
前 言

恶性肿瘤是由细胞周期紊乱引发细胞无限增殖

而导致的一类恶性疾病，死亡率高。传统治疗方法

包括手术、化疗和放疗等，目前尚无有效的治愈手

段。近年来，一些新的治疗手段，如免疫疗法和分子

靶向药物等已逐渐应用于临床，热疗法、超声疗法和

电脉冲等治疗方法也正在研究和探索中。

电脉冲疗法是具有临床应用前景的肿瘤治疗手

段，当电场作用于细胞时，细胞膜两侧电荷的不平衡

会引起磷脂双分子层移动，进而导致细胞膜穿孔现

象［1］。利用细胞膜的电穿孔特性，脉冲电场已被广泛

应用于基因研究、药物转化和肿瘤治疗中［2］。纳秒脉

冲电场（Nanosecond Pulsed Electric Fields, nsPEFs）是

一种脉宽为纳秒级的脉冲电场，能在短时间内释放

出极高的能量。研究表明，nsPEFs可导致细胞内部

的细胞器，如内质网、线粒体、细胞核等产生大量的

微孔，诱导卵巢癌细胞、骨瘤细胞、腺样囊性癌细胞

等发生凋亡［3-5］。此外，nsPEFs与药物联合作用可增

强肿瘤细胞对药物的敏感性，提高药物作用效率。

已有研究表明，nsPEFs能促进平阳霉素［5］、顺铂［6］和

吉西他滨［7-8］等药物的抗肿瘤效果。

我们前期研究表明，低场强、高频nsPEFs可抑制

人黑色素瘤细胞A375的细胞活力，但其与抗肿瘤药

物联合作用可否提高药物的抗肿瘤效果还有待研
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Abstract: Nanosecond pulsed electric fields (nsPEFs) are promising in the treatment for cancer in clinic. Our previous study

proved that nsPEFs can inhibit the cell viability and migration of human melanoma cell line A375. However, whether there

is a synergy between nsPEFs and anti- tumor drugs remains unknown. Herein CCK- 8 assay is used to investigate the

synergistic effect of nsPEFs and anti-tumor drugs, dacarbazine and cisplatin, on the cell viability of A375 cells. The results

show that nsPEFs combined with dacarbazine has a trivial synergistic effect, while nsPEFs combined with cisplatin has

significant synergistic effect which is positively correlated with the input power of nsPEFs. This study provides research

data for the application of nsPEFs combined with anti-tumor drugs in clinic.
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究。因此，本文研究了 nsPEFs与黑色素瘤化疗药物

达 卡 巴 嗪（Dacarbazine, DTIC）和 顺 铂（Cisplatin,

DDP）联合作用对A375细胞活力的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 nsPEFs发生器 采用课题组自制的 nsPEFs 发

生装置，该装置包括高频纳秒发生器、现场可编程门

阵列（Field-Programmable Gate Array, FPGA）模块、卡

钳电极、PC 上位机、示波器、高压探头、皮尔森线圈

等。nsPEFs发生器装置采用电容充放电结构，由高

压电源通过充电电阻对储能电容充电，利用开关的

迅速开断在负载产生高频纳秒脉冲，工作电路如图1

所示。文中仪器的开关采用金氧半场效晶体管串联

以承受较高电压，其开断由 FPGA 控制，以产生高

频率。

图1 nsPEFs发生装置原理图

Fig.1 Schematic diagram of nanosecond pulsed electric fields (nsPEFs) generation system

1.1.2 细胞 人黑色素瘤细胞株A375购自中国科学

院上海细胞库。

1.1.3 主要试剂及耗材 电击杯购自 Bio-Rad 公司。

H- DMEM 培养基购自 Gibco 公司，胎牛血清购自

TBD 公司。顺铂购自 Sigma 公司，达卡巴嗪购自

Medchem Express 公司。CCK-8 试剂盒购自碧云天

公司。STM 脉冲缓冲液：参考 Silve 等［9］的方法配

制。红外温度传感器购自Keyence公司。

1.2 方法

1.2.1 nsPEFs参数设计及评估 基于前期研究结果，

我们设定 4 组参数用于本研究（表 1）。nsPEFs 作用

时溶液的输入能量可通过公式Q=E2tσ计算［10］，其中E

为场强，t为高电平时间，σ为缓冲液电导率。STM缓

冲液电导率为0.1 S/m［9］。采用红外温度传感器测量

nsPEFs作用前后溶液的实时温度，两者的差值为溶

液的温升值。

1.2.2 A375细胞电脉冲加载 A375细胞生长到 90%

以上融合后，加入 0.25%的胰蛋白酶消化，制成浓度

为2×106个/mL的单细胞悬液。将400 μL细胞悬液加

入间距为2 mm电击杯中，用nsPEFs刺激细胞。

1.2.3 nsPEFs联合抗肿瘤药物对A375细胞活力的影

响 本研究设4个实验组，分别为对照组（正常培养的

A375细胞）、nsPEFs处理组、抗肿瘤药物处理组和nsPEFs

与抗肿瘤药物联合处理组。收集正常培养的A375细胞，

以5×103个/孔接种于96孔板中，对照组不加入抗肿瘤

药物，抗肿瘤药物处理组加入达卡巴嗪或顺铂，最终浓

度分别为50 nmol/mL和50 μg/mL。另外，收集经nsPEFs

处理的 A375 细胞，以 5×103个/孔接种于 96 孔板中，

nsPEFs处理组不加入抗肿瘤药物，nsPEFs与抗肿瘤药

物联合处理组加入达卡巴嗪或顺铂，最终浓度分别为

50 nmol/mL和50 μg/mL。继续培养24、48或72 h后，弃

上清液，每培养孔中加入100 μL无血清H-DMEM培养

基和10 μL CCK-8溶液，避光孵育2 h。于酶标仪上测

量每孔的吸光值（OD值），测量波长为450 nm。各实验

组设3个平行孔，取其均值与对照组的比值为各实验组

的相对细胞活力。

1.2.4 协同系数（Combined Index, CI）的计算 以CI作

为衡量nsPEFs与抗肿瘤药物之间是否具有协同作用的

量化参数。根据文献［11］，CI值按如下公式计算：

CI = nsPEFs与抗肿瘤药物联合处理组OD值
nsPEFs处理组OD值 ×抗肿瘤药物处理组OD值

（1）

依据 CI 值判断两者之间为叠加作用（0.9≤CI≤
1.1）、低度协同作用（0.8≤CI<0.9）、中度协同作用

（0.6≤CI<0.8）、高度协同作用（0.4≤CI<0.6）或强协同

作用（0.2≤CI<0.4）。

1.3 统计学方法

实验数据用均数±标准差表示，采用 Student's t-

test分析两组数据之间的差异，P<0.05为差异有统计

学意义。
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2 结 果

2.1 nsPEFs参数评估

电脉冲刺激细胞时输入的能量会导致溶液温度

升高，较大的温升会引发热致死效应。因此，为了评

估 nsPEFs对溶液温度的影响，我们计算了参数之于

溶液的能量输入值。计算结果表明，4组参数中参数

D输入能量最高（表1）。温升的实际测量结果显示，

参数A、B、C和D作用后溶液的实际温升为 0.60 °C、

1.40 °C、1.33 °C和 2.90 °C（表 1），提示 4组参数对溶

液温升的影响均在3°C以内（表1），低于国际公认的

8 °C阈值［12］，且 nsPEFs对溶液温升的影响与输入能

量的理论计算值相符合。结果表明，本研究所设定

的 4 组实验条件满足 nsPEFs 作用于细胞的温升要

求，可用于后续实验。

Experimental

parameter

A

B

C

D

Field strength/

kV·cm-1

5

8

8

8

Pulse

duration/ns

100

100

250

250

Pulse number

within strings/

unit·string-1

100

100

100

100

Pulse number/

string·s-1

100

100

100

200

Frequency

within strings/

kHz

1 000

1 000

50

50

Frequency

outside strings/

Hz

1

1

1

1

Energy input/

kJ·m-3

2.5×104

6.4×104

1.6×105

3.2×105

Temperature

rise of STM

buffer/°C

0.60

1.40

1.33

2.90

表1 参数设计及评估

Tab.1 nsPEFs parameter design and evaluation

2.2 nsPEFs联合达卡巴嗪对A375细胞活力的影响

我们首先考察nsPEFs联合达卡巴嗪作用24、48和

72 h对A375细胞活力的影响（图2），结果表明A、B、C

和D参数条件下，nsPEFs与达卡巴嗪联合作用72 h对

A375细胞活力的影响不具有协同作用；参数C在检测

各时间点与达卡巴嗪均不具有协同作用；参数A和参数

D与达卡巴嗪联合作用48 h对A375细胞活力的影响存

在协同作用。结果提示，nsPEFs联合达卡巴嗪对A375

细胞活力的抑制具有一定的协同作用，并与作用时间、

作用参数相关，但总体来说协同效应不显著。

2.3 nsPEFs联合顺铂对A375细胞活力的影响

nsPEFs联合顺铂作用24、48和72 h对A375细胞

活力的影响如图 3 所示。结果显示，联合作用 24 h

后，参数A与顺铂在抑制A375细胞活力方面具有协

同作用，并且随着联合作用时间的延长，协同作用效

果变化不明显。参数B、C和D与顺铂联合作用 24 h

对A375细胞活力的抑制不具有协同作用，但在联合

作用 48 h 后与顺铂表现出高度协同作用，且随着

nsPEFs输入能量的增加，协同效应愈加明显。结果

提示，在抑制 A375 细胞活力方面，nsPEFs 与顺铂联

合作用的协同效应与输入能量相关。

3 讨 论

脉冲电场在肿瘤治疗方面具有杀伤效果好、副

作用小等特点，有望成为肿瘤治疗领域新兴的治疗

手段，但相关研究开展时间不长，治疗参数仍有待优

化。本研究在前期研究的基础上，筛选了4组nsPEFs

参数，考察其与抗肿瘤药物达卡巴嗪和顺铂联合作

用对A375细胞活力的影响，研究发现nsPEFs与达卡

巴嗪在抑制A375细胞活力方面协同作用不显著，与

顺铂联用具有强协同作用。本研究研究结果可为

nsPEFs的临床应用提供实验数据参考。

传统的电穿孔疗法多使用脉宽为微秒或毫秒的

脉冲电场，在皮肤癌、胰腺癌、肝癌和乳腺癌等的治

疗中具有较好的效果，并且能显著提高肿瘤细胞对

化疗药物的吸收率，大大提高化疗药物对肿瘤细胞

的杀伤作用［2］。相对微秒或毫秒级的脉冲电场，

nsPEFs能在短时间内释放出极高的能量，但由于脉

冲持续时间短，其释放的能量引起温度的变化较小，

能在一定程度上避免组织热损伤和疤痕的形成［2］。

这一特性使得nsPEFs在肿瘤治疗方面具有更大的优

势，也更受关注。

就针对黑色素瘤的研究而言，目前研究的nsPEFs

多为高场强（>10 kV/cm）和低频率（1 Hz）［13-14］。

高场强的nsPEFs更容易在细胞膜上形成穿孔，对肿瘤

有较好的抑制效果，但高场强电场作用往往会引起肌

肉收缩，并造成皮肤灼伤［15］。采用低场强（<10 kV/cm）

可有助于缓解这些问题。因此，本研究采用场强为5

和8 kV/cm的nsPEFs作用于A375细胞。在进行细胞实

验前，我们对脉冲处理过程中产生的热效应进行评估。

有研究表明，当溶液温度高于45 °C时，正常细胞便会

出现热致死现象［12］。因此，考虑到人体正常体温为37 °C
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左右，为避免热致死效应，nsPEFs所导致的温升必须小

于8 °C。经测算，本研究所用4组参数的温升均小于3 °

C，符合实验要求。

nsPEFs、达卡巴嗪和顺铂单独作用于A375细胞

均能显著抑制其细胞活力（图 2和图 3）。对比A、B、

C和D参数的作用效果发现，随着输入能量的增加，

nsPEFs对A375细胞活力的抑制效果也愈加明显，但

作用 48和 72 h后相对作用 24 h，对细胞活力的抑制

率有所回升，提示 nsPEFs对细胞活力的抑制作用持

续时间在 48 h以内，在临床应用中采用 48 h内重复

刺激的治疗方案可能有助于改善对肿瘤的抑制效

果。这一猜测有待于进一步的实验研究证实。

由于nsPEFs作用时在细胞膜两侧形成电位差会

引发磷脂双分子层的位移，nsPEFs会在细胞膜上形

成尺寸约1 nm以下的可逆穿孔，且随着场强的增加，

纳米孔尺寸会有所增加［16-18］。这些可逆电穿孔，为药

物传递到细胞内提供了便利。这种方法可提高药物

传输效率，增加胞内或胞器内部药物浓度，有助于降

低药物的使用浓度，缓解药物的毒副作用。研究表

明，nsPEFs可促进抗肿瘤药物吉西他滨进入乳腺癌

细胞［7］和口腔鳞癌细胞［8］，有助于提高肿瘤细胞对药

物的敏感性。此外，nsPEFs与顺铂在治疗肝肿瘤方

面［6］，与平阳霉素在治疗涎腺腺样囊性癌方面［5］也具

有协同作用。本研究研究表明，nsPEFs与顺铂联合

作用可降低A375细胞的活力，提示nsPEFs可有助于

黑色素瘤细胞对顺铂的吸收，提高顺铂的抑瘤效

率。但是相对顺铂，nsPEFs与达卡巴嗪联合作用的

协同效应却不甚明显，这可能是由于现有的脉冲条

件不足以在细胞膜上产生适合达卡巴嗪进入细胞的

孔隙所致，但这一猜测还需进一步的实验验证。

24 h 48 h 72 h

CI: 0.79 0.41 1.12

a: Experimental parameter A

CI: 1.01 0.58 1.31

b: Experimental parameter B

24 h 48 h 72 h

24 h 48 h 72 h
CI: 0.96 1.59 0.97 CI: 0.69 0.68 1.30

c: Experimental parameter C d: Experimental parameter D

图2 纳秒脉冲与达卡巴嗪联合作用对A375细胞活力的影响

Fig.2 Effects of nsPEFs combined with DITC on the viability of A375 cells

DITC: Dacarbazine; CI: Combined index
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