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摘要!目的 比较吡柔比星和其他化疗药物的对胃癌组织温热协同作用!探讨化疗药物与温热化疗的协同作用机制" 方

法 利用 %& 个病例的手术切除胃癌组织!建立人胃癌组织体外立体培养作用模型’()*+,-)+ 比色法检测组织培养物活

性以了解化疗药物以及温热化疗的抑瘤效果" ./ 染色研究评价药物对胃癌组织在组织形态学上的改变" 结果 顺铂#

丝裂霉素和吡柔比星对胃癌组织的杀伤均具有较强的温热协同关系$!0$1$$$%’(吡柔比星单独处理和温热协同处理均

具有较强的抑制作用!和其他 % 种药物抑制率比较具有显著性差异$!!$1$#%" 吡柔比星和温热协同处理效果与胃癌病

例的临床分期和组织学分级有关$!0$1$$$%!而与年龄#性别#肿瘤大小及术前 2/3 水平无关$!"$1$#%" ./ 染色表明!

吡柔比星和温热处理后!胃癌组织大部崩解!细胞变性坏死!细胞核固缩!胞浆散失" 结论 *.- 对胃癌组织具有良好的

温热协同效应和肿瘤杀伤效果’具有进一步临床研究价值"
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消化道恶性肿瘤是临床最常见的恶性肿瘤!目前

手术切除仍是治疗消化道肿瘤的首选方法!但对进展

期胃肠道恶性肿瘤! 根治手术后仍有较高的复发率"
术中腹腔内温热灌注化疗Z.G-/2[直接作用于上述复

发和转移部位!对预防胃肠道恶性肿瘤根治术后复发

有一定作用!且副作用小!是近年来国内外研究的热

点之一’!’"("然而!对于浸润腹膜下较深的肿瘤!.G-/2
化疗后仍有腹膜复发’%’6(" 因此!研究和应用穿透性好

的药物!提高药物穿透能力!增强热的渗透效应将是

今后的研究方向"吡柔比星$*.-%是新一代蒽环类抗

肿瘤药物!国外报道表明!肿瘤细胞对 *.- 的摄入非

常迅速!排出较慢!细胞内能保留高浓度’#(" 本研究拟

建立胃癌组织小块三维培养技术! 研究 *.- 对胃癌

组织的温热协同效应和作用机制"

!(材料和方法

!1!(胃癌标本

"$$6,"$$# 年本院行根治性胃大 部 切 除 或 胃 全

切的胃癌手术标本 %& 例! 均经病理学明确诊断" 其

中!男 "" 例!女 !6 例!年龄 %%,7# 岁!平均 &$15 岁"
患者临床分期#病理组织学分类#术前 2/3 水平和肿

瘤直径资料见表 !"
!1"(化疗药物

顺铂购自齐鲁制药厂! *.- 由深圳万乐医药有

限公司提供!丝裂霉素为日本协和发酵产品!氟尿嘧

啶注射液$#,B@%为浙江海普制药公司产品" 药物储存

液根据说明书进行配制’储存于#"$(!冰箱"

收稿日期!"$$&,$!,$5
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$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$!!"#$!%&"-
./&0/+
$$$$1,2/ $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$33 $$$$$4567!7768
$$$$9/:,2/ $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$7; $$$$$4<6=!>63
?@/!A/,+"

!=B $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$38 $$$$$4=68!56>
!!!!"=B $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$7B $$$$$4868!7768
#,)’*2*@%C$’%D)*2*@A
$$$$E/22$0%FF/+/&)%,)/0$,0/&*C,+C%&*:, $$$$$$$$$$$$; $$$$$>B68!=6=
$$$$1*0/+,)/2A$0%FF/+/&)%,)/0$,0/&*C,+C%&*:, 7B $$$$$5;65!;64
$$$$#**+2A$0%FF/+/&)%,)/0$,0/&*C,+C%&*:, 3B $$$$$8>6>!56;
$$$$G%@&/)H+%&@$C/22$C,+C%&*:, $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$3 $$$$$8>6B!<6<
!I:*+$0%,:)/+!C:"
!3 $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$35 $$$$$4=67!776<

$$$$!3 $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$5 $$$$$5B6=!465
#+/*J/+,)%K/$LM?!&@N:2"
!= $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$73 $$$$$486=!7B64

!!!"= $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$3; $$$$$486B!776;
L2%&%C,2$D),@/!!OP"
Q = $$$$$5=6=!=68

$$$$R 7= $$$$$4=63!>6=
$$$$S 7< $$$$$446;!776B
$$$$T < $$$$$8367!>6;

表 ! 胃癌病例背景资料和 "#$ 温热协同效应

"%&’( )*+,+-%* .%/% 01 /23 4%5/6+- -%,-36 7%/+3,/5 %,.
58,364+5/+- 3113-/5 &3/933, 7+6%6:&+-+, %,. 28736/236;+%

U,+%,(2/ !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!$

V+I@ $V+I@W<4$"!!"’$!(&"-$$$V+I@W;<$"!)"’$!(&"-$$$!!* !!!!!!!+
=H9I $$$$$$$$$$$$$$$7368!56; $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$7;63!7B6< $$$$$$$$$$$$$$$$B655B$$$B6<5=
1%)*&+AC%&$L$$$$;36;!7B63 $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$=;67!865 $$$$$$$$$$$$$$$$5684=$$$B6BBB
L%DJ2)%& $$$$;86=!776< $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$=568!>6< $$$$$$$$$$$$$$$$56B>>$$$B6BBB
!XY $$$$$$$$$$$$$$$836;!>68 $$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$486<!7B65 $$$$$$$$$$$$$$$$56==<$$$B6BBB

表 < 药物对胃癌组织的温热协同效应

"%&’= >8,364+5/+- 3113-/5 &3/933, /23 .6:45 %,.
28736/236;+% %4%+,5/ 4%5/6+- -%,-36 /+55:35

76<$试剂和耗材

无酚红 Z#1[$78;B 和胎牛血清为 XAC2*&/ 公司

产 品 #1!G 购 自 Y+*:/@, 公 司 \ $ 硫 酸 酚 嗪 甲 酯

]J’/&,^%&/$:/)’*DI2F,)/_$YPG‘$VPGa$新霉素和两性

霉素 b 均为 G%@:, 公司产品# 胶原蛋白海绵为北京

益而康生物技术有限公司产品% 规格为 7B$C:#76=$
C:$B67$C:% 海绵使用前剪成 B6=$C: 大小#3; 孔培养

板为 L*D),+ 产品&
76;$温热效应研究

根据 X*FF:,& 等方法’8(%剥离手术标本表面的脂

肪和纤维组织%用 YbG 清洗其表面的血污和脏物%然

后 将 标 本 置 于 含 有 抗 生 素 的 浸 泡 液 !新 霉 素 =B$
!@N:2% 两性霉素 =$!@N:2" 中浸泡 7=$:%&& 再加入

78;B 培养液进行洗涤%用手术刀将标本尽量切割成 7$
:: 大小的小块%< 块组织块加入胶原海绵上% 然后

转移至已预加培养基 B68$:2 的 3; 孔板孔中%培养箱

<4$"培养过夜& 第 3 天每孔沿孔壁缓慢加入含有药

物的培养基 B6;$:2%每个药物浓度 < 个平行孔%于 ;3!
"作用 7$’%然后吸出药物%培养基洗 3 次%加入新鲜

培养液 7$:2 继续培养 <$0& 目前 !XY 在温热化疗方

面的应用报道甚少_ 本研究参考其静脉用药剂量];B$
:@N:3‘_$浓度设定为 <3$!@N:2& 其它药物浓度参考文

献’7(%其中顺铂处理浓度为 =B$!@N:2%丝裂霉素浓度

为 7=$!@N:2%=H9I 为 <=B$!@N:2&
76=$P!GHYPG 比色法

P!G 的配制)以 VYbG 配制成 3$:@N:2%B633$!:
滤膜过滤除菌%分装& YPG 的配制)以 YbG 配制成

7BB$::*2Nc 的贮存液%B633$!: 滤 膜 过 滤 除 菌%;!"
避光保存& P!GHYPG 使用液) 在新配制的 P!G!3$
:@N:2" 中 以 3B %7 体 积 比 加 入 YPG 混 和 即 用 &
P!GHYPG 测定方法)3; 孔培养板每孔加入 7BB$!2 的

P!GHYPG 使用液%继续培养 ;$’ 后%振荡 7B$:%&%每

孔 取 7BB$ !2% 以 ;>B$ &: 的 波 长 测 定 吸 光 度 值

!aV;>B"%取 < 个平行孔均值&
抑制率]-‘d]对照孔 aVH 加药孔 aV‘N]对照孔

aVH 空白孔 aV‘$$7BB-&
768$XM 染色

P!GHYPG 测定完成以后% 吸去培 养 液% 加 入

YbG%于板式振荡器上洗涤 < 次%直至蓝色消失%然后

将组织小块置于 7B-中性甲醛中 ;!"固定 ;5$’%经系

列乙醇脱水%石蜡包埋后切片&切片经苏木素和伊红染色%
显微镜下观察温热化疗前后肿瘤组织形态学变化&
764$统计学分析

采用 GYGG$7B6B 统计分析软件& 化疗药物温热协

同作用与单独化疗药物两组比较采用配对 * 检 验#
!XY 和临床因素的关系采用线性回归分析&

3$结果

367$温热化疗对胃癌组织的作用

; 种药物对胃癌组织均具有一定的杀伤作用!表

7"& 其中%顺铂$丝裂霉素和 !XY 三种药物具有温热

协同效应%温热处理的抑制作用均较单独处理有所增

强 !* 分别为 56B>>%5684=%56==<#, 均为 B6BBB"#=H9I
未见明显温热协同效应!*eB655B%,fB6<5="&!XY 单

独处理和温热协同处理均具有较强的抑制作用%和其

他 < 种药物抑制率比较具有显著性差异!,"B6B="&
363$!XY 对胃癌组织作用和临床因素的关系

!XY 对胃癌组织的抑制作用和一些临床因素的

相关性研究表明!表 3"%!XY 对肿瘤的抑制效应和年

龄$性别$术前 LM? 水平和肿瘤大小无关!,!B6B="%
而与肿瘤的病理学分级和临床分期有关!,"B6B="& 研

究结果表明%肿瘤分化程度越低%!XY 的作用亦减少

!,gB6BBB"# 随着临床分期增加%!XY 作用呈现下降

趋势!,hB6B3B"&
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图 ! 药物和温热协同对胃癌组织的作用
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4H@7组织形态学研究

DI 染色结果表明!图 J"#药物和温热协同对肿

瘤组织作用均可造成肿瘤细胞变性#坏死#细胞核固

缩#并有大量核碎片化现象$ CD2 和温热协同对胃癌

组织的作用最强# 视野下肿瘤组织形态几乎崩解#细

胞严重坏死#细胞核大部分固缩#胞浆散失$

@7讨论

胃癌占消化道肿瘤死亡人数的一半和各种恶性

肿瘤死亡总数的 JK;#居恶性肿瘤死亡的前列$近些年

来#随着外科手术的进展#采用了广泛淋巴结清除的

根治术#术后淋巴结复发已明显减少#取而代之的是

腹腔转移和复发$如何预防术后腹腔复发是胃肠道肿

瘤急待解决的问题$
目前#术中腹腔内温热灌注化疗已逐渐成为大多

数学者公认的目前治疗进展期胃肠道肿瘤的有效方

法#腹腔化疗具有药代动力学优势#腹腔给药的药物

效能显著大于静脉给药#达数十倍至数百倍$ 术中腹

腔内温热灌注化疗使胃肠道肿瘤术后腹腔转移和复

发取得明显疗效#并能显著提高生存率#但其中还有

许多细节问题值得探讨#如化疗药物的选择#具体方

法的选择#药液容量的确定#剂量的确定等L都是亟待

于解决的问题$ 国外研究表明#对于浸润腹膜下较深

的肿瘤#DM2I% 化疗后仍有腹膜复发$ 因此#研究和

应用穿透性好的药物#提高药物穿透能力#增强热的

渗透效应将是今后的研究方向$
CD2 是 NOAO 年日本学者梅泽滨夫等半合成的

新一代蒽环类抗肿瘤抗生素#由于其化学结构中有一

四氢吡喃基团#因此能够部分绕过 P2NAQ 糖蛋白所介

导的对阿霉素的耐药性 %A&$ 研究表明# 白血病细胞

DRSTQ 对 CD2 的摄入非常迅速#在 NU!PVW* 的浓度下

@Q7X 内 CD2 的累积摄入量为 QY9T97!P# 主要吸收进

入细胞核’ 而阿霉素仅为 QYQQN;7!P# 大部分处于胞

浆#同时#CD2 的排出较慢#细胞内能保留高浓度 %Z&$
[>P"’& 等在膀胱癌腔内灌注动物模型中的研究表明\
CD2 对癌肿有较强的穿透性L 能够在 TQ$W]’ 内穿透

9^@UWW 组织\而阿霉素仅能穿透 NUWW%O&$ 因此#CD2
在温热灌注化疗中具有较好的临床应用前景$

目前# 国际上有关 CD2 在温热灌注化疗中的基

础 研 究 和 临 床 应 用 的 报 道 甚 少$ 本 研 究 结 果 显 示

CD2 和温热协同具有良好的协同效应# 其 .9U!协同

对胃癌组织的杀伤效应高于目前的常用药如顺铂(丝

裂 霉 素 和 ;^=>$ 本 研 究 前 期 工 作 表 明 # 人 胃 癌

6_%^ZQ@ 细胞经 CD2 和温热协同处理后#处于 [ 期

的细胞增多#_9V6 期细胞减少#并出现大量的坏死和

凋亡细胞$尤其是 .@!!处理后#基本上由凋亡和坏死

细胞组成#仅有少量 _QV_N 期细胞 %NN&$ 有报道表明#
CD2对处于 _9V6 期细胞的杀伤作用最强#而对 _QV_N

期细胞的杀伤作用较弱$C"‘"a"Xa] 等研究还证实#温

热协同不能增加细胞对 CD2 的摄取%NQ&$ 因此#通过温

热处理阻滞细胞周期于 _9V6 期#是增加细胞对 CD2
的敏感性的重要机制$ 组织形态学研究证实#CD2 和

温热协同处理后#肿瘤组织形态几乎崩解#细胞严重

坏死#细胞核大部分固缩(溶解#胞浆散失#表明 CD2
合并温热处理具有良好的协同杀伤作用$
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另外!临床因素相关性分析表明!!"# 合并温热

处理的杀伤作用和患者年龄"性别!肿瘤大小和术前

$%& 水平没有明显关系! 而与胃癌的组织病理学分

级和临床分期有关!其杀伤作用随肿瘤分化程度降低

和临床分期升高而呈现下降的趋势#国外临床试验研

究表明!术中温热灌注化疗的临床疗效和临床分期有

关!对于胃癌’"(期患者!")*%$ 能够显著延迟复

发!延长患者生存时间!而对于+期以上患者!,)*%$
并无显著性生存优势 $-%# 考虑到 ")*%$ 的术中副作

用和相关并发症!选择合适的临床分期和组织学分级

病例进行 ")*%$ 治疗不失为有效的胃癌围手术期治

疗手段#
综上所述!!"* 对胃癌组织具有良好的温热协

同效应和肿瘤杀伤效果.具有腹腔内温热灌注化疗的

研究应用价值#
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