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22#摘要$2目的2通过体外模拟气腹环境&观察二氧化碳!!(

3

%和氦气!":%在不同压力下对胃癌细胞 .Z$EBA 增殖*凋亡

的影响) 2方法2实验分为对照组*!(

3

组和 ":组&其中 !(

3

组和 ":组又按照压力不同分为 4*A*54*5A FF">组!作用时

间均为 B N%) 细胞在密闭培养箱内经不同压力 !(

3

或 ":作用 B N 后用血气分析仪检测培养液 V"值/.]]法检测细胞增殖

情况/流式细胞仪观察细胞凋亡指数变化/+<<:aH< 0E-#]!U[#双标染色*流式细胞仪测定凋亡细胞比例) 2结果2处理结束

后即刻检测&!(

3

组细胞培养液呈弱酸性&":组细胞培养液呈弱碱性) .]]法检测细胞增殖变化&!(

3

组 4*A*54 FF">组

(\值与对照组比较无明显差异!3f4P4A%&5A FF">组 (\值与对照组比较在前 D 天无明显差异!3f4P4A%&在 B bC 天 (\

值明显低于对照组!3g4P45%) 而在 ":组&不同压力组细胞增殖活性与对照组比较无明显差异!3f4P4A%) 在 !(

3

环境下&

4*A FF">组细胞凋亡指数与对照组比较无明显差异!3f4P4A%&而 54*5A FF">组明显大于正常对照组!3g4P45%) 4*A

FF">组细胞凋亡比例与对照组比较无显著差异!3f4P4A%&而 54*5A FF">组细胞凋亡比例明显大于对照组!3g4P45%)

在 ":环境下 4*A*54*5A FF">组细胞凋亡指数和凋亡比例较对照组均无明显差异!3f4P4A%) 2结论2在临床常用压力范

围内!

'

54 FF">%&!(

3

对胃癌细胞增殖*凋亡无明显影响&而在 5A FF">压力下&!(

3

抑制细胞的增殖)

#关键词$2气腹/2胃癌细胞/2增殖/2凋亡
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V;8IĤ:;GQH8< G<9 GV8VQ8XHX8̂ K=IQ=;:9 N=FG< >GXQ;HKKG<K:;K:IIX& .Z$EBAP2.2:A5=32]N:>GXQ;HKKG<K:;K:IIX.Z$EBA J:;:

9H_H9:9 H<Q8K8<Q;8I& !(

3

& G<9 N:IH=F >;8=VXP#< !(

3

G<9 N:IH=F >;8=VX& QN:K:IIXJ:;::aV8X:9 Q8!(

3

8;N:IH=F GQ9Ĥ̂:;:<Q
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22腹腔镜辅助胃癌根治术治疗早期胃癌已取得满

意的近期和远期效果&ZHQG<8等
+5,

报道 557 例早期

胃癌行腹腔镜辅助胃癌根治术&术后随访 3 个月 b

54 年&平均 BA 个月&无一例出现复发或腹壁种植)

由于腹腔镜辅助胃癌根治术治疗进展期胃癌开展较

晚&对其远期疗效尚在观察中) 我中心自 344B 年 D

月开展腹腔镜胃癌根治术以来&已行腹腔镜辅助胃

癌根治术 D43 例&其中进展期胃癌 3D7 例&近期效果

良好&在肿瘤切除范围*淋巴结清扫数目等方面与开

腹手术无明显差异
+3&D,

) 但对于进展期胃癌行腹腔

镜手术是否会促进腹腔种植转移&是目前研究的热

点) 为探讨临床常用气体介质 !(

3

是否会促进胃

癌细胞的生长增殖&本研究在体外以 !(

3

或 ":充

当气体介质模拟气腹环境&观察其对胃癌细胞增殖

凋亡的影响)

52材料与方法

5P52细胞培养
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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%培养于 *[.#E57B4*54d胎牛血

清*青霉素 544 )UFI*链霉素 544

1

>UFI培养液中&

V"值 CP3 bCPB&孵育于 DCw*Ad !(

3

环境中) 每

3 天更换一次培养液&磷酸盐缓冲液 ![R&%漂洗&

4P3Ad胰酶 k4P43d乙二胺四乙酸!%\]+%用于细

胞消化&制成细胞悬液)

5P32!(

3

压力箱的制作

选用厚 A FF的有机玻璃&制成体积为 74

KFjB4 KFjD4 KF的压力箱&其顶端为箱盖&内衬

有密封的硅胶板/侧壁的一面靠近底部开有一进气

孔&另一面靠近顶部处开有一出气孔/进气孔通过一

橡胶软管与气腹机出气口相连&气腹机进气口与高

纯度的 !(

3

或 ":钢瓶减压阀相连&通过气腹机调

节气流量和压力箱内的压力)

5PD2高纯度气体环境的建立

首先对模拟气腹压力箱行紫外线消毒 B4 b74

FH<&关闭紫外线后盖上箱盖&开放出气孔及进气孔&

通入高纯度 !(

3

或 ":!流量为 A b6 ,UFH<%持续 5

N) 5 N 后如气体分压仪显示压力箱内的 !(

3

或 ":

浓度 f@@d&即说明压力箱内已达到纯 !(

3

或 ":

的条件&此时可关闭出气孔&调整气体流量至需要的

压力并保持该压力)

5PB2血气分析仪测定培养液 V"值

将处于对数生长期的 .Z$EBA 细胞用 [R& 缓冲

液漂洗后&4P3Ad胰酶 k4P43d %\]+消化 3 bD

FH<&培养液中和吹打制成细胞悬液&以 5444 ;UFH<&

离心 54 FH<&用培养液重悬&调整细胞浓度为 3P4 j

54

A

个UFI) 分别取 5 FI加入 3B 孔培养板中&每孔

含细胞约 3P4 j54

A

个) 分为以下三个大组"对照

组&培养板直接放入 DCw*Ad !(

3

孵箱中孵育 B N/

!(

3

组&根据压力不同又分为 4*A*54*5A FF">组/

":组&同样分为 4*A*54*5A FF">组) 将培养板置

于不同气体介质*不同压力下孵育 B N) B N 后排出

气体&继续放在与对照组相同的环境中培养) 分别

于排气后 4*3*B*7*6 N 取各组培养液用血气分析仪

!美国 +0,公司生产%测 V"值&每组 B 孔&取均值)

5PA2.]]法检测细胞增殖活性

细胞消化*重悬*分组同血气分析&调整细胞浓

度为 5P4 j54

B

个UFI&取 344 FI加入 @7 孔培养板

中&即每孔含细胞 3P4 j54

D

个) 分别于排气后第 5*

3*D*B*A*7*C 天检测细胞增殖活性&于检测前 B N 在

@7 孔培养板中加入噻唑兰!.]]%溶液 34

1

I&B N 后

吸出培养液和.]]溶液&再加入 5A4 FI二甲基亚砜

!\.&(%&混匀后于酶标仪 B@4 <F测吸光度 !(\

值%&每天测 6 个孔&取均值)

5P72流式细胞仪检测细胞凋亡指数

细胞消化*重悬*分组同血气分析&调整细胞浓

度为 3P4 j54

A

个UFI&取 54 FI加入 A4 FI培养瓶

中&即每培养瓶含细胞 3P4 j54

7

个) 于处理后 3B N

消化*离心!5444 ;UFH<%*[R& 漂洗后&重复离心&弃

上清液&留 4PA FI细胞悬液&用振荡器使细胞分散&

将细胞滴入 CAd乙醇&终浓度为 C4d&边滴边振荡&

放入 B w冰箱待测) 上机"用碘化丙啶![#%一步荧

光插入法进行细胞核 \$+染色&置 D74 目尼龙网过

滤&采用流式细胞仪!美国 R:KLFG< 公司%分析) 通

过细胞样本 \$+含量分布测定细胞凋亡指数&每组

测 A 个样本)

5PC2+<<:aH< 0E-#]!U[#双标染色*流式细胞仪检

测凋亡细胞比例

待测细胞置 DC w*Ad !(

3

培养箱中培养 3B

N&收集细胞并用 5 FI冷 [R& 制成 5T4 j54

A

UFI细

胞悬液&5444 ;UFH< 离心 54 FH<&弃上清&将细胞重

悬于 344

1

I结合缓冲液中&加入 54

1

I+<<:aH< 0E

-#]!和 A

1

I[#&轻轻混匀&避光&室温反应 5A FH<&

加入 D44

1

I结合缓冲液&用流式细胞仪以激发波长

B66 <F检测&流式细胞仪测定结果输入计算机&应

用分析软件进行处理&直接给出细胞直方图及凋亡

百分比&其中左下象限代表正常细胞 !+<

S

U[#

S

%&

右下象限代表早期凋亡细胞!+<

k

U[#

S

%&右上象限

代表晚期凋亡及坏死细胞!+<

k

U[#

k

%)

5P62统计学处理

所得数据均采用 &[&&54P4 软件处理&运用单因

素方差分析 !检验分析处理&组间差异采用 &KN:̂̂:

法进行分析)

32结果

3P52V"值的变化

在气体介质为 !(

3

情况下!表 5%&4*A*54 和 5A

FF">组与对照组比较&处理后 4 N 培养液 V"值

明显降低&压力越大&降低越明显&5A FF">组 V"

值下降至 7P56/之后连续检测处理后第 3*B*7*6 N

血气结果&移至正常培养环境后&各组 V"值很快恢

复正常!V"CP3 bCPB%) 在气体介质为 ":的情况

下!表 3%&不同压力组细胞培养液 V"值不同程度

升高&其中 5A FF">组升至 6P5@)

表 ST体外模拟气腹环境(!(

V

)不同压力!不同时间培养液 4"值的变化(!_X%" #̀)

组别
时间

4 N 3 N B N 7 N 6 N

对照组
!

CP34 q4P43 CP56 q4P43 CP5A q4P45 CP57 q4P4D CP34 q4P43

4 FF">

"

CP5D q4P4B CP5A q4P4D CP5A q4P4D CP5@ q4P45 CP3D q4P4B

A FF">

#

CP44 q4P4A CP5D q4P4D CP33 q4P43 CP33 q4P43 CP3B q4P43

54 FF">

$

7PCC q4P4D 7P@A q4P4A CP57 q4P4D CP33 q4P45 CP35 q4P45

5A FF">

%

7P56 q4P43 7P@5 q4P43 CP46 q4P4B CP34 q4P43 CP33 q4P45

!&3值 D5BG75&4G44 ABGCA&4G44 53G@3&4G44 AG35&4G43 BGAC&4G43

3

5 S3

值
4G44 4GCD 5G44 4GAC 4G46

3

5 SD

值
4G44 4GD@ 4G47 4G4C 4G4A

3

5 SB

值
4G44 4G44 4G@@ 4G53 4G63

3

5 SA

值
4G44 4G44 4G47 5G44 4GD@
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表 VT体外模拟气腹环境("2)不同压力!不同时间培养液 4"值的变化(!_X%" #̀)

组别
时间

4 N 3 N B N 7 N 6 N

对照组
!

CP34 q4P45 CP56 q4P43 CP5A q4P45 CP5C q4P4D CP34 q4P43

4 FF">

"

CPB3 q4P43 CP3D q4P4D CP56 q4P45 CP5A q4P45 CP57 q4P4D

A FF">

#

CPAD q4P4D CP36 q4P43 CP35 q4P43 CP5@ q4P4D CP5A q4P45

54 FF">

$

CP63 q4P43 CPD5 q4P45 CP3D q4P43 CP34 q4P4A CP5A q4P43

5A FF">

%

6P5@ q4P4B CP@7 q4P4D CPDD q4P4A CP33 q4P45 CP5@ q4P43

!&3值 54ABGB6&4G44 C47GDB&4G44 C5G64&4G44 AGCC&4G45 AGD3&4G43

3

5 S3

值
4G44 4G5A 4GD3 4G@5 4G57

3

5 SD

值
4G44 4G44 4G45 4G6B 4G46

3

5 SB

值
4G44 4G44 4G44 4GAC 4G46

3

5 SA

值
4G44 4G44 4G44 4G4C 4G@@

3P32细胞增殖活性的变化

在模拟气腹环境为 !(

3

情况下!表 D%&4*A*54

FF">组与对照组比较 (\值无明显差异 !3f

4P4A%&5A FF">组与对照组比较 (\值在前 D 天

无明显差异!3f4P4A%&在 B bC 天 (\值明显低于

对照组!3g4P45%) 而在气腹环境为 ":情况下!表

B%&不同压力组胃癌细胞增殖活性与对照组比较无

明显差异!3f4P4A%)

表 WT.PP法测定体外模拟气腹环境(!(

V

)胃癌细胞增殖活性的变化(!_X%" #̀)

组别
时间

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

对照组
!

4PD5 q4P4B 4PB5 q4P43 4PAD q4P4@ 5PD6 q4P4B 5P65 q4P4@ 3PDD q4P4B 3PDD q4P47

4 FF">

"

4P36 q4P47 4PB5 q4P4B 4PA7 q4P47 5PDC q4P4C 5PA6 q4P43 3PD6 q4P47 3PD@ q4P46

A FF">

#

4PD5 q4P4A 4PDA q4P4A 4PA7 q4P4B 5PDB q4P4B 5PA@ q4P4C 3PA4 q4P4C 3PD3 q4P4B

54 FF">

$

4P3@ q4P43 4PD7 q4P4B 4PAD q4P4A 5P3C q4P4A 5PAC q4P5B 3PAB q4P54 3PB4 q4P4D

5A FF">

%

4PD3 q4P4D 4PD@ q4P4A 4PBC q4P4A 4P76 q4P4B 4P64 q4P4B 5P57 q4P46 5PB3 q4P43

!&3值 4GB7&4GCC 5GB5&4GD4 5G3D&4GD7 553GDD&4G44 7DGC5&4G44 5@BG67&4G44 356G5A&4G44

3

5 S3

值
S S S 5G44 4G54 4G@D 4GCA

3

5 SD

值
S S S 5G44 4G53 4G57 5G44

3

5 SB

值
S S S 4G3B 4G4C 4G4C 4G7C

3

5 SA

值
S S S 4G44 4G44 4G44 4G44

表 XT.PP法测定体外模拟气腹环境("2)胃癌细胞增殖活性的变化(!_X%" #̀)

组别
时间

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

对照组
!

4P3@ q4P4B 4PD7 q4P4B 4PA6 q4P4D 5P33 q4P4A 5P6D q4P4D 3P35 q4P4B 3P73 q4P4B

4 FF">

"

4PD4 q4P43 4PD@ q4P43 4P74 q4P4B 5P3D q4P47 5P67 q4P47 3PDC q4P4A 3P7B q4P4A

A FF">

#

4PD4 q4P43 4PD6 q4P4D 4PA6 q4P4D 5P3C q4P4A 5P64 q4P46 3PB4 q4PDD 3PCA q4P53

54 FF">

$

4PD5 q4P4D 4PB5 q4P4D 4PAC q4P4A 5P3A q4P47 5PC6 q4P4B 3PB@ q4P37 3PC5 q4P56

5A FF">

%

4PDD q4P43 4PD@ q4P4B 4PAB q4P4@ 5P3B q4P3D 5P65 q4P4@ 3PD5 q4P34 3PCD q4P55

!&3值 4P34&4P@D 5P47&4PBD 4PBB&4PC6 4P4@&4P@@ 4P7C&4P7D 4PCB&4PA@ 4PC7&4PA6

3PD2细胞凋亡指数!+#%的变化

不同 !(

3

压力作用时&4*A FF">组细胞凋亡

指数与对照组比较无明显差异!3f4P4A%&而在 54*

5A FF ">组其凋亡指数明显大于对照组 !3g

4P45%)在气体介质为 ":时&各组胃癌细胞凋亡指

数与对照组比较无显著差异!3f4P4A%!表 A%)

表 YT体外模拟气腹环境(!(

V

!"2)不同压力下胃癌细胞凋亡指数(+#)的变化(!_Y%" #̀)

组别 对照组
!

4 FF">

"

A FF">

#

54 FF">

$

5A FF">

%

!&3值 3

5 S3

值 3

5 SD

值 3

5 SB

值 3

5 SA

值

!(

3

组
4PD5 q4P47 4PDA q4P54 4PD3 q4P54 55PBA q5PDC 5APCA q4P4B 56@P@@&4P44 5P44 5P44 4P44 4P44

":组 4PD4 q4P4@ 4PDB q4P4C 4PD3 q4P4D 4PD5 q4P43 4PDA q4P4B 4PBB&4PC6
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3PB2细胞凋亡比例的变化

在 !(

3

环境下&4*A FF">组凋亡细胞比例较

对照组无明显差异!3f4P4A%&54*5A FF">组凋

亡细胞比例较对照组明显增多!3g4P45%) 在气腹

环境为 ":时&各组胃癌细胞凋亡比例与对照组比

较无明显差异!3f4P4A%!表 7%)

表 ZT体外模拟气腹环境(!(

V

!"2)不同压力下胃癌细胞凋亡比例(+*)的变化(!_Y%" #̀)

组别 对照组
!

4 FF">

"

A FF">

#

54 FF">

$

5A FF">

%

!&3值 3

5 S3

值 3

5 SD

值 3

5 SB

值 3

5 SA

值

!(

3

组
4P35 q4P43 4P5@ q4P4B 4P3@ q4P4A @P34 q4PBB 55P74 q4P@A BD4P4@&4P44 5P44 5P44 4P44 4P44

":组 4P36 q4P4B 4P3C q4P4B 4PD5 q4P46 4PDA q4P55 4PDC q4P4A 4P@@&4PBAC

D2讨论

5@@B 年 ZHQG<8等
+B,

首次报道腹腔镜远端胃癌

根治术&虽然腹腔镜胃癌手术时间较传统开腹手术

长&但微创优点明显&如术后疼痛轻*胃肠功能恢复

快*下床早*住院时间短*腹壁瘢痕小及对机体免疫

功能影响小等&显示了腹腔镜手术的优越性
+A,

)

但是对进展期胃癌行腹腔镜胃癌根治术仍然发

展缓慢&主要原因是对腹腔镜手术是否会促进肿瘤

细胞的腹腔内播散及戳口种植转移存在争议) 目前

有关 !(

3

气腹对肿瘤细胞生物学行为影响的报道

很不一致&有些学者报道 !(

3

气腹会促进肿瘤细胞

的增殖和生长&包括结直肠癌*腺癌和其他恶性肿

瘤
+7,

) 而有些学者报道 !(

3

气腹会抑制肿瘤细胞

的增殖) 如 ,:<>等
+C,

报道体外模拟 !(

3

气腹环

境&培养的卵巢癌 "(6@54 细胞和 &Z(0D 细胞会随

着压力的升高*时间的延长&其凋亡的比例增加) 徐

春阳等
+6,

报道在 !(

3

气腹条件下&早期抑制子宫内

膜癌 "]RE55D 细胞的生长&而在处理后的 A b53 天

促进细胞的生长) 1=QQ等
+@,

报道在充气后 5 bB 天

胰腺癌细胞 \+$E1和结肠癌细胞 !YE3 生长明显受

到抑制&而在第 A b5A 天两种细胞增殖明显加快&

\+$E1细胞的增殖独立于气腹压力&而 !YE3 细胞

的增殖则依赖于 !(

3

的压力) 我们的研究表明&胃

癌细胞 .Z$EBA 在 54 FF ">以下 !(

3

压力条件

下&其增殖活性*凋亡指数*凋亡比例与对照组比较

无显著差异&而在 5A FF">条件下其增殖活性明

显低于对照组&凋亡指数和凋亡比例则明显高于对

照组) 在以 ":充当气体介质建立气腹时&气腹压

力在 4 b5A FF">范围内&对胃癌细胞 .Z$EBA 的

增殖和凋亡均未产生明显影响) 我们对细胞培养液

的 V"值检测结果表明&!(

3

组细胞培养液呈弱酸

性&尤以 5A FF">组细胞培养液 V"值变化较大)

而在 ":组培养液呈弱碱性) 所以 !(

3

气腹较高压

力情况下抑制胃癌细胞增殖&促进其凋亡&可能与细

胞外和细胞内酸性环境有关) cHI9W;:QQ等
+54,

报道

!(

3

气腹会引起细胞外和细胞内 V"值和钙离子水

平发生改变&而 V"值和钙离子是细胞功能的重要

调控因子&如 +][的产生*细胞周期*细胞内信号传

导及凋亡等)

总之&我们的研究结果显示&在临床常用的气腹

压力!

'

54 FF">%下 !(

3

不会促进胃癌细胞的增

殖&而在 5A FF">压力下&!(

3

抑制胃癌细胞的增

殖*促进其凋亡&!(

3

气腹引起的腹腔内酸化和腹膜

酸化可能是影响肿瘤细胞增殖*凋亡的主要因素之

一)
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