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摘要 为了解电化学治疗 (E C T ) 是否对人宫颈癌细胞的生物学行为有影响
,

用体外实验和放射自显影技术
,

观

察不同电压和电量组合的 E C T 对人宫颈癌细胞系 ( H e
L

a 一
aS ) 的细胞增殖周期影响

。

结果是 E C T 对 H eL
a
细

胞的 D N A GI
一
S 期和有丝分裂期有明显抑制作用

。
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A b s t r a e t T h e e f f e e t of
e l e e t r oc h e m i e a l t h e r a p y ( E C T ) w i t h d if f e r e t v o l t a g e s a n d e l e e t r i e q u a n t it y

e o m b i n a t io n s o n t h e p r o il f e r a t i n g p e r iod
o f H e L a 一 5

3 s t r a i n o f h u m a n e e r v i e a l e a r e i n o m a w e r e o b
-

s e r v e d b y t h e e x t e nr a l e x p e r im e n t a n d a u t o r a d i o g r a p h y f o r m a k i n g s u r e t h e e f f e e t o f E C T o n t h e b i
-

o log i e ol a e t in n o f H e L a 一

5 3 s t r a in
.

T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t E C T e o u ld o b v i o u
s
l y i n h ib it e D N A b e

-

h a v io u r s in G I 一 5 a n d m i t o t i e P e r iod
s o f H e L a e e l l

.

K e y w o r d s e l e e t r oc h e m i s t r y
, e e r v i e a l e a r e i n o m a ,

H e L a e e l l
, e e l l d y n a m i e

电化学疗法 ( E le e t r邺h e m i e a l t h e r a p y
,

E C T ) 治

疗晚期宫颈癌在临床上已经取得了良好的效果〔̀ 一习 ,

国内外 已有众多学者从物理和化学角度解释电化学

治癌的机理 〔卜 7〕 ,

但从生物学角度去解释 E C T 治癌

机理尚未见报道
,

本研究以人宫颈癌细胞系 ( H eL
a -

5
3
) 为对象

。

采用放射自显影技术
。

动态观察不同的

电化学实验条件对细胞增殖周期的影响
,

以期对有关

问题进行探讨
。

材料与方法

1
.

1 材料
1

.

1
.

1 细胞
:

人宫颈癌细胞系 ( H e L a 一 5
3
) 由中国

军事医学科学院提供
。

1
.

1
.

2 试剂
:
R PM I 一 1 6 4 0

、

胰酶为美国 G IB C O 公

司 产品
,

秋水仙素为德国 S E R v A 公司产品
, 3
H -

T d R 由中国原子能科学研究院提供
,

小牛血清为华

美生物工程公司产品
。

L L 3 仪器
:
S D Z L Y 一 3 电化学治疗仪为柳州地区

1 9 9 5一 0 9一 0 8 收稿
。
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1
.

2 细胞培养和 E C T 实验分组

1
.

2
.

1 细胞培养
:

人宫颈癌细胞系 ( H e L a 一 5 3
) 常

规培养 于含 10 肠小 牛血清的 R P M I 一 1 6 4 0 培养基

中
,

加青
、

链霉素各 1 00 川m L
,

每 2一 3 天换液 1 次
,

取传代后第 3 天处于指数增殖期的细胞
,

用 .0 25 %

的胰酶消化细胞并收集细胞备实验用
。

1
.

2
.

2 E C T 实验分组
:

将等量接种的 24 孔细胞培

养板按随机原则分为 ( 1) 对照组
,

除不通 以直流电

外
,

其余条件均与实验组相同
。

( 2) 实验组
,

按电压
、

电量组合分为 4 组
: SV ( 电压 ) S C ( 电量 )

、

5V 10 C
、

l o v 5 C
、

z o v l o C
,

两电极以 1
.

0 e m 间距浸人细胞培

养液 1
.

5 c m 深
,

后通以平稳电流
。

1
.

3 细胞周期进程测定方法 (放射自显影法 )

方法见文献 [ 8〕
,

其中 G
l 一 S 期为连续标记

,

S

期为脉冲标记
,

S 一 G : 一 M 期为秋水仙素阻断连续标

记
。

实验细胞浓度为 2义 1 0 5

个 / m L
, 3
H 一丁d R 标记浓

度为 1 拌iC / m L
,

采用核 4 乳胶涂布
,

4℃爆光 2 周
,

常

规显影
、

定影
、

iG
e m sa 染色

、

光镜下观察
。

1
.

3
.

1 计数和判定标记细胞的标准

6 l
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G i
em s a 染色后

,

40 倍显微镜下见细胞核内有 4

个以上直径在 1一 2 拌m 黑色圆形颗粒的为标记细

胞
,

计数标记上和未标记上的细胞
。

和 10 V I OC 标记率为低
,

与其他两组相比
,

有显著性

差异 ( 尸 < 。
.

0 5 )
。

不同组合 E C T 对 H e
aL 细胞标记

指数的影响见图 2
。

G
I 一 S 期

、

S 期求出标记指数 L l

L(L引

侧̀Puō一召J翻翔雌汉

3
.

2

L I

3
.

3

标记细胞数
X 1 0 0 0%

。

细胞总数

S 一 G
: 一 M 期求 出标记核有丝分裂指数

P L M

尸 L 八4 -
标记的有丝分裂相细胞数

又 1 0 0 0%
。

细胞总数

.

4 数据处理

各组间数据的比较采用方差分析
。

翅物侧

2 结果

E C T 对 H e L a 细胞周期动力学的影响
:

.2 I G , 一 S 期 (连续标记 )

各实验组的标记指数均低于对照组
,

经统计学处

理有极显著性差异 ( P < .0’ 0I )
,

在各实验组中
,

以

I O V 1 0 C 标记率最 低
,

依次为 I OV S C
,

SV I OC 和

SV SC ;
高电压两组分别与低电压两组 比较

,

差异有显

著性 尸 < 0
.

05
。

不 同组合 E C T 对 H e L a 细胞标记指

数的影响见图 1
。

SV SC

边
找

5 V I ( K:

10 V SC

24 t / h

标记时间加目
。 口能

图 2 不同组合 E c 丁 对 s 期 H e

aL 细胞标记指数的影响

F ig
.

2 E f f e e t o f E C T w i t h d i f f e r e n t e o m b i n a t io n s o n l a
-

b e l in d e x o f H e L a c e l l i n 5 P e r i o d

洲

.2 3 5
一 G : 一 M 期 (秋水仙素阻断法 )

各实验组的标记有丝分裂指数均低于对照组
,

统

计学处理有极显著的差异 ( 尸 < 0
.

01 )
。

各实验处理

组内
,

S V S C 标记率较高
,

与其他组相 比有显著性差

异 ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

不同组合 E C T 对 H e L a 细胞标记指

数的影响见图 3
。

rJOLl0
x。Puō

工洲
.曰拟积呀始

1 0V 5 C

10V I X{ :

1 6 2 0 t /卜

标记时间 恤目 it艘

图 1 不同组合 E C T 对 G
, 一

S 期 H
e L a

细胞标记指数的影响
Fi g

.

1 E f f e c t o f E C T w it h d i f f e
r e n t e o m b in a t io n s o n l a

-

he l in d e x o f H
e L a e e l l in G

I 一 5 P e r i od
2

.

2 5 期 (脉冲标记 )

各实验组的标记指数均低于对照组
,

且 24 h 内

的标记指数和也处于一个低水平
,

经统计学处理
,

有

极显著性差异 ( 尸 < 0
.

0 1 ) ;
各实验组间

:

以 10 V 5 C

6 2

3 讨论

为了观察 E C T 对 H e L a 细胞增殖周期 的影 响
。

我们采用 了放射自显技术对 H e L a 细胞在体外电场

作用下从 D N A 合成前期 ( G
l
) 至有丝分裂期 (M ) 进

行动态观察
。

肿瘤细胞生物学研究已表明
,

D N A 与肿瘤细胞

增殖分裂有密切关系
,

核酸增多是肿瘤迅速生长的物

质基础
,

而反映肿瘤迅速生长的指标是细胞增殖周期

中的 G 、 一 S 和 S 一 G Z 一

M 期的细胞的 比率增高 .s[ 列
,

我们通过 对指数生长期的 H e L a
细胞进行 E C T 作

用
,

结果发现
:

( l) 在 G
l 一 S 过程 中

,

各实验组的标记指数 L l

均低于对照组 ( P < 0
.

01 )
,

说明 E C T 阻滞了 G
l 一

S

过渡
,

在各实验组 内
,

高电压组 L l 比低 电压组低 (尸

< .0 05 ), 其机理可能是在短时间内
,

电压较高
,

电

流强度较大
,

其对细胞的物理作用较强
,

使细胞处于

G
u a n g x i cS ie h e e s

,

V
o l

·

2 N o
·

4
,

N o v em be
r 1 9 9 5



芝闷吸oo

成
,

这与我们所观察的 G
l 一 S 期的结果相一致

,

其机

理可能与下列因素有关
:

①短时间内电化学的延迟效

应未显示出来
,

因而使部分细胞的 DN A 合成抑制不

彻底
; ②细胞在 E C T 的作用下发生凋亡

,

而已有研究

证明
,

细胞在凋亡的初期仍有 D N A 合成 0j[
。

( 3) M 期标记由于有了秋水仙素的刺激 l0[ 〕 ,

在

第一个 4 h 内
,

细胞分裂增加
,

标记率高
,

但随时间

推移
,

标记有丝分裂指数 尸 L M 逐渐受到抑制
,

综上所述
,

E C T 对 H e L a
细胞生物学行为有明显

的影响
,

而这种影响与 E C T 的电压
、

电量有关
,

但这

种影响的分子机理尚不得而知
,

需要更深人的研究
。
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3 E f f ce t o f E C T w i t h d if f e r e n t c o m b i n a t io n s o n m i
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t o t i e i n d e x 心f H e L a e e l l in s 一 G z 一
M p e r io d

“

休克
”

状态的 G 。

细胞增多
。

而 G 。

期细胞具有 G :

期

细胞 ZC 的 D N A 含量
,

由于此类细胞处于休止态
,

所

以一旦电流的物理作用消除
,

大量的 G
。

期细胞又可

变成 G
l

细胞重新进人 S 期
。

而低电压组虽然作用时

间长
,

但细胞受低电流的作用
,

短时间内电化学产物

的效应不明显
,

所以由 G
,

期至 S 期的过渡仍然存在
,

L l 就较高
。

(2 ) S 期为细胞的 D N A 合成期
,

由于 E C T 作

用
,

各实验组的细胞 D N A 合成受抑制
,

因而标记低

于对
一

照组
。

但在各实验组中
,

低电压组的标记率高于

高电压组
,

这表明低电压组仍存在少量 的 D N A 合
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