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模拟二氧化碳气腹对人肾癌 786—0细胞体外增殖的影响 

邓新军，胡 自力，姚善华 

(重庆医科大学附属第二医院泌尿外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：通过建立体外模拟 CO 气腹环境，研究 CO：气腹对人肾癌 786—0细胞增殖的影响。方法：建立体外模拟 CO 气 

腹环境，以 14 mmHg气压对人肾癌 786一O细胞作用不同时间(2、4 h)，以培养于常规条件下肾癌细胞为对照 ，用 M1Tr法检测细 

胞增殖情况；流式细胞仪检测细胞周期分布和细胞凋亡率；免疫细胞化学法检测增殖细胞核抗原(PCNA)和 Survivin蛋白表达 

水平。结果：与对照组比较，CO 气腹处理后的两组人。肾癌 786—0细胞增殖速度明显加快(P<0．05)，且 48 h后细胞增殖速度的 

加快与气腹作用时间呈直线相关(Rz=1，P<0．01)；细胞周期 中处于增殖期的细胞比例显著增高(P<0．01)；PCNA表达明显增强 

(P<0．01)；细胞凋亡率亦显著减少(尸<0．05)，且凋亡率的减少与气腹作用时间呈直线相关(R =1，P<O．O1)；Survivin表达显著增强 

(P<0．01)。结论：体外模拟 CO 气腹环境，可促进人肾癌 786一O细胞增殖，且随着接触 CO 时间的延长，肾癌 786—0细胞增殖速 

度加快。 
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Effect of simulated CO2 pneumoperitoneum on cell proliferation of human renal 

carcinoma 786-O cells Iine 

DENG Xin-qun，et 

(Department of Urology，the Second Affiliated Hospit01，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the effects of simulated carbon dioxide pneumope t0neum environmen!on cell proliferation of human renal 

carcinoma 786一O cells in vitro．Methods：The renal carcinoma 786—0 cells were exposed to simulated CO2 pneumoperit0neum 

environment for different time periods(2 h or 4 h)under the pressure of 1 4 mmHg and those cultured in normal experimental condition as 

control，then proliferation viability of 786—0 cells was obsmwed by MTF assay close behind the exposure；cell cycle and apoptotic rate 

were detected by flow cytometry，the protein expression of PCNA and Survivin were examined by immunocytochemistry 48 h after exposure 

respectively．Results：Compared with the control group，Both of the treated groups showed cell proliferation was significantly increased 

(P<0．05)，and the increasing had a linear relationship with exposure time (R。=l，P<0．()1)；The proliferative index (PI)showed 

significant difference from that of control group (P<O．O1)；In cell cycle，the percentages of S-phase and G2／M phase were significantly 

higher in treated groups than those in control group (P<0．05)；PCNA protein was found to be significantly upregulated in treated groups 

(P<0．05)．The apoptotic rates were significantly decreased(P<O．O1)，and the decreasing had a linear relationship with exposure time；the 

expressions ofSurvivin，which related with apoptosis，were significantly increased(P<0．O1)．Conclusion：Carbon dioxide could promote 

the proliferation of human renal carcinoma 786-0 cells，and the proliferation would be sped up with the prolongation of exposure time． 

【Key words】Tumor of kidney；Carbon dioxide；Pneum【lf1e rjtr”1eum；Proliferation；Apoptosis 

随着微创技术的发展，采用 CO 人工气腹腹腔镜替代传 

统开放手术治疗肿瘤正成为一种趋势，然而术后肿瘤腹腔扩 

散和穿刺点转移时有报道 1，其安全性受到质疑。关于术后 

肿瘤腹腔播散和转移的机制，研究认为气腹介质是影响肿瘤 

细胞增殖的重要因素之一 。本研究探讨了体外模拟 CO：气 
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腹环境对肾癌细胞增殖的影响，报道如下。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

人肾癌 786一O细胞株由第三军医大学野战外科研究所 

提供；高纯 CO：气体由重庆医科大学附属第二医院供气中心 

提供 ；模拟人工气腹培养罐(YG一1型厌氧罐，北京检测仪器 
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有限公司)由重庆医科大学检验系微生物学教研室提供 ；自 

动气腹机(德国MGB公司)由重庆医科大学附属第二医院手 

术室提供 ；全 自动酶标仪(Bio—Rad公司)由重庆医科大学附 

属第一医院实验研究中心提供；流式细胞仪(Beckman Coulter 

公司)由重庆医科大学生命科学研究所提供；鼠抗人 PCNA 

单克隆抗体 、免抗人 Survivin多克隆抗体及兔／鼠 sP免疫组 

化试剂盒购自北京中杉金桥生物公司。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞培养 人 肾癌 786—0细胞培养于 RPMI1640、 

10％d~牛血清、青霉素 100 u，ml、链霉素 100 rdml培养液中， 

pH值 7．2～7．4，孵育于 37~C、5％CO 环境中。每 2 d更换 1 

次培养液，磷酸盐缓冲液 (PBS)漂洗 ，0．25％胰酶 +0．02％乙 

二胺四乙酸(EDTA)用于细胞?肖化，制成细胞悬液。 

1．2．2 模拟 CO 气腹处理口1人肾癌 786一O细胞置于紫外线 

消毒后的培养罐内，真空泵抽空罐内空气，通气孑L接 自动气 

腹机并通人 100％C0 气体 ，调节 自动气腹机 ，维持罐内压力 

为 14 mmHg，分别处理 2 h和4 h后放出罐内 CO ，取出细胞 

继续培养于 37℃、5％CO 恒温孵育箱中。对照组细胞不做处 

理，直接培养于 37~C、5％CO 恒温孵育箱中。 

1．2-3 四唑盐(MTr)比色试验 取处理组和对照组的细胞， 

分别制成细胞悬液，调整细胞浓度为 2．0×10 个／ml，按对照 

组、2 h组及 4 h组分别接种于 6块 96孑L板中，置于 37qc、 

5％CO 培养箱内孵育，于处理后的第 0～5 d，每天同一时间取 

出 1块 96孑L板，加入 Mrr后继续孵育 4 h再加入二甲亚砜， 

充分混匀、溶解后，自动酶标仪选择 570 nm波长，测定光吸 

收值(OD)，记录其均值和标准差。 

1．2．4 流式细胞仪检测细胞周期变化及凋亡率 体外模拟 

CO 气腹处理 2、4 h后放在与对照组相同的环境中继续培养 

48 h，取出培养瓶，消化、离心 10 min(1 000 r／min)，PBS漂洗 

后重复离心，弃上清，PBS制备成单细胞悬液，将细胞滴入预 

冷的 75％乙醇，终浓度为 70％，边滴边振荡，放入 4℃冰箱 

待测。取出细胞悬液后 PBS洗涤 2次，PI染液一步荧光插入 

法进行细胞核 DNA染色 30 rain，200目尼龙网过滤，采用流 

式细胞仪分析 ，所得数据和图形应用 Multieyele DNA含量和 

细胞周期分析软件进行处理。流式细胞仪检测及分析由重庆 

医科大学生命科学研究所完成。 

1．2．5 免疫细胞化学 sP法检测 PCNA和 Survivin表达 体 

外模拟 CO，气腹处理 2、4 h后放在与对照组相同的环境中 

继续培养 48 h后，取各组细胞制备细胞爬片，95％乙醇固定， 

按照 SP试剂盒说明检测 PCNA和 Survivin蛋白的表达，以 

PBS代替一抗做阴性对照，以胞核或胞浆着色呈棕黄色或棕 

褐色为阳性结果。根据染色强度及阳性细胞数 目进行半定量 

分析，采用北航 CM一2000B型生物医学图像分析系统随机计 

200个细胞，阳性表达率=(阳性细胞数／200)×100％，所得结 

果进行统计学分析。 

1．3 统计学处理 

计量资料以 ±s表示，采用 SPSS 17．0统计软件 ，所得 

数据采用单因素方差分析和 LSD—t检验进行统计学分析，细 

胞增殖指数或凋亡率与气腹处理时间的关系采用线性回归 

分析 ，P<0．05表示差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 MTI"检测结果 

人肾癌 786一O细胞经压力为 14 mmHg CO，气腹处理 

后，两气腹组细胞生长速度显著快于对照组 ，且 4 h组细胞 

生长速度显著快于 2 h组，它们的增殖幅度均于第 5 d较前 

下降(图 1)。分析各组 OD值发现，2 h组和 4 h组分别与对 

照组比较 ，1～5 d均高于对照组 ，但经统计学分析，第 1 d差 

异不明显(P>O．05)，自第 2 d起均有显著差异(P<O．05)；4 h 

组与 2 h组比较，得出以上同样的结果。 

+ 对 照组 
⋯ ·--2 h组 
一 ★ 一4 h组 

0 l 2 3 4 5 

时间(d) 

图1 不同 CO 气腹时间处理后 786—0细胞的生长曲线 

2．2 各组细胞周期分布情况 

流式细胞仪检测人肾癌 786—0细胞周期结果显示，细胞 

周期中，两气腹组与对照组比较，Gc／G，所占比例均显著降低 

(P<O．01)，进入 S及 GJM期的细胞比例显著增高(尸均 <0．O5)； 

两气腹组相比得到同上结果。计算各组细胞增殖指数(Pro— 

fileindex，PI)，计算公式 为 PI=(S+GJM)／(GdG +S+G2，IⅥ)X 

100％，结果经统计学分析，2 h组与对照组比较(尸<0．01)、4 h 

组与对照组比较(P<0．01)、4 h组与 2 h组比较(P<0．01)，均 

有非常显著差异(表 1)，且经线性回归分析，786一O的 PI值 

与气腹处理时问存在直线关系(R =0．984，P<0．01)。 

2．3 PCNA蛋白表达变化 

PCNA阳性表达呈棕黄色，强阳性呈棕褐色，主要分布于 

细胞核内，经 CO 气腹处理后 ，PCNA蛋白的表达明显增多 

(如图2～4)。计算各组 PCNA蛋白阳性表达率分别为对照组 

(0．20-4-0．11)、2 h组(0．26±0．32)、4 h组(0．32±0．14)，经统 

计学分析，2 h组和4 h组分别与对照组比较，差异均有统计 

学意义(P均 <0．01)；4 h组与 2 h比较，差异有统计学意义(尸 

<0．01)。 

2．4 各组细胞凋亡率的改变 

流式细胞术检测各组凋亡率，结果为：对照组(5．43± 

0．34)、2 h组(3．65±0．17)、4 h组(1．96±0．33)。经统计学分 

析，2 h组和 4 h组分别与对照组比较，差异均有统计学意义 

(P均 <0．01)；4h组与2h组比较，差异亦有统计学意义(P<0．01)。 

且采用线性回归分析发现，细胞凋亡率与气腹持续时间存在 
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直线关系(R =1．000，P<0．0l o 

2．5 Survivin蛋白的表达变化 

suwivin阳性表达呈棕黄色或棕褐色，主要分布于细胞浆 

内，经 CO：气腹处理后 ，Survivin蛋白的表达较对照组显著增 

强(如图5～7)。计算各组 Survivin蛋白阳性表达率分别为对照 

组 (O．048±0．11)、2h组 (0．065±005)、4h组(0．084±0．21)，经 

统计学分析 ，2 h组和 4 h组分别与对照组比较，差异均有显著 

性(P均<0．01)；4h组与 2h比皎，差异亦有统计学意义(P<O．Ol o 

表 1 CO 气腹对人肾癌 786—0细胞周期的影响(x±s，％) 

≮ ≮髻一  

3 讨 论 

腹腔镜下肿瘤切除术最早用于治疗盆腔、腹腔肿瘤。直 

到 1990年6月Clayman等 I廊用腹腔镜为 I例85岁妇女施 

行肾切除，并获成功，从此，腹腔镜在泌尿系统肿瘤的治疗中 

得以发展。特别是近年来经腹腔镜根治性肾切除、保留肾功 

能的肾部分切除、肾肿瘤剜除等新手术的开展，成为泌尿外 

科微创手术的热点。腹腔镜手术与开放手术比较 ，具有术后 

疼痛轻、术中出血少 、住院时间短、康复快、并发症少 、切1：3瘢 

痕小等优点，但术后肿瘤腹腔播散和穿刺孔转移时有发生p-31， 

而关于 CO：气腹对肿瘤细胞生物学特性影响的报道很不一 

致，多数学者认为 CO：气腹对肿瘤细胞的增殖起促进作用l7．81， 

但也有学者认为CO 气腹并不能促进肿瘤细胞的增殖 。而有 

关 CO 气腹对肾癌细胞生长的影响，目前尚未见报道。 

本研究通过建立体外 CO 气腹模型，采用腹腔镜手术时 

常用气腹压力 14 mmHg，研究 CO：气腹及不同气腹作用时间 

对人肾癌 786—0细胞生长的影响，M，兀’比色法检测结果表 

明，2 h组和 4 h组细胞生长速度均明显快于对照组(P<O．05)， 

这说明 CO 人工气腹可促进人肾癌 786一O细胞的增殖。对 

人宫颈癌 CaSki细胞的研究也得到了类似的结果I-Ol，促进其 

增殖的机制可能与气腹产生的机械压力 、局部微酸环境 、机 

体免疫力和肿瘤细胞生物学特性的改变等方面有关⋯1。 

细胞周期分为 DNA合成期(Synthesis phase，S期 )、DNA 

合成前的第 1间隔期(Gap 1 phase，C。期)、DNA合成后的第 

2间隔期(Gap 2 phase，G2期)及有丝分裂期(Mitosis phase，M 

期 )，细胞生长活跃时其 DNA合成及有丝分裂活动旺盛，即 

细胞增殖指数(PI)较高。本实验中，流式细胞术结果表明，无 

论是 2 h组还是 4 h组 ，人肾癌 786一O细胞的增殖指数均明 

显高于对照组(P<O．01)，即细胞增殖速度明显加快。我们还 

发现 ，两气腹组 比对照组细胞处于 GdC 期的比例显著降低 

(P<O．O1)，而进入 s期和 G2，lⅥ期细胞 比例均较对照组增高 



i  1204一  重庆医科大学学报 2010年第35卷第 8期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 No．81 

(P<0．05)，说明经 CO 人工气腹处理后，有更多的细胞越过 

了G ／S限制点进入分裂增殖期。因此我们认为，CO，促进人 

肾癌细胞增殖可能是通过某种机制改变其分裂周期 ，促进 

DNA合成及其有丝分裂来实现的。 

为进一步探讨 CO：气腹改变肾癌细胞周期的可能机制， 

我们检测 了 PCNA的表达情况 ，PCNA又称周期蛋白(Cy— 

clin)，是一种核内蛋白，在增殖细胞 中的含量变化有明显的 

周期性，在 G。期基本无表达，G，晚期开始增加，在 S期达高 

峰，G 一M期迅速下降，此变化与细胞内 DNA复制的时相变 

化相一致。因此 PCNA是伴随细胞增殖而表达的一种核内蛋 

白U2I。Jussila等进行了一系列研究，其结果表明PCNA的合成 

与表达均与肿瘤细胞增殖状态相关，可作为 s期的特异性标 

志 1。本研究中，流式细胞术结果显示 2 h组和 4 h组肾癌细 

胞处于 s期比例均显著高于对照组(尸<O．01)，进一步采用免 

疫细胞化学 SP法检测 PCNA表达情况 ，结果显示 PCNA在 

2 h组和 4 h组肾癌细胞中的表达分别与对照组比较均明显 

增强(P<0．01)，由此我们进一步推断，CO：促进人肾癌细胞增 

殖可能是通过增加 PCNA基因的表达，以改变细胞分裂周 

期，从而促进了肾癌细胞的DNA合成及有丝分裂。 

细胞凋亡与增殖总是相辅相成的，细胞凋亡减少，使细 

胞不断聚集，有利于细胞增殖。本研究检测各组细胞凋亡率 

发现，经 CO 气腹处理后，细胞凋亡显著减少(P<O．【)1)，这可 

能也是促进细胞增殖的机制之一。Survivin是新近发现的一 

种凋亡抑制蛋白(Inhibitor apoptosis protein，lAP)。主要分布于 

胚胎及分化未成熟的组织，在成人终末分化的正常组织极少 

表达。肾癌组织中Survivin的高表达往往提示患者预后不良 

及较高的复发率。本研究采用免疫细胞化学法检测各组肾癌 

细胞中Survivin蛋白的表达，结果发现，各气腹组分别与对照 

组比较 ，Survivin蛋白的表达明显增加(P<0．01)，说明经 CO 

气腹处理后 ，人肾癌 786—0细胞的抗凋亡能力增强，从而有 

助于细胞的增殖。 

肾癌细胞的增殖指数与气腹作用时间存在直线相关 

(P<0．【)1)，其凋亡率的减少与气腹作用时间亦存在直线相关 

(P<O．01)。这些说明随着 CO 气腹处理时间的延长，肾癌细 

胞的增殖能力增强 ，而凋亡减少。干晓琴等l】4】通过研究 CO 

气腹对宫颈癌细胞的影响，亦发现类似的现象。关于 CO 气 

腹持续时间与肿瘤细胞增殖的关系，Kume等” 通过比较术 

前肉眼均未发现膀胱肿瘤的 28例开腹肾癌根治术和 13例 

腹腔镜肾癌根治术 ，结果发现腹腔镜组的术后膀胱转移率显 

著高于开腹组，经多因素分析结果显示两组的区别主要在于 

腹腔镜组手术时间显著长于开腹手术 ，从而推测手术时间过 

长可能是腹腔镜手术造成肿瘤转移的重要因素。 

我们认为，体外模拟持续 14 mmHg压力c0：气腹环境， 

能促进人肾癌 786—0细胞的增殖和生长 ，且随着暴露于 CO 

环境中时间的延长 ，肿瘤细胞增殖速度加快。因此，临床操作 

时应尽量缩短手术时间，可有助于降低术后 PSM的发生。但 

我们的研究足基于体外实验，CO 气腹促进肿瘤细胞生长的 

机制还需进一步深入研究。 
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