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高强度电脉冲诱导卵巢癌线粒体凋亡及其机制

李* 聪!，胡丽娜!，&，董晓静!，孙才新(，米* 彦( * * （ !重庆医科大学附属第二医院妇产科，重庆 %"""!"；&四川大学华西第二
医院妇产科，成都 +!""%!；(重庆大学高电压与电工新技术教育部重点实验室，重庆 %"""%%）

* * 摘* 要：目的* 通过对调控线粒体凋亡信号通路上相关分子表达的检测，了解高强度电脉冲诱导卵巢癌组织凋亡可
能的线粒体途径。方法* 人卵巢囊腺癌 ,-./(细胞接种于裸鼠皮下建立肿瘤模型，待成瘤直径达 ! 01，将 &" 只裸鼠用随
机数字表法分为实验组和对照组，每组 !" 只，能量可控脉冲治疗仪用于实验组卵巢癌移植瘤，免疫荧光法检测电压依赖
阴离子通道（2345678 98:8;98;5 6;<3; 0=6;;84，/>?@）的变化，A4B3#( C ?D探针标记后激光共聚焦显微镜定位细胞内外 @6& E

分布及其含量，FG#H@F测定 I04#& 的 1FJ?水平。结果* 高强度电脉冲作用后，实验组卵巢癌细胞 />?@表达与对照组
相比显著下降（! K "L "&$）；@6& E 向线粒体流动，其含量比对照组明显增加（! K "L "%&）；I04#& 在高强度电脉冲作用后
1FJ?显著低于对照组（! K "L "(’）。结论* 高强度电脉冲作为一种强的外界刺激信号，作用于线粒体外膜 />?@，使凋亡
信号的细胞传导和发生效应增强，从而导致卵巢癌组织凋亡。
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* * 自闭合电路学说提出后，脉冲电场在肿瘤治疗领
域得到了广泛的发展。近年来不少学者将电脉冲对细

胞的影响聚焦到细胞内结构和功能的改变［!，&］，以电

化学疗法和电融合为代表的技术立足于细胞膜的电穿

孔［(］，,58:=8;等［%］用纳米级电场处理后得到细胞的凋
亡，同时发现这种凋亡的发生为线粒体依赖而非细胞
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膜途径，线粒体发生凋亡的机制在于线粒体膜上一种

叫 !"通道（#$%&$’()*)+, +%’-.)+)/- #/%$）的形成。研究
表明 !" 结构上的电压依从性离子通道（ 0/*+’1$ 2$3
#$-2$-+ ’-)/- 45’--$*，6789）与细胞色素 9 从线粒体
释放有关［:］。;4*3< 家族通过调控线粒体外膜的通透
性来诱导凋亡的发生。本实验通过对线粒体凋亡信号

途径各种因子的检测，分析高强度电脉冲作用后卵巢

癌组织发生凋亡的可能机制，为其临床运用提供科学

依据。

!" 材料与方法

=> =? 材料与仪器
? ? 卵巢浆液性囊腺癌细胞株 @AB6C为重庆医科大学超研所

惠赠。将处于对数生长期贴壁生长的细胞 @AB6C胰酶消化后，

校正细胞数至 = D =EF &* G=。"%)H/* 试剂、逆转录试剂盒由美国
I)(4/公司提供，;4*3< 和 !3’4+)-的引物由上海生工合成。能量
可控电脉冲样机为重庆大学高电压与电工新技术教育部重点

实验室自行设计与研制。脉冲参数：电压峰值可高达 < J6，上
升时间 -.级，脉宽 ". K &.级，频率 =E K = EEE LH，可组合不同
的脉冲参数（频率、脉宽、峰值），通过电容的储能放电产生能量

可控的电磁脉冲。

=> <? 方法
=> <> =? 动物模型的建立? ? 采用鼠龄（M K N 周）、体质量相近
（=F K =O 1）的雌性裸鼠 <E 只，购于中国科学院上海实验动物
中心，重庆医科大学实验动物中心购买、喂养。所有裸鼠在相

同的饲养间喂养，其生活条件（温度、湿度、光照、空气流通等）

均相同。将 @AB6C细胞悬液对裸鼠接种，皮下注射于右腋下，<
周后瘤块长至直径约 = 4&大小，表面无红肿溃烂，此时按随机
数字表法将动物分成实验组和对照组，每组 =E 只。
=> <> <? 电脉冲治疗 ? ? 裸鼠乙醚麻醉，在实验组卵巢癌组织
中插入电极针（两针电极）并施于脉冲电场，对照组插入电极针

但不施加电场。电场参数：电压 = EEE 6，频率 = EEE LH，脉宽
<:E -.，作用时间 = &)-。在每只裸鼠卵巢癌组织上选取 C 点重
复处理，每点给予相同的脉冲电场。高强度电脉冲处理后立即

处死裸鼠，取出脉冲作用区域组织，置于液氮冻存备用。

=> <> C? 卵巢癌线粒体的提取? ? 用冷分离液（蔗糖 <:E &&/* P
Q，"%).3L9= :E &&/* P Q）冲洗卵巢癌组织，剪碎，反复匀浆、过
滤，最终沉淀物即为卵巢癌线粒体。整个分离过程在 E R进
行。

=> <> M? 卵巢癌线粒体内 9’< S的测定? ? 分别向 < 组线粒体悬
液中加入终浓度为 =E "&/* P Q 的 T*U/3C P 8V，根据荧光强度和
数量分析线粒体膜电位改变，寻求影响线粒体膜电位的最大电

场参数。

=> <> :? W"3!9W测定 ;4*3< 的表达? ? 采用 "%)H/* 试剂提取卵
巢癌组织总 WX8，逆转录后行 !9W。;4*3< 和 !3’4+)- 的引物序
列如下。;4*3< 正义链：:Y39I99"9I8I8"I"9"98I8I3CY，反
义链：:Y3 I9I"9"8I8"98"""99I893CY，大 小 为 C=< (#；

!3’4+)- 正义链：:Y38I998"I8I8I3CY，反义链：:Y3I"998"I3
98I""3CY，大小为 NME (#。E> =Z琼脂糖凝胶电泳，以 !3’4+)-为
内对照，计算电泳条带的平均灰度值表示 ;4*3< &WX8表达量。

=> C? 统计学分析
? ? 数据以 !! [ "表示，采用 @!@@ ==> E 统计软件，对实验组和
对照组 6789蛋白表达、9’< S含量、;4*3< &WX8 表达的比较行
#检验。

#" 结果

<> =? 卵巢癌组织中 6789蛋白表达的比较
? ? 高强度电脉冲处理后，激光共聚焦显微镜下见对照组癌细
胞形态完整，细胞质内绿色荧光物质强，细胞核大、深染，可见

核分裂相（图 =8）；实验组癌细胞数量减少，细胞形态尚完整，
细胞质内绿色荧光强度明显减弱（图 =;）。高强度电脉冲处理
后，对照组 6789的荧光强度为（=:> ON [ E> CF），实验组荧光强
度值（C> <: [ => <M），显著低于对照组（$ \ E> E<:）。

!! !"
8：对照组；;：实验组

图 !" 卵巢癌组织中 $%&’蛋白的表达情况
（激光共聚焦显微镜 D MEE）

<> <? 卵巢癌组织线粒体中 9’< S的含量比较

? ? 高强度电脉冲处理后，提取线粒体悬液与 T*U/3C P 8V 孵
育，激光共聚焦显微镜下见对照组线粒体悬液内红色荧光强度

弱（图 <8）；实验组线粒体悬液内大量红色荧光物质，荧光强度
明显增加（图 <;）。对照组荧光强度为（]> C< [ <> C=），实验组
荧光强度（<:> <E [ => <C），明显高于对照组（$ \ E> EM<）。结果
表明经高强度电脉冲处理后，实验组 9’< S含量明显增多。

!! !"
8：对照组；;：实验组

图 #" 卵巢癌线粒体中 ’(# )含量的比较
（激光共聚焦显微镜 D ]EE）
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%$ "# 卵巢癌组织中 &’()% *+,-的表达比较
# # 高强度电脉冲处理后，+.)/0+测定电泳灰度值，在 "!% 12
位置见 &’()% *+,-表达（图 "）。实验组 &’()% 的灰度相对值
为（3$ !4 5 3$ 36），显著低于对照组（3$ 78 5 3$ !"），（ ! 9
3: 3"8）。

! " # $ %

&’’ ()!

*’’ ()!

%’’ ()!

"!"+,-./（&%’ ()）

"0,1"# 2345（$"# ()）

;：<,-标准；!，%：实验组；"，7：对照组
图 !" #$%&’#检测卵巢癌组织中 ()*%+ ,#-.的表达

!" 讨论

# # 高强度电脉冲作用于肿瘤细胞，引起细胞的凋亡
已得到大量实验证实［=］。>?@ABC等［D］通过比较脉冲上
升和下降的时间，认为脉冲波形对穿孔影响不大，因为

增加脉冲宽度和脉冲个数能降低使细胞电穿孔所需的

脉冲强度最低值。当电场频率在 CEF 范围内时，对细
胞电穿孔的影响不显著。<GAH 等［8］通过对不同频率
和电压的研究发现，亚微秒强脉冲作用后，细胞不会产

生明显肿胀现象，细胞膜穿孔延迟，胞内结构提前产生

作用，这种穿透性改变与可逆性电穿孔有明显区别。

IJB@G等［6］利用高强度电脉冲对细胞的作用，发现纳
米级高能脉冲可以在保持细胞完整性的情况下，使线

粒体膜电位下降，0K% L在细胞内外重新分布，肿瘤细胞

能量中心减弱、活性降低，微环境的改变，提示线粒体

为区别于细胞膜的又一电脉冲作用位点。

# # /.孔是跨越线粒体外膜和内膜的通道，是由蛋白
质组成的复合体，包括位于线粒体外膜的 M<-0 和内
膜的腺苷酸移位酶（ KNGABAG AO’(G?@BNG @PKAQ(?’KQG，
-,.）等，当 M<-0 和 -,. 并置在线粒体内外膜的相
应接触位点形成复合体时，导致 /. 孔开放。在本实
验脉冲电场作用于卵巢癌组织后，M<-0 蛋白的表达
显著下降，提示在高强度电脉冲作为一种强烈的外界

刺激信号，可作用于卵巢癌线粒体，引起 M<-0 的构
象改变，导致 /.孔开放，细胞凋亡发生。细胞内 0K% L

浓度的增加或 0K% L稳态失衡与细胞凋亡密切相关。

M<-0的表面存在 0K% L结合位点，结合 /. 孔上的金
属结合位点，是 /. 孔开放的重要因素。0K% L作用的

发挥由线粒体内游离 0K% L浓度决定，线粒体内钙超载

是诱导 /. 孔开放的常见原因。本实验显示：高强度
电脉冲作用卵巢癌组织后，其线粒体内 0K% L显著增

加，提示 0K% L参与了细胞凋亡的发生。&’()% 家族蛋
白可能参与 /.孔的组成。免疫沉淀法等研究［!3］发现

&KR通过与线粒体外膜上 M<-0 的结合而发挥作用。
在脂质体上重建的孔道结构显示 M<-0 中包含 &KR，
当复合体与 &’()% 结合后，/. 孔的活性被阻断。本实
验中检测到高强度电脉冲作用后 &’()% 下调，抑癌基
因表达降低，他们有利于卵巢癌细胞凋亡的发生。

# # 脉冲电场作用后 M<-0 的构象改变、0K% L在线粒

体中的增加、&’()% 表达的降低，提示有利于卵巢癌细
胞凋亡的发生。其中以 M<-0 的改变最为重要，它既
是 /.孔的重要组成部分、0K% L的结合位点，又是 &’()%
家族的功能靶点，还是脉冲电场作用于线粒体发挥效

应的第一结构，诱导第二信号 0K% L的分布改变。线粒

体钙超负荷，导致细胞内各种凋亡相关蛋白释放，同时

&’()% 家族基因的调控加剧了凋亡信号的细胞内传导，
导致凋亡的发生。研究结果表明高强度电脉冲是一种

有效的新型肿瘤治疗手段，利用其对细胞内结构的破

坏和凋亡的诱发，可作用于术后复发和无法手术的残

余肿瘤病灶，抑制了肿瘤的生长和转移，起到有效的二

线补充杀伤作用，为肿瘤的综合治疗带来希望。
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