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摘要  为了验证微波辐照对线粒体转录因子 A（Mitochondrial transcription factor A，Tfam）转运的抑制作用，

本实验成功构建了 Tfam 表达载体 Tfam-pTNT，并将其转入兔网织红裂解液中转录翻译成 Tfam 的前体蛋白

pre-Tfam，并用同位素 S35 methionine 标记。将原代培养的大鼠大脑皮层神经元暴露于微波 15 min 后，于辐照

后 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h 等五个时相点提取活性线粒体。通过转运分析（Import assay），结果发现，微波辐

照明显引起大脑皮层神经元线粒体Tfam前体蛋白pre-Tfam从胞浆向线粒体内的转运障碍，而且呈时间依赖效应。

本实验证实了微波辐照能显著抑制 Tfam 的转运，揭示了微波引起神经元能量代谢障碍的新机制。 
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线粒体转录因子 A（Tfam）是核编码的线粒体

转录调控因子，由胞浆转入线粒体后，能够启动线

粒体 DNA（mitochondrial DNA，mtDNA）的转录、

复制和维持 mtDNA 的核样结构，并且对 mtDNA 损

伤修复具有重要调节作用[1]。基因敲除实验证实，

特异性的敲除小鼠皮层、海马和中脑多巴胺神经元

中的 Tfam，神经元内 mtDNA 含量和 mtDNA 转录

产物明显下降，呼吸链严重受损，最终引发线粒体

功能紊乱和神经元死亡，说明 Tfam 是调节神经元

能量代谢，维持线粒体功能的重要靶分子[2,3]。 

中枢神经系统被认为是电磁辐射敏感的靶器

官，微波可以通过影响线粒体能量代谢损伤神经

系统[4]。前期研究表明，微波能够导致大鼠皮层

神经元线粒体的 ATP 含量明显下降，其机制可能

是与抑制 Tfam 从胞浆向线粒体内的转运有关，但

需进一步证实[5]。为此，本实验通过对体外表达的

S35 methionine 标记的 Tfam 前体蛋白进行转运分析

（Import assay），研究微波辐照对皮层神经元线粒

体转运 Tfam 前体蛋白效率的影响，为揭示微波引

起神经元能量代谢障碍的机制提供实验依据。 

1 材料与方法 

1.1 原代大鼠大脑皮层神经元的培养与微波辐照 

按照文献[5]描述，取当天出生的新生大鼠大

脑，分离皮层，将细胞接种在培养基中（DMEM/F12

培养基 80 %，马血清 10 %，胎牛血清 10 %，青链

霉素 2 %）。第 2 天换 6 mL 的无血清维持培养基培

养（Neurobasal 98 mL，B27 2 mL，谷氨酰胺 

0.5 mmol/L），每隔 2 天换 1/3 维持培养基，于第 8

天将成熟的神经元接受微波辐照。培养神经元分为

对照组（C）与微波辐照组，其中辐照组分别于照

射后 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h 取材。对照组除不

接收辐照源辐照外，其它处理条件与处理组相同。

每组辐照时间为 15 min。 

1.2  原代大鼠大脑皮层神经元线粒体的提取 

辐照后，将收获的神经元(50~60×106)置于 3 mL

冰冷的 IBc 中[125 mmol/L 氯化钾，10 mmol/L 三

羟甲基氨基甲烷/3-吗啉基丙磺酸（Tris/MOPS）， 

0.1 mmol/L 乙二醇双四乙酸 /三羟甲基氨基甲烷

（EGTA/Tris），1 mmol/L 磷酸二氢钾，1 μg/mL 蛋

白酶抑制剂片，pH 7.4] 里匀浆，用杜恩斯（Dounce）

匀浆器匀 40 下，将匀浆液在 600g，4 ℃ 离心 10 min，

收集上清，将上清在 7000 g，4 ℃ 离心 10 min。

取沉淀，并用 200 μL 冰冷的 IBc 洗涤，再进一步在

7000 g，4 ℃ 离心 10 min。沉淀即为线粒体，将其

溶于 SEM 溶液中[250 mmol/L 蔗糖, 1mmol/L 乙二

胺四乙酸，10 mmoL/L 3-吗啉基丙磺酸-氢氧化钾

（MOPS–KOH），pH 7.2]。用 Lowry 法测新鲜线粒

体浓度，并立即进行转运分析（import assay）。 
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1.3 Tfam 质粒的构建和前体蛋白的表达 

将大鼠反向转录脱氧核糖核酸（complementary 

deoxyribonucleic acid，cDNA）用 Tfam 特异性的克

隆引物进行扩增，上下游引物分别为(CCGCTCGA- 

GATAGTCGTCGGCCCGAGGGATG)和(GGGGTA- 

CCGAAAGTCACTTCAGTCTGTCTACACCA)。上

下游引物分别含有限制性内切酶Xhol和KpnI 的酶

切位点，用 NEB 公司限制性内切酶 Xhol 和 KpnI

酶切后，将其亚克隆到 Promega 公司 pTNT 质粒中，

进行测序验证。测序正确的重组质粒 Tfam-pTNT

转入 Promega 公司兔网织红转录和翻译系统 rabbit 

coupled reticulocyte lysate system 中，进行 Tfam 的

蛋白表达，同时向反应体系中，加入 PE 公司放射

性[35S] methionine 对表达的蛋白进行标记。合成的

Tfam 前体蛋白用免疫印迹（Western blot，WB）进

行检测。 

1.4 荧光 Western blot 检测兔网织红裂解系统

Tfam 蛋白的表达 

将兔网织红裂解液中重组质粒 Tfam-pTNT 的

表达产物在 12 %的 SDS－PAGE 聚丙烯酰胺变性胶

中恒流 20 mA，电泳 1.5 h。电泳完毕后，用 150 mA

的恒流，1 h 将蛋白转至 NC 膜上，5 %脱脂牛奶封

闭 3 h，分别用 anti-Tfam（1∶500）一抗和抗羊荧

光二抗（1∶5000）孵育。孵育完毕后，最后将 NC

膜置于 Odessey 红外荧光扫描成像仪中扫描。 

1.5 Tfam 转运分析（Import assay） 

按照文献[6]，先将 100 L 的新鲜提取的线粒

体在 30 ℃预温，然后与 25 L 前体蛋白 S35-Tfam

进行孵育，同时向反应体系中加入外源性的三磷酸

腺苷（Adenosine triphosphate，ATP），终浓度为

2 mol/L。在 30 ℃反应 15 min，反应完毕后用

10 g/mL 的真菌霉素（Valinomycin）终止反应。然

后离心，12，000g，4 ℃，离心 5 min，取沉淀。将

沉淀用 25 L 1×SDS buffer 溶解并于 20 ％的 SDS－

PAGE 胶中分离，然后，干胶曝光，定量。 

2 结果 

2.1 线粒体转录因子 A（Tfam）表达质粒的构建

与鉴定 

构建 Tfam 表达质粒，是体外表达 Tfam 前体蛋

白的前提。本实验采用 pTNT 作为表达载体，是因

为该载体含有 5’端的 -globin 引导序列和 3’端

poly(A)30 尾，能增强 Tfam 蛋白在体外的表达。将

扩增产物 Tfam 与环状质粒 cpTNT 用 Xhol 和 KpnI

双酶切后，用 T4 连接酶进行连接，如图 1 所示，

琼脂糖电泳表明 Tfam 与环状质粒 cpTNT 重组成新

的质粒 cTfam-pTNT，对其用 Xhol 和 KpnI 双酶切

进行再鉴定，得到了 Tfam 产物（1048 bp）和线性

pTNT（2871 bp），如图 2 所示，表明 Tfam 表达质

粒构建成功。挑选多个单克隆，送于 Invitrogen 公

司测序，选取 Tfam 序列中没有突变的重组质粒进

行以下实验。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      Fig.1  Ligation of Tfam and pTNT vector (M, Marker) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2  Digestion of recombinated Tfam-pTNT vector (M, 
Marker) 

2.2 线粒体转录因子 A（Tfam）前体蛋白的表达

与标记 

将重组质粒 Tfam-pTNT，置于 rabbit coupled 

reticulocyte lysate system 进行体外表达，该兔网织

红裂解液系统含有基因转录和翻译所需的转录酶和

氨基酸等成分，体系能够在体外对质粒 Tfam-pTNT

进行转录和翻译，使其表达成蛋白，由于 Tfam 表

达后没有转入线粒体中，N-端没有被剪切掉，前体

蛋白 pre-Tfam，分子量为 29 KD。用 western blot

进行验证，如图 3 所示，在 29 KD 处，兔网织红裂
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解液中有蛋白表达，与含有 Tfam 蛋白的阳性参照

基本处于同一位置。而且用放射自显影进行检测，

表明该 29 KD 的 synthesized Tfam 重组蛋白确带

有放射性同位素 S35 methionine 的表达，如图 4 所

示，证明重组质粒 Tfam-pTNT 在兔网织红裂解液

中表达成 Tfam 前体蛋白 pre-Tfam，并且成功地被

S35 methionine 标记。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3  Examination the expression of synthesized Tfam by 
Western blot (M, Marker) 

 
 

 
 
 
 
 

Fig.4  Labeling the synthesized Tfam with S35-methionine 

2.3 微波对线粒体转录因子 A（Tfam）转运的影

响 

由于 Tfam 前体蛋白 pre-Tfam 只有转入线粒体

内才能修饰成为成熟的 Tfam，为了研究微波对

Tfam 转运的影响，因此，采用了转运分析（Import 

assay）先用微波辐照皮层神经元，然后提取神经元

的活性线粒体，立即将其与 Tfam 的前体蛋白

（pre-Tfam）进行孵育，看 pre-Tfam 进入线粒体的

情况。通过成熟蛋白 Tfam 与前体蛋白 pre-Tfam 的

比值来反映微波对 Tfam 转运的影响。如图 5 所示，

微波辐照对 pre-Tfam 转入线粒体成为 Tfam 有显著

的影响，并且呈时间依赖关系，在 48 h 进入线粒体

内成为成熟蛋白 Tfam 的量几乎检测不到，证明微

波辐照明显抑制了 Tfam 的转运。 

 
 
 
 

Fig.5  The effect of microwave on pre-Tfam import (M, Marker; C, Control) 

3 讨论 

中枢神经系统是电磁辐射敏感的靶器官之一， 

而线粒体对微波辐照的敏感性比其它细胞器高。既

往研究表明，电磁辐射急性辐照均能引起大鼠脑组

织能量代谢障碍[4]。我们前期研究也证实微波辐照

15 min 后，大鼠大脑皮层神经元中 ATP 含量随着

照后时间的延长表现明显下降，而且这一损伤可能

与 Tfam 的转运障碍有关，但是仍需进一步证实[5]。

为此，本实验中我们成功地构建了 Tfam 体外表达

载体 Tfam-pTNT，并且在兔网织红裂解液中表达含

有 S35 methionine 标记的 Tfam 前体蛋白 pre-Tfam, 

然后采用转运分析（Import assay），证明了微波辐

照能明显抑制 Tfam 的转运，揭示了微波致神经元

能量代谢障碍新机制。 

线粒体蛋白转运（Mitochondrial protein import）

是维持线粒体结构和功能的基础。蛋白的转运障碍 

 

直接影响线粒体蛋白的功能，造成线粒体功能紊乱

和疾病的发生[7]。文献表明，在应激的情况下，比

如在过氧化氢、电离辐射和除草剂等刺激下及衰老

过程中，氧化应激能明显抑制线粒体蛋白的转运。

氧化应激是微波重要的生物学效应之一，微波引起

Tfam 的转运障碍可能与氧化应激有关。Tfam 从胞

浆向线粒体内转运，前体蛋白 pre-Tfam 的前导肽序

列、胞浆中分子伴侣 cHSP70、外膜表面受体 Tom20、

外膜转位酶复合体核心分子 Tom40、内膜转位酶复

合体Tim23、基质中mtHSP60和线粒体的膜电位（△

Ψm）都发挥着重要作用[8]，任何环节受损均会导致

Tfam 转运障碍。微波引起的氧化应激可能通过抑制

线粒体膜受体（如 Tom20[9]）或造成膜电位（△Ψm）

下降[7] 来引起 Tfam 转运障碍，具体机制仍需进一

步探讨。 

Tfam 是线粒体转录因子，能够调控 mtDNA 的
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转录和复制，同时能够维持 mtDNA 的核样结构，

并且对 mtDNA 损伤修复具有重要作用[1]。最近研究

表明，Tfam 还具有抗氧化应激的作用[10]。Tfam 转

运障碍必然会引起其在线粒体内功能的发挥，比如

可能表现为 mtDNA 的降解，转录产物的减少，呼

吸链严重受阻等，导致神经元能量代谢障碍和氧化

应激的增加，而线粒体功能障碍和氧化应激的增加

又会反过来恶化 Tfam 的转运，形成恶性循环

（Vicious cycle），最终诱发皮层神经元的凋亡或坏

死[11]。因此，改善 Tfam 的转运可能成为防护微波

损伤神经元的新策略。 
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Inhibitory effect of microwave exposure on the import of  

mitochondrial transcription factor A (Tfam)    
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HE Mindi  WANG Yuan  YAO Quan  ZHONG Min 

(Department of Occupational Health of Third Military Medical University, Chongqing 400038, China) 

ABSTRACT  In order to investigate the inhibitory effect of microwave exposure on the import of mitochondrial 

transcription factor A (Tfam), we successfully created a recombined expression vector Tfam-pTNT, which was then 

placed into rabbit coupled reticulocyte lysate system to be translated into the precusor of Tfam (pre-Tfam) labeled 

with S35 methionine. After exposing the primary cultured cortex neurons to microwave for 15min, we isolated the 

mitochondria from these treated neurons at 0 h, 6 h, 12 h, 24 h and 48 h after microwave irradiation. Through import 

assay, it was found that microwave exposure obviously decreased the import of the pre-Tfam from cytoplasm into 

mitochondria in a time-depend manner. The results indicate that microwave exposure can inhibit the import of Tfam, 

which reveals a novel mechanism that microwave irradiation disturbs the energy metabolisms in neurons. 

KEYWORDS  Microwave, Neurons, import assay, Tfam import 

CLC  Q64, R112.4, R594.8 

 

  


