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电击穿对 K 562 、 NS-l 和小鼠脾脏细胞存活率的影响

胡汛陈万源' 余海郁淋淋郭一书

〈浙江医科大学肿瘤研究所 杭州 310009) (中国医学科学院浙江分院)

电融合是细胞融合技术之一。运用高频交

变电场使细胞紧密接触，再加直流脉冲使细胞

膜发生瞬间可逆性电击穿即可使相邻细胞融

合。此技术比之聚乙二醇(PEG)融合法虽有融

合率高，融合条件易控制等优点，然而至今尚

未被广泛应用，其原因之一是对此法缺乏明确

的生物学评价。

根据 Zimmermann 的电击穿模型[1] , 当

细胞膜所受到的电压为 1 伏时，细胞膜即可出

现可逆性电击穿，此电压被称之为临界击穿电

压，大于此电压时细胞膜可出现不可逆的电击

穿。

临界击穿电压与细胞直径有关，细胞直径

越大，细胞膜击穿所需外加电场越小，反之亦

然。

电融合时，击穿电压的选择和快定对于提

高细胞的融合率，保证融合后细胞的活性是至

关重要的。为验证 ZÎmmermann 理论的适用

性，为正确选择适宜的击穿电压提供实验数

据，本研究选用 3 种直径不等的细胞做电击穿

试验，然后用 MTT 法和 3H_胸腺嘈睫核苦掺

入法测定各种细胞对电击穿的耐受性。现将结

果报道如下。

材料和方法

细胞人红白血病细胞株K 562，小鼠骨髓瘤细

胞株 NS-1 ， Ba1b/C 小鼠脾脏单细胞悬液IZIe

试剂 3H_胸腺喀咙核苦，比度 22 Ci/mmol( 中

科院上海原子核研究所).脂多糖 LPS(Si伊则，澳化

四氮甲基哇蓝 MTT(为 Serva 公司产品〉。

电融合仪 XR-1 型电致细胞融合仪， 由浙医大

临床医学工程系设计，技术指标详见参考文献me

电膏'试幢 50μ1含1 X 106细胞，介质为O， 3mol/L

甘露醇，置于电融合小室，给交流电场 (200 V /cm , 

1MH剖， 1 分钟后给一单个直流脉冲，脉幅范围

2000-6000 Vjcrri，脉宽范围 10-90 阳。 电击穿在室

温(25"C)下操作。

MTT 试幢[l) 电击穿后， K562 或 NS-1 细胞移

入 96 孔板，每孔 5 x 10' 细胞.培养 12 小时后，加入

MTT (1 mg/ml)50μ1/孔，继续培养 12 小时后， 活细

胞内具有活性的琉泊酸脱氢酶使黄色的 MTT 还原成

为蓝色的甲脯结晶颗粒.移去液体， 加入酸化异丙醉

100 j.Ù，振蔼 10 分钟，待蓝色结晶完全溶解后，在自

动酶标仪上 570 nm 处读 OD 值。每一标本做 4 个复

孔.

3日胸腺嗜睫核啻(咀-Tdr)掺入试验[5J I 小鼠脾

脏单细胞悬液经电击穿后移入 96 孔板， 5 x 105/孔，加

入 LPS 至 20μg/ml. 培养 48 小时后加入 3日.-Tdr ，

加入量为 1μCi/1 x 10' 细胞，掺入 12小时后收集细

胞，液闪计数 cpm 值.每一标本做 S 个复管，取叩m

值平均数。

脉宽、脉幅与细胞生存率的相关性试验用 Fig-P

软件{美国 Fig-P 软件公司〉在 IBM-PC 微机上处理.

结果

1.电击穿对 K582 细胞存活辜的影响

图 1 所示，当脉幅为 2-6 kVjcm，脉宽

为 10-90 j;tS时， K 562 细胞的存活率均在

80%左右波动，与脉幅或脉宽均无显著的相关

性(表 1 ，表 2 )。

2. 电击'对 NS-1 细胞存活串的影响

图 2 所示，固定脉宽，改变脉幅，细胞存

活率与脉幅呈负相关，并具显著性(表 1 )。固

定脉幅，改变脉宽，发现脉幅为 2 kVjcm 时，

脉宽变化对细胞生存率无显著影响，当脉幅为

3-5 kV/cm 时，细胞生存率与脉宽呈显著性

负相关。 l再增加脉幅，细胞生存率均在 20%
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K 562 细胞存活事与踪帽和脉宽的9售票

，。10 。

回 2' NS-，蝠'部清事与脉帽和脉宽的关系

脉帽与 NS-1 ， K 56211小鼠鹏细胞生

存率、 3H-Tdr 曲'入的相关幢幢幢

圈 1

费 1 脉宽与 NS-，、 K 562 及小鼠脾细胞生

存事、 3H-Tdr.入的相关幢幢幢
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t 值脉幅(kV/cm) n 相关系数(r)
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P 
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>0.05 
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-1.36 
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- 0.88 
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鼠脾细胞

鼠脾细胞

论计算[1]，真临界击穿电压应一致。然而本实

验结果显示 NS-l 细胞对电击穿的耐受性远小

于 K562 细胞，如当脉幅为 4 kV jcm ， 脉宽为

7.0μs 时， NS-l 细胞的存活率仅为对照的

31%，而 K562 细胞在同样条件下生存率与对

照相比无显著变化，即使给一 6 kV /cm , 90 间

的电脉冲， K 562 细胞的生存率仍为对照的

85%。这说明两种细胞即使犬小相等，对膜的

不可逆电击穿的耐受性仍可有很大的差异。

用电融合法制备杂交瘤细胞时，由于骨髓

左右摆动，与脉宽变化无显著相关性{表 2 )。

3. 电击穿对小阻脾细胞的影响

图 3 所示， 当脉幅为 2kVjcm 时， 增加

脉宽， 3H-Tdr 掺入随之减少。增加脉幅至

4 kV/cm 以上时， 3H-Tdr 掺入均降至对照的

40% 以下，改变脉宽对其无显著影响(表 2 )。

固定脉宽，改变脉幅，发现小鼠脾脏细胞 3H_

Tdr 掺入与脉幅呈显著性负相关〈表 1 )。

论

~K 562 细胞与 NS-l 细胞大小相似，按理

讨
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固 3 BALBjC I，如凰跑到l1!细胞咽-Tdr.

入与脉帽租'摩嚣的羡慕

瘤细胞的直径为淋巴细胞的一倍，按电击穿理

论，使 B淋巴细胞发生可逆性电击穿的电压已

可造成骨髓瘤细胞的不可逆击穿(1)。我们的实

验结果指出，在脉幅为 2 kVjcm，脉宽为

50~s 时， LPS 诱导的 B淋巴细胞转化已明显

受抑制，而 NS-1 细胞生存率显著下降始于

4 kV jcm , 70 闷。这说明 B淋巴细胞对电击穿

的耐受性小于 NS-1 细胞。

虽然细胞膜的电击穿不仅仅与细胞直径有

关，还与环境因素【8-8) 如温度有关，例如在

4 "C为 2V， 20 "C为 1 V， 30-40'C时为 0.5V。

各实验室对细胞膜的击穿电压报道也并不一

致[8 ， 10)。但若环境条件恒定，从理论上推算细胞

膜的击穿电压主要与细胞直径有关，但本实验

结果并不符合此规律。临界击穿电压虽与细胞

直径有关，也与膜电容有关。膜电容越小。临界

击穿电压越小。我们过去的研究指出[12)，小

鼠淋巴细胞的膜电容为 0.8 川jcmZ 左右兔而

SP-2、 NS-1 、 08 等小鼠骨髓瘤细胞的膜电容

为1. 2 ~ Fjcm2 左右。 Zimmermann 的理论计

算假设活细胞膜的电学性质与人工膜一致，但

实际上同一种细胞在不同状态下酶的电学性质

可有很大差异[11，叫，如淋巴细胞在激活前后，

其膜电容和膜电导可至少相差二倍。此外，各

种细胞膜的化学组成如脂类，膜蛋白的结构与

持性以及膜骨架蛋白的结掬等，细胞质的电导

都可有差异，而这些因素都可直接影响细胞膜

对电击穿的耐受性。

摘要

用一系列电融合参数(脉幅 2-6 kVj锢，

脉宽 10-90μs) 处理 K 562、 NS-1 及小鼠脾

脏细胞。结果说明，在以上电脉冲范围内，

K562 细胞的存活率不发生显著变化，其存活

率均在 80%左右披动。-线性回归分析表明，其

存活率与脉幅或脉宽变化均无显著相关性。

NS-1 细胞经脉幅为 4 kV jcm， 脉宽为 70 间

的电脉冲处理，细胞存活率显著下降，仅为对

照细胞的 31%，并且细胞存活率与脉幅呈显

著性负相关。小鼠醉细胞则在脉宽为 50 闷，

脉幅为 2kVjcm 的电脉冲处理后， LPS 诱导的

B淋巴细胞 8H-Tdr 掺入明显受到抑制，并且

3H-Tdr 掺入与脉幅呈显著性负相关。 3 种细

胞对电击穿的耐受性依次是 K 562 细胞>NS-

1 细胞〉小鼠脾脏 B淋巴细胞。根据 Zimmer­

mann 的理论推导，细胞膜电击穿主要与细胞

直径有关，细胞直径越大，细胞膜击穿电压所

需外加电场越小，反之亦然。然而本实验结果

并不符合此规律。本文探讨了影响细胞膜电击

穿的其他因素。
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