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【摘要】目的：对比温度开环和闭环反馈在高压脉冲电场消融中的区别。方法：温度开环组应用高压方波脉冲发生器以场强

1.5 kV/cm、频率1 Hz、脉宽100 μs、脉冲数20个的条件对细胞悬液、3D细胞模型和离体猪肝组织3种不同负载施加高压脉冲

电场。闭环组在相同脉冲条件下增加温度闭环算法对微控制器及温度传感器编程控制脉冲发放。分别从电场消融后的电

极温度、细胞悬液电导率和细胞死亡率，3D细胞模型消融截面积以及猪肝组织消融区病理特点进行定量比较和定性分析。

结果：消融后开环组电极温度、细胞悬液电导率、细胞死亡率和3D细胞模型消融截面积分别为（53.2±5.5）℃、（1.43±0.03）S/m、

（86.8±5.5）%和（0.46±0.15）cm2，均高于闭环组对应的（38.5±1.6）℃、（1.21±0.02）S/m、（73.6±10.2）%和（0.37±0.08）cm2，差

异均有统计学意义（P<0.05）；开环组消融区猪肝组织H-E染色可见热损伤导致的凝固性坏死区，闭环组表现为肝血窦增宽、

细胞质脱水丢失和核聚集。结论：该实验条件下，温度开环和闭环反馈高压脉冲电场消融存在差异。传统温度开环高压脉

冲电场消融效果略强于温度闭环，这可能与电导率增加和热效应介导的电场杀伤效应增强有关。温度闭环反馈能避免热损

伤效应，实现真正意义上的非热性消融。
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Abstract: Objective To compare the differences between temperature open-loop and closed-loop feedbacks in high-voltage

pulsed electric field ablation. Methods Three different loads, namely cell suspension, 3D cell model and swine liver tissue

ex vivo both in temperature open-loop group and temperature closed-loop group were exposed to high-voltage square-wave

pulsed electric field with a field strength of 1.5 kV/cm, frequency of 1 Hz, pulse width of 100 μs and pulse number of 20.

Moreover, a temperature closed-loop algorithm was added in closed-loop group to control pulse delivery of temperature

sensor to the microcontroller. Electrode temperature, cell suspension conductivity and cell death rate, 3D cell model ablation

area and pathological characteristics of swine liver tissue ablation zone after electric field ablation were quantitatively

compared and qualitatively analyzed. Results The electrode temperature, cell suspension conductivity, cell death rate and

3D cell model ablation area in open-loop group after ablation were (53.2±5.5)℃, (1.43±0.03) S/m, (86.8±5.5)% and (0.46±0.15)

cm2, respectively, higher than (38.5±1.6)℃, (1.21±0.02) S/m, (73.6±10.2)% and (0.37±0.08) cm2 in closed-loop group, and

the differences were statistically significant (all P<0.05). Through hematoxylin-eosin staining, coagulation necrosis caused

by thermal injury was found in swine liver tissue ablation zone in open-loop group, while widening in hepatic sinusoids,

cytoplasmic dehydration and loss, and nuclear accumulation were observed in closed-loop group. Conclusion Under the

experimental conditions, there are differences between temperature open-loop and closed-loop feedbacks groups. The

traditional temperature open-loop high-voltage pulsed electric field has a slightly stronger ablation effect than temperature

closed-loop ablation, which may be related to the increase in electrical conductivity and the enhancement of the lethal
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前 言

高压脉冲电场消融是近年来由电气与临床生物

物理学家提出并完成临床医学转化的新技术［1］，其消

融原理是利用高压脉冲电场击穿细胞膜引起不可逆

穿孔造成细胞凋亡［2］。由于间断式电流和超短脉宽

的缘故，理想状态下热积累小于组织散热效率，不会

造成消融区重要结构的热损伤［3-4］。高压脉冲电场消

融作为一种非热性消融方式被用于胰腺癌、肝门部

胆管癌、前列腺癌等热消融禁区，疗效显著［5-7］。

已经投入临床用的高压脉冲电场电穿孔治疗系

统 如 Nanoknife®（Angiodynamics 公 司 , 美 国）和

Cliniporation®（IGEA 公司, 意大利）皆采用温度开环

协议，即不监测消融区温度，一旦设定好脉冲条件，

将按照厂家预设参数完成所有脉冲的发放［8］。然而

在实际手术过程中，病变区可能存在大血管或骨骼

干扰，术者不能保证布针完全平行，亦或术中患者肌

肉收缩或呼吸移动引起电极移位，造成场强不均和

电流异常引发热效应产生，电极周围组织炭化导致

电极和组织间隙增大引起电弧效应，导致设备保护

停机，不但影响治疗也失去了其非热消融的优势［9］。

最近有国外学者初步提出了温度闭环反馈来解决以

上问题［10-11］,目前尚无系统性的对照研究。为此，本

研究设计了温度闭环反馈算法对多种负载进行了高

压电场消融实验，并与传统温度开环技术进行比较

研究，探讨两者区别，具体如下。

1 材料与方法

1.1 消融负载

细胞溶液：37℃、5%CO2环境下体外培养人肺癌

细胞株 A549，适时传代，待测试时用培养基重悬，消

融后继续培养 24 h。3D细胞模型：将鼠尾胶原蛋白 I

型和 A549细胞按照试剂说明混合制成 3D细胞凝胶

模型，培养环境同细胞悬液，消融后继续培养 24 h。

组织：取新鲜离体猪肝组织洗净，取材适中均匀，消

融后即刻10%甲醛固定。

1.2 硬件连接

整个硬件电路由脉冲检测、脉冲发生、脉冲控

制、温度检测和数据输出部分组成（图 1）。脉冲检测

电路由示波器检测和记录连接负载后的高压脉冲发

生器电极两端产生的电压、电流、脉宽、脉冲频率、波

形和个数等数据，保证脉冲有效施加于负载。脉冲

发生电路由一台电容储能加 IGBT 开关式结构的高

压方波脉冲发生器（高压1 200~1 500 V、低压600~900 V，

最大电流输出 65 A）和两根 22G电极针（头端导电长

度 3 mm，其余绝缘涂层覆盖）组成。脉冲控制电路由

Arduino微控制器通过定时 5 V高电平信号触发脉冲

释放。温度检测电路由外围热敏温度传感器探头和

模块组成。温度数据输出部分由计算机和串口通讯

软件Serialplot监测。

1.3 温度闭环反馈算法的实现

编写温度闭环反馈算法程序，写入微控制器协

同微控制器控制脉冲发放和停止。设置反馈阈值

37 ℃，温度传感器实时检测温度模拟值，微控制器A/D

转换成数字信号，再经Steinhart-Hart方程转换温度数

值并循环和阈值比较。大于阈值时暂停脉冲释放，

并继续闭环比较，待低于阈值后重新释放（图 2）。传

统温度开环算法无温度采集模块和反馈算法。

1.4 电场消融

按上述步骤将各功能电路连接部署和调试完成

后，分别对温度开环组和闭环组的 3种负载各施以场

强 1.5 kV/cm（电极间距 5 mm，电压 750 V）、频率

1 Hz、脉宽 100 μs、脉冲数为 20的脉冲。每组重复测

试10次。

1.5 消融指标检测和评估方法

采用电导率仪测量两组消融后的即时溶液电导

率，CytoFLEX 流式细胞仪定量检测溶液内细胞状

态。LEICA DMi8全景扫描荧光显微镜拍摄 3D细胞

模型荧光染色图片。H-E染色观察组织病理学改变，

观察范围包括消融中心区、电极周围区和过渡区。

effects of electric field mediated by thermal effects. Temperature closed-loop feedback can avoid thermal damage effects and

achieve real non-thermal ablation.

Keywords: high-voltage; pulsed electric field; ablation; temperature; closed-loop

图1 硬件电路连接示意图

Fig.1 Hardware circuit connection diagram
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1.6 数据处理和统计学分析

将示波器和温度传感器采集的原始CSV格式数

据导入至 Excel 中作图，绘制电压、电流参数和温度

曲线。3D 细胞模型荧光染色图片导入 Photoshop

CS2软件勾画消融区并根据原始比例尺进行像素计

算和截面积换算。细胞计数、温度数值、电导率值、

消融截面积等定量数据比较采用 t检验，P<0.05为结

果有统计学差异。组织病理学结果定性比较。

2 结 果

2.1 硬件和算法运行结果

在细胞溶液负载条件下（电导率 1.2 S/m，等效电

阻约 70 Ω），脉冲发生装置输出高压方波波形，高频

300 Hz连续释放时有轻微压降趋势，但压降小于500 V

（图 3a）。经微控制器控制释放频率后，高压脉冲发

生器以 1 Hz 的频率触发单个脉冲，电压电流波形恒

定，上升沿较陡（图 3b）。温度传感器数据采集传输

至计算机观察分析温度曲线波形，温度开环组消融

电极温度曲线均呈锯齿状、阶梯状上升（图 4a）。温

度闭环组未达阈值温度前波形也呈锯齿状上升，在

达到阈值反馈后，脉冲发放间隔自适应延长，消融温

度稳定在阈值附近上下波动（图 4b）。以上结果表明

各硬件电路运行稳定，触发程序和温度反馈算法运

行良好，无明显电磁干扰。

图2 温度闭环反馈算法流程图

Fig.2 Flowchart of temperature closed-loop feedback algorithm
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图3 高压脉冲输出波形图

Fig.3 Waveforms of high-voltage pulse output

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

温
度
/℃

41
39
37
35
33
31
29
27

t/s
2 4 6 8 10 12 14

t/s

温
度
/℃

41

39

37

35

33

31

a：开环组 b：闭环组

图4 消融温度曲线

Fig.4 Ablation temperature curves
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2.2 消融指标结果

在保证硬件和算法稳定运行的前提下，连接 3种

实验负载进行消融实验后，分别获得开环组和闭环

组消融结果的定量和定性指标，具体如下。

2.2.1 定量指标 开环组消融结束时即刻电极温度为

（53.2±5.5）℃，细胞悬液电导率为（1.43±0.03）S/m，

细胞死亡率为（86.8±5.5）%，3D细胞模型消融截面积

为（0.46±0.15）cm2；均高于闭环组对应的电极温度

（38.5±1.6）℃，细胞悬液电导率（1.21±0.02）S/m，细

胞死亡率（73.6±10.2）%和 3D 细胞模型消融截面积

（0.37±0.08）cm2。差异均有统计学意义（P<0.05）（图5）。

经流式细胞分析结果早期凋亡和晚期凋亡亚组，开

环组晚期凋亡细胞多于闭环组（图 6，右上象限），闭

环组细胞早期凋亡数目多于开环组（图 6，右下象

限）。3D 肿瘤细胞模型消融后的荧光染色可见两电

极间电场作用后的红色死细胞区和绿色活细胞区；

但闭环组消融区域染色更均匀，消融边界更清

晰（图7）。

图5 消融后定量指标对比

Fig.5 Comparison of quantitative indexes after ablation
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图6 溶液负载消融细胞状态分布对比

Fig.6 Comparison of solution-loaded ablation cell state distributions

a：开环组 b：闭环组

图7 3D细胞模型负载消融面积对比

Fig.7 Comparison of the ablation area of 3D cell model

2.2.2 定性指标 非消融区正常猪肝组织（阴性对照）

H-E染色肝小叶完整，细胞核清晰，细胞质饱满、排列

紧密（图 8a）。开环组和闭环组消融后即刻病理结果

显示，两组消融中心区仅表现为肝血窦增宽（图 8b）。
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开环组电极周围区可见细胞核溶解、减少，胞质丢

失、脱染以及大片热损伤导致的嗜酸性凝固性坏死

区（图 8c）。闭环组电极周围无凝固性坏死区。两组

消融中心和电极之间的过渡区主要表现为肝小叶纤

维间隔断裂、小叶结构不清、细胞质脱水丢失、核质

比增加，偶可见核固缩和核聚集（图8d）。

3 讨 论

本文对传统温度开环式高压脉冲电场消融和温

度闭环反馈式消融进行了比较研究。目前国内外大

部分对于高压脉冲电场消融中热效应的研究仅停留

在消融区温度的监测［12］，没有采用温度闭环反馈算

法控制进行相关研究。直到 2020年，Petrella等［10］提

出温度闭环反馈的概念并对3D肿瘤细胞模型进行初

步研究，指出传统温度开环算法和闭环反馈算法消

融存在差异。该研究在此基础上，采用细胞溶液、3D

肿瘤细胞模型和离体猪肝组织 3种负载进行了实验，

是因为二维细胞悬液和3D细胞模型消融后可继续培

养再检测，可排除细胞凋亡滞后性和可逆性的穿孔

造成的结果误差，且便于得出定量数据进行统计学

分析比较。但细胞学研究始终不能替代实体组织的

细胞排列和连接，因此增加组织负载实验，以便更真

实准确地模拟和还原临床真实消融环境。

硬件和算法的可靠运行是保证消融结果准确性

的前提。该实验设备硬件部分采用了和商业化临床

高压脉冲消融系统电路原理相同的小型电容储能和

IGBT开关控制式结构方波高压脉冲发生器作为脉冲

发生电路［13］，这也是国内高压脉冲电场消融基础研

究常用的脉冲发生结构［14］。基于 Arduino 微控制器

和平台作为脉冲控制电路和数据输出电路，便于编

程、算法调试和原始数据输出。采用引线带有双层

绝缘涂层的环氧塑封热敏电阻传感器作为温度监测

和反馈电路，而没有采用更精确的光纤测温系统［15］，

一是便于和控制单元接入，二是可大大减少设备体

积成本。实验结果显示，脉冲发生电路工作可靠（图3）；

温度探头能够耐高压和抗电磁干扰，温度输出延迟

性低，呈现和脉冲频率一致的温度波动，闭环反馈温

度曲线达到阈值后在阈值上下波动（图4）。

消融结束时，开环组电极在 3种负载内温度平均

值显著高于闭环组。开环组溶液负载电导率、细胞

死亡率均大于闭环组（图 5）。开环组 3D肿瘤模型负

载消融区面积大于闭环组，这一点和 Petrella等［10］和

Fesmire等［16］的研究一致。开环组离体组织负载电极

周围区出现凝固性坏死区，而闭环组没有出现（图8）。

这证明开环组消融中出现了热效应，热效应和电导

率的提升进一步增强了电场消融的效果。对流式细

胞结果和 3D 细胞模型染色结果进一步剖析可以发

现，开环组溶液细胞死亡以晚期凋亡为主，闭环组同

时存在早期凋亡和晚期凋亡（图 6）；开环组虽然消融

面积大于闭环组，但是消融区不如闭环组均匀（图

7a）。可以推断，传统温度开环高压电场消融并非完

全非热性消融，而是少量热效应和高压电效应于一

体的消融，热量介导又进一步增强高压脉冲的杀伤

效应。而温度闭环消融则是温度可控的纯粹电场消

融，排除了热效应致死，因此消融区荧光染色更加均

匀（图7b）。

由于高压电场消融后组织凋亡具有滞后性，往

往开始于术后 24 h 以后［17-18］。因此离体标本消融处

理固定后无法评估有效消融区范围。该实验有效场

强中心的非热消融区（图 8b、图 8d）仅表现为肝血窦

增宽、局部细胞质脱水致核质比增加、少量核固缩和

核聚集偶可见，这种电场消融术后即刻病理结果和

Chen 等［19］、Kim 等［20］研究结果一致。该研究之所以

只用离体组织实验，主要侧重于比较温度开环和闭

环组消融的即刻效应区别，即有无热凝固性坏死的

病理区别。因此，本着医学动物伦理学“3R”原则该

研究没有进行不必要的在体动物实验进行动态观

察。当然，由于离体组织不具备血液流动，因此散热

情况和活体组织不同，离体和在体组织消融起始温

度不同，可能对消融效果存在影响。如需进一步专

图8 离体猪肝负载消融后H-E染色对比

Fig.8 Comparison of H-E staining of swine liver ex vivo after ablation

a：非消融区，×100 b：消融中心区，×100

c：开环组电极周围区，×40 d：过渡区，×40

中国医学物理学杂志 第38卷-- 854



门深入研究温度闭环反馈消融的病理改变，则需要

进一步动物实验动态病理评估。

综上，传统温度开环高压脉冲电场消融和温度

闭环反馈消融存在差别。在该实验条件下，温度开

环消融效果均略强于温度闭环，这可能与热效应介

导的电场效应增强有关。温度闭环反馈能避免热损

伤效应，实现真正意义上的非热性消融。
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