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摘要 目的
:

探讨高压氧联合化疗药物对结肠腺癌细胞 CT2 6 小鼠移植瘤生长的影响
。

方法 :建立小鼠结肠腺癌移植瘤模型
,

观察

住2 M Pa H B O 及联合化疗药物 5
一

FU 或紫杉醉时荷瘤小鼠肿瘤生长的影响
,

计算肿瘤抑制率 ; 用流式细胞仪观察 0 2 M Ptl 川30 时

C T 2 6 细胞周期的影响
。

结果
:
动物实验结果显示

: HBO 组小鼠肿瘤体积抑制率为
:
22

.

39%
,

肿瘤质量抑制率为
:
25

.

77 % ; 5
一

f U 组

分别为
: 4 2

.

3 8%
,

43
.

6 1% : 5
一

FU + H BO 组分另
,】为 : 72

.

10%
,

7 1
.

4 7% ; 紫杉醉组分另
,」为 : 26 3 1%

,

2 3
.

0 4% ; 紫衫醉 +川30 分 另
,

l为
:

33
.

24%
,

30
.

96%
。

5
一

FU + H B O 组与 5
一

FU 组及 H BO 组相比较有显著性差异 (P< 0
.

0 1 )
; 紫杉醉 + H B O 组与紫衫醉组及 I IB O 组相比

差异不明显
。

流式细胞仪检测结果显示
: 0

.

2 M Pa H BO 诱导 C l
’

26 细胞在 S 期积蓄 (G O /G I 期 ( 55
.

89% )
、

S 期 ( 4 0 7 9% )
、

G Z /M 期

(3
.

32% ) )
。

结论
: .0 2 M Pa H BO 可抑制了 C T 26 结肠腺癌小鼠移植瘤的生长

,

并能增强细胞周期特异性化疗药物的敏感性
)

关键词 : 高压氧 ; 化疗药物 ;结肠癌细胞 ; 移植瘤 ; 小鼠
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前言

高压氧 (卜Iy P e rb a r ie O x yg e n,

H BO )作为一种辅助治疗手段

已广泛应用于临床
,

但 H B O 能否用于肿瘤的辅助治疗尚有争

议
。

有学者认为
,

H B O 可以减轻癌症患者术后
、

放疗和化疗后

遗症
.

但有学者认为 H BO 木身可能会刺激肿瘤组织的增生
。

目

前
,

有关 H B O 辅助化疗药物治疗肿瘤的实验研究并不多见
,

5
-

氟脉嚓咙 ( 5
一

F U )和紫杉醇均为细胞周期特异性药物
,

5
一

F U 主

要作川于细胞周期的 S 期
,

而紫杉醇主要作用于细胞周期的 M

期
,

H B O 能否增强 5
一

F U 或紫杉醇治疗肿瘤的疗效
,

口前国内

外均未见报道
。

木文通过建立动物肿瘤模型
,

初步研究了 H B O 联合 5
一

FU

或紫杉醇对荷结肠癌小鼠肿瘤生长的影响
。

探讨 lm o 联合化

疗药物 ( 5
一

FU 或紫杉醇 )对 C T 26 小鼠结肠腺癌移植瘤生长的

影响
,

以期为临床探索使用化疗联合 H B O 治疗肿瘤提供实验

理论依据
。

材料和方法

1
.

1 结肠腺癌细胞《CT 26 )株

小鼠结肠癌细胞 (C T 26 )株
,

由上海第二军医大学免疫教

研室惠赠
。

细胞培养于含 10%小牛血清的 Rl
〕 M ! ! 64() 培养液

( PH 7
.

2 ) (美国 G IB CO 公司 )中
,

在 37℃
、

5% C O Z
充分湿度条件

下培养
,

细胞呈单层贴壁生长
,

每 2
一

d3 传代一次
。

传代时川

.0 25 % 胰酶室温下消化 3
一

5 m ni
,

选川对数生长期细胞用于实

*
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验
。

收集并调整细胞数为 l
.

o X 1 0, / ml
。

1
.

2流式细胞仪检测细胞周期

将呈对数生长期 C T 26 细胞分为 3组
: ①正常对照组 :

即

不作 H BO 暴露 ;②H B -o A 组
:
无菌状态下细胞暴露于 .0 2M Pa

H BO
,

出舱后置 C O :

培养箱继续培养 12 ;h ③H B O
一

B 组
:

无菌

状态下细胞暴露于 .0 2 M Pa H BO
,

出舱后置 C 0 2 培养箱继续

培养 2 h4
。

上述 3 组细胞
,

均用 0 2 5%胰酶消化
,

同时收集细胞

数量 1 x 106 个左右
,

8 00 ~ 10 00mr in
一

l 离心 s m in
,

弃去培养液
,

P BS 洗 3 次
,

离心去 P B S
,

加人冰预冷的 70 % 的乙醇固定

( 4℃
,

l h )洲流式细胞仪 ( B e e t io 可
·

D ie k in os n 公司制造 )检测

C T 2 6 细胞在 H BO 处理后 G O/G I 期
、

S 期
、

G Z/M 期的 L匕例
。

H B O 处理方法
:
人舱前用紫外灯消毒氧舱 20 m ni

,

纯氧洗舱

IOm ni
。

然后将各组培养细胞放人舱内
,

15m ni 内缓慢升压至

.0 2M P a ,

维持氧压不变
,

6Om ni 后开始减压
,

在 15m ni 内减至常

压状态后出舱
。

纯氧流量 ZU m ino

1
.

3 人结肠瘤 B A L Bc/ 小鼠移植瘤模型的建立

待 C T 26 瘤细胞贴壁生长后
,

取对数生长期细胞
,

用 .0 25 %

胰酶消化
,

离心后用 .0 2 m 0l 9% 生理盐水吹打成细胞悬液
,

在

无菌实验条件下
,

将瘤细胞悬液 (2 .o x 106 .0/ Zm l/ 只 ) 接种于

BA LB/ c 小鼠右前肢背部皮下
,

注射局部出现明显皮丘
.

3
一

4 d

后出现结节
.

1d0 后直径约 1 0c m 左右
,

手术剥离瘤体
,

切成小

块接种在另外 3 只小鼠右腋窝皮下
,

如此在小鼠体内反复传代

两次后
,

最后再剥离瘤体
,

将瘤组织块切成 1 X I 冰 1 m m 大小
,

用外科手术套管针接种到 25 只小鼠右腋皮下
,

7 d 后挑选其肿

瘤直径约 .0 5 c m 左右的小鼠分组实验
,

移植瘤动物模型建立
。

1
.

4 验动物及分组

实验动物
: B A LB/ c 小鼠 24 只

,

4场 周龄
,

体重 22 士 2
.

09
,

雌

雄各半
,

购自中科院上海斯莱克实验动物中心 ; 饲养于清洁级

动物室 (22
一25 ℃ )

,

垫料
,

饮用水和食物均经消毒灭菌
。

用 8 只

无瘤鼠作空自对照
,

从荷瘤鼠中挑选 48 只 (荷瘤直径约 .0 5

c m )作为动物模型随机分为 6 组
:

①空白对照组 (8 只
,

无瘤
,

雌

雄各半 ) ; ②模型对照组 (8 只雌雄各半
,

)
:

每 日腹腔注射生理

盐水 .0 2m l/ 只
,

常压常氧下饲养 ;③模型 + H B o 组 (8 只
,

雌雄

各半 )
:

模型鼠每日腹腔注射生理盐水 .0 2m l/ 只
、

每 日实施

HB O ; ④模型十 5
·

F u 组 (8 只
.

雌雄各半 )
:

模型鼠每 日按

s m叭 g 体重腹腔注射 -5 FU
,

常压常氧下饲养 ; ⑤模型 +

H B于-5 F U 组 (8 只
,

雌雄各半 )
:

模型鼠每日按 s m叭 g 腹腔注

射 5
一

F U
.

每日实施 HB O ;⑥模型+ 紫杉醇组 (8 只
,

雌雄各半 )
:

模型鼠隔日按 s m叭 g 腹腔注射紫杉醇
,

常压常氧下饲养 ;⑦模

型+ HB O十 紫杉醇组 ( 8 只
,

雌雄各半 )
:

模型鼠隔日按 sm叭 g

腹腔注射紫杉醇
,

每日实施 H BO
。

1
.

5 H BO 撰皿

实验开始前先用纯氧清洗加压舱 10m ni
,

然后将模型鼠给

药 h2 后送人动物加压舱 ( DWC1 50
一

300 型动物实验舱为上海

701 所产品 )
,

巧 m ni 内缓慢升压
,

当舱压升至 .0 2M P a 稳住压

力不变
,

持续 60 m ni 后缓慢减压
,

在 15 m ni 内减压至常压状态

后出舱
。

每天暴露 HBO 一次
,

共 15 天
。

1
.

6 测t 移植瘤重且和体积并计算肿瘤抑制率

按实验设计要求
,

移植瘤模型建立后次日隔天用电子数显

卡尺测量皮下肿瘤的长径 ( a
)和短径 ( b )

,

J刊公式 V = l /Z ab 2
.

计

算肿瘤体积的大小
、

绘制肿瘤生长曲线
,

实验共进行 1d5 后处

死动物
,

剥离皮下肿瘤
,

测量其大小并用电子秤 (上海天平仪器

厂生产 )称重
,

用公式
:

肿瘤抑制率= (对照组一 实验组 ) / 对照

组 X 100 %
,

计算肿瘤抑制率
。

1
.

7 动物静脉外周血 W B C
、

R B C
、

Hb
、

PTL 检$JI

实验进行 15 天后颈椎脱臼处死动物前
,

眼球取血(采血管

中先加两滴抗凝剂 )
,

样木送中大医院血液生化分析室作血常

规检测
。 .

1
.

8 病理组织学观察

实验进行 巧 天后颈椎脱臼处死动物
,

取各组全部肿瘤组

织及心
、

肝
、

脑
、

肾
、

肺等脏器
,

4%甲醛固定
,

取材
,

脱水
,

透明
,

石蜡包埋
,

4 o m 厚连续切片
,

脱腊
、

HE 染色
、

封片
,

光镜下进行

形态学观察
,

检查是否有脏器转移等
。

1
.

9 统计学处理

应川 S P SS 10
.

O统计软件
,

根据数据的资料性质
,

选川 t 检

验
,

若 p <0 .0 5 时有统计学意义
。

2 结果

2
.

1 CT 26 细胞移植瘤模型的建立

C T 26 细胞接种于 BA L B c/ 小鼠体内 3~ 4 d
,

可在皮下摸

到粟粒大小的结节
.

以后逐渐增大
。

接种后第 10d 统一处死动

物
,

所有移植肿瘤的动物均见肿瘤生长
,

其移植成功率为

10 0%
。

解剖全部 BA L B c/ 小鼠
,

肉眼可见
:

肿瘤呈结节状 (图

)l
,

包膜较完整
,

未向周围浸润
,

肿瘤切面呈灰自色
.

无出血坏

死灶 ;镜下观察
:

移植瘤为未分化结肠腺癌 (图 2 )
。

图 l 小鼠 C T 2 6结肠腺瘩移植抽模型(右腋后 、

P ie t u er
.

1 C T 2 6 e o lo r e e t a ! e a r e in o m a m o d e ls in B A L Bc/ m o u s e

图 2 C T 2 6未分化结肠腺癌 ( 4 0 0又 )

P ie ru er Z C T 2 6 u n d ieff er n t ia t iv e e o lo er e t a l e a er in o m a ( 4 0 0 X )



2
.

2H BO对 C T 26 细胞周期的影响

流式细胞仪检测细胞周期各时相比例 (G O /G I期
、

S 期
、

G Z /M期 )结果显示
:

对照组为 74
.

8 2%
、

2 0
.

3 8 %
、

4
.

8 0%;H O B
一

A

组 为 6 6
.

48 %
、

3 3
.

16 %
、

0
.

36 %;H BO
一

B组 为 5 5
.

89 %
、

4 0
.

9 7%
、

3
.

3 2%(图 3 )
。

提示 H BO可诱导 C T 26 细胞在 S 期积蓄
,

且

H B O
一

B 组 S期积蓄量要略高于 H BO
一

A 组
。

提示
: H BO 可诱导

C T 2 6细胞在 S期积蓄
,

且 H B O 后 2h4 组 S 期积蓄量要高于
H B O 后 12h 组

。

.2 3 H B O 及其联合 5
一

F U
、

紫杉醇对荷瘤鼠外周血常规的影响

眼球取 lrI L
,

检测各组小鼠外周 Jnt中WB C
、

R BC
、

Hb
、

P L T

的情况如下 (见表 l )
。

.2 4 H BO 联合 5
一

F u
、

紫杉醉对小鼠移植瘤生长的影响

实验 15 天后颈椎脱臼处死动物
,

肉眼观可见各处理组皮

下肿瘤的体积大小差别
,

完整剥离瘤体
,

测量瘤体体积和重量
,

计算肿瘤抑制率(表 2)

图 3 1互已0 对 C T 2 6 细胞周期的影响

P ie t
u er 3 E eff e t o f H B 0 o n e y c le o f C T 2 6 e e l l

衰 l : H BO 及联合 5
一

FU
、

紫杉醉对荷油鼠外周血常规的影响《又士 )s

T a b le
.

1 T h e e
eff e t s o f 0

.

2 M P a
H BO e om b in e d w ith e h em o th e ar Py( 5

一
FU o r P a e l ita

x e l)
o n th o pe r iPhe ar l b lo o d in B A L B /e m o u s o t um o r m o d

e ls

实验分组 W B C ( 10呵) R BC ( 10
, 2/ 1) H b(9/ 1) P L T ( 109/ 1)

空白对照组 8
.

2 7士 1
.

18 6
.

5 1士0
.

90 9 5
.

8 7士 10
.

9 3 86 4
.

12士 7 9兮 5

型对照组模 9
.

04士 0
.

97 6
.

49士0
.

89 96
.

5 1士 13
.

90 874名 0士 12 1
.

9 6

模型 + H B O 组 8
.

9 6士 0
.

48 6
.

35士 0
.

50 9 1
.

3 0士 7 69 8 11 0 0士 90
.

3 8

模型 + 5
一

FU 组 7
.

89士 0
.

59 7
.

27士 1
.

16 10 1
.

12士 15
.

1 1 7 64
.

8 7士 15 1 4 2

模型 + 5
一

FU + H BO 组 8
.

3 2士 1
.

18 6
.

74士 0
.

99 109
.

7 5士 14
.

2 5 7 11
.

87士 13 2
.

15

模型 + 紫杉醇组 9
.

14士 1
.

05 7
.

3 5士 0
`

83 102
.

8 7士 11
.

16 79 1
.

50士 130
.

9 5

模型 + 紫杉醇 + H B O 组 8
.

77士 0
.

9 1 7
.

75士 1
.

12 10 9
.

6 2士 9
.

36 7 29
.

87士 112
.

6 4

H B O 组及其联合化疗组 小鼠外周血常规中的 WB C
、
R B C

、
H b及 PL T 的平均值和模型对照组及空白对照组比较皆无显著性差异

.

(>P 住05 )
。

表 2 :
H B O 联合 5

一

FU
、

紫杉醉对 B A L B/ c 暇移植油生长抑制的影响

T a b le Z T h e e eff e t s o f 0 2 M Pa H B O e o m b in e d w i th e he m o th e ar Py ( 5
·
F U o r Pac l ixat e l) o n th e th e g or wt h o f tum o r s in BA L B c/ m o u s e t um o r m o d e ls

组别 肿瘤体积 (c m 3
,

士 S) 肿瘤体积抑制率(% ) 肿瘤质量g(
,

士 )s 肿瘤质量抑制率(% )

空白对照组 0 0 0 0

模型对照组 2
.

6 92士0
.

39 1 0 2
.

5 13士 0
.

4 14 0

模型 + H BO 组 1 7 29士0 4 02 2 5 7 7 1
、

69 9士0
、

35 9 2 2
.

39

模型 + 5
一

FU 组 1
.

5 5 1士0
.

23 4 4 2
.

3 8 1
.

4 17士 0
.

32 5 4 3
.

6 1

模型 + 5
一

FU + H B O 组 0
.

75 1士 0
.

2 12 72
.

10 0
.

7 17士 0
.

22 3 7 1
.

47

模型 + 紫杉醇组 1
.

9 84士0
.

45 1 2 6
.

3 1 1
.

93 4士 0
.

4 13 2 3刀4

模型 + 紫杉醇 + H B O 组 1
.

79 7士0
.

15 4 33
.

24 ]
.

73 5士 0 54 1 3 0
.

9 6

-5 F U + H B o 处理组肿瘤抑制率与单纯 5
·
FO 组及 H B O 组相比有显著差异 (<P 仓05 ) ; 紫衫醉 十H B O 处理组肿瘤抑制率与单纯紫衫醉组及

H BO 组相比差异不 明显 ( p > 0.0 5 ) ; 模型 十H BO 组肿瘤体积和质量与模型对照组相比有显著差异
.

〔p<0 .0 5 )
。

2
.

5 H BO 对移植瘤组织及荷瘤鼠重要器官的病理学观察

H B O 组及联合化疗组肿瘤的均出现不同程度的坏死
,

特

别是 H BO +5
一

FU 组坏死最为严重
,

而模型对照组较少坏死发

生
。

心
、

月干
、

脾
、

肺
、 `

肾等各内脏组织没有发现明显的形态学改

变
,

无肿瘤脏器转移现象发生
。

3 讨论

目前
,

恶性肿瘤的治疗方法主要是手术治疗
、

化疗和放疗
,

但都会引起相应并发症
,

同时由于在肿瘤组织中大约有只分之

一的癌细胞处于乏氧状态
,

这可能是癌细胞对放疗和化疗产生

耐受的主要原因之一 l’ol

H BO 是机体呼吸压力超过 0
.

IM Pa 的纯氧而用于治疗疾

病的一种新的治疗手段
,

它能改善微循环
.

提高氧分压
,

增强机

体免疫机能
,

临床上已将其应用于多种疾病的治疗和辅助治

疗
,

但是 H B O 用于肿瘤的治疗尚有争议
。

19 66 年 J o h n s o n 和

L ua c hl na 首次报道 H B O 可能促进肿瘤增长 ; 而近年来相继有

人报道 H BO 是肿瘤患者较好的辅助疗法叭 Li nd
a 等发现单纯

HB O 对 DM B A 诱 导 的 鼠乳腺癌抑制率为 17一24 2 % l’ol

T ka gi uc hil
引等在成功建立小鼠肉瘤 180 移植瘤模型的基础上

,

分别给予 5
一

F U
、

H B O
、

和 H BO + 5
一

FU 联合治疗
,

结果提示
.

在

实验 27 天后
,

模型组移植瘤体积直径增加 2”
.

8%
、

单纯 H BO

组增加 244
.

1%
、

单纯 5
一

FU 组肿瘤直径增加 182
.

7%
、

联合 H BO

治疗组为 138
.

5%
,

显示化疗药物联合 H B O 可提高化疗疗效 ;

Pe ter 3II 等对小鼠 M CA
一

2 模型进行试验
,

结果显示 H B O 结合阿



霉素化疗不仅会增加对 MC A
一

2细胞溶解同时也明显降低了肺

转移数童
。

木实验结果显示
:5

·

F U 十H O B组对 B AL Bc /鼠移植

瘤体积抑制率达 2 7
.

10 %
,

较单纯 5
一

F U 组 ( 42 38 % )
、

单纯 H BO

组 ( 25
.

” % )为高 ( p< .0 05 )
,

提示 H B o 联合细胞周期特异性药

物 5
一

FU 可明显增强了 5
一

FU 的抗癌作用
。

有关 HB O 对肿瘤的作用机制仍不明了
,

有文献报道 H BO

提高了肿瘤组织的氧自由基含量
,

来发挥抑制肿瘤生长的作用叭

实体瘤内的缺氧状况与肿瘤恶性表型和预后有关系
,

缺氧的肿

瘤细胞为了能够逃避缺氧的损伤
,

其可通过改变基因表达来适

应缺氧环境
,

如肿瘤细胞可通过高表达缺氧诱导因子 ( hy pe xi a

in du e ib一e af e t o r 一a一p h氏 H IF一 a )来调控一fl t管内皮生长 l川子
、

促红

细胞生成素
、

糖酵解酶等表达
,

以适应缺氧环境而继续增殖 l,. 川 ,

亦有研究报道
,

肿瘤组织中的川F
一

al 水平随着组织内氧含址

增加而降解
,

继而抑制肿瘤的生长抹
, l。 木研究结果显示 H B O 处

理荷瘤鼠可抑制肿瘤的生长
,

与上述报道相一致
。

这进一步支

持了 H BO 联合细胞周期特异性药物治疗肿瘤的可行性
。

H BO 对化疗药物的增效机制是什么 ? 目前认为 H BO 能使

处于静止期的肿瘤细胞重新进人细胞周期
,

这有利于提高细胞

周期特异性药物的抗癌效能
。

K a ln s l,` , I发现 H BO 可使 NL C a P

癌细胞在 G Z朋 期积蓄
,

并可使缺氧区域的癌细胞分裂增殖加

速
,

推测 H BO 具有导致肿瘤细胞周期同步化的作用
。

我们通过

检测了 H B O 作川于 CT 26 瘤细胞的增殖周期的改变
,

显示对

照组 G O /G I 期 ( 7 4
.

82% )
、

S 期 ( 2 0
.

3 8% )
、

G ZM/ 期 ( 4
.

8 0% ) ;

H BO
·

A 组为 6 6
、

4 8%
、

3 3
.

16%
、

0
.

3 6% : H BO
·

B 组 为 55
.

89%
、

4 0
.

79%
、

3
.

32%
,

提示 H B O 可以诱导 C T 2 6 结肠腺癌细胞在 S

期积蓄
,

但这与 K al ns 发现的 H BO 可使 L N C Pa 癌细胞在

G Z彻 期积蓄不一致
.

这可能与实验用的细胞种类及其生长特

性有关
,

有待进一步证实
。

木实验我们选择了两种不同的细胞周期特异性药物 5
一

FU

(主要作川于 S期 )和紫杉醇 (主要作用于 M 期 )
,

联合 HB O 开

展动物实验
。

结果表明 H BO 明显增强 5
一

F U 的抑制肿瘤增殖的

作用
,

而 H B O 对紫杉醇的作用无显著统计学意义
,

初步验证

H B O 具有提高细胞周期特异性药物的抗癌作用
。

有关 H BO 联

合细胞周期特异性药物治疗肿瘤的研究值得进一步探究
。
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