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  [摘要] 目的 研究纳秒脉冲脉宽参数与细胞凋亡之间的量效关系。方法 将纳秒脉冲电场参数组合

(电场强度7、10、14
 

kV/cm,脉宽50、100、200
 

ns,脉冲个数30,频率1
 

Hz)作用于离体SKOV3细胞,利用An-
nexin

 

V
 

FITC/PI双染法检测细胞凋亡率和坏死率;通过激光共聚焦显微镜检测细胞膜和线粒体跨膜电位变化

情况;仿真计算纳秒脉冲作用时膜电位、微孔密度及电导率的实时动态变化。结果 脉冲处理后细胞膜跨膜电

位下降程度随脉宽增加而增加,而线粒体跨膜电位下降程度随脉宽增加而减小,且100
 

ns脉冲同时诱导最大的

细胞凋亡率(32.14±3.76)%及较小的坏死率(5.04±1.72)%;仿真计算中膜电位变化规律与实验结果吻合,

其中50
 

ns脉冲诱导最高的微孔密度(2.93×1015/m2)和电导率(0.004
 

S/m)。结论 通过合理选择纳秒脉冲

脉宽参数可以在一定程度上调控细胞的生物电效应。
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  [Abstract] Objective Investigation
 

of
 

the
 

dose-effect
 

relationship
 

between
 

the
 

pulse
 

duration
 

of
 

nanose-
cond

 

pulsed
 

electric
 

field
 

and
 

cell
 

apoptosis.Methods Nanosecond
 

pulsed
 

electric
 

field
 

(field
 

intensity
 

of
 

14,

10,7
 

kV/cm,pulse
 

duration
 

of
 

50,100
 

and
 

200
 

ns,pulse
 

number
 

of
 

30
 

and
 

repetition
 

frequency
 

of
 

1
 

Hz)
 

was
 

applied
 

to
 

SKOV3
 

cells
 

in
 

vitro,and
 

Annexin
 

V/PI
 

double
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

nec-
rosis

 

rate.Then
 

changes
 

in
 

transmembrane
 

potential
 

of
 

cell
 

membrane
 

and
 

mitochondria
 

membrane
 

were
 

ex-
amined

 

by
 

confocal
 

laser
 

scanning
 

microscope,finally
 

the
 

real-time
 

dynamic
 

changes
 

in
 

transmembrane
 

poten-
tial,pore

 

density
 

and
 

conductivity
 

during
 

nanosecond
 

pulsed
 

electric
 

field
 

application
 

were
 

achieved
 

by
 

simula-
tion

 

study.Results The
 

results
 

indicated
 

that
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

pulse
 

duration,the
 

decline
 

degree
 

of
 

cell
 

membrane
 

transmembrane
 

potential
 

increased,while
 

the
 

decline
 

degree
 

of
 

mitochondria
 

membrane
 

transmem-
brane

 

potential
 

reduced
 

after
 

the
 

application
 

of
 

nanosecond
 

pulsed
 

electric
 

field,and
 

100
 

ns
 

pulse
 

simultane-
ously

 

induced
 

the
 

maximum
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

(32.14±3.76)%
 

and
 

smaller
 

necrotic
 

rate
 

of
 

(5.04±1.72)%.
The

 

changes
 

law
 

of
 

membrane
 

transmembrane
 

potential
 

in
 

simulation
 

study
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

experi-
mental

 

results.The
 

50
 

ns
 

pulse
 

induces
 

the
 

highest
 

pore
 

density
 

of
 

2.93×1015/m2
 

and
 

conductivity
  

of
 

0.004
 

S/m.Conclusion The
 

research
 

conclusions
 

demonstrated
 

that
 

cell
 

bioelectric
 

effects
 

might
 

be
 

regulated
 

by
 

ra-
tionally

 

choosing
 

the
 

pulse
 

duration
 

parameter
 

of
 

nanosecond
 

pulsed
 

electric
 

field.
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  脉冲电场对细胞、组织及生物体的非热电效应已

成为生物电磁学领域的研究热点[1-2]。利用电场强度

kV/cm、脉宽毫微秒级的电场脉冲作用于生物细胞,
导致细胞膜通透性增加,使常态下无法透过细胞膜的

物质(如DNA、药物分子等)顺利进入细胞内的现象

称为电穿孔效应。根据穿孔后细胞膜能否恢复常态,
将电穿孔分为可逆电穿孔和不可逆电穿孔[3-4]。目

前,可逆电穿孔效应已成功应用于基因转染、药物导

入、细胞融合等领域,并由此产生电化学疗法、电基因

转染等新型方法[5-6]。与可逆电穿孔治疗肿瘤比较,
不可逆电穿孔可独立杀灭肿瘤细胞,而不需要化疗药

物辅助,避免了化疗药物的毒副作用[7-8],已成功应用

于肾癌、肝癌、胰腺癌、前列腺癌等实体肿瘤的治疗,
展现出良好的应用前景[9-11]。

随着研究的不断深入,研究者发现当脉冲电场脉

宽降低至纳秒级,电场强度增至数十kV/cm(纳秒脉

冲)时可以在细胞膜或细胞器膜上产生更多、尺寸更

小的微孔,使得更多小分子物质能够顺利通过细胞膜

或细胞器膜,该现象称之为超级电穿孔[12-13]。利用纳

秒脉冲诱导细胞发生超级电穿孔,进而诱导细胞凋亡

并激发机体免疫反应的原理,在肿瘤治疗中具有独特

的优势[14-17]。目前在离体细胞实验和动物实验研究

中,采用的典型纳秒脉冲参数为脉宽10~600
 

ns、电
场强度20~100

 

kV/cm、频率1~10
 

Hz的方波脉

冲[18-19]。研究者多通过经验或者文献来选择纳秒脉

冲参数,导致在研究中难以获得理想的效果。目前,
纳秒脉冲参数与细胞生物电效应之间的量效关系研

究仍较匮乏,本文试图从脉宽角度研究二者间的关

系。本文选择3组总能量相同、但脉宽不同的纳秒脉

冲作用于SKOV3细胞,通过实验和仿真计算来研究

脉宽参数与细胞凋亡间的量效关系。

1 材料与方法

1.1 细胞株及试剂

SKOV3细胞株(重庆医科大学超声工程研究所

惠赠);RPMI-1640培养基、胎牛血清、PBS、胰蛋白酶

(美 国 Hyclon 公 司);Annexin-V 异 硫 氰 荧 光 素

(FITC)/碘化丙啶(PI)试剂盒(北京宝赛生物技术有

限公司);TMRM/JC-1探针试剂盒(碧云天生物技术

有限公司)。

1.2 主要仪器

纳秒脉冲源、电极小室(重庆市复杂系统与仿生

控制重点实验室研制,型号 NSPG-10K);示波器(美
国 Tektronix

 

TDS3032B);激光扫描共聚焦显微镜
 

(德国Leica
 

TCS-SP2);流式细胞仪(美国FACS
 

Cali-

bur);CO2 恒温培养箱(美国Thermo
 

Forma公司)。
纳秒脉冲源输出脉冲参数:电压10

 

kV,脉宽50~200
 

ns,频率1~10
 

kHz。有关该脉冲源的原理及其输出

波形详见文献[20]。电极小室:间距为2
 

mm,当脉冲

源输出电压分别为1.4、2.0、2.8
 

kV时,将依次在电

极小室中形成强度为7、10、14
 

kV/cm
 

的均匀脉冲电

场(分别对应脉宽50、100、200
 

ns),将细胞悬液置于

其中即可完成脉冲处理。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养

复苏SKOV3细胞,培养于含10%胎牛血清的

RPMl-l640培养液内,于37
 

℃、5%
 

CO2 饱和温湿度

箱中培养,隔天换液,2~3
 

d进行传代。细胞处于对

数生长期时给予0.25%胰蛋白酶消化1~2
 

min,收集

细胞于离心管中,台式离心机以1
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清液,制成单细胞悬液,于血球计数板上作

细胞计数,校正细胞悬液浓度至2×106/mL备用。

1.3.2 Annexin-V/PI双染法检测细胞凋亡

按照FITC标记 Annexin
 

V细胞凋亡试剂盒的

说明书操作,收集对照组及处理组(纳秒脉冲处理后

孵育6
 

h)细胞各1×106 个,PBS洗涤2遍后,用250
 

μL
 

Annexin
 

V结合缓冲液重悬细胞,取100
 

μL细胞

悬液于5
 

mL流式管中,加5
 

μL
 

Annexin
 

V
 

FITC和

10
 

μL
 

PI,混匀后室温避光孵育15
 

min,在反应管中

加入400
 

μL
 

PBS,立即用流式细胞仪检测。以Annx-
in

 

V+/PI-判断为早期凋亡,Annxin
 

V+/PI+判断

为晚期凋亡或坏死,Annxin
 

V-/PI+判断为操作中

损伤细胞或处理过于强烈机械性损伤的细胞,Annxin
 

V-/PI-判断为正常细胞。

1.3.3 激光共聚焦检测细胞膜及线粒体膜电位

分别以TMRM 和JC-1探针标记细胞膜及线粒

体膜,按照试剂盒说明书进行操作。收集对照组(未
用任何处理)及处理组(纳脉冲处理后孵育6

 

h)细胞

悬液并分别加入 TMRM 和JC-1染色液,37
 

℃孵育

15
 

min后PBS洗涤细胞两次并加入少量PBS,采用

激光共聚焦扫描显微镜实时观测并记录细胞膜及细

胞内线粒体膜电位荧光变化情况。

1.3.4 膜电位、微孔密度及电导率仿真研究

参考文献[21],基于球形细胞五层介电模型,同
时引入电穿孔效应和细胞组分频率色散效应,进而记

录细胞膜电导率及介电常数的实时动态变化,来获取

膜电位、微孔密度及电导率动态变化规律。

1.4 统计学处理

采用SPSS22.0软件进行统计学处理,实验重复
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3次,计量资料采用x±s表示,以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 不同脉宽参数下细胞凋亡率和坏死率

经纳秒脉冲处理后处理组各亚组(50、100、200
 

ns)细胞凋亡率和坏死率较对照组增加,且处理组各

亚组间存在较大差异,100
 

ns脉冲组诱导最高的凋亡

率(32.14±3.76)%,200
 

ns脉冲组诱导最高的坏死

率(24.78±2.36)%。

  A:凋亡率;B:坏死率;a:P<0.05,b:P<0.01,与对照组比较。

图1  不同脉宽纳秒脉冲处理后细胞凋亡率和坏死率

2.2 激光共聚焦检测细胞膜和线粒体跨膜电位

50
 

ns脉冲处理后细胞膜跨膜电位与处理前比较

具有一定程度的下降
 

(P<0.05),100
 

ns脉冲处理后

细胞膜跨膜电位下降更明显(P<0.01),200
 

ns脉冲

处理后,荧光强度值下降最多(P<0.01)。见图2。
不同脉宽的纳秒脉冲处理后,线粒体膜电位均出现不

同程度的下降,且与脉冲宽度存在一定的关联。其

中,200
 

ns脉冲处理组荧光强度值较处理前明显降低

(P<0.05),100
 

ns脉冲处理组线粒体跨膜荧光强度

值下降更加明显(P<0.01),50
 

ns脉冲处理后线粒体

跨膜荧光强度值下降最明显(P<0.01)。见图3。

2.3 跨膜电位、微孔密度及电导率的仿真结果

仿真计算基于球形细胞五层介电模型,考虑引入

电穿孔Smoluchowski方程和频率色散Debye方程,
最终通过求解电磁场Laplace方程得出结果。本文仿

真计算了上述纳秒脉冲参数作用下球形细胞跨膜电

位、微孔密度及电导率的变化规律。50
 

ns脉冲作用

时细胞膜跨膜电位上升最快,且在12
 

ns达到其峰值

1.15
 

V,随后开始下降至平稳值约1.05
 

V,最终随外

加脉冲下降而减小;100
 

ns和200
 

ns脉冲作用时细胞

膜跨膜电位呈现类似的变化规律,但达到峰值时间依

次增加且峰值及平稳值依次增大,这是由于50
 

ns脉

冲作用时细胞膜微孔密度及细胞膜电导率增加最为

明显,进而导致穿孔后较低的跨膜电位平稳值。50
 

ns
脉冲作用时细胞器膜跨膜电位增加最为明显,且随着

脉宽的增加,膜电位上升速度明显变缓,见图4。整体

来看,随着脉宽的增加,外加纳秒脉冲对细胞膜的影

响逐渐增强,而对细胞器膜的影响不断减弱,与前述

细胞实验结果基本一致。而50
 

ns脉冲作用时细胞膜

上微孔密度最大且电导率最高,是由于此时发生明显

的超级电穿孔效应,与以往研究[22]相符。

  A:荧光图;B:荧光强度分析;a:P<0.05,b:P<0.01,与对照组比较。

图2  激光共聚焦检测细胞膜电位荧光图及荧光强度统计图
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  A:激光共聚焦;B:荧光强度分析;a:P<0.05,b:P<0.01,与对照组比较。

图3  激光共聚焦检测线粒体膜电位荧光图及荧光强度统计图

  A:细胞膜跨膜电位;B:线粒体膜跨膜电位;C:微孔密度;D:细胞膜电导率。

图4  仿真参数随时间的变化情况

3 讨  论

脉冲电场作用致使细胞膜跨膜电位变化是电穿

孔效应产生的生物电学基础,通常认为当细胞膜跨膜

电位由静息电位(约70
 

mV)上升为0.4~1.0
 

V时,

细胞发生电穿孔效应,进而使细胞膜通透性、电导率

急剧增加,最终导致细胞膜、细胞器膜跨膜电位崩溃

产生一系列诸如凋亡、坏死的生物电效应[23-24]。因

此,跨膜电位的实时变化规律是电穿孔效应研究的关

键所在,然而受限于测量手段的精度和适应性,目前

难以获得脉冲电场作用时细胞膜及细胞器膜跨膜电

位的实时变化规律。实际上,研究者一般通过检测脉

冲作用前后的膜电位或者通过仿真计算脉冲作用时

膜电位的变化规律来间接研究电穿孔效应[25-26]。本

文以膜电位变化为纽带,分别从实验和仿真角度研究

了细胞膜和线粒体膜电位变化规律,并对不同脉宽参

数下的结果进行分析,最终与实验中细胞宏观生物医

学效应建立联系,从而获得纳秒脉冲脉宽参数与细胞

凋亡效应之间的关系规律。

本文选择3组不同脉宽但能量相同的纳秒脉冲

进行研究,主要基于以下两点:(1)
 

以往仿真及实验研

究表明[27],当脉冲电场脉宽由毫微秒级降为纳秒级

时,其作用靶点将由细胞膜转至胞内细胞器,对于纳

秒脉冲来说,随着脉宽降低其作用靶点将逐渐由细胞

膜转至细胞内结构的规律依然存在,因此笔者选择脉

宽参数来进行量效关系研究;(2)
 

选择不同脉宽参数,

但为了得到可以比较的结果,需保持3组脉冲能量相

同,在脉冲个数一定的情况,通过设置不同脉冲场强

来实现。
 

细胞典型的凋亡途径包括死亡受体途径和线粒

体凋亡途径[28],二者分别与细胞膜和线粒体膜的跨膜

电位改变密切相关,即纳秒脉冲作用不同靶点将诱导

对应的凋亡途径。本文的实验和仿真结果均表明,随

着脉宽降低,纳秒脉冲作用靶点由细胞膜逐渐转移至

细胞内细胞器;对于100
 

ns脉冲来说,其将同时有效

作用于细胞膜和线粒体膜,从而诱导最大的凋亡效

应。而50
 

ns和200
 

ns诱导较低凋亡率的一个可能

原因是:前者只靶向细胞器膜从而介导线粒体凋亡途

径,后者只介导死亡受体途径,从而产生较低的细胞

凋亡率。这只是本文给出的一个猜想,至于不同脉宽

纳秒脉冲是否介导不同途径的细胞凋亡,仍需进一步

深入研究。

在仿真计算中发现50
 

ns脉冲作用产生最大的微

孔密度,从而使得细胞膜电导率变化最大,这也与以

往研究中随脉宽降低微孔数量不断增加相吻合[22];由
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于本文仿真研究中未考虑微孔孔径变化,实际上50
 

ns脉冲作用产生的微孔孔径比较小,不能有效介导死

亡受体凋亡途径。
本研究只是对脉宽这一参数进行了量效关系研

究,实际上纳秒脉冲参数包括场强、脉宽、频率及脉冲

个数等,另外对于不同的细胞类型及状态,相应的量

效关系是否发生改变及如何变化仍需要进一步深入

研究。脉冲参数发生变化除了带来细胞效应的改变

外,有可能引发新的生物电效应[29],如PAKHOMO-
VA等[30]发现细胞在分串纳秒脉冲处理后表现出超

级敏感性,都是值得深入研究的内容。在本文的仿真

计算中采用的细胞几何参数和电磁参数均来自以往

文献,与实验中SKOV3细胞实际参数存在较大差别,
导致二者在比对时出现差异。

综上所述,本文从脉宽参数角度研究纳秒脉冲参

数与细胞生物电效应间的量效关系,能够在一定程度

上为纳秒脉冲样机研制及后续临床前实验提供重要

的理论依据和参数指导,具有重要的工程价值。
本文通过细胞实验和仿真计算研究了纳秒脉冲

脉宽参数与细胞凋亡之间的量效关系,实验结果和仿

真结论均表明二者之间存在一定的窗口效应,即某一

特定脉宽的脉冲(100
 

ns)同时靶向细胞膜和细胞器

膜,可能通过死亡受体和线粒体凋亡途径诱导细胞最

大程度凋亡,且伴随较小的细胞坏死率,这在临床肿

瘤治疗中具有重要的意义。本研究结果能够为临床

样机研制及后续临床实验提供重要的理论支撑和参

数指导。
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