
 

文章编号：1007 − 6735(2021)02 − 0134 − 06 DOI: 10.13255/j.cnki.jusst.20200817001

脉冲电场作用下Hela 细胞穿孔率研究
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摘要：以宫颈癌 Hela 细胞为实验对象，利用自制脉冲电源和台盼蓝染色法计数，针对不同的电脉

冲参数作用于 Hela 细胞上，研究了细胞可逆和不可逆电穿孔的场强阈值范围，重点研究了脉冲个

数、脉冲宽度和电场强度对细胞不可逆穿孔率的影响，并选择了优化的参数组合。实验发现，在

固定脉冲宽度 50 μs 和 20 个脉冲个数不变的情况下，Hela 细胞出现可逆电穿孔（存活）的场强阈

值范围分别为 500～750  ，出现不可逆电穿孔（死亡）的场强阈值范围为 750～1 000  。

在对电脉冲参数优化组合的实验中，Hela 细胞的不可逆穿孔率随着脉冲个数、脉冲宽度和脉冲场

强的增加而增加，最终趋于饱和。宜选择场强 1 500  、脉宽 60 μs和 70 个脉冲的参数组合，

不可逆穿孔率为 93.42%。
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Study on perforation rate of Hela cells under pulsed electric field

JIANG Song，      ZHU Ce
(School of Mechanical Engineering, University of Shanghai for Science and Technology, Shanghai 200093, China)

Abstract: In view of different electrical  parameters on  cervical  cancer Hela cells,  the self-made pulse
power supply and trypan blue were used to study the threshold of electric field intensity for reversible
and  irreversible  electroporation  of  cells.  In  particular,  the  influences  of  the  number  of  pulses,  pulse
width and electric field intensity on irreversible perforation rate of cells were investigated. The optimal
parameter  combination  was  chosen.  The  experiments  results  show  that  the  threshold  of  reversible
electroporation (survival) for Hela cells ranges from 500 V/cm to 750 V/cm with a fixed pulse width of
50 μs and a constant number of 20 pulses. Besides, the threshold of irreversible electroporation (death)
ranges  from  750  V/cm to  1 000  V/cm.  In  the  experiment  of  optimized  parameter  combination,  the
irreversible  perforation  rate  of  Hela  cells  increases  with  the  increase  of  the  number  of  pluses,  pulse
width and pulse field intensity, and finally reaches saturation. The irreversible perforation rate of Hela
cells is 93.42% when the parameter combination of 1 500 V/cm, 60 μs and 70 pulses is selected.

Keywords: pulse  electric  field; electroporation; electric  field  intensity; pulse  width; pulse  number;
irreversible perforation rate
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电穿孔现象最早发现于上世纪 70年代，最初

应用在辅助细菌细胞和哺乳动物细胞的体外基因

转移方面[1]。电脉冲消融法是基于电穿孔现象提出

的，所谓电穿孔：是指细胞在外加电场的作用

下，细胞膜磷脂双分子层上形成瞬时微孔的生物

物理过程。当细胞膜发生电穿孔时，膜的通透性

会瞬时增大，使亲水分子、DNA、蛋白质、病毒

颗粒、药物和染料颗粒等正常情况下不能通过细

胞膜的分子得以进入细胞[2]。在外加脉冲电场取消

后，如果微孔能够闭合，则称为可逆性电穿孔；

如果微孔不能自我闭合，则称为不可逆性电穿孔[3]。

近年来，脉冲电场以其独特的生物电效应成为研

究热点，并广泛应用于基因转染、药物导入、肿

瘤治疗、创伤修复等领域[4-5]。电穿孔疗法由日本

Okino等[6] 首次提出，随后，国内外许多学者陆续

开展了这方面的研究工作，并逐渐运用到临床实

践。美国 Hofmann教授等将其用于头颈癌、皮肤

癌、胰腺癌、肝癌的临床治疗中，并获得了成功[7-8]。

重庆大学姚陈果等 [9] 利用流式细胞仪对脉冲电场

处理后的细胞周期进行了检测，证明了脉冲电场

抑制肿瘤细胞 DNA的合成。在对动物的临床实验

中，电穿孔疗法也取得了不错的效果，结果表明

肿瘤区域明显减少 [10]。该课题组随后还研究了脉

冲电场的生物非热效应及作用机理，将绝缘电介

质的电击穿和生物电介质的电穿孔联系起来，通

过调整电脉冲参数，提出了不用化学药物，仅用

高强度的脉冲电场，使肿瘤细胞发生不可逆电穿

孔（即细胞死亡），从而实现非热效应治疗肿瘤[11-12]。

本文以宫颈癌 Hela细胞作为研究对象，经脉

冲电场处理后，利用台盼蓝染色原理分析细胞膜

的穿孔程度。在固定脉冲宽度和个数的情况下，

研究 Hela细胞发生可逆和不可逆穿孔的场强阈值

范围，重点研究脉冲个数、脉冲宽度和电场强度

对 Hela细胞不可逆电穿孔的影响，并选择优化的

参数组合。 

1    实验材料、设备和方法
 

1.1    实验材料

以宫颈癌Hela细胞为实验对象，将其在恒温培养箱

中传代大量培养后供实验使用。为保证细胞的活

性，用于实验的均为对数生长期的细胞。

实验中用到的其他材料包括：台盼蓝染色剂、

酒精、培养皿、磷酸缓冲盐 (phosphate buffer saline，
PBS)溶液、小牛血清、DMEM培养基、胰蛋白

酶、移液枪、试管等。 

1.2    实验设备

Hz

实验所用的处理电源为自制的脉冲电源。该

电源可输出方波脉冲，脉宽在 5～100 μs内精确可

调，频率在 1～1 000  内精确可调。其实物如图 1
所示。脉冲作用下负载两端的输出电压波形如图 2
所示。
 

 

 
图 1    脉冲电源

Fig.1    Pulse power supply
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图 2    输出脉冲电压波形

Fig.2    Waveform of output pulse voltage
 
 

cm

实验采用的反应器为电极杯，电极间的距离

为 0.2  ，容量为 400 μl。其横截面如图 3所示。
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电极

 
图 3    反应器横截面

Fig.3    Reactor cross section
 
 

实验中用到的其他设备还有示波器、液氮罐、

水浴锅、离心机、细胞计数板、荧光显微镜等。 

1.3    实验方法

样品配置：先将 Hela细胞放在综合培养基

（10%小牛血清、90%DMEM）中，然后将其置于

恒温培养箱（37 ℃，5%CO2）中传代到对数生长

期。将培养好的细胞用胰蛋白酶消化后离心，再
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用PBS溶液洗涤 2次，重悬，制成浓度约为 106 cfu/ml
的细胞悬液。

电场处理：用质量分数为 75%的酒精清洗电

极杯，取上述细胞悬液与台盼蓝试剂均匀混合，

用移液枪吸取悬液分别装入电极杯中，每组 400 μl。
设置电脉冲参数，脉冲电场处理过后，取 10 μl细
胞悬液滴入计数板并计算穿孔率（包含可逆与不可

逆）。同等条件下取上述细胞悬液先经电场处理

后，再与台盼蓝试剂均匀混合，计算其不可逆电

穿孔率。

细胞计数：台盼蓝是检测细胞膜完整性最常

用的生物染色剂，正常细胞会排斥这种染料，而

对于膜的完整性丧失的细胞，通透性会增加，所

以台盼蓝会进入细胞内将其染色。

穿孔率 =
计数区域中被染色的细胞个数

计数区域中所有细胞个数
×100%

图 4和图 5分别为用胰蛋白酶消化后，显微镜

下的 Hela细胞和被台盼蓝试剂染色的细胞。
 

 

 
图 4    消化后的 Hela 细胞

Fig.4    Digested Hela cells
 

 

 

 
图 5    被染色后的 Hela 细胞

Fig.5    Stained Hela cells
 
  

2    电脉冲作用对细胞穿孔的影响
 

2.1    可逆与不可逆穿孔的场强范围

设置电脉冲参数：脉宽为 50 μs；脉冲为 20

V/cm

个；电场强度依次取 250 ，500，750 ，1 000，1 250，
1 500，1 750  。第一组实验：细胞悬液与台

盼蓝试剂均匀混合后施加脉冲电场作用，测量穿

孔率；第二组实验：细胞悬液先经脉冲电场处理

后，再与台盼蓝试剂均匀混合，测量不可逆电穿

孔率。未施加电场强度的细胞悬液为对照组。细

胞被染色，则说明该细胞发生了穿孔。以样品中

被染色的量作为统计指标，研究不同电场强度对

细胞穿孔的影响，其结果如图 6所示。
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图 6    脉冲强度对细胞穿孔的影响

Fig.6    Effect of pulse intensity on cell perforation
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由图 6可知，在脉冲宽度和脉冲个数不变的

情况下，随着脉冲电场强度的增加，Hela细胞被

染色的数量越来越多，最终会趋于饱和。由第一

组实验可知，当场强在 500  时，细胞几乎未

被染色；当场强达到 750  时，有少量细胞呈

现蓝色。依据台盼蓝染色原理可知，被染色的细

胞的细胞膜破裂发生了穿孔，此时，并不能确定

细胞膜穿孔是可逆的还是不可逆的。在第二组实

验中，当场强为 750  时，并没有发现被染色

的细胞，说明在该场强作用下的第一组实验中，

被染色的细胞发生了可逆性穿孔，细胞膜上形成

的微孔短时间内又自我修复了；当场强为 1 000 
时，少量细胞被染色。由此可以推出：在脉宽为

50 μs和 20个脉冲作用下，Hela细胞发生可逆性

电穿孔的场强阈值范围为 500～750  ；同理，

Hela细胞发生不可逆性电穿孔的场强阈值范围为

750～1 000  。

细胞膜基本上是一个绝缘体，两面浸在含离

子的电解质溶液中，外加电场会引起两边的离子

去极化，从而形成外加的膜电位差，此电位差就

称为跨膜电压。在外加电场的诱导下，当外加电

场频率很低或为直流电场时，跨膜电位的表达式
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可简化为[13]

U = 1.5ERcosθ （1）

θ

cosθ

cosθ

式中：R为细胞半径；E为外加电场强度； 为细

胞膜上任意一点的径向与电场方向之间的夹角。

细胞模型如图 7所示。由细胞跨膜电位的计算公

式可知，相同强度的外加电场对大细胞的跨膜电

位更高。即使是同种类细胞，其大小也有偏差。

因此，电穿孔首先出现在那些大细胞上。跨膜电

位的大小也随着外加电场强度的增大而增大，细

胞膜上的微孔将首先出现在 0 °和 180 °的两个极点

处。随着电场强度的进一步增大，电穿孔出现的

位置一般按 的值由大到小顺序进行扩展。在

90 °和 270 °时， 为 0，跨膜电位始终为 0，不

会发生电穿孔。
 

 

E

θ
R

 
图 7    简化的细胞模型

Fig.7    Simplified cell model
 
 

图 8是细胞的等效电路图。根据细胞膜、细

胞质的电特性，细胞膜可等效为电容 C1 和电阻

R1 的并联；细胞核膜可等效为电容 C2 和电阻

R2 的并联；细胞质可等效为电阻 R3；细胞外液可

等效为电阻 R4；Um 表示外加的跨膜电压大小。当

给细胞悬液加电压时，容性细胞膜充电，当超过

细胞膜穿孔的阈值后，细胞膜发生穿孔，此时细

胞内外离子流动大大削弱了细胞膜的屏蔽作用。

如果将细胞中更小的细胞器如线粒体考虑进来，

也可以把这些细胞器等效为细胞核。 

2.2    脉冲个数对细胞不可逆穿孔的影响

V/cm

根据以上实验得到的 Hela细胞发生不可逆

电穿孔的场强阈值范围，本次实验固定场强

1 000  和脉宽 50 μs不变，在不同脉冲个数的

作用下研究细胞不可逆穿孔率，其结果如图 9所示。
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图 9    脉冲个数对不可逆穿孔率的影响

Fig.9    Effect  of  the  number  of  pulses  on  irreversible
perforation rate

 
 

V/cm由图 9可知，固定场强 1 000  和脉宽 50 μs
不变的情况下，随着脉冲个数的增加，被染色的

细胞数量也越来越多，电脉冲对细胞的不可逆穿

孔率也随之增加。当 70个脉冲时，不可逆穿孔率

达到 90.07%；当 80个脉冲时，不可逆穿孔率达

到 92.10%；随着脉冲个数的继续增加，Hela细胞

的不可逆穿孔率会趋于饱和。所以，对于优化参

数的选择，本次实验中脉冲个数选择 70个。

由脉冲个数对细胞的不可逆电穿孔实验说

明，脉冲电场对细胞膜的穿孔作用具有累积效

应。单对细胞膜而言，膜电位主要由电荷的总量

所控制，细胞膜可以看作是一个等效电容，在电

脉冲的作用下，脉冲宽度 T1、脉冲间隔时间 T2、
细胞膜的充电时间 T3 和细胞膜的弹性恢复时间 T4，
这 4个时间量是非常重要的参数。对于脉冲个数

的增加，相当于增加了作用时间，累积效应主要

发生在 T1+T2<T3+T4 这种情况下。在前一个脉冲作

用下，细胞膜会逐渐出现微孔，等下一个脉冲作

用到来之时，细胞膜表面的微孔并没有完全恢

复，这样不断累积叠加，最终会导致细胞膜的不
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图 8    细胞等效电路图

Fig. 8    Cell equivalent circuit diagram
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可逆电穿孔，即细胞不可逆穿孔。 

2.3    脉冲脉宽对细胞不可逆穿孔的影响

V/cm

根据以上实验选取的 70个脉冲，再固定脉冲

电场强度为 1 000  ，在不同的脉冲宽度作用

下研究细胞的不可逆穿孔率，其结果如图 10所示。
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图 10    脉冲宽度对不可逆穿孔率的影响

Fig.10    Effect of pulse width on irreversible perforation rate
 
 

V/cm由图 10可知，固定场强 1 000  和 70个脉

冲的情况下，随着脉冲宽度的增加，细胞的不可

逆穿孔率先缓慢增加，在 20 μs时有明显增大趋势，

50 μs之后逐渐趋于饱和。所以，对于优化参数的

选择，本次实验中脉冲宽度选取 60 μs，该条件下

不可逆穿孔率为 93.24%。

脉冲电场与细胞的相互作用是基于细胞膜充

电，细胞膜可等效为一个电容。当外电场对细胞

膜充电后，膜两侧存在相反的电荷，膜内电场力

增加，细胞膜变薄，膜厚度的衰减程度取决于细

胞膜的弹性模量。就脉宽为微秒级的单个脉冲而

言，通常认为细胞膜电穿孔所需脉冲宽度的下限

必须大于膜充电时间和膜的弹性恢复时间，这样

才能在单个电脉冲的作用下维持孔洞的开放。一

般来说，在 kV/cm级的脉冲作用下，细胞膜穿孔

所需时间至少达到 5 μs[14]。脉冲宽度的增加会扩大

单个细胞穿孔的程度，如果脉冲宽度小于膜充电

时间，则必须提供较大的电场强度以驱使膜电位

达到穿孔的临界值。 

2.4    脉冲场强对细胞不可逆穿孔的影响

根据上述实验，固定脉宽 60 μs和 70个脉冲

不变，在不同的电场强度作用下研究细胞的不可

逆穿孔率，其结果如图 11所示。

V/cm

由图 11可知，在固定脉宽 60 μs和 70个脉冲

不变的情况下，随着电场强度的增加，细胞膜的

不可逆穿孔率也随之增加。当外加场强达 1 500  ，

不可逆穿孔率为 93.42%，随后趋于饱和。

nm

mV

细胞膜破裂的根本原因均是由于外加脉冲电

场诱导下细胞膜跨膜电压所形成的跨膜电场所导

致的。细胞膜的厚度约为 5～10  ，在无外加电

场时，细胞为了维持自身的正常生理功能，细胞

膜内外存在着 50～70  的电位差[15]。在跨膜电位

的作用下，细胞的结构和形态产生了不可逆的变

化，即使电脉冲的作用时间极短，但对生物体的

破坏也是相当大的。 

2.5    结果与讨论

由上述实验结果可知，不同的脉冲参数会引

发细胞膜不可逆穿孔程度的不同，其中脉冲个

数、脉冲宽度和脉冲场强对细胞不可逆穿孔率的

影响有相似之处。Hela细胞不可逆穿孔率都是随

着脉冲个数、脉冲宽度和脉冲场强的增加而增加

的。在脉冲电场作用下，细胞主要经历无影响（电

脉冲剂量低）、可逆性电穿孔（存活）和不可逆性电

穿孔（死亡）3个阶段。

V/cm

对于脉冲个数的增加，主要是作用于扩大电

脉冲作用的累积效应；对于脉冲宽度的增加，主

要是作用在细胞膜上形成微孔后，能够维持孔洞

的开放；对于脉冲场强的增加，就是增大细胞膜

的跨膜电压，会扩大穿孔区域的面积。通过本次

实验，对于这 3种电脉冲参数的优化组合，宜选

择场强 1 500  、脉宽 60 μs和 70个脉冲。 

3    结    论

以宫颈癌 Hela细胞为研究对象，通过外加脉

冲电场处理和台盼蓝染色，进行穿孔率的检测。
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图 11    电场强度对不可逆穿孔率的影响

Fig. 11    Effect  of  electric  field  intensity  on  Irreversible
perforation rate
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V/cm

V/cm

V/cm

在脉宽 50 μs和 20个脉冲的情况下，Hela细胞发

生可逆穿孔的场强范围为 500～750  ，发生不

可逆穿孔的场强范围为 750～1 000  。在电脉

冲的作用下，随着脉冲场强、脉宽和个数的增

加，Hela细胞的不可逆穿孔率也随之增加。最

终，选取电脉冲参数 1 500  、60 μs和 70个脉

冲为优化的参数组合，该参数下 Hela细胞不可逆

穿孔率达到 93.42%。

电穿孔主要的生物学效应是使细胞膜发生可

逆和不可逆击穿，仍需大量实验研究将电穿孔的

应用推向临床，不断完善电化学疗法的临床应用。
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