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不同ＣＯ２分压对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞增殖和凋亡的影响
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［摘要］　目的：观察不同ＣＯ２分压对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞增殖和凋亡的影响，探讨临床腔镜技术的安全性。方法：体外建立

人工气腔，ＭＣＦ７细胞在０、７、１５ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）ＣＯ２分压下暴露ｌｈ，处理后０、２４、４８、７２ｈ测定细胞增殖率，

ＦＣＭ（流式细胞术）测定 ＭＣＦ７细胞凋亡率和Ｆａｓ、ＦａｓＬ表达。采用０ｍｍＨｇ的Ｎ２（１ｈ）作为缺氧对照组；正常培养细胞作为

正常对照组。结果：与正常对照组相比，０ｍｍＨｇＣＯ２可促进 ＭＣＦ７细胞增殖（Ｐ＜０．０５），７、１５ｍｍＨｇＣＯ２抑制细胞增殖

（Ｐ＜０．０５）；７、１５ｍｍＨｇＣＯ２组细胞凋亡率明显增高（Ｐ＜０．０５）；１５ｍｍＨｇＣＯ２组 ＭＣＦ７细胞Ｆａｓ表达明显增高（Ｐ＜０．０５）；

７ｍｍＨｇＣＯ２组Ｆａｓ表达在处理后０ｈ时增高（Ｐ＜０．０５）；７、１５ｍｍＨｇＣＯ２组在处理后２４、４８ｈＦａｓＬ表达显著增高（Ｐ＜

０．０５）。结论：ＣＯ２分压对乳腺癌细胞增殖和凋亡的影响较复杂，临床常用的７～１５ｍｍＨｇＣＯ２分压能增加肿瘤细胞Ｆａｓ／ＦａｓＬ
表达，抑制增殖，促进凋亡。
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　　随着腔镜在外科领域的广泛应用，其安全性问题也日益

受到临床医生的重视，成为相关研究的热点。不少研究［１２］

认为，气腹介质ＣＯ２的压力及作用时间与恶性肿瘤细胞生

长、转移及增殖、凋亡相关。基于脂肪抽吸建立ＣＯ２腋窝气

腔室的乳腔镜技术是近来国内外较为流行的术式，在其操作

过程中需持续充入ＣＯ２气体，但其对乳腺癌细胞的影响并不

清楚，缺乏相关安全性的研究。我们的前期研究［３］发现，随

着时间的延长，７ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）ＣＯ２分压会

促进乳腺癌 ＭＣＦ７细胞黏附力增强，但短时间（１ｈ）内影响

不大，因此有必要探讨合适的ＣＯ２分压，以进一步提高乳腔

镜手术的安全性。因此，本研究观察不同ＣＯ２气腔分压对乳

腺癌 ＭＣＦ７细胞增殖、凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响，为

后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７（中国科学院细胞

生物所），常规培养于体积分数为５％ＣＯ２、３７℃、９５％湿度恒

温孵箱。ＤＭＥＭ培养基含１０％胎牛血清、０．０１ｍｇ／ｍｌ胰岛

素。每２ｄ更换１次培养液，每周传代１～２次。

１．２　实验分组及处理　ＣＯ２气腔组：自制透明密封塑料箱，

约６Ｌ容积，带有２个通气孔。每次实验前用紫外线消毒４０

ｍｉｎ。ＣＯ２气腹机连接至通气孔，９９．５％医用ＣＯ２持续充入，

排尽空气后置入含ＭＣＦ７细胞的６孔培养板，细胞预先培养

２４ｈ使其贴壁生长。调整气腹机气压参数，维持压力在０、７、

１５ｍｍＨｇ下３７℃恒温箱培养１ｈ。此后继续在３７℃细胞孵

箱进行培养，分别在处理后０、２４、４８、７２ｈ取细胞送检。缺氧

对照组：０ｍｍＨｇＮ２组（用 Ｎ２代替ＣＯ２）；正常对照组：细胞

一直培养在３７℃恒温培养箱，不作任何处理。

１．３　ＭＣＦ７细胞增殖率的测定　细胞接种于９６孔培养板，

密度约为２×１０４／ｍｌ，每组加样３个复孔及空白培养液孔，终

容积为１００μｌ。经ＣＯ２气腔处理后０ｈ，向各组培养板加入

ＣＣＫ８，１０μｌ／孔，３７℃细胞孵育箱２ｈ，即用ＳｐｅｃｔｒａｆｌｕｏｒＰｌｕｓ
光度仪测定４５０ｎｍ光密度值，以加ＣＣＫ８无细胞的培养液

空白调零。２４、４８和７２ｈ时重复以上操作。实验重复测定３
次，最后数据取均值并绘制各组光密度值分布图。

１．４　ＦＣＭ 流式术测定细胞凋亡率　细胞经０．２５％胰蛋白

酶０．０３％ＥＤＴＡ消化成单细胞悬液，约１×１０５／管；ＰＢＳ液

洗涤２次，加５μｌＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ和５μｌ的ＰＩ（碘化丙啶染

液，５０μｇ／ｍｌ）；混合均匀，室温避光２０ｍｉｎ；加３００μｌＰＢＳ液

后上流式细胞仪（ＢＤ，美国）测定细胞凋亡率。ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎ

Ⅴ和ＰＩ液由第二军医大学长海医院流式室提供。同一条件

下实验重复测定３次。

１．５　ＦＣＭ流式术测定细胞表面Ｆａｓ和ＦａｓＬ蛋白表达　细

胞经０．２５％胰蛋白酶０．０３％ ＥＤＴＡ消化成单细胞悬液；１

ｍｌＰＢＳ液洗涤２次，加ＰＥＦａｓＬ和ＦＩＴＣＦａｓ单抗各５μｌ；

混合均匀，室温避光３０ｍｉｎ；１ｍｌＰＢＳ洗涤后加３００μｌＰＢＳ

液ＦＣＭ测定；ＰＥＦａｓＬ和ＦＩＴＣＦａｓ购自ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司。

每次实验均设立同型抗体阴性对照管。同一条件下实验重
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复３次测定。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件包进行重复测

量方差分析和多元方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意

义。

２　结　果

２．１　ＭＣＦ７细胞增殖率的测定结果　０ｍｍＨｇ组在处理后

４８、７２ｈ时光密度值显著大于正常对照组和其他各处理组

（Ｐ＜０．０５）；７和１５ｍｍＨｇ组在处理后２４、４８和７２ｈ时光密

度值显著小于正常对照组（Ｐ＜０．０５）；正常对照组和缺氧对

照组在各时间点差异均不显著（图１）。

图１　各组 ＭＣＦ７细胞增殖率的比较
Ｐ＜０．０５与正常对照组相比．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ＭＣＦ７细胞凋亡率的测定结果　７ｍｍＨｇ组在处理后

２４、４８ｈ时凋亡率显著高于正常对照组（Ｐ＜０．０５），１５ｍｍ

Ｈｇ组在处理后各时间点凋亡率均显著高于正常对照组（Ｐ＜
０．０５）。正常对照组、缺氧对照组、０ｍｍＨｇ组凋亡率无统计

学差异（图２）。

图２　各组 ＭＣＦ７细胞凋亡率的比较
Ｐ＜０．０５与正常对照组相比．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＭＣＦ７细胞表面Ｆａｓ和ＦａｓＬ蛋白表达结果　Ｆａｓ在

ＭＣＦ７细胞表达较低；７ｍｍＨｇ组在处理后０ｈ时表达高于
正常对照组（Ｐ＜０．０５）；１５ｍｍＨｇ组在处理后０、２４和４８ｈ
时表达均高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）；而正常对照组、缺氧对
照组及０ｍｍＨｇ处理组之间无统计学差异（图３Ａ）。０、７、１５
ｍｍＨｇ组在处理后２４、４８ｈ时ＦａｓＬ的表达均显著高于正常
对照组（Ｐ＜０．０５）；各时间点下正常对照组和缺氧对照组无
统计学差异（图３Ｂ）。

３　讨　论

　　细胞的一些生理功能，如生长、分泌细胞因子等都需要

合适的ｐＨ 值以适应一系列酶的活性。ＬａｇａｄｉｃＧｏｓｓｍａｎｎ
等［４］研究认为ＣＯ２气体通过改变细胞内外ｐＨ 值对细胞生

长、增殖、凋亡产生影响。本研究结果发现，０ｍｍＨｇＣＯ２气

体能促进肿瘤细胞的生长，但随着气腔压的增加，肿瘤细胞

的生长反而受到了抑制。ＦＣＭ 检测结果显示，７、１５ｍｍＨｇ
ＣＯ２处理后均使乳腺癌细胞凋亡增加。这可能是因为０ｍｍ

ＨｇＣＯ２使细胞培养液的ｐＨ值适合细胞生长，而随着压力的

增加更低的ｐＨ反而抑制了细胞生长、促进了凋亡。Ｈｉｒａｇａ
等［５］研究认为缺氧可导致包括乳腺癌在内的多种肿瘤细胞

表达缺氧诱导因子（ＨＩＦ１），从而导致肿瘤生物学行为的改

变；且在不同的环境和条件下其对肿瘤细胞的凋亡具有双向

调节作用［６］。考虑到ＣＯ２气腔会导致细胞内外缺氧，因此本

实验设定了缺氧对照组。研究结果表明缺氧对照组和正常

对照组的凋亡率无统计学差异，这可能与实验中缺氧时间较

短有关。

图３　各组 ＭＣＦ７细胞Ｆａｓ（Ａ）、ＦａｓＬ（Ｂ）蛋白表达的比较
Ｐ＜０．０５与正常对照组相比．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　Ｆａｓ／ＦａｓＬ表达调控的紊乱在乳腺癌细胞凋亡和逃避机

体免疫攻击中起着举足轻重的作用。国外研究［７８］发现乳腺

癌 ＭＣＦ７细胞Ｆａｓ表达减少，ＩＦＮγ可上调 ＭＣＦ７细胞Ｆａｓ
的表达，使其对淋巴细胞表达的ＦａｓＬ敏感，从而介导凋亡。

临床上的一些放射、化学药物及细胞因子等治疗均主要通过

诱导乳腺癌细胞表达Ｆａｓ，诱导凋亡而发挥作用［９］。Ｌｏｎｇｌｅｙ
等［１０］应用５氟尿嘧啶和雷替曲塞处理 ＭＣＦ７细胞后，Ｆａｓ
的表达增高了１０倍以上。而 Ｍüｌｌａｕｅｒ等［１１］发现在多种乳

腺癌中Ｆａｓ的表达减弱，而ＦａｓＬ表达明显上调，认为ＦａｓＬ
上调可引起肿瘤周围浸润的淋巴免疫细胞凋亡，可能导致肿

瘤细胞的免疫豁免。本研究结果表明，ＭＣＦ７细胞本身表达

的Ｆａｓ量和表达Ｆａｓ的细胞数均较低，与正常对照组相比，

ＣＯ２气腔能使 ＭＣＦ７细胞Ｆａｓ的表达增高，与国外其他研究

结果类似［１２］；本研究中７～１５ｍｍＨｇ分压ＣＯ２气腔作用下，

ＭＣＦ７细胞ＦａｓＬ表达也相对增高，并呈现出与Ｆａｓ表达相

似的变化趋势，说明ＣＯ２气腔同时调节了Ｆａｓ和ＦａｓＬ的表

达。研究结果也表明，两者的表达与细胞培养时间亦有相关
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性，随着时间的延长表达会有所下降。

　　综上所述，ＣＯ２气腔对乳腺癌细胞的影响是多方面、复杂

的；临床常用的７～１５ｍｍＨｇＣＯ２气腔压能增加乳腺癌细胞

Ｆａｓ／ＦａｓＬ的表达，抑制乳腺癌细胞增殖，促进其凋亡。但由

于本实验在体外进行，与实际操作环境仍有较大差异，相关

结论仍有待进一步的动物实验证实。
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