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摘 要：近年来，纳秒脉冲电场(nanosecond pulsed electric fields，nsPEFs)作为一种潜在的癌症治疗手段备受关注。

该研究旨在探究纳秒脉冲电场对黑色素瘤的治疗效果，并研究其诱导黑色素瘤细胞焦亡及激发机体免疫的生物效

应。选择 B16F10(小鼠皮肤黑色素瘤细胞)作为实验对象，采用 nsPEFs(200 ns、1 Hz)对体外和体内的肿瘤细胞进

行处理，并通过细胞学、分子生物学和免疫学技术来评估细胞的生存状态、焦亡情况，细胞中的相关蛋白和分子

以及免疫相关分子的表达水平。实验结果表明，nsPEFs 刺激后细胞膜表面起泡，膜通透性增加，剪切的 Caspase-1
和剪切的 GSDMD 蛋白表达增加，说明 nsPEFs 刺激可有效诱导黑色素瘤细胞发生焦亡；免疫损伤相关分子

(DAMPs：如钙网蛋白(CRT)、热休克蛋白 70(HSP70)和高迁移族蛋白(HMGB1))的表达提高，表明 nsPEFs 引起的

细胞死亡具有免疫原性；受 nsPEFs 刺激后，肿瘤体积逐渐消融，大量活化的树突状细胞(DCs)、CD8+ T 细胞在肿

瘤组织中出现。血清中 IL-12、TNF-α、IFN-γ表达升高，而 IL-10 和 TGF-β1 表达降低，提示小鼠可能通过相关因

子的释放激发免疫响应路径，在 nsPEFs 消融后参与抗肿瘤效应；肿瘤挑战试验发现，在特异性免疫应答的伴随下，

nsPEFs 刺激组的肿瘤生长受到明显抑制。结果表明 nsPEFs 具有抗黑色素瘤作用，并可短期激发机体免疫系统来

增强治疗效果。 
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Abstract：In recent years, nanosecond pulsed electric fields (nsPEFs) have garnered significant attention as a potential 
cancer treatment method. This study aims to investigate the therapeutic effects of nsPEFs on melanoma and explores their 
biological effects in inducing pyroptosis in melanoma cells and stimulating the body’s immune response. The B16F10 
mouse melanoma cell line was chosen as the experimental subject. The cells were treated with nsPEFs (200 ns, 1 Hz) both 
in vitro and in vivo, and cytological, molecular biological, and immunological techniques were used to assess cell viability, 
pyroptosis, expression levels of related proteins and molecules, and immune-related molecules.The experimental results 
showed that nsPEFs stimulation caused bubbling on the cell membrane surface and increased membrane permeability. 
The expression of cleaved Caspase-1 and cleaved GSDMD proteins increased, indicating that nsPEFs effectively induced 
pyroptosis in melanoma cells. The expression of damage associated molecular patterns (DAMPs) such as calreticulin 
(CRT), heat shock protein 70 (HSP70), and high mobility group protein B1 (HMGB1) was also elevated, suggesting that 
nsPEFs-induced cell death is immunogenic.Following nsPEFs stimulation, tumor volume gradually diminished, and a 
large number of activated dendritic cells (DCs) and CD8+ T cells appeared in the tumor tissue. Serum levels of IL-12, 
TNF-α, and IFN-γ increased, while levels of IL-10 and TGF-β1 decreased, suggesting that mice might initiate immune 
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response pathways through the release of these factors, participating in the anti-tumor effect after nsPEFs ablation. Tumor 
challenge experiments revealed that, under the accompaniment of specific immune responses, tumor growth in the 
nsPEFs-stimulated group was significantly inhibited. The results indicate that nsPEFs have anti melanoma effects and can 
short-termly stimulate the body’s immune system to enhance treatment efficacy. 
Key words：nanosecond pulsed electric fields; melanoma; pyroptosis; immunogenic; cytokine; immune response 
 

0 引言 

全球范围内，黑色素瘤发病率和死亡率逐年上

升，据世界卫生组织(WHO)统计，黑色素瘤是导致

皮肤癌(约占 6.8%~20%)死亡的主要原因之一[1-2]。 
目前黑色素瘤的主要治疗方式包括手术切除、放疗、

化疗及免疫治疗等手段[3]。然而，黑色素瘤作为一

种“冷”的肿瘤，晚期黑色素瘤的治疗难度较大，常

受到手术切除不彻底、放化疗抵抗和抗肿瘤免疫效

果不佳等因素的影响，导致术后肿瘤复发和转移，

使得患者生存率降低[4-5]。在晚期黑色素瘤患者中，

5 年存活率不到 10%，中位生存期仅为 7.5 个月[6]。

因此，寻找新的治疗方法，以改善患者的治疗效果，

提高生存质量，成为当务之急。 
脉冲电场(pulsed electric fields，PEFs)肿瘤治疗

技术为癌症治疗带来新契机[7-9]，其中 nsPEFs 因其

独特的内电处理效应避免了细胞形态不规则引起的

电敏感度降低的问题，同时也避免了因细胞膜破裂

导致局部组织炎性反应的问题，在多种肿瘤的治疗

中展现出良好的治疗效果[10-13]。近期，彭文成等[14]

发现，高恶耐药性黑色素瘤对 nsPEFs 的作用更敏

感，表明 nsPEFs 在治疗晚期黑色素瘤领域极具潜力。 
nsPEFs 所施加的脉冲拥有丰富的高频分量，具

有高穿透性和针对性[15-16]，进而可穿透细胞质膜作

用到细胞内部诱导细胞死亡[17]。国内外研究学者对

nsPEFs 诱导细胞死亡机制开展了一系列研究，指出

nsPEFs主要作用于细胞核[18]、线粒体[19]、内质网[20]、

脂质体[21]等细胞内部结构，并触发内源性和外源性

等多种程序性死亡途径[22]。在研究过程中发现，黑

色素瘤细胞对 nsPEFs 的响应很快，主要表现为质

膜起泡，呈现出类似细胞焦亡的现象，因此对

nsPEFs 诱导黑色素瘤细胞焦亡又做出进一步研究。 
以往研究表明，nsPEFs 技术能够在快速消除局

部肿瘤的同时，调节肿瘤微环境，解除免疫抑制，

实现肿瘤“冷-热”的有效转化[23]。研究者在一系列针

对荷瘤小鼠的实验中发现，nsPEFs 治疗后抑制了肿

瘤的二次生长，表明 nsPEFs 可能诱发了机体的免

疫反应[24-26]。证明 nsPEFs 有望解决黑色素瘤免疫治

疗中低应答率的问题，进而提高免疫疗法的治疗效

果，达到有效清除肿瘤并抑制其复发转移的作用。 
因此，本文采用 B16F10(小鼠皮肤黑色素瘤细

胞)构建 nsPEFs 的消融模型，旨在深入研究 nsPEFs
刺激后对 B16F10 细胞的死亡方式以及机体免疫应

答的情况。探究 nsPEFs 在黑色素瘤治疗中潜在的

治疗作用，并评估其在激活宿主免疫系统方面的效

果。这一研究有望为深入理解 nsPEFs 在肿瘤治疗

中的作用机制提供重要线索，为开发新的肿瘤治疗

策略提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  细胞培养 

B16F10 细胞(获赠于陆军军医大学免疫教研室)
用添加 10%胎牛血清(FBS)(Gibco)和 1%青霉素/链
霉素(PS)(Gibco)的 DMEM 培养基(Gibco)培养。 

B16F10-Luc 荧光细胞获得：采用脂质体 2000
转染 B16F10 细胞，转染后 24 h，持续三周用含有

G418 的完全培养基筛选细胞，筛选出稳定表达

Luciferase 的 B16F10 细胞，最后扩大培养高表达的

克隆株得到 B16F10-Luc 荧光细胞。 
1.2  脉冲发生器和实验装置 

实验装置如图 1 所示，实验室自主研发的用于

实验的脉冲发生器可实现最大输出电压 8 kV，最短

脉宽为 100 ns 的脉冲。在实验过程中，使用高压探

头(PPE-5 kV，Teledyne LeCroy)和皮尔森电流探头

(6600，Pearson Electronics)测量输出电压和电流，

使用带宽为 6 GHz 的示波器(WavePro 760 Zi-A，

Teledyne LeCroy)进行监测。体外细胞使用 2 mm 电

击杯(BTX)和自制金电极(PCB 制作，宽 5 mm，厚

1.6 mm，间距 2 mm)进行刺激(如图 1(a)所示)；体内

肿瘤使用如图 1(c)所示的平板电极进行刺激。实验

使用 200 ns，1 Hz 的 nsPEFs，波形示意如图 1(b)
所示。 
1.3  显微镜成像 

为检查 nsPEFs 作用下细胞的形态变化，进行

了体外实验。针对细胞悬液的处理方法：将图 1(a)
所示的自制金电极(包含正极和负极)插入培养皿底 
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图 1  实验平台示意图 

Fig.1  Schematic diagram of experiment platform 

 

部，在正负电极中间加入 100 µL 的 B16F10(1×106 
cell/mL)细胞悬液，一起放在倒置荧光显微镜

(DMi8，Leica)的平台上用 nsPEFs 处理后采集明场

图像，实验参数如表 1 所示；针对贴壁细胞的处理

方法：将 2 mL 的 B16F10(1×105 cell/mL)细胞悬液

接种在 35 mm 的培养皿中，在 24 h 细胞贴壁后，

吸去上清液，将图 1(a)所示的自制金电极(包含正极

和负极)插入培养皿底部。加入 2 mL 含有碘化丙啶

染液(PI，100 μg/mL)的 PBS，5 min 后，一起放在

倒置荧光显微镜的平台上用 nsPEFs 处理后，采集

明场及 PI 的图像，间隔 20 s 采集一次，持续 3 min，
实验参数如表 1 所示。对照组以同样的方法进行成

像但不施加刺激。 
1.4  蛋白免疫印迹(WB) 

为了检测 nsPEFs 作用下细胞的焦亡情况，用

图 1(a)所示的电击杯对 200 µL 的悬浮 B16F10 细胞

(1×106 cell/mL)进行 nsPEFs 处理，实验参数如表 2
所示。处理后的细胞接种在含有 2 mL 完全培养基

的 6 孔板中，培养 24 h 后收集细胞，在预冷 RIPA
裂解液(Beyotime)中进行裂解，其中含有蛋白质酶

抑制剂(Beyotime)和磷酸酶抑制剂(Beyotime)。裂解

液与 5×SDS-PAGE 上样缓冲液(Beyotime)混合后，

在 95 ℃下煮沸 5 min。使用电泳分离蛋白样品，随

后将其转移到 PVDF 膜上(Millipore)。在室温下用含

有 5%脱脂奶粉的 TBS 溶液(Beyotime)封闭 1 h 后，

将膜与抗 GSDMD(20770-1-AP ， Proteintech) 、
Cleaved GSDMD(10137S，CST)、Caspase1(22915-  

表 1  观察细胞形态时使用的 nsPEFs 参数 

Table 1  nsPEFs parameters of observing cell morphology 

参数 场强/(kV·cm−1) 脉宽/ns 脉冲重复频率/Hz 脉冲个数 

nsPEFs 15 200 1 180 

表 2  诱导焦亡时使用的 nsPEFs 参数 

Table 2  nsPEFs parameters used to induce pyroptosis 

参数 场强/(kV·cm−1) 脉宽/ns 脉冲重复频率/Hz 脉冲个数 

nsPEFs 5、10、15 200 1 80 

 
1-AP，Proteintech)、Cleaved Caspase1(89332S，CST)、
GAPDH(60004-1-Ig，Proteintech)的抗体孵育。在

4 ℃孵育过夜后，使用过氧化物酶偶联的二抗

(RGAR001、RGAM001，Proteintech)室温孵育 1 h，
然后通过凝胶成像系统(Invitrogen iBright，Thermo 
Fisher Scientific)的化学发光技术(Vazyme)进行检测。 
1.5  细胞活性检测 

用图 1(a)所示的电击杯对 200 µL 的悬浮

B16F10 细胞(1×106 cell/mL)进行 nsPEFs 处理，实验

参数如表 3 所示。处理后的细胞接种在含有 2 mL
完全培养基的 6 孔板中，培养 24 h，收集细胞用

Annexin V-PE/7-AAD 试剂盒染色，15 min 后，用

PBS 重悬，离心，重复两次后用流式分析仪(C6，
BD Biosciences)进行检测。 
1.6  DAMPs 释放的检测 

用图 1(a)所示的电击杯对 200 µL 的悬浮

B16F10 细胞(1×106 cell/mL)进行 nsPEFs(实验参数

如表 3 所示)处理后培养 24 h，收集细胞，使用 CRT 



5664 高电压技术 2025, 51(11) 

表 3  处理细胞悬液的 nsPEFs 参数 

Table 3  nsPEFs parameters used to treat cell suspensions 

参数 场强/(kV·cm−1) 脉宽/ns 脉冲重复频率/Hz 脉冲个数 

nsPEFs 5、8、10、15 200 1 80 

(AF1666，Beyotime)和 HSP70(AF0189，Beyotime)流
式抗体对 nsPEFs 处理后的细胞进行检测，处理后

的细胞与抗体在 4 ℃避光孵育 30 min 立即用流式

细胞仪(FACSCanto TM II，BD Biosciences)进行检

测。使用 FlowJo 10.0 软件计算荧光强度的均值。根

据酶联免疫吸附测定试剂盒(PH406，Beyotime)测定

HMGB1 的浓度。 
1.7  荷瘤老鼠模型及消融方案 

实验选择 24只 8周龄C57BL/6J雄性小鼠(浙江

维通利华实验动物技术有限公司，合格证编号：

20230905Abzz0619000694)。动物实验获得重庆医科

大学实验动物管理和使用委员会批准，批件编号：

IACUC-CQMU-2024-05038。 
实验分为 3 组：空白对照(Ctrl)、肿瘤对照(TC)

和 nsPEFs(N)。只对肿瘤对照组和 nsPEFs 处理组进

行荷瘤。肿瘤接种前，用剃毛刀将老鼠背部的毛去

掉。在小鼠右背侧皮下注射 100 μL 的 B16F10-Luc
荧光细胞(1×107 cell/mL)。在肿瘤生长的整个过程

中，对空白对照组、肿瘤对照组和 nsPEFs 处理组

体内肿瘤使用小动物活体成像仪 (IVIS Lumina 
III11，Perkin Elmer)进行成像，每周两次。此外，

使用游标卡尺测量肿瘤尺寸并记算肿瘤体积 V，使

用如下公式： 

 
2

2
abV =  (1) 

式中：ɑ为肿瘤长度；b为肿瘤宽度。当平均肿瘤直

径超过 20 mm，并且如果出现溃烂，造成感染或坏

死时，应该中止实验且对动物施行安乐死。 
肿瘤体积长到约 50 mm3 时进行消融实验。使

用小动物麻醉机(R500，瑞沃德)用异氟烷对老鼠进

行维持麻醉，将肿瘤夹在平板电极(图 1(c))中间，

测量电极间距，根据公式 E=U/d计算所需施加的电

压(其中 E为电场、U为施加电压及 d为正负极之间

的距离)，以获得 15 kV/cm 的电场。根据肿瘤体积，

在肿瘤的不同的位置上治疗 2—3 次。每次施加 80
个频率为 1 Hz 的 nsPEFs 脉冲。对照组的动物也进

行同样操作，但没有脉冲输出。 
1.8  肿瘤挑战 

为了检测小鼠的抗肿瘤能力和免疫力，本研究

进行了肿瘤挑战实验。用 nsPEFs 刺激(200 ns，
15 kV/cm；方法与 1.4 部分相同)B16F10 细胞后，

取 100 μL 肿瘤细胞悬液(1×107 cell/mL)接种到小鼠

右侧腹部皮下。一周后，用 100 μL 未处理的 B16F10
肿瘤细胞(1×107 cell/mL)接种在动物的左腹部，并监

测肿瘤生长情况。一周后，小鼠安乐死，测量肿瘤

的大小。 
1.9  免疫指标检测 

血清中 IL-12、IFN-γ、TNF-α、IL-10、TGF-β1 
(Beyotime)的表达使用试剂盒进行 ELISA 检测。 

使用小鼠外周血淋巴细胞分离液(LST1092，
TBD)提取肿瘤组织中的淋巴细胞。取淋巴细胞

(5×105 cells)用 anti-CD11c、anti-MHCⅡ、anti-CD4、
anti-CD8、anti-69、anti-80、anti-86、anti-IFN-γ、anti- 
TNF-β(eBioscience)抗体染色，在 4 ℃避光孵育 30 
min 后立即用流式细胞仪(FACSCanto TM II，BD 
Biosciences)进行检测。使用 FlowJo 10.0 软件处理

数据。 
1.10  酶联免疫斑点技术(ELISPOT) 

为了验证 nsPEFs 诱导免疫的特异性，通过

ELISPOT 法检测小鼠淋巴细胞分泌 IFN-γ因子的情

况。实验设置了阴性对照、阳性对照以及空白对照

组、肿瘤对照组、肿瘤免疫组，以培养基、小鼠膀

胱、肿瘤细胞作为外加刺激源，与小鼠淋巴细胞培

养后通过 ELISPOT 法检测孔底部的斑点。 
1.11  统计分析 

所有实验重复 3 次。使用 GraphPad Prism 9 软

件对数据进行处理。所有数据均以均值±标准差(SD)
表示。为了确保 t 检验的适用性，在进行 t 检验之

前先进行了 F 检验，以检验方差的齐性。只有在 F
检验结果表明方差齐性成立时，才进行 t 检验。

p<0.05 具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  nsPEFs 诱导细胞焦亡 

为了深入了解细胞在 nsPEFs 作用下的死亡情

况，观察了 nsPEFs 处理过程中和处理后细胞形态

的变化。图 2(a)显示了经 nsPEFs(200 ns、15 kV/cm、

1 Hz、80 Pulses)处理后的悬浮或附着的细胞显微镜

图像。与对照组相比，这些经处理后的细胞(悬浮或

附着状态)明显肿胀，质膜上出现特征性的大气泡。

细胞核受损，呈现异常状态。图 2(b)展示了脉冲处

理后的不同时间节点的同一视野下的显微镜图像， 
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图 2  nsPEFs 诱导细胞焦亡 

Fig.2  nsPEFs induced pyroptosis   

 

其中分别记录了明场(BF)，PI 染色(PI)和合并(Merge) 图像。图 2(b)明场图像显示了气泡形成的动态过程，
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在脉冲的作用下，膜发生了变化，气泡逐渐形成，

并在 40 个脉冲后随着时间的推移逐渐扩大。如图

2(b)中 PI 图像及图 2(c)统计数据所示，脉冲 60 次左

右后可见 PI 探针渗透进入细胞内，脉冲过程中 PI
的荧光强度迅速增加，脉冲后随着时间的推移荧光

强度略有增加。这说明在细胞膜上迅速形成了孔隙，

孔隙的形成破坏了细胞内、外渗透压平衡，从而引

起了细胞的膨胀和气泡的产生。 
质膜起泡是细胞焦亡的特征，为了证明推测，

使用 WB 检测 GSDMD 、 Cleaced-GSDMD 和

Caspase-1、Cleaced-Caspase-1 的表达，如图 2(d)所
示。经过定量分析后发现(图 2(e)—(h))：GSDMD

的表达随场强增加而降低，Caspase-1 的表达随场强

增加而没有变化。但是，Cleaced-Caspase-1 和

Cleaced-GSDMD 蛋白表达量随着电场的增加而增

加，在 10 kV/cm 和 15 kV/cm 时尤其明显。表明

GSDMD 被活化的 Caspase-1 蛋白水解切割，从而介

导细胞焦亡。 
2.2  nsPEFs 有效杀伤肿瘤并具有免疫原性 

虽然证明 GSDMD 依赖性细胞焦亡的存在，但

对 nsPEFs 有效杀伤肿瘤的总体比例更感兴趣。因

此，在 nsPEFs 处理后，分析了 B16F10 存活细胞百

分比。流式结果(图 3(a))和分析结果(图 3(b))表明，

随着 nsPEFs 场强的增加，当电场高于 8 kV/cm 时，  

 

图 3  nsPEFs 细胞杀伤率及 DAMPs 水平 

Fig.3  Cell killing rate of nsPEFs and DAMPs level
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细胞死亡比例达到 90%，细胞生存比例迅速降低。 
DAMPs 是免疫原性细胞死亡(ICD)的重要标

志，是激活自体免疫攻击肿瘤细胞的重要途径[27-28]。

如图 3(c)所示，表达 CRT 的细胞的平均荧光强度

(MFI)随着电场的增加而增加。对照组 CRT 的 MFI
为 8.45 ± 0.23，而在电场为 5、8、10、15 kV/cm 的
脉冲下则分别升至 12.9 ± 0.53、37.2 ± 2.35、79.2 ± 
1.78、87.3 ± 2.04。当电场为 15 kV/cm 时，CRT 的

MFI 达到最大值。同样，流式细胞术也检测了细胞

膜上表达的热休克蛋白 70(HSP70)，如图 3(d)所示，

对照组和 5 kV/cm 组没有显著差异，HSP70 的 MFI
分别为 35.7 ± 1.28 和 35.7 ± 0.71。但当输入电压为

8 kV/cm 时，HSP70 的 MFI 增加到 51.85 ± 2.58。然

后，随着电场的增加，HSP70 的 MFI 略有上升，在

15 kV/cm 时达到最大值 55.76 ± 2.37。HMGB1 是

ICD 的另一个标志性蛋白，如图 3(e)所示，随着电

场的增加，nsPEFs处理后后HMGB1水平持续上升。

处理后的 HMGB1 浓度达到或超过 20 ng/mL，最大

值达到 31.96 ± 3.3 ng/mL。DAMPs 的表达上调，表

明 nsPEFs 诱导的细胞死亡具有免疫原性。 
2.3  nsPEFs 有效消融在体肿瘤 

图 4 显示了 nsPEFs 治疗前后的肿瘤生长情况。

如图 4(a)所示，对于 nsPEFs 治疗组，治疗后肿瘤体

积开始缩小，治疗后 3 天和 6 天捕获的肿瘤发光消 

 

图 4  nsPEFs 消融效果(空白对照：Ctrl，肿瘤对照：TC，nsPEFs：N。n=3)  

Fig.4  Ablation effect of nsPEFs (Blank: Control, Tumor control: TC, nsPEFs: N. n=3) 
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失，表明肿瘤已被消除。然而，未治疗组肿瘤体积

持续增加。消融区域在治疗后 3 天开始结痂(图
4(b))，肿瘤体积逐渐变为零(图 4(c))。在小鼠存活

率方面，未治疗肿瘤对照组的小鼠存活率明显下降，

随着肿瘤的发展逐渐死亡，其余小鼠在肿瘤体积达

到伦理界限时安乐死。然而，在接受 nsPEFs 治疗 2
周后，荷 B16F10 黑色素瘤的老鼠仍表现出良好的

存活率如图 4(d)生存曲线所示。 
2.4  nsPEFs 激发机体免疫反应 

DCs 是机体内部功能最全面的专职性抗原提呈

细胞(antigen-presenting cell，APC)，它的成熟可活

化 T 细胞，引起机体的免疫响应[29]。由图 5(a)可见，

在肿瘤组织中，相较于肿瘤对照组，nsPEFs 治疗组

的 CD11c+ DCs 显著升高，同时，CD11c+MHC II+、

CD11c+CD80+以及CD11c+CD86+等指标表达升高(P 
<0.05)，表明 nsPEFs 作用后促进了小鼠肿瘤 DCs
的活化。 

图 5(b)所示为肿瘤组织中 CD4+、CD4+CD69+、

CD8+、CD8+CD69+ T 细胞的表达情况，nsPEFs 刺
激组的 CD8+、CD8+CD69+ T 细胞表达相较于肿瘤

对照组有所升高，而 CD4+、CD4+CD69+ T 细胞无

明显变化，说明机体存在毒性 T 细胞反应且在肿瘤

局部免疫反应表现更加明显。 
上述结果表明，nsPEFs 作用下细胞发生了免疫

原性死亡，进而可使得 DCs 活化，促进抗原呈递并

激发机体免疫响应。此过程中，常伴有免疫因子的

改变。图 5(c)所示为 γ 干扰素(IFN-γ)以及肿瘤坏死

因子 β(TNF-β)的检测结果。在肿瘤组织中，

CD4+TNF-β+ T 细胞的表达也有所升高；CD8+IFN-γ+ 
T 细胞以及 CD8+TNF-β+ T 细胞的表达在肿瘤组织

中也显著升高，表明 nsPEFs 消融后，激发了机体

的免疫响应。 
血液中相关因子的变化会在外加刺激激发机

体免疫效应的整个响应过程中体现。图 5(d)为血清

中的 IL-12、TNF-α、IFN-γ、IL-10、TGF-β1 的表达

情况。可见相较于空白对照组和肿瘤对照组，

nsPEFs 处理组的 IL-12、TNF-α 以及 IFN-γ 表达有

所上调，而 IL-10 和 TGF-β1 表达下调，提示 nsPEFs
处理激发了小鼠的免疫响应并释放相关因子参与到

抗肿瘤效应中，同时抑制肿瘤的生长和转移。 
2.5  nsPEFs 激发机体免疫具有远隔效应 

肿瘤挑战实验结果显示，相对于对照组，经过

nsPEFs 处理的小鼠的肿瘤发病率显著降低，nsPEFs

处理组成瘤率为 60%，小于对照组。并且肿瘤生长

速度减慢，在 nsPEFs 处理组中，肿瘤体积在一周

的时间内显著低于对照组，如图 6(a)—(b)所示。这

些结果明确地表明了 nsPEFs 的应用激活了机体的

免疫响应，从而抑制了肿瘤的二次生长。此外，在

nsPEFs 处理组中，当以肿瘤细胞作为刺激源时，

IFN-γ 因子的分泌量显著增加，远高于同组以膀胱

作为抗原刺激源及相应的对照组，如图 6(d)—(e)所
示。这一发现暗示了 nsPEFs 处理组的淋巴细胞对

肿瘤细胞的刺激能力更强，促进了机体对肿瘤的抗

免疫应答。 

3  讨论 

nsPEFs 通过极短时间内(纳秒级)施加高强度电

场，穿透细胞膜并作用于细胞内部结构。nsPEFs 能
够迅速影响细胞质和细胞器，改变细胞的电生理特

性，诱导多种细胞应激反应。这种高强度电场能够

直接作用于细胞内的分子，导致细胞膜通透性增加、

钙离子内流、以及活性氧(ROS)生成[11,13,18]，从而触

发细胞的程序性死亡路径，包括焦亡。焦亡是一种

炎症性细胞死亡形式，伴随着细胞膜的破裂和炎症

因子的释放，这种死亡形式对肿瘤治疗具有重要意

义[22]。 
不受控制的黑色素生成会产生具有遗传毒性

和致突变中间体的氧化环境，从而引发黑色素瘤的

进展[30-31]。nsPEFs 对抑制黑色素的合成具有极大的

帮助，因为其可有效杀伤黑色素肿瘤，体外肿瘤杀

伤率达到 90%以上(图 3(a)—(c))，体内肿瘤 nsPEFs
消融后 3~6 天后未见明显残留(图 4(a)—(c))，表现

出对黑色素瘤极强的抑制性。并且，nsPEFs 波形具

有丰富的高频含量和透膜效应，可以将能量释放至

细胞内部[12]，诱导一系列功能性的改变，启动细胞

死亡通路，从而导致细胞程序性死亡的现象[32]，例

如 2.1 节所述的细胞焦亡。与传统的不可逆电穿孔[9]

诱导的细胞死亡类型不同，程序性死亡的细胞在细

胞膜破裂前就会被吞细胞所吞噬,可避免细胞内物

质的大量释放导致的不良反应，相较于细胞坏死，

具有明显的医学优势。 
如上所述，黑色素瘤进展过程中表现出极强的

免疫抑制性。为探究不可逆电穿孔刺激黑色素瘤诱

导的免疫应答情况，Shao 等[33]发现传统 IRE 相较于

冷冻及热消融，更容易促进 CD8+ T 细胞的活化与

增值；Lv 等[34]研究表明 H-FIRE 与博来霉素联合可 
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图 5  免疫细胞及细胞因子检测(空白对照：Ctrl，肿瘤对照：TC，nsPEFs：N)  

Fig.5  Detection of immune cells and cytokines(Blank: Control, Tumor control: TC, nsPEFs: N) 

 
以促 B16 细胞死亡，并表现出 ICD 现象，触发适应

性免疫反应，激活丰富的 CD8+ T 细胞来抑制肿瘤

生长。不仅如此，不可逆电穿孔作用在肝癌[35-38]、

肺癌[39]、乳腺癌[40]、胰腺癌[41-43]、前列腺癌[44]等癌 
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图 6  肿瘤挑战(空白对照：Ctrl，肿瘤对照：TC，nsPEFs：N。n=5) 

Fig.6  Tumor challenge(Blank: Control, Tumor control: TC, nsPEFs: N. n=5) 

 

症时，也表现出适应性免疫的现象，主要以 DCs、 CD8+ T 细胞、IFN-γ+细胞增多为主要表征。 
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本文研究发现 nsPEFs 刺激作用下可诱导黑色

素瘤中 DAMPs 等特征分子表达(图 3(d)—(f))，进而

可使得 DCs 活化，激起小鼠的免疫响应 (图
5(a)—(b))。进一步的分析显示，nsPEFs 处理组中肿

瘤细胞诱导的免疫反应得到了显著增强，主要体现

在 IFN-γ 因子分泌水平的显著提高上(图 5(c)及图

6(d)—(e))。这种免疫反应的增强可能部分解释了

nsPEFs 治疗对黑色素瘤的抑制作用。IFN-γ 的高表

达提示了免疫细胞对肿瘤细胞的更强识别和攻击能

力，从而促进了机体的抗肿瘤免疫反应[45]。 
尽管本研究取得了一定的进展，但仍存在一些

限制。首先，本研究中的治疗期为两周，这一时间

段主要用于初步评估治疗效果。由于时间较短，实

验结果主要反映了短期免疫反应，未能充分考察免

疫能力的长期建立和稳定。因此，未来的研究应考

虑延长考核时间，以全面评估免疫反应的时效性。

其次，实验数据仅基于小鼠模型，其在人类中的适

用性尚待进一步研究。最后，本研究未对 nsPEFs

的治疗机制进行深入探讨，需要进一步的分子和细

胞水平研究来阐明其作用机制。综上所述，本研究

初步证明了 nsPEFs 对黑色素瘤具有潜在的治疗效

果，并且可能通过激发机体免疫响应来增强其杀伤

肿瘤的作用。这为 nsPEFs 作为黑色素瘤治疗的新

策略提供了一定的理论和实验基础，但还需要更深

入的研究来进一步确认其临床应用的可行性和有 
效性。 

4  结论 

本文基于 B16F10 黑色素瘤细胞，进行体外及

体内 nsPEFs 刺激实验，研究了 nsPEFs 诱导 B16F10

细胞焦亡，并短期激发机体的免疫反应，得出以下

结论： 
1）nsPEFs 作用伴随 Caspase-1 切割 GSDMD 发

生，表明细胞焦亡途径被激活。 
2）nsPEFs 诱导的细胞死亡具有 DAMPS 介导

的免疫原性，促进 DCs 的分化和成熟，进而激发机

体的抗肿瘤免疫响应。 
3）nsPEFs 可有效消融在体肿瘤，同时引起了

DCs 和 T 细胞的活化和成熟，激发了局部 T 细胞介

导的免疫响应。 
4）nsPEFs 诱导了机体特异性免疫反应，可显

著抑制肿瘤的二次生长。 
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