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纳秒脉冲电场对人卵巢癌顺铂敏感及耐药细胞的

凋亡诱导效应及机制研究
张顺泉  于廷和*

(重庆医科大学附属第二医院妇产科, 重庆 400010)

摘要      利用纳秒脉冲电场(nanosecond pulsed electric fields, nsPEFs)治疗肿瘤具有潜在优势。

该研究探讨了纳秒脉冲电场对体外培养的人卵巢癌顺铂敏感细胞COC1及顺铂耐药细胞COC1/
DDP的生长抑制、凋亡诱导效应及其机制。CCK-8法分析显示, 纳秒脉冲电场降低COC1及COC1/
DDP细胞存活率, 而且抑制效应呈明显时间依赖效应。流式细胞术检测结果结合Hoechst 33342
荧光染色结果表明, 纳秒脉冲电场可诱导COC1及COC1/DDP细胞发生凋亡。JC-1荧光染色及

caspase-3蛋白酶活性检测表明, 纳秒脉冲电场处理可引起COC1及COC1/DDP细胞线粒体膜电位降

低及caspase-3活性增强。流式细胞术检测细胞周期显示, 纳秒脉冲电场可将COC1细胞周期阻滞于

S期。以上研究结果揭示, 纳秒脉冲电场可以抑制COC1及COC1/DDP细胞增殖, 诱导细胞凋亡, 线
粒体途径凋亡为其可能机制。
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Abstract       Nanosecond pulsed electric fields (nsPEFs) have emerged as a promising anticancer strategy. 

This study explored growth inhibition, apoptosis induction and potential mechanisms of nanosecond pulsed electric 
fields in human ovarian cancer cells COC1 (cisplatin-sensitive cell line) and COC1/DDP (cisplatin-resistant cell 
line) in vitro. Cell viability was determined with CCK-8 assay, and the results demonstrated that nsPEFs could 
remarkably decrease cell viability of both the two cells in time dependent manners. Apoptosis was evaluated by 
Hoechst 33342 fluorescence staining and flow cytometry quantitatively, both the two assays revealed that nsPEFs 
could significantly induce apoptosis in COC1 and COC1/DDP cells. In addition, with JC-1 assay and luminescent 
assay respectively, we found mitochondrial membrane potential decreased and caspase-3 activity increased 
in COC1 and COC1/DDP cells after treating them with nsPEFs. Furthermore, we observed cell cycle by flow 
cytometry and found that nsPEFs induced cell cycle arrest in S phase in COC1 cells. Together, these data indicated 
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that nanosecond pulsed electric fields could inhibit proliferation and induce apoptosis of COC1 and COC1/DDP 
cells, and the potential apoptosis pathway may be mitochondria mediated. 

Keywords       nanosecond pulsed electric fields; human ovarian cancer cells; chemoresistance; apoptosis; 
mitochondrial transmembrane potential

卵巢癌为死亡率居首位的女性生殖器恶性肿瘤, 
目前其治疗方法以手术治疗为主, 辅以铂类药物的联

合化疗, 约有80%患者在化疗后2~3年内会出现肿瘤

复发, 且复发后往往出现肿瘤细胞耐药, 导致再次化

疗失败风险增高。肿瘤细胞对化疗药物的耐药是卵

巢癌治疗效果不理想的重要原因之一[1-2]。因此, 克服

卵巢癌细胞耐药是卵巢癌治疗亟需解决的问题。

非药物治疗方法是目前国内外肿瘤治疗的突

破方向之一。纳秒脉冲电场是高功率、低热量的新

兴脉冲电场技术, 由于纳秒电脉冲的持续时间比细

胞膜的充电时间短, 它可以产生细胞内电处理效应

(intracellular electromanipulation, IEM), 即细胞膜未

出现明显的损伤, 但亚细胞结构(细胞核、线粒体、

内质网、细胞骨架等)会出现结构改变或损伤, 并导

致一系列细胞内信号转导的变化, 最终引起一系列

细胞生理、病理学过程(如细胞内离子流、死亡)[3-7]。

纳秒脉冲电场因其特有的细胞内电处理效应及非热

损伤特点, 受到国内外生物工程领域和医学领域研

究者们极大关注, 大量研究表明, 纳秒脉冲电场在肿

瘤治疗上具有良好的应用前景[8-10]。

根据细胞生物学和电磁场理论, 由于线粒体膜

充电速度极快, 纳秒脉冲电场将靶向作用于肿瘤细

胞线粒体, 最终导致线粒体跨膜电位(mitochondrial 
transmembrane potential, ΔΨm)下降甚至崩溃, 从而

启动线粒体介导的细胞凋亡进程[11]。本课题组前

期实验采用等效电路模型研究分析COC1和COC1/
DDP细胞各单元的电压, 发现细胞质内电压已高于

损伤阈值, 提示位于胞质内线粒体可能受损; 单细胞

凝胶电泳实验证实, 纳秒脉冲电场可直接引起COC1
和COC1/DDP细胞DNA损伤[12]。纳秒脉冲电场诱导

的线粒体或DNA损伤均有可能启动细胞线粒体途

径凋亡。

本实验选择体外培养的人卵巢癌顺铂敏感细

胞株COC1及耐药细胞亚株COC1/DDP为研究对象, 
研究纳秒脉冲电场对COC1及COC1/DDP细胞的生

长抑制和凋亡诱导作用, 并研究其对细胞线粒体膜

电位、caspase-3蛋白活性、细胞周期等的影响, 探

讨纳秒电脉冲物理因素转化为细胞生物效应的机

制, 以期为纳秒脉冲电场对耐药肿瘤的治疗提供实

验依据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

胎牛血清购自杭州四季青生物有限公司, 
RPMI-1640培养基购自Gibco公司, CCK-8细胞增殖

−毒性检测试剂盒购自日本同仁化学研究所, JC-1线
粒体膜电位检测试剂盒购自Invitrogen公司, Hoechst 
33342购自Sigma公司, Caspase-Glo®3/7活性检测试

剂盒购自Promega公司, 细胞凋亡检测试剂盒、细胞

周期即时检测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有

限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人卵巢癌顺铂敏感细胞株COC1
及顺铂耐药细胞株COC1/DDP(均为本实验室保存)
用含青霉素100 U/mL、链霉素100 μg/mL及10%胎

牛血清的RPMI-1640完全培养基, 于37 °C、5% CO2

及饱和湿度培养箱中培养。耐药株COC1/DDP培养

基中加入0.5 μg/mL顺铂。待细胞生长至对数生长

期时进行实验。实验前制备单细胞悬液, 调整细胞

密度为1.0×106/mL。
1.2.2   纳秒脉冲电场处理      固定脉冲电场参数为

脉宽32 ns, 场强10 kV/cm, 频率10 Hz, 处理组脉冲作

用时间为10 min。另设未施加电场的细胞悬液为对

照组。

1.2.3   CCK-8法检测细胞存活率      脉冲处理后, 处
理组及对照组细胞分别接种于96孔板, 96孔板每孔

加入100 μL细胞悬液, 每组设置5个复孔, 于37 °C、
5% CO2孵育至设定时间点。分别于处理后0.5, 6, 
12, 24 h, 按照CCK-8实验说明书检测光密度值(D
值), 同时设立空白对照组(即只加培养基及10 μL 
CCK-8试剂)。根据公式计算细胞的存活率, 细胞存

活率(%)=(D处理组–D空白组)/(D对照组−D空白组)×100%。

1.2.4   流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期      细
胞凋亡检测: 经脉冲处理后的处理组及对照组细胞
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孵育12 h后, 收集细胞, 磷酸盐缓冲液洗2次, 重悬于

Binding buffer中, 加荧光标记的Annexin V和PI染液, 
室温、避光孵育5 min。细胞周期的检测: 经脉冲处

理后的处理组及对照组细胞孵育12 h, 收集细胞后, 
按照细胞周期即时检测试剂盒说明书进行标记、染

色并经流式细胞仪进行结果检测。

1.2.5   荧光显微镜检测Hoechst 33342荧光      经脉

冲处理后的处理组及对照组细胞孵育12 h后, 加入

Hoechst 33342染色液, 37 °C避光孵育20 min后, 弃去

染色液, 用磷酸盐缓冲液洗3次, 在荧光显微镜下观

察并拍照。正常细胞核膜完整规则, 着色为均匀蓝

色, 凋亡细胞核边缘不规则, 核固缩, 染亮蓝色, 呈分

叶状或致密斑块。

1.2.6   JC-1检测线粒体跨膜电位      JC-1是一种广

泛用于检测线粒体跨膜电位(mitochondrial trans-
membrane potential, ΔΨm)的阳离子荧光探针。在线

粒体膜电位较高时, JC-1以聚合物形式聚集在线粒体

的基质中, 产生均匀分布的颗粒状橘红色荧光; 在线

粒体膜电位较低时, JC-1以单体的形式存在于胞质内, 
而产生弥散分布的绿色荧光。通过检测荧光颜色的

转变来评价线粒体膜电位的变化, 并常用红绿荧光

的相对比例来衡量线粒体膜电位下降的程度。经脉

冲处理后的处理组及对照组细胞孵育12 h后, 收集细

胞, 加入5 μg/mL JC-1染液, 37 °C避光孵育20 min, 用
荧光显微镜观察细胞荧光颜色并同时用多功能酶标

仪记录红绿荧光的强度。多功能酶标仪激发光设置

为485 nm, 检测JC-1单体时发射光设置为529 nm, 检
测JC-1聚合物时发射光设置为590 nm。

1.2.7   化学发光法检测caspase-3蛋白酶活性      该检

测方法利用荧光素酶标记的含DEVD氨基酸序列的

caspase-3特异性水解底物, caspase-3蛋白酶水解该底

物后, 通过化学发光法检测荧光素酶释放出的辉光

型光信号, 该光信号强度与caspase-3蛋白活性呈正

比。经脉冲处理后的处理组细胞及对照组细胞孵

育12 h后, 收集细胞, 分别接种于白色384孔酶标板, 
每组设六个复孔, 按照说明书加入底物, 混匀, 室温孵

育30 min后经多功能酶标仪进行检测。

1.3   统计学方法

采用SPSS 21.0统计软件进行数据处理, 数据以

mean±S.D.形式表示, 进行多组间比较采用单因素方

差分析(One-Way ANOVA), 两组间比较采用t检验。

以P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   纳秒脉冲电场降低COC1及COC1/DDP细胞

存活率

采用CCK-8法检测了纳秒脉冲电场处理0.5, 
6, 12, 24 h后, COC1及COC1/DDP细胞存活率。结

果表明, 纳秒脉冲电场作用0.5, 6, 12, 24 h后, 各
时间点COC1细胞存活率分别为(59.85±2.15)%、

(53.40±2.68)%、(46.53±3.20)%和 (65.84±6.73)%, 
与对照组存活率(100%)相比均减低, 差异有统计

学意义(P<0.05)。COC1/DDP细胞于纳秒脉冲电

场作用0.5, 6, 12, 24 h后, 各时间点存活率分别为

(76.79±2.85)%、(72.11±1.45)%、(68.07±0.93)%、

(88.10±1.13)%, 与对照组存活率100%相比均减低, 
统计学差异极显著(P<0.001)。纳秒脉冲电场对

COC1及COC1/DDP细胞存活率降低效应呈现明显

时间依赖性, 两种细胞在纳秒脉冲电场作用12 h后
细胞存活率均最低(图1)。根据以上结果, 后续实验

中纳秒脉冲电场处理后细胞培养时间均为12 h。
纳秒脉冲电场作用0.5, 6, 12, 24 h后, 与COC1细

胞相比, 各时间点COC1/DDP细胞存活率较高, 差异

有统计学意义(P<0.05)。
2.2   纳秒脉冲电场诱导COC1及COC1/DDP细胞

凋亡

COC1及COC1/DDP细胞经纳秒脉冲作用12 h
后, 采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。结果如图2A
所示, COC1细胞对照组早期凋亡率为(2.44±0.33)%, 
晚期凋亡率为(0.73±0.06)%, 处理组早期凋亡率为

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
图1  纳秒脉冲电场处理0.5, 6, 12, 24 h后, COC1及

COC1/DDP细胞存活率

Fig.1  Cell viability at indicated time points (0.5, 6, 12, 24 h) 
after treating COC1 and COC1/DDP cells with 

nanosecond pulsed electric fields

0.5 h

12 h

6 h

24 h

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

C
el

l v
ia

bi
lit

y 
(%

)

**
***

***

COC1 COC1/DDP

* *



972 · 研究论文 ·

(9.81±1.48)%, 晚期凋亡率为(15.67±2.70)%, 后者

早期及晚期凋亡率均高于前者, 两组比较有显著

性差异(P<0.05); COC1/DDP细胞对照组早期凋亡

率为(1.11±0.31)%, 晚期凋亡率为(1.45±0.53)%, 实
验组早期凋亡率为(3.43±0.65)%, 晚期凋亡率为

(2.75±0.20)%, 实验组早期及晚期凋亡率均高于对

照组, 差异有统计学意义(P<0.05)。与顺铂敏感细

胞COC1处理组相比, 顺铂耐药细胞COC1/DDP处
理组早期及晚期凋亡率均较低, 差异有统计学意义

(P<0.05)。
在荧光显微镜下观察Hoechst 33342染色(图

2B), COC1及COC1/DDP细胞处理组中均可以很明

显地看到凋亡小体和呈亮蓝色致密浓染的颗粒块

状荧光, 两者对照组荧光较淡, 细胞核呈均匀的蓝

色荧光。

2.3   纳秒脉冲电场对COC1及COC1/DDP细胞线

粒体膜电位及caspase-3蛋白酶活性的影响

荧光显微镜下观察细胞内JC-1荧光颜色, COC1
及COC1/DDP对照组细胞大多呈颗粒状橘红色荧

光, 而COC1/DDP处理组细胞出现较多橘黄色或弥

散分布的绿色荧光, COC1处理组细胞则大多呈弥散

分布的绿色荧光(图3A)。同时, 采用多功能酶标仪

定量检测各组细胞红/绿荧光比值, 结果显示, COC1
细胞处理组及COC1/DDP细胞处理组JC-1红/绿荧光

比值与对照组相比均降低(14.87±0.73 vs 10.48±0.49; 
11.09±0.09 vs 9.01±0.47), 统计学差异极显著(P<0.01)。
以上结果表明, 纳秒脉冲电场处理可诱导COC1及
COC1/DDP细胞线粒体膜电位降低(图3B)。

A: 左图为流式细胞仪检测细胞凋亡散点图, 右图为独立重复3次实验细胞凋亡率分析, 数据以mean±S.D.形式表示; *P<0.05, **P<0.01, 与相应对照

组相比; ##P<0.01, 与COC1处理组相比; B: 荧光显微镜下观察Hoechst 33342染色。

A: the left panel indicated a representative scatter plot detecting apoptosis by flow cytometric analysis. The right panel indicated a graphical representation 
of three independent experiments. *P<0.05, **P<0.01 vs control group; ##P<0.01 vs nsPEF treated COC1 group; B: Hoechst 33342 staining observed under 
fluorescence microscopy.

图2  纳秒脉冲电场(nsPEFs)诱导COC1及COC1/DDP细胞发生凋亡

Fig.2  Apoptosis in COC1 and COC1/DDP cells induced by nanosecond pulsed electric fields
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采用化学发光法检测caspase-3蛋白酶活性(图
3C)。由于化学发光法检测的是相对光强度, 故将

对照组光强度设为1, 处理组光强度以对照组倍数

表示。COC1细胞处理组caspase-3活性为对照组

1.26±0.04倍, COC1/DDP细胞处理组caspase-3活性

为对照组1.16±0.02倍, 两者处理组caspase-3活性均

比对照组增高, 差异有统计学意义(P<0.001)。以上

结果说明, 纳秒脉冲电场可增强COC1及COC1/DDP
细胞caspase-3蛋白酶活性。

2.4   纳秒脉冲电场对COC1及COC1/DDP细胞周

期的影响

采用流式细胞仪检测了各组细胞周期分布

情况。结果显示, 与对照组相比, COC1处理组处

于G0/G1期细胞百分率明显减少[(45.10±1.90)% vs 
(30.80±3.00)%], 差 异 有 统 计 学 意 义(P<0.01); 而
COC1处理组处于S期的细胞百分率明显升高

[(34.60±2.40)% vs (52.30±5.60)%], 差异有统计学意义

(P<0.01)(图4)。
COC1/DDP细胞处于G0/G1期百分率 : 对照组

(56.70±2.20)%, 处理组 (51.90±3.70)%; 处于S期百

分率: 对照组(24.40±3.80)%, 处理组(33.00±4.60)%; 
处于G2/M百分率: 对照组(18.90±3.20)%, 处理组

(15.10±1.20)%, 各组间均无明显差别(P>0.05)。以上

结果表明, 在本实验所设定的脉冲参数及脉冲时间的
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图3  纳秒脉冲电场(nsPEFs)对COC1及COC1/DDP细胞线粒体膜电位及caspase-3蛋白酶活性的影响

Fig.3  Effects of nanosecond pulsed electric fields on mitochondrial membrane potential and caspase-3 activity in 
COC1 and COC1/DDP cells



974 · 研究论文 ·

纳秒脉冲电场作用下, COC1细胞出现S期阻滞, 而对

COC1/DDP细胞周期无明显影响。

3   讨论
本实验检测了纳秒脉冲电场处理后不同时间点

细胞存活率, 发现纳秒脉冲电场能有效抑制卵巢癌顺

铂敏感细胞COC1和顺铂耐药细胞COC1/DDP的存活

率, 且两种细胞株存活率在纳秒脉冲电场处理后24 h
内均呈先降低后升高的趋势, 这与Ibey等[13]研究纳秒

脉冲电场抑制Jurkat及U937细胞活性的时间效应结论

一致。细胞存活率减低说明细胞增殖受到抑制, 细胞

增殖是细胞凋亡、细胞坏死及细胞周期受影响等多

种因素的综合效应, 纳秒脉冲电场作用后12 h, COC1
及COC1/DDP细胞存活率降至最低, 说明以上各种效

应在12 h时最为显著, 因此, 后续实验中纳秒脉冲电

场处理后细胞培养时间均为12 h。本实验中选用的

实验参数相对温和(场强为10 kV/cm、脉宽为32 ns), 
一些细胞膜或亚细胞结构及功能上的改变在24 h内
可获得逐渐修复, 这可能是细胞存活率在脉冲处理后

24 h升高的原因。

近年的研究证实了细胞凋亡在纳秒脉冲引起

的细胞死亡中发挥重要作用[14-18]。与这些研究一致

的是, 本实验从定性和定量方面均证实了纳秒脉冲

电场能有效地诱导卵巢癌细胞COC1及COC1/DDP
发生凋亡。但是, 由于各实验所选择的脉宽、场强

及脉冲个数等参数不同, 且不同的细胞株对纳秒脉

冲电场反应各异, 关于纳秒脉冲电场诱导凋亡的机

制, 目前尚无统一定论。可以肯定的是, 纳秒脉冲

电场可以通过多种途径诱导细胞凋亡, 其中包括纳

秒脉冲电场直接作用于线粒体从而引起线粒体途

径凋亡[19-20]。本课题组前期实验采用等效电路模型

研究分析COC1和COC1/DDP细胞各单元的电压, 发
现细胞质内电压已高于损伤阈值, 提示胞质内细胞

器(线粒体、内质网等)可能受损[12]。如果线粒体受

损, 将导致线粒体的通透性转换孔不可逆过度开放, 
进而引起线粒体跨膜电位(ΔΨm)的下降甚至崩解, 
膜间隙凋亡相关蛋白如细胞色素C、凋亡诱导因子

(apoptosis induced factor, AIF)等释放进入细胞质, 从
而启动线粒体途径凋亡。线粒体膜电位的下降被认

为是细胞凋亡级联反应过程中最早发生的事件, 它
发生在细胞核凋亡特征(染色质浓缩、DNA断裂)出
现之前, 一旦线粒体跨膜电位崩溃, 则细胞凋亡不可

逆转[21]。Caspase-3位于caspase家族(半胱氨酸蛋白

酶家族)级联反应的下游, 是多种凋亡通路最后的汇

聚点, 被称为细胞凋亡的执行者, 它被激活后作用于

细胞内的一些蛋白质, 引起细胞凋亡。因此, 本实验

检测细胞内JC-1从红色荧光到绿色荧光的转变从而

了解线粒体膜电位的下降情况, 同时检测caspase-3
蛋白酶活性变化。实验结果表明, 纳秒脉冲电场降

低了COC1和COC1/DDP细胞的线粒体膜电位, 同
时增加了两者caspase-3蛋白酶活性, 揭示在本实验

条件下, 纳秒脉冲电场可能致COC1和COC1/DDP

(A) (B)Control

COC1

COC1/DDP

nsPEF treated

N
um

be
r

N
um

be
r

0

200

400

600

800

1 000

N
um

be
r

0

200

400

600

800

1 000

0
0 20 40 60 80 100 120

Channels (FL2-A)
0 20 40 60 80 100 120

Channels (FL2-A)

0 20 40 60 80 100 120
Channels (FL2-A)

0 20 40 60 80 100 120
Channels (FL2-A)

200

400

N
um

be
r

0

100
200
300
400
500
600

600 G0/G1 G2/MS

**

**

D
is

tri
bu

tio
n 

of
 c

el
l c

yc
le

 (%
)

150

100

50

0

COC1 control

COC1 treated

COC1/DDP control

COC1/DDP treated
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图4   纳秒脉冲电场(nsPEFs)对COC1及COC1/DDP细胞周期的影响

Fig.4   Effects of nanosecond pulsed electric fields on the cell cycle of COC1 and COC1/DDP cells
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细胞线粒体损伤, 从而诱导线粒体跨膜电位的下降

并通过依赖caspase-3途径激发下游凋亡信号来诱导

COC1和COC1/DDP细胞发生凋亡。

细胞周期检测结果表明, 纳秒脉冲电场可以

明显阻滞COC1细胞周期于S期。双链DNA损伤

和DNA复制阻滞均能启动DNA损伤应答通路, 激
活细胞周期检测位点(check points), 导致细胞周

期阻滞以修复受损的DNA[22]。本实验组前期已通

过单细胞凝胶电泳实验证实, 纳秒脉冲电场作用

后1~2 h可直接引起COC1和COC1/DDP细胞DNA
单链断裂[20]。因此推测, 纳秒脉冲电场引起COC1
细胞DNA单链断裂后, 部分未修复的DNA损伤启

动DNA损伤应答通路, 通过激活细胞周期检测位

点使细胞周期停滞在S期, 其生物学意义需要进一

步研究。因顺铂耐药细胞COC1/DDP较敏感细胞

COC1单链DNA损伤少, 故COC1/DDP细胞经本实

验参数纳秒脉冲电场处理后未见明显S期阻滞。如

果DNA损伤修复失败或者DNA损伤过多过重时, 
细胞则会通过外源性死亡受体途径和(或)内源性

线粒体途径启动细胞凋亡。目前实验尚不能明确

纳秒脉冲电场引起的COC1细胞DNA损伤是否继

发性引起了部分线粒体途径凋亡, 对DNA损伤应

答通路中相关分子进行深入研究有利于阐明纳秒

脉冲电场引起细胞DNA损伤与线粒体途径凋亡之

间的关系等问题。

纳秒脉冲电场作用下COC1细胞较COC1/DDP
细胞存活率低, 凋亡率高, 说明在相同脉冲电场参数

和作用时间下顺铂敏感细胞对纳秒脉冲电场的反应

比顺铂耐药细胞更敏感, 导致两者差别的电学机制

或生物学特性仍待研究。细胞存活率低于凋亡率, 
说明在本实验条件下纳秒脉冲电场还可能引起了其

他类型的细胞死亡(坏死、自噬或坏死性凋亡等)。
另外, 由于脉冲电场存在“窗口效应”[4], 随着脉冲电

场参数的改变, 其作用靶点也会相应改变。为充分

利用纳秒脉冲电场治疗恶性肿瘤的潜力, 深入以上

问题的研究将有助于选择合适的参数最大程度杀伤

耐药肿瘤细胞。 
综上, 本实验的研究结果显示, 纳秒脉冲电场

能有效诱导卵巢癌顺铂敏感细胞COC1及顺铂耐药

细胞COC1/DDP发生凋亡, 可能机制为纳秒脉冲电

场跨细胞膜直接损伤线粒体从而诱导线粒体途径凋

亡。顺铂敏感细胞对纳秒脉冲电场的反应比顺铂耐

药细胞更敏感。
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