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纳秒脉冲电场诱导 B16细胞凋亡的机制研究
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【摘要】纳秒脉冲电场具有诱导癌细胞凋亡、抑制肿瘤生长和诱导抗肿瘤免疫的作用。由于纳秒脉冲诱导治疗涉及的通

路过多和常规检测特异性生物标志物技术的局限性，其凋亡机制尚未达成共识且暂时没有高效的研究方法。为了深入研究凋

亡机制，该文利用蛋白芯片技术和富集分析技术研究了纳秒脉冲电场诱导小鼠黑色素瘤 B16细胞的凋亡机制，并推导了纳

秒脉冲诱导治疗的凋亡机制。该研究方法对于有此类靶点数目众多的机制研究具有独特的优势，可为设计未来的纳秒脉冲诱

导治疗方案提供参考，优化最佳的脉冲参数或增强/抑制特定的分子以获得最佳治疗效果。

关　键　词　蛋白芯片；  细胞凋亡；  富集分析；  纳秒脉冲电场

中图分类号　TH79；Q6-33　　　 文献标志码　A　　　　 doi:10.12178/1001-0548.2020099

Study on the Apoptosis Mechanism of Murine Melanoma B16 Cells
Stimulated by Nanosecond Pulse Electric Field
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Abstract　 Nanosecond  pulsed  electric  field  (nsPEF)  has  been  demonstrated  to  induce  cancerous  cell
apoptosis, inhibit tumor growth and elicit antitumor immunity. Caused by the apoptosis mechanism of nanosecond
pulse  stimulation  (NPS)  therapy involving too  many targets  and the  limitation  of  conventional  detecting  specific
biomarker technology, the apoptosis mechanism of NPS has not been reached consensus and there is no efficient
method for researching it. In order to gain further insight into the apoptosis mechanism, the paper has studied the
murine melanoma B16 cells stimulated by nsPEF by using antibody array. A hypothesis for the pathway of NPS
with three steps for the apoptosis mechanism was introduced. The research method possess the unique advantages
in this  kind of researches with huge number of targets,  the obtained results  could be helpful  for  designing future
NPS  therapies  and  aid  in  targeting  the  specific  molecules  with  the  optimal  pulse  parameters  to  obtain  best
therapeutic effect.
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电峰值电场强度从 10～300 kV/cm的纳秒脉冲

电场可以单独应用于肿瘤消融研究[1]。由于脉冲宽

度低于细胞膜的充电周期，纳秒脉冲电场可以与细

胞内的细胞器相互作用。通过选择合适的脉冲参

数，纳秒脉冲可以触发肿瘤细胞凋亡，进而诱导特

异性免疫，不仅可以进行局部肿瘤消融，而且可以

有效防治肿瘤转移和复发[2-5]。纳秒脉冲电场的凋亡

机制研究包括电场作用靶点和信号通路，电场作用

靶点的探究有助于优化出最佳的脉冲参数以获得最

佳的治疗效果 [6-7]，而信号通路的研究为增强 /
抑制特定的分子开发新的治疗方案。文献 [8-11]分
别说明了纳秒脉冲诱导肿瘤凋亡涉及 p53凋亡通

路、TGF-b1通路、PI3K/AKT通路、和 NF-κB通

路等。然而由于纳秒脉冲诱导肿瘤凋亡涉及的靶点

较多，也受传统研究方法的限制，纳秒脉冲诱导肿

瘤凋亡的凋亡机制尚未得到充分研究。 
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蛋白芯片是在载体表面有序排列的大量蛋白抗

体，相较于酶联免疫吸附试验 (ELISA)和免疫印迹

实验 (WB)这种只能检测单种蛋白的技术，蛋白芯

片可以同时检测多个蛋白。低密度蛋白芯片可以同

时观测多个目标蛋白，而高密度蛋白芯片可以同时

观测数以百计的蛋白质[12]。此外，蛋白芯片不仅可

以快速筛选关键蛋白，还可以通过富集分析来发现

它们之间的相关关系和未发现的机制。富集分析是

一种针对高通量组学数据的分析手段，该分析手段

基于基因集，而不是单个基因，可以快速分析基因

表达[13]。纳秒脉冲诱导肿瘤凋亡的作用机制复杂，

而且涉及多个靶点，因此抗体阵列和高通量蛋白组

学富集分析是本研究以及类似的多靶点机制研究的

高效研究方案。

本研究首先通过基于流式细胞荧光分选技术的

凋亡实验，观察在脉冲电场作用小鼠黑色素瘤

B16细胞后不同孵育时间的凋亡率，从而间接观察

脉冲电场作用细胞后的细胞凋亡过程。然后，通过

蛋白芯片实验显示脉冲电场作用 B16细胞后不同蛋

白的差异表达，并根据 GO功能富集分析和 KEGG
通路富集分析，分析出纳秒脉冲诱导治疗的生物学

过程、分子生物学过程和相关的 KEGG通路。纳秒

脉冲电场刺激小鼠黑色素瘤 B16细胞的凋亡通路分

3个步骤，而且涉及多个信号通路，如 PI3K/AKT
通路、NF-κB通路、TGF-b1细胞凋亡通路、肿瘤

坏死因子通路和 p53凋亡通路。基于蛋白芯片技术

与富集分析的实验方案在多靶点机制研究中具有独

特的优势，这些实验结果为设计未来的纳秒脉冲诱

导治疗方案提供了参考，优化最佳的脉冲参数或增

强/抑制特定的分子以获得最佳治疗效果。

1　实验方案

1.1　细胞株的培养

小鼠黑色素瘤 B16细胞株购自 Procell生物科

技有限公司，购买后一直使用液氮冷冻保存至实验

前。复苏时在 37 ℃ 的热水浴中进行解冻，然后转

移到 RPMI-1 640的培养基中。RPMI-1 640培养基

中加入 10%的胎牛血清 (FBS)和 2%的青霉素−链
霉素溶液。培养瓶被置于 37 °C、5% CO2、95%空

气的培养箱中培养。

1.2　纳秒脉冲的施加方案

小鼠黑色素瘤 B16细胞首先被消化后，制成

细胞悬浮液，其细胞浓度为 3×106 cell/ml。然后，

取 40 µL细胞悬浮液加载到电极杯中 (购置于 Bio-
Rad laboratories)，该电极杯的间隙为 1 mm。将加

载好的电极杯装载在安全操作池中 (购置于 Bio-

Rad laboratories)，将整个安全操作池作为生物负载

与自研的数控高压纳秒脉冲发生器的输出端相连。

数控高压纳秒脉冲发生器是基于光耦隔离控制

系统和高压 SiC MOSFET开关阵列，可以整体上

分为 8个部分，其 PC控制系统、高压直流电源模

块控制、脉冲检测模块与生物负载接口均为外加设

备，其余为核心电路部分。8个模块的关系如下：

PC控制系统控制低压信号发生模块产生所需的低

压脉冲序列驱动光耦驱动模块；光耦驱动模块控制

高速开关模块驱动高压储能模块向生物负载接口输

出指定脉冲序列；脉冲序列的幅值由高压直流电源

模块控制，该模块可以由 PC控制系统调控；脉冲

检测模块可以将生物负载接口处的脉冲序列反馈

给 PC控制系统。该低压数字信号发生器由单片机

(Digilent BASYS2 FPGA)和高速驱动器 (Microchip
Technology Inc.的 MCP14E9)组成的，由 PC上的

ISE design suite 14.1中编写和调试的 VHDL程序控

制。光耦隔离电路是由低压数字信号发生器控制的

并行运行的 FOD3180芯片。储能元件一端连接高

压直流电源和 SiC MOSFET开关阵列，另一端连

接生物负载[14]。

数控高压纳秒脉冲发生器施加的纳秒脉冲重复

频率为 2 Hz；峰值脉冲电场为 16 kV/cm；脉冲宽

度 500 ns；脉冲数目为 120。流式细胞分选的实验

变量为纳秒脉冲电场作用后的孵育时间，分别是

0、2、4、6、16和 24 h；蛋白芯片的实验变量为

纳秒脉冲电场作用后的孵育时间，分别是 0、4和
16 h。每个实验变量有 3个实验样本。由于输出脉

冲电场的低重复频率、较好的散热性和培养基较高

的比热容，细胞没有热积累。

1.3　流式细胞荧光分选术

流式细胞荧光分选技术是一个快速的定量分析

单个细胞多种特征的细胞检测技术。在应用荧光激

活细胞分选技术时，细胞悬浮液中的细胞呈单列依

次通过，并由不同波长的激光照射，数千个细胞在

几秒钟内被逐一分析。这些细胞发出荧光和散射

光，经检测、过滤并转换成数据存储在计算机。被

分选的细胞数量与从单个细胞发射或散射的光通量

成正比。本实验通过 4个不同的参数对强场纳秒

脉冲电场作用之前和之后的细胞同时进行评估。每

次实验先将 1.2×105 个细胞用强场纳秒脉冲电

场处理，再将细胞悬浮液离心，再与荧光标记物

(AnnexinV-FITC和 Propidiumiodide (PI))混合，以

确定凋亡细胞的比例。流式细胞术检测实验使用的

检测设备是 Beckman流式细胞仪，使用 488 nm
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氩激光进行激励，通过确定细胞在正向散射和侧向

散射等值线图上的位置，对每个样品的细胞进行分

析。使用干涉带通滤波器集 (FL-1)和 (FL-2)收集

发射的荧光光通量。最后，实验数据通过 Cytoflex
软件进行存储和分析，实验结果如图 1所示。

  

a. 对照组的点图 b. 0 h的点图
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图 1     脉冲宽度对纳秒脉冲诱导 B16细胞凋亡的影响 

1.4　蛋白芯片

蛋白芯片是将大量不同的蛋白质抗体有序地排

列、固定于固相载体表面，形成微阵列。利用抗原

抗体特异性结合的原理，实现对生物蛋白质分子精

准、快速、多因子、高通量的检测。本实验使用的

是购自美国 RayBiotech公司的 AAM-APOSIG-1蛋
白芯片。该试剂盒在细胞培养悬浮液中同时检测

出 17种可溶性蛋白，包括 AKT、ATM、caspase-3、
caspase-7、CHK1、elF2a、ERK1/2、Hsp27、IκBα、
JNK、NF-κB、p27、p38、p53、Smad2和 TAK1；
还包括 POS和 NEG，POS是阳性对照点，其数据

用于数据归一化，NEG是阴性对照点，其数据用

于数据去基线。用荧光图像分析仪 Las-1000进行

检测，用 Las-1000  Image  Reader软件进行数据

读写。

1.5　富集分析

蛋白芯片的各个蛋白的荧光数据使用 POS和

NEG的数据进行归一化，使用 R/Bioconductor的
moderated t-statistics程序包进行统计学分析，设置

P值 0.05以下，fold changes大于 1.2为有统计学

意义。对照组与 4 h组有统计学意义区别的靶蛋白

点信号密度变化，如图 2a所示。

采 用 R/Bioconductor的 cluster  profiler进 行

GO基因富集分析和 KEGG基因富集分析。对于

GO基因富集分析，设置 P值 0.05以下，count大
于 2为有统计学意义，其中 count定义为某一项中

差异表达蛋白的数量，富集因子定义为 count除以

差异表达蛋白的总数。按照 count值的降序排列，

生物过程和分子功能的前 10个结果如图 2b和
图 2c所示。对于 KEGG基因富集分析，设置 P值

0.05以下，count大于 2为有统计学意义，其中

count定义为某一通路中差异表达蛋白的数量。按

调整 P值的升序排列，凋亡通路前 10个结果如

图 2d所示。

 

a. 靶蛋白点的信号密度
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2　实验结果与实验结论

2.1　FACS实验结果

图 1可以间接揭示强场纳秒脉冲电场诱导小鼠

黑色素瘤 B16细胞的细胞凋亡过程。图 1a～1g是
流式实验的原始数据示例，其展示了细胞实验的细

胞分选标准。图 1 h为未经处理的肿瘤细胞的表达

和治疗组不同细胞周期的柱状图，其中黑色柱为活

细胞的细胞比例，红色柱为晚期凋亡细胞/死细胞

和蓝色柱为早期凋亡细胞。图中黑色柱的数据展示

了对照组的存活率远高于治疗组 (p<0.05)。治疗组在

2～6 h之间，存活率随孵育时间的延长而增加，这

是由于细胞快速增殖所致；相反，在 0～2 h和 6～
24 h这两个时间段内，存活率随着孵育时间的延

长，细胞存活率下降，说明强场纳秒脉冲电场引起

的细胞凋亡是一个过程，不是瞬间事件。由红色柱

和蓝色柱的数据可知，治疗组相较对照组有明显的

细胞凋亡，包括晚期细胞凋亡和早期细胞凋亡

(p<0.05)。对于治疗组，早期细胞凋亡的趋势类似

于存活率；晚期凋亡和死亡比例的趋势与存活率的

相反。以上趋势表明，细胞凋亡是肿瘤细胞在施加

脉冲后立即触发，之后可能收到凋亡信号，然后凋

亡调节分子相互作用，激活级联 caspases凋亡。这

些现象表明强场纳秒脉冲电场可能通过内源性和外

源性途径触发小鼠 B16黑色素瘤细胞凋亡[15-16]，其

作用机制有待于蛋白芯片进一步研究。

2.2　蛋白芯片实验结果

图 2a显示了对照组与 4 h组有统计学意义区

别的靶蛋白点信号密度变化，包括 AKT、ATM、

Caspase-3、Caspase-7、CHK1、 IκBα、 p38、 p53、
SMAD2、TAK1。根据这些数据，可以快速进行富

集分析。

图 2b显示，强场纳秒脉冲电场刺激癌细胞的

生物学过程，其中老化 (aging)、机械刺激反应

(response to mechanical stimulus)、对非生物刺激的

反应 (cellular response to abiotic stimulus)、p53的信

号转导 (signal  transduction  by  p53  class  mediator)，
和细胞周期检查点 (cell cycle checkpoint)的作用最

为显著。p53的信号转导是其中最重要的生物学过

程，其中涉及 NF-κB信号通路，p53信号通路等多

个信号通路。根据文献 [8]和 [17]的针对 HCT 116
细胞 (p53–/–和 p53+/+)的纳秒脉冲诱导治疗的活体

动物实验表明，其凋亡过程的后端 caspase激活存

在前馈作用，在 p53的调节下Cyt-C和Bax快速上升。

生物衰老作为生物的固有特征，是一个复杂的

过程，涉及炎症 (inflammation)、免疫衰老 (immune
aging)和衰老 (senescence)3个因素[18]。文献 [19]表
明，几种肿瘤抑制因子和细胞周期抑制剂可以引发

衰老。端粒缩短是衰老的一个显著标志，文献 [20]
报道这个过程在强场纳秒脉冲电场刺激后的癌细胞

中发现，并由 p53通路调节。

机械刺激反应主要涉及局灶性粘附激酶 (FAK)、
phosphoinositide 3激酶和 Rho/Rho激酶的表达 [21]。

目前的基于基因芯片的研究表明，细胞对纳秒脉冲

电场的反应包括多种机械刺激反应，其中前 20个
对应基因中有 50%位于两个不同的细胞位置，分

别是细胞膜和核核膜[22]。机械/非生物刺激的响应

可能来源于脉冲电场作用于极性膜上的洛伦兹力，

也可能来源于通透性改变引起的离子浓度的变化[23]。

细胞周期检查点控制细胞 DNA合成、增殖和

生长停滞、DNA修复或凋亡时间，其在某些癌症

 

b. GO富集推断的生物学过程

aging

Response to mechanical stimulus

Cellular response to abiotic stimulus

Signal transduction by p53 class mediator

Cell cycle checkpoint

Response to temperature stimulus

Regulation of signal transduction by p53 class mediator

Glucose import

Regulationof glucose import

Lipopolysaccharide-mediated signaling pathway

0.35 0.40 0.45 0.50 0.55

GeneRatio

Count

p.adjust

3.0
3.5
4.0
4.5
5.0

0.001 00

0.000 75

0.000 50

0.000 25

c. GO富集推断的分子生物学过程
GeneRatio

Protein serine/threonine kinase activity

Phosphatase binding

Transcription factor binding

Receptor signaling protein activity

Protein phosphatase binding

Protin serine/threonine/tyrosine kinase activity

Receptor signaling protein serine/threonine kinase activity

Protein phosphatase 2A binding

I-SMAD binding

Transforming growth factor beta receptor, cytoplasmic mediator activity

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Count

p.adjust

1
2
3
4
5
6

0.025
0.020
0.015
0.010
0.005

d. KEGG富集分析的结果
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图 2    蛋白芯片的实验的实验结果
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的诊断和治疗中具有临床意义。文献 [24-26]表
明，纳秒脉冲电场诱发的细胞周期检查点主要在

于 DNA损伤和 DNA表达，其主要受 p53的影响。

图 2c是纳秒脉冲电场刺激肿瘤细胞的生物学

过程，其中最重要的是蛋白质的丝氨酸/苏氨酸/
酪氨酸激酶活性 (protein  serine/threonine/tyrosine
kinase activity)、磷酸酶结合 (phosphatase binding)、
转录因子结合 (transcription factor binding)、受体信

号蛋白的活性 (receptor signaling protein activity)和
蛋白质磷酸酶结合 (protein  phosphatase  binding)。
文献 [9]和文献 [27-28]发现纳秒脉冲诱导细胞凋

亡涉及包括 AMPK磷酸化、TNF-α活动和 TGF-β
活动等。

图 2d是纳秒脉冲电场刺激肿瘤细胞的 KEGG
通路富集分析结果，其中涉及 PI3K/AKT通路、

NF-κB 通路、TGF-b1通路、TNF通路、和 p53通
路。文献 [10]指出联合使用纳秒脉冲电场与 mTOR
抑制剂，增强 PI3K/AKT通路，通过增强 Bax和抑

制 Bcl-2，诱导 caspase依赖性凋亡。文献 [11]指
出，纳秒脉冲电场通过 NF-κB通路调节，抑制细

胞周期蛋白的表达和阻碍 G1细胞周期，来抑制肿

瘤生长。文献 [29]指出基于 ELISA检测的活体实

验，发现纳秒脉冲作用后，TNF-α和 IL-2表达增

强，IL-2表达下降。由上可知，PI3K/AKT通路、

p53通路和 NF-κB通路等在纳秒脉冲诱导中起主要

作用[8-11]。

2.3　凋亡通路总结

依据以上结果和文献可以总结纳秒脉冲电场诱

导肿瘤细胞凋亡的通路，如图 3所示，一共包括

3步：1)纳秒脉冲电场改变线粒体的通透性，从而

TgIKK和 BAX的表达，导致 Caspase细胞凋亡和

通过 NF-κB途径的 DNA损伤；2)TNF-α凋亡通路

和 p53通路是由 DNA损伤激活的；3)基于 p53和
TGFβ的调制，TGF-b1凋亡通路被激活。这些结

果表明，纳秒脉冲电场的作用机制涉及多种凋亡途

径和分子，通过增强或抑制特定蛋白的表达以获得

最佳疗效。根据纳秒电场在细胞分布的原则[14] 和

线粒体在纳秒脉冲电场诱导凋亡中的决定作用，纳

秒脉冲电场的脉冲宽度在 100 ns～1 µs中优化，确

保纳秒电场集中在细胞质中。

在临床应用中，纳秒脉冲电场的作用机制还可

能涉及特异性免疫机制、微环境改变等。文献 [30]
指出纳秒脉冲电场可以破坏毛细血管，干扰实体瘤

的微环境。文献 [31]指出纳秒脉冲电场可以激活

特异性和记忆性免疫，涉及 CD8+细胞和 CD314细

胞的表达。对于相关的细胞因子免疫机制，也可以

通过本文类似的研究方案进行研究。值得注意的

是，利用基因芯片也可以全面快速地分析基因表

达[32]。然而，几乎所有的细胞功能都是由蛋白质执

行的，不能简单地通过 DNA和 RNA技术来研究。

文献 [33]清楚表明，mRNA的相对表达水平与相

应的蛋白存在差异。因此，本文类似利用蛋白芯片

的研究方案对探索新的细胞凋亡和免疫机制具有重

要意义。
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3　结 束 语
纳秒脉冲电场诱导小鼠黑色素瘤 B16凋亡的

通路涉及诸多内源性和外源性的凋亡通路，包括

PI3K/AKT通路、NF-κB通路、TGF-β通路、TNF
通路和 p53通路。纳秒脉冲电场诱导治疗是一种很

好潜在的免疫疗法，并可以通过增强或抑制特定蛋

白的表达以获得最佳疗效。同时，通过把脉冲电场

集中在线粒体上，也可以改善相关疗法的效果。基

于蛋白芯片技术和富集分析的研究方法在多靶点机

制研究中具有独特优势。
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