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Abstract
誗AIM: To observe the effect of applied direct electric
field (EF) on the migration, cell growth, apoptosis and
cell cycle of human lens epithelial cells (hLECs) .
誗 METHODS: HLE - B3 cells were exposed to EF at
100mV/ mm, 200mV/ mm and 400mV/ mm, respectively.
Cells without EF - exposure were treated as normal
controls. Photos of HLE - B3 cells were captured before
and after EF - exposure, and the cell numbers were
calculated. Apoptosis and cell cycle were detected with
flow cytometry after EF-exposure for 24h.
誗RESULTS: After exposure to EF at 400mV/ mm for 3h,
HLE-B3 cells showed directed migration to the cathode.
The cell number of HLE - B3 cells decreased gradually
with continuous EF-exposure, and decreased by 12. 6%
at 6h and by 18. 6% at 12h, respectively (P<0. 05) . After
exposure to EF at 100mV/ mm, 200mV/ mm and 400mV/
mm for 24h, the apoptosis rates of HLE - B3 cells
increased dramatically compared to that of the normal
control, which were (9 . 2 依 1 . 9)% , (23 . 9 依 2 . 6)% and
(54 依 2 . 5 )% , respectively (P< 0. 05) . Accordingly, the

results of flow cytometry showed that cell numbers in
G2 / M phase were increased after EF - exposure, which
were (13. 8依2. 2)% and (15. 6依2. 5)% at 200mV/ mm and
400mV/ mm, respectively (P<0. 05) .
誗 CONCLUSION: Applied direct EF induces directed
migration of HLE - B3 cells and inhibits the cell growth
with the prolongation of the EF-exposure time. EF also
induces cell apoptosis and G2 / M phase inhibition of the
cell cycle in HLE-B3 cells.
誗KEYWORDS:electric field; human lens epithelial cell;
cell migration; apoptosis; cell circle
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摘要
目的:观察外加直流电场对人晶状体上皮细胞 ( lens
epithelial cell,LEC)移行和增殖活力的影响。
方法:将培养的人晶状体上皮细胞系 HLE-B3 细胞暴露
于电场强度为 100、200、400mV / mm 的直流电场中,未受
电场暴露的细胞作为正常对照组。 倒置显微镜观察并记
录电场暴露前及暴露后的细胞图像,并计数细胞数目;流
式细胞仪检测电场暴露前及暴露 24h 后的细胞凋亡率和
细胞周期。
结果:强度为 400mV / mm 的电场暴露 3h 后,HLE-B3 细
胞呈现朝向电场阴极一侧的定向移行。 电场持续暴露
后,HLE-B3 细胞数逐渐减少,在电场作用 6h 和 12h 时分
别较正常对照组减少 12. 6%和 18. 6% ,差异均具有统计
学意义(P<0. 05)。 100、200、400mV / mm 电场暴露 24h
后,HLE-B3 细胞凋亡率分别为(9. 2 依1. 9)% 、(23. 9 依
2郾 6)% 、(54依2. 5)% ,与正常对照组相比明显增加(P<
0. 05);细胞周期检测结果显示,HLE-B3 细胞进入 G2 / M
期的比例随电场强度增加逐渐上升,其中 200mV / mm 和
400mV / mm 电场中 G2 / M 期细胞比例分别为 ( 13. 8 依
2郾 2)%和(15. 6依2. 5)% ,与正常对照组相比差异具有统
计学意义(P<0. 05)。
结论:外加直流电场可诱导 HLE-B3 细胞的定向移行,随
电场作用时间的延长和电场强度增加,细胞生长受到抑
制,同时伴随细胞凋亡增加和细胞周期 G2 / M 期阻滞。
关键词:电场;人晶状体上皮细胞;细胞移行;凋亡;细胞
周期
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0 引言
摇 摇 后发性白内障(posterior capsule opacification,PCO)
是当前白内障术后影响视力的最主要原因。 其形成是由
于白内障术后晶状体后囊膜上残留的 LEC 增殖、移行和
转分化而引起后囊膜混浊[1]。 该过程被认为是手术启动
了晶状体的异常损伤修复反应,进而诱发 LEC 在后囊膜
上增殖、移行,但对于诱发晶状体上皮细胞(lens epithelial
cell,LEC)出现这一异常生物学反应的信号和机制至今
仍未明确。 对晶状体的研究显示,当白内障手术将晶状
体前囊膜撕开后,即可在赤道部诱发出一个内向电流继
而形成电场,这一作用同时增加了赤道部 LEC 的增
殖[2]。 已证实,内源性电场广泛存在于机体组织内部,对
维持组织的正常生理功能以及组织的损伤修复可能发挥
重要作用[3]。 本研究观察电场对人 LEC 的移行、凋亡、
细胞周期等生物学活性的影响,为进一步明确电场对人
LEC 的作用、进而探索电场在 LEC 损伤修复过程中可能
的调控作用奠定实验基础。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 培养人晶状体上皮细胞系 HLE-B3 细 胞 株
(美 国 ATCC),胎牛血清、低糖型 DMEM 培养液、0. 5g / L
胰蛋白酶(美国 Gibco 公司),Annexin 吁-FITC / PI 细胞
凋亡检测试剂盒、细胞周期检测试剂盒(南京凯基生物科
技发展有限公司);倒置相差显微镜(德国 Leica 公司);
流式细胞仪(美国 BD 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 外加电场的制备摇 外加直流电场设备参照文献[4]

的方法。 用硅酮胶将两片平行放置、厚 0. 5mm、长 24mm、
间距 10mm 的有机玻璃片固定于培养皿底部,其间放入
接种有 HLE-B3 细胞的玉号盖玻片,随即于上方覆盖域
号盖玻片(24mm伊14mm);硅酮胶密封,即形成一两端开
放的细胞培养小室,维度为 10mm伊24mm伊0. 5mm。 小室
两端分别与 10mm伊30mm伊5mm 的玻璃槽连接,以增加培
养液容积而防止其 pH 值产生明显波动。 向槽中加入培
养液,使其刚好流过细胞培养小室中的细胞表面。 两根
Pt 电极置于盛有生理盐水的烧杯中,用两根盐桥管分别
将细胞培养小室两端的培养液与烧杯相连,以防止电解
产物进入培养液。 实验过程中维持电流低于 0. 6mA 而
减少焦耳热。 在实验过程中通过实时检测细胞培养小室
两端电压,未见明显波动。 控制细胞周围环境于 37毅C,
50mL / L CO2。 选用的电场强度为 100、200、400mV / mm。
未接受电场暴露的细胞做为正常对照组。
1. 2. 2 细胞移行观察摇 在 400mV / mm 的电场强度下,显
微照相系统连续记录电场作用开始后每 30min 的细胞图
像,连续观察 3h,将图像进行比较。
1. 2. 3 细胞数目计算摇 细胞在上述电场作用条件下暴露
12h,分别于电场作用前、作用 3、6、12h 后在倒置显微镜
下以伊2. 5 放大倍数照相,并采用 Image-Pro Plus software
7. 0 软件计数各图像中细胞数目,实验重复 3 次。
1. 2. 4 流式细胞术检测细胞凋亡率 摇 细胞分别暴露于
100、200、400mV / mm 电场强度中 24h。 弃培养液,用冷
PBS 重悬细胞,1 200r / min 离心 5min,再重复 1 次,最后
弃上清,再加 1mL PBS 混匀,转移至 1. 5mL EP 管中。 加
入 5滋L Annexin V-FITC,振荡均匀后 4益孵育 15min,然
后再加入 5滋L 碘化丙啶(PI),同样孵育 5min,随后立即
上流式细胞仪分析,检测细胞凋亡情况,每组重复 4 次。

1. 2. 5 流式细胞术检测细胞周期 摇 各实验组处理同上,
收集细胞离心,弃上清,加 1mL 冷 PBS 洗 1 次,再加
250mL PBS 吹散混匀,用 750mL 冷无水乙醇缓慢固定,
4益冰箱过夜。 离心后弃上清,收细胞,用 PBS 洗涤后,加
500滋L FACS buffer(0. 1% BSA,0. 01% NaN3,1伊PBS)混
悬细胞。 加 2. 5滋L(10滋g / mL)RNase,室温消化 15min,再
加 25滋L PI(1滋g / mL,PBS 溶解),避光室温染色 15min。
转至流式检测管,用流式细胞仪检测分析细胞周期内细
胞 DNA 含量变化。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 统计软件进行统计分析,
本研究中测量指标的数据资料经 Shapiro-Wilk 检验呈正

态分布,以 軃x依s 表示,组间数据资料经 Levene 检验证实方
差齐。 采用均衡分组单因素干预多水平实验设计,各项检
测指标总体差异比较均采用单因素方差分析,组间多重比
较采用 SNK-q 检验。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 外加直流电场对 HLE-B3 细胞移行的影响摇 在本研
究采用的实验条件下,当细胞暴露于外加直流电场后,
HLE-B3 细胞由静止期被激活,表现为细胞胞体开始收
缩。 当电场强度低于 400mV / mm 时,细胞的移行与正常
对照组相比未见显著变化(图 1A ~ B)。 而当电场强度
增加至 400mV / mm 并连续观察 3h 后,HLE-B3 细胞呈现
朝向电场阴极一方的定向移行,且该现象随电场作用时
间的延长更为明显(图 1C ~ D)。
2. 2 外加直流电场对 HLE-B3 细胞数目的影响摇 在电场
强度为400mV/ mm 的电场中,连续记录HLE-B3 细胞在电场
作用 12h 的情况,并计数细胞数。 检测结果显示,在观察
时间段内,正常对照组 HLE-B3 细胞数目呈现缓慢增加
趋势(图 2A ~ B)。 与此相反,暴露于电场中的 HLE-B3
细胞生长分裂受到抑制,表现为细胞数未出现增加,并随
电场作用时间延长细胞数逐渐减少(图 2C ~ D)。 各组
间细胞数目比较有显著统计学差异 ( F = 177. 29,P <
0郾 01),其中,在电场作用 6h 和 12h 时 HLE-B3 细胞数分
别较正常对照组减少 12. 6% (P = 0. 04)和 18. 6% (P =
0郾 03),细胞数差异比较均具有统计学意义(图 2E)。
2. 3 外加直流电场对 HLE-B3 细胞凋亡的影响摇 流式细
胞术分析显示,分别暴露于电场强度为 100、200、400mV/ mm
的电场中 24h 后,电场作用对细胞凋亡均产生显著影响
(F=74. 68、P<0. 01)。 其中各组电场强度下 HLE-B3 细
胞凋亡率分别为(9. 2 依 1. 9)% ,(23. 9 依 2. 6)% ,(54 依
2郾 5)% ,与正常对照组(2. 8依0. 6)%相比明显增加,差异
均具有统计学意义(P=0. 02、<0. 01、<0. 01,图 3)。
2. 4 外加直流电场对 HLE-B3 细胞周期的影响摇 PI 染色
法检测细胞周期分析结果显示,电场作用 24h 后,HLE-B3
细胞进入 G2 / M 期的比例随电场强度增加呈现逐渐上升趋
势(F = 193. 45,P<0. 01)。 其中 200mV / mm 和 400mV / mm
电场中 G2 / M 期细胞比例分别为(13. 8依2郾 2)%和(15. 6依
2. 5)% ,与正常对照组(8. 8依3. 9)% 相比差异具有统计
学意义(P=0. 03、<0. 01,图 4)。
3 讨论
摇 摇 上皮组织由于细胞表层和基底侧离子的不对称分布
而产生离子流动,继而形成跨上皮电势。 当上皮出现缺
损或细胞间紧密连接减弱时,跨上皮电势可驱使电流流
出,在上述部位周围产生与其电阻相适应的内源性电场。
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图 1摇 电场暴露对 HLE-B3 细胞移行的影响摇 A:200mV / mm,
电场暴露前;B:200mV / mm,电场暴露 3h 后;C:400mV / mm,电
场暴露前;D:400mV / mm,电场暴露 3h 后;电场方向以( -)、
(+)表示。

图 2摇 电场暴露对 HLE-B3 细胞数目的影响摇 A:正常对照组
0h;B:正常对照组 12h;C:细胞暴露于 400mV / mm 电场前;D:细
胞暴露于 400mV / mm 12h 后;E:细胞分别在 0、3、6、12h 时与正常
对照组相比数目的变化(EF:电场;aP<0. 05 vs 正常对照组)。

在电场作用下,细胞可呈现朝向阴极或阳极方向的定向
移动(该现象称为细胞的趋电性)。 对牛和大鼠 LEC 的
体外实验表明,与内源性电场大小相当的外加直流电场
可诱导细胞的定向移行,且随细胞种属来源、细胞在晶状

图 3摇 电场暴露后 HLE-B3 细胞凋亡的变化摇 A:电场暴露前;
B:400mV/ mm 电场暴露 24h;C:强度为 100、200、400mV/ mm 电场暴
露后的细胞凋亡率(EF:电场;aP<0. 05,bP<0. 01 vs 正常对照组)。

图 4摇 电场暴露后 HLE-B3 细胞周期的变化摇 A:电场暴露前;
B:400mV/ mm 电场暴露 24h;C:强度为 100、200、400mV/ mm 电场暴
露后的细胞周期(EF:电场;aP<0. 05,bP<0. 01 vs 正常对照组)。

体中位置来源和电场强度的不同,移行方向也不同[5-6]。
本研究中依据前期研究结果并参考相关文献[5-6],采用
100 ~ 400mV / mm 大小电场范围为实验条件,并选择种属
来源为人的晶状体上皮细胞系。 实验结果显示,在相同
观察时间段内(3h),细胞在低电场强度( <400mV / mm)
中以形态改变为主,但移行趋势并不明显。 而当电场强
度增加至 400mV / mm 后,细胞显示出阴极一侧定向移行
的趋电性。 该现象进一步证实,晶状体上皮细胞的移行
可受到外源性电场的调控,其发生与电场强度大小呈正
相关。 这一现象的发现为明确病理条件下晶状体上皮细
胞异常移行的发生机制提供新的线索。
摇 摇 在角膜组织中,电场可通过诱使细胞发生定向分
裂进而影响子细胞的定位,表现为促进分裂、增殖的作
用,同时诱导角膜神经轴突朝向损伤区域伸展和生长。
而对大鼠 LEC 的研究则发现,电场对细胞增殖和单层
细胞的损伤修复表现为抑制作用,朝向阴极一侧的损
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伤区修复速度较阳极缓慢[7] 。 由于细胞种类不同,目
前关于电场对细胞增殖的确切作用认识仍不明确。 本
研究结果显示,电场作用下,12h 内晶状体上皮细胞的
正常分裂增殖活动即受到抑制,该现象与电场强度呈
正相关。 另一方面,随着电场作用时间进一步延长至
24h,在本实验所选用的各电场强度下细胞均发生凋亡
现象,并随电场强度增加凋亡率逐渐增强。 这一凋亡
现象的发生伴发了细胞周期的抑制,表现为细胞周期
阻滞于 G2 / M 期,并同样与电场强度呈正相关。 以上结
果提示,电场对晶状体上皮细胞的增生活动呈现负向
调控作用,其作用可能主要是通过诱导细胞凋亡的出
现和细胞周期的阻滞来实现。
摇 摇 总之,本实验结果显示,外加直流电场可诱导 HLE-
B3 细胞的定向移行,并促进细胞的凋亡,伴随诱导其细
胞周期的阻滞。 电场发挥上述作用的机制有待进一步研
究探索。 本研究的结果初步探明电场对人 LEC 增殖、移
行的作用,由于 PCO 是 LEC 在晶状体后囊膜上异常的增
殖、移行所导致,因此本研究对进一步阐明 PCO 的发病
机制、并通过干预电场调控 LEC 的异常行为提供实验
依据。
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