不能聚集到 F-actin 上．如此反复，PFMF 中

F-actin 的组装速率就会显著下降．同样，若 fa 与 fm
呈倍数关系，也会产生类似干扰，但干扰程度较小.

除了会影响 G-actin 正确组装到 F-actin 上的预

结合态，PFMF 引起 F-actin 系统重组的另一个可能

机制是：在涡旋电场力的作用下，因受干扰无法结

合到微丝上的自由 G-actin 蛋白可能会沿着电场线

的切线方向运动，其中一部分会离开细胞中心区，

使这区域的 G-actin 蛋白浓度呈下降趋势，而细胞

边缘的 G-actin 蛋白浓度呈上升趋势，从而促使细

胞中心应力纤维解聚趋势大于聚合趋势，而细胞边

缘则相反，导致边缘更易形成伪足和黏连斑结构．

3 讨 论

前期有研究报道，一定强度和时间的 PFMF 暴

露对细胞的增殖分化、特定基因的修饰与合成[23]、

组织的氧化应激效应和炎症反应[24]等不同层次的生

理过程都有不可忽视的显著影响．其中环境 PFMF

暴露诱导细胞骨架重组的生物效应也是研究者非常

感兴趣的领域．鉴于细胞骨架结构紊乱是细胞癌化

的一个显著特征，目前对于 PFMF 暴露引起微丝、

黏连斑等骨架结构重组[25]以及促进细胞增殖爬行[26]

等的研究可能是验证其是否是可疑致癌源的一个突

破口之一．我们的前期研究发现 PFMF 辐照有促进

FL 细胞中央应力纤维解聚并在细胞边缘诱导生成

伪足等效应，但是我们不清楚是否仅 PFMF 才能产

生该生物效应，还是其他频率的 ELF-MF 也具有类

似的特性．从物理学角度看，在微观层面上物质粒

子的能量状态、粒子之间或粒子与场之间的相互作

用机制都与外场频率高度相关．外场频率的不同直

接影响粒子的受激振荡频率，进而会使粒子间相互

作用效果发生改变．在一定的频率下可能相互作用

不明显，但在其他的一定频率下则可能有大幅度的

增强，例如产生共振现象．我们采用的磁场是交变

磁场，本身具有鲜明的频率变化特点，其诱导的电

场也呈现周期变化规律，而且我们考察的 G-actin

聚集成微丝的过程也有其固定的节奏，这些特性促

使我们开始研究外磁场频率对细胞骨架稳定性产生

干扰是否存在频率敏感度．

我们设想，弱 ELF-MF 作用于细胞 actin 骨架

的生物效应大小可能存在一定的频率相关性，为

此，试图从实验实证和理论分析两个角度，在细胞

和分子水平上对 MF 的频率与细胞骨架的微丝结构

变化程度之间的关系进行初步探讨．研究结果证

明，FL 细胞在经 0.4 mT 磁场辐照 30 min 后，相较

于 Sham 组， 5 组辐照组 (35、 50、 70、 110 和

140 Hz组)中，50 Hz组细胞的微丝中空化明显，意

Fig. 6 Stress analysis of G鄄actin when
it is assembling to F鄄actin

On the left it shows a cell in the 3D cartesian coordinate system, which is

a simplified representation of the cells in PFMF system, and the right

part which is surrounded by dotted box is the partial enlarged drawing of

cell. Fa : the aggregation force between G-actin and F-actin; FL: the

Lorentz magnetic force (Along the -y axis direction); FL忆 : the Lorentz

magnetic force(Along the +y axis direction); Fe: the force of the electric

field (counter-clockwise sense); Fe忆 : the force of the electric field

(clockwise sense); v: The velocity of G-actin when it is preparing to

assemble with F-actin; Fh: during 1/4 cycle, the resultant force of FL and

Fe.
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味着中心区微丝骨架趋于解聚，110 Hz次之，说明

磁场对于 FL 细胞微丝骨架装配效率的影响在频率

为 50 Hz和其叠加频率附近可能具有窗口效应．由

于感生电场的方向改变频率 fe 等同于磁场方向变化

的 fm，是其磁场频率的 2 倍，我们推测磁场频率为

F-actin 自组装频率的 1/2，即 36.5～73 Hz时，对

F-actin 组装的影响达到最大，而 50 Hz很接近这个

范围的中值，因此可能产生最显著的影响．而 35 Hz

和 70 Hz则在上述范围的外围边界，故对 F-actin 组

装的影响程度不如 50 Hz大．140 Hz则远超出了这

个范围，故其影响可以忽略不计．FRET 的结果也

和此相互映证，在分子水平上 0.4 mT、50 Hz的工

频磁场对离体 G-actin 自组装过程的干扰程度的确

远较其他 3 个条件(Sham、35 Hz、70 Hz)也更为强

烈，即经 50 Hz磁场辐照后的离体 G-actin 自组装

为 F-actin 的效率降低，验证了 50 Hz附近可能具有

一个磁场对微丝装配效率产生明显生物效应的频率

窗口．实验中，我们观察到 110 Hz磁场辐照下细

胞骨架密度也呈现较弱的下降趋势，提示可能存在

减弱趋势的频率叠加效应．但目前我们还不清楚北

美通用的 60 Hz的工频磁场是否也有类似效应，以

及其他临近频率的影响等，这些工作都有必要进一

步开展．

参照前人的工作和运用“He-Ha”氏方程分析

得到 G-actin 可看做一个整体带负电荷的点电荷，

电荷量理论值为-8e，实际测量为-9.5e．根据比较

蛋白在 PFMF 中所受感生电场力 Fe 和洛伦兹力 FL

的大小，可知 Fe 与 FL 最大值同在一个数量级，故

推测 F-actin 装配效率的改变受这两个力共同干

扰．对微丝装配进行模拟的结果显示，当 G-actin

向着 F-actin 的延长端运动时，在这两个力的干扰

作用下，部分 G-actin 的速度会发生衰减从而使其

到达结合端的时间延迟，部分 G-actin 在到达与

F-actin 的结合范围时，会恰好因此刻合力方向与

之相异而发生偏转，这样也不能正常结合至微丝

上，综合结果导致 F-actin 的装配速率下降，细胞

中心区的 G-actin 浓度相对升高．又由于在 PFMF

场中 fm 与 fa 的频率相关性，使得 FL 和 Fe 的干扰效

率明显更强，因此表现出了微丝组装效率的频率选

择性．在此过程中，随着电磁场的振荡，G-actin

所受力的大小和方向呈周期性改变，actin 蛋白被

迫发生周期性的受激振荡，并可能会发生来回的回

旋趋势的运动，在离心力的作用下向细胞边缘缓慢

移动，从而导致细胞中心缺乏足够的 G-actin 蛋白

来源，而单细胞边缘源于大量新蛋白的供给能够提

供形成新的伪足结构的原料，从而导致 F-actin 在

细胞层面的分布改变．这也有效地说明了我们前期

发现的弱 PFMF 导致 F-actin 簇在 FL 细胞的中心部

位分布减少，而边缘部位增加的现象．G-actin 的

结合率下降程度，应该与工频磁场强度有关，但是

否与细胞种类有关则还需要进一步实验研究．此

外，由于 EGFR 信号通路启动的缘故，细胞受刺激

在边缘生成爬行结构消耗大量的 G-actin，使

G-actin 在细胞边缘的浓度下降，产生更大的自由

actin 需求，从而与细胞中央形成浓度差，也是一

个促使细胞中央的 G-actin 扩散到细胞边缘的自身

效应．所以我们观察到的上述现象应该是综合各个

不同的效应的最终结果．

除了对 FL 细胞微丝骨架组装影响的考察外，

有研究通过扫描电子显微镜观察 0.4 mT、50 Hz

PFMF 辐照后的 CHL 细胞表面形态，发现长时间

辐照后(12 h 和 24 h)细胞表现出更加明显的伪足增

多、细胞扁平、细胞融合现象[7]．此外，PFMF 还

可促进内皮细胞的迁移和管腔的形成[26]以及人克隆

结肠腺癌细胞的增殖[27]．本研究的分析结果认为，

0.4 mT、50 Hz磁场辐照 30 min 引起 G-actin 组装

成 F-actin 的速率下降，也可能促使 G-actin 单体向

细胞边缘移动，这可能是上述报道中的这些生理变

化出现的原因之一，因此本研究对于解释电磁场产

生的部分生物效应提供了可能的一种解答．此外本

研究还发现，不同的电磁场辐照频率对 actin 的结

合率的影响程度存在差异，可能是由于辐照场的频

率直接影响了 actin 蛋白受力方向和大小的变化周

期，这对揭示 ELF-MF 的电磁生物学机制及延迟效

应的研究提供了新的有价值的实验依据．事实上，

G-actin 并不能简单地看做一个偶极子，而且由于

细胞质的离子浓度影响，细胞中的真实电场和磁场

很可能比我们拟合的由匀强磁场和涡旋电场组成的

复合场更为复杂，因此拟合计算的精确度和准确度

还需要进一步提高．即便如此，我们的计算结果在

一定程度上可以介绍工频磁场影响微丝骨架重组的

原理，并可以使之成为考量极低频磁场安全性的参

量之一．
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A Preliminary Study on The Frequency Effects of Weak Extremely Low
Frequency Magnetic Field on Cellular Actin Skeleton Assembly*
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Abstract In previous researches we have found that the 50 Hz magnetic field (MF) had significant effects on

depressing the content and the assembly rate of cellular actin cytoskeleton, and the morphology of cells also was

changed. In this study, the relationship between the frequency of extremely low frequency (ELF) MF and the

field-induced-cytoskeleton effects was investigated. Since G-actin is charged particle, the electromagnetic field

may affect the velocity and orientation of G-actin's movement, and then finally disturb F-actin assembly process.

With various frequencies, the field exposure may cause different interference results. In this study, we exposed five

specific frequencies (35 Hz, 50 Hz, 70 Hz, 110 Hz, and 140 Hz) of 0.4 mT MF to FL cells and monomer actin

protein for 30 min, and by using immunofluorescence technique we detected the changes of microfilament content

in FL cells corresponding to the five frequencies, to see if any specific frequency MF exert stronger effect on the

skeleton than others. Furthermore, fluorescence resonance energy transfer technology (FRET)was employed to

verify if this possible frequency window had a remarkable effect on the efficiency of F-actin assembly in vitro. The

results showed that within cells, the 50 Hz MF-exposed group had the lowest F-actin content, with a reduction of

(34.66依3.14)% compared to the Sham group, followed by the 110 Hz group, while the 35 Hz, 70 Hz, 140 Hz

groups had no significant differences comparing with the Sham. In the FRET experiment, after exposing to the

0.4 mT 50 Hz MF, the FRET efficiency reduced significantly compared with the sham, 35 Hz, 70 Hz groups. The

theoretical analysis showed that with exposed to the MF, F-actin assembly was mainly interfered by the

induced-electric field force and the corresponding Lorentz force, under which the efficiency of the microfilament

assembly decreased with a MF frequency dependent manner. Due to the coincidence that the time cycles of 50 Hz

MF varying in its direction/strength is similar to that of actins binding to actin-microfilaments, we propose that

50 Hz is likely to be one of the MF frequency windows for the MF-induced-interference to cytoskeleton.
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