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研究了大气压冷等离子体射流对子宫颈癌 Hela细胞的灭活机制.在倒置显微镜下观察不同等离子体处理条件

下的细胞形态,并通过中性红吸收测试定量测定各个条件下的细胞存活率.将功率维持在 18 W,在 900 mL/min氩等

离子体中添入氧气的百分含量分别为 1%, 2%, 4%和 8%的条件下处理 Hela细胞,探讨活性气体氧气在惰性气体氩

气中的百分含量对 Hela癌细胞灭活效率的影响,发现添加 2%氧气时,氩/氧等离子体灭活效果最佳,处理 180 s后细

胞存活率可降至 7%. 当继续添加氧超过 2%时,灭活效果逐渐减弱,直至 8%时,其效果反而不如单纯氩等离子体.通

过测量等离子体发射光谱,结果表明活性氧自由基在癌细胞灭活过程中可能起关键作用.
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1 引 言

近几年来,大气压冷等离子体射流及其在生物
医学方面的应用研究正获得越来越多的关注 [1−15],
尤其癌症治疗这个医学难题已成为等离子体医学

领域一个持续的研究热点. 子宫颈癌是严重危害全
球妇女健康的主要恶性肿瘤之一 [16], 发病率仅次
于乳腺癌, 高居妇女恶性肿瘤的第二位, 每年全世
界约有 50万新发病例,将近 29万死亡病例 [17]. 其
中,约 80%的宫颈癌患者在发展中国家 [18]. 我国是
子宫颈癌的高发区,每年新发病例约占全球新发病
例总数的 1/3[19], 其中约有 3 万人死于宫颈癌 [20].
目前, 子宫颈癌常规的治疗方式中, 外科手术虽然
是一种有效措施,但绝大多数患者就诊时已是中晚
期, 化疗成为最主要的治疗手段, 虽然在一定程度
上能提高宫颈癌患者的缓解率 [21], 但其不具有针
对性, 在杀灭恶性肿瘤细胞的同时, 也会无选择性
地损害大量正常细胞,对机体产生较大的毒副作用
和耐药性, 导致仍有部分患者临床疗效难尽人意.
而利用大气压冷等离子体射流灭活癌细胞具有相

对靶向性强、操作灵活、疗效确切、毒副作用小

等优点,使其在癌症治疗的道路上成为一种潜在的
新方法. 本文研究了大气压冷等离子体射流对子宫
颈癌细胞的灭活作用,探讨了活性气体氧气在惰性
气体氩气中的百分含量对 Hela癌细胞灭活效率的
影响,并揭示了大气压冷等离子体射流对 Hela癌细
胞的灭活机制.

2 实 验

2.1 装 置

本文使用的大气压冷等离子体射流装置的结

构, 如图 1 所示. 等离子体射流装置主要由两个
电极、聚四氟乙烯固定器、石英管 (内径 6 mm,
外径 8 mm) 和橡皮塞组成. 一根不锈钢细管 (内
径 0.9 mm, 外径 1.6 mm) 作为内电极与电源高压
端相连,被橡皮塞和聚四氟乙烯固定器固定在石英
管的中心. 铜箔 (宽度 5 mm)作为外电极与地线连
接,包裹在石英管下部漏斗型喷嘴处 (内径从 6 mm
到 1 mm),铜箔下端距离管口 5 mm. 工作气体氩气
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从石英管侧壁通入,而活性气体氧气从不锈钢细管

顶端注入. 如图 2所示, 为大气压冷等离子体射流

处理 Hela 癌细胞的实物图. 用峰值电压为 30 kV,

频率变化范围在 8—40 kHz的交流电源 (CTP2000)

产生等离子体射流, 作用于接种在 96 孔板底部的

Hela细胞.

图 1 大气压冷等离子体射流装置结构示意图

图 2 大气压冷等离子体射流处理 Hela癌细胞的实物图

2.2 样品制备

将 Hela细胞用含 10%胎牛清和密理博高糖培

养基 (DMEM)在 37 ◦C, 5% CO2 条件下培养,待细

胞生长至近融合状态, 消化细胞, 将细胞浓度调整

为 4000个/孔,把培养好的 Hela细胞株接种到微量

滴定 96孔板中,随后加入 2 mm厚度 DMEM继续

培养待细胞完全贴壁后进行等离子体处理.

2.3 实验方法

对培养后的子宫颈癌 Hela细胞株样品先进行
等离子体处理, 随后利用中性红检测其活性. 实验
前打开紫外灯灭菌 20—30 min. 处理时保持氩气流
量在 900 mL/min,维持功率在 18 W,将等离子体射
流装置插入 96孔板对应孔中,让喷嘴口与 DMEM
培养基液面距离保持 1 mm, 打开电源进行放电处
理. 该参数条件下的等离子体按处理时间梯度 30,
60, 90, 120, 150, 180 s和添加的氧气含量梯度 9, 18,
36, 72 mL/min 分别进行处理, 对照组仅用氩/氧气
流不开电源进行处理, 同一组参数对应三个样品.
处理后封口,在相同条件下继续培养 24 h后,观察
不同等离子体处理条件下的 Hela 细胞形态. 随后
吸走 DMEM 培养基, 用磷酸盐缓冲液 (PBS) 冲洗
细胞三次,轻柔拍打孔板,去除冲洗溶液.每孔加入
中性红的培养液,在 37 ◦C, 5% CO2 和湿度适宜的

环境下培养细胞 3 h. 去除中性红的培养液,每孔用
PBS 冲洗细胞一次, 轻轻倒出并吸干全部的 PBS,
加入中性红的裂解液.在微量滴定平板振荡器上快
速震荡微量滴定 96 孔板 10 min, 直至中性红从细
胞内被提取出来, 并形成均匀溶液. 用酶标仪测定
溶液在 540 nm 波长处的光密度, 用空白孔作为参
考对照.

3 结果和讨论

3.1 I-V 曲线

利用高压探头 (Tektronix P6015 A)测量加在大
气压冷等离子体射流装置上的电压,利用电流探头
(Tektronix P6021) 实时测量通过反应器的电流, 输
出信号由示波器 (Tektronix TDS 210)收集. 图 3是

图 3 氩 -氧等离子体射流装置放电电压 -电流波形图 (氩气
流量为 900 mL/min, 氧气流量为 18 mL/min; 1为电压曲线, 2
为电流曲线)
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氩/氧等离子体射流装置放电的电压 -电流波形图.
从图可知, 电压是正弦曲线, 放电电流波形由准正
弦的位移电流和众多窄脉冲的微放电电流叠加而

成, 并且随着放电电压的波形呈现周期性变化, 这
是典型的丝状放电模式.

3.2 细胞形态学变化

等离子体处理后 24 h,在倒置显微镜下对各组
细胞的生长特点及形态学进行观察, 如图 4 所示.

图 4 等离子体处理后 Hela 细胞的形态学变化 (a) 对照组;
(b) 900 mL/min氩气; (c) 900 mL/min氩气添加 18 mL/min氧气

图 4(a)是未经等离子体处理的对照组细胞,细胞形
态正常, 呈纺锤形或多角形, 轮廓清晰, 边界清楚,
透明度高, 立体感较强, 细胞紧密贴壁, 融合成片,
生长旺盛. 图 4(b) 为 900 mL/min 氩气等离子体处
理 Hela细胞 90 s后的照片. 部分细胞形态发生明
显改变, 出现不同大小的圆形细胞, 且胞内开始出
现颗粒. 图 4(c)为 900 mL/min氩气添加 18 mL/min
氧气等离子体处理 Hela 细胞 90 s 后的照片, 绝大
部分细胞轮廓趋于模糊, 立体感降低, 细胞体积明
显缩小,并且呈颗粒状崩解,出现团聚现象.

3.3 中性红染色

图 5为利用中性红吸收测试在氩/氧等离子体
处理后 24 h测定的 Hela细胞存活率曲线.图中纵
坐标为处理后 Hela细胞的光密度值 (OD值)的平
均值 (在相同参数条件下,处理三组细胞)与对照组
OD0 值 (三组未经过处理的细胞)平均值的比,横坐
标为等离子体处理 Hela 癌细胞的时间. 如图 5 所
示,单纯用氩等离子体处理的效果不如氩/氧等离子
体的处理效果, 在相同的处理时间下, 添加 2%氧
气的氩等离子体对 Hela 细胞的灭活效果最好,
在 180 s 处理时间后, Hela 细胞存活率已降低至
7%. 然而, 当氧气含量持续增加超过 2%时, 灭活
Hela细胞的效果会有所减弱,直至增加到 8%时,其
效率甚至不如单独的氩气等离子体.

图 5 氧气含量与处理时间对 Hela细胞存活率的影响

3.4 发射光谱测量

图 6为 OH (309 nm), Ar (774 nm), O (844 nm)
发射光谱相对发射强度分布与氧气含量的关系.
在输入功率为 18 W, 氩气流量为 900 mL/min 的
情况下, 随着氧气含量的增加, OH (309 nm) 和 Ar
(774 nm)的谱线强度逐渐减小. 比较图 5和图 6可
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图 6 OH (309 nm), Ar (774 nm), O (844 nm)相对发射强度分
布与氧气含量的关系

以发现, Hela细胞的存活率与 O (844 nm)的发射光
谱强度成正比. 当氧气流量为 18 mL/min 时, 即氧
气占氩气的体积百分含量为 2%时, 子宫颈癌 Hela
细胞的存活率最低, 即等离子体的灭活效果最好,
说明 O (844 nm)在大气压冷等离子体灭活过程中
起着重要作用. 添加活性气体氧气对 Hela 细胞存
活率的影响在于: 原本氩气只能与大气和周围空
气中水蒸气作用来产生氧自由基,我们在内电极中
通入氧气,能够使其在等离子体射流装置的管口处
与氩等离子体充分混合后再出去,因此有效增加了
氧自由基的含量. 然而, 当氧气含量持续增加超过

2%时,灭活 Hela细胞的效果会有所减弱,直至增加
到 8%时,其效率甚至不如单独的氩等离子体.这是
由于随着氧含量的不断增加,过量氧气可能会吸收
大量电子, 使得气体总电离度随之降低, 从而导致
等离子体内氧自由基含量减少,影响了处理效果.

4 结 论

本文设计了一种大气压冷等离子体射流装置

处理子宫颈癌 Hela细胞.通过电流电压探针研究了
等离子体放电特性,发现氩/氧等离子体的放电模式
为丝状放电. 在氩气等离子体中添入不同百分含量
的氧气处理子宫颈癌 Hela细胞,发现添加 2%氧气
时,氩/氧等离子体灭活效果最佳,在 180 s处理时间
后, Hela细胞存活率已降低至 7%. 当继续添加氧气
超过 2%时,灭活效果逐渐减弱,直至 8%时,其效果
反而不如单纯氩气等离子体.对等离子体发射光谱
进行分析,发现随着氧气含量的增加, OH (309 nm)
和 Ar (774 nm)的谱线强度逐渐减小,而 O (844 nm)
谱线强度先增加后减小. Hela 细胞的存活率与 O
(844 nm)的发射光谱强度成正比,这说明在等离子
体灭活 Hela细胞过程中,活性氧自由基 O (844 nm)
起关键作用.
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Abstract
An inactivation mechanism study on Hela cancer cells by means of an atmospheric pressure cold plasma jet is presented. Cell

morphology is observed under an inverted microscope after plasma treatment. The neutral red uptake assay provides quantitative
evaluations of cell viability under different conditions. The effect of the inactivation efficiency of Hela cancer cells in the argon
(900 mL/min) with addition of different amount of oxygen (1%, 2%, 4%, 8%) into atmospheric pressure cold plasma jet is discussed
under the fixed power 18 W. Results show that 2% O2 addition provides the best inactivation efficiency, and the survival rate can
be reduced to 7% after 180 s treatment. When the oxygen addition exceeds 2%, the inactivation efficiency gradually weakens. The
effect is not so good as that in pure argon plasma when the oxygen addition arrives at 8%. According to the emission spectrum of the
plasmum, it is concluded that the reactive oxygen species in the plasma play a key role in cancer cell inactivation process.

Keywords: atmospheric pressure cold plasma jet, Hela cancer cells, survival rate, optical emission spectra
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