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step-wis巳 methotl . Vìability and functiüns of hcpat<α:yt臼 cryoprc优rv'dtcd by 出e two protocols for 10 days and 20 t1ays rcspa二tivcly antl 
then culturc-d after thawing wer巳 dynamica lly ob优rved. T hc results sbüwcd that high viability was maintainetl in cach su l:思ruup. Viabili
ty , G-6-Pase activity, syntheses of albumin and gluα胆 ， and diazepan1 transfom1ation werc highcr in short-t臼m cu! ture group than th耐
in directαyopr巳沈阳tion group. Albumin , urea and gluoose syn由四S of hepat∞ytcs wαc influ巳nccd by thc t1uration of cryopr凶巳r

vation. Therefore, theαyopreservation after short-term cul ture protocol Seen1S bet阳 than the directαyopreservation protocol. 
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低频脉冲电场对膜岛素介导的细胞增殖影晌及其作用机理研究 铃

丁荔萍 张红锋H 陈树德川错 张利华 铸铮铮铮

(华东师范大学生命科学学院 铮铮铮 华东师范大学物理系光谱学与波谱学教育部重点实验室

惕"铃华东师范大学河口海岸国家重点实验室 上海 2∞062) 

极低频电磁场(ELF-EMF:O - 100Hz)与人类密

切相关，我们的日常用电和脑电图波形等都位于这

个频率范围内 。 这些极低频电磁场是否对人类具有

不良影响?极低频电磁场对细胞增殖的影响是当前

国际上颇有争论的问题。 丁翠兰等[1] 发现不同强

度的极低频正弦交变磁场对 K562 (人白血病肿瘤

细胞)和 WZDS(分泌树突状细胞单克隆抗体的杂交

瘤细胞)细胞生长有不同程度的抑制作用，另外一

些科学家却发现低频电磁场具有促进细胞增殖的作

用[2.3] 。一些研究指出，极低频磁场可能具有促癌

效应。 目前趋向认为，电磁场与细胞作用的初始位

点是细胞膜，随后触发的一切反应都是由细胞膜介

导的[4] 。 细胞膜上的细胞信号系统很可能是与外

界电磁场相互作用的关键性靶体之-0 Bind巳r

man[5 ]等发现成骨细胞暴露于 13v/cm 电场中，细胞

DNA 和 c丛。合成呈同步升高;沈海红等[6] 的研究

认为脉冲电场影响鸡胚脑细胞 CAMP 含量和 ea2 +

通道的活动jK缸abakhtsian[7]等发现低频电磁场作

用于人 HL-60 细胞，细胞的重要信使钙离子明显下

降 jPessina[8]等用 50 Hz 3mT 脉冲电磁场处理人星

形细胞瘤 U-373MG 细胞，发现钙离子浓度显著上

升 j Eichwald[9]等认为极低频电磁场干扰细胞内信

号转导并直接与细胞的钙离子转导过程相关联，提

出存在受体控制胞浆钙振荡的理论。

膜岛素是一种肤类激素，它是几乎所有细胞株

在元血清培养基中生长时必需添加的生长因子[ 1 0 ] 。

有报道表明，膜岛素抑制腺昔酸环化酶的活性 ，使细

胞内 cAMP 浓度下降[11 ] ，而 cAMP 浓度的下降，具

有促进有丝分裂的作用。 作者在研究脉冲电场影响

人皮肤细胞生长的实验中发现，培养基中添加生长

因子膜岛素是电场产生效应的重要因素之一。 在细

胞未受电场处理，仅将电场处理的膜岛素加入培养

基后.细胞的增殖活动发生明显变化。 由于膜岛素

是人肝细胞培养时需要添加的生长因子 ，膜岛素与

其受体结合 ，发挥受体的醋氨酸激酶活性，启动细胞

内的一系列生化反应，引起细胞分化、分裂等生物效

应。 因此本实验选择膜岛素一一膜岛素受体这一信

号转换系统，从脉冲电场改变膜岛素与其受体的专

一结合特性方面，研究脉冲电场的细胞生物效应机

理问题。

材料和方法

1.材料

( 1 ) 正常人肝细胞L-02 细胞株 中科院上海生化细

胞所。

(2) 试剂和药品 小牛血清 (F臼) :中科院实生公

司 ;1640 培养基 : GIBCOBRL公司;膜蛋白酶 : SIGMA 公司;

MIT:SERVA进口分装 ;DM:曰:SIGMA 公司 ;膜岛素注射

液:上海生物化学制药厂;膜岛素抗体:DAKO 公司;荧光标

记二抗(FITC) : DAKO公司;其他试剂均为分析纯。

(3) 培养器皿 96 孔细胞培养板为 Cαning公司产

品 。

( 4 ) 主要仪器 FAC scan 流式细胞仪:阻口DN

DICKSON 公司;荧光分光光度计:HITACHI850 型;脉冲电

场发生系统:由华东师范大学物理教研室自行设计的，可使

细胞培养板或培养瓶受均匀辐照的脉冲电场装置(电场频率

f= 50Hz，脉宽 τ=20μS，溶液中场强峰值 Epp=lV/m) ，脉冲

电场存在于两圆形平板电极板之间。

本文 200 1 年 12 月 7 日收到，2∞2 年 5 月 20 日接受。

· 国家自然科学基金面上和重点资助课题(NO 39870193 

和 NO 50137030) 。

上海市重点学科资助课题。

"通讯作者。
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2. 方法

(1)细胞培养 L-02 细胞株经传代培养，用含 10%

小牛血清和 4μ11m!膝岛素的 1640 培养基制成 5 X 105cell/ m! 

的细胞悬液，接种于 96 孔细胞培养板， 100μ11孔， 37'C 细胞

培养箱中培养。

(2) 细胞和膜岛素的脉冲电场处理 在检测脉冲电

场影响细胞增殖的实验中，分为两组进行，第一组将接种培

养于 96 孔细胞板的细胞(其培养液含 4μ11m! 膜岛素) ，直接

置于电场发生装置的两平行电极板之间，分别处理 2、 5 、 10 、

20、40 分钟，之后继续培养 5 天，用 M甘比色法[ 12]分析细

胞增殖情况。 第二组将膜岛素经电场处理 10 、 20 、 30 分钟，

把处理过的膜岛素分别加入培养于 96 孔板的细胞培养液中

(终浓度均为 4μ11m!) ，继续培养 5 天，用 M了T 比色法测定脉

冲电场对细胞增殖的间接作用。 每组测定 40 孔的 0. 0 值，

对数据进行统计和差异显著性分析，本实验重复 3 次。

(3) 膜岛素的荧光光谱实验 因膜岛素分子中存在

多个酷氨酸残基，放在 276nm 激发光作用下 ，产生 297nm 的

发射荧光。 根据膜岛素分子的酷氨酸荧光光谱的变化，可检

测脉冲电场对膜岛素分子构像的影响。 将电场处理 0、 10 、

20、 30 分钟的膜岛素各取样 3 时，分别在处理当天和处理后

第 20 天用荧光分光光度计检测其荧光强度的变化(激发光

波长 276nm，荧光波长 297nm) 。 本实验重复 3 次。

(4) 间接免疫荧光技术[ (3) 膜蛋白酶消化制备肝细

胞悬液(无血清 1640 稀释) ，调整细胞密度为 1 X 106cellll时，

对照组加入未经电场处理的膜岛素，37'C孵育 30 分钟，离心

弃上清，加 100μl 膜岛素抗体 ， 37'C反应 30 分钟， 2000 r/ min 

离心 2 分钟，D-Hanks 溶液洗一次，加荧光标记二抗 50μ1 ，

37'C反应 30 分钟，离心弃上清，D-Hanks 溶液洗一次，用

D-Hanks制成细胞悬液 ，用流式细胞仪进行细胞表面荧光强

度的检测分析 ;实验组 1 ，其中膜岛素经脉冲电场处理 20 分

钟，加入到细胞悬液中，其余处理同对照组;实验组 2，细胞

悬液经脉冲电场处理 20 分钟，加入未经电场处理的膝岛素，

其余处理同对照组 ;实验组 3，细胞悬液与膜岛素共同经电

场处理 20 分钟，其余处理同对照组。 本实验重复 3 次。

结 果

1.脉冲电场对细胞增殖的直接作用

培养于 96 孔板的肝细胞(培养液中含膜岛素) , 

经脉冲电场处理不同时间后 MTT 检测结果显示，

电场处理 5 、 10 、20 分钟对细胞增殖起极显著的抑制

作用，抑制细胞分裂能力达 10 - 20 % ( P < O. 001 ) , 

其中处理 10 分钟时抑制作用表现为最强;电场处理

2、40 分钟对细胞增殖的影响不显著(见表1) 。

表 1 脉冲电场对细胞增殖的直接作用 ( n=40l

电场处理时间(min) 。 2 5 10 20 40 

光密度平均值(00值) 0.928 :t O. 056 0 . 902 :t O. 071 0 . 834 :t O. 070 0 . 760 士 0 . 075 0.818 :t O. 057 0.934 :t O. 057 

变化百分率(%) -2.80 一 10.13 -18.10 -11 . 85 +0 . 65 

P 值 >0 . 05 < 0.001' <0 . 001 • <0.001 ' >0.05 

注:督与电场处理 o min 组相比，差异极显著。

表 2 脉冲电场对细胞增殖的间接作用 (n = 40 l

电场处理时间 (min) 。 10 20 40 

光密度平均值(00 值) 0.921 :t O. 065 0 . 900 士 0.061 0. 826 :t O. 064 0 . 791 :t O. 070 

变化百分率(%) - 2 . 28 一 10 .31 一 14 . 12

P值 >0. 05 <0.001 * <0. 001 " 

注"与电场处理 o min 组相比，差异极显著。
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图 1 脉冲电场对膜岛素与其受体结合能力的影晌(分组条件同表 4)

A. 对照组细胞荧光标记强度 B. 实验组 1 细胞荧光标记强度 C. 实验组 2 细胞荧光标记强度 D. 实验组 3 细胞荧光

标记强度 (∞unts : 细胞数 FL1-H: FITC荧光强度 Ml: 分析荧光强度的峰的范围) 。
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2 . 脉冲电场对细胞增殖的间接作用

膜岛素经脉冲电场处理 20 、 40 分钟后，分别加

人到细胞培养液中，M订检测结果表明对细胞增殖

均具有极显著抑制作用(P< O . OOl )。对照组的光

密度平均值(O. D . 值)为 0.921 :t O. 065 ， 电场处理

20分钟后，光密度平均值为 0.826 士 0.064，降低

10. 31 %;电场处理 40 分钟后，光密度平均值为

O. 791 :t 0.070 ，降低 14.12% ; 而膜岛素经脉冲电场

处理 10 分钟，加入到细胞培养液中，对细胞增殖的

抑制作用不显著(见表 2) 。

3. 脉冲电场对膜岛素荧光光谱的影晌

膜岛素溶液经脉冲电场处理 10 、20 、 30 分钟后

测定其酷氨酸特征荧光峰值，发现随电场作用时间

延长，其荧光强度逐渐降低，证明其构象发生变化。

而且将处理后的样品放置 20 天后，荧光强度下降趋

势仍然保持(见表 3) 。

表 3 脉冲电场处理膜岛素后其荧光强度的变化

膜岛素电场处理时间(分钟) 0 10 20 40 
荧光值(电场处理后当天检测) 97.8 85 .2 70.7 58.6 
荧光值(电场处理后第 20 天检测) 93 . 1 67 .8 49 .5 43.1 

4. 脉冲电场对膜岛素与其受体结合能力的影

晌

实验发现各实验组膜岛素与其受体的结合能力

均明显降低(P<O.OO1)。对照组的平均荧光强度

为 12.27 士 3.82，细胞悬液和膜岛素共同经脉冲电

场处理 20 分钟组的平均荧光强度为 9 . 48 士 3 . 04 ，

比对照组降低 22.74% ，降低程度最大，仅膜岛素受

电场处理组和仅细胞受电场处理组的平均荧光强度

分别下降 12 . 96%和 10.51%(见表 4 ，图 1) 。

表 4 脉冲电场对腰岛素与其受体结合能力的影晌

组号 n 平气尹光 变化百分率 值
强度与方差 (%) 阻

对照组 4944 
实验组 1 4902 
实验组 2 4944 
实验组 3 4890 

12 .27 土 3.82

1O .68 :t 3. 09 
10 . 98 土 3.32

9.48 :t 3. 04 

注:骨与对照组相比，差异极显著。

-12.96 < 0 .001 铃

-10.51 <0.001 侵

-22. 74 < 0 . 001 铃

对照组:细胞悬液中加入未经电场处理的膜岛素。
实验组 1: 膜岛素经脉冲电场处理 20 分钟，加入到

细胞悬液中。
实验组 2 : 细胞悬液经脉冲电场处理 20 分钟，加入

未经电场处理的膜岛素。
实验组 3: 细胞悬液与膜岛素共同经电场处理 20 分

钟。

讨论

本实验设计了两种电场处理方法 ， 一种是将传

代培养的肝细胞和培养液(含膜岛素)一起经电场处

理，其中电场既作用了细胞膜和各种细胞内部结构

与生化反应，同时也作用了培养液中的生长因子和

其他介质成分。所以实验结果是各种作用效果的综

合反映。另一种是将膜岛素经电场处理后加人肝细

胞培养液，所以电场未对细胞产生直接作用，仅改变

膜岛素的作用性质，影响因素比较单一。 两方面的

实验均表明，此脉冲电场影响着细胞增殖活动，也影

响着膜岛素与其受体的结合能力。

实验发现，肝细胞和培养基中的膜岛素共同经

脉冲电场处理，只需处理 5 分钟即出现抑制细胞增

殖的生物效应，处理 10 分钟时生长抑制率最大，处

理 40 分钟时生物效应消失。 而经脉冲电场处理 20

分钟以上的膜岛素加入正常肝细胞的培养液中，才

能产生抑制肝细胞增殖的效果，说明通过改变配体

产生电磁场生物效应的间接作用，比同时改变配体

和受体而产生直接的生物效应，需要更长的作用时

间或作用强度。 而且也说明电场的作用是一种综合

效应。我们曾在研究不同作用时间的脉冲电场对皮

肤成纤维细胞增殖影响的实验中发现，短时间电场

作用(t:::Ç5min)促进细胞分裂，长时间电场作用 (t二三

10min)抑制细胞分裂[14)。我们认为电场作用可以

产生促进细胞增殖和抑制细胞增殖的双重效果，在

不同频率和场强下，在不同的细胞类型上，这两种效

果的综合表现是不同的，有时以抑制作用占主导，有

时以促进作用占主导，有时不产生作用。所以，目前

认为电磁场的生物效应是一种非线性关系。 之所以

会在 40 分钟脉冲电场处理后，在直接作用和间接作

用实验中产生不同效应，前者无效，后者明显抑制细

胞增殖 ，正是因为综合效果的具体表现造成的。

本实验还发现，脉冲电场处理膜岛素溶液后，随

处理时间的延长，膜岛素洛液的醋氨酸特征性荧光

发射光谱的荧光强度逐渐降低。 从而进一步证实了

脉冲电场可以改变介质分子的性质，对细胞的生理

生化反应产生间接的生物学作用。 而且膜岛素溶液

荧光值下降的趋势，可以保持相当长时间 (20 天以

上) 。 说明即使撤除电场以后，其作用仍然存在，这

是短时间电场作用，可产生长久生物效应的根本原

因之一。

间接免疫荧光技术揭示出电场对膜岛素与其受

体的结合能力有明显影响。 不论是电场单独处理细

胞或膜岛素，还是共同处理细胞和膜岛素，均能抑制

膜岛素与其受体的结合。但共处理条件下，抑制率

是前两者的 2 倍左右，抑制效果最显著。本实验证
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明了电场对膜受体和配体均产生影响，不同实验条

件下的生物效应应该是双重作用的整体表现。

Chiabrera[ 1 5]提出电磁场可使细胞膜表面蛋白质分

子产生电泳作用，从而引起膜蛋白重新分布和密度

变化，影响受配体结合。 刘义保[叫发现电场引起膜

岛素溶液荧光光谱强度的变化，与温度引起的变化

的机理有所不同，前者是可逆的，后者是不可逆的。

总之，电磁场对细胞生命活动的影响是一种相当复

杂的过程，不仅涉及到电磁场对细胞结构的作用，而

且也涉及到电磁场对细胞周围环境中介质因素的影

响，是一种综合效应。

摘要

本文以胞外信号分子膜岛素为研究对象，从细

胞信号系统与电磁场相互搞合角度，通过 M甘比

色法和间接免疫荧光技术研究脉冲电场(f=50Hz ，

τ=20μS ， Epp= 1V 1m)对人肝细胞(L-02 细胞株)

的增殖能力以及膜岛素与细胞表面受体的专一结合

特性的影响。 M甘比色分析结果发现在脉冲电场

对细胞增殖的直接作用中，处理工10 、20 分钟对细

胞增殖的抑制百分率分别为 10.13% 、 18 . 10% 和

11. 85%;脉冲电场对细胞增殖的间接作用中，膜岛

素经脉冲电场处理 20、40 分钟，对细胞增殖的抑制

百分率分别为 10 . 31 %和 14 . 12% ;流式细胞术检测

结果表明细胞悬液和膜岛素共同经脉冲电场处理

20 分钟组其平均荧光强度降低 22.74% ，仅膜岛素

受电场处理组和仅细胞受电场处理组的平均荧光强

度分别下降 12.96% 和 10.51 % 。 本实验结果显示

脉冲电场对人肝细胞的作用体现在两个方面:一是

电场直接作用于细胞膜上的膜岛素受体及其他膜成

分;二是脉冲电场还可通过改变培养基中的膜岛素

分子的构像，影响膜岛素与受体的结合能力，进而影

响细胞的增殖等活动。

关键词:低频脉冲电场 腹岛素及其受体 细胞

增殖 流式细胞术
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THE EFFECTS OF EXTREMELY LOW FREQUENCY PULSED 
ELECTRICAL FIELD ON PROLlFERATION OF HUMAN 

LIVER CELL MEDIATED BY INSULIN 铃

DING Li Ping zf认NG Hong Feng.' CHEN Shu De… ZHANG Li Hua…· 
(L~我 2元ience College of East αina Normal University , …Key Lahoratory for 0.ρtical and Magnetíc Resonance S.阳troscopy of 

Ph庐山岛问rtment ， East αína Normal University ， 铃铮铮幡 State Key Lahoratory of Estuarine and Coa.stal Re.四础 ， East αina Nor

mal University ， 岛anghai 200062) 

ABSIRACf 

The effects of extremely low fr呵uency pulsed electrical field ( f = 50险， τ = 20凶， Epp = 1 V 1m) on liver cells mediated by insulin 

were examined by two independent methods: 1) m臼surer丑ent of cell proliferation using MTT ∞lorimetric 部say; 2) monitoring of in

sulin-insulin receptor binding properties by flow cytαnetry . The MTT test showed that an inhibition in cell proliferation to 10 .13% ,18. 

10% 皿d 11 . 85 % when both cell and insulin were ex萨克ed to electrical field for 5 min , 10 min and 20min in direct effects , r臼pectively ;

In indirect effec凶 ， cell proliferation inhibited by 10.31 % and 14 . 12 % when only insulin w.岱 ex严:>sed to electrical field for 20 min and 
40min , respectively; Flow Cytometry 缸1alysis of FIτ'C staining demonstrated that the bindingαpacity of live cells decr臼sed by22. 74 % 

when both cells and insulin were ex萨克ed to electrical field for 20min , the binding αpacity d民r臼sed by 12 . 96 % when only insulin w岱

exposed to electrical field for 20min and the binding capacity decreased by 10 . 51 % when only cells were exposedωelectrical fields for 
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20min. Th配 results indicated that the effects of extrernely low frequency pul时e1ectrical field on liver cells have two 岳阳cts: 1) . The 

extrernely low fr.叫uency pulsed e1ectrical fjeld ∞uld affect insulin reαptor and 。由er mernbrane canponents; 2). The extrernely low fre

quency pulsed elec时cal field ∞uld change the ∞nformation of insulin which addedωculture medium, and influence the binding capacity 

of insulin-insulin receptor , so as to influence cell proliferation and other metabolic activities. 

Key words: Low frequency p旧货d electriω1 field Insul in and imulin [宅ceptor Cell proliferation Flow ~严ωnetη

乙醇及 ιDMAP 对小鼠卵母细胞孤雌激活的研究 铃

兰国成王子玉马所峰苗义良浮景和H

(山东农业大学动物科技学院 泰安 271018)

研究动物孤雌生殖现象对于了解精子在受精和

胚胎发育中的作用、染色体的倍数、纯合与杂合及整

倍体对胚胎发育的影响等发育生物学问题以及生产

纯系动物都具有重要的意义。 此外，研究化学介质

对卵母细胞的激活也是了解细胞信号系统及激活动

力学的重要途径。

卵母细胞人工激活方法可分为物理性剌激和化

学性剌激两类。前者包括机械刺激、温度剌激以及

电刺激等，后者包括酶剌激、渗透压剌激、离子刺激

(如钙离子载体处理)、麻醉剂处理、 放线菌酣

(CHX)处理以及蛋白激酶抑制剂 6-DMAP 处理等。

乙醇能使小鼠卵激活[l] ， 但它的激活作用与卵龄有

关。新排卵子对乙醇激活处理不敏感，其激活能力

随卵龄增加而提高。 排卵后弛的卵母细胞激活率

仅为 47% ，而排卵后 6h 的激活率达到 90%[2-4) 。

在牛和山羊的细胞核移植克隆中，人们利用 6-

DMAP 激活重构卵，并得到体细胞克隆动物。

许多研究都证明，乙醇浓度过高或作用时间过

长都会造成卵母细胞大量死亡。由于 6-DMAP 是

一种蛋白激酶抑制剂，作用时间过长也无疑会影响

卵母细胞的发育能力。因此 ， 我们实验的主要目标

是探索通过乙醇和 6-DMAP 结合使用来降低二者

的作用强度和时间，达到既保证小鼠卵母细胞的孤

雌激活率，又减少对卵母细胞损伤的目的。

材料与方法

1.卵母细胞的在得

在泰安市生物制品研究所购买小鼠，控光一周，暗光时

间 20:00-6:00;光照时间 6:00-20:00。超排处理方法是

15:00 腹腔注射 PMSG(天津华孚高新生物技术公司)lOIUI

只小鼠， 48 小时后腹腔注射 h∞(宁波激素制品厂) 10IUI

只。注射 hCG18 小时，利用颈椎脱臼法处死小鼠，打开腹腔

取输卵管于M2操作液中，用眼科镶子撕开输卵管壶腹部释

放出卵丘-卵母细胞复合体(COC)团 ，并使其分散开。

2. 实验方法

(1) 乙醇激活:将获得的 C优放含 5%和 10% 乙醇的

M2液中分别作用 5 或 10 分钟后，置于 CZB 中培养 6 小时。

(2) 6-DMAP 激活:将 cc汇用含 2mmolll.. 6-DMAP 的

CZB分别培养 2 、4 和 6 小时。 其中，培养 2 和 4 小时的卵母

细胞取出后用不含有 6-DMAP 的 CZB再培养 4 和 2小时。

(3) 乙醇结合 6-DMAP 激活:将 α兀放在含 5% 或

10%乙醇的M2液中处理 5 分钟后，分别分两组置于含或不

含 2mmolll.. 6-DMAP 的 CZB 培养液中培养 6 小时。

(4) 实验结果观察:用浓度为 0.1% 的透明质酸酶作

用 2-3 分钟，用直径略大于卵母细胞直径的口吸管反复吹

打，脱去卵丘细胞，在相差显微镜下检查卵母细胞激活情况。

只有出现 1 原核 1 极体(lPN ， lPb) 、 1 原核 2 极体 (lPN ，

2Pb) 、2 原核 1 极体(2PN ， lPb)或 2-细胞各具一原核的卵母

细胞才判断为激活。

每组实验均重复三次，每次实验均设对照组。 只有在对

照组卵母细胞无一激活时，实验组数据才有效。

3. 数据处理

实验数据用百分数 t检验进行统计学处理。

结果

1.乙醇浓度和处理时间对小鼠母细胞孤雌激

活的影晌

实验中， 10% 的乙醇作用 10 分钟，卵母细胞激

活率最高，达到 85.6% 。而 5%的乙醇作用 10 分钟

和 10%的乙醇作用 5 分钟，结果在统计学上差异不

显著，但 5%乙醇作用 10 分钟的激活率要高一些。

5%的乙醇作用 5 分钟的激活率最低(表 1) 。 在激

活卵的原核类型上， 2-细胞的比率随着乙醇刺激强

本文 2002 年 1 月 18 日收到， 5 月 28 日接受。
" 国家科技部"973"项目(编号 G200016107)资助。

"通讯作者。
兰国成和马所峰为东北农业大学硕士研究生。
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