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低强度快速电磁脉冲导致细胞电穿孔的研究

刘长军①　王保义①　张 弘①　王子淑②　陈明福②
（①四川大学无线电系�成都610064；②四川大学生物系�成都610064）

摘要　采用宽频带横电磁传输室�在实验中发现低强度快速电磁脉冲作用可以导致细胞产生
电穿孔和电融合等现象�并初步分析了机理和应用前景．
关键词　电磁脉冲（EMP）　电穿孔　电融合　机理初探

电穿孔（Electroporation）是指在脉冲电场作用下�导致细胞膜或组织膜半透性丧失�膜上出
现穿孔的生物物理现象．目前主要集中于研究单个或数个高强度脉冲电场作用下细胞膜或组
织膜的穿孔现象�其场强一般在105～106V／m 之间�而脉冲时间一般为10－6～10－3s 量级．
Weaver�Song和 Zimmermann等学者对高强度电脉冲导致电穿孔的机理和应用做了详细的分
析［1～3］．

对于电穿孔现象�通常场强小于104V／m即为低强度�只有少数研究者进行了低强度电场
下相关生物效应的研究．如 Song 等人采用场强为（5～20）×103V／m 的低频电场�在 E．coli
（JM105）细胞与 DNA的尺度比例为50～75的情况下�成功地观察到质粒的电转染现象［4］�其
实验中使用了正弦波、方波和三角波等不同的电磁源�频率为0∙1～106Hz．Song观察到了电
转染现象�并不能直接确定低强度电场会导致细胞电穿孔．我们在研究瞬态电磁场生物效应
的基础上［5］�采用峰值场强为2×103V／m的低强度脉冲电场（EMP）以300Hz 的重复频率照射
动物血细胞．实验中脉冲宽度为10－7s�上升时间为1∙2×10－9s�由于脉冲宽度和上升时间均
较短�所以称为快速电磁脉冲．辐射后�通过扫描电镜直接观察到了细胞膜表面穿孔现象�从
而首次证实低强度快速电磁脉冲也可以导致细胞电穿孔．
1　材料与方法
　　脉冲电磁源选用MFD-1A型毫微秒脉冲发生器�其脉冲波形近似为矩形．实验中采用脉
冲电压187V�脉冲宽度为10－7s�重复频率为300Hz．使用自行研制的宽频带横电磁传输室
（BTEM室）�可以较好地模拟自由空间辐射条件．BTEM室的性能和在瞬态电磁脉冲实验中应
用�具体可分别参考文献［5�6］．输入脉冲电压为187V时�BTEM室内生物样品处的峰值场强
为2×103V／m．
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本次实验系统中增加了恒温装置�使 BTEM室内的温度稳定在37℃．每组实验重复2次�
所有对照组和照射组均为2个样本．
1．1　电穿孔的扫描电子显微镜观察

取鸡血、阿氏液混合物10mL�以 D-Hanks 液洗3次�等渗低电导液洗1次．分离后�将5
滴鸡红血球稀释到5mL�分为6组各取0∙1mL．除对照组外�分别置于BTEM室中接受电磁脉
冲照射20�40�60�80�100min；每次辐射结束后�加入0∙5mL 的1％戊二醛�并以 Formvar 膜支
撑�戊二醛-锇酸双固定法固定；丙酮-醋酸异戊脂浓度梯度脱水（50％�70％�90％�100％四级）；
再以二氧化碳临界点干燥�镀金�最后用扫描电子显微镜观察．
1．2　细胞电融合

取鸡血、兔血和阿氏液混合物�采用同样的方法处理后�除对照组外分别接受电磁照射
20�40�60�80�100min．

每次辐射结束后�加1640培养基培养2h�再制片�用 Giemsa染色10min�显微镜观察．通
过细胞的大小和有无细胞核即可区分鸡和兔的血细胞．详细的实验步骤和各试剂的配方可参
考文献［7］．
2　结果与讨论
2．1　细胞电穿孔

通过扫描电子显微镜�可以直接观察到细胞膜上的穿孔．细胞的电穿孔发生率大于2％�
穿孔的直径为20～500nm不等．在不同的照射时间20～100min之间�均可观察到穿孔现象�
但穿孔率和剂量之间没有明显的关系�其中在100min穿孔率最高可达3％左右．图1为扫描
电子显微镜拍摄到的电穿孔照片�在对照组中�没有发现电穿孔现象．

图1　细胞电穿孔照片
图2中照片显示了穿孔中的一些过程．从图2（a）可以看到细胞膜上出现穿孔之前�细胞

质外溢形成向外的突起；图2（b）是细胞质喷出�从侧面看到细胞膜向外张开�形成穿孔的情
况；图2（c）是细胞膜愈合时�形成向内的凹陷．
2．2　细胞电融合

相对于电穿孔�电融合的比率相当低�小于5‰．我们可以观察到鸡和鸡血细胞、鸡和兔
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血细胞、兔和兔血细胞之间的电融合现象．图3为鸡和兔血细胞电融合的照片（只选了一张照
片作代表）．

图2　电穿孔过程

图3　细胞电融合
2．3　讨论及展望

在 BTEM室中�生物样品处的峰值场强为2×103V／m．根据简化的球形细胞电学模型�可
以估算电场脉冲所激发的细胞跨膜电位［8］．

正弦电场在球形细胞产生的最大跨膜电位可由式（1）计算：
ΔΨm ＝ 1∙5RE

1＋（ωτ）2
� （1）
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其中

τ＝ RCm
ri＋ re／2� （2）

式中 R为细胞的半径�E为电场强度�ω为角频率�τ为细胞膜时间常数�Cm 为细胞膜单位面
积电容�ri 和 re 分别为细胞质和细胞外溶液的电阻率．对于低频情况�当ωτ＜＜1式（1）可简
化为

ΔΨm ＝1．5RE． （3）
此式也可用于频率较高时细胞跨膜电位极限值的估算．由于本实验中使用电磁脉冲�故通过
频谱分析可由式（1）计算脉冲电场产生的细胞跨膜电位．取细胞半径 R＝10－5m 可得脉冲产
生的跨膜电位为18mV�远达不到500mV 的电击穿跨膜电位阈值�所以低强度脉冲电场不可
能通过电击穿直接导致细胞膜的穿孔．可见低强度脉冲电场电穿孔的机理与高场强是不同
的．

由于热运动的作用�细胞膜上存在瞬态微孔�自发产生并且自行愈合．瞬态微孔的半径一
般很小�只允许无机小分子等通过．由于细胞膜对离子或带电分子的势垒作用�使离子不能直
接穿过细胞膜．根据Weaver建立的电场与细胞膜作用的模型［9�10］�跨膜电位的增加会使细胞
膜上的微孔半径趋于增大．在脉冲电场的重复作用下�导致瞬态微孔半径趋于增大．而根据
我们的计算�当细胞膜上的微孔增大后�会使细胞膜对离子的势垒大幅度下降［11］．所以当微
孔半径增加到一定程度时�由于渗透压的原因使小分子和离子大量进入细胞内�导致细胞膨
胀．细胞的膨胀使细胞膜的表面积增加�表面张力使微孔半径继续趋于增大�直至出现穿孔�
细胞质外溢．由于细胞内容物减少�所以细胞膜愈合时会形成向内的凹陷．

电融合的比率很低�可能是由于产生的机理与电穿孔有些区别．
由于采用的电场强度很低有其独特的优势�可以保证细胞100％的存活率．对生物细胞

非常安全�有利于电穿孔在生物医学工程中的应用�例如可用于基因转染和促进细胞对药物的
吸收．同时�研究结果也可解释一些瞬态电磁场的生物效应［12］．最近的实验发现低强度电磁
脉冲可以提高某类抗癌药物对癌细胞的毒性�目前正在研究其机理是否与电穿孔相关．

低强度快速电磁脉冲导致细胞电穿孔的研究工作正在进行之中�是一个较新的研究方向�
其机理不十分清楚�有待进一步探讨．
致谢　本工作为国家自然科学基金（批准号：69771020）资助项目．
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药物分子与其受体的快速对接方法研究

陈健全　迟翰林
（中国医学科学院中国协和医科大学药物研究所�北京100050）

摘要　分子的快速对接方法是理性药物筛选的研究热点之一．AEDock是在 AutoDock2．4基础
上开发的分子对接软件．为改善构象搜索功能�而采用退火进化算法代替 AutoDock2．4软件
中的模拟退火算法（simulated annealing algorithm�SA）�因为退火进化算法（annealing evolution al-
gorithm�AEA）综合了模拟退火算法和遗传算法 （genetic algorithm�GA）的优点．已证明
AutoDock2．4可预测多达8个旋转键的柔性配体与刚性大分子的结合构象．采用体积较大的
HIV-1蛋白酶抑制剂XK263分子和其他常用分子的测试结果表明�AEDock可成功预测多达10
个旋转键的柔性配体与刚性大分子的结合构象．此外�搜索所需的结合态与 SA 算法相比要
少�成功率却高．
关键词　药物设计　分子对接　遗传算法　模拟退火算法　退火进化算法

研究快速的分子对接方法是理性药物筛选的重要课题．分子对接算法�实际上可作为配
体-受体复合物构象的预测问题�或系统结合态能量极值的空间搜索问题来处理．即便受体分
子为刚性�分子对接所涉及的搜索空间仍非常巨大�解的数目仍很可观．Gehlhaar 等人［1］曾以
某柔性小分子为例�粗略估计其搜索空间至少含1030个解．发展快速有效的搜索算法�一直受
到关注�甚至被认为分子对接能否用于药物筛选的关键．近年来�分子对接搜索算法的研究已
有很大进展�除了 SA与 GA之外�还有分子动力学法、Tabu搜索及有限循迹搜索（limited back-
track search）及遗传运筹算法等应用的报道［1～4］．其中�SA算法是解决组合优化问题的经典算
法．AutoDock2．4便是在构象搜索中应用 SA算法而由 Morris 等人［2］开发出的�其组成部分为
AutoDock�AutoGrid及 AutoTors�可有效地对接多达8个可旋转键的柔性配体．GA作为一种启
发式搜索算法而在随机数学中兴起�也已成功地应用于分子对接．

本文拟用的 AEA�综合了 GA和 SA算法的优点�至今尚未见到在分子对接中应用的报道．
SA算法以单点迭代方式优化一个解�而 AEA通过“变异”与“选择”等类似生物进化的方式逐
渐改善一个解的群体．为此�我们设想在 AutoDock2．4程序中用 AEA替代原 SA算法�期望提
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