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Abstract 

BACKGROUND: The inhibitory effect of pulse electric fields on invesion and metastasis ability of tumor cells is unclear. 

OBJECTIVE: To explore the impact of different intensity pulse electric fields on the human cervical carcinoma Hela cell invasion 

and metastasis and its possible mechanism. 

METHODS: The electric fields with intensity of 0, 500, 1 000 and 1 500 V/cm were performed on the human cervical carcinoma 

Hela cell. The clone capacity was measured with flat clone formation experiment; the invasion and immigration capacity was 

evaluated with transwell cave method;the expression level of mRNA of MMP-2 and RhoC was detected by RT-PCR method． 

RESULTS AND CONCLUSION: After being treated with pulsed electric fields, the clone capacity of Hela cells was inhibited. The 

invasion and immigration capacity of Hela cells were also inhibited. The expression level of mRNA of matrix metalloproteinase 2 

(MMP-2) and RhoC were decreased. The pulse electric fields could affect the invasion and metastasis capacity of the human 

cervical cancer Hela cells. It is probably one of its molecular mechanisms to inhibit the expression of MMP-2 and RhoC. 

 

Zhang Q, Xiong ZA, Zhou W, Li CX, Yao CG. Pulse electric fields effect on invasion and metastasis of Hela cells in human 

cervical cancer .Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(28): 5245-5248.      

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 
背景：脉冲电场对肿瘤细胞侵袭转移能力是否具有抑制作用尚不十分清楚。 

目的：探讨不同强度脉冲电场对人宫颈癌 Hela细胞侵袭转移能力的影响及可能的机制。 

方法：以场强分别为 0，500，1 000和 1 500 V/cm的脉冲电场作用人宫颈癌 Hela细胞后，采用平板克隆形成实验，观

察脉冲电场对细胞克隆能力的影响；采用 Transwell小室进行人工重组基底膜侵袭和转移实验，观察脉冲电场对细胞侵袭

和转移能力的影响；采用 RT-PCR法检测宫颈癌 Hela细胞中基质金属蛋白酶 2和 RhoC基因 mRNA的表达情况。 

结果与结论：脉冲电场作用后，宫颈癌 Hela细胞的克隆能力受到抑制；细胞侵袭和转移能力明显降低；基质金属蛋白酶 2

和 RhoC基因 mRNA的表达均明显减弱，且有电场强度依赖性。结果表明，脉冲电场能抑制人宫颈癌 Hela 细胞的侵袭转

移能力，其机制可能与降低 RhoC和基质金属蛋白酶 2的表达有关。 

关键词：脉冲电场；电穿孔；宫颈癌；侵袭；转移；基质金属蛋白酶 2；RhoC 
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0  引言 

 

脉冲电场是结合生物医学、电工、微电子

等领域治疗肿瘤的新方法。Sale等
[1]
首次提出电

场会导致细胞死亡或减少。以往研究发现：细

胞膜接受强度为kV/cm、持续时间为s~ms 级的

电脉冲刺激时，会出现可逆性穿孔，通透性极

大地增强，有利于吸收药物分子、蛋白质或其

他大分子
[2]
。有学者将这一特点应用于电化学疗

法，只需相对较少剂量的化疗药物就能较高效、

低毒性地杀死肿瘤细胞。当增加电脉冲剂量时，

细胞膜则出现不可逆性电穿孔导致细胞死   

亡
[3-6]
。由于脉冲不可逆性电击穿作用时间短、

非热效应、操作相对简单等独特之处，国内外

学者开始将脉冲电场不可逆性电击穿作为一种

单独的肿瘤治疗手段进行研究
[7-8]
。 

大量研究证实脉冲电场能作为一种单独的 

手段可引起组织消融，杀伤肿瘤细胞，抑制肿

瘤的生长增殖，具有良好的抗肿瘤效应
[9-13]
。但

临床上，肿瘤组织与正常组织的边界往往肉眼

难于确定，电场被有效地限制在电极之间，电

场强度随着距电极距离的增加而迅速衰减，电

场作用区域边缘就可能残存肿瘤细胞
[14]
，而这

些残存肿瘤细胞侵袭转移能力的变化对于脉冲

电场能是否安全有效地应用于临床具有重要的

意义。实验利用不同强度脉冲电场作用于人宫

颈癌Hela细胞，通过检测与侵袭转移密切相关

的基质金属蛋白酶2(matrix metalloproteinases 

2，MMP-2)和RhoC基因mRNA的表达探讨脉冲

电场影响肿瘤细胞侵袭转移能力的可能的机

制。 

 

1  材料和方法 

 

设计：体外细胞培养，对照观察实验。 
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时间和地点：于2009-09/2010-08在重庆医

科大学医学超声工程研究所完成。 

材料：宫颈癌Hela细胞由重庆医科大学超

声研究所提供。 

主要试剂及仪器 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法  

细胞的培养及脉冲电场处理方式：人宫颈癌

Hela细胞置于含体积分数10%小牛血清的

RPMI 1640培养基，于37 ℃、体积分数5%CO2

培养箱中培养，细胞贴壁生长，二三天传代1次。

待细胞生长至对数生长期时，用0.25%的胰蛋白

酶消化后离心，PBS液清洗、重悬，调整细胞浓

度至2×10
9
 L

-1
备用。根据所接受脉冲电场强度的

不同，细胞分为4组，空白对照组(接电极不通电

源)，场强500 V/cm组，场强1 000 V/cm组和场

强1 500 V/cm组。取上述细胞悬液760 µL置于

电击小室中，设定脉冲电场肿瘤治疗仪参数(脉

宽100 µs，频率1 Hz，脉冲个数8个)，分别给予

空白对照组，场强500 V/cm组，场强1 000 V/cm

组和场强1 500 V/cm组Hela细胞以接电极不通

电源，500 V/cm，1 000 V/cm和1 500 V/cm场

强处理。处理后的各组细胞再次分别置于含10%

小牛血清的RPMI1640培养基，于37 ℃，体积

分数5%CO2的培养箱中培养24 h，再用PBS清

洗，0.25%胰蛋白酶消化，离心，PBS重悬后备

用。 

平板克隆形成实验：将细胞悬液反复吹打，使

细胞充分分散，计数1×10
3
个细胞接种于培养皿

中，每组3个复孔，10 d后培养出肉眼可见的克

隆后终止培养，弃去培养液，用PBS小心浸洗两

次，空气干燥，4 g/L多聚甲醛固定          15 

min，弃多聚甲醛后空气干燥；用Giemsa应用

染色液染色15 min，流水缓慢洗去染液，空气干

燥；显微镜下计数大于50个细胞的克隆数。然

后按以下公式计算克隆形成率。 

 

 

细胞体外侵袭实验 (transwell小室实验 )：

transwell上下室之间滤膜上包被人工基底膜

Matrigel胶。将各组Hela细胞用无血清培养基

RPMI1640重悬，transwell小室的上室加入细胞

悬液100 µL(2×10
8
 L

-1
)，由含体积分数10%小

牛血清的RPMI 1640培养基500 µL作为趋化因

子置于transwell小室的下室，于37 ℃，体积分

数5%CO2的培养箱内培养24 h后取出，以棉签

小心刮除滤膜上室面的细胞，PBS小心冲洗小

室上下室面，以40 g/L多聚甲醛固定侵袭并黏

附到滤膜下室面的细胞30 min，苏木精染色   

10 min，PBS冲洗小室，干燥后在200×光镜下

随机取5个视野对小室滤膜下室面的细胞进行

计数。每组平行设3个小室，重复3次。 

细胞体外迁移试验：transwell小室上面不铺

Matrigel胶，其余步骤与侵袭实验相同。 

RT-PCR检测MMP-2和RhoC基因mRNA的表

达：按RT-PCR试剂盒说明书操作，RhoC引物

(上游 5’-ATT GCG GAC ATT GAG GTG 

GAC-3’，下游 5’-ATG AGG ATG ACA TCA 

GTG TCC-3’,119 bp)，MMP-2引物 (上游     

5’ –CGG ACA AAG AGT TGG CAG TGC-3’，

下游-GGC AGT CCA AAG AAC TTC TGC-3，

118 bp)。RT采用说明书AMV反转录酶标准体

系，30 ℃，30 min；42 ℃，30 min；99 ℃，

5 min；50 ℃，5 min。PCR扩增采用40 µL反

应体系，内含：ddH2O 27.75 µL，Buffer 10 µL，

上游引物 1 µL，下游引物 1 µL， Taq酶      

0.25 µL。按下列条件进行循环：94 ℃预变性   

2 min；循环条件94 ℃变性30 s；55 ℃退火    

30 s；72 ℃延伸1 min，29个循环，最后72 ℃

延伸10 min，4 ℃保存，以GAPDH为内参照。

扩增产物2%琼脂糖凝胶电泳30 min(80 V)，

EB(0.5 mg/L)染色，用Bio-Rad凝胶成像系统扫

描制片并行半定量分析。 

主要观察指标：不同强度脉冲电场作用后

Hela细胞的克隆形成数、侵袭和转移细胞数，

MMP-2、RhoC基因mRNA的表达情况。 

统计学分析：选用SPSS 13.0统计软件对 

数据进行单因素方差分析，数据用x

_

±s表示，以

P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  脉冲电场对宫颈癌Hela细胞克隆能力的

试剂及仪器 来源 

RPMI1640 

transwell小室 

Matrigel胶 

RT-PCR试剂盒 

RhoC引物、MMP-2引物 

脉冲肿瘤治疗仪 

 

 

 

电击小室(电极板间距 4 mm)

示波器 TDS3032B  

Hyclone公司 

Costar公司 

Sigma公司 

TaKaRa公司 

上海生物工程技术服务公司

重庆大学输配电装备与系统

安全及新技术国家重点实

验 室 研 制 ( 专 利 号 ：

ZL200710078282.7) 

BIO-RAD公司 

Tektronix公司 

克隆形成率=(克隆数/接种细胞数)×100% 
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影响  平板克隆形成实验表明，场强500 V/cm组，场强

1 000 V/cm组和场强1 500 V/cm组Hela细胞经不同强

度脉冲电场作用后，克隆形成率均不同程度降低，并呈

电场强度依赖性。各实验组与对照组之间差异均有显著

性意义(P < 0.05)，不同电场强度实验组之间差异均有

显著性意义(P < 0.05)，结果说明脉冲电场对Hela细胞

克隆能力有抑制作用，且具电场强度依赖性。见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  脉冲电场对宫颈癌Hela细胞侵袭和迁移能力的影

响   侵袭试验中，与对照组比较，1 000 V/cm和       

1 500 V /cm组Hela细胞侵袭穿过Matrigel成胶的人工基

底膜的侵袭细胞数显著减少(P < 0.05)。迁移实验中，

与对照组比较，1 000 V/cm和1 500 V/cm组Hela细胞侵

袭穿过未经Matrigel成胶的人工基底膜的迁移细胞数显

著减少(P < 0.05)，各组之间差异具有显著性意义(P < 

0.05)。且具有脉冲电场强度依赖性，即随着脉冲电场强

(500，1 000，1 500 V/cm)度的增加，对Hela细胞侵袭

和迁移抑制作用增强。见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  脉冲电场对宫颈癌Hela细胞MMP-2和RhoC基因

mRNA表达的影响  RT-PCR结果显示，对照组细胞可

见明显的MMP-2和RhoC基因的mRNA条带，不同强度

脉冲电场作用后，场强500 V/cm组，场强1 000 V/cm组

和场强1 500 V/cm组Hela细胞MMP-2和RhoC基因

mRNA的表达水平较对照组都有不同程度的降低，并呈

电场强度依赖性。其中场强1 000 V/cm组和场强      

1 500V/cm组与空白对照组之间差异具有显著性意义   

(P < 0.05)，且场强1 000 V /cm组和场强1 500V /cm组

之间差异也有显著性意义(P < 0.05)。见图1和表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

脉冲电场能够抑制多种肿瘤细胞的增殖并可以通

过多种途径诱导肿瘤细胞的凋亡
[15]
。本课题组的前期研

究已经证实在体内外实验中脉冲电场均可抑制人宫颈

癌细胞增殖生长
[16]
。本实验同样观察到脉冲电场对Hela

细胞的增殖生长有明显抑制作用，且呈电场强度依赖

性。实验也观察到脉冲电场对Hela细胞的侵袭和转移能

力有明显的抑制作用，且呈电场强度依赖性，这与李聪

等
[17]
发现脉冲电场可使肿瘤细胞浸润和转移能力下降

的结果一致。 

表 1  脉冲电场对宫颈癌 Hela细胞克隆形成能力的影响
Table 1  Effect of different intensities of pulse electric fields on 

the colony formation of Hela cells             (x
_

±s)

a
P < 0.05, vs. control group; 

b
P < 0.05, vs. 500 V/cm group; 

c
P < 0.05, vs.  

1 000 V/cm group 

Group Colony formation number Colony formation rate (%) 

 

Control 

 

292.67±2.08 

 

29.27 

500 V/cm 160.33±3.06
a
 16.03 

1 000 V/cm 151.67±2.52
ab
 15.17 

1 500 V/cm 123.66±1.53
abc
 12.37 

表 2  脉冲电场对宫颈癌 Hela细胞侵袭和迁移能力的影响
Table 2  Effect of different intensities of pulse electric fields on 

the invasion and immigration of Hela cells      (x
_

±s)

a
P < 0.05, vs. control group; 

b
P < 0.05, vs. 500 V/cm group; 

c
P < 0.05, vs.  

1 000 V/cm group 

Group Number of invasive cells Number of migrating cells

 

Control 

 

102.10±3.28 

 

159.50±7.79 

500 V/cm 100.80±5.41 152.80±3.01 

1 000 V/cm  66.80±6.36
ab
    110.20±9.44

ab
 

1 500 V/cm  45.60±4.88
abc
     96.80±7.91

abc
 

Figure 1  Effect of different intensities of pulse electric fields 
on mRNA expression of matrix metalloproteinase 2 
(MMP-2) and RhoC of Hela cells 

图 1  脉冲电场对宫颈癌Hela细胞基质金属的酶 2和RhoC
基因 mRNA表达的影响 

500 bp 

 
 

250 bp 

 

100 bp 

M        1        2       3      4 

表 3  脉冲电场对宫颈癌Hela细胞基质金属的酶 2和RhoC基
因 mRNA表达的影响 

Table 3  Effect of different intensities of pulse electric fields on 
mRNA expression of matrix metalloproteinase 2 
(MMP-2) and RhoC of Hela cells               (x

_

±s)

a
P < 0.05, vs. control group; 

b
P < 0.05, vs. 500 V/cm group; 

c
P < 0.05, vs. 

1000 V/cm group 

Group MMP-2/GAPDH RhoC/GAPDH 

 

Control 

 

0.907 6±0.007 4 

 

0.907 0±0.009 6 

500 V/cm 0.893 6±0.008 9 0.894 1±0.124 5 

1 000 V/cm  0.661 4±0.083 3
ab
  0.713 2±0.182 2

ab
 

1 500 V/cm   0.583 0±0.148 5
abc
   0.603 0±0.129 8

abc
 

GAPDH (310 bp) 

 

 

MMP-2 (118 bp) 

M       1        2       3      4 

500 bp 
 

 

250 bp 
 

 

100 bp 

M: marker; 1: control group; 2: 500 V/cm group; 3:       

1 000 V/cm group; 4: 1 500 V/cm group 

GAPDH(310 bp) 

RhoC (119 bp) 
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侵袭与转移是恶性肿瘤最重要的生物学行为，同时

也是一个多因素、多步骤的极其复杂的病理过程。MMP-2

是一种Zn
2+
和Ca

2+
 依赖性蛋白水解酶，在肿瘤细胞和间

质细胞中以酶原方式分泌，经水解激活，能特异性降解

基底膜的主要成分-Ⅳ型胶原。研究发现它不仅能崩解细

胞外基质，还可使细胞外基质重排，有利于肿瘤细胞的

游出，并与宫颈癌细胞的侵袭行为有很大的相关性，当

MMP-2的活性或表达降低时肿瘤细胞的侵袭性也会明显

减弱
[18]
。实验检测到脉冲电场作用于Hela细胞后，MMP-2

的mRNA表达显著下降，且随着脉冲电场强度的增加，

这种变化趋势趋明显。由此推测，下调MMP-2的表达，

减弱其降解和重排细胞外基质的能力，可能是脉冲电场

抑制人宫颈癌细胞Hela侵袭转移能力的机制之一。 

RhoC是Rho家族的一个成员，在许多肿瘤特别是

侵袭性高的肿瘤如乳腺癌、恶性黑色素瘤、食管癌等中

都有高表达
[19-20]

。Chen等
[21]
证实RhoC基因高表达与肿

瘤的侵袭力密切相关，RhoC基因编码的三磷酸鸟苷结

合蛋白，具有三磷酸鸟苷酶活性，在细胞的信号转导通

路中作为信号转换器或分子开关，作用于细胞骨架或其

靶蛋白，参与细胞信号的转导和肌动蛋白细胞骨架的调

节，通过调控细胞迁移的多个方面，参与肿瘤转移的全

过程。有研究发现RhoC阳性表达与MMP2阳性表达有

协同作用，呈正相关性。过度表达RhoC能导致MMP-2、

MMP-9、MTI-MMP等的mRNA表达显著升高，即RhoC

不但能明显上调MMPs的表达水平，同时也能增加

MMPs的活性，使其降解细胞外基质能力增强，在肿瘤

细胞的侵袭过程中起到重要的促进作用
[22-23]

。由此可

见，RhoC诱导细胞迁移，而后导致MMP-2破坏转移部

位的细胞外基质，从而完成侵袭转移的过程。本研究也

显示脉冲电场明显抑制RhoC mRNA的表达，同时随着

脉冲电场强度的增加，这种变化趋势愈加明显，且和对

MMP-2mRNA表达的抑制也具有协同性，由此可推测脉

冲电场对RhoC表达的抑制可能是脉冲电场引起MMP-2

表达抑制及减弱其活性的重要原因之一。 

综上所述，脉冲电场能够抑制Hela细胞的侵袭转移

能力，下调MMP-2和RhoC的表达是其可能的机制之一。

由于脉冲电场给恶性肿瘤的治疗提供一条新的思路和

方法，国外已将脉冲电场应用于临床前列腺癌患者的治

疗，并取得了较好效果
[24]
。但对脉冲电场在妇科疾病方

面的作用研究还处于起步阶段，尚需进一步研究。 
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