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脉冲磁场对人卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞内Ｃａ２＋和细胞膜电位的影响
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　　［摘要］　目的　研究脉冲磁场 （８Ｈｚ，２００ｍＴ）对卵巢癌细胞ＳＫＯＶ３细胞内Ｃａ２＋和细胞膜电位的
影响及其作用机制。方法　 将ＳＫＯＶ３细胞分为对照组、脉冲磁场组、脉冲磁场＋维拉帕米组。对照组
不施加任何处理，其余２组给予脉冲磁场照射１ｈ，脉冲磁场＋维拉帕米组同时加入维拉帕米５０μｍｏｌ／Ｌ。
分别用荧光探针Ｆｌｕｏ３／ＡＭ及ＤｉＢＡＣ４（３）及标记细胞内Ｃａ２＋和细胞膜电位，应用激光共聚焦显微镜检
测磁场作用后细胞内平均荧光强度的变化，并采用流式细胞仪检测磁场作用后细胞凋亡情况。结果　
脉冲磁场诱导Ｆｌｕｏ３／ＡＭ荧光强度增加，与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），维拉帕米干预
后Ｃａ２＋荧光强度较脉冲磁场组明显减弱（Ｐ＜０．０５）。脉冲磁场诱导ＤｉＢＡＣ４（３）荧光强度增加，细胞膜
发生去极化，与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；维拉帕米对脉冲磁场的去极化效应无明显
影响 （Ｐ＞０．０５）。脉冲磁场组凋亡率与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　脉冲磁场
作用于ＳＫＯＶ３细胞膜，使其发生去极化，从而激活电压依赖型钙离子通道，引起细胞内Ｃａ２＋浓度升高。
而目前的脉冲磁场实验条件下，未促进细胞凋亡的发生。
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　　卵巢癌是女性生殖器官三大恶性肿瘤之一，病死
率居妇科恶性肿瘤之首。手术、化疗、放疗等传统手段

不断改进，但治疗效果改善甚微，因此寻求更为理想、

有效的新方法乃是当务之急。近年来，利用磁场的生

物学效应治疗肿瘤逐渐引起更多的关注［１］。而脉冲

磁场（ｐｕｓｅｄｅｌｅｃｔｒｉｃｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄｓ，ＰＥＭＦ）作为一种安
全、简便、有效的方式，已在骨质疏松［２］、骨关节炎［３］、

高血压［４］等多种疾病的治疗领域中应用。ＰＥＭＦ治疗
肿瘤也显示出一定的临床应用前景［５］，但其确切的机

制仍不够明确。

　　研究表明，ＰＥＭＦ能使细胞膜在静息电位的基础
上产生新的跨膜电位［６］，引起细胞膜上离子通道的改

变并影响细胞的代谢活动［７］。Ｗａｎｇ等［８］发现 ＰＥＭＦ
可通过肿瘤细胞的细胞膜作用于胞内的钙信号途径，

引起相应的生物学效应。关于ＰＥＭＦ对肿瘤细胞膜结
构与功能及钙信号的影响是一个值得深入研究的问

题。目前有关 ＰＥＭＦ对肿瘤细胞的研究结果不尽相
同，与磁场参数、实验条件、方法及肿瘤细胞的种类等

密切相关［９］。文献［１０］报道８Ｈｚ的 ＰＥＭＦ能明显诱
导ＳＫＯＶ３细胞的凋亡，结合实验中所采用的陡脉冲磁
场发生器所能达到的条件，并从临床应用的安全性出

发，本实验拟选用８Ｈｚ、２００ｍＴ的低频 ＰＥＭＦ作用于
体外培养的人卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞株，观察ＰＥＭＦ对细
胞膜电位和游离Ｃａ２＋浓度的影响，并进一步研究其是
否影响细胞代谢活动，启动并产生后续的生物学效应，

以探讨ＰＥＭＦ对肿瘤细胞的作用机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料与实验仪器
　　人卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞株由重庆医科大学实验研
究中心提供，ＲＰＭＩ１６４０培养基、胰蛋白酶和新生胎牛
血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，维拉帕米为上海禾丰制药有限

公司产品，Ｆｌｕｏ３／ＡＭ荧光探针购自碧云天公司，
ＤｉＢＡＣ４（３）荧光探针购自Ｓｉｇｍａ公司。激光共聚焦显
微镜、流式细胞仪分别为美国 ＢＤ公司的 ＦＡＣＳ
ＣＡＬＩＢＵＲ、德国Ｌｅｉｃａ的ＴＣＳＳＰＺ。陡脉冲磁场样机为
重庆大学输电装备与系统安全及新技术国家重点实验

室自行开发，采用 ＴｅｋｔｒｏｎｉｘＴＤＳ３０３２Ｂ实时动态检测
脉冲波形，采用脉冲磁场（参数：频率８Ｈｚ；磁场幅值
２００ｍＴ；宽度１０μｓ；变化率５×１０４Ｔ／ｓ；脉冲个数２８８００；
作用时间６０ｍｉｎ）进行处理。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞株用
ＲＰＭＩ１６４０完全培养基培养 （含１０％新生胎牛血清，
１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １００Ｕ／ｍＬ链霉素）置于 ３７℃、
５％ＣＯ２饱和湿度孵育箱常规培养。２～３ｄ传代１次。
１．２．２　细胞内 Ｃａ２＋浓度的测定　　实验分为３组：
①对照组：未接受磁场照射，不加入任何试剂；②脉冲
磁场组（ＰＥＭＦ组）：将ＳＫＯＶ３细胞置于脉冲磁场发生
器线圈中照射１ｈ；③脉冲磁场＋维拉帕米组（ＰＥＭＦ＋
ＶＰ组）：给予磁场照射１ｈ，参考文献［１１］中的药物干
扰浓度，加入维拉帕米５０μｍｏｌ／Ｌ。接种 ＳＫＯＶ３细胞
悬液（２×１０５／ｍＬ）于共聚焦专用培养皿中，待其贴壁
后给予ＰＥＭＦ处理１ｈ。磁场暴露结束后，用终浓度为
５μｍｏｌ／Ｌｆｌｕｏ３ＡＭ荧光探针标记细胞内 Ｃａ２＋，３７℃
避光孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液洗涤３次，将负载好的细
胞放在共聚焦显微镜载物台上，扫描参数为：①激发波
长４８８ｎｍ，发射波长５３０ｎｍ；②扫描方式：ＸＹＺ；③扫
描密度：１０２４×１０２４。每组选取３个视野拍照，每个
视野圈定１０个细胞计算平均荧光强度。采用 ＬＳＣＭ
定量分析软件进行图像分析与数据处理。

１．２．３　细胞膜电位的测定　　分组及处理同１．２．２，
磁暴结束，加入 ＤｉＢＡＣ４（３）５μｍｏｌ／Ｌ，３７℃避光负载
３０ｍｉｎ，激光共聚焦显微镜测定荧光强度。激发波长
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４９１ｎｍ，发射波长５１６ｎｍ。
１．２．４　细胞凋亡检测　　为深入探讨 ＰＥＭＦ所引起
的Ｃａ２＋浓度变化是否引起后续的生物学效应，通过流
式细胞技术检测 ＰＥＭＦ处理后肿瘤细胞的凋亡情况。
于磁暴结束后收集对照组及 ＰＥＭＦ组细胞，冷 ＰＢＳ洗
涤２次，将细胞悬液依次加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和
１０μＬＰＩ。混匀后室温避光孵育１５ｍｉｎ，上流式细胞
仪分析检测。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析，实验数
据为正态分布，所有数据方差具有齐同性。计量资料

以珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用独立样本ｔ检验，多组间
比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　磁场暴露对细胞游离Ｃａ２＋浓度的影响
　　经ＰＥＭＦ作用１ｈ后，ＰＥＭＦ组细胞 Ｃａ２＋荧光强

度增高，其值为（１２２．２４±３．８７），对照组荧光强度较
弱，其值为（９１．１８±４．９１），两组比较差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。用维拉帕米干预后细胞荧光强度减
弱，其值为（１０３．８２±５．３８），与其他２组比较，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。
２．２　磁场暴露对细胞膜电位的影响
　　ＰＥＭＦ处理 ＳＫＯＶ３细胞１ｈ后，细胞内膜电位平
均荧光强度为（１５５．０６±１０．１３），与对照组（１１３．０７±
７６２）比较增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
ＰＥＭＦ＋ＶＰ组荧光强度值为（１５０．０９±７．９１），与
ＰＥＭＦ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），与对照
组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２）。
２．３　细胞凋亡检测情况
　　ＰＥＭＦ组的总凋亡率为（５．３８±０．４１）％，与对照
组（４．４７±０．８１）％比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５，图３）。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＰＥＭＦ组；Ｃ：ＰＥＭＦ＋ＶＰ组

图１　ＰＥＭＦ对ＳＫＯＶ３细胞游离Ｃａ２＋浓度的影响　（激光共聚焦显微镜）
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Ａ：对照组；Ｂ：ＰＥＭＦ组；Ｃ：ＰＥＭＦ＋ＶＰ组

图２　ＰＥＭＦ对ＳＫＯＶ３细胞膜电位的影响　（激光共聚焦显微镜）
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Ａ：对照组；Ｂ：ＰＥＭＦ组

图３　ＰＥＭＦ作用后流式细胞仪检测细胞凋亡情况

３　讨论

　　细胞膜结构与功能的稳态是细胞执行正常生理功
能的基础，细胞膜上离子通道的开放，跨膜信号的传导

对细胞代谢起着重要的调控作用。细胞膜电位作为细

胞膜最重要的生物物理特征之一，维持细胞膜两侧一

定的电位梯度，对于多种离子的跨膜流动是必需

的［１２］。而Ｃａ２＋作为最重要的第二信使，在细胞内传
导信号并调控一系列生命活动［１３］，参与细胞的多种病

理生理过程［１４］。细胞内 Ｃａ２＋与肿瘤的增殖［１５］、凋

亡［１６］、转移［１７］等密切相关。本实验从磁场的生物电

效应的角度出发，研究其对肿瘤细胞膜电位及 Ｃａ２＋的
影响，结果显示，ＰＥＭＦ能引起卵巢癌细胞内钙升高及
细胞膜去极化，维拉帕米能部分阻断 ＰＥＭＦ所引起的
钙升高，而对其去极化效应无明显影响；我们还发现在

本研究的实验条件下对凋亡没有明显的影响。

　　Ｆｌｕｏ３／ＡＭ为特异性 Ｃａ２＋荧光探针，产生的荧光
强度与Ｃａ２＋浓度呈正比，其平均荧光强度的变化反映
出Ｃａ２＋浓度的变化情况。本实验通过 Ｆｌｕｏ３／ＡＭ以
显示Ｃａ２＋强度变化，发现磁场干预后Ｃａ２＋荧光强度增
强，说明磁场作用引起了细胞内Ｃａ２＋浓度增加。胞质
内钙的升高主要来源于两个方面：一是细胞外 Ｃａ２＋内
流；一是细胞内钙库的释放。而外钙内流的途径主要

分为３类：电压依赖性钙通道、钙库调控钙离子通道、
受体门控钙通道［１８］，电压依赖性钙通道是控制外钙内

流的主要途径，分为 Ｌ、Ｎ、Ｔ型。为进一步探索 ＰＥＭＦ
所引致的游离Ｃａ２＋浓度的来源，本实验加入了选择性
Ｌ型钙通道阻滞剂维拉帕米。我们观察到加入维拉帕
米后，Ｃａ２＋荧光强度较 ＰＥＭＦ组减弱，但仍高于对照
组，即磁场作用所引起的内钙增加可被维拉帕米部分

阻断。因此我们推测：①ＰＥＭＦ所引致的内钙升高激活
了电压依赖性钙通道，同时也可能激活了钙库调控钙离

子通道及受体门控钙通道，导致钙内流增加；②ＰＥＭＦ
所引起的钙内流增加部分源于 Ｌ型钙离子通道，部分

源于Ｎ、Ｔ型电压依赖性钙通道的开放；③胞内钙库的
释放也参与了ＰＥＭＦ所引发的钙升高。究竟是哪一种
因素占主导，抑或皆有之，尚需深入研究。

　　ＤｉＢＡＣ４（３）是一种膜电位敏感的亲脂性阴离子荧
光染料，根据其在细胞内外的分布，间接反映细胞膜电

位的变化。当ＤｉＢＡＣ４（３）进入细胞内时，荧光强度增
加，表明细胞膜负值减小，出现去极化改变；反之，当

ＤｉＢＡＣ４（３）进入细胞内减少时，荧光强度减弱，表明细
胞膜电位负值增加，发生了超极化。本实验中我们注

意到ＰＥＭＦ处理后，ＤｉＢＡＣ４（３）荧光强度增强，表明
ＰＥＭＦ诱导细胞发生去极化，其原因可能是磁场对运
动电荷的洛仑磁力影响细胞膜对带电粒子的通透性，

Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋等阳离子内流增多，内向电流使膜内电
位负值减小，引起细胞膜去极化。本研究中我们还观

察到加入钙通道阻断剂维拉帕米干预后，细胞膜电位

荧光强度较 ＰＥＭＦ组无明显差异，维拉帕米对 ＰＥＭＦ
的去极化作用无显著影响，表明 ＰＥＭＦ的去极化效应
可能主要不是由于Ｃａ２＋内流所引起的，即Ｃａ２＋内流不
是影响ＰＥＭＦ所引起的去极化改变的主要因素。
　　生物膜具有跨膜信号转导的功能，包括化学信号
与电信号，电信号的跨膜转导将引起膜电位的变化。

在外加电磁刺激下，细胞膜电位与细胞内钙信号之间

存在密切联系。细胞膜去极化可激活电压依赖性钙通

道开放，引起钙内流；同时，钙内流也可能影响细胞膜

电位，导致去极化。本实验中我们发现 ＰＥＭＦ引发了
钙内流及细胞膜去极化，而钙内流对细胞膜的去极化

效应无明显影响。由此我们认为细胞膜去极化为启动

因素，而Ｃａ２＋内流为继发事件，即 ＰＥＭＦ首先通过作
用于细胞膜引起细胞膜发生去极化改变，当去极化达

到一定水平后，激活电压依赖性钙离子通道开放，导致

细胞外Ｃａ２＋内流。
　　诱导肿瘤细胞凋亡，抑制其生长是肿瘤治疗的主
要途径［１９］。研究表明，Ｃａ２＋与肿瘤细胞的凋亡密切相
关［１４］。细胞内游离Ｃａ２＋的升高被认为是凋亡的启动
环节，从而激活ＤＮＡ内切酶，启动凋亡程序，诱导细胞
凋亡［２０］。研究发现，暴露于６ｍＴ的静磁场可引起胞
内钙升高而诱导人外周血白血病 Ｔ细胞凋亡［２１］。而

本实验中，ＰＥＭＦ诱导 Ｃａ２＋浓度增加，却并未引起凋
亡，我们推测其可能的机制主要有两点：①ＰＥＭＦ所引
起的Ｃａ２＋浓度增加并未达到导致凋亡的 Ｃａ２＋浓度水
平与时间。研究发现，细胞对 Ｃａ２＋升高的反应，取决
于钙信号持续的时间与强度，长时间高浓度的 Ｃａ２＋升
高将诱导细胞凋亡［２２］；②细胞内各种反馈调节机制又
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将升高的钙降至静息状态水平，维持细胞内环境稳态。

胞内Ｃａ２＋浓度升高后，肌质网或内质网钙泵可将Ｃａ２＋

重新摄回到肌质网或内质网内，同时质膜钙泵也可将

升高的 Ｃａ２＋由胞质内转运至胞外。另外，质膜的
Ｎａ＋Ｃａ２＋交换途径亦可将升高的钙跨膜转运至胞外。
由于本实验中所采用的陡脉冲磁场样机存在一定的限

制，暂不能同时进行多组磁场参数的干预处理，故不同

参数的ＰＥＭＦ处理后细胞内 Ｃａ２＋、细胞膜电位的变化
及其与细胞凋亡的关系尚待进一步研究。

　　综上所述，本实验通过研究 ＰＥＭＦ对卵巢癌细胞
内Ｃａ２＋及膜电位的影响，对 ＰＥＭＦ作用于肿瘤细胞的
机制有了初步了解，为基于磁聚焦的高陡度脉冲磁场

无创治疗肿瘤技术提供了理论依据。ＰＥＭＦ可通过作
用于卵巢癌细胞，使细胞膜发生去极化，从而激活电压

依赖型钙通道，引起胞外 Ｃａ２＋内流及胞内钙升高。
ＰＥＭＦ无创治疗肿瘤技术尚处于起步阶段，其诸多领
域仍需大量探索与研究。
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