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异氟醚在体外促进 Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞系的增殖及侵袭能力
杨　欣，郑　婷，任　军，郭晓宝，高　瞻　（新疆军区总医院颌面外科，新疆 乌鲁木齐 ８３００００）

［摘　要］　目的　研究头颈部鳞状细胞癌Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞系暴露于２％异氟醚后其生物学行为发生改变的特点，以期
为头颈鳞状细胞癌手术麻醉方式提供细胞水平的理论指导。方法　头颈部鳞状细胞癌细胞系用２％异氟醚分别作用于Ｔｃａ８１１３和
ＨＳＣ２细胞系３ｈ、６ｈ后，体外培养７２ｈ，用ＭＴＴ法检测２％的异氟醚对Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞的增殖能力的影响。用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
培养２４ｈ检测２％异氟醚对细胞的侵袭能力的影响。结果　ＭＴＴ法检测和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验提示，接受２％异氟醚暴露３～６ｈ
后，Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞系与没有接受异氟醚暴露的对照组相比，其增殖能力与侵袭能力均显著增强，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。结论　异氟醚增加了头颈部鳞状细胞肿瘤Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞系在体外的恶性程度，提示使用异氟醚静吸复合麻醉
可能增加头颈部肿瘤细胞增殖和转移的能力。
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　　头颈部鳞状细胞癌是全球最常见的恶性肿瘤之
一，每年大约有 ５０万人患病，其中大约 ２５万人死
亡［１］。虽然医疗技术有了很大的提高，但是头颈部恶

性肿瘤的总体生存率仍然很低，５年生存率大约
５０％［２］。手术治疗仍然是大多数头颈部恶性肿瘤的

主要治疗方式［３］。在头颈部恶性肿瘤的手术过程中，

静吸复合麻醉（吸入麻醉合并静脉麻醉）是最常用的

麻醉方式［４］。相对于全凭静脉麻醉而言，静吸复合麻

醉在手术过程中能够维持更加稳定的血流动力学环

境，术后患者的恢复也会更快、更安全，特别是对老年

患者来说更是如此［５］。

静吸复合麻醉中，异氟醚较容易控制术中麻醉深

度，同时麻醉效力较强，因而被作为静吸复合麻醉中常

用的吸入麻醉药物。但是很多体外细胞实验表明，异氟

醚随着浓度和对细胞作用时间的不同，会对细胞的生物

学行为产生影响，或者对细胞产生毒性作用［６８］。临床

常用浓度的异氟醚可以诱导大鼠大脑神经元细胞的凋

亡。在一些体外实验中也证实异氟醚可以诱发人类 Ｔ
淋巴细胞凋亡［７］。但是另外一些体外研究却发现，异氟

醚会抑制某些细胞的凋亡，例如应激状态下心肌细胞的

凋亡可以被异氟醚抑制［８］。可见异氟醚在不同的环境

下可能会具有促进细胞凋亡或者抗细胞凋亡的潜能。

头颈部鳞状细胞癌侵袭性强，预后较差，容易发生

淋巴结转移［９］。头颈部恶性肿瘤切除手术的麻醉时

间一般为４～６ｈ，在此过程中，一方面手术操作有可能
使肿瘤细胞进入血液，或者遗留在临近的组织中；另一

方面各种吸入和静脉用的麻醉药品进入体内，可能影

响肿瘤细胞的某些生物学行为而增强肿瘤细胞的存活

能力，增加肿瘤移植的风险［１０］。
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本研究旨在明确临床相关浓度的异氟醚对头颈部

鳞状细胞癌Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞系的相关生物学特
性的影响，为临床头颈部鳞状细胞癌手术治疗选用更

加合理的复合麻醉方案和更合适的吸入麻醉药提供细

胞水平的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料和仪器设备
细胞：ＨＳＣ２口底癌细胞株和Ｔｃａ８１１３舌癌细胞株

购自上海斯信生物科技有限公司，在液氮中冻存。主

要试剂：胎牛血清（四季青杭州生物制品，中国），

ＤＭＥＤ培养基（Ｇｉｂｃｏ生物有限公司），０．０２％ ＥＤＴＡ
（Ｓｉｇｍａ生物），胰酶（Ｓｉｇｍａ生物），７５％乙醇（西安石
化），青霉素（石药集团，中国）。主要仪器：医用超净

工作台（菲尔，苏州医疗器械厂，中国），细胞培养箱

（菲尔，苏州医疗器械厂，中国），倒置显微镜（奥林巴

斯，日本），血细胞计数板（上海医学器械厂，中国），细

胞培养瓶（ＢＤ公司，美国）。
１．２　细胞培养

细胞冻存管从液氮中取出后，即刻放入４０℃的温
水进行解冻。解冻后取出，用７５％乙醇消毒管口后打
开，离心后去除上清液，收集细胞，无血清培养基清洗

细胞 １次，加入 １０％胎牛血清、１００Ｕ青霉素、
２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酸盐和含有 ０．１ｍｇ／ｍＬ链霉素的
ＤＭＥＤ培养液，置于５％ＣＯ２饱和湿度、３７℃培养箱内
培养。该细胞为贴壁生长型细胞。

１．３　细胞暴露于异氟醚
计数１×１０６个对数生长期细胞，在１．５ｍＬ细胞

培养液中悬浮，６孔板上种植后，放入细胞培养瓶内。
３７℃培养箱中培养，调整麻醉机，使混合气体浓度为
５％ＣＯ２、２１％Ｏ２、２％异氟醚。用紫外线气体分析仪检
测 Ｏ２、ＣＯ２、异氟醚的浓度，待浓度稳定为 ５％ＣＯ２、
２１％Ｏ２、２％异氟醚后，实验组按照 ５％ＣＯ２、２１％Ｏ２、
２％异氟醚作用于细胞时间的不同，分为３ｈ组和６ｈ
组。对照组仅为５％ＣＯ２和２１％Ｏ２气体作用于细胞。
１．４　关于细胞增殖的研究

ＭＴＴ法检测细胞增殖。细胞增殖能力的检测使
用（ＭＴＴ）３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴
盐测定。将用异氟醚作用过的细胞和对照组的细胞用

含１０％胎小牛血清的培养液配成细胞悬液，接种到
９６孔板，每孔１×１０４个细胞。培养箱培养７２ｈ，至少
２个细胞周期，７２ｈ后，在每个孔加入２０μＬＭＴＴ溶液
（５ｍｇ／ｍＬ）。继续培养４ｈ，小心吸出孔内的上清液，
悬浮细胞离心后将孔内培养上清液吸弃。１５０μＬ

ＤＭＳＯ加入每个孔，振荡１０ｍｉｎ，充分融解结晶物。波
长选择４９０ｎｍ，用酶标仪测定光吸收值后，记录结果。
１．５　关于细胞侵袭性的研究

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验研究细胞体外侵袭能力的改变
情况。将１∶１稀释的人工基底膜（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）按照约
１００μＬ／室均匀滴在８μｍ孔径聚碳酸酯微孔滤膜上，
上室加入浓度为５×１０５／ｍＬ的实验组和对照组的细
胞悬液２００μＬ，上室培养液不加胎牛血清，下室培养
液含１０％的胎牛血清，每组细胞均设 ３个复孔，在
３７℃含５％ＣＯ２的饱和湿度培养箱内培养２４ｈ，使用
棉拭子擦去 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室膜上的细胞。用
１００％甲醇固定下室细胞２ｍｉｎ，进行 ＨＥ染色，用２００
倍显微镜观察并且照相。重复３次实验，对各组细胞
的侵袭能力进行测定。每孔计数 ５个随机视野
（×２００），取平均值，评价其侵袭力的指标以穿过微孔
滤膜的肿瘤细胞数目来计算。

１．６　统计学分析
所有数据均使用均数±标准差（ｘ±ｓ）来表示，采

用双尾ｔ检验来比较差异。Ｐ＜０．０５为差异具有统计
学意义。

２　结果

２．１　２％异氟醚对细胞增殖能力的影响
当Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞系暴露在２％的异氟醚

中３ｈ和６ｈ后，再继续培养７２ｈ，至少完成２个细胞
周期后，用ＭＴＴ法检测细胞增殖能力的变化，结果示
暴露在２％的异氟醚中３ｈ后，Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞
系的增殖能力高于对照组，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。暴露在２％的异氟醚中６ｈ后，Ｔｃａ８１１３
和ＨＳＣ２细胞系的增殖能力显著高于对照组，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。暴露在２％异氟醚中６ｈ
组和３ｈ组相比，６ｈ组 Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞系增殖
能力显著高于３ｈ组（图１）。以上结果说明，２％的异
氟醚在体外会促进 Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞系的增殖，
并且这种作用会随着２％异氟醚作用时间的延长而增
强，具有时间依赖性。

ａ：Ｔｃａ８１１３细胞系增殖能力变化比较；ｂ：ＨＳＣ２细胞系增殖能力变
化比较　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与３ｈ组比较，Ｐ＜０．０５
图１　２％异氟醚增强Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞增殖能力
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２．２　２％异氟醚对细胞侵袭能力的影响
Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞系暴露在２％的异氟醚中

３ｈ和６ｈ以后，用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验来检测 Ｔｃａ８１１３
和ＨＳＣ２细胞系侵袭能力的改变，结果示暴露在２％的
异氟醚中３ｈ后，Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞系的侵袭能力
显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。暴露在２％的异氟醚中
６ｈ后，Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞系的侵袭能力显著高于
对照组（Ｐ＜０．０５）。暴露在 ２％异氟醚中 ６ｈ的

Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞和暴露３ｈ的 Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２
细胞相比，６ｈ组Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞系侵袭能力显
著高于３ｈ组（图２）。以上结果说明，２％的异氟醚在
体外会促进 Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞系侵袭能力的增
强，并且这种作用会随着２％异氟醚作用时间的延长
而增强。即２％异氟醚对 Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞系的
侵袭能力的影响在体外具有时间依赖性。

ａ：Ｔｃａ８１１３细胞系增殖能力变化比较；ｂ：ＨＳＣ２细胞系增值能力变化比较　：与对照组比较Ｐ＜０．０５；＃：与３ｈ组比较，Ｐ＜０．０５
图２　２％异氟醚增强Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞侵袭能力

３　讨论

全身麻醉是指麻醉药进入体内后，中枢神经系统

暂时抑制，表现为神志消失，全身痛觉消失、遗忘、反射

抑制和骨骼肌松弛［１１］。这种抑制是可逆的，当药物被

代谢或从体内排出后，患者的神志及各种反射逐渐恢

复。虽然全凭静脉麻醉在近些年发展迅速，但是异氟

醚吸入的静吸复合麻醉依然广泛应用［１２］。异氟醚吸

入的静吸复合麻醉可以减少单一麻醉药物的用量，减

少单一麻醉药物使用产生的毒性，同时更容易控制术

中的麻醉深度。但是一些研究表明，异氟醚会影响细

胞的生物学性能，可能会促进或抑制细胞凋亡等［６８］。

临床上常用浓度的异氟醚对正常细胞的生物学性能不

会产生明显的影响，但对肿瘤细胞的生物学特性却会

产生一定的影响。Ｍｏｕｄｇｉｌ等［１３］的研究发现吸入性麻

醉药物会促进肿瘤细胞的生长；而Ｏ’Ｌｅａｒｙ等［１４］的研

究得出的结论却与之相反，即吸入性麻醉药物抑制了

肿瘤细胞生长。本研究认为，２％异氟醚可以促进头颈
鳞状细胞癌Ｔｃａ８１１３和ＨＳＣ２细胞系细胞增殖能力和
侵袭能力的增强。

在手术切除肿瘤的过程中，手术的操作过程本身

都很可能导致肿瘤细胞进入血液循环，从而增加肿瘤

转移和复发的风险，而患者的机体抵抗力在围手术期

会受很多因素影响而下降，如术前患者的精神压力会

导致机体新陈代谢、细胞因子以及神经内分泌等发生

改变［１５１６］。术中使用的麻醉药品本身也会造成机体

在术中和术后免疫抑制［１５，１７１８］。静吸复合麻醉中吸入

的麻醉药品也会扰乱人体的免疫系统，特别是在作用

时间较长、浓度较大时更强［１９］。异氟醚促进人Ｔ细胞
的凋亡是通过作用于凋亡蛋白酶的凋亡途径来完成

的，而自然杀伤细胞的活力又会被 Ｔ细胞的凋亡所抑
制，从而进一步降低了机体的免疫功能，这样就相对增

强了肿瘤细胞的存活能力和新陈代谢能力［１０，２０］。除

了以上吸入麻醉药物通过抑制机体免疫系统而对肿瘤

细胞的间接作用外，本研究结果显示吸入麻醉药物异

氟醚还可能会直接影响细胞的增殖和侵袭性。但与以

往研究证实异氟醚对其他肿瘤细胞的作用不同，本研

究认为，异氟醚对肿瘤细胞生物学特性的作用可能会

因为肿瘤细胞来源的不同而有所不同［６８］。而衡量肿

瘤是否容易发生转移的一个重要因素就是肿瘤细胞的

侵袭能力［２１］。本研究证实，Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞系
细胞的增殖能力和侵袭能力与对照组未经过异氟醚作
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用的肿瘤细胞相比均显著性增强，并且呈时间依赖性，

即随着异氟醚对肿瘤细胞的作用时间延长，肿瘤细胞

的增殖和侵袭能力也随之增强。在接受异氟醚吸入的

静吸复合麻醉手术过程中，肿瘤细胞因为异氟醚的作

用而其增殖和侵袭性均显著增强的情况下，如果在手

术操作过程中肿瘤细胞进入了血液，那么这种生物学

特性已经发生了改变的肿瘤细胞发生远处植入生长的

可能性在理论上来说是显著增大了［７］。而本研究是

在肿瘤细胞暴露于异氟醚后再培养７２ｈ，结果显示细
胞增殖能力增强，说明异氟醚对肿瘤细胞增殖能力的

作用至少可以持续７２ｈ，提示异氟醚吸入的静吸复合
麻醉可能会增加头颈部鳞状细胞癌的恶性程度。

头颈部恶性肿瘤手术治疗适合哪一种麻醉方式是

一个很有争议的问题［１７，２２］。术后意识恢复和血流动

力学的稳定，一直是麻醉专家所关注和研究的重点。

静吸复合麻醉由于吸入麻醉药品的使用，显著减少了

其他麻醉药品的用量，同时能够确保机体在术中的血

流动力学稳定［４］。静吸复合麻醉更适用于颌面部整

形手术、颌面部骨折的切开复位内固定术及其他良性

肿瘤的切除等，但是用于肿瘤手术的麻醉管理时，应该

考虑到麻醉药品是否会对肿瘤细胞的某些生物学特性

有增强的作用，因为前期已有很多研究已经证明异氟

醚对于某些正常细胞或者肿瘤细胞会产生影响。正如

本次体外实验研究证实，２％异氟醚会使头颈鳞状细胞
癌Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞增殖能力和侵袭性都增强，
并且呈时间依赖性，提示使用异氟醚的静吸复合麻醉

有可能会增加肿瘤移植和复发的风险。

由于本研究中应用的 Ｔｃａ８１１３和 ＨＳＣ２细胞系并
非体内原位肿瘤，因此与体内肿瘤实际状态会不同。

另外体外实验无法完全模拟体内的微环境，比如体内

的ｐＨ、细胞因子的分泌、氧含量、还有体内其他细胞之
间的相互作用，细胞外基质的作用等，都是无法在体外

模拟的，故而体外细胞水平的研究还是存在一定的局

限性。因此，我们下一步计划做动物实验进一步验证。

另外，还将对体外异氟醚对于头颈鳞状细胞癌相关性

细胞影响的机理作进一步的研究，结合动物实验，对于

选择头颈鳞状细胞癌手术治疗的麻醉方式提供更加合

理和有力的证据。
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［摘　要］　目的　探讨逼尿肌过度活动（ＤＯ）中Ｒｙａｎｏｄｉｎｅ受体亚型２（ＲｙＲ２）开放程度的变化及其发生的机制。方法　构建
膀胱逼尿肌过度活动的动物模型，通过激光扫描共聚焦显微镜检测正常对照组和 ＤＯ组钙火花，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常对照组
和ＤＯ组大鼠磷酸化ＲｙＲ２（ｐＲｙＲ２）和ＦＫＢＰ１２．６的表达情况。结果　相比于正常对照组，ＤＯ组大鼠膀胱逼尿肌细胞钙活动明显
降低，ＦＫＢＰ１２．６蛋白表达明显增加，而ｐＲｙＲ２表达明显下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＯ组 ＦＫＢＰ１２．６明显增
加，ｐＲｙＲ２表达明显下降，可能是ＤＯ逼尿肌ＲＹＲ２开放降低发生的关键原因。

［关键词］逼尿肌过度活动；ＲｙＲ２；磷酸化ＲｙＲ２；ＦＫＢＰ１２．６；钙火花
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夜尿增多等，严重影响患者生活质量［１］。储尿期逼尿

肌自发性（肌源性）兴奋异常增强是ＤＯ发生的重要环

节。既往国内外研究发现：①正常膀胱平滑肌在离体
的条件下可出现节律性的自发收缩；②使用手术切除
或阻断剂阻断神经因素影响后，膀胱的收缩活动依然

存在，提示其具有肌源性兴奋机制［２］；③在膀胱流出道
梗阻和神经源性异常引起时的ＤＯ，这种肌源性的自发
兴奋和收缩明显增强［３］。多项研究提示肌浆网上的
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