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皮秒脉冲电场治疗宫颈癌动物模型的体内效应研究
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　　［摘要］　目的　探讨皮秒脉冲电场（ｐｉｃｏｓｅｃｏｎｄｐｕｌｓｅｅｌｅｃｔｒｉｃｆｉｅｌｄ，ｐｓＰＥＦ）治疗裸鼠宫颈癌动物模型的体内效应及机
制。方法　 将３６只裸鼠宫颈癌动物模型编号后随机抽取２４只分为对照组、脉冲治疗后６ｈ组、脉冲治疗后１２ｈ组、脉冲
治疗后２４ｈ组，每组６只。治疗组给予固定脉冲参数（脉冲个数２０００个，脉宽８００ｐｓ，电压７０ｋＶ，频率３Ｈｚ）的脉冲电场
处理，对照组不予脉冲电场处理。取肿瘤组织，采用ＨＥ染色、透射电镜观察肿瘤组织形态学变化。ＴＵＮＥＬ试剂盒检测肿
瘤组织凋亡程度。ＪＣ１染色激光共聚焦显微镜下检测肿瘤组织线粒体跨膜电位。应用蛋白活性测定试剂盒检测Ｃａｓｐａｓｅ
３、Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白活性。其余１２只动物模型随机抽取分为治疗组和对照组，脉冲电场处理后每隔
３ｄ测量肿瘤体积，计算相对肿瘤增殖率Ｔ／Ｃ（％）。结果　 治疗后肿瘤组织发生不同程度的坏死，以治疗后２４ｈ最重，电
镜下可见凋亡小体，以治疗后１２ｈ组多见。各治疗组肿瘤组织凋亡率均高于对照组（Ｐ＜０．０１），１２ｈ组凋亡率明显高于
其余两个治疗组和对照组（Ｐ＜０．０１）。脉冲治疗后随时间的延长线粒体膜电位逐渐降低。Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白活
性检测结果均显示１２ｈ组明显高于其他治疗组和对照组（Ｐ＜０．０１）。Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白活性各组之间无明显差
异。治疗后３、６、９ｄ两组肿瘤体积有统计学差异，处理组相对肿瘤增殖率分别为７６．８７％、７１％、６８．８７％。结论　 ｐｓＰＥＦ
可以作用于宫颈癌动物模型的肿瘤部位，导致肿瘤组织发生坏死及凋亡，早期对肿瘤的生长有一定的抑制作用。
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　　脉冲电场（ｐｕｌｓｅｄｅｌｅｃｔｒｉｃｆｉｅｌｄｓ，ＰＥＦ）对肿瘤细胞
的生物学效应近几年已成为治疗肿瘤的热点之

一［１－３］。国内外研究者已对毫秒、微秒、纳秒脉冲电场

做了大量研究，证实了其治疗肿瘤的有效性，并相继开

展了临床实验，应用于皮肤癌、肝癌等［４－６］。而毫秒、

微妙、纳秒脉冲电场都需借助于有创或微创的电极针

到达肿瘤部位，从而在一定程度上限制了其临床应用。

寻求一种无创手段将脉冲电场引致体内肿瘤部位成为

解决问题的关键所在。

　　皮秒脉冲电场（ｐｉｃｏｓｅｃｏｎｄｐｕｌｓｅｅｌｅｃｔｒｉｃｆｉｅｌｄ，
ｐｓＰＥＦ）具有高时间分辨率、高空间分辨率、在传播过
程中保持输入脉冲的冲击特性、在靶点区域具有很高

的分辨率［７］，可以通过匹配超宽带冲击脉冲辐射天线

聚焦于特定的组织，这些特点使得 ｐｓＰＥＦ实现无创治
疗肿瘤成为可能［８］。本课题组前期体外细胞实验已

证实了皮秒脉冲电场对宫颈癌细胞的诱导凋亡作

用［９－１０］。本研究以宫颈癌动物模型作为研究对象，以

前期细胞实验为基础，初步探讨皮秒脉冲电场治疗裸

鼠宫颈癌模型的机制，为皮秒脉冲电场临床治疗宫颈

癌提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　人宫颈癌ＨｅＬａ细胞株由重庆医科大学超声工程研究所提
供，３６只４～６周龄的ＢＡＬＢ／ｃ雌性裸小鼠由重庆医科大学实验
动物中心提供，ＲＰＭＩ１６４０培养基（ＧｉｂｃｏＵＳＡ），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ
ＵＳＡ），ＴＵＮＥＬ检测试剂盒（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司），组织线粒体分离
试剂盒、线粒体跨膜电位检测试剂盒（ｊｃ１）（碧云天公司），
Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒、Ｃａｓｐａｓｅ８活性检测试剂盒、Ｃａｓｐａｓｅ９
活性检测试剂盒（碧云天公司），Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测定试剂盒
（碧云天公司），Ｃａｓｐａｓｅ１２活性检测试剂盒（杰美基因公司）。
１．２　细胞培养
　　ＨｅＬａ细胞培养于含有１０％ 新生小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养
基中，３７℃、５％ＣＯ２培养箱内生长，待细胞铺满达８０％～９０％时
消化离心，无血清培养基重悬，调整细胞浓度为２×１０７／ｍＬ备用。
１．３　动物模型
　　裸鼠（雌性）饲养于无特殊病原菌动物房，４～６周龄。０．２ｍＬ
上述细胞悬液注射于裸鼠背部皮下，待肿瘤最大直径达０．５～

０．８ｃｍ，取裸鼠肿瘤组织做移植瘤模型，约２周皮下移植瘤最
大直径达１ｃｍ左右，将３６只裸鼠移植瘤模型编号后随机抽取
２４只随机将裸鼠移植瘤模型分为４组：对照组、治疗后６ｈ组、治
疗后１２ｈ组、治疗后２４ｈ组，每组６只。治疗组给予脉冲处理。
１．４　脉冲处理
　　本课题组前期预实验结果显示当固定参数为脉宽８００ｐｓ、
频率３Ｈｚ、电压７０ｋＶ、脉冲个数２０００个时，脉冲的抑瘤效应
最明显，后续实验以此参数进行处理。将裸鼠麻醉后（１０％水
合氯醛），使裸鼠皮下移植瘤置于两电极之间，按上述参数进行

脉冲处理。对照组不给予脉冲处理。分别于脉冲处理后６、１２、
２４ｈ取处理组及对照组肿瘤组织做后续实验。
１．５　肿瘤组织细胞形态学检测
　　分别用ＨＥ染色和透射电镜观察肿瘤形态学变化。取肿
瘤组织固定于１０％甲醛溶液中，石蜡包埋切片，常规ＨＥ染色，
光镜下查看组织形态。将肿瘤组织固定于４％戊二醛溶液中，
将标本交电镜室进行后续固定、脱水、包埋、修块、超薄切片及

铅铀双重染色，透射电镜下观察对照组及各处理组细胞的超
微结构。

１．６　ＴＵＮＥＬ检测肿瘤组织凋亡程度
　　肿瘤组织固定于１０％甲醛溶液中，常规石蜡包埋切片，脱
蜡水化后依照ＴＵＮＥＬ试剂盒说明书进行后续处理。蛋白酶 Ｋ
通透细胞，新鲜配制的ＴＵＮＥＬ标记缓冲液中标记，链菌素辣根
过氧化物酶溶液中进行酶标反应，３，３二氨基苯联胺（ＤＡＢ）显
色，苏木精复染，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树脂封片，光

镜检查并拍照，阳性细胞呈棕黄色。

１．７　诱导凋亡可能机制的检测
１．７．１　激光共聚焦显微镜下检测肿瘤组织线粒体跨膜电位　
　取肿瘤组织于冰上匀浆后加入线粒体分离试剂 Ａ，６００×ｇ、
４℃ 离心５ｍｉｎ。取上清液１１０００×ｇ，４℃离心１０ｍｉｎ，沉淀即
为线粒体。经线粒体膜电位特异性探针ＪＣ１染色５～１０ｍｉｎ，处
理后的样品置于激光共聚焦显微镜下检测线粒体跨膜电位变

化：绿色荧光表明线粒体膜电位下降，该细胞很可能处于细胞凋亡

早期；红色荧光表明线粒体膜电位比较正常，细胞的状态较正常。

１．７．２　Ｃａｓｐａｓｅ凋亡相关蛋白活性检测　　取肿瘤组织于冰
上匀浆裂解，４℃、１６０００×ｇ离心１０～１５ｍｉｎ后收集上清液。
少量样品用于Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测定，其余样品按照试剂盒说
明书进行蛋白活性检测。根据样品中的蛋白浓度，分别计算出

每个样品单位重量蛋白中所含的Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ８，Ｃａｓｐａｓｅ９、
Ｃａｓｐａｓｅ１２的酶活力单位。
１．８　相对肿瘤增殖率Ｔ／Ｃ（％）的测定
　　其余１２只裸鼠移植瘤模型随机抽取分为对照组和处理
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组，每组各６只。脉冲电场治疗后每隔３ｄ分别测量治疗组和
对照组的肿瘤体积。即用游标卡尺测量肿瘤的长径和宽径，Ｖ
（肿瘤体积）＝１／２长 ×宽２。据肿瘤体积计算相对肿瘤体积

（ｒｅｌａｔｉｖｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ，ＲＴＶ），ＲＴＶ＝Ｖｔ／Ｖ０，其中 Ｖ０为治疗
前测量所得肿瘤体积，Ｖｔ为每次测量时的肿瘤体积。相对肿瘤
增殖率（Ｔ／Ｃ）＝ＴＲＴＶ ／ＣＲＴＶ×１００％。（ＴＲＴＶ：治疗组
ＲＴＶ；ＣＲＴＶ：对照组ＲＴＶ）。
１．９　统计学分析
　　计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理，进
行重复测量方差分析和独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　ｐｓＰＥＦ导致宫颈癌动物模型肿瘤组织发生坏死
　　ＨＥ染色显示皮秒脉冲电场治疗后，各治疗组肿瘤组织均
发生不同程度坏死，出现均质红染无结构物质，核染色质消失，

并随治疗后时间的延长，肿瘤组织坏死区域增加，治疗后２４ｈ
组呈大片状坏死，坏死程度最重（图１）。而电镜观察超微结构
显示各处理组均有轻度的线粒体肿胀。其中６ｈ组坏死较轻，
胞膜及核膜较完整，细胞轮廓尚在。１２ｈ组坏死加重并出现较
多的凋亡小体。２４ｈ组出现严重坏死，胞膜和核膜崩解，核染

色质呈无规律状（图２）。
２．２　ｐｓＰＥＦ可诱导肿瘤模型发生凋亡
　　治疗后１２ｈ组出现较多呈棕黄色的凋亡细胞，而治疗后
６ｈ组和２４ｈ组较１２ｈ组少，对照组偶见凋亡细胞（图３）。对
照组、６、１２ｈ和 ２４ｈ组凋亡率分别为（１６．３３±５．０３）％、
（５３３３±７．５７）％、（７７．３３±６．６６）％、（５４．３３±３．０５）％。各处
理组凋亡率均高于对照组（Ｐ＜００１），１２ｈ组凋亡率明显高于
其余两个处理组（Ｐ＜００１）。
２．３　凋亡相关机制
２．３．１　脉冲治疗后线粒体跨膜电位随时间的延长逐渐降低　
　从对照组到处理后６、１２ｈ组，红色荧光逐渐降低，绿色荧光
逐渐增强。而处理后２４ｈ组与其余两个处理组相比，两种荧光
均有所减弱（图４）。
２．３．２　内质网凋亡途径相关的Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活性
升高　　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活性治疗后１２ｈ组（１９．４０±１．８６）与未
处理组（１３．２９±１．５５）和６ｈ组（１４．２２±１．６３）相比显著升高
（Ｐ＜０．０１），并高于２４ｈ组（１６．０１±２．４７）（Ｐ＜０．０５）。Ｃａｓｐａｓｅ
１２蛋白活性１２ｈ组（２０．６０±３．４８）与对照组（１０．７５±１．９３）、６ｈ
组（１１．４７±１．４０）、２４ｈ组（１４．８９±１．７３）相比显著升高（Ｐ＜
００１）。Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白活性各组之间无明显差异。
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Ａ：对照组；Ｂ：处理后６ｈ组；Ｃ：处理后１２ｈ组；Ｄ：处理后２４ｈ组
图１　光镜观察宫颈癌动物模型肿瘤细胞的坏死程度　（ＨＥ×２００）
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Ａ：对照组；Ｂ：处理后６ｈ组　↑：示内质网扩张；Ｃ：处理后１２ｈ组　↑：示凋亡细胞；Ｄ：处理后２４ｈ组　↑：示坏死细胞
图２　透射电子显微镜观察宫颈癌动物模型肿瘤细胞的超微结构变化
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Ａ：对照组；Ｂ：处理后６ｈ组；Ｃ：处理后１２ｈ组；Ｄ：处理后２４ｈ组
图３　ＴＵＮＥＬ法观察各组肿瘤细胞凋亡　（苏木精 ×４００）
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图４　ｊｃ－１染色观察宫颈癌动物模型肿瘤细胞线粒体膜电位的变化　（激光共聚焦显微镜）

２．４　ｐｓＰＥＦ治疗后早期对肿瘤的生长有一定的抑制
作用

　　ｐｓＰＥＦ治疗后３、６、９ｄ治疗组和对照组肿瘤体积相比较有
统计学差异，１２ｄ及以后差异无统计学意义（图５）。治疗后３、
６、９ｄ相对肿瘤增殖率分别为（７６．８７±３．３９）％、（７１±４．９６）％、
（６８．８７±５．１２）％ ，相比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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图５　ｐｓＰＥＦ治疗后对动物模型肿瘤体积的影响

３　讨论

　　宫颈癌是女性生殖道系统最常见的恶性肿瘤之

一，近年来其发病呈年轻态趋势［９］，年轻患者则更注

重于生育能力得以保留。现有的治疗方式已经比较成

熟，然而都不同程度地影响了患者的生育能力。因此，

保留患者生育能力、安全、有效及非侵入式治疗宫颈癌

是目前医务工作者研究的当务之急。

　　脉冲电场作为一种新兴物理治疗方法应运而生，
国内外研究者已对毫秒级、微秒级、纳秒级脉冲电场做

了大量研究，并取得了较大进展，然而他们的有创性限

制了其在临床上的应用。因此，我们的研究转向更低

级脉宽电场。不同的脉冲电场参数可对细胞的结构功

能和信号转导引发不同的效应［１０－１１］。从理论上讲，皮

秒级脉冲电场作用靶点为内质网，线粒体等细胞器膜，

而对细胞膜的影响不大。细胞内的线粒体和内质网等

细胞器与细胞凋亡的发生密切相关，那我们可以推测

皮秒脉冲电场可靶向作用于肿瘤细胞，导致肿瘤细胞

内质网、线粒体等细胞器的结构及功能发生改变而诱

导肿瘤细胞发生凋亡，从而产生杀灭肿瘤效应。细胞

凋亡主要有线粒体途径，死亡受体途径和内质网应激

途径。死亡受体途径主要由死亡受体和配体结合活化

Ｃａｓｐａｓｅ８或 Ｃａｓｐａｓｅ１０，线粒体途径活化 Ｃａｓｐａｓｅ９，
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内质网应激途径活化 Ｃａｓｐａｓｅ１２。３条通路最终合并
为同一途径：激活 ｃａｓｐａｓｅ３，进而诱导细胞凋亡。我
们的前期实验结果已经证实：皮秒脉冲电场体外可诱

导ＨｅＬａ细胞发生凋亡，其可能的途径为降低线粒体
膜电位及内质网应激途径活化 ｃａｓｐａｓｅｓ（ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅｓ，天冬氨酸特异性
半胱氨酸蛋白酶类）依赖的细胞凋亡途径［１２－１４］。基

于以上理论和实验研究基础，本研究以裸鼠宫颈癌模

型作为研究对象，初步探讨皮秒脉冲电场治疗宫颈癌

动物模型的在体效应。

　　本实验结果显示，皮秒脉冲电场可导致裸鼠宫颈
癌皮下移植瘤模型发生凝固性坏死，随时间延长，坏死

加重，处理后２４ｈ组最明显。电镜下观察肿瘤组织细
胞形态、ＴＵＮＥＬ法测定凋亡率、激光共聚焦显微镜下
检测线粒体跨膜电位、Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐｓｅ１２蛋白活
性测定这些结果表明，脉冲处理后１２ｈ细胞发生凋亡
最明显，而治疗后２４ｈ凋亡程度反而下降。因此，我
们推断细胞凋亡在 ｐｓＰＥＦ处理裸鼠宫颈癌移植瘤后
肿瘤细胞死亡中发挥重要作用，肿瘤细胞发生凋亡后

死亡，最终被机体清除。Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐｓｅ１２蛋白
活性明显升高，激光共聚焦显微镜下线粒体跨膜电位

也明显下降，提示ｐｓＰＥＦ诱导宫颈癌动物模型的肿瘤
组织细胞发生凋亡的可能机制与线粒体膜电位下降及

内质网应激活化 Ｃａｓｐａｓｅ依赖的细胞凋亡途径相关。
治疗后处理组相对肿瘤增殖率结果提示皮秒脉冲电场

在治疗宫颈癌动物模型的早期对肿瘤有一定的抑瘤效

应。而按照《细胞毒类抗肿瘤药物非临床研究技术指

导原则》评价标准，Ｔ／Ｃ（％）＞４０％为无效［１５］，提示皮

秒脉冲电场对宫颈癌动物模型肿瘤的抑瘤效应还未达

到有效治疗。

　　目前关于皮秒脉冲电场治疗动物肿瘤模型的研究
甚少，该课题在这方面得到了突破，验证了皮秒脉冲电

场对宫颈癌动物模型具有在体杀伤效应。而其抑瘤效

应不明显提示 ｐｓＰＥＦ作为单一的物理治疗方法效果
还不能令人满意。由于研究的时间有限，理论基础欠

缺，该课题我们只对皮秒脉冲电场治疗宫颈癌动物模

型进行了初步研究，下一步我们会改进仪器及综合其

他治疗方式以期达到较为满意的抑瘤效应，以及对

ｐｓＰＥＦ治疗动物模型更具体的作用机制以及分子信号
通路进行深入研究。另外作为一种物理治疗方法，其

最终目标是应用于临床治疗，因此，安全性方面的研究

也必不可少。如果还能匹配超宽带冲击脉冲辐射天

线，将脉冲辐射能量无创聚焦于深部组织，那么皮秒脉

冲电场临床用于肿瘤无创治疗也就指日可待。
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