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电化学对人宫颈癌细胞系 He l a一

S

生物学作用的实验研究

唐 步坚 李 力 赵恒毅 古 明华 陈心秋 黄玲莎 唐东平

摘要 本实验采用休外实验并利用 MT T法 和放射 自影技术
,

观察在不同 电压 和电责组合

的 E C T 作用下叶人宫颈癌细胞 系 (H el a )的杀伤率
、

细胞 的增殖曲线
、

核分裂指数以及细胞增殖周

期影响
,

旨在 了解 E C T 是否对 H el a
细胞的生物学行为有 影响

。

其结果显示
: ( ” E C T 叶 H el a

细

胞的增殖率有明 显的抑制作用
,

其中以 5V 10C 组的抑制率最为明显
。

(2) EC T 对 H el a 细胞有较

强的杀伤作用
,

而且这种杀伤作 用
,

在电压一定时
,

与电 1 成正 比
。

(3 ) E C T 对 H el a 细胞 的增殖

周期有明显的影响
,

这对揭示 EC T 治癌机理 和为临床选择适 当有效 的治疗参数均有重要的意义
。

关键词 电化 学治疗 ; 子宫颈癌 ; H el a 细胞 ; 细胞动力学

宫颈癌是我国常见的八大恶性肿瘤之一
,

严重

地危害广大妇女的身体健康
。

电化学疗法 ( lE ce tr
-

e h e m i
e a l t h e r a p y

,

E C T )治疗晚期宫颈癌
,

在临床

上已经取得了良好的效果
。

本研究以人宫颈癌细胞

系 ( H el a 一

3) 为对象
,

进行体外实验
,

通过测定其在

不同的电化学实验条件下的生长 曲线
,

核分裂指

数
,

杀伤实验及细胞增殖周期的动态观察
,

以期对

有关问题进行探讨
。

1 材料与方法

1
·

1 实验材料

1
.

1
.

1 细胞 人宫颈癌细胞系 ( H el a 一

)S
,

由中国

军事医学科学院提供
.

1
·

l
·

2 试剂 R PM I
一

16 4 0 美国 G IBC O 产品
;

小

牛血清 华美生物工程产品 ; 胰酶 (l : 2 5 0) 美国

G IB C O 产品 ; 唾哇兰 美国 SI G M A 产品
;
二甲基

亚矾 美 国 SI G M A 产品 ; 秋水仙素 德国 S E R
-

V A 产品
; H

一

T D R 由中国原子能科学研究院提供

.1 1
·

3 实验仪器 S D Z L Y
一

3 电化学治疗仪
:

广西

柳州地区无线电总厂产品

1
·

2 实验方法

1
·

2
·

1 细胞培养与实验分组

人宫颈癌细胞系 ( H el a 一

)S 常规培养于含 10 %

小牛血清 的 R P M I
一
1 6 4 0 培养基 中

,

加青霉素各

l o o u
/ m l

,

取处于指数增殖的细胞
,

用 0
.

25% 的胰

酶消化细胞并收集细胞备实验用
。

将等量接种的 24 孔细胞培养板按随机原则分

作者单位
:

5 3 0 0 21 南宁
,

广西医科大学附属肿瘤医

院

为 ( 1 )对照组
,

除不通以直流电外
,

其余条件均与

实验组相同
。

(2) 实验组
,

按电压
、

电量组合分为 4

组
:

SV SC ; SV 10C
; l o V SC

;
l o V I父 ( V 为电压

,

单

位伏特 ; C 为电量
,

单位库仑 )
。

实验时将预先钻好

小孔的培养板盖换上
,

通过小孔插入铂金电极
,

通

以平稳电流
,

两电极以 1
.

OC m间距浸入细胞培养液

1
.

s
e m深

。

1
.

2
.

2 细胞增殖速度的测定

取对数生长期的细胞
,

以 l x 10 /m l 接种细胞

于 24 孔培养板中
,

放入 37 ℃培养箱静置贴壁培养

1h2
,

取出细胞进行实验
,

分组实验处理后每隔 24 h

于各组取 2孔细胞计数
,

取其均值
,

连续记录 6 天
,

以细胞数为纵坐标
,

实验天数为横坐标
,

绘出各组

细胞的生长曲线
。

1
.

2
.

3 细胞核分裂测定

取上述实验中各组细胞
,

每组 2孔分别于实验

后 24 h
、

48 h
、

72 h 将细胞悬液离心后
,

取细胞涂片
,

瑞 氏染色后镜下数 10 0 0 个细胞
,

求出分裂指数
/ 、 , , 、 、 , 二

_ 核分裂细胞数
, 。 , 、

( M l ) :

M l = 理令益瓮偿井省盖 (编 )、 ` ’

“ ` ; ` ’

“ 一 计数细胞 .e’ 扩
, 。 。 ,

1
.

2
.

4 E C T 对 H
e l a 一

5 3 细胞杀伤率的测定 ( M T T

法 )

与增殖速度测定同步
,

每天取各组 2 孔细胞计

数后剩余悬液 2 0。川
,

加于 96 孔培养饭中
,

每孔再

加 5产IM T T (唾哇兰 )
,

一起培养 4 h ( 37 C )后取 出
,

吸去上清液
,

再每孔加入 D M S O (二甲基亚矾 )
,

轻

轻混匀后在分光光度仪上测 O D 值
,

再据公式算出

杀伤率
。

杀伤率一
对照组值 O D一实验组 O D 值

对照组 O D 值
5 细胞周期进程测定

:

采用放射 自影法
,

方
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法参考文献
,

其中 G
一

S 期采用连续标记法
、

S 期采

用脉冲标记法
、

S
一

G
一

M 期采用秋水仙素刺激法
,

制

片的后涂布核
一

乳胶置 4
`

C冰箱内曝光 2 周后显影
、

定影
。

G ie m sa 染色后 4 OX 显微镜下见细胞核内有 4

个以上直径在 1
一

2 微米黑色园形颗粒的为标记细

胞
,

计数标记上的和未标记上的细胞
。

G
一

S
、

S 期标

记指数 ( IL )按 IL ~ 标记细胞数
细胞总数

x l 0 0 0%
。

计算
.

5
-

G
一

M 期 有 丝 分 裂 指 数 ( P L M ) 按 P L M =

细胞总数

1
.

3 数据处理

2 结果

X 1 0 0 0编
。

各组间数据的比较采用 F
一
q

0
.

0 5 )
。

2
.

3 不同组合的电压与电量对 H el a
细胞杀伤率的

比较

实 验 组 6 天 内的平均 杀伤率是
:

SV SC 组

3 8
.

6 7 % ; SV I沈 组 4 5
.

8 7% ; 1 0V 5C 组 19
.

8 3% ;

l o V 10 C 组 31
·

61 %
,

各实验组在 6 天内的杀伤率是

不同的
,

总的趋势是第一天最小
,

第六天最大
,

从

平均杀伤率来看
,

5 V 10C 组最高
,

与其它各组比较

有显著性差异 (尸 < 0
.

0 5 )
。

2
·

4 E C T 对 H el a

细胞生长周期动力学的影响
。

2
.

.4 I G
一

S 期 (连续标记 ) :

见图 2
.

篇
口尸C工一C尸V

.xPu二
a左.1翻犯习派

2
·

1 E C T 对细胞增殖速度的影响

各组 6 天内 H el a
细胞增长倍数分别为

:

对照

组 1 5 例
;

SV SC 组 1
.

9倍 ; SV 10C 组 0
.

8倍
; 1 0V SC

组 8
.

1倍 ; 1 0V 10C 组 3
.

8倍
。

经统计学处理
,

对照组

与各治疗组间差异极为显著 (尸 < 。
.

0 1 ) ; 5 v 1c0 组

与各治疗组间差异有显著性 (尸 < 。
.

0 5 )
。

2
.

2 EC T 对 H
e l a
细胞核分裂指数的影响 (图 l )

C 。 N T R。 L

/

10V S 〔

10 V I OC

1 6 2 0 t / h

标记时间 L a

叼 it m e

100琳冷奔敬辉
ǎM工)60

l ( ) V I ( )C

l ( )V S C

5 V S C

S V 10 C

图 1 不同组合 E C T 对 H el a 细 胞核分裂指数的影响

从图 1 可见
,

经 E C T 处理后
,

各实验组的分裂

指数均低于对照组
,

经统计学处理
,

差异均有显著

性 (尸 < o
·

01 )
,

其中以 5 v 1 0 c 实验组的核分裂指数

最低
,

它与各实验组间相比较
,

差异有显著性 (尸 <

图 2 不同组合 E C T 对 G ; 一 S 期 Hel a 细胞标记指数的

影响

各实验组的标记指数 LI 均低于对照组
,

经统

计学处理 有极显著性差异 (尸 < 0
.

01 )在各实验组

中
,

以 1 0V 1 0C 标 记 率最 低
,

依次 为 1 0V SC
、

5 V 10C 和 SV SC ; 高电压两组分别与低电压两组比

较
,

差异有显著性 (尸 < 0
.

0 5 )
。

2
.

4
.

2 5 期 (脉冲标记 )
:

见图 3
。

各实验组的标记指数 LI 均低于对照组且 2 h4

内的标记指数和也处于一个低水平
,

经统计学处

理
,

有极显著性差异 (尸 < 0
.

0 1 ) ; 各实验组间
:

以

1 0 v 5C 和 1 0 v l0 C 标记率最低
,

与其它两组相比
,

有显著性差异 (尸 < 0
.

05 )
。

2
.

4
.

3 5
一

G
一

M (秋水仙素刺激法 ) :

见图 4
。

各实验处理组的标记有丝分裂指数均低于对照

组
,

统计学处理有极显著的差异 (尸 < 0
.

0 1 ) ; 各实

验处理组内
,

SV CS 标记率较高
,

与其它组相 比较

有显著性差异 (尸 < 0
.

05 )
。

余各组间两两比较无差
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击 {

翅处
。 ,

x.弓u一;q
.曰积彭睡暇

鱼卫 5军
S V 10 C

10V S C

24 t h

标记时间 L a b e一 t i m e

图 3 不同组合 E C T 对 S 期 H le a 细胞标记指数的 影响

芝1d1()0

S V S C

.ù.0材ùuz,。-工
。qp一材u。。ó己求积哪粼创仲退泪

5 V 10 C

OV S C

卫iy IOC

16 2 0 t

标记时间 l公记 l :

mj 。

图 4 不同组合 E C T 对 S
一

G Z一 S 期 H el a 细胞标记有丝

分裂指数的影响

异
,

另外第一个 4 小时的标记有丝分裂指数 P L M

所有组均较高
。

3 讨论

3
·

1 E C T 对 H
e la 细胞生长的增殖率和杀伤率的

影响

从我们的实验结果来看
,

E C T 对 H
e l a
细胞的

增殖影响非常明显
,

各实验组与对照组相比细胞增

殖减少
,

倍增时间延长
,

对细胞的杀伤率明显增

高
,

这表明 E C T 对 H
e la 细胞具有杀伤及抑制生长

作用
,

这与已有的 E C T 临床治疗结果相符合
。

我们

在实验研究中
,

发现 E C T 对 H el a

的细胞生长增殖

生物学行为影响主要有两大特点
:

3
.

1
.

1 在各实验组中
,

电压不变
,

则杀伤率随电量

增大而升高
,

这与已有的报道一致
。

但是
,

电量不

变时
,

电压在一定范围内与杀伤率成正比
,

超出一

定范围
,

杀伤率则下降
,

本研究中以 5V 10C 组的杀

伤率最高
,

我们认为电化学治疗是利用电流对组织

液中的电解质进行电解而产生效应的
,

电压太小
,

不足以抵消电解质的阻抗
,

不会产生电解作用 ; 而

电压太大
,

在一定的电量限制下
,

电解作用时间太

短
,

不能解离大量的电解质
,

所以对细胞生存的环

境破坏不大
,

在一定的电压条件下
,

杀伤率取决于

电量 (库仑 )的大小
。

细胞核分裂指数的结果得到进

一步的证实
,

这一实验结果表明电化学治疗必须在

适当的电压和电量时才能对癌细胞产生影响
。

3
.

1
.

2 从 E C T 对 H el a
细胞的杀伤率来看

,

各实

验组第一天的杀伤率较低
,

随着培养天数的增加
,

杀伤率逐渐升高
,

同时细胞的增殖率也逐渐降低
,

这一过程进一步说明电化学的作用不是单纯的物理

过程
,

而是在直流电作用下
,

局部的化学效应对癌

细胞的生物学行为产生影响
,

使之逐步死亡的过

程
。

3
.

2 EC T 对 H
e la 细胞增殖周期的影响

为了进一步观察 E C T 对 H el a
细胞增殖周期的

影响
,

我们采用了放射自显影技术对 H e la 细胞在

体外电场作用下从 D N A 合成前期 ( G )至有丝分裂

(M )进行动态观察
。

肿瘤细胞生物学研究已表明
: D N A 与肿瘤细

胞增殖分裂有密切关系
,

核酸增多是肿瘤迅速生长

的物质基础
,

而反映肿瘤迅速生长的指标是细胞增

殖周期 中的 G
一

S 和 S
一

G
一

M 期的细胞的比率增高
,

我们通过对指数生长期 的 H
e al 细胞进行 E C T 作

用
,

结果发现
:

1
.

在 G
一

S 过程中
,

各实验组的标记指数 LI 均

低于对照 组 ( 尸 < 。
.

01 )
,

说明 E C T 阻滞了 G
一

S 过

渡
,

在各实验组 内大电压组 LI 比小电压组低 (尸 <

0
.

05 )
,

其机理我们认为在短时间内
,

电压较大
,

电

流强度较大
,

对细胞的物理作用较强
,

使细胞处于

“

休克
”

状态的 G 期细胞 又可变成 G 细胞重新进入

S 期
,

这一点可以从生长曲线中看出
,

第 3
、

4 天后

大电压组的细胞增殖倍数明显高于小电压组 ; 而小

电压组虽然作用时间长
,

但细胞受小电流的作用
,

短时间内电化学产物的效应不明显
,

所以由 G 期至
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S期的过渡仍然存在
,

L l 就高
。

2
.

5 期为细胞的 D N A 合成期
,

由于 E C T 作

用
,

各实验组的细胞 D N A 合成受抑制
,

因而标记

低于对照组
,

但在各实验组中
,

小电压组的标记率

高于大 电压组
,

这表 明小电压组仍存在少量 的

D N A 合成
,

这与我们所观察的 G
一

S 期的结果相一

致其机理可能与短时间内电化学的延迟效应未显示

出来
,

因而使部分细胞的 D N A 合成抑制不彻底有

关
。

.3 M 期标记 由于有了秋水仙素的刺激
,

在第

一个 4 小时内
,

细胞分裂增加
,

标记率就高
,

但随

时间推移
,

标记有丝分裂指数 P L M 逐渐受到抑制
。

综上所述
,

E C T 对 H el a
细胞生物学行为有 明

显的影响
,

而且这种影响与 E C T 的电压
、

电量及作

用时间有关
,

而这种影响的分子机理 尚不得而知
,

需要更深入的研究
。
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