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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨电化学疗法(ECT)对乳腺癌 MCF鄄7 细胞内钙离子浓度及细胞凋亡、坏死和细

胞生长抑制的影响。 方法摇 将 MCF鄄7 细胞分为对照组及实验组,对照组为 0 C(C:库仑),实验组按电量

不同分为 4 组:3 C、5 C、10 C 及 20 C 组。 每组重复 6 孔,用不同电量处理 MCF鄄7 细胞后培养 6 h 和 24 h,
通过 MTT 法、GENMED 细胞钙离子浓度比色法、流式细胞仪和激光共聚焦分别检测细胞生长抑制率、细
胞内 Ca2+浓度、观察凋亡和坏死情况。 组间均数比较采用方差分析,应用 SNK 方法进行两两比较, 应用

5伊2 析因分析探讨电量与时间对细胞的影响。 结果摇 不同电量干预 MCF鄄7 细胞后培养 6 h 及 24 h,细
胞生长抑制率(6 h:F = 508. 43,P = 0. 000;24 h:F = 232. 76, P = 0. 000)、坏死率(6 h:F = 2282郾 07,P =
0郾 000;24 h:F=2644. 60,P=0. 000)、细胞内 Ca2+浓度(6 h:F= 1416. 06,P= 0. 000;24 h:F= 2394. 26,P=
0. 000)随电量增加而增加,电量及培养时间之间具有交互作用(F = 288. 93,P = 0. 000;F = 2305. 39,
P=0. 000;F=1651. 96,P=0. 000)。 流式细胞仪检测细胞凋亡率结果显示,细胞凋亡率在 3、5、10 C 组明

显增高,而 20 C 组细胞凋亡率降低,电量及培养时间有交互作用(F = 51. 20,P = 0郾 000)。 结论摇 ECT 可

抑制乳腺癌 MCF鄄7 细胞株的生长并诱导其凋亡,并引起细胞内 Ca2+浓度升高。 低剂量 ECT 主要诱导细

胞凋亡,高剂量 ECT 主要引起细胞坏死。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the influence of electrochemical therapy(ECT) on intracellular
Ca2 + concentration, apoptosis and necrosis, and proliferation inhibition in breast cancer MCF鄄7 cells.
Methods摇 MCF鄄7 cells were randomly divided into 5 groups treated by different quantities of electricity,i. e. ,
0 c(control group),3 C,5 C,10 C,20 C (experimental groups). We replicated 6 wells in each group. The cells
were cultured for 6 h and 24 h after electrochemical treatment. MTT method,GENMED calcium colorimetric assay
and flow cytometry assay were used to detect the inhibitory rate of cells growth and intracellular Ca2 +

concentration,respectively. The confocal laser scanning microscope was used to observe the apoptosis and necrosis
of MCF鄄7 cells. The means between the two groups were compared using analysis of variance, SNK method was
used for pairwise comparison, and 5 伊 2 factorial analysis was performed to explore the effect of quantity of
electricity and time on the cells. Results 摇 At 6 h and 24 h of culture after ECT with different quantities of
electricity,the inhibition rate of MCF鄄7 cells (6h:F = 508. 43,P = 0. 000;24 h:F = 232. 76,P = 0郾 000),necrosis
rate (6 h:F=2282. 07,P=0. 000;24 h:F = 2644. 6,P = 0. 000),and intracellular Ca2+ concentration (6 h:F =
1416. 06,P=0. 000;24 h:F=2394. 26,P = 0. 000) were significantly increased with the increase of quantity of
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electricity,and the interaction was observed between quantity of electricity and culture time (F = 288. 93,P =
0郾 000;F= 2305. 39,P = 0. 000;F = 1651. 96,P = 0. 000). Flow cytometry showed that the apoptosis rate was
significantly increased in 3 C,5 C,10 C groups,and then decreased in 20 C group,the interaction was observed
between quantity of electricity and culture time (F=51. 20,P=0. 000). Conclusions摇 ECT can inhibit the cell
growth and induce the apoptosis of MCF鄄7 cells and increase the concentration of intracellular Ca2+ . However,low
dose of ECT mainly induces cell apoptosis and high dose of ECT mainly causes cell necrosis.

揖Key words铱 摇 Breast neoplasms; 摇 Electrochemical therapy; 摇 MCF鄄7 cells; 摇 Cell apoptosis; 摇
Necrosis

摇 摇 电化学疗法(electrochemical therapy,ECT)是
通过低电压直流电的电解、电离、电泳、电渗等作

用产生的一系列电化学反应以杀灭肿瘤细胞。 已

有实验表明,ECT 具有较强的杀灭癌细胞作用,可
直接导致癌细胞死亡[1鄄2],并可诱导肿瘤细胞凋

亡[3鄄4]。 本实验通过检测 ECT 前后癌细胞生长和

凋亡情况,测定细胞内钙离子浓度的变化并分析

其与凋亡的关系,进一步探讨 ECT 对乳腺癌细胞

的作用机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验材料

人乳腺癌 MCF鄄7 细胞株由中国医学科学院

肿瘤细胞库提供;DMEM 细胞培养液、胎牛血清

及胰酶 (1 颐 250) 为美国 Hyclone 公司产品;青
霉素、链霉素、Dulbecco PBS 缓冲液(DPBS)、胰
岛素、DMSO、MTT 购于德国 Sigma 公司;细胞凋

亡检测试剂 Annexin V鄄EGFP 为上海 BestBio鄄贝
博公司产品;细胞钙离子浓度比色法定量检测试

剂盒为上海 GENMED Scientifics Inc. USA 公司

产品。
1郾 2摇 实验仪器

ZAY ~6BII 型电化学治疗仪(北京航空航天

大学测控技术研究所研制);Guava 微毛细管式细

胞分析仪(美国 Millipore 公司);酶标仪 Model680
(美国 BIO鄄RAD 公司);FV100IX81 型激光共聚焦

显微镜(德国 OLYMPUS 公司)。
1郾 3摇 电极的制做

将 6 孔板盖用透明塑料板加厚粘实,每孔打

两眼,相距 10 mm,将铂电极插入深 10 mm 并固

定。 实验前先用酒精擦拭,再放入超净台用紫外

线照射消毒。
1郾 4摇 电化学体外治疗分组及方法

人乳腺癌细胞株 MCF鄄7 培养于含 10% 胎牛

血清、 青 霉 素 100 U / ml、 链 霉 素 100 U / ml、
0. 01 mg / ml 胰岛素的 DMEM 培养液中,在 37 益,

5%CO2充分湿度条件下培养,取对数生长期的细

胞经 0. 25%胰酶消化将等量细胞接种于 6 孔板。
分为对照组和治疗组,对照组为 0 C (C:库仑),
治疗组按电量不同分为 4 组:3 C、5 C、10 C 及

20 C 组。每组重复 16 孔。 待细胞贴壁长满整个

孔底时更换培养液,然后进行电化学刺激,对照组

不通电,治疗组通电后逐渐升压使电流平稳在

10 mA,此时电压为 5 ~ 8 V,达到各组预置电量

(3 C、5 C、10 C、20 C)后缓慢降压于零。 治疗后

在 37 益,5%CO2培养箱中培养 6 h (8 孔)和 24 h
(8 孔)。
1郾 5摇 细胞抑制试验

将 200 滋l 治疗后的细胞转移到 96 孔板,同时

每孔加入 5 mg / ml MTT 溶液 20 滋l,37 益继续孵

育 4 h,终止培养,小心吸弃孔内培养上清液。 每孔

加入 150 滋l DMSO,振荡 10 min。 选择 570 nm 波

长,在酶标仪上测定各孔吸光度(D)值。 计算公

式:抑制率=(D对照组-D实验组) / D对照组伊100% 。
1郾 6摇 细胞凋亡和坏死的测定

治疗后的细胞用 0. 25% 胰酶消化收取,PBS
洗涤 2 次,加入 400 滋l 连接缓冲液悬浮细胞,加入

5 滋l Annexin V鄄EGFP,混匀后避光15 min,加入10 滋l
PI,混匀后避光 5 min。 处理后 1 h 内用流式细胞

仪检测细胞凋亡率和激光共聚焦显微镜观察细胞

坏死情况。 计算细胞坏死率 =坏死细胞数 /细胞

总数伊100% 。
1郾 7摇 细胞内钙离子浓度测定

治疗后的细胞按照 GENMED 细胞钙离子浓

度比色法检测试剂盒说明书进行收集,测量严格

按照说明书步骤操作。 实际钙浓度(mmol / L) =
根据标准曲线获得样品对应浓度(mmol / L)伊样品

稀释倍数。
1郾 8摇 统计学方法

所有实验结果数据均借助 SAS 9. 3 统计软件

分析,针对每个干预后培养时间点(6 h 及 24 h),
应用单因素方差分析对各时间点不同电量引起的
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凋亡进行统计分析,首先对各组进行正态性及方

差齐性检验检验,如所有数据均符合正态性及方

差齐性,组间均数比较采用方差分析,若组间均数

比较有统计学差异,再应用 SNK 方法进行两两比

较。 如上述数据中的一组或多组不符合正态性及

方差齐性,则应用 Wilcoxon 秩和检验的统计方法进

行统计分析,当组间整体有统计学意义时,再应用

秩和检验进行两两比较,其中 倩爷 = 倩 / [2(k-1)]。
针对 6 h 和 24 h 两个时间点,应用 5伊2 析因分析,
探索电量主效应、时间主效应及电量与时间的交

互作用对细胞的影响。 上述统计分析过程均应用

双侧检验,倩=0. 050。

2摇 结果

2郾 1摇 ECT 后 MCF鄄7 细胞抑制率的变化

MTT 结果显示,不同电量干预 MCF鄄7 细胞后

培养 6 h 及 24 h,细胞生长抑制率随电量增加而

增加(6 h:F=508. 43,P=0. 000;24 h:F=232. 76,
P=0. 000);电量及培养时间之间具有交互作用,
提示 ECT 随电量及培养时间的增加治疗效果更

为明显(F=288. 93,P=0. 000,表 1)。

表 1摇 不同治疗电量下人乳腺癌 MCF鄄7 细胞的
细胞抑制率的变化 (% )

组别
抑制率b

6 h 24 h

0 C 0 0

3 C 16. 96依6. 07 26. 93依11. 01

5 C 30. 32依9. 07 63. 53依12. 74

10 C 83. 14依3. 54 90. 43依4. 35

20 C 94. 27依2. 02 98. 67依0. 56

F 值a 508. 43摇 232. 76摇

P 值 摇 0. 000 摇 0. 000

摇 摇 注:每组重复 8 孔;a对同一时间点的组间比较应用单因素方
差分析;b电量与时间具有交互作用,F=288. 93,P=0. 000;在同一
时间点各组两两比较,P<0. 050

2郾 2摇 ECT 后 MCF鄄7 细胞的凋亡和坏死

由图 1 可见 6 h 10 C 组以早期凋亡(蓝色箭

头)为主,6 h 20 C 组和 24 h 10 C 组以晚期凋亡

(红色箭头)和坏死(绿色箭头)为主,24 h 20 C 组

以坏死细胞为主(绿色箭头)。 以不同电量干预

MCF鄄7 细胞后培养 6 h 及 24 h,坏死率随电量增

加而增加(6 h:F = 2282. 07,P = 0. 000;24 h:F =
2644. 60,P=0. 000),且电量及培养时间之间具有

交互作用(F=2305. 39,P=0. 000,表 2)。

注:a 图为 6 h 10 C 组(伊200);b 图为 6 h 20 C 组(伊200);c 图为 24 h 10 C 组(伊200);d 图为 24 h 20 C 组(伊200);
蓝色箭头所示为早期凋亡细胞;红色箭头所示为晚期凋亡细胞;绿色箭头所示为坏死细胞

图 1摇 MCF鄄7 细胞在激光共聚焦显微镜下的图像
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注:a 图为 6 h 0 C 组;b 图为 24 h 0 C 组;c 图为 6 h 10 C 组;d 图为 24 h 20 C 组

图 2摇 流式细胞仪显示细胞凋亡率的变化

摇 摇 流式细胞仪检测结果显示细胞凋亡率在 3、
5、10 C 组明显增高, 而 20 C 组凋亡率降低

(图 2),各治疗组均比对照组增高(6 h:F=1151. 53,
P=0. 000;24 h:F = 1272. 61,P = 0郾 000)。 电量及

培养时间之间具有交互作用,提示凋亡率在一定

范围内随电量及培养时间的增加而增加 (F =
51郾 20,P=0. 000,表 2)。

表 2摇 不同电量及作用时间对人乳腺癌 MCF鄄7 细胞

凋亡率和坏死率的影响 (% )摇

组别
凋亡率b 坏死率c

6 h 24 h 6 h 24 h

0 C 3. 08依0. 75 3. 29依0. 55 6. 64依0. 54 6. 66依0. 96

3 C 14. 71依0. 84 23. 32依1. 21 10. 52依1. 54 19. 77依1. 07

5 C 30. 01依1. 57 35. 34依1. 20 15. 14依1. 56 25. 03依1. 02

10 C 37. 63依1. 58 51. 08依2. 56 18. 26依1. 19 30. 35依1. 27

20 C 7. 54依1. 45 14. 92依0. 96 63. 05依1. 96 79. 54依2. 65

F 值a 1151. 53 摇 1272. 61 摇 2282. 07 摇 2644. 60 摇

P 值 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000

摇 摇 注:每组重复 8 孔;a对同一时间点的组间比较应用单因素方

差分析;b电量与时间有交互作用应用,F=51. 02,P=0. 000;c电量

与时间有交互作用,F=2305. 39,P = 0. 000;在同一时间点各组两

两比较,P<0郾 050

2郾 3摇 ECT 后 MCF鄄7 细胞内 Ca2+浓度的变化

ECT 后培养 6 h 及 24 h 细胞内 Ca2+浓度随电

量增加而增加(6 h:F = 1416. 06,P = 0. 000;24 h:
F=2394. 26,P = 0. 000),且电量及培养时间之间

具有交互作用,具体数据及统计数值见表 3。

表 3摇 不同电量及作用时间对人乳腺癌 MCF鄄7 细胞内
Ca2+浓度的影响 (mmol / L)摇

组别
Ca2+浓度b

6 h 24 h

0 C 0. 021依0. 002 0. 022依0. 002

3 C 0. 130依0. 003 0. 155依0. 007

5 C 0. 200依0. 024 0. 283依0. 009

10 C 0. 333依0. 033 0. 480依0. 019

20 C 0. 843依0. 035 0. 945依0. 041

F 值a 1416. 06 2394. 26

P 值 摇 摇 0. 000 摇 摇 0. 000

摇 摇 注:每组重复 8 孔;a对同一时间点(6 h 及 24 h)不同电量组
应用单因素方差分析;b电量与时间具有交互作用,F = 1651. 96,
P=0. 000;在同一时间点各组两两比较,P<0. 050

3摇 讨论

细胞凋亡是细胞在基因调控下主动有序的自

杀过程。 肿瘤的发生是细胞增殖与细胞凋亡平衡

·51·中华乳腺病杂志(电子版) 2015 年 2 月 第 9 卷 第 1 期 Chin J Breast Dis(Electronic Edition),February 2015,Vol郾 9,No郾 1



失调的结果,失控的增殖和凋亡与多种肿瘤的发

生、发展密切相关。 多种抗肿瘤药、放射治疗等都

能通过诱导肿瘤细胞凋亡的途径发挥抗肿瘤作

用,抗肿瘤效果取决于其诱导肿瘤细胞凋亡的

能力。
研究表明电化学治疗恶性肿瘤可能存在如下

机制:(1)电流物理刺激后,阴阳电极之间的离子

质子运动,阴阳电极周围电解质、pH 值、离子浓度

改变,从而改变酸碱平衡,破坏细胞膜完整性,使
细胞破裂,细胞内容物释出,造成细胞坏死或凋

亡[5];(2)电场的作用可导致细胞内外电位梯度

改变,激活细胞膜离子通道,离子在电场中的迁移

可能促进部分 Ca2+细胞内流,提高胞内的 Ca2+浓

度,激活核酸内切酶,切断 DNA 而导致细胞凋

亡[6];(3) K+、Na+、Ca2+ 等阳离子向阴极移动聚

集,Cl-、OH-等阴离子向阳极移动聚集,造成阴阳

电极周围离子浓度改变,破坏了体液电解质平衡

及癌细胞内环境的稳定,从而抑制细胞增殖和诱

导细胞凋亡[7鄄8]。
本研究结果显示:治疗组抑制率随电量增加

而增加,且 24 h 比 6 h 更明显,可见 ECT 对人乳

腺癌 MCF鄄7 细胞体外增殖具有显著的抑制作用,
并呈剂量依赖性及时间效应。 人乳腺癌 MCF鄄7
细胞凋亡率治疗组比对照组增加,而在 3 C、5 C、
10 C 组呈明显的量效关系且 24 h 比 6 h 增加更

明显,这与笔者之前的研究结果是一致的[9鄄10]。
低毫安电化学疗法也能诱导癌细胞凋亡,凋亡率

在一定范围内与电量成明显的量效关系,且有一

定的时间效应 [3鄄4],而在干预剂量 20 C 时凋亡率

增加不明显,以细胞坏死为主。 von Euler 等[11] 研

究不同 pH 值环境对细胞的杀伤作用,发现酸性

环境对细胞的杀伤机制有两种,即坏死和凋亡;碱
性环境,特别是强碱环境杀伤细胞方式只有坏死。
在干预电量 20 C 时,因电极周围 pH 值及细胞外

环境发生剧烈变化,对细胞的作用可能以使细胞

发生坏死为主。 已有研究发现电化学治疗过程

中,阴极 pH 值为 12 ~ 14,阳极 pH 值为 2 ~ 2. 5,
pH 值变化使癌细胞膜上和细胞内液中的各种蛋

白质,特别是酶蛋白发生不可逆失活变性而导致

癌细胞坏死[3]。本研究发现 20 C 组经电化学治疗

后,大量乳腺癌 MCF鄄7 细胞以坏死为主而不是凋

亡。 这也表明较高电量的 ECT 治疗能直接导致

乳腺癌 MCF鄄7 细胞的坏死。

目前认为细胞凋亡的过程受到来自细胞内外

多种信号的调控。 其中 Ca2+作为第二信使在细胞

凋亡的过程中起着重要的作用,Ca2+ 浓度失衡以

及 Ca2+浓度稳态的调节因子在诱导细胞凋亡过程

中起着重要作用[12]。 细胞内 Ca2+ 浓度的升高参

与了凋亡的早期信号传导和凋亡的执行阶段,其
机制可能是细胞内 Ca2+浓度的升高可激活某些蛋

白激酶、磷脂酶和内源性核酸酶等诱导凋亡[13鄄14]。
本实验结果显示干预组与对照组相比,细胞内

Ca2+浓度随电量的增加而增加,且 24 h 比 6 h 增加

更明显,即随作用时间增加而升高;乳腺癌 MCF鄄7
细胞凋亡率在 3 C、5 C、10 C 组呈明显的量效关系

且24 h 比 6 h 增加更明显,这表明 ECT 可使人乳腺

癌细胞 MF鄄7 细胞内 Ca2+浓度升高,且在一定电量

范围内细胞内 Ca2+浓度与凋亡率呈正相关。
综上所述,ECT 可抑制人乳腺癌 MCF鄄7 细胞

的增殖,并引起细胞内 Ca2+浓度升高从而诱导其

凋亡;低剂量电化学疗法主要诱导细胞凋亡,高剂

量电化学疗法主要引起细胞坏死。 ECT 治疗肿瘤

的机制与治疗时细胞内 Ca2+浓度的变化有明显的

关系。 然而对于细胞内各种离子浓度的变化规律

与治疗剂量、时间、凋亡率之间的关系,仍有待深

入研究。
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