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低强度瞬态电磁脉冲对细胞膜的
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  摘要 采用低强度的瞬态电磁脉冲在超宽频带横电磁波传输室（ BT EM Cell） 中对生物样品进行
辐射，结果表明，在弱电场的情况下，细胞膜也会发生电穿孔，初步分析了形成电穿孔的机理。
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  Abstract Low amplitude transient electromagnetic pulses （ T EM P） w ere used to radiate some cells
in the broad band transverse EM-wave cell （ BT EM Cell） ．It has been show n that electroporations have
been formed on the cell membranes under w eak electromagnetic irradiation．T he mechanism of electro-
poration has been analysed preliminarily．
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1 引 言

细胞电穿孔的研究始于70年代。所谓电穿
孔（ Electroporation）即是在外加短时强电脉冲
时，在细胞膜双脂层上形成瞬时微孔，使细胞膜
的通透性增强，离子，亲水分子，病毒颗粒，
DNA，蛋白质以及染料颗粒等正常情况下不能
通过细胞膜的分子得以进出细胞的一个生物物
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理过程。 目前，电穿孔技术已广泛用于生物技
术，基因工程，临床医学等许多领域。 利用电穿
孔可实现基因转染，细胞融合，以及将外源蛋白
质分子插入细胞膜或导入细胞，激活细胞膜的
传输因子，提高酶的活性，并可提高药物进入细
胞的能力，增强癌症的化疗效果。

早期 Zimmermann［1］等系统地研究了脉冲

电场作用下，红血球等的膜的通透性或膜的电
导率瞬时性增大，在脉冲持续时间为几μS～几
十μS 内形成可逆电击穿，发现膜的击穿阈值



约为1V，并利用电穿孔实现了细胞的电融合。
Shivarova［2］等在原核生物腊状芽孢杆菌（ bacil-
lus cereus）的原生质体上完成了电转染。 很多
研究者进行了利用电穿孔增加肿瘤细胞对药物

的摄入，从而减少化疗药物剂量的研究［3，4］，证
明电通透与化疗联用法是一种行之有效的方

法。上述研究以及我国汪和睦［5，6］等在对电穿孔

及其应用研究中，采用的电脉冲信号的电场强
度通常在数 kV／cm～数十 kV／cm，脉冲宽度在
μS～mS 量级。

最近几年，我们在弱电磁场的非热生物效
应的研究中，采用低强度瞬态电磁脉冲对生物
样品进行照射。 这种瞬态电磁脉冲的电场强度
为数十 V／cm，脉冲宽度几 nS～几十 nS，重复
周期远大于脉宽，其平均功率密度接近于零，而
其频谱从直流到上千兆赫兹。通过实验发现，人
外周血淋巴细胞核在弱的脉冲场作用下严重受

损，出现了多微核，核破裂以及核异常，同时发
现经过照射后的 T —淋巴细胞膜上的受体蛋白
结合绵羊红细胞的能力显著下降，细胞的免疫
功能受损，耐低渗能力下降［7］。家猪血细胞的染
色体发生裂隙和断裂［8］。 初步判断细胞膜即使
受到低于电穿孔的跨膜电位（约0．5～1．0V）的
作用，也能扩大膜上的微孔，形成电穿孔，从而

导致细胞发生明显的生物学变化。 但该结论还
需作进一步的验证。最近，我们针对弱电磁脉冲
的电穿孔研究进行了一系列新的实验。 证实在
低强度快速电磁脉冲作用下，动物细胞确可形
成电穿孔现象。

2 实验系统

由于瞬态电磁脉冲信号（ T EMP）的频带很
宽，从直流到上千兆赫兹，因此实验要求采用超
宽频带的测量传输系统。 实验在我们自行研制
的一个超宽频带横电磁波传输室（ BT EM Cell）
中进行。 BT EM Cell中传输的电磁波是各向同
性的准平面波，其频率范围 DC～17.0GHz，传
输系数大于0.9，驻波系数小于2.0。 这样
BT EM Cell即形成了对自由空间的摸拟。

实验系统框图如图1所示。
T EMP 发生器输出信号为准矩形脉冲，输

出脉冲幅度，宽度以及重复频率均可调。实验中
采用的信号源参数为：脉冲幅度187V，脉宽
50nS （ 实验1，2） ，100nS （ 实验3） ，重复频率
300Hz。 样品在 BT EM Cell 中接受照射，照射
时间从20min～2h 不等，对动物细胞样品在
照射时，通常温度控制在37℃。

图1 实验系统
Fig 1 Experimental system
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3 实验内容

3.1 细胞电融合实验
取兔血和鸡血与阿氏液等体积混合，用 D-

Hanks 液洗两次，再用等渗低电导液洗一次，离
心去上清。 将样品分组，各组0．1ml，再各加入
0.5ml的等渗低电导液，分组按20、40、60、80、
100min 进行照射，之后加2ml 培养基 （ RP-
MI1640：小牛血清＝4∶1） ，37℃培养30min，
离心去上清，各组加5d小牛血清，混匀涂片，用
甲醇固定，晾干，染色，用光学显微镜观察。
3.2 小分子电穿孔实验

采用人血红细胞与台盼蓝，以及人血红细
胞与3H 标记的胸腺嘧啶核苷的混合液，分别进
行处理。 照射时间分别为20、40、60、80、100
min，照射后经处理，制成细胞涂片，显微观察。

台盼蓝是一种染料，在正常情况下，它对活
细胞不着色，但可以通过电穿孔进入细胞内。因
而根据台盼蓝的染色情况可以追踪电穿孔的情

况。
实验中对3H 标记的胸腺嘧啶核苷采用放

射自显影的方法，利用3H 所发出的β粒子，使
底片感光来测定样品中3H 的分布情况，通过这
些被感光点（照片中为小黑点）来判断其位置。

3.3 电穿孔的扫描电镜观察
采用鸡血（悬于适量阿氏液中） ，经离心去

上清，用 D-Hanks 液洗后静置5min，去上清，
再加入等渗低电导液摇匀，分组照射，各组0.1
ml，照射时间为20、40、60、80、100min，在照射
即将完成时，各组加入1％戊二醛0.5ml 以固
定细胞形态。 样品取出后滴一滴在覆有 Form-
var 膜的小玻片上，静置10min，吸去多余样
品，将小玻片放入小称量瓶底，沿瓶壁加入1％
戊二醛浸没，10min 后用 D-Hanks 液洗，再加
适量1％的OsO4，1h 后用D-Hanks 液洗，然后
用不同梯度的丙酮逐级脱水，再用不同梯度的
醋酸异戊酯逐级取代丙酮，放入临界点干燥仪，
干燥后用碳，金分别喷镀，最后用扫描电镜观
察。

4 结果与分析

4.1 实验1中加入的 PEG 浓度为10％，在该
浓度下对照组的融合几乎没有，而照射后细胞
的融合率有明显的提高，出现了鸡—兔血细胞，
兔—兔血细胞，鸡—鸡血细胞的融合，见图2
（ A、B、C） 。 由于细胞的融合必须在两个细胞中
间形成沟道才能实现，故本实验间接证实了电
穿孔的存在。

图2 A.鸡—兔血细胞融合 B.兔—兔血细胞融合 C.鸡—鸡血细胞融合
Fig 2 A．chick’s and rabbit’s blood cells fusion． B．rabbit’s blood cells fusion C．chick’s blood cells fusion

4.2 从图3（ A）中可以明显看出细胞被台盼蓝
部分染色。在正常情况下活细胞无法被染色，死
细胞则全被染成蓝色，可断定台盼蓝是通过细
胞膜上的孔进入，细胞仍存活。实验发现台盼蓝

的透入率与处理时间成正比，平均为18％，而
对照组只有2.5％。 图3（ B）中的黑色小颗粒是
进入细胞内的3H 发出的β射线使乳胶感光而
成的。 由于人血红细胞无核，细胞内不含 DNA
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物质，故可判断小颗粒是由电穿孔进入细胞的，
而正常情况下它无法进入细胞。 实验中还发现

照射组的细胞体积明显比对照组大，并有部分
细胞变形，有刺突出现。

图3 A.细胞被台盼蓝部分染色 B.3H 标记的胸腺嘧啶核苷自显影
Fig 3 A．Human red blood cells are dyed partly by Trypan blue B．3H—TdR self develop in human red blood cells

4.3 用扫描电镜观察，直接证实了弱电磁脉冲
的穿孔效应，见图4（ A、B、C、D、E） 。

从照片上可见，在低强度电磁脉冲作用下，
细胞膜上先是形成凹陷，继而形成孔洞，造成细
胞内物质外喷，使孔洞周围的细胞膜向外凸出。
孔洞直径在100～700nm，瞬时穿孔率在2％左
右。在照射的各个时段，穿孔率差别不大。这是

由于电穿孔是个可逆过程，在照射过程中，细胞
随时都会发生电穿孔，又随时可能自行修复。此
穿孔过程与 Chang［9］用快速冰冻电子显微术揭

示的细胞电穿孔的动力学特征极为相似。 但我
们所加的电场强度却低的多（约20V／cm ） ，并
且电穿孔的孔洞直径远大于 Chang 等的报道。

图4 A 对照组，B细胞膜凹陷，C 细胞膜上形成电穿孔，D 胞内物质外喷，E 外凸的孔
Fig 4 A．Control group B．Concave surface of cell membrane C．Electroporation on cell membrane． D．Cytoplasm ejection． 

E．Convex pore．

5 讨 论

以往在强电场下对细胞电穿孔机理的研

究，得出膜的临界击穿电压为0.5V～1.0V，可
逆电穿孔的脉冲宽度在数＋μS～mS 量级，孔
洞直径＜100nm 等主要结论。而我们所采用的
输入瞬态脉冲幅度为187V，样品所在处的电

场强度＜20V／cm。 理论表明，外电场 E0诱导
的跨膜电位的最大值为 Vmax ＝1．5×R×E0，其
中 R 为细胞半径。 对鸡血细胞，长轴10μm，短
轴6μm，故外加场作用于细胞膜上的跨膜电位
小于15mV。该电位远小于膜的临界击穿电压，
而且脉宽只有50nS～100nS。可见，电穿孔并不

（下转第482页；Continued on Page482）
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是由于跨膜电位达到击穿电压的直接作用而造

成的。
我们初步认为，由于在电场能量和热运动

能量共同作用下，细胞膜表面随机形成微孔，这
些微孔在瞬态脉冲周期性地反复作用下，微孔
会有所扩大，使离子穿过细胞膜所需能量大为
减少［10］。 因此即使是外加毫伏级的跨膜电位，
也能激活膜上的传输系统［11］，使离子很容易穿
过细胞膜，导致细胞膨胀，细胞膜变薄，从而引
起微孔迅速变大［12］。 由于细胞内外渗透压的不
同，造成胞内物质外喷，从而形成电穿孔。 而当
胞内物质外喷使细胞膜内外压力相同后，膜上
的孔洞就将逐渐修复。故在弱电磁脉冲作用下，
细胞电穿孔是可逆的，并不造成细胞坏死，且与
处理时间无明显关连。在这里，外加电场只是促
进了微孔的扩大和离子的跨膜运输，进而引起
电穿孔和电融合。
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