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腹腔镜不同气腹介质对人宫颈癌细胞株 

CaSki体外生长影响的研究 

干晓琴，姚珍薇，王华斌 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨腹腔镜不同气腹介质对人宫颈癌细胞株CaSki体外生长的影响。方法：体外培养 CaSki细胞，模拟腹腔镜建 

立 CO：气腹和 N：气腹处理细胞，另设未处理组为对照。采用 MTr法、流式细胞术及电镜比较各组 CaSki细胞的生长情况。结 

果：处理后 48h起 CO：促进 CaSki细胞生长，N：组在处理后 48～72h短暂抑制细胞增殖；CO：组 GrM期细胞明显增加；CO：组细 

胞见明显核分裂像，N：组可见线粒体肿胀 ，核周间隙扩大。结论：CO：气腹促进 CaSki细胞生长，而 N：气腹则起一定的抑制作 

用。 
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Effect of different pneumoperitoneums on the growth of human cervical 

carcinoma cells in vitro 

GAN Xiaoqin，et al 

(Department of Obstetrics and Gynecology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To evaluate the effects of different pneumoperit0neums used in laparoscopy on the growth of human cervical 

carcinoma cells in vitro．Methods：Human cervical carcinoma cell line(CaSki)were cultured in vitro and then exposed to pneu— 

moperitoneums of pure carbon dioxide or pure nitrogen gas with the untreated group as contro1．The cell growth Was determined 

by MTr assay，flow cytometry and electron microscopy．Results：Carbo n dioxide stimulated the cell growth from 48h to 120h af- 

ter treatment．For nitrogen gas group，there Was a transient descent of cell proliferation from 48h to 72h after treatm ent．Th e 

tumor cells of carbon dioxide group in G2-M phases significantly increased．Active karyokinesis Was observed in carbon dioxide 

group while slight mitochondrion swelling Was observed in nitrogen gas group with the nucleus space expanded．Conclusions： 

Carbon dioxide pneumoperitoneum could increase the g~wth of human cervical carcinoma cells in vitro whereas nitrogen gas 

pneumoperitoneum had inhibiting effect on the cell growth． 

【Key words]Laparoscopy；Carbon dioxide；Nitrogen gas；Pneumoperitoneum；Cervical neoplasm；Cell growth in vitro 

自1993年腹腔镜治疗恶性肿瘤后腹壁切 口肿 

瘤转移被报道以来 ，人们开始认识到需要作深入的 

研究来评估腹腔镜行恶性肿瘤手术的安全性。目前 

认为腹腔镜术后出现腹壁切 口和腹腔内肿瘤种植 

和转移的机制，除与手术者操作粗暴和技术不熟 

练、肿瘤的侵袭性、气腹的压力、机体免疫功能等有 

关外 ，还与腹腔镜术中人工气腹所采用的气腹介质 

类型有密切的关系。研究认为，不同气腹介质对肿 

瘤细胞的生长所产生的影响也不同。本研究旨在通 

过建立腹腔镜体外模型，比较 CO 气腹和N 气腹 

作者介绍：干晓琴(1975一 )，女，博士生， 

主要研究方向：妇科肿瘤与腹腔镜。 

对人宫颈癌细胞株CaSki细胞体外生长的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 模拟人工气腹培养罐 为不锈钢密封罐，内有一金属 

支架，外有压力表和通气孔。北京市检测仪器厂产品。 

1．1．2 细胞株来源 人宫颈癌细胞株 CaSki由重庆医科大 

学基础医学院分子生物学教研室宋芳洲教授惠赠。 

1．1．3 RPMI-1640培养基购 自美国Invitrogen公司，新生牛 

血清购 自杭州四季青公司，MTr和胰蛋白酶购 自美 国Am— 

reSCO公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 
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(： s 拙胞培养于青 I( 新JlI牛 清的 I／[ MI 1640 

彝液中 H值 7．2—7 4 蟹 』岔 5％“l 和9 ％ 气的 

j7” 温孵籍内培养 【1 9 生理盐水战磷畦盐缓 液l PBS1 

{ 潦瓤№ 0 1％脯嗨 +0n! ，_一般 己陂t E1)T̂ {E挪 

胞 !～3天互班培养液 4—5天传代 

I 2 2 模拟^ I气腹址娌： 

将帝 十罐消毒后 胜适髓温热 蘸 于罐底雠持罐内湿 

让理时将 Ii胞置 】 密封罐内 川真空采{l扫空罐内I 气 髓 

自动气腹机Jm八 IIm％【 _1_ 慢Inn％ ． 持罐 压J，为 

7nⅢ H 4tl后破出罐内气怍 取山细1 继接培养 I二 5％f_I) 

邗95 空气的 37 恒温 #箱内 对 H绁：蜘胞 卣摧 』岔 

Cf1．和吣％中气的37 州 温孵铂l～坫并 

I 2．3 MI I洼描绘细胞生士乏曲线： 

人 Ii弋腹处理后的细胞 卡̈ 照组 胞琳续培 苷 

6—8h后 垃膻脯消化 台盼监计数．怖释战 2．5×i n 十，T iI削 

胞悬液 以酶孔2(11) I细胞基液叩 5×I【 个细胞播种于5 

址96孔垭 组1殳 个 f r L 许别于处 24h 481- 

721,9 1 2 孵箱‘li取 一块 96孔氍 蜮圭培养镳 加 

^2ao I／扎 l MI／64(I狂2(I 扎 M rI’{5m n J 孵筘 

rI T继续培 养41i异取 Ⅲ．吸 、RP MII6411和 M I r_  ̂

m LL u"fL 甲墙业吼 IDM 11 然后 自动酶稀仅 妊蒿 

IOmin 定并{L̂_j=57flnm扎￡K处的吸光 值【A值 1宴暄 

重复 敞．记录其均值 际准 ⋯ } 赴 后的蚺养时 

l『l-】为措坐标 唆此窿值f A值1均值灯姒坐标，蹬制*红 

咆的 牛 ＆曲线 

】2．4 漉式纠胞 特删细胞周期： 

将 r气腥处邶后帅 胞 州I 细胞 孵辅内继站 

培养 48h经胰酶消化、离 PRS洗涤2 后．捱惺 ^一 

c丽 々的7O％乙醇固定拙8乜．将蛐悔畋散成单个细瞻 每 

主fl标记口r置F41 冰箱巾侍 标乖I1】Ph 洗涤2提屙将等 

体积』内 胞臣泄邗 PI染液混台 4"E放置 30川n将样本啦  ̂

瓶 细胞他的样 室． 』̈触啦披K 488”-̈ I定 用 M d— 

rid．1’2 0软件分析 胞J 期舒m 

I 2．5 透视电艇艘察细胞招撇结掏变化： 

将几 I．气嚏址瑚岳的 悝 f J 0H组细胞置孵精内继续 

培养 48h竖胰嗨消化 崭L pll~；诜涤 2执f芹缓慢 凡41 

f 存的4％戊二醴 定． 定 2h斤去掉戊二阵． 川 

1*四氧化锇作 定 2h(i,II7 2—7 41酒精砌可 目连级啦水 

仟氧坩脂 61 R澄遥也 ；LN作t1．5 m【亭的 薄 片．羟I 

苯眭、 染色后定ft 再 昔趟薄射片．竖酷廊皿氧铀肚 橼 

畦铅矾奄电子啪包 II一6tlo刊透规电镜观察 

I 3 统计 学 击 

数擗均用【⋯ 】表 N[N比较采用多个样奉均数一J的 

多重J￡较s K叫 位骑 用SPSSIOol软件处理数掘 

! 结 果 

2 I各 组细胞 的生长 曲线 比较f见圈 『] 

处理后第24h 48h．各纰的嚷光暖值无叫 莘 

异f1 >00s。第 72h、96h 121'filCO 组备时问点嘬光 

慢值均明显高于 、、组和埘照组，差异肯统汁学意 

义l、 洲殴光鹰伉在处理后第48～72h下降，之开 

fE备时间 吸光度 终低 J‘r0 组和对照 

组．芷砰仃统计学煮望(P(005) 

2．2 晷姐知 胞周期分 布比较{见耘 I J 

处于 f； 一M朗的细胞比例t10． l明 高于 ． 

组和 lf雌纽 差异有 著陀 【P<()115) 而处l。 

图 I 不同气体处理后{ ． 细胞的生长曲绒 

表 I 不同气体处理后_蛔胞同期分布情况I q)i一  

蛆别 一： 

cI) n 65 41)±()48 

N 蛆 6R 6fl 10 35 

时H＆缮 67 H±n 74 

_ f．、一M 

217 ±【】【9 I4【)±0 2I 

27t5±《}32 405±0 09 

22I 3 1 0 27 In 29±f)l4 

c r(： 期和s期的 l胞比例 组无Jr 著差异 (P> 

0(151 

2．3 各组如咆超微 蛄构形态特 征比较(见圈2) 

对照组电镜 肿瘤细胞棱大 畸形，核f一明 

显．多十棱r迪集 胞核 常 色质为 ．．胞浆游离 

棱特体丰富 馓绒毛长 t) 可见明显梭分裂像 

组 细胞轻厦损伤：线粒体1ILl-胀 棱蒯问隙扩 

大 

自法同M 1完成筇 1别愎脏镜 囊切除求 

以来．由 r其刨伤小、陇复腆、住院H钮等优点． 

腹腔镜 代表的微创外科于术 普外 胡产 泌果 

等备1、外科领域得到广泛应用 但腹腔镜血用 J。恶 

肚肿瘤的 疗茸安全性 一直是腹腔镜专家们关注 

的M题 尼其是 ctl，人T气啦魁卉性进肿幢 妊和 

转移 1_前尚存难较多丹歧 久多数的酬究 ， 』 

氧气、缶(气、空气、氧化 氯等气 相比较 【．【I 促进 

肿精细胞的生长和转移I I在妇科恶惟肿省 ．已 

有关于(：《) 人 1气腹促进卵巢癌 子宫内聪瘟 怵 

m 摩俯 一， 
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圈 各组细胞电镜观察结 果 

外生长的研究．但其 lf宫颈痈印1胞体外生长的影响 

Ej前尚未见报道 书实验中我 1选用高危型人乳头 

瘤病毒 kipv I6【；f=i性的人寓颈癌卸1胞棣 CaSki细抛 

作为讲究对象，其能银好地反映宫颈癌的临床生物 

：特 性 

我们的变验发现， 对照组和 ：气腹 比， 

cl】，气腹促进 CaSki细胞的休虾 l 长 关]：c0：气 

腹促肿瘤生长的机制，日前尚不清楚=有研究 认 

为．CO 气嗅后造成一过性的酸性环境， 在酸性环 

境一p． 咆有能力将需氧代谢转化为厌氰1t谢．从 

『f『i有利 】 触活细胞何丝分裂槲美酶类；此外，癌细 

胞内辅酶 I，n比值下降，可保护之不受氧自由基的 

损害．认为这nf能是 CO!气腹仳肿瘤 Ji长的 但 

国内吴步韧等l 的动物实验却发现静脉摊注5％Nail— 

CO 纠正馥中毒后并 能改善 【=() 气粒对H中瘤细胞 

生长的影u同，表明酸巾毒j{ 不是 (：()：气腹促肿瘤细 

胞生长的原冈 ~midt VJ等I 的研究也发现单纯的 

酸性培养基井厄促进人印巢痈 胞SKOV 长的 

作用 认为 ()：叮能不是通过降低 pH值． 屉直接 

特异地影响了人印巢癌细胞的生i乇．电有人I i 为 

CO 人 l_气腹后细胞内外缺氧．细胞增碴时辩离 

ca 浓度 F降．从而引起绑胞I～外渊 的基本功能 

参数发生变化如 A rP氧化磷酸化作用等可能是 

f)、促1J中 细胞生K手̈增殖的原因 我们的研究表 

明，处丁( 一M期的细胞比例t ‘) 组明 高于 、 组 

和列照组 ，差异有尼著‘ (P<n．05) 冈而推删 ( ()： 

促进 ('aSki细咆的生长可能是通过某种未知的机制 

渊节掘胞f 期使 EaSki 胞更多的从 期进 入 

一 M期进千f分裂增殖所致 这科，可能的机制宵 

f#我们进一步研究 

我¨的研究还发现．N 气腹抑制人宫颈瘟细胞 

株('aSki的伴外牛长 关于N 气腹对肿瘤 胞生长 

的影响研究较少 ，日前屋I内外尚无关于 !气腹抑制 

肿瘸细胞， 比的报道 Tan BJ等 I的体外研究发现． 

(mi气心棚比．N 气腹可以性进肿瘤细胞的黏附 

和增殖 但周内酋锐等 裸鼠模型实验却 为N： 

气腹对SD犬鼠的乳腺癌细胞SHZgg细胞种植和生 

长并无促进作用 我们的电镜结聚发现．、 组可见 

细胞线粒体肿胀，核周IHJ隙扩夫 因此我们推测 

气腹可能通过改变部分 胞超微结构而对 ('aSki细 

胞起 一定的抑制和损伤怍 ．从 抑制肿省细胞的 

生长 N 是一种比较低廉、易得的惰性气体．如果帛 

N 气腹代替 CO 气睃将不失为一种经济、简便的办 

法 但E1前关于 N 气腹抑制肿瘤细胞，} 长的报道 

板少．r立如何杜绝其可能引起栓塞的安 隐患，还 

需要作进一步的研究 

(下转第 321磊】 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2007年第32卷第3期 (Journal of Chongqing Medical University 20O7．Vo1．32 No．3) 一 321 一  

中 1例瘤体中心可见瘢痕，伴放射状结缔组织梁状 

结构，均未行 MRI检查。 

3．2 本组21例误诊原因及教训 

①对良性肾脏肿瘤的临床及影象学表现的认 

识不足，遇到肾脏占位性病变时，常误诊为肾脏恶 

性肿瘤。②没有详细的把病史、症状、体征和影像学 

检查结合起来综合分析，造成误诊。③对于肾脏单 

发低密度灶，需密切结合临床及其他辅助检查 ，除 

外肾脏良性占位病变后，方可诊断为肾癌【l3】。④腹腔 

镜肾切除的应用也相应增加了误诊率，诊断不明确 

的肾良性肿瘤应谨慎选用腹腔镜技术治疗【141。⑤术 

中冰冻病理检查没有得到应有的重视。⑥对于特殊 

病例，术前没有进行穿刺活检；近来报道 CT引导下 

穿刺活检敏感性和准确率均接近 100％【l5】。⑦临床对 

保留肾单位手术重视不够。有目的，有依据的行保 

留肾单位的肿瘤切除术或肾部分切除术是减少误 

诊误治的最后机会 。所以对一些特殊病例，如孤立 

肾、双肾多发肿瘤查找原发病变、高度怀疑淋巴瘤 

等行保留肾单位的肿瘤切除术就显得尤为重要。 
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总之，鉴于我们的研究发现 CO 气腹可以促进 

人宫颈癌细胞株 CaSki的体外生长，N 气腹则起一 

定的抑制和损伤作用，因此在临床中应用腹腔镜 CO， 

人工气腹行宫颈癌根治术时应持审慎态度。N 是否 

可能成为代替 CO 的候选气腹介质值得深入研究。 
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