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能量可控陡脉冲对人卵巢癌细胞的体外作用

胡　娅1 ,胡丽娜1 ,米　彦2 ,姚成国2 ,熊　兰2 ,孙才新2　　(1 重庆医科大学第二临床学院妇产科 , 重庆 400010;2 重庆大学

电气工程学院 , 重庆 400044)

　　提　要:目的　研究不同剂量的能量可控陡脉冲对体外培养的人卵巢癌细胞生物学性状的影响。方法　对人卵巢

癌细胞 SKOV3 施以不同剂量的陡脉冲 , 采用四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法及细胞增殖曲线法观察急慢性损伤效应 , 流式

细胞技术分析作用前后细胞周期的变化 , 倒置显微镜 、透射及扫描电镜进行形态学观察。结果　MTT实验证实陡脉冲对

肿瘤细胞的作用存在剂量效应关系 ,其杀伤率随剂量的增加而增加。细胞增殖曲线说明高剂量陡脉冲可导致肿瘤细胞的

急性损伤效应;流式细胞分析结果表明 , S期及 G2/M 期减少 , G0/G1期细胞增加 , 并呈剂量依赖趋势;通过显微摄影观察到

肿瘤细胞在脉冲场中动态变化过程 ,提示肿瘤细胞带负电荷 ,在脉冲场中向阳极运动;超微结构及扫描电镜结果显示陡脉

冲能引起细胞不可逆性电击穿 ,导致肿瘤细胞溶解性坏死。另外 ,由于陡脉冲的电解作用 , 改变了肿瘤细胞正常生存环境

的 pH 值 , 强酸强碱环境进一步引发肿瘤细胞死亡。结论　能量可控陡脉冲通过急慢性损伤效应不仅能改变人卵巢癌细

胞正常的生物学性状 ,而且通过其电解作用又改变了肿瘤细胞正常生存环境 最终导致肿瘤细胞死亡。
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Effects of the energy controllable steep pulses on human ovarian carcinoma cell in vitro
HU Ya , HU Li-na , MI Yan , YAO Cheng-guo , XIONG Lan , SUN Cai-xin (Department of Obstetrics and Gynecology , Second Affiliat-

ed Hospital , Chongqing University of Medical Sciences , Chongqing 400010 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of energy controllable steep pulses on the biological properties

of human ovarian cell in vitro.Methods　After action by different intensities of steep pulses , the acute and delayed

effects on human ovarian carcinoma cell line SKOV3were investigated by measuring the cell growth curves and by 3-

(4 ,5-dimethylthiazol-z-yl)-2 ,5-dipheny tetrazolium blue(MTT)colorimetric assay.Cell cycle changes were detected

by flow cytometry (FCM).Morphological changes were observed by inverted microscope , light microscope and scan-

ning electron microscope.Results　MTT assay demonstrated the effects of steep pulses on SKOV3 cells were in a

dose-dependent manner.The cell growth curve showed that the highest dose mainly resulted in acute effects.Analysis

of cell cycle indicated that S and G2/M phase cells decreased but G0/G1 cells increased in a dose-dependent manner.

The morphological dynamic changes of SKOV3 cells in the pulse fields showed that tumor cells had negative charges ,

moving to anode.Results of ultrastructure and scanning electron microscope s

当施加的脉冲电压幅值远高于细胞正常膜电压时 ,还可ring

about irreversible electrical breakdown(IREB)of cell , leading to necrosis of tumor cells.In addition , the function of

electrolysis by steep pulse changed the normal pH of the living circumstances of tumor cells and consequently , strong

acid and alkali ulteriorly induced the death of cells.Conclusion　Energy controllable steep pulses can change not

only the features of human ovarian carcinoma cell by acute and delayed effects , but also the normal living circum-

stances by means of the effects of electrolysis , which , finally , results in death of tumor cells.
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EIC)是近20年来发展起来的一种新的局部物理治疗

肿瘤的方法。其作用机制是通过脉冲电场变化引起肿

瘤细胞膜局部电通透作用增加 ,选择性增强低渗透性

化疗药物对恶性肿瘤细胞的杀伤作用 ,并在一 、二期临

床试验中取得了显著成效 。近年来 ,已有研究[ 1]显示
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当施加的脉冲电压幅值远高于细胞正常膜电压时 ,还

可引起质膜不可逆性电击穿 ,直接导致细胞死亡。前

期实验我们观察了单用脉冲电场对离体恶性肿瘤组织

的作用 ,证实脉冲电场可引起肿瘤细胞的形态结构改

变[ 2] 。因此 ,我们拟进一步研究能量可控陡脉冲对人

卵巢癌 SKOV3细胞系的体外作用 ,以观察脉冲变化对

培养恶性肿瘤细胞的生物学性状影响 ,初探其杀伤机制。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　人卵巢癌 SKOV3 细胞系　　购于重庆医科大学超声研

究所。细胞培养于 RPMI1640 培养液(含 10%精制小牛血清 , 青

霉素 100 U/ml , 链霉素100 U/ml), 置于37 ℃, 5%CO2 孵箱中扩

增 , 0.25%胰酶(美国 GIBCO 产品)消化传代。

1.1.2　主要试剂　　RPMI1640 培养基 , 精制小牛血清为美国

Hyclone产品 ,胰酶为美国GIBCO产品 ,塞唑蓝(MTT), 二甲亚砜

(DMSO)为美国 Sigma产品。

1.1.3　主要仪器用品　　能量可控陡脉冲治疗样机由重庆大

学高电压技术和系统监测省级重点实验室联合研制 , 能输出电

压可调(20～ 250 V),电容可调(0.01～ 0.1μF),重复频率(10～ 1

kHz)不同组合的陡脉冲。Bio-RAD505 型酶标检测仪(美国产),

BECKMAN GS-15R Centrifuge(贝克曼高速离心机 ,德国产), FACS

calibur流式细胞仪(FCM , 美国产), pH 试纸。

1.2　方法
　　为考察能量可控陡脉冲对恶性肿瘤细胞生物学性状的影

响 ,根据脉冲能量公式:总能量=1/2·CUm
2
·f·■T ,其中 C:放电

电容值(μF), Um:脉冲峰值(V), f:频率(Hz), ■T:作用时间(s)。

我们选择性固定脉冲峰值(200 V), 频率(100 Hz)及时间(20

min)3 个参数 ,改变电容值(取值为 0.01 、0.022、0.033、0.047、0.1

μF)观察总能量变化引起的生物学效应。

1.2.1　陡脉冲处理方式　　将处于对数生长期贴壁生长的

SKOV3卵巢癌细胞用 0.25% 胰酶消化后离心 , 加入不含血清

的 RPMI1640 培养液(含酚红 , pH 7.0～ 7.2)制成单细胞悬液 , 调

细胞密度为 3×106/ml , 盛于 25 mm×20 mm 的称量瓶中 , 通过

自行研制的能量可控陡脉冲治疗仪的铂金电极针(两针间距 1

cm)前端插入细胞悬液中 , 施加不同剂量的陡脉冲。而正常对

照组仅插入电极针而不给予陡脉冲刺激。 阴极 、阳极区分别以

pH 试纸测定酸碱度的变化。用数值化测温仪的探针插入悬液

以测定温度的变化。

1.2.2　剂量-效应关系曲线　　陡脉冲作用后调细胞密度为

1×106个/ml , 吸取 100 μl(含1×105 个细胞)接种于 96 孔板 , 每

个样品设 5 ～ 8 个平行孔 , 同时设立正常对照组 , 空白对照组

(即只加不含血清的培养液),然后每组每孔加入 MTT(5 mg/ ml)

10 μl/孔 ,继续培养4 h。离心后小心吸弃上清液 ,每孔加入DMSO

150 μl ,振荡 15 min后在酶标仪上检验 ,测定 570 nm 波长处吸光

度(A)值 ,根据公式[ 3]计算杀伤率:

细胞杀伤率=
正常对照组 A 值-实验组 A值
正常对照组A 值-空白对照组 A 值

1.2.3　细胞增殖曲线　　取陡脉冲低剂量(0.01 μF)组 , 高剂

量(0.1 μF)组和对照组细胞分别接种 , 每瓶接种 3.0×105 个细

胞 ,第 2天起 , 每日每组 2 瓶细胞计数 , 绘制增殖曲线 , 并计算

细胞在指数生长期群体倍增时间。

1.2.4　细胞周期分析　　将浓度为 9×105 个/ ml的 SKOV3 细

胞接种于培养瓶中 ,置于 37 ℃、5%二氧化碳培养箱中培养 , 第

2 天待大部分细胞贴壁后 4 ℃培养 1 h , 以促成细胞同步化生

长。换液继续培养 48 h 后 , 用胰酶消化制成细胞悬液 , 陡脉冲

处理同上。收集细胞 , 70%乙醇固定 , 碘化丙啶染色后置流式

细胞仪分析。

1.2.5　细胞形态学观察

1.2.5.1　倒置显微镜观察　　电击小室是用中心具弧形圆孔

(直径为 17 mm)的玻璃块(厚 2 mm), 将两片状铂金电极固定在

其上(间距 1 cm)而成。作用时将 0.2 ml细胞悬液与结晶紫的

混合液滴加入小室 , 左侧电极片与治疗样机阴极相连 , 右侧与

阳极相连 , 镜下活细胞被染成蓝色 ,观察其在脉冲场中的动态

变化过程。

1.2.5.2　细胞超微结构观察　　经上述方法处理后的细胞悬

液 ,离心沉淀细胞 , 2.5%戊二醛 , 1%锇酸固定 ,脱水 , 环氧树脂

包埋 , 超薄切片 , 铀/铅染色 , 透射电镜(H-600 HITACHI)观察处

理组与对照组超微结构差异。

1.2.5.3　扫描电镜观察　　将处理后的细胞悬液离心清洗 ,

弃上清(重复 3 次), 将离心后沉淀细胞打散再沉淀 30 min后加

4%戊二醛 、1%锇酸固定 , 2%单宁酸 、TCT液导电处理后 , 用不

同浓度乙醇(30%、50%、70%、90%、100%)梯度脱水 , 叔丁醇干

燥 ,液氮冷冻后抽低真空 1.5 h , 缓慢放气(1 ～ 2 h),最后镀膜。

用KYKY(AMRAY)1000B 型扫描电镜观察细胞膜的变化。

1.3　统计学处理
　　采用 SAS 统计软件对计量资料进行方差分析。

2　结果

2.1　肉眼观察
　　陡脉冲处理时 ,肿瘤细胞悬液中阴阳两极处均有气泡产生,

并随剂量增加而增多。阳极附近变黄, pH 试纸测得阳极区 pH

值为 5～ 6 ,阴极区 pH值为 8～ 10 ,经数显测温仪测温后发现治疗

后温度有一定增加 ,表现为随时间的延长而增高, 最高达 30 ℃。

2.2　剂量-效应关系
　　陡脉冲放电电容值(X)与 SKOV3 细胞杀伤率(Y)之间经证

实存在剂量效应关系 ,且随剂量的增加而增加 ,见图 1。

1442　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 25卷



图 1　陡脉冲剂量-效应关系曲线

Fig 1　Dose-response relationship curve by steep pulse

2.3　细胞增殖曲线
　　对照组与 0.01 μF剂量组细胞均在接种后 24 h 即见增殖 ,

而0.1μF 剂量组则出现细胞数陡降 , 然后再缓慢地增殖 , 但增

殖程度明显低于前两组 ,可见高剂量(0.1 μF)组可导致肿瘤细

胞较强的急性损伤效应。对照组与 0.01 、0.1 μF 剂量组倍增时

间分别为 47.53 、50.57、404.87 h。 0.1 μF剂量组较对照增殖明

显延缓(P<0.01), 0.01 μF 组与对照组相比差异无显著性(P

>0.05),见图 2。

＊:P<0.05 vs control

图 2　陡脉冲处理前后细胞增殖曲线

Fig 2　Cell proliferation curve by steep pulse

2.4　细胞周期分析
　　流式细胞仪(FCM)检测 SKOV3 细胞周期分布情况见表 1。

各实验组均未发现细胞凋亡峰。 0.01 μF组与对照组相比 G0/

G1期 , S 期及 G2/M 期分布差异无显著性(P >0.05), 而 0.033

μF组与对照组相比则出现显著性差异 , 并随电容值的增加 , 出

现G0/G1 期细胞明显增加(P<0.01)。

表 1　陡脉冲对人卵巢癌 SKOV3细胞作用前后细胞周期分析( x±s)

Tab 1　Cell cycle analysis of human ovarian carcinoma cell line

SKOV3 by steep pulse( x±s)

Cell cycle distribution
Category

G0/G1 period(%) S and G2/M period(%)

Contro l 63.80±1.15 36.20±1.15

0.01μF 65.60±2.04 34.40±2.04

0.033μF 68.64±1.01＊＊■ 31.36±1.01＊＊■

0.1μF 71.04±1.80＊＊■■ 28.96±1.80＊＊■■

＊＊:P<0.01 vs control;■:P<0.05, ■■:P<0.01 vs 0.01

μF group

2.5　形态学变化
2.5.1　倒置显微镜观察　　表现为细胞位置不再发生改变 ,

但细胞体积逐渐增大 , 胞质溶解 , 颜色变淡到最后仅剩下细胞

轮廓。

2.5.2　透射电镜观察　　对照组图 3A:肿瘤细胞表现为核大 、

畸形 ,核仁多个 、肥大边集 , 核浆比大。 胞质内可见线粒体 , 细

胞边缘可见较多微绒毛。实验组图3B:肿瘤细胞表现为不同程

度的损伤:“Ⅰ”所示细胞肿胀 , 体积增大 , 胞核 、胞质及其内细

胞器溶解性坏死 ,仅残留细胞轮廓 ,细胞膜完整性破坏;“ Ⅱ与

Ⅲ” 所示肿瘤细胞损伤较前者轻 , 表现为胞质 、线粒体不同程

度的肿胀 、空化 , 而细胞核及膜结构相对完整 ,细胞边缘微绒毛

减少。图 3C:细胞膜向外突出形成胞突 ,细胞膜结构仍完整 。

图 3　对照组 A(TEM×3 500)与实验组 B、C(TEM×4 000)超微结构变化情况(B箭头示胞质 、线粒体肿胀 、空化 , C箭头所示胞突)

Fig 3　Changes of ultrastructure in control group A (TEM×3 500) and experimental groups B and C(TEM×4 000)(The arrowhead shows

swollen , cavitated cytoplast and mitochondria in B , and cytoplast protuberance in C)

2.5.3　扫描电镜观察　　对照组图 4A 肿瘤细胞膜结构完整,

表面可见微绒毛形成的皱褶。处理组图 4B 肿瘤细胞在脉冲场

中发生电穿孔现象 ,表现为胞质外涌, 呈喷射状 ,细胞膜完整性

破坏;图4C 所示肿瘤细胞膜表面向外形成突起 , 细胞膜仍完整。
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图 4　对照组 A(SEM×4 000)与实验组 B(SEM×4 000)、C(SEM×1 500)扫描电镜结构变化情况(B箭头示胞质电穿孔 , C箭头所示胞突)

Fig 4　Changes of cell structure by scanning electron microscope in control group A(SEM×4 000)and experimental groups B(SEM×4000)and C(×

1500)(The arrowhead shows the hole on cell membrane in B , and cytoplast protuberance in C)

3　讨论

　　据世界卫生组织统计 ,恶性肿瘤已成为严重威胁

人类健康的主要疾患之一 ,目前仍主要采用手术 、放射

疗法及化疗的综合治疗方式 ,但由于在实际应用中受

其各自适应症 、禁忌证和副作用等因素的限制 ,治疗疗

效仍不够理想 。近 20 年来人们试图通过研究电化学

疗法 、微波和高能聚焦超声等新技术对肿瘤细胞的生

物学作用效应 ,寻求新的治疗途径。微波及高能聚焦

超声均属于肿瘤热疗范畴 。它们是通过局部高温热效

应致肿瘤细胞蛋白质变性 ,凝固性坏死;空化效应致肿

瘤细胞机械性破坏而使肿瘤不可逆性死亡。

　　电脉冲化疗法与热疗不同 ,它是利用瞬间高电压

的电脉冲刺激细胞膜形成暂时可逆性电穿孔 ,使本来

难以通过细胞膜的化疗药物进入细胞内 ,增强细胞毒

作用 ,达到杀灭肿瘤的目的。EIC 实验研究报道很多 ,

而且已被用于头颈部鳞癌 、黑色素瘤 、基底细胞癌等肿

瘤的临床治疗 , 并且取得了 85.3%的缓解率
[ 4]
。

Ramirez等[ 5]在采用 EIC治疗肿瘤时 ,以单用电脉冲实

验作对比 ,得到低剂量脉冲作用下血凝和血运阻塞效

应。我们的前期实验结果也显示脉冲电场所致离体肿

瘤组织血管变性坏死 ,血栓形成及肿瘤细胞核固缩 、核

碎裂及核溶解等征象[ 2] 。证实单用脉冲电场确能致肿

瘤组织细胞形态学改变。因而我们试图不使用化疗药

物 ,直接用能量可控陡脉冲作用于 SKOV3卵巢癌细

胞 ,观察其杀伤效应 。

　　通过细胞电化学分析 ,肿瘤细胞膜具有较高的负

电荷 ,在脉冲电场的作用下 ,会向阳极聚集。在本实验

中通电后在持续陡脉冲作用下 ,我们通过倒置显微镜

观察到活体肿瘤细胞在脉冲场中的动态变化过程 ,也

进一步证实了肿瘤细胞带负电荷 ,在电场中向阳极运

动 ,这种特性有利于脉冲电场选择性杀死肿瘤细胞。

同时由于电解作用使电极针局部培养液 pH 值发生了

改变 。朱帆三等
[ 6]
认为电脉冲作用于组织的效应是通

过能量叠加累积达一定量而产生一系列的电生理化学

反应 ,导致脉冲电场作用区内 pH 值改变。细胞的正

常功能有赖于合适的周围环境 ,其中 pH 值 ,渗透压等

必须维持在一定范围内 ,才能适合于不同酶蛋白系的

活性和物质代谢的进行。肿瘤细胞由于它较正常细胞

生长活跃 ,对周围环境的变化更加敏感 ,因而肿瘤细胞

生存环境的改变也可能是导致其死亡的原因之一 。

　　本实验中由于细胞悬液中两电极间产生的是非均

匀陡脉冲电场 ,因此陡脉冲可引起肿瘤细胞不同程度

的病理改变 ,继而引发一系列生物学效应 。正如细胞

超微结构所示重者肿瘤细胞肿胀溶解性坏死 ,细胞器

结构消失 ,细胞膜完整性破坏;轻者出现胞突及胞质 、

线粒体肿胀空化等现象 ,但细胞膜完整性尚未破坏。

相应的扫描电镜观察也显示出陡脉冲引起质膜外表面

电穿孔和胞突现象。细胞膜不仅是细胞的一道重要屏

障 ,而且是细胞进行内外物质与信息交换的场所 ,张锦

珠等[ 7]研究发现在强脉冲电场作用下 ,可造成细胞膜

蛋白和膜骨架蛋白的脱出使细胞膜稳定性降低 ,细胞

易变形和形成伪足 ,甚至死亡。这种看法与我们观察

到的结果是一致的。肿瘤细胞重度损伤的形态学变化

向我们揭示出陡脉冲可直接引起细胞质膜不可逆性电

击穿 ,导致离子泄露 、细胞膜内外的化学平衡被打破 ,

从而引发溶解性坏死改变 ,这表现为陡脉冲的急性损

伤效应。

　　线粒体是细胞ATP 产生的场所 ,对各种因素反应

敏感 ,且往往较其他形态学改变出现早 ,其状况直接影

响细胞生存力
[ 8]
。如果线粒体损伤不可逆 ,则会影响

细胞的增殖能力 。在本研究中 ,对于细胞超微结构显

示的线粒体不同程度的损伤 ,通过肿瘤细胞增殖能力

曲线反映出随陡脉冲剂量的增加 ,抑制效应越明显 ,说
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明低剂量下线粒体损伤是可逆的 ,在指数生长期仍表

现出较强的增殖能力 ,而高剂量下线粒体损伤绝大部

分是不可逆的 ,故增殖能力明显减缓。流式细胞周期

分析结果可以看出 ,在所选剂量下 ,处于 DNA合成和

分裂期的肿瘤细胞 ,可能对陡脉冲电场更加敏感 ,而易

受到损伤 ,使得 G0 ～ G1期细胞相对增多 ,并表现为剂

量依赖关系 。提示陡脉冲能引起细胞内 DNA 的损伤 ,

出现G0～ G1 期阻滞现象 ,从另一方面又证实了陡脉冲

能够抑制肿瘤细胞的增殖 。这反映为陡脉冲的迟发性

抑制作用 。

　　另外 ,在整个实验过程中温度变化不大 ,最高仅为

30 ℃,而传统的肿瘤温热疗法需 42 ℃以上才能发挥

杀灭肿瘤细胞的作用 ,因此陡脉冲在此过程中可能起

主要作用的是非热生物学效应 。

　　综上所述 ,本研究揭示陡脉冲对体外培养的恶性

肿瘤细胞存在急慢性损伤效应 ,不仅能通过不可逆性

电击穿直接杀死肿瘤细胞 ,改变其生存环境 ,还能抑制

瘤细胞的增殖。而且陡脉冲输出剂量可调 ,操作方便 ,

同时又克服了化疗药物的毒副作用 ,因而用于肿瘤的

治疗是可行的。值得进一步探索其治癌机制 ,为今后

的临床试验提供理论依据 。
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文章编号:1000-5404(2003)16-1445-01　 个案与短篇

胰岛素泵治疗 2型糖尿病 6例观察

Observation of 6 type 2 diabetic patients treated with insulin pump

艾智华 ,蔡红卫　　(第三军医大学附属西南医院内分泌科 ,重庆 400038)

　　胰岛素泵在我国应用时间不长 , 我院近期开展了便携式胰

岛素泵皮下连续输注胰岛素(Continous subcutaneous insulin injec-

tion , CSII)治疗糖尿病 ,现报告6 例 2型糖尿病患者的治疗情况。

1　资料与方法

1.1　对象
　　胰岛素泵治疗组 6 例(CSII)均为住院的 2 型糖尿病患者 ,

男 5例 , 女 1例 , 年龄 37 ～ 54 岁 , 平均 45.3 岁 , 病程 3 个月至 7

年 ,平均 4.3年。空腹血糖大于 16.7 mmol/ L, 其中初诊 4 例 , 2

例已较长时间用胰岛素治疗血糖控制不佳。常规胰岛素治疗

组(Multi subcutaneous insulin injection , MSII)为同期住院的 2 型糖

尿病患者 9 例 , 空腹血糖大于 16.7 mmol/L。所有病人均以糖

尿病饮食治疗 ,体力活动相对固定 , 接受糖尿病知识教育。

　　作者简介:艾智华(1969-)男 ,江西省临川县人 ,硕士 ,主治医师 ,主要从事

糖尿病并发症发病机制及其防治方面的研究。电话:(023)

68754138
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1.2　方法
1.2.1 　CSII 组的治疗　　①用优泌林 R 胰岛素 , 由 MiniMed

507 型胰岛素泵 24 h 不间断皮下输注基础值胰岛素 , 进餐前输

入餐前负荷量;②血糖仪监测手指毛细血管血糖每日 7 次 , 包

括三餐前 、餐后 2 h 、睡前 , 必要时测凌晨2 、4 时血糖。 ③泵治疗

的初始剂量的设定:已使用胰岛素的患者 , 每日泵胰岛素用量

=泵治疗前胰岛素日剂量×0.8。 未使用过胰岛素者 , 每日泵

胰岛素用量=体质量(kg)×0.44(U/ kg)。每日泵胰岛素用量的

50%作为每日基础量 , 50%为餐前负荷量 ,平均分配到三餐前。

④根据血糖情况调整胰岛素剂量。

1.2.2　MSII组按常规胰岛素治疗方法 , 三餐前皮下注射优泌

林 R胰岛素 ,睡前皮下注射优泌林 N 胰岛素 ,监测三餐前 、餐后

2 h 、睡前手指毛细血管血糖。

1.3　血糖控制目标

　　空腹及餐前4.4～ 7.0 mmol/ L,餐后2 h 4.4～ 8.0 mmol/ L,连
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