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基于生物阻抗谱的生物细胞活性
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摘要 目的　基于生物阻抗谱（bioelectrical impedance spectroscopy，BIS）技术，提出一种免标记的生物细胞活性实时检测

方法。该方法依据不同浓度、生理、病理状态下细胞组织的电学特性差异来判断细胞是否具有活性，以协助医师在临床手

术中快速精准定位患者烫伤组织并实现有效切除。方法　使用具有活性的斑马鱼胚胎干细胞来模拟人体烫伤组织，采用生

物阻抗谱技术来鉴别细胞组织的生理状态。结果　在不同状态下，细胞的阻抗幅值变化有显著的差异，可以从中发现同等

浓度下活性细胞的阻抗幅值比死亡细胞平均高出17.25%，活性细胞发生弛豫频率的时间也比死亡细胞早25%。结论　实验

数据表明，生物阻抗谱法能有效区分胚胎干细胞的两类生理状态；从聚类区域中可以看出，BIS检测法具有明显的细胞活性

及浓度区分能力，理论上能够快速地协助医师完成对患者烫伤组织检测。
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随着现代生物医学的发展，当前医疗检测方法

已经进入细胞层面［1］。其中，细胞活性检测在毒

理学研究［2］、药物筛选［3］、病理学［4］、肿瘤放射

敏感性［5-6］等方面应用广泛。在肿瘤细胞的研究

中，为了测试药剂对肿瘤细胞和良性细胞的靶向性

和破坏性，需要时常测定恶性细胞的存活状态及良

性细胞的完整度以判断其活性是否下降。在各类细

胞培养过程中要随时记录细胞的生长状况，也需要

确定细胞的存活率。研究如何检测细胞活性在生命

科学中具有重要的研究意义及应用前景。

目前，临床上已经有成熟的细胞活性检测方

法。台盼蓝染色排除法（trypan blue dye exclusion，

TBDE）［7］操作简单，可以快速有效地对活性细胞

和死亡细胞进行定量，但需要特定溶液间接观察，

且部分凋亡细胞有台盼蓝拒染现象；流式细胞术

（flow cytometry，FCM）［8］具有速度快，能同时测

试多个单位等优点，但由于细胞在前期需要荧光标

记，会在一定程度上影响细胞活性；MTT比色分

析法［9］能有效地避免由于人为操作而造成的实验

误差，极大提高实验结果的准确性和重现性，但不

适合用于悬浮细胞，且测量前需要进行细胞移植和

培养；李国晓［10］利用标量衍射理论研究出了细胞

在不同状态下的衍射指纹特征，并以此实现区分细

胞活性的方法。这些技术虽然可以有效地区分细胞

活性，但在实际操作中都会一定程度上影响被测细

胞的活性。再者，这些技术需要依靠经验丰富的操

作人员在实验室中使用特定的试剂检测，所以具有

一定的局限性。为了进一步优化细胞活性在医学检

测方面的应用，医学上亟需一种高效、免标记且适

用于一般环境下的全新实时检测方法。

生 物 阻 抗 谱 （bioelectrical impedance 

spectroscopy，BIS）技术是对生物组织注入安全、

多频、复阻抗的激励电流，以此为基础来检测生理

参数的技术［11-12］。此技术是利用多对电极向被测细
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胞加以微小幅值的正弦电压或电流，以扫频的方式

从低频到高频来采集生物组织在各个频率分量下的

阻抗信息，再通过提取其中有效响应信号定性分析

生物组织内部的电学特性。由于介电测量具有非入

侵的原位测量特点，并且生物体系服从介电增量和

生物量之间存在相关性原理，从而可以获得诸如细

胞量的变化、细胞膜的状态等丰富的生理化学信

息。姚佳烽等［13］采用数值仿真的方法对单细胞进

行电学特性与其结构之间的关系进行了研究，根据

细胞的生理特征建立了不同种类的细胞电学模型。

尹鸿润等［14］提出一种检测生物组织的成像方法，

将目标区域可视化并精确判别种类。Sande 等［15］

分析患者体液管理中的情况，使用BIS辅助调整血

液透析患者的净体重以改善高血压。

近几年的研究表明，BIS在检测烫伤程度方面

有了新的进展。如Edwick等［16］等使用BIS技术来

评估烧伤后患者手部的水肿情况，从医学角度评价

了BIS技术作为衡量手烧伤后水肿的可靠性和有效

性。其成果显示，BIS检测结果与水置换容量测定

法的一致性较高，是衡量急性手烧伤后水肿的敏感

可靠指标。此外，BIS是利用生物组织的电阻抗特

性来获取相对应的病理信息，死亡细胞相较于活性

细胞有诸多特性［17］，会产生与活性细胞不同的响

应信号。因此使用BIS技术可以有效地检测生物细

胞中的活性和死亡部分，从中提取出两种细胞的相

异电学信息来区分细胞的状态。

局限于当前实验条件和技术手段，本文拟引入

与人类基因相似度高达 87% 的斑马鱼胚胎干细胞

代替人体烫伤组织，用以研究人体细胞的介电特

性［18］。并使用便携式无线电阻抗谱检测设备对各

类活性细胞悬浮液、死亡细胞悬浮液和混合细胞悬

浮液进行扫频检测，比较各类悬浮液之间的电学

特性。

1　实验设备及方法

1.1　实验设备

本文使用了由斑马鱼胚胎干细胞制成的不同浓

度的悬浮液作为实验对象并搭建了实验平台（图

1a）。实验平台包括1台计算机、1台便携式无线电

阻抗谱检测设备（PW-EIS）、1个四电极传感器及1

个带有屏蔽装置的自制比色皿。

图 1b为自制比色皿结构图。其底部含有两对

镀金电极组成的印制电路板为测量传感器，两两电

极之间的间距为wc=3 mm，每个电极的感测面积为

A=1.8 mm2。比色皿长度dc=10 mm，高度hc=20 mm，

单次测量可容纳的细胞悬浮液体积 V=2 ml。在测

试中将传感器放置于含有屏蔽装置的比色皿中进行

测量，可以隔离周围环境的电磁干扰，有效减少误

差，为降低数据采集过程中的接触阻抗，本文选用

四电极法，并在实验前，使用无水乙醇擦拭电极表

面，消除轻度氧化层。传感器的4个镀金电极通过

4条屏蔽线连接到PW-EIS上，PW-EIS捕获探头发

出的信号后，将测量数据传输给PC机进行后续的

处理。
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w

c
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c
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Fig. 1　Bioelectrical impedance spectroscopy instrument
(a) Schematic diagram of experimental equipment; (b) cuvette structure diagram.
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图2为激励区域下胚胎干细胞在传感器中的电

场和电场线分布。在COMSOL仿真模拟研究中表

明，最大频率为 1 MHz 下，电极位于底部时所产

生的电场线能流经胚胎干细胞，并且完全穿透，进

一步验证了数据采集的有效性和可靠性。

1.2　台盼蓝染色筛选

为了在实验前判别所使用的斑马鱼胚胎是否具

有活性，本文选用台盼蓝染色排除法来剔除已丧失

活性的胚胎。正常活性胚胎细胞具有完整的细胞膜

结构，能够排斥台盼蓝，使胚胎不被染色；死亡的

胚胎其细胞膜结构被破坏、胞膜不完整、通透性增

加，可使台盼蓝渗入将胚胎细胞染成蓝色。因此，

借助台盼蓝染色法可以快速地区分活性胚胎细胞和

死亡胚胎细胞。如图 3 所示，使用浓度为 0.4% 的

台盼蓝染色液与细胞悬浮液以 1∶9比例混合均匀

（最终浓度为0.04%）并静置5 min。完成染色后使

用滴管将胚胎取出并放置于盖玻片上使用光学显微

镜（PRIMOTECH型）观察。

活性胚胎能够清晰地看到胚胎内的组织（图

4）。因为活性胚胎的细胞膜完整，能够排斥台盼蓝

染料，使其不进入细胞内，而丧失活性的细胞因细

胞膜被破坏，不再完整则可被染成蓝色。经观察发

现，所有被染色的胚胎外表都具有乳白色斑点。后

续研究表明［19］，胚胎外表呈现透明状为完成受精

且具有活性，外表出现白色斑点则为丧失活性或未

受精胚胎。下文所使用的均为外表呈现透明且完整

的活性胚胎。

1.3　细胞悬浮液制备

为了比较活性胚胎干细胞与死亡胚胎干细胞在

交流频率范围内的电学特性，参照文献［20］制备

不同体积百分浓度的生物细胞悬浮液，以获得胚胎

干细胞在交流频率范围内的阻抗数据。其制备过程

如下：选取一批筛选后的活性斑马鱼胚胎干细胞放

置于两个含有磷酸缓冲溶液（PBS）的培养皿中。

选取其中一个培养皿放置于数显恒温水浴锅（HH-

4J）中，经 56℃水浴 40 min 后，可获得已完全灭

活的细胞悬浮液。将制备后的细胞悬浮液放置于一

旁，静置其至室温后便可用于实验测试。

1.4　实验过程

准备一个自制比色皿，使用滴管将两个培养皿

中的胚胎取出，以不同比例放入比色皿中待检测，

并往比色皿中加入一定量的生理盐水以保证扫频电

流能完全通过所有细胞。为进一步减小电极与被测

组织的接触电阻，同时减少电极与细胞组织电解液

之间的极化，使用四电级法［21］测量细胞的阻抗

0.4% Trypan 

blue dye
0.04% Trypan 

blue dye

5 min

Fig. 3　Trypan blue dye exclusion
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Fig. 4　Embryo images
(a) Active embryo; (b) dead embryo.
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谱。使用幅值为 I=1 mA，扫频范围为 1~106 Hz 的

交流电对细胞进行激励，并检测其两端的电位信

号。对细胞悬浮液进行扫频，每次数据采集 3组。

本组实验完成后清洗比色皿，再更换不同体积百分

浓度的细胞悬浮液进行上述操作。对每组3次采集

的数据取平均值，再进行数据分析。

2　结果与讨论

2.1　BIS检测结果分析

图 5a，b给出了在 1~106 Hz频率范围下，不同

体积百分浓度下的活性胚胎干细胞悬浮液和死亡细

胞悬浮液的幅值频谱。可以看出，对于两类不同体

积百分浓度的悬浮液，其阻抗幅值的变化趋势在整

体上都是一致的，但是在相同的频点上，其阻抗幅

值大小不同。细胞悬浮液的阻抗幅值都是随着频率

的增加而降低，具有活性细胞的悬浮液其阻抗值比

灭活后的阻抗值平均高出 17.25%。从前半段趋于

平稳的部分中可以看出活性细胞悬浮液的阻抗幅值

相较于灭活细胞悬浮液更具波动性，这是由于灭活

胚胎细胞的细胞外膜在加热过程中受损，进而丧失

高电容性。对于5%~20%体积百分浓度的活性胚胎

细胞悬浮液，在 0~45.25 kHz的频率范围内阻抗幅

值略微下降1.12%，总体下降趋势趋于稳定。随着

频率的增加，当频率达到 45.25 kHz时，阻抗幅值

大幅下降。与活性细胞悬浮液相比，体积百分浓度

为 5%~20% 的灭活细胞悬浮液频率达到 61.08 kHz

后，才会发生阻抗幅值大幅下降的趋势。图5c，d

为弛豫频率下细胞悬浮液的浓度-幅值拟合图；在

同一类状态下，不同体积百分浓度对弛豫频率的产

生影响很小，且不同浓度下的阻抗值有明显的规

律，以此结论拟合函数，可以判断两类悬浮液弛豫

状态下的浓度。

Fig. 5　Amplitude spectroscopy of suspension
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随着BIS的深入研究，学者们建立了各种等效

模型和电路理论来分析多频电阻抗数据。这些模型

都将被测的细胞组织视为含有电阻和电容的电路。

在本文中 BIS 的参数映射将使用科尔模型 （Cole 

Model）其电路的数学方程如下：

Y = G + jB = G∞ + G0 - G∞

1 + ( jf

fyc
) α

= 1
Z

（1）

其中，Y是全导纳，G是电导，j为虚数单位，B是

电纳。G0是零驱动频率下的导纳，G∞是驱动无限

大时的导纳，fyc 是导纳虚部达到最大值时的频率，

jf是驱动频率，α是色散参数。

阻抗幅值在低频区受细胞外环境影响，高频区

受细胞内结构影响。在低频段时，细胞组织中的阻

抗成分中，主导成分为容抗。当施加给细胞悬浮液

的外电场频率较低时，由于细胞膜的高电阻性、高

容抗性，在低频时导电性差，电流难以穿过细胞，

必须绕过细胞并穿过细胞外区域，此时的等效电路

可视为开路，所以阻抗幅值较高；另一方面，随着

频率的逐渐升高，由于胚胎干细胞膜的电容性质，

高频电流能够穿透细胞膜和细胞结构中的其他电子

屏障。电流穿过细胞外液，电阻抗和细胞膜容抗缓

慢降低，阻抗幅值就会随之缓慢下降。当频率达到

一定的幅值时，细胞会逐渐处于导通状态，此时电

流可以完全通过细胞，这时与之对应的阻抗幅值随

之快速降低，阻抗幅值的变化也反应了细胞的电容

性特点。同时，从图5a，b中可以明显看出，两种

细胞悬浮液的浓度越高，在同频率下，其阻抗幅值

越低，在 0~45.25 kHz时，阻抗幅值小幅减少，直

到频率达到45.25 kHz之后，阻抗幅值大幅下降。

细胞是构成生物的基本单元，单个细胞由细胞

质和细胞膜及细胞液构成，并分散在组织液中，而

细胞膜由低电导率的磷脂双层和蛋白质离子组成，

因此细胞膜可以等效为电容。根据Hanai细胞模型

可以把胚胎干细胞有效地区分为 3 个部分：细胞

质、细胞膜、细胞壁，这3个部分造成了与频率相

关的不同形式的细胞电学特性。图6为细胞悬浮液

的等效电路图，对应细胞的生理结构。细胞质和溶

液由蛋白质、无机盐和水组成，这些成分都具有抗

性。通常将细胞膜的等效电容和细胞质的等效电阻

串联起来，再与细胞外液的等效电阻并联起来，最

终组合成细胞悬浮液的等效电路图。图中Rdl和Cdl
分别是双电层的电阻和电容，Cm是细胞膜的电容，

Rcy是细胞质的电阻，Rs是组织液（细胞外液）的

电阻。考虑到实际测量过程中，界面极化对细胞检

测结果的影响，引入界面极化电阻和界面极化电

容。参照细胞悬浮液的等效电路图，建立了等效电

路的阻抗-频率响应函数模型：

Z (ω ) = ( RsRcy (Rs + Rcy )ω2C2m + 4Rs
( (Rs + Rcy )ωCm )2 + 4 +

2Rdl
1 + (ωRdlCdl )2 ) -
j ( 2R2s ωCm
((Rs + Rcy )ωCm )2 + 4 ) +

2ωR2dlCdl
1 + (ωRdlCdl )2

（2）

等效电路中出现的细胞膜电容和双电层电容使

得细胞悬浮液的阻抗下降趋势趋于平缓，而频率达

到 45 kHz后，抗幅值快速减小，这意味着此时的

频率就是细胞悬浮液的弛豫频率，可以用科特模型

的弛豫参数模型来表示，其数学公式如下：

ε* = εh +∑
n

Δεn

(1 + jωτn )βn
+ kK l

jωε0
（3）

Δεn = ε l - εh （4）

τ = (2πfn )-1 （5）
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Fig. 6　Equivalent circuit diagram of suspension
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式中，εh是介电常数的高频极限值，Δεn 是介电增

量，ε1是介电常数的低频值，τn 是弛豫时间，k l是
低频电导率，fn是特征频率，j是虚数单位，ω是外

加电场的角频率，βn 是科特参数，ε0是真空介电

常数。

2.2　细胞悬浮液的特性分析

为了探究和分析在同等体积百分浓度下多种细

胞活性程度是否会对悬浮液的弛豫频率和虚部阻抗

值产生影响。通过实验获得了4类不同体积百分浓

度的混合悬浮液在变频条件下虚部阻抗幅值的变化

趋势，并与同体积百分浓度下的纯活性和纯灭活细

胞悬浮液进行对比。

从图7整体来看，同等体积百分浓度下各个细

胞悬浮液的阻抗幅值都是随着频率的增加而上升，

直到某一时刻频率达到了弛豫时间，阻抗幅值的趋

势才发生了转变，开始下降。这是因为在同等体积

百分浓度下，纯活性悬浮液中细胞完整度高，细胞

膜具有较高的阻抗特性。其中，纯活性细胞悬浮液

的阻抗幅值整体来看大于另外两种细胞悬浮液。如

表 1所列，其弛豫频率发生的时间早于另外两类，

随着浓度的增加，同类悬浮液之间的阻抗幅值也相

继减小，而混合浓度细胞悬浮液的阻抗幅值在3类

中整体来看是最小的。另外，从表 1中可以看出，

相较于混合浓度悬浮液，纯灭活细胞悬浮液的弛豫

频率虽然先产生，但两者弛豫频率的间隔相差很小

只有 4.18%~4.73%。图 8为斑马鱼胚胎干细胞悬浮

液、雄猪生殖细胞悬浮液、酵母菌细胞悬浮液在不

同浓度时频率和虚部阻抗幅值的离散度。对于3种

细胞悬浮液，在弛豫频率下可以清楚的区分为两大

类聚类区域。聚类分析表明纯活性细胞悬浮液可以

与纯灭活和混合悬浮液相区分，从而鉴别悬浮液中

是否具有死亡细胞，进一步验证BIS技术可以为医

学检测细胞活性方面提供有效帮助。

Fig. 7　Electrical impedance imaginary part of cell suspension



·2772· 2023；50（11）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

3　结 论

本文根据台盼蓝染色排除法筛选出的斑马鱼胚

胎制成斑马鱼胚胎干细胞悬浮液，采用BIS方法对

各类不同浓度、不同活性的干细胞悬浮液进行了电

学特性研究，比较发现干细胞悬浮液的阻抗幅值在

各类不同状态下有较为明显的差异。在同等浓度

下，活性细胞的阻抗幅值大于死亡细胞 17.25%，

在频率为 45.25 kHz时，活性细胞达到了弛豫，且

其弛豫时间早于死亡细胞25%。

本文研究方法无需样品预处理，操作简单，可

以通过PW-EIS直接进行检测。在研究了各类不同

状态的细胞悬浮液，了解了细胞悬浮液在电学特性

方面存在的差异后，可以通过弛豫时间、频率和阻

抗，采用BIS技术来区分和辨别生物细胞组织的存

活状态，并为后续研究生物细胞的准确浓度和活性

奠定了基础。
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Biological Cell Activity Label-free Assay Based on Bioelectrical Impedance 
Spectroscopy*

XU Kai-Jie1), YE Xia1)**, DING Li1), HU Song-Pei2), YAO Jia-Feng2)
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Abstract　Objective  Based on bioelectrical impedance spectroscopy (BIS), we propose a label-free method for 

real-time detection of biological cell activity. The method determines whether the cells are active or not based on 

the differences in electrical properties of the cells at different concentrations, physiological and pathological 

states. It is used to assist physicians to quickly and precisely locate the scalded tissues in patients and achieve 

effective excision during clinical surgery. Methods  Active zebrafish embryonic stem cells were used to simulate 

human scalded tissues, and bioimpedance spectroscopy was used to identify the physiological state of the cellular 

tissues.Results  There were significant differences in the impedance amplitude changes of the cells in different 

states, from which it could be found that the impedance amplitude of the active cells at the same concentration 

was on average 17.25% higher than that of the dead cells, and the relaxation frequency of the active cells occurred 

25% earlier than that of the dead cells. Conclusion  The experimental data showed that the bioimpedance 

spectroscopy method can effectively distinguish two types of physiological states of embryonic cells; according to 

the clustering region, it can be seen that the BIS assay has obvious ability to distinguish cell activity and 

concentration, which can quickly assist physicians to complete the detection of scalded tissues of patients 

theoretically.

Key words　cell activity assay, bioelectrical impedance spectroscopy, relaxation frequency, electrical properties
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