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极低频磁场对人乳腺癌细胞蛋白质表达谱的影响*

李  汉①  曾群力①②  翁  瑜①  鲁德强①  姜  槐①  许正平①②**

(①  浙江大学生物电磁学省重点实验室; ②  浙江大学医学院环境基因组学中心, 杭州 310031) 

摘要    极低频磁场(ELF MF)被国际癌症研究中心列为可疑致癌物, 但其诱发肿瘤的具体机制
并不清楚. 为此, 采用蛋白质组技术研究人乳腺癌细胞MCF7受 ELF MF辐照后蛋白质表达谱的
变化, 以探索确定该细胞的极低频磁场反应蛋白质. 在将MCF7细胞暴露于 50 Hz, 0.4 mT正弦极
低频磁场中 24 h后, 直接抽提蛋白, 进行双向凝胶电泳. 凝胶经银染后, 使用 PDQuest软件分析
假辐照组与磁场辐照组间差异表达蛋白质斑点. 结果显示, 与假辐照组相比, 磁场辐照组中有 6
个蛋白质斑点的表达量发生显著改变(至少 5倍的增加和减少), 同时, 在磁场辐照组中有 19个蛋
白点消失和 19 个新蛋白点出现. 通过搜索 SWISS-PROT 蛋白数据库, 对差异蛋白的类别和功能
进行了初步推测. 在此基础上, 进一步选择 3 个差异表达蛋白斑点, 经胶内酶解后, 进行串联质
谱分析, 分别鉴定为RNA结合蛋白调节亚基、 蛋白酶体β亚基 7型前体和翻译调控肿瘤蛋白. 结
果表明, 50 Hz, 0.4 mT极低频磁场辐照 24 h改变了MCF7细胞内多种蛋白的表达水平, 影响环节
涉及基因转录、蛋白翻译、蛋白代谢、功能蛋白相互作用等多个层面, 说明极低频磁场可能作为
一种环境应激因素改变细胞的正常生理功能.  
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随着电力事业的发展和各类家用电器的广泛应

用, 现代家居和职业场所中的极低频磁场(ELF MF)
暴露水平急剧增高, 业已成为一种新的环境污染源. 
自 70 年代以来, 流行病学调查陆续发现极低频磁场
暴露与部分肿瘤性疾病发病率上升有相关性, 特别
是儿童期白血病[1]和男性乳腺癌[2]. 国际癌症研究中

心(IARC)据此将极低频磁场列为可疑致癌物, 但缺

乏相应的实验研究证据. 为此, 极低频磁场的生物学
效应及相关的作用机制迅速成为公共卫生和生物物

理领域的研究热点. 传统的研究方法主要是由实验
者选取一些和癌症发生、进展相关的基因、蛋白质, 
考察它们在磁场辐照处理后的表达变化, 从而推测
磁场的诱癌或促癌机理, 但相关实验阴阳性结果并
存, 如Jin等人[3]报道了ELF MF可以上调HL60细胞中
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c-myc基因的表达 , 但Lacy-Hulbert等人 [4]以及Saffer
等人[5]却不能重复该结果; 同时, 在考察ELF MF能
否诱导热激蛋白 [6,7]以及是否影响胞浆中Ca2+浓度 [8]

上也有截然不同的两类结果. 这些分歧使得极低频
磁场的作用机制至今仍未阐明, 在是否促发、诱发肿
瘤上也无法形成一致认识, 导致其可能带来的健康
风险无法正确评估, 世界各国的极低频磁场安全暴
露标准无法统一.  

现存的实验分歧显示传统的研究思路具有明显

的局限性. ELF MF作为一种低能量的环境因素, 可
能通过复杂的信号传递过程作用于细胞, 从而改变
多个基因、蛋白质的表达水平, 进而产生一系列下游
效应. 而人为选取实验观察指标无法排除主观偏差, 
不能展现ELF MF的作用全貌. 蛋白质组研究技术的
出现可以很好的弥补传统方法的不足, 高通量、中性
地展示细胞蛋白质表达谱的全局变化, 快速筛选磁
场反应蛋白质, 从而全面了解极低频磁场的作用方
式、通路和生物学后果, 可能为ELF MF的机理研究
提供新的突破口. 最近, Nylund等人[9]运用双向电泳

和MALDI-TOF质谱等蛋白质组技术平台研究了射频
段电磁场对人内皮细胞的作用, 筛选到了 38 个差异
蛋白, 充分说明该技术可应用于电磁场生物学效应
研究. 本研究中, 我们以人乳腺癌细胞MCF7 为研究
对象, 探索 50 Hz, 0.4 mT正弦极低频磁场 24 h暴露对
蛋白质表达的影响, 结果找到 44 个差异表达蛋白点, 
并对 3个进行了串联质谱鉴定. 

1  材料与方法 

1.1  细胞培养 

人乳腺癌细胞MCF7购自ATCC (Number: HTB- 
22), 37℃, 5%CO2培养于含 10%胎牛血清(HYCLONE, 
美国)的DMEM培养基(HYCLONE, 美国)中. 待单细
胞层近汇合时, 以 2.5×104个/cm2密度接种于直径为

100 mm的细胞培养皿(ORANGE, 美国)中, 继续培养
24 h后进行磁场辐照和假辐照处理. 

1.2  磁场辐照 

极低频磁场辐照系统由本室自行设计[10]. 简单
地说, 该系统包含 3个串联线圈、两个功率调节器和

一套CO2培养箱. 3 只线圈内的空间区域即构成了一
个恒温、均匀、强度为 0~0.8 mT连续可调的 50 Hz正
弦磁场辐照区. 磁通密度使用工频场强仪测定(WG 
EFA-2, 德国). 培养箱所处位置的交流背景场是 1~2 
µT, 静磁场是 18.5 µT, 其中水平场为 14.1 µT, 垂直
场为 12.0 µT. 暴露区域的温度由电子温度计监测, 
整个实验期保持在(37±0.2)℃ . 含有MCF7 细胞的
100 mm培养皿中心位于辐照系统的中心轴上, 辐照强
度为 0.4 mT, 辐照时间为 24 h. 假辐照组放置于其他
条件与辐照组相同但不加磁场的细胞培养箱中.  

1.3  蛋白抽提与定量 

辐照完成后, 将两组细胞同时取出, 置于冰上, 
弃培养基, 用预冷的新鲜 PBS洗涤一次后, 直接加入
哺乳动物蛋白质抽提试剂 M-PER(PIERCE, 美国 ) 
500 µL, 冰上静置 8~10 min后刮下细胞, 收集悬液至
1.5 mL离心管中, 14000×g, 4℃离心 15 min, 收集上
清, 分装冻存于−70℃深冷冰箱. 蛋白定量采用 BCA
试剂盒(PIERCE, 美国), 操作参考产品说明书.  

1.4  双向电泳 

第一向等电聚焦采用 17 cm, pH 3~10的线性 IPG
胶条(BIO-RAD, 美国). 取 200 µg蛋白与水化缓冲液
(7 mol/L尿素, 2 mol/L硫脲, 4%CHAPS, 0.001%BPB, 
临用前加入 10 mg/mL DTT, 5 µL/mL Bio-lyte 3-10)混
合, 取 300 µL 胶内加样. 被动水化 14 h 后转入
PROTEAN IEF Cell (BIO-RAD, 美国)进行等电聚焦, 
程序为: 250 V, 30 min; 1000 V, 2 h; 10000 V, 5 h; 
10000 V, 60000 VHr; 聚焦温度为 17℃. 一向电泳结
束后的 IPG 胶条分别在含 2% DTT(Promega, 美国)
和 2.5%碘乙酰胺(BIO-RAD, 美国)的胶条平衡缓冲
液(6 mol/L尿素, 2% SDS, 0.375 mol/L Tris-HCl, pH 
8.8, 20%甘油)中平衡 12 min, 再转移到 1.0 mm厚的
12% SDS-聚丙烯酰胺凝胶上端, 并在胶条酸性端加
分子量标记(Fermentas, 美国), 然后用 0.5%低熔点琼
脂糖(BIO-RAD, 美国)封胶. 二向电泳在 PROTEAN 
Plus Dodeca Cell (BIO-RAD, 美国)中进行, 200 V恒
压电泳 7 h. 辐照组和假辐照组均进行 9次重复. 文中
未标明的电泳试剂均购自 BIO-RAD. 

 
www.scichina.com 



 
 
 
 
 
 

52 中国科学 C辑 生命科学 第 35卷 
 

 

1.5  银染 

采用改进的快速银染法, 且与质谱兼容[11]. 流程
为: 40%乙醇、10%乙酸固定凝胶 30 min; 30%乙醇、 
0.2%硫代硫酸钠、6.8%醋酸钠敏化 30 min; 去离子   
水漂洗 3 次, 每次 5 min; 0.25%硝酸银染色 20 min; 
去离子水漂洗 3 min, 并冲干净正反胶面; 2.5%碳酸
钠、0.04%甲醛显色 3~5 min至蛋白点显现完全而杂
条纹正要出现; 1.46% EDTA终止反应.  

1.6  图像获取与分析 

凝胶采用 GS800 Calibrated Imaging Densitome-
ter(BIO-RAD, 美国)扫描成 TIFF 格式(分辨率为 150 
dpi), 然后使用 PDQuest v7.1.1(BIO-RAD, 美国)软件
进行差异分析. 过程包括背景消减、蛋白点检测和匹
配, 以及分子量和等电点的确定等. 蛋白点的匹配选
取假辐照组和辐照组中点数量最多且形态最为完备

的胶为参考胶, 先利用软件的自动匹配功能进行匹
配, 再用人工加减标记的方法进行校正, 与参考胶不
同的点被加入参考胶中, 与参考胶相同的点视为同
一蛋白分子. 蛋白点表达量采用软件生成的 GAUSS
图像中该点所含所有象素强度之和, 并用该点强度
占该胶内所有蛋白点强度总和的比例进行校正. 分
子量通过外加的标准确定,  pH依据胶条的线性划分. 

1.7  质谱选点 

观察软件统计的差异蛋白点在凝胶上的原始位

置, 若满足: (ⅰ) 在 9 次重复凝胶上均能找到, 且差
异显著; (ⅱ) 形态完备, 无明显变形、拖尾; (ⅲ) 与
周围蛋白点完全分离, 则选择手工切割.  

1.8  胶内酶解和 LC-IT串联质谱 

参照文献 [12]进行 ,  步骤简述为 :  脱色液 (30 
mmol/L铁氰化钾: 100 mmol/L硫代硫酸钠 = 1︰1)
处理 20 min, 去离子水漂洗至胶块透明; 0.2 mol/L碳
酸氢铵缓冲液浸没胶块, 静置 20 min 后, 真空离心   
浓缩; 12.5 ng/µL 胰酶液 37℃孵育过夜; 50%乙腈、 
0.1% TFA 抽提 3 次, 合并样品. 样品液经 Surveyor 
HPLC (ThermoQuest, 美国 )系统分离导入 LCQ 
DECA XP 质谱仪(Finnigan, 美国), 毛细管温度为    

200℃. 全扫描模式下, 收集质荷比在 200~1400 之间
的离子, 串联质谱碰撞能量为 35%. 软件分析使用
SEQUEST搜索 NCBI人类蛋白质数据库.  

2  结果 

2.1  极低频磁场改变细胞的蛋白质表达谱 

MCF7 细胞经极低频磁场辐照后, 提取蛋白, 与
未经磁场处理的细胞蛋白样品一起进行双向凝胶电

泳, 其 9 次重复的代表性银染电泳图谱见图 1. 经
PDQuest 软件分析后, 一般每块凝胶上平均可找到
1000 个左右蛋白点. 选取假辐照组中一块凝胶为参
考胶, 假辐照组的蛋白点匹配率为 84%, 辐照组匹配
率为 83%, 保证了较好的重复性. 统计磁场作用后与
假辐照组间表达水平上调 5 倍和下调至假辐照组 0.2
倍以下的蛋白点, 共找到 6个: 其中 3个点表达上调, 
3 个下调,  t 检验显示差异有显著性(表 1). 同时, 有
19 个蛋白点只出现在假辐照组中, 磁场作用后消失; 
19 个蛋白点只出现在辐照组中. 根据外加标准分子
量标记确定了差异蛋白的相对分子质量, 同时依据
胶条的线性划分确定了差异蛋白的等电点.  

2.2  差异蛋白的功能分析 

根据所得差异点等电点和相对分子质量数据 , 
我们使用 TagIdent网页程序(http://ca.expasy.org/tools/ 
tagident.html)搜索了 SWISS-PROT蛋白数据库, 初步
推测差异蛋白的类别及功能. TagIdent 网页程序由
EXPASY 网站(http://www.expasy.org)开发, 可利用蛋
白分子的实验等电点和相对分子质量搜索 SWISS-   
PROT 蛋白数据库, 返回可匹配蛋白名单, 也允许同
时使用氨基酸标签来辅助搜索. 我们设定的搜索参
数为: pI range: 0.25; Mw range (in percent): 20%; OS 
or OC: homo sapiens. 结果显示, 差异蛋白点可归纳
为以下 6类蛋白质: (ⅰ) 参与胞内蛋白运输的蛋白质; 
(ⅱ) 蛋白磷酸化激酶的调节因子; (ⅲ) 细胞质膜以
及核膜上的离子通道蛋白; (ⅳ) 癌症发生相关蛋白; 
(ⅴ) 转录共激活因子; (ⅵ) 机体免疫相关抗原.  

2.3  典型差异蛋白点的质谱鉴定 

根据第 1.7 小节中所述选点原则并适当参考 
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图 1  假辐照组(C)与磁场辐照组(M)双向电泳图谱比较 
差异点 SSP 2125, 4220, 5120手工切割, 进行质谱鉴定(SSP为 PDQuest软件生成的点标记) 

 
表 1  假辐照组和辐照组间表达差异显著的蛋白质斑点 

实验测量值b)  校正后表达量c)
蛋白点标记 

SSPa) MW/kD pI  假辐照组 C 辐照组 M 
组间变化d)

1115 25.53 5.00   84738.8120±11102.1318  14396.5606±2860.1636 − 
2125* 25.01 5.04  294037.4043±43213.6938  41125.6543±6270.8814 − 
2224 26.60 5.25   40135.9695±5414.1047 253805.3768±10827.7294 + 
4220* 28.71 6.11     180526.1±39623.2255    17928.92±8518.6079 − 
5120* 24.40 6.44   31661.6909±2596.6503 361239.9479±14363.2141 + 
7323 30.76 7.20   18351.0065±1878.2473 104338.0156±1625.0219 + 

a) SSP为 PDQuest软件生成的蛋白点标记; b) PDQuest软件计算生成; c) 以单个蛋白点量与整块胶所有蛋白点量之和的比例进行校正; d) − 

示该点辐照组表达下调, + 示上调; * 示该点手工切割后进行质谱鉴定 

 
TagIdent 搜索结果, 我们选取并切割了在辐照组中表
达上调的 SSP5120, 在辐照组中表达下调的 SSP 2125
和 4220共 3个差异点(SSP为 PDQuest软件生成的点
标记), 依次进行胶内酶解和 LC-IT 串联质谱鉴定(图
1). SSP 5120 酶解产物色谱出峰图见图 2(a); 图 2(b)
显示出峰时间在 56.82~56.87 min, 质荷比为 616.8286
的前体离子 CID 谱图, 解析序列为 VEKDGLILTSR. 
事实上, SSP5120 共被解析出 9 条特异肽段, 鉴定为
RNA 结合蛋白调节亚基(SWISS-PROT ID: O14805), 
序列覆盖度为55.03%. SSP 4220(图3)被解析出 3条特 

异肽段 , 鉴定为蛋白酶体β 亚基 7 型前体(SWISS-    

PROT ID: Q99436), 序列覆盖度为 13.72%, 尽管数值

偏低, 但 3 条肽段的 Xcorr 值都在 2.0 以上(2.5364, 

4.2467, 4.5462), DeltaCn值均高于 0.1(0.2022, 0.6234, 

0.5851), 保证了结果的可信度. SSP 2125(图 4)共被解

析出 9 条特异肽段 , 鉴定为翻译调控肿瘤蛋白

(SWISS-PROT ID: P13693), 序列覆盖度达到 44.19%. 

3 个差异蛋白的鉴定结果、蛋白序列覆盖度及相应

Xcorr和 DeltaCn平均值见表 2. 
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图 2  SSP 5120串联质谱解析 
(a) 酶解产物原始色谱出峰图; (b) 质荷比为 616.8286的前体离子(出峰时间 56.82~56.87 min)CID谱图, 解析序列为 VEKDGLILTSR, 覆盖

RNA-binding protein regulatory subunit (SWISS-PROT ID: O14805)序列 146~156位氨基酸 
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图 3  SSP 4220串联质谱解析 

(a) 酶解产物原始色谱出峰图; (b) 质荷比为 755.6536的前体离子(出峰时间 50.79~50.87 min)CID谱图, 解析序列为 ATEGMVVADKNCSK, 覆盖
Translationally controlled tumor protein (TCTP) (SWISS-PROT ID: P13693)序列 22~34位氨基酸 
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图 4  SSP 2125串联质谱解析 
(a) 酶解产物原始色谱出峰图; (b) 质荷比为 717.2186的前体离子(出峰时间 63.00~63.08 min) CID谱图, 解析序列为 EIADGLCLEVEGK,覆盖 

Proteasome subunit beta type 7 precursor (SWISS-PROT ID: Q99436)序列 63~76位氨基酸 
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表 2  组间差异蛋白点质谱鉴定结果 

蛋白点 
编号SSPa) 鉴定结果 SWISS-PROT ID 理论Mr/pI值b) 实验Mr/pI值c) 序列覆盖度 

Xcorr 
平均值d)

DeltaCn 
平均值d)

5120 RNA结合蛋白调节亚基 O14805 19.89/6.33 24.40/6.44 55.03% 3.487 0.440 
4420 蛋白酶体β亚基 7型前体 Q99436 29.97/7.58 28.71/6.11 13.72% 3.776 0.470 
2125 翻译调控肿瘤蛋白 P13693 19.60/4.84 25.01/5.04 44.19% 3.567 0.469 

a) SSP为 PDQuest软件生成的蛋白点标记; b) 数据库原始记录; c) PDQuest软件计算值; d) Xcorr及 DeltaCn为 SEQUEST软件生成的统计参
数, Xcorr > 2.0, DeltaCn > 0.1结果可信度高 

 

3  讨论 
极低频磁场的生物学效应和健康影响仍然存在

争议, 其根本原因是不了解该环境因子与机体作用
的机制. 蛋白质是生命功能的直接行使者, 而蛋白质
组学以基因组所表达的全部蛋白质即蛋白质组为研

究对象, 能够准确描述细胞状态发生变化时究竟有
哪些蛋白在表达、表达量如何以及有无翻译后修饰    
等情况. 因此, 利用蛋白质组技术考察极低频磁场的
生物学效应可能在整体层面上准确显现磁场与细胞

的原初作用, 发现磁场反应的特异蛋白, 从而勾画出
磁场作用的通路, 阐明其危害健康的机制. 本研究成
功地运用当今蛋白质组学技术平台的主要分析手段, 
发现了一批电磁场反应蛋白质, 为后续的深入研究
打下了良好的基础.  

双向电泳分离蛋白结合生物质谱鉴定是目前蛋

白质组学的主流技术平台, 影响实验成败的关键在
于蛋白质样品的制备和电泳条件的优化. 针对双向
电泳实验的重复性和稳定性要求, 我们对样品制备、 
胶条转移以及凝胶染色等步骤进行了摸索和优化 , 
结果使MCF7 细胞蛋白得到了有效分离, 且保证了 9
次重复的均一性, 适合后续的差异分析和质谱鉴定. 
当前, 极低频磁场研究领域的最大问题就是实验的
重复性, 这又涉及实验材料的敏感性问题. Ishido等
人[13]报道了 50 Hz极低频磁场在两种来源MCF7细胞
中抑制褪黑素分泌的效应明显不同, 而Jin等人[3]也

发现不同来源的HL60 细胞对磁场敏感程度也有差别. 
我们认为, 相比于选用的磁场辐照时间、强度等指标
的差异, 细胞来源和辐照时的具体状态更能影响实
验的最终结果. 因此, 不同批次的实验要保证选用材
料、辐照状态、处理手法等的完全一致, 在此基础上
利用蛋白质组等发现型技术筛选磁场特异反应蛋白

或基因, 实现不同实验室间样品处理和数据记录的
标准化, 才能客观揭示极低频磁场的生物学效应.  

本研究成功鉴定了 3个差异蛋白. RNA结合蛋白
(RBP)是细胞内对基因表达进行转录后控制的重要蛋
白, 它具有两个亚基: RNA结合亚基(RBS)和RNA结
合调节亚基 (RS)[14]. 实验证实RS可以抑制RBS的
RNA结合活性[14], 从而影响RBP的功能发挥, 有报道
指出失去RNA结合活性的RBP可以导致各种疾病包
括脆性X综合症等[15]. 此外, RS还可以和细胞骨架中
的微管纤维结合, 可能充当了RBS和细胞骨架间功能
联系的一个桥梁. 极低频磁场上调表达RS蛋白, 就
可能抑制了下游相关RBP的RNA结合活性和部分细
胞骨架相关的生物学功能, 如mRNA翻译、降解   等, 
从而在转录后水平控制了相关基因的表达. 翻译调
控肿瘤蛋白(TCTP)在几乎所有哺乳动物组织中表达, 
有报道发现: TCTP的过量表达会导致细胞生长阻滞
和形态变化, 且会使微管发生重排, 增加微管的数量
和稳定性[16]. 我们的实验观察到极低频磁场可以抑
制TCTP的表达, 那么就有可能削弱TCTP对细胞生长
的阻滞作用, 并影响微管结构的稳定性.  TCTP还具
有钙离子结合蛋白的某些特征,  Xu等人[17]的研究发

现TCTP的表达变化会受到胞内钙稳态破坏的诱导, 
而胞内钙离子浓度同样会受到磁场作用的调控[8], 因
此, 我们推测磁场可能通过改变胞内钙离子浓度, 破
坏钙稳态来诱导一系列下游蛋白包括TCTP等的表达
变化. 目前, TCTP的确切功能还未完全揭示, 但已发
现它参与了广泛的生物学过程, 包括细胞增殖、分裂
调控、肿瘤回复、组胺释放等, 因此可以预见极低频
磁场通过调控TCTP表达而影响多个细胞生理过程. 
蛋白酶体  β 亚基 7 型前体的具体生物学功能还不清
楚, 但蛋白酶体本身是细胞内具有多肽酶活性的降
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解酶, 是胞内蛋白代谢的重要调控分子, 也是某些蛋
白前体剪接修饰获得功能的关键酶类. 极低频磁场
下调该蛋白功能亚基提示磁场可能在翻译后水平调

控某些功能蛋白的活性.  
从上述分析可见, 本研究筛选确定的 3个差异蛋

白与细胞骨架系统有直接或者间接的联系. Nylund等
人[9]的实验也发现GSM 900 MHz的电磁场辐照可以
通过上调表达细胞骨架波形蛋白而影响人内皮细胞

EA.hy926 的细胞骨架, 因此, 细胞骨架很有可能是
不同频谱电磁场作用的共同靶点之一. 当然, 已发现
的磁场反应蛋白间的内在联系和卫生学后果有待进

一步的实验研究.  

致谢  质谱鉴定由上海生命科学研究院生物化学与
细胞生物学研究所蛋白质组学研究分析中心完成.   
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