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摘要    本文旨在探讨微波辐射致大鼠海马神经元线粒体损伤中 HIF-1和 ERK 通路分子表达的

改变及意义, 为深入研究微波辐射损伤机制和防治提供新靶标. 2.5, 5 和 10 mW/cm2 的微波辐射

100 只雄性 Wistar 大鼠, 辐射时间为 6 min/次, 5 次/周, 连续辐射 1 月, 于辐射后 6 h, 7 d, 14 d, 1 周

和 2 月, 采用 Real-time PCR, Western blot 和免疫组织化学检测海马中 hif-1 mRNA, HIF-1, 

ERK1/2 和 p-ERK1/2 表达. 结果发现, 大鼠海马 hif-1 mRNA 和 HIF-1蛋白分别在 2.5 和 5 

mW/cm2组于辐射后 14 d 和 1 月明显增加, 10 mW/cm2组辐射后 14 d~2 月降低. 但海马 ERK1/2 未

见明显改变. 假辐射组 p-ERK1/2 于海马神经元胞浆中呈弱阳性, 2.5 mW/cm2组 p-ERK1/2 表达无

明显变化, 5 和 10 mW/cm2辐射后 7 d~1 月, p-ERK1/2 于海马神经元胞浆和胞核中呈阳性或强阳性. 

2.5, 5和10 mW/cm2微波长期辐射后大鼠海马HIF-1和p-ERK1/2表达的改变, 表明HIF-1和ERK

通路活化参与微波辐射致海马线粒体损伤的过程, 并可能发挥修复线粒体损伤的作用.  
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长期低剂量微波辐射的研究对于微波职业接触

者和长期生活在电磁辐射环境中的人们来说, 具有

现实性和必要性, 但其损伤机制研究较少. 低氧诱导

因子(hypoxia-induced factor, HIF-1)是细胞内缺氧应

答关键调控因子, 可通过激活下游靶基因维持机体自

稳平衡. 研究发现, 多种脑损伤模型中存在线粒体损

伤引起的 HIF-1α 激活, 且在疾病进程中发挥作用. 同

时 , 胞外信号调节激酶(extracellular signal-regulated 

kinase, ERK)信号通路是线粒体活化HIF-1α的重要通

路之一. 但 HIF-1α和 ERK 通路在微波长期辐射中的

表达及意义未见报道.  

因此, 本研究在前期建立的微波长期辐射致海

马神经元线粒体损伤模型基础上 , 检测了海马

HIF-1和ERK信号通路的主要分子ERK及磷酸化水

平的表达, 将有助于阐明微波辐射致海马神经元线

粒体损伤的调控机制.  

1  材料与方法 

1.1  实验动物与分组 

二级雄性 Wistar 大鼠 100 只, 体重(180±20) g(军

事医学科学院实验动物中心). 随机分为 4组, 即假辐
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射组(25 只)、2.5 mW/cm2 组(25 只)、5 mW/cm2 组(25

只)和 10 mW/cm2 组(25 只).  

1.2  微波辐射方法 

采用脉冲微波辐射源进行全身均匀辐射. 辐射

平均功率密度分别为 2.5, 5 和 10 mW/cm2. 辐射时间

为 6 min/次, 辐射次数为 5 次/周, 持续辐射 1 月. 假

辐射组大鼠条件相同但不予辐射.  

1.3  Real-time PCR 法检测大鼠海马组织 hif-1α 

mRNA 表达 

采用 Trizol(Invitrogen, 美国)提取辐射后 6 h, 7 d, 

14 d, 1月和 2月各组大鼠海马组织总RNA, 采用禽类

成髓细胞瘤病毒逆转录酶合成 cDNA(上海生工, 中

国), 以磷酸甘油醛脱氢酶(glyceraldehyde phosphate 

dehydrogenase, GAPDH) 为内参 , 合成以下引物 : 

GAPDH(上游: 5′-GTGCTGAGTATGTCGTGGAG-3′, 
下游: 5′-CGGAGATGATGACCCTTTT-3′); hif-1(上

游: 5′-GCATCTCCACCTTCTACCC-3′, 下游: 5′-CT- 

CTTTCCTGCTCTGTCTG-3′). 采用 Real Master Mix 

(SYBR Green)(天根生化科技有限公司, 中国)进行扩

增, 反应条件为: 95℃预变性 10 min; 95℃变性 15 s, 

60℃退火/延伸 1 min, 读板, 共 40 循环.  

1.4  Western blot 法检测大鼠海马组织 HIF-1和
ERK1/2 蛋白表达 

60 g 海马组织蛋白与变性缓冲液(0.1 mol/L 

Tris 碱缓冲液(pH 6.8), 4%十二烷基硫酸钠, 10% B-巯

基乙醇, 20%甘油, 0.01%溴酚蓝, 双蒸水)混合, 95℃

加热 10 min, 冰上冷却后行十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳(浓缩胶 5%, 分离胶 6%). 电泳结束后, 

切下样品所在的凝胶转膜, 5%脱脂奶粉常温封闭, 鼠

抗 HIF-1或兔抗 ERK1/2 或兔抗-actin(1:1000)4℃

过夜, 依次与辣根过氧化酶标记的羊抗鼠 IgG或羊抗

兔 IgG(1:5000)作用, 曝光显影定影.  

1.5  免疫组织化学方法检测大鼠海马组织 p-ERK1/2

表达 

各组动物分别于辐射后 6 h, 7 d, 14 d, 1 月和 2 月

活杀取脑, 10%缓冲福尔马林固定 1 周后, 常规脱水

透明制片. 切片二甲苯脱蜡至水, 3% H2O2 室温孵育

10 min, 0.1%胰蛋白酶抗原修复 10 min, p-ERK1/2 一

抗(1:200), 置湿盒 37℃孵育 1 h 后, 4℃过夜, 加生物

素标记的羊抗鼠 IgG(1:200), 37℃孵育 40 min, 加

HRP-SA(1:200), 37℃孵育 30 min, DAB 显色, 镜下

控制显色效果 , 充分水洗 , 苏木素浅染细胞核 , 脱

水、透明、封片和照相. 对照实验用 PBS 代替一抗作

阴性对照.  

1.6  图像分析及定量方法 

应用 7500 system SDS 软件对 hif-1α mRNA 和相

应内参 GAPDH mRNA 进行分析. 应用 CMIAS-II 图

像分析仪(Leica, 德国)计算 HIF-1α 与其相应内参

β-actin 的条带积分光密度 (integral optical density, 

IOD)比值, 同时在光镜 10×40 倍视野下, 每组免疫组

化切片随机选取 5 个视野, 进行平均光密度(mean 

optical density, MOD)测定及分析.  

1.7  统计学分析 

实验数据均以均数和标准差( x ±s)表示 , 采用

SAS 软件进行单因素多水平方差分析. 与假辐射组

相比, *示 P<0.05, **示 P<0.01.  

2  结果 

2.1  大鼠海马组织 hif-1α mRNA 变化 

辐射后不同时间点大鼠海马组织 hif-1 mRNA

的 Real-time PCR 检测结果见图 1. 与假辐射组相比, 

2.5 mW/cm2 组 hif-1α mRNA 于辐射后 6 h~14 d 均呈

增加趋势, 但无显著差异; 5 mW/cm2 组于辐射后 7 

d~1 月增加, 以辐射后 14 d 增加显著(P<0.01); 10 

mW/cm2 组于辐射后 6 h~2 月减少, 并以辐射后 6 h, 1

月和 2 月减少显著(P<0.05 或 P<0.01). 

 
 

 

图 1  微波长期辐射后大鼠海马组织中 hif-1 mRNA 的

Real-time PCR 检测结果 
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2.2  大鼠海马组织 HIF-1蛋白变化 

辐射后大鼠海马组织 HIF-1蛋白表达结果见图

2 和图 3. 与假辐射组相比, 2.5 mW/cm2 组 HIF-1蛋
白于辐射后 6 h~2月均呈增加趋势, 以辐射后 7 d, 14 d

和 1 月改变显著(P<0.05 或 P<0.01); 5 mW/cm2组于辐

射后 14 d 和 1 月显著增加(P<0.05 或 P<0.01); 10 mW/ 

cm2组于辐射后 14 d, 1 月和 2 月均显著减少(P<0.01).  

2.3  大鼠海马组织 ERK1/2 和 p-ERK1/2 蛋白变化 

大鼠海马组织 ERK1/2 表达变化结果见图 4 和图

5. 与假辐射组相比 , 各辐射组于辐射后 6 h~2 月 

ERK1/2 无明显差异.  

p-ERK1/2 表达变化结果见图 6~8. p-ERK1/2 在

假辐射组大鼠海马神经元胞浆中呈淡棕黄色颗粒 , 

为弱阳性表达(图 6A); 而在 2.5, 5 和 10 mW/cm2组的

神经元胞浆和胞核中呈棕黄色或深棕黄色, 为阳性

或强阳性表达(图 6B-6D). 以 10 mW/cm2 组为例, 辐

射后 14 d, p-ERK1/2 表达最强(图 7). 统计结果显示, 

 

 

图 2  微波长期辐射后大鼠海马组织中 HIF-1表达的

Western blot 检测结果 

6 h~2 月示辐射后时间, 0~10 示辐射剂量(mW/cm2) 

 

图 3 微波长期辐射后大鼠海马组织中 HIF-1表达的定量 
分析结果 

 

图 4  微波长期辐射后大鼠海马组织中 ERK1/2 蛋白表达的

Western blot 检测结果 
6 h~2 月示辐射后时间, 0~10 示辐射剂量(mW/cm2) 

 

图 5  微波长期辐射后大鼠海马组织中 ERK1/2 蛋白表达的

定量分析结果 

 

图 6  微波长期辐射后 14 d 大鼠海马组织神经元 p-ERK1/2
表达(SP×200) 

(A) 假辐射组, 示 p-ERK1/2 于胞浆中呈浅棕黄色弱阳性; (B) 2.5 

mW/cm2组, 示 p-ERK1/2 于胞浆中呈棕黄色阳性; (C) 5 mW/cm2组, 

示 p-ERK1/2 于胞浆和胞核中呈棕黄色阳性; (D) 10 mW/cm2组, 示 

p-ERK1/2 于胞浆和胞核中呈深棕黄色强阳性 

与假辐射组相比, 2.5 mW/cm2 组 p-ERK1/2 表达于辐

射后 1 月呈增加趋势; 5 mW/cm2 组 p-ERK1/2 表达于
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辐射后 6 h~2 月均呈增加趋势, 以辐射后 7 d~2 月改

变显著(P<0.05); 10 mW/cm2 组 p-ERK1/2 表达于辐射

后 6 h~2 月均呈增加趋势, 以辐射后 7 d~2 月改变显

著(P<0.05 或 P<0.01)(图 8).  

 

 

图7  10 mW/cm2微波长期辐射后大鼠海马神经元p-ERK1/2
表达(SP ×200) 

(A) 辐射后 6 h, 示 p-ERK1/2于胞浆中呈浅棕黄色弱阳性; (B) 辐射

后 7 d, 示 p-ERK1/2 于胞浆和胞核中呈棕黄色阳性; (C) 辐射后 14 d, 

示 p-ERK1/2 于胞浆和胞核中呈深棕黄色强阳性; (D) 辐射后 1 月,  

示 p-ERK1/2 于胞浆和胞核中呈棕黄色阳性 

 

 

图 8  微波长期辐射后大鼠海马组织中 p-ERK1/2 表达的 
定量分析结果 

3  讨论 

HIF-1 由构成性表达的亚基和受氧调节的亚
基组成[1], 其活性主要取决于 HIF-1的活性和表达. 

由于 HIF-1 的靶基因与糖酵解、细胞生存与增殖、血

管新生、肿瘤生长和转移等许多生命活动密切相关[2]. 

因而对 HIF-1的研究备受注目.  

HIF-1在脑缺氧等多种模型中的作用已有广泛

研究, 而非缺氧途径(如高温、辐射和细胞因子等)也

可介导 HIF-1表达[3~6]. 王旭等人[7]采用 30 和 100 

mW/cm2微波急性辐射大鼠 5 min, 发现辐射后皮层和

海马神经元胞核 HIF-1基因和蛋白均于辐射后 6 h~  

1 d 呈阳性. 但是, 微波长期辐射对 HIF-1表达的研

究未见报道.  

近来研究发现, 在一些脑损伤模型中存在线粒

体引起的 HIF-1α 的稳定、移位和活化的调节机制[8]. 

因此, 本研究在前期建立的微波长期辐射致海马神

经元线粒体损伤的模型基础上, 检测了辐射后 6 h~2 

m 的海马 hif-1 mRNA 和 HIF-1蛋白表达. 结果发

现不同的辐射剂量, HIF-1表达呈差异改变, 即 2.5

和 5 mW/cm2组 HIF-1表达均呈增加的活化改变, 而

10 mW/cm2 组 HIF-1则持续抑制. 其原因可能是不

同辐射剂量对海马损伤以及作用机制不同. 2.5 和 5 

mW/cm2 组的 HIF-1表达增强, 可能由于: 脑内自由

基增加[9,10], 源于线粒体呼吸链受损即 HIF-1活化的

始动因素; 局部脑微循环紊乱, 供氧能力下降导致缺

氧敏感的 HIF-1蓄积[7,11]; 海马及其周围组织释放活

性物质, 启动自我保护性反应. HIF-1活化后能介导

多个基因表达调控, 可通过促进糖酵解、生成 ATP

和促细胞存活等方面发挥脑保护作用[12]. 10 mW/cm2

组 HIF-1持续受抑, 可能与辐射剂量与海马损伤相

关, 以致无法激活 HIF-1, 或启动其他的脑自我修

复机制.  

线粒体引起的 HIF-1激活的途径尚不明确, 可

能通过影响 HIF-1激活之前的信号途径如丝裂原活

化的蛋白激酶等, 影响HIF-1二聚体的形成[13]. 因此, 

本研究进而检测了辐射后 ERK 通路分子的表达情况. 

结果显示, 微波对 ERK1/2 蛋白影响不显著, 但是

p-ERK1/2 高度活化, 且随着剂量的增加其活化程度

更明显, 表明微波长期辐射可通过活化 p-ERK1/2 来

激活 ERK 信号通路, 从而调控相关基因表达. 对于

ERK 信号通路的上游激活因素, 可能是微波辐射的

直接作用, 也包括如线粒体损伤诱发的 Ca2+内流和

ROS 堆积, 以及各种生长因子及其受体的激活[14,15]. 

由于 ERK通路是连接线粒体损伤与 HIF-1α激活的中

间环节[16,17], 那么, 本研究证实微波辐射后 ERK 通

路和 HIF-1活化, 但它们之间的相互关系如何, 是

否是辐射的应答效应之一, 是需要进一步探讨的重

要内容.  

综上, 本研究发现 HIF-1和 ERK 通路活化参与
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微波辐射致海马线粒体损伤的过程, 并可能发挥修复

线粒体损伤的作用. 该研究为深入探讨 HIF-1/ERK

通路在微波辐射后线粒体损伤中的机制研究奠定基

础. 随着对微波辐射后 HIF-1调节通路和活化机制

更加深入的研究, 将 HIF-1 作为靶点, 寻找开发治疗

相关途径具有潜在前景.  
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Change of HIF-1/ERK signaling pathway and its significance in the damage of the hippocampus induced by 
microwave exposure provides new targets for in-depth study of microwave injury mechanisms and prevention and 
control measures and approaches. 100 male Wistar rats were exposed to microwave at 2.5, 5 and 10 mW/cm2. The 
exposure time was 6 min/times, 5 times/week, and the exposure was continuous for one month. Rats were sacrificed at 
6 h, 7 d, 14 d, one and two months after exposure. The expression of hif-1α mRNA in hippocampus was detected by 
real-time PCR. HIF-1α, ERK1/2, p-ERK1/2 expression were detected by Western blot, IHC and image analysis. The 

mRNA and protein levels of HIF-1 in hippocampus were increased significantly at 14 d and one month in 2.5 and 5 
mW/cm2 groups, while decreased from 14 d to two months in 10 mW/cm2 group. There was no significant change of 
ERK1/2 within two months in exposure groups. In sham group, p-ERK1/2 was expressed weakly positive in neuron 
cytoplasm of hippocampus, while there was no changes in 2.5 mW/cm2 group, and p-ERK1/2 was expressed positive or 
strong positive from 7 d to one month in 5 and 10 mW/cm2 group. Therefore, HIF-1 and p-ERK1/2 expression in 

hippocampus were changed after 2.5, 5 and 10 mW/cm2 microwave exposure, which indicated the activation of HIF-1 
and ERK pathway participated in the processes of hippocampus mitochondria injury induced by microwave, and might 
repair the mitochondria injury.  
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