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22#摘要$2目的2研究体外模拟不同压力 !(

3

气腹环境对人胃癌 .Z$EBA 细胞生长增殖能力的影响) 2方法2实验组于

体外建立模拟 !(

3

气腹环境&全自动气腹机维持气腹压力分别为 @*53*5A FF">&作用时间均为 B N&对照组直接放入 DCw*

Ad !(

3

孵箱中培养) 处理后第 4*4PA*5*5PA*3*3PA*D N&用 V"计检测细胞培养液 V"值变化/第 5*3*D*B*A*7*C 天&.]]法

检测细胞增殖情况) 2结果25A FF">!(

3

气腹处理后胃癌细胞增殖较对照组下降显著!3g4P4A%&但 @*53 FF">组与对

照组差异无统计学意义!3f4P4A%) !(

3

气腹处理后细胞培养液 V"值较对照组下降非常显著!3g4P45%&但在恢复正常培

养后最长 D N 即恢复正常) 胃癌细胞增殖在第 5 天与不同压力 !(

3

气腹处理后细胞培养液的即时 V"值有显著相关性!3g

4P4A%&而第 3*D*B*A*7*C 天均无相关性!3f4P4A%) 2结论2模拟 @*53 FF">!(

3

气腹对胃癌 .Z$EBA 细胞增殖没有显著

影响&模拟 5A FF">!(

3

气腹对胃癌 .Z$EBA 细胞增殖有显著的抑制作用)

#关键词$2!(

3

气腹/2胃癌细胞/2生长增殖
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22腹腔镜胃癌根治术在国内外逐步得到了开展&

具有疼痛轻*恢复快*瘢痕小和对机体功能影响小等

优点&近期疗效满意
+5 bD,

) 但对腹腔镜是否会促进

胃癌的播散与转移尚有争议&尤其担心 !(

3

气腹会

促进胃癌细胞生长增殖*更有利于胃癌的种植转移)

因此&本研究于体外模拟不同压力 !(

3

气腹环境&

探讨 !(

3

气腹对人胃癌细胞生长增殖的影响)

52材料与方法

5P52主要试剂及仪器

人低分化胃癌 .Z$EBA 细胞购于第四军医大学

西京医院全军消化研究所) 碘化丙啶染液 ![#&

&H>FG%*二甲基亚砜 ! \.&(& &H>FG%*胰蛋白酶

!&H>FG%*噻唑兰 ! .]]& &H>FG%) 全自动气腹机

!.1R&1:;FG<?%&全自动酶标仪 !RH8E*G9 DDA4&

)&+%&电子 V"计!&G;Q8;H=X[RE35&1:;FG<?%)

5P32方法

5P3P52胃癌细胞培养2胃癌 .Z$EBA 细胞在含

54d胎牛血清的 *[.#E57B4 培养液中生长&培养环
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境为 DCw*Ad !(

3

中&每 3 天更换培养液)

5P3P32!(

3

压力箱的制作2选用容积 APA ,的韩国

乐扣乐扣聚丙烯密封箱!顶端有密封箱盖&内衬密封

硅胶板%&一侧壁近顶部开出气孔&接 !(

3

分压仪/出

气孔对侧壁靠底部开进气孔&通过橡胶软管与全自动

气腹机出气口相连&气腹机进气口接高纯度 !(

3

钢瓶

减压阀&通过气腹机调节 !(

3

气流量和压力箱内的压

力&将其置恒温水浴箱&控制温度为 DCw)

5P3PD2不同压力持续 !(

3

气腹处理2!(

3

压力箱

紫外线消毒 B4 FH< 后放入培养板&关闭密封箱盖&

开放出气孔并接 !(

3

分压仪&进气孔通过气腹机通

入 544d浓度 !(

3

!控制流量 54 ,UFH<% 持续 5A

FH<&!(

3

分压仪显示的 !(

3

浓度 f@@d&即说明箱

内已达到纯 !(

3

的条件) 实验组共设 D 组&气腹机

设定 !(

3

气腹压力分别为 @*53 和 5A FF ">! 5

FF">i4P5DD L[G%&持续通入 544d浓度 !(

3

作

用 B N 后排气&放在与对照组相同的环境中培养 3B

N 后更换培养液) 对照组"直接放入 DCw*Ad !(

3

孵箱中培养)

5P3PB2电子 V"计测定细胞培养液 V"值2取常规

条件下培养对数生长期的胃癌 .Z$EBA 细胞&用磷

酸缓冲盐溶液![R&%漂洗&4P3Ad胰酶 k4P43d乙

二胺四乙酸!%\]+%消化&重悬并制成细胞悬液&调

整细胞浓度为 3P4 j54

A

个UFI&分别取 5 FI加入 3B

孔培养板中) 每孔含细胞 3P4 j54

A

个) 分为 B 组&

对照组"培养板直接放入 DCw*Ad !(

3

孵箱中孵育

B N/D 个 !(

3

气腹组"将培养板分次置于压力控制

为 @*53*5A FF">的压力箱中&维持孵育时间 B N

后排气&继续放在与对照组相同的环境中培养) 分

别于处置前和处置后 4*4PA*5*5PA*3*3PA N 取各组

培养液各 5 FI用电子 V"计测 V"值&每个时相点

测 B 次&取均值)

5P3PA2.]]法检测细胞增殖活性2同样方法重悬

并制成细胞悬液&调整细胞浓度为 5P4 j54

B

个UFI&

接种于 @7 孔板中&每孔加入细胞悬液 344

1

I!即每

孔含细胞 3P4 j54

D

个%) 贴壁后换液&体外模拟

!(

3

气腹环境培养&分别于培养后第 5*3*D*B*A*7*

C 天取 7 个复孔&弃培养液&每孔加入 A4 >U,的 .]]

34

1

I&继续培养 B N 后吸出培养液和 .]]溶液&每

孔加入 \.&(5A4

1

I&振荡器微振荡 54 FH<&全自动

酶标仪于 B@4 <F处测定各孔吸光度值&取均值&绘

制生长曲线)

5P3P72统计学处理2采用 &[&&5DP4 软件对数据进

行统计学分析) 计量资料基本服从正态分布&采用

2qH反映其平均水平和变异性&运用 (<:EcG?

+$(0+单因素方差分析比较组间差异& ]:XQ8̂

"8F8>:<:HQ?8̂0G;HG<K:X检验方差齐性&方差齐时采

用 ,&\.检验完成各组均值间比较&方差不齐时采

用 ]GFNG<:'X]3 .检验完成各组均值间比较)

32结果

3P52不同压力 !(

3

气腹对胃癌 .Z$EBA 细胞增殖

的影响

不同压力持续 !(

3

气腹组和对照组吸光度值见

表 5&各实验组胃癌 .Z$EBA 细胞在第 5 bC 天的平均

吸光值均小于对照组&且随着气腹压力增加&(\值下

降&尤其在持续 5A FF">!(

3

气腹压力作用 B N 后

下降显著!3g4P4A%) 绘制细胞生长曲线!图 5%&可

看出各气腹组胃癌 .Z$EBA 细胞生长速度均慢于对

照组&经统计学分析&5A FF">!(

3

气腹组与对照组

比较差异显著!3g4P4A%)

3P32不同压力 !(

3

气腹对胃癌 .Z$EBA 细胞培养

液 V"值的影响

实验组经不同压力持续 !(

3

气腹作用 B N 后&

立即检测细胞培养液 V"值&结果与对照组比较均

下降非常显著!3g4P45%&尤其以 5A FF">组最为

显著) 此后连续检测处理后第 4PA*5*5PA*3*3PA*D

N 各组细胞培养液 V"值&结果各组 V"值均恢复迅

速&且压力越小的恢复越快&@*53 FF">组处理后

D N 与对照组比无显著差异/5A FF">组处理后 D N

与对照组仍差异显著!表 3&图 3%)

表 ST不同压力 !(

V

气腹组与对照组平均吸光度((D)值的比较(!_Z%" #̀)

组别
处理后时间

5 9 3 9 D 9 B 9 A 9 7 9 C 9

对照组
!

4PD43 q4P43D 4PBDD q4P4B6 4P77B q4P544 5PDD3 q4P467 5P@34 q4P3B4 3P3BA q4P467 3P5AB q4P4C@

@ FF">组
"

4P3@7 q4P433 4PB4D q4P4BC 4P745 q4P4C4 5P3@D q4P4@3 5P6D7 q4P5BD 3P56B q4P555 3P4@3 q4P557

53 FF">组
#

4P365 q4P43A 4PD67 q4P4B6 4PAC6 q4P47A 5P353 q4P5B7 5PCAB q4P5A3 3P557 q4P5CA 3P4BA q4P544

5A FF">组
$

4P377 q4P4D6 4PDBD q4P4D7 4PB@A q4P476 4P654 q4P4C@ 5PB56 q4P54D 5P7AC q4P53@ 5PA7D q4P5D5

!&3值 5G@44&4G573 BG5@D&4G45@ AG445&4G454 D5G7DC&4G444 54GB3@&4G444 3AG7DA&4G444 DCG6DC&4G444

3

5 S3

值
4GCD7 4G377 4G5CB 4GA3C 4GD@6 4GB3D 4GDDB

3

5 SD

值
4G33C 4G467 4G47A 4G474 4G545 4G4@6 4G4@7

3

5 SB

值
4G4B3 4G443 4G445 4G444 4G444 4G444 4G444

3

3 SD

值
4GDCC 4GA5A 4GA@5 4G5@D 4GB45 4GDC5 4GBA@

3

3 SB

值
4G463 4G4D5 4G437 4G444 4G444 4G444 4G444

3

D SB

值
4GD77 4G55D 4G4CC 4G444 4G443 4G444 4G444

(@BA(中国微创外科杂志 3446 年 7 月第 6 卷第 7 期2!NH< '.H< #<_&=;>&'=<:3446&08IP6P$8P7



表 VT不同压力 !(

V

气腹组与对照组细胞培养液 4"值的比较(" #̀%!_X)

组别 处理前
处理后

4 N 4PA N 5 N 5PA N 3 N 3PA N D N

对照组
!

CPBDD q4P45C CPB34 q4P45B CPB56 q4P45A CPB5A q4P45D CPB4D q4P45D CPD@A q4P45D CPD@4 q4P457 CPD63 q4P43A

@ FF">组
"

CPBDD q4P433 7PA46 q4P46B 7P@76 q4P4D@ CPD4D q4P4DD CPDD4 q4P4DC CPD7A q4P4D5 CPDCA q4P435 CPD64 q4P437

53 FF">组
#

CPBD6 q4P45C 7P36A q4P4CA 7P67A q4P4C@ CP376 q4P4A5 CPD56 q4P4D4 CPDD6 q4P43A CPD76 q4P433 CPDCA q4P45C

5A FF">组
$

CPBDB q4P45C 7P4C6 q4P54B 7PCA6 q4P4CD CP34A q4P47@ CP3@A q4P4AB CPD54 q4P4BA CPDA6 q4P44@ CPDC3 q4P45C

!&3值 4G47B& 4G@C6 3D7GB@& 4G444 545G5B3&4G444 5BGBC4& 4G444 7GCB5& 4G447 AG@67& 4G454 DG@@7& 4G4DA 3G5BA& 4G5B6

3

5 S3

值
5G444 4G444 4G444 4G435 4G45B 4G45@ 4G4D3 4G346

3

5 SD

值
4GC57 4G444 4G44B 4G4B6 4G44B 4G455 4G454 4G4A6

3

5 SB

值
4G6AA 4G444 4G445 4G4BB 4G445 4G443 4G45B 4G4B3

3

3 SD

值
4GC57 4G443 4GDC7 4G66B 4GAD@ 4GC74 4GAAA 4GB73

3

3 SB

值
4G6AA 4G444 4G43@ 4GD45 4G3D4 4G345 4G7AC 4GD75

3

D SB

值
4G6AA 4G443 4GBBB 4GCDB 4GAD@ 4GD5@ 4G663 4G6A3

图 ST不同压力 !(

V

气腹组与对照组的生长曲线

图 VT不同压力 !(

V

气腹组与对照组的 4"值变化曲线

3PD2!(

3

气腹处理后细胞增殖能力与细胞培养液

V"值的相关性

选择经不同压力持续 !(

3

气腹处理后细胞培

养液的即时 V"值&与处理后胃癌 .Z$EBA 细胞每

天的细胞增殖情况做相关分析&结果除第 5 天有显

著相关性外&第 3*D*B*A*7*C 天均无相关性!表 D%)

D2讨论

胃癌作为一种侵袭性较强的恶性肿瘤&发生腹

腔种植转移的机会高&随着腹腔镜胃癌根治术的开

展&!(

3

气腹是否会促进肿瘤细胞的生长增殖逐渐

引起广大学者的关注&成为学术界争论的焦点问题

之一
+B,

) 本研究成功建立了体外模拟 !(

3

气腹模

型&方法简单易行&可操控性强&能准确设置实验所

需的不同压力持续 !(

3

气腹环境) 我们采用 .]]

比色法&研究体外模拟不同压力持续 !(

3

气腹环境

对胃癌 .Z$EBA 细胞增殖的影响&结果实验组细胞

增殖能力均小于对照组&且随着气腹压力增加下降

明显&在低 !(

3

压力条件下&其增殖活性与对照组

比较无显著差异&而在5AFF">条件下&其增殖活

表 WT不同压力 !(

V

气腹处理后细胞增殖能力与细胞培养液 4"值的相关性

处理后时间

5 9 3 9 D 9 B 9 A 9 7 9 C 9

?值 5P444 4P@7A 4P@BB 4P@37 4P@D7 4P@55 4P6@B

3值 4P45B 4P5C4 4P35A 4P3BC 4P336 4P3C5 4P3@7

性显著低于对照组) 提示体外模拟持续 !(

3

气腹

环境不会促进胃癌 .Z$EBA 细胞增殖&且在较高

!(

3

气腹压力时对细胞增殖有抑制作用) 关于 !(

3

气腹对其他腹腔恶性肿瘤生长增殖影响方面的研究

存在较大争议&甚至出现了两种截然不同的结果)

早期部分学者认为&!(

3

气腹有促进恶性肿瘤增殖

的作用
+A&7,

&然而近年来&许多学者的研究却得出了

相反的结论&即 !(

3

气腹环境对肿瘤细胞的生长增

殖有抑制作用
+C&6,

) 因此有学者提出&!(

3

气腹对

不同恶性肿瘤细胞生长增殖的影响是不同的
+@,

)

我们还研究了不同压力持续 !(

3

气腹对胃癌细胞

培养液 V"值的影响&以及细胞培养液 V"值改变与

细胞增殖能力的关系) 结果各实验组在不同压力持

续!(

3

气腹作用 B N 后&即时细胞培养液 V"值与对

照组比均下降非常显著&且压力越大 V"值降低越

明显&此后追踪监测表明&脱离气腹环境后各组 V"

值均逐渐恢复&压力越小恢复越快) 分析原因&模拟

较高压力 !(

3

气腹环境下使 !(

3

溶解度增加&导致

细胞培养液中的碳酸含量增加&V"值下降&一旦脱

离模拟 !(

3

气腹环境&溶解于胃癌 .Z$EBA 细胞培
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养液中的过量 !(

3

随即释放&细胞培养液的 V"值

也随之恢复&因此&体外模拟不同压力 !(

3

气腹环

境对细胞培养液 V"值的影响是短暂的) 进一步研

究不同压力持续 !(

3

气腹处理后细胞培养液的即

时 V"值与处理后胃癌细胞增殖的相关性&结果除

第 5 天外均无显著相关性) 因此&虽然培养液 V"

值下降&会对肿瘤细胞的生长和代谢产生不利影响&

但这种影响可能是短暂的) !(

3

气腹抑制胃癌

.Z$EBA 细胞增殖的原因非常复杂&除了早期与 V"

值改变有关外&还可能与缺氧诱导因子 ! N?V8aHGE

H<9=KHWI:ĜKQ8;&"#-%有关&即在 !(

3

气腹导致的严

重缺氧状态下&缺氧诱导因子 5

/

!"#-E5

/

%磷酸化&

与 "#-E5

0

分离&转而与 [AD 结合&从而促进细胞凋

亡&抑制细胞增殖
+54,

) 这些还有待进一步深入研

究)

我们的研究结果表明&模拟 @*53 FF">!(

3

气腹对胃癌 .Z$EBA 细胞增殖没有显著影响&模拟

5A FF">!(

3

气腹对胃癌 .Z$EBA 细胞增殖有显

著的抑制作用&其机制复杂&早期可能与细胞培养液

V"值下降有关)
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研究结果表明导航引导下的椎弓根螺钉置入也存在

一定的偏差&考虑偏差的原因主要和以下几方面有

关"

!

我院使用的导航仪为荧光透视导航系统&其图

像的清晰度受到肥胖*肠气等因素的影响/另外&该

导航系统为二维导航系统&不能提供三维系统那样

立体*清晰的图像)

"

使用导航系统需要专门的培

训&熟练程度与操作的准确性密切相关) 椎弓根螺

钉置入时仍需要临床医生固有的手感和临床经验积

累)

#

在操作过程中&由于椎弓根螺钉打入时的用

力下压&可造成患者体位的变动&从而导致参考架位

移&如果完全依靠引导探针的指引进钉&可导致螺钉

的位置偏移) 通过导航仪的改进*医生熟练程度的

提高*确保参考架稳定等条件的改善&相信椎弓根螺

钉置入准确率在计算机导航系统引导下将进一步提

高) 尽管如此&通过与传统手术在诸多方面的比较&

仍体现了导航引导下椎弓根螺钉置入术的微创*准

确*安全的优势&适应了现代微侵袭外科的要求和特

点) 同时&导航系统的应用还大大减少了术中医生

和患者的放射线辐射剂量&减轻了放射损伤)

在目前的国情下&计算机辅助导航系统在临床

的广泛使用受到了经济条件等方面的制约&但相信

随着经济水平的日益提高及导航仪的更新&其优势

必将被越来越多的医生及患者所认识和接收&从而

拥有更加广阔的应用前景)
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