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摘 　 要:
  

针对当前电化学疗法中使用的传统化疗药物对人体正常组织毒副作用较大,中药成分对人体

毒副作用小但作用效果弱等问题,选用中药单体成分二十碳五烯酸(EPA)作为抗癌药物,探究微秒脉冲

电场对 EPA 细胞毒性效果的促进作用,以及两者联合作用对肺癌 A-549 细胞的毒性效果。 首先,研究

不同场强的脉冲电场作用下细胞膜通透性变化情况,以及不同的药物浓度(50 ~ 1
 

000
 

μmol / L)、电场强

度(750 ~ 2
 

000
 

V / cm)对 A-549 细胞活性的影响,采用 PI 染色法检测细胞膜通透性、CCK-8 法检测细胞

活性;其次,根据检测结果筛选用于后续实验的电场强度区间为 1
 

000 ~ 1
 

500
 

V / cm,EPA 浓度为 100 ~
400

 

μmol / L;最后,设置电场联合药物组为实验组,空白对照组、纯药物组、纯电组为对照组,进行了脉冲电

场联合 EPA 对 A-549 细胞毒性效果的实验研究,并且对脉冲电场联合 EPA 共同作用后培养 24
 

h(48
 

h)时

A-549 细胞活性的变化情况进行了对比分析。 研究表明:微秒脉冲电场能够显著增强 EPA 对 A-549 细胞

的毒性效果,并且 EPA 浓度为 300
 

μmol / L 时,脉冲电场和 EPA 的联合作用效果最佳。 微秒脉冲电场对

EPA 细胞毒性的增强效果可达 40%以上,为后续中药成分干预癌症的治疗提供了重要的促进手段。
关键词:

 

微秒脉冲电场;
 

二十碳五烯酸;
 

肺癌 A-549 细胞;
 

细胞膜通透性;
 

细胞活性

中图分类号:
 

N39;TN782　 　 　 文献标志码:
 

A　 　 　 doi:10. 13705 / j. issn. 1671-6833. 2022. 05. 012

0　 引言

近年来,针对肿瘤治疗的研究,出现了许多肿

瘤治疗新技术,其中脉冲电场电穿孔技术在肿瘤治

疗中已经取得了卓越成效,是目前肿瘤治疗的研究

热点[ 1-3] 。 所谓电穿孔( electroporation,EP)是指当

细胞置于高压脉冲电场时,细胞膜的通透性瞬间提

高,平时不能通过完整细胞膜的外源分子能够轻易

地进入细胞内部,在生物医学领域中分为可逆电穿

孔(reversible
 

electroporation,RE) 与不可逆电穿孔

(irreversible
 

electroporation,IRE)。 可逆电穿孔是

指脉冲电场撤去后,细胞膜通透性逐渐恢复,细胞

的正常生理活动未受影响[ 4] 。 当脉冲场强足够高

或者作用时间足够长时,细胞膜的通透性在脉冲电

场撤去后不能恢复,从而诱导细胞死亡,这种现象

叫做不可逆电穿孔[ 5] 。
基于可逆电穿孔的原理,微秒脉冲电场( mi-

rosecond
 

pulsed
 

electric
 

fields,μsPEF)已成功应用

于肿瘤的化学药物治疗。 μsPEF 具有靶向作用

于细胞膜的特点,被用来提高很难渗透进细胞的

药物在癌症组织中的浓度,具有局部增强的细胞

毒性效应 [ 6] ,可有效减少抗肿瘤药物的使用剂量

从而降低毒副作用。 当前可逆电穿孔电化学疗法

多与传统化疗药物联合使用,但是传统化疗药物

会对人体正常组织无差别杀伤,使人体产生多种

不良反应并且价格昂贵 [ 7] 。
近年来中医药在改善肺癌术后、放化疗后的

不良反应以及抗肿瘤生长方面发挥着越来越重要

的作用 [ 8] 。 二十碳五烯酸( eicosapentaenoic
 

acid,
 

EPA)是中药黄芪的主要挥发性成分,具有抗肿

瘤、抗炎、抗氧化应激等作用,是重要的辅助治疗

药物和保健品原料。 研究证实,EPA 对不同类型

的癌细胞具有细胞活性抑制或诱导凋亡的作用,
能抑制肿瘤的生长、侵袭及转移 [ 9] 。 并且研究显

示,EPA 在对肺癌 A-549 细胞发挥特异性毒性的

同时,合适剂量下对正常人体细胞无毒性 [ 10] 。 但

是单独使用 EPA 对癌细胞的杀伤效果较弱,多与

其他药物联合使用 [ 11] 。
为了探究 μsPEF 是否对 EPA 的药效具有促

进作用,本文通过筛选合适的药物浓度及电场强
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度参数,研究 μsPEF 产生的可逆电穿孔对 EPA
药效的促进作用,为后续电化学疗法中药物的选

用提供新思路,并且为后续中药成分干预癌症的

治疗提供了重要的促进手段。

1　 材料与方法

1. 1　 实验材料与仪器

人肺癌细胞株 A-549 ( ProcellCL-0016) 、EPA
(纯 度 > 99%, Sigma-Alidrich ) 、 全 自 动 酶 标 仪

( SIGMA960) 、1640 培养基 ( 索莱宝) 、胎牛血清

(索莱宝) 、胰蛋白酶(索莱宝) 、CCK-8 试剂盒(索

莱宝) 、 碘化丙啶 ( MedChemExpress) 、 无水乙醇

(索莱宝) 、电极杯( BTX) 、脉冲发生设备(课题组

自行研制) 。
1. 2　 细胞培养

人肺癌 A-549 细胞培养传代,待细胞融合度

达到 80%以上时,取对数生长期的细胞,制备单

细胞悬液以备实验。
1. 3　 EPA 毒性效果检测

采用 CCK-8 法检测细胞活性,取培养完成的

细胞消化离心,调整细胞数密度为 4 × 105
 

mL- 1 。
各组分别加入不同 EPA 浓度的含药培养基,置于

培养箱培育 24
 

h,然后加入 10
 

μL 的 CCK-8 试

剂,继续孵育 1. 5
 

h。 全自动酶标仪检测各实验组

在 450
 

nm 波长的 OD 值,每组测 5 次,实验重复 3
次,取均值,计算细胞活性。
1. 4　 脉冲发生设备

实验装置如图 1 所示,微秒脉冲发生设备为

实验室自制,通过控制全固态绝缘栅双极型晶体

管( IGBT) 开关的开断来产生高压脉冲电场。 装

置产生的电压: 幅值 0 ~ 3
 

kV 可调, 脉冲宽度

1
 

μs ~ 1 ms 可调,频率 0. 1 ~ 100
 

Hz 可调。

图 1　 高压脉冲装置示意图

Figure
 

1　 Schematic
 

diagram
 

of
 

high
 

voltage
 

pulse
 

device

1. 5　 细胞膜通透性检测

使用荧光染料碘化丙啶( PI) 染色的方法检

测细胞膜穿孔率。 PI 是一种细胞核染色试剂,PI
不能通过活细胞膜,但却能穿过破损的细胞膜而

对细胞核染色。 对细胞进行 μsPEF 处理后,细胞

膜表面形成电穿孔,使 PI 能够进入细胞对细胞核

进行染色。
1. 6　 μsPEF 处理细胞实验

对于电场杀伤实验,培养完成的细胞消化离

心后重悬,调整细胞数量浓度为 4 × 105
 

mL- 1 ,取

120
 

μL 细 胞 悬 液 放 入 电 极 杯 中 ( 电 极 间 距

0. 4
 

cm) ,用电场强度为 750 ~ 2
 

000
 

V / cm(场强间

隔为 250
 

V / cm) ,频率为 1
 

Hz,脉宽 100
 

μs,个数

10 个的 μsPEF 处理,培养一定时间后用 CCK-8
法检测细胞活性。

对于细胞通透性检测实验,培养完成的细胞

消化 离 心 后 重 悬, 调 整 细 胞 数 量 浓 度 为 4 ×
107

 

mL- 1 。 取 10
 

μL 细胞悬液加入 50
 

μL 的 PBS
以及 6

 

μL 浓度为 1. 5
 

mmol / L 的 PI,静置 3
 

min
充分混匀后用 μsPEF 处理。 然后从电极杯中取

出 50
 

μL 细胞悬液放入 EP 管中避光 3
 

min,再加

入 500 μL 的 PBS,对照组不进行脉冲电场处理,
其他操作与实验组完全相同。 避光放置 10

 

min
后用流式细胞仪检测 PI 染色率。

对于电场联合药物实验,培养完成的细胞消

化离心后,分别加入含 EPA 以及不含 EPA 的培

养基重悬,调整细胞数量浓度为 4 × 105
 

mL- 1 。 设

置实验分组: ① μsPEF + EPA 实验组; ② EPA 组;
③μsPEF 组;④空白对照组。 细胞重悬后立刻取

120
 

μL 细胞悬液放入电极杯中进行 μsPEF 处理,
空白对照组为相同体积不加 EPA 并且不经过

μsPEF 处理的细胞悬液。 处理后以每孔取 20
 

μL
(细胞数量 8

 

000 个)的体积,加入 96 孔板各个复

孔中,再加入各实验组相同药物浓度的含药培养

基补充体积至每孔 100
 

μL,培养 24
 

h( 48
 

h)后用

CCK-8 法检测细胞活性。
1. 7　 统计学分析

所有实验至少重复 3 次,数据均进行齐性检

验和 正 态 检 验, 以 均 数 ± 标 准 差 表 示。 采 用

SPSS23. 0 软件进行分析。 同一时间点的比较采

用独立样本 t 检验或方差分析。 P < 0. 05 时有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 EPA 对 A-549 细胞的毒性效果

A-549 细胞活性与 EPA 浓度的关系如图 2 所

示,随着 EPA 浓度的提高,A-549 细胞活性呈逐渐
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下降的趋势,并且与对照组相比,实验组都有统计

学差异。 当 EPA 浓度小于 100
 

μmol / L 时,对 A-
549 细胞的活性影响很微弱,当 EPA 浓度大于

500
 

μmol / L 时对 A-549 细胞的毒性过强。 后续实

验所用 EPA 浓度区间选择 100 ~ 400
 

μmol / L。

图 2　 EPA 对肺癌 A-549 细胞的毒性效果

Figure
 

2　 Toxic
 

effect
 

of
 

EPA
 

on
 

lung
 

cancer
 

A-549
 

cells

2. 2　 细胞膜通透性

图 3 为微秒脉冲电场作用下细胞膜穿孔率数

据统计图。 细胞穿孔率随电场强度的升高而升高,
当场强达到 1

 

000
 

V / cm 时,细胞穿孔率显著增高;
而场强高于 1

 

000
 

V / cm 时,穿孔率提高的趋势减

缓;场强达到 1
 

500
 

V / cm 时,穿孔率已经达到 90%
以上,此时大部分细胞都已经发生了电穿孔。

图 3　 不同场强处理下 PI 染色率

Figure
 

3　 PI
 

dyeing
 

rate
 

under
 

different
 

electric
 

field
 

intensity

2. 3　 细胞活性检测结果

μsPEF 对细胞活性的影响如图 4 所示,随着

电场强度的升高,A-549 细胞活性逐渐减弱。 场

强低于 1
 

500
 

V / cm 时 A-549 细胞能够维持较高

的细胞活性;场强高于 1
 

500
 

V / cm 时,细胞活性

明显降低;场强为 1
 

750
 

V / cm 和 2
 

000
 

V / cm 时,
培养 24

 

h 细胞活性就已经降低至 80% 以下。 综

合考虑穿孔率和细胞活性,选择高穿孔率、低杀伤

率的场强参数用于后续实验,尽可能降低脉冲电

场本身对细胞的影响,脉冲场强范围选择 1
 

000 ~

1
 

500
 

V / cm。

图 4　 不同场强的 μsPEF 对细胞活性的影响

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

μsPEF
 

with
 

different
 

electric
 

field
 

strength
 

on
 

cell
 

viability

图 5 ~ 7 分别是电场 强 度 为 1
 

000
 

V / cm、
1

 

250
 

V / cm 和 1
 

500
 

V / cm 的 μsPEF 联合 EPA
作用对 A-549 细胞活性的影响。 在不同场强的

μsPEF 作用下,细胞活性的整体变化趋势基本相

同。 同一电场强度条件下,随着 EPA 浓度的增

加,细胞活性逐渐减弱, 并且培养 48 h 比培养

24 h 时 细 胞 活 性 更 低, 具 有 显 著 性 差 异 ( P <
0. 05) 。 μsPEF 联合 EPA 共同作用与单独施加

EPA 时 相 比, 细 胞 活 性 明 显 降 低, 说 明 外 加

μsPEF 能够显著增强 EPA 对 A-549 细胞的毒性

效果。

图 5　 1
 

000
 

V / cm 的 μsPEF 联合 EPA
对 A-549 细胞活性的影响

Figure
 

5　 Effect
 

of
 

1
 

000
 

V / cm
 

μsPEF
 

combined
 

with
 

EPA
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

A-549
 

cells
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图 6　 1
 

250
 

V / cm 的 μsPEF 联合 EPA
对 A-549 细胞活性的影响

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

1
 

250
 

V / cm
 

μsPEF
 

combined
 

with
 

EPA
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

A-549
 

cells

图 7　 1
 

500
 

V / cm 的 μsPEF 联合 EPA
对 A-549 细胞活性的影响

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

1
 

500
 

V / cm
 

μsPEF
 

combined
 

with
 

EPA
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

A-549
 

cells

从 μsPEF 对 EPA 毒性效果的提升程度来

看,EPA 浓度为 300
 

μmol / L 时,外加 μsPEF 对

EPA 细胞毒性效果提升程度最显著。 以 EPA 浓

度 300
 

μmol / L 时为例,场强为 1
 

000
 

V / cm 时,
μsPEF 与 EPA 联合作用下 A-549 细胞活性比单

独施加 EPA 时降低了 32. 77% ( 24
 

h) 和 39. 35%
(48

 

h) ;场强为 1
 

250
 

V / cm 时,细胞活性降分别

降低了 36. 17% ( 24
 

h)和 41. 86% ( 48
 

h) ;场强为

1
 

500
 

V / cm 时, 细胞活性分别降低了 51. 52%
(24

 

h)和 53. 08% ( 48
 

h) 。 这也表明,在 EPA 浓

度相同时,随着电场强度的升高,μsPEF 与 EPA
的联合作用效果也越强。

但值得 注 意 的 是, 场 强 为 1
 

500
 

V / cm 的

μsPEF 单独处理细胞后培养 48
 

h,细胞活性就已

经下降到 65%左右,此时脉冲电场本身就对细胞

有较强的活性抑制效果,所以此参数下细胞活性

减弱的主要原因可能是脉冲电场本身。

3　 讨论

有研究表明,μsPEF 诱导细胞膜的电穿孔效

应与细胞尺寸大小相关,细胞半径越大,在外加电

场作用下形成的跨膜电位就越大,就更容易达到

穿孔阈值 [ 12] 。 本文所用 A-549 细胞直径大约在

15
 

μm, 根 据 PI 染 色 实 验 结 果 可 知: 场 强 为

750
 

V / cm 时, A-549 细胞已出现了电穿孔,但是

电穿孔率低;当电场强度高于 1
 

000
 

V / cm 时,PI
染色率显著增加。 以上表明,在 μsPEF 作用下,
细胞膜表面形成孔洞,使细胞膜通透性增加;并且

细胞活性检测结果显示,μsPEF 对细胞的杀伤效

果不强,没有影响细胞的正常生理活性,即细胞膜

表面出现了可逆电穿孔。
EPA 是 n-3 多不饱和脂肪酸之一,人体自身

不能合成,只能从食物中摄取。 目前研究认为,
EPA 有预防肿瘤的发生、抑制肿瘤生长的作用。
本研究结果显示,EPA 对 A-549 的细胞毒性始终

呈现出剂量和时间依赖性:浓度越高,细胞毒性越

强;并且在相同 EPA 浓度下,培养 48
 

h 要比培养

24
 

h 时对细胞毒性更强。 有研究表明,不饱和脂

肪酸可以对包括肺癌在内的各种癌细胞产生选择

性细胞毒性,不会对正常细胞产生不良影响 [ 13] ,
EPA 能诱导剂量和时间依赖性的细胞死亡 [ 14] ,并
且能够抑制肺癌 A-549 肿瘤细胞的增殖活性 [ 15] ,
这与本文的 EPA 毒性实验结果一致。

综合来 看, 脉 冲 电 场 作 用 后 培 养 24
 

h 和

48
 

h,μsPEF 都能够显著增强 EPA 对 A-549 细胞
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的毒性效果, 并且其联合作用效果 ( μsPEF 对

EPA 抑制 A-549 细胞活性效果的促进作用) 并不

是完全与 EPA 浓度和电场强度呈正相关。 当

EPA 浓 度 为 300
 

μmol / L 时 联 合 效 果 最 佳, 当

EPA 浓度 < 300
 

μmol / L,其联合作用效果与 EPA
浓度 和 电 场 强 度 呈 正 相 关; 当 EPA 浓 度 >
300

 

μmol / L,联合作用效果随 EPA 浓度升高和场

强增加而逐渐减弱。
需要注意的是,相同 EPA 浓度下,电场强度

越高,对 EPA 抑制 A-549 细胞活性效果的促进作

用也越强,不同场强的脉冲电场本身对细胞活性

有不同程度的影响。 进一步对比分析可知,场强

为 1
 

250
 

V / cm 时联合作用效果比 1
 

000
 

V / cm 时

略强,然而 1
 

250
 

V / cm 的 μsPEF 本身对细胞的

杀伤作用也比 1
 

000
 

V / cm 时略强,故其联合作用

效果与 1
 

000V / cm 相比无显著性差别。 场强为

1
 

500
 

V / cm 时,脉冲电场本身对细胞具有较强的

杀伤作用,所以有更强的联合作用效果,考虑到此

时电场本身对细胞的强杀伤,综合分析联合作用

效果不如场强为 1
 

000
 

V / cm 和 1
 

250
 

V / cm 时的

作用效果。

4　 结论

(1) EPA 对 A-549 细胞的杀伤效果具有时间

和浓度依赖性。
(2) μsPEF 能够增强 A-549 细胞膜通透性。

随着电场强度的增加,细胞通透性增强,细胞活性

减弱。 当电场强度为 1
 

000
 

V / cm 和 1
 

250
 

V / cm
时,能够保证对细胞的低杀伤率和高穿孔率,有利

于药物分子进入细胞。
(3)μsPEF 能有效增强 EPA 对 A-549 细胞的

毒性效果。 μsPEF 联合 EPA 处理 A-549 细胞后培

养 24
 

h 和 48
 

h,都是在 EPA 浓度为 300
 

μmol / L
时,μsPEF 与 EPA 的联合作用效果最佳, μsPEF
能使 EPA 毒性效果提升 40%以上。
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Abstract:
   

In
 

view
 

of
 

the
 

problems
 

that
 

traditional
 

chemotherapeutic
 

drugs
 

used
 

in
 

current
 

electrochemical
 

therapy
 

have
 

large
 

toxic
 

and
 

side
 

effects
 

on
 

human
 

normal
 

tissues,
 

and
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

ingredi-
ents

 

have
 

little
 

toxic
 

and
 

side
 

effects
 

on
 

human
 

body,
 

but
 

have
 

weak
 

effects.
 

Eicosapentaenoic
 

acid
 

( EPA) ,
 

a
 

monomer
 

component
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine,
 

was
 

selected
 

as
 

an
 

anticancer
 

drug
 

to
 

explore
 

the
 

promo-
ting

 

effect
 

of
 

microsecond
 

pulse
 

electric
 

field
 

on
 

the
 

cytotoxic
 

effect
 

of
 

EPA,
 

and
 

the
 

toxic
 

effect
 

of
 

the
 

combi-
nation

 

of
 

the
 

two
 

on
 

lung
 

cancer
 

A-549
 

cells.
 

Firstly,
 

the
 

permeability
 

of
 

cell
 

membrane
 

under
 

the
 

action
 

of
 

pulsed
 

electric
 

field
 

with
 

different
 

electric
 

field
 

strengths,
 

and
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

drug
 

concentrations
 

(50—1
 

000
 

μmol / L)
 

and
 

electric
 

field
 

strengths
 

(750—2
 

000
 

V / cm)
 

on
 

cell
 

activity
 

were
 

studied.
 

PI
 

stai-
ning

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

membrane
 

permeability,
 

and
 

CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

viability.
 

Then,
 

according
 

to
 

the
 

detection
 

results,
 

the
 

electric
 

field
 

intensity
 

range
 

for
 

subsequent
 

experiments
 

was
 

selected
 

to
 

be
 

1
 

000—1
 

500
 

V / cm,
 

and
 

the
 

EPA
 

concentration
 

range
 

was
 

100—400
 

μmol / L.
 

Finally,
 

the
 

electric
 

field
 

combined
 

with
 

the
 

drug
 

group
 

was
 

set
 

as
 

the
 

experimental
 

group,
 

the
 

blank
 

control
 

group,
 

the
 

pure
 

drug
 

group,
 

and
 

the
 

pure
 

electric
 

group
 

were
 

set
 

as
 

the
 

control
 

group.
 

The
 

experimental
 

study
 

on
 

the
 

cytotoxicity
 

of
 

pulsed
 

electric
 

field
 

combined
 

with
 

EPA
 

on
 

A-549
 

cells
 

was
 

carried
 

out,
 

and
 

the
 

changes
 

of
 

A-549
 

cell
 

viabili-
ty

 

at
 

24
 

h
 

(48
 

h)
 

after
 

the
 

combined
 

action
 

of
 

pulsed
 

electric
 

field
 

and
 

EPA
 

were
 

compared
 

and
 

analyzed.
 

Research
 

shows
 

that
 

microsecond
 

pulsed
 

electric
 

field
 

could
 

significantly
 

enhance
 

the
 

toxic
 

effect
 

of
 

EPA
 

on
 

A-549
 

cells,
 

and
 

when
 

the
 

concentration
 

of
 

EPA
 

was
 

300
 

μmol / L,
 

the
 

combined
 

effect
 

of
 

pulsed
 

electric
 

field
 

and
 

EPA
 

was
 

the
 

best.
 

The
 

enhancement
 

effect
 

of
 

microsecond
 

pulsed
 

electric
 

field
 

on
 

EPA
 

cytotoxicity
 

could
 

reach
 

more
 

than
 

40%,
 

which
 

provided
 

an
 

important
 

promotion
 

method
 

for
 

the
 

subsequent
 

intervention
 

of
 

tradi-
tional

 

Chinese
 

medicine
 

ingredients
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

cancer.
Keywords:

 

microsecond
 

pulsed
 

electric
 

field;
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lung
 

cancer
 

A-549
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