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高压电场不可逆电穿孔诱发 A549肺癌细胞凋亡的实验研究 *
卢 强 闫小龙 黄立军 韩 勇 张新伟 李小飞△

(第四军医大学唐都医院胸外科 陕西西安 710038)

摘要 目的：不可逆电穿孔是治疗肿瘤的新兴技术，本文探讨高压电场引起的不可逆电穿孔诱发 A549肺癌细胞凋亡的特点。方
法：选择处于生长周期的 A549细胞，共分为 A-G7个组进行研究，其中 A组为不施加电场的空白对照组，B-G组为实验组，B组
施加 500 V/cm强度高压电场，G组施加 1750 V/cm的高压电场，BG组之间各组的高压电场强度间隔为 250 V/cm。采取细胞抑制
实验、不可逆电穿孔示踪实验、细胞凋亡实验，检验 A549细胞细胞凋亡与电场强度的关系。结果：①各实验组与对照组、各实验组
之间的细胞抑制率，均存在显著性差异 (P<0.05)；② 电场强度≥ 1000 V/cm时，细胞不可逆电穿孔率明显增加，有统计学意义(P<0.05)；电
场强度≥ 1500 V/cm时，细胞不可逆电穿孔率增加不明显，无统计学意义(P＞ 0.05)；③ 电场强度≥ 1250 V/cm时，细胞早期凋亡率
明显增加，有统计学意义(P<0.05)。结论：高压电场不可逆电穿孔诱发 A549肺癌细胞发生早期凋亡的强度为 1250 V/cm，发生晚期
凋亡的强度为 1500 V/cm，且凋亡率随着电场强度的增加持续升高。这对于高压电场不可逆电穿孔效应引起的肿瘤细胞凋亡机制
的研究具有重要意义。
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Empirical Study of A549 Lung Cancer Cells Apoptosis Induced
by Irreversible Electroporation of High Voltage Electric Field*

Irreversible Electroporation is the treatment of tumors of emerging technologies. Evaluatesthe characterof
the apoptosis of A549 lung cancer cells induced by irreversible electroporation of high voltage electric field had been studied in this arti-
cle. Selecting A549 lung carcinoma cells being in growth cycle. There were seven groups named A to G, and the control group
is A without electric field. Exerting high voltage electric field of 500 V/cm to B and 1750 V/cm to G. The distance of high voltage elec-
ric field is 250 V/cm. Cell inhibition assay, tracing the irreversible electroporation and apoptosis assays were taken to evaluate the relation-
hip between the apoptosis of A549 lung carcinoma cells with high voltage electric field. ① Significant differences of cell inhibi-
tion rate were found between each subgroup (P<0.05). ② Significant differences of irreversible electroporation rate were found when the
electric field strength increased upon 1000 V/cm (P<0.05). No significant differences of irreversible electroporation rate were found when
the electric field strength increased upon 1500 V/cm (P>0.05). ③ Apoptosis in prophase increased significantly when the electric field
strength was greater than 1250 V/cm (P<0.05). Apoptosis in prophase appeared at the electric field strength of 1250 V/cm
with irreversible electroporation. Apoptosis in advanced stage appeared at the electric field strength of 1500 V/cm with irreversible
electroporation, and the apoptosis rate continuing to increase along with the electric field strength increasing. It was important that high
voltage field induced the apoptosis of A549 lung carcinoma cells.
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前言

电穿孔（electroporation）是指当细胞置于高强度的电场中

时，由于高压电场的作用，使细胞膜通透性明显增加，引起细胞

外液分子扩散入细胞膜内的现象。这种现象主要是由于细胞膜

中的双分子脂膜在高强度电场中被击穿而造成的，并且随着作

用强度的增加及时间的延长而变化，可以由早期的可逆电穿孔

(reversible electroporation，RE)转变为不可逆电穿孔(irreversible

electroporation，IRE) [1]。细胞可逆电穿孔技术多用于将各种物

质，诸如 DNA、RNA、蛋白质、药物、抗体和荧光探针等，转载进

入细胞的研究中。不可逆电穿孔由于具有对细胞造成不可逆的

破坏[1]，最终引起细胞死亡的特性，近年来已经被尝试的应用于

肿瘤的微创治疗。不可逆电穿孔消融治疗技术不是依靠传统

热能消融，不存在热沉降现象。因此对位于血管旁的肿瘤，可获
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得不损伤血管而有效灭活肿瘤的效果。

研究发现，电穿孔的效果依赖于高压电场施加的大小、持

续时间、细胞的大小和形状等肿瘤相关特性[2]，而且已经在肝、

脑、肾、胰等器官中进行了肿瘤的相关治疗[3-9]，并取得了一定的

疗效。但电场强度作用于肿瘤细胞引起其发生不可逆电穿孔的

相关性，以及其对于肺癌细胞的生物学特性影响机制仍不清

楚。我们前期的研究发现，细胞外电场可以明显影响肺癌细胞

的生物学特性[10, 11]，不同强度电场对于肺癌细胞的粘附、迁移及

侵袭等环节有明显的抑制作用[12]。本研究中，我们针对不同强

度电场对于 A549肺癌细胞的电穿孔效应，采用 CCK-8法检测

细胞存活率、碘化丙啶(propidiumiodide, PI)染液法计算细胞电

穿孔率，使用流式细胞仪检测细胞凋亡，对其引起的肺癌细胞

凋亡的相关特性进行了探讨。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器
10%FBS (Life Technologies, Gaithersburg, USA)，100U/ml

青霉素和 100U/ml 链霉素 (Biosera，UK)，RPMI 1640 培养基
(Gibco, Grand Island, USA)，A549 肺癌细胞 (American Type
Culture Collection, USA)，0.25%胰蛋白酶 (Gibco, Grand Island,

USA)，PBS(Gibco, Grand Island, USA)，CCK-8 试剂（日本同仁

化学研究所），碘化丙啶(propidiumiodide, PI)染液（Sigma, US-

A），Annexin V-FITC(美国 BIO-RAD伯乐公司)，电脉冲发生器

（TP3032，Teslaman，大连，中国），全自动酶标仪（SIGMA960,德

国），流式细胞仪 (美国 BectionDickinoson 公司 FACSCalibur

型)。
1.2 细胞培养

在含有 10%FBS (Life Technologies, Gaithersburg, USA)，
100 U/ml青霉素和 100U/ml链霉素(Biosera，UK)的 RPMI 1640

培养基(Gibco, Grand Island, USA)，37℃，5%CO2培养箱中培养

A549肺癌细胞(American Type Culture Collection, USA)。取处

于生长期的细胞，用 0.25%的胰蛋白酶 (Gibco, Grand Island,

USA) 消化，10mL离心管 1000 r/min离心 5 min，弃上清，PBS
(Gibco, Grand Island, USA)洗涤 2-3次，吹打，调整细胞浓度至
2× 104/mL，进行细胞抑制实验、不可逆电穿孔示踪实验及细胞

凋亡检测。

1.3 不可逆电穿孔各实验组参数设置

参照 Kranjc等[13]高压电场致肿瘤细胞不可逆电穿孔的阈

值剂量计量，设置电脉冲发生器（TP3032，Teslaman，大连，中

国）电极间距为 4 mm，对照组 A 组未经电场处理，B-G6个实

验组施加的电场强度分别为：500、750、1000、1250、1500、1750

V/cm。其他电场条件：脉冲宽度 100 滋s，重复频率 1Hz，连续 9

个直流方波。电场强度计算公式：电场强度 =电压 /距离。
1.4 细胞抑制实验

采用 CCK-8法检测细胞存活率，经公式计算存活率，存活

率 =实验组吸光率 OD值 /对照组吸光率 OD值；抑制率 =1-

存活率。取经高压电场处理后的各组实验用细胞悬液 100。接

种于 96孔培养板，置于孵育条件为 37℃、5%CO2的培养箱

24h，然后加入 10后加入置于孵育条试剂（日本同仁化学研究

所），继续孵育 2 h。全自动酶标仪（SIGMA960,德国）分别检测

各实验组在 450 nm波长的 OD值，每组测 5次，实验重复 3

次，取平均值，计算细胞存活率及抑制率。

1.5 不可逆电穿孔示踪实验

参照Miklavcic D[14]等的研究，调整细胞浓度为 2× 106/ml，
实验组细胞悬液中加入碘化丙啶(propidiumiodide, PI)染液（美

国 Sigma公司），调整浓度至 20 滋g/ml。对照组无电场处理，各

实验组经不同强度电场处理后，立即使用流式细胞仪 (美国
BectionDickinoson 公司 FACSCalibur型) 检测 PI染色阳性的
A549肺癌细胞，计算细胞染色率，即为电穿孔率。
1.6 细胞凋亡检测

实验步骤与不可逆电穿孔示踪实验略有不同，各实验组先

经不同强度高压电场处理后，然后加入 Annexin V-FITC(美国
BIO-RAD伯乐公司)以及 PI，孵育 10 min后，使用流式细胞仪
(美国 BectionDickinoson公司 FACSCalibur型)检测。双参数图

中，AnnexinV及 PI均为阴性的为正常细胞，AnnexinV阳性及
PI阴性的为早期凋亡细胞，AnnexinV及 PI均为阳性的为晚期

凋亡细胞。

1.7 统计学处理

所有结果采用 SPSS18.0统计软件进行分析，计量资料数

据以均数± 标准差（x± S）表示，两组间数据比较采用 t检验，

采用单因素方差分析和组间多重比较检验，P＜ 0.05表示有统

计学意义。

2 结果

2.1 不同强度高压电场对 A549肺癌细胞的抑制作用

对照组 A组与各实验组之间以及各实验组之间存在显著

性差异，有统计学意义（表 1，图 1，P＜ 0.05），即对照组 A组的

细胞抑制率明显少于各实验组，同时各实验组之间的细胞抑制

表 1 CCK-8法检测不同强度高压电场对 A549肺癌细胞的抑制作用

Table 1 Inhibitory effect of different high voltage electric field on the A549 lung cancer cells with CCK-8

分组

Groups
电场强度（V/cm）

Electric field strength（V/cm）
存活率（%）

Survival rate（%）
抑制率（%）

Inhibition rate（%）

A (Control group)
B
C
D
E
F
G

0
500
750
1000
1250
1500
1750

100
91.3408
80.4625
71.2130
60.6812
54.5376
43.5381

0
9.6592
19.5375
30.7870
39.3188
45.4624
56.4619
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率随着电场强度的增加而明显增加。

2.2 不同强度高压电场对 A549肺癌细胞的不可逆电穿孔作用
①实验 B、C组（500、750 V/cm）与对照组 A组之间比较，

细胞不可逆电穿孔率无明显增加，无统计学意义（表 2，图 2，
P>0.05）；②实验 D组（1000 V/cm）与对照组 A组之间比较，细

胞不可逆电穿孔率明显增加，有统计学意义（表 2，图 2，P<0.
05）；③实验 D 组（1000 V/cm）与实验 E 组（1250 V/cm）、F 组

（1500 V/cm）之间比较，细胞不可逆电穿孔率明显增加，有统计

学意义（表 2，图 2，P<0.05）；④实验 F组（1500 V/cm）与实验 G

组（1750 V/cm）之间比较，细胞不可逆电穿孔率无明显增加，无

统计学意义（表 2，图 2，P>0.05）。
2.3 不同强度高压电场对 A549肺癌细胞的凋亡作用

实验各组和对照组的结果及统计学分析情况见图 3。①实

分组

Groups
电场强度（V/cm）

Electric field strength
PI阳性染色率（%）

PI（+）（%）
P (vs对照组)

A (Control group)
B
C
D
E
F
G

0
500
750
1000
1250
1500
1750

11.730± 3.155
13.302± 3.056
14.464± 4.332
57.637± 6.214
78.075± 5.362 a

95.634± 2.963 a

97.185± 2.824 b

0.177
0.058
＜0.05
＜0.05
＜0.05
＜0.05

图 1 CCK-8法检测 A549细胞抑制率 -电场强度曲线图

Fig. 1 Inhibition rate - electric field strength in A549 cells with CCK-8

表 2 不同强度高压电场对 A549细胞电穿孔 PI阳性染色率的影响

Table 2 Effects of different intensity high voltage electric field on the PI positive staining rate of A549 cells

Note：a：VS 1000 V/cm group (1250 V/cm group: 7.026× 10-19; 1500 V/cm group: 2.128× 10-10)

b：VS 1500 V/cm group, P=0.153.

图 2 不同强度高压电场对 A549细胞的电穿孔作用

Fig. 2 Effects of different intensity high voltage electric field on

the irreversible electroporation of A549 cells

图 3 不同强度高压电场对 A549细胞凋亡的影响

Fig. 3 Effects ofdifferent intensity high voltage electric field on the

apoptosis of A549 cells

验组中的 500 V/cm、750 V/cm 处理组，和对照组无显著性差

异，无统计学意义（图 3，P>0.05）；②实验组中自 1000 V/cm处

理组开始，各实验组对照组间均存在显著性差异，有统计学意

义（图 3，P<0.05）；③实验组各处理组之间比较：a）1000 V/cm

和 1250 V/cm 处理组之间无显著性差异，1500 V/cm、1750
V/cm处理组之间无显著性差异，无统计学意义（图 3，P>0.05）；
b）1000 -1250 V/cm 处理组和 1500 -1750 V/cm 处理组间存在

显著性差异，有统计学意义（图 3，P<0.05）。

3 讨论

肺癌是目前危害人类生命健康的重要疾病之一。由于肺癌

细胞的高转移生物学特性，致使肺癌治疗效果不佳。早期发现

的肺癌患者，虽然经过手术、化疗、放疗等各种相关治疗，仍存

在复发及转移的可能性；晚期发现的肺癌患者，由于已经丧失
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了手术机会，采取的治疗方案，常常由于肿瘤的原发灶无法完

全抑制，更加易于发生身体其他部位的转移。研究表明，造成肺

癌细胞转移的原因十分复杂，多种因素包括肿瘤细胞局部微环

境、肿瘤细胞分泌的各种因子等，作用于肿瘤细胞本身，促进肿

瘤细胞的粘连迁移及侵袭等生物学能力，最终造成肿瘤细胞的

转移[15, 16]，因此肿瘤细胞本身的生物学特性是肿瘤转移的关键

环节[17]。如何有效抑制肿瘤细胞的生物学转移特性，甚至杀伤

肿瘤细胞，降低肿瘤的转移几率，是目前肿瘤研究及治疗的热

点及难点。

对于手术后出现局部复发或远处转移的患者，以及发现较

晚或身体条件无法耐受手术的患者，除了可以选择放化疗等传

统治疗方法，还可以采用极低温度或高热等物理手段进行消融

治疗，灭活肿瘤病灶[18-20]。此类方法的优点是患者机体负担轻，

但仍存在无法针对空腔脏器进行消融治疗肿瘤病灶，或者肿瘤

病灶与血管等重要部位毗邻，进行消融易发生严重并发症[19, 20]。

这些都限制了消融治疗肿瘤病灶的应用。研究表明[3, 21]，不可逆

电穿孔通过高强度电场作用于肿瘤细胞，造成肿瘤细胞膜形成

不可逆的孔洞，使细胞内外电解质平衡紊乱，细胞内容物外流，

引起细胞凋亡。这种电穿孔主要是针对细胞的膜性结构起作

用，而对于非细胞结构无明显的作用。具有不损伤血管壁及气

管壁中的非细胞结构的优点[5, 22]，这在动物实验及在人体肝、脑

等多个器官的肿瘤治疗中得到了验证[3, 23]。但是，不可逆电穿孔

治疗肿瘤的机制，包括其对于肿瘤细胞的粘附、迁移、侵袭及细

胞凋亡等过程的作用还不清楚。我们前期的实验研究表明，不

同强度电场对于肺癌细胞的粘附、迁移及侵袭等环节有明显的

抑制作用[12]。本研究主要明确高强度电场是否可以促进肺癌细

胞的凋亡或引起肺癌细胞坏死。在实验最低的高压电场强度条

件下，A549肺癌细胞就出现了明显的抑制，且随着电场强度的

变化出现了线性相关的特点，说明在非生理条件的高压电场

中，肺癌细胞的抑制率与电场强度成正相关。这与我们前期进

行的生理直流电场的实验研究结果不同[11, 17]，说明在不同强度

及特性的电场中，肺癌细胞的凋亡特征不同，更有利于对于肺

癌转移及复发机制的理解。不同强度电场促进肺癌细胞不可逆

电穿孔的效果不同。

磷脂酰丝氨酸（Phosphatidylserine，PS）在细胞凋亡早期，就

暴露在细胞膜外表面上，是最早期的凋亡信号，因此采用能与

PS结合的 Annexin V进行细胞染色，可以明确细胞的早期凋

亡。本研究中我们发现，在电场强度为 1250 V/cm时，Annexin
V阳性染色的细胞明显升高。提示对于 A549肺癌细胞，引起

早期凋亡的高压电场强度为 1250 V/cm。PI是一种高选择性的
荧光染色剂，其与双链 DNA结合后，可以释放出超出 20倍的

红色荧光，易于被流式细胞仪检测。细胞膜完整时，PI无法进入
细胞内。而当细胞晚期凋亡出现明显的穿孔时，PI可以通过细

胞孔洞进入细胞进行染色。因此通过 PI染色，可以明确细胞晚
期凋亡或死亡。实验发现，电场强度达到 1000 V/cm时，细胞的
PI染色明显增加，达到将近 60%；电场强度达到 1250 V/cm时，
细胞的 PI染色率达到 80%左右；电场强度达到 1500 V/cm时，
细胞的 PI染色率达到 95%左右。这些说明，当电场强度在
1000-1500 V/cm之间时，细胞 PI阳性染色率显著上升，电场强

度大于 1500 V/cm时，肺癌细胞死亡率上升不显著。说明对于

A549肺癌细胞，产生不可逆电穿孔引发晚期凋亡或死亡的高

压电场强度为 1500 V/cm。我们认为，高压电场强度与 A549肺
癌细胞的抑制程度密切相关。随着高压电场强度的增加，肺癌

细胞在电场中明显受到抑制。这与宫颈癌细胞在电场中的表现

类似[24]，但其电场强度对于凋亡的影响还有不同之处。

总之，高压电场不可逆电穿孔诱发 A549肺癌细胞早期凋

亡的强度为 1250 V/cm，产生不可逆电穿孔引发晚期凋亡或死

亡的高压电场强度为 1500 V/cm，并且随着电场强度的增加其

凋亡率持续升高。这对于高压电场不可逆电穿孔效应引起的肿

瘤细胞凋亡机制的研究具有重要意义，下一步的实验则需要对

于不同电场强度下，肺癌细胞转移相关的细胞膜蛋白、细胞骨

架、细胞周围微环境的影响做更深入的研究，同时探讨高压电

场对人体组织器官的影响，以期高压电场不可逆电穿孔消融治

疗方法早日应用临床治疗。
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