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摘要　采用M T T 法评价了人舌鳞状细胞癌 SCC225细胞对几种常用抗癌药物联合加温的敏感性,正常

温度 (37℃)时 SCC225细胞对化疗药物敏感性顺序为: 阿霉素、顺铂、丝列霉素 C、博莱霉素、氨甲喋呤、

匹莱霉素、52氟脲嘧啶; 40～ 45℃温度范围内,不同抗癌药物联合加温对 SCC225细胞杀伤作用表现出各

自的最佳作用温度,在有效药物浓度条件下,药物浓度增加不能显著地改变药物联合加温的综合癌细胞

杀伤效应。

关键词　M T T 法　热- 化疗　口腔癌

　　早在 100多年前就有人意外地发现高热能

够治愈恶性肿瘤。近 20年来,世界各国学者对

高热治癌进行了大量的基础实验和临床应用研

究,高热杀灭癌细胞的效应得到证实。但是,今

天的高热治癌处于起步阶段,没有剂量单位,生

物学作用不太清楚,对正常组织的耐受和损伤

也知道得很少,只知道治疗恶性肿瘤有效。本实

验围绕热- 化疗治癌的临床实践,试图探讨化

疗药物剂量、加温温度、热化疗作用时间、分割

治疗间隔时间等剂量因素对抗癌效果的影响。

本文报告不同药物剂量,加温温度的相互关系

及对人舌癌 SCC225细胞杀伤作用的影响。

1　材料和方法

1. 1　抗癌剂

种类: 博莱霉素 (BLM ) , 顺铂 (CDD P ) , 匹莱霉素

(PEP) (日本化学, 东京生产) ; 氨甲喋呤 (M TX) , 52氟
脲嘧啶 (52Fu) , (武田药品,大阪) ; 丝裂霉素 c (MM C) ,

阿霉素 (ADR ) , (协和发酵,东京生产)。

浓度 1 :分别采用供试药品人血浆高峰浓度 (PPC,

peak p lasm a concen trat ion)的 1 倍、5 倍和 10 倍 (1×

PPC、5×PPC 和 10×PPC)。

1. 2　实验用细胞及培养

实验用癌细胞为美国人 (白种人)舌鳞状上皮癌细

胞 SCC225, CRL 21628 细胞系 (F low L aboato ries Inc,

V ergin ia,U SA )。

常规方法培养,培养基为含 10% (vöv)牛胎儿血清

(FBS; F low L ab)的D 2M EM öF112 (1∶1)混合培养液,

每周传代率为 1∶2。

实验前 24 h, 将细胞用 96 孔平面培养板 (N o,

3596; O ster,M ass,U SA )培养。用含 1125×105öm l细

胞的培养基浮游液 012 m l分注于每孔,培养 24 h。最

终实验时调整细胞数为 210×104ö孔。

1. 3　加温联合药物对 SCC225 细胞杀伤作用测定

(M T T 法)

1. 3. 1　实验分组: a1空白对照组: 37℃条件下常规培

养,无任何抗癌剂; b1单纯药物组: 7种药物,分别 3种

浓度 (1×PPC, 5×PPC, 10×PPC) , 37℃条件下常规培

养; c1单纯加温组: 分别于 40℃, 43℃, 45℃温度下加

温 40 m in 后 37℃条件下常规培养; d1加温联合药物
组: 7种药物在上述三种浓度下分别联合水浴加温 40

m in (分别上述 3 种温度条件)后, 37℃条件下常规培

养。

1. 3. 2　实验处理: 将单层 SCC225细胞形成的每孔培

养上清液除去加入含上述 3种浓度的不同抗癌剂的培

养液 011m lö孔。对C 组 (单纯加温组)和 d 组 (加温联

合药物组)置于电热水浴恒温箱中分别于 40℃, 43℃,

45℃条件下加温 40 m in (温度误差:±011℃)。a, b, c, d

4 组置于同一 CO 2 孵箱 (37℃, 5%CO 2 - 95%空气)中

培养 24 h。采用M T T 法 2 测定各孔 SCC225细胞存活
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数:每孔加入 0101 m lM T T 液 (四唑盐) , 32(4, 52dim e2
thylth iaz01222Y1 ) 22, 52dipheny1 tetrazo lium

brom ide) , 37℃恒温条件下孵育 4 h 以酸化异丙醇终止

反应后在微孔板比色仪上测定其光密度 (OD 值)。

1. 3. 3　癌细胞生长抑制率的计算: 根据所测各标准孔

光吸收值 (DD 值) ,建立标准细胞相关曲线 (光密度值:

细胞数) ,计算生存细胞数。以下式计算抑制率 ( IR % )

细胞生长抑制率 ( IR % ) =

　　空白组细胞数- 实验组细胞数
空白组细胞数 ×100%

上述实验重复 3次。

2　结　　果

在本实验条件下,正常温度 (37℃)时人舌癌 SCC2

25 细胞对 7 种常用抗癌剂的敏感性依次为: ADR >

CDD P> MM C> BLM > M TX> PEP> 52Fu (P < 0105,

见附表) ;其中CDD P 的杀伤细胞作用随着药物浓度的

增加而明显增强 (P < 0101) , 但药物浓度的变化对

ADR , BLM ,M TX, PEP 的杀细胞作用无明显影响 (P

> 0105) ,单纯加温 (40～ 45℃)条件下,对 SCC225细胞

生长抑制率为 15%～ 20% ,加温 (40～ 45℃)联合化疗

均能不同程度地增强抗癌剂对 SCC225 细胞的杀伤作

用 (附表) ,其中CDD P 对热的增敏作用最为敏感,即使

在低等加温 (40℃)条件下也能迅速提高其杀细胞作用

( IR % > 50% , P < 0101 ) , BLM , PEP, M TX, 52Fu,

MM C 是随着温度的增加其杀细胞作用增强, 但ADR

的杀细胞作用并不随温度的增加而加强 (P > 0105)。

附表　加温联合抗癌剂对人舌癌 SCC-25细胞生长抑制作用的测定 (M TT法)

药物 药物浓度
(PPC×) 37℃ IR (% ) 40℃ IR (% ) P 值 43℃ IR (% ) P 值 45℃ IR (% ) P 值

×1 27. 72±3. 50 29. 42±5. 83 32. 10±8. 10 52. 52±9. 21 3 3

BLM ×5 28. 56±4. 07 28. 34±6. 53 45. 40±5. 18 3 3 60. 70±13. 22 3 3

×10 31. 30±6. 06 36. 88±7. 58 49. 83±5. 45 3 63. 66±14. 58 3 3

×1 30. 96±7. 23 54. 85±2. 79 3 3 68. 88±6. 13 3 3 69. 45±8. 64 3 3

CDD P ×5 40. 73±4. 92 59. 77±1. 22 3 3 67. 04±2. 95 3 3 74. 40±6. 36 3 3

×10 52. 99±9. 00 61. 61±4. 45 3 70. 51±5. 99 3 3 77. 31±8. 82 3 3

×1 25. 53±4. 58 27. 23±5. 74 39. 20±8. 65 3 53. 32±4. 38 3 3

M TX ×5 27. 18±5. 01 37. 96±1. 45 44. 03±6. 47 3 3 52. 34±3. 64 3 3

×10 26. 77±6. 77 30. 24±2. 89 46. 60±5. 57 3 3 54. 52±7. 25 3 3

×1 11. 99±3. 85 22. 00±5. 51 3 35. 81±5. 12 3 3 46. 66±12. 06 3 3

52Fu ×5 13. 51±4. 01 28. 94±4. 65 3 41. 61±10. 94 3 3 48. 06±10. 87 3 3

×10 20. 47±2. 98 30. 32±4. 37 3 33. 56±9. 28 3 52. 21±10. 25 3 3

×1 21. 13±3. 21 30. 10±6. 90 37. 21±4. 27 3 3 53. 89±6. 50 3 3

PEP ×5 24. 28±7. 59 26. 40±7. 26 43. 32±5. 30 3 3 52. 02±7. 63 3 3

×10 26. 70±7. 27 33. 70±6. 02 46. 89±6. 27 3 3 56. 48±4. 06 3 3

×1 30. 10±6. 32 39. 96±8. 55 41. 56±3. 52 3 48. 70±10. 21 3 3

MM C ×5 34. 28±7. 59 38. 35±6. 71 44. 08±4. 69 3 51. 81±9. 16 3 3

×10 37. 65±10. 57 44. 58±8. 35 45. 85±6. 27 55. 16±5. 06 3 3

×1 51. 42±8. 41 61. 12±7. 15 3 52. 06±1. 47 3 54. 99±9. 21

ADR ×5 50. 69±9. 67 59. 46±4. 67 3 54. 74±3. 66 58. 46±9. 98

×10 55. 68±7. 68 62. 28±5. 21 3 68. 16±3. 57 3 71. 06±4. 32 3 3

注: PPC——药物人血浆高峰浓度; IR % = 细胞生长抑制率　　n= 9　　3 　P < 0. 05　　3 3 　P < 0. 01

3　讨　　论

3. 1　关于试验方法

本实验采用M T T 试验 ( tet razo lium 2based

co lo rim etric assay)是通过比色测定细胞数量

和活性的抗癌药物敏感性试验新方法,其敏感

性与克隆形成法、颜料排除法、同位素掺入法相

似,但更简单、迅速。其基本原理为,在活细胞的
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线粒体中含有丰富的脱氢酶,可使M T T 分子

还原。淡黄色的M T T 还原后形成不溶于水的

紫色结晶物,该结晶物可溶于二甲基亚砜等有

机溶剂。由于结晶物形成的量与细胞数量及其

活性有关 (只有活细胞才可使M T T 分子还

原) ,通过比色,测定光密度 (OD )值, 即可反映

细胞的数量及其活性 2 。

3. 2　高热与化疗联合应用的杀癌效应

化疗药物与高热并用对癌细胞的综合杀伤

效应受到许多因素的影响,特别是癌细胞对药

物的敏感性、最佳作用温度 2 直接影响其综合

杀伤效应。本实验结果显示, SCC225细胞对几

种临床常用药物的敏感性不同,其敏感性顺序

为: ADR , CDD P, MM C, BLM , M TX, PEP,

52Fu,其中, SCC225细胞对CDD P 表现出明显

的药物浓度依赖性,即随着浓度的增高, CDD P

对癌细胞的毒性、杀伤作用增强。上述药物对

SCC225细胞的杀伤作用,在临床热疗常用温度

(40～ 45℃ö40 m in)条件下均有不同程度的增

加,但显示出明显的差别。ADR , CDD P 合并加

热 40℃时即显示出增效作用,但进一步增加温

度 ( 43℃, 45℃) 并不明显增加其抗癌效应;

MM C, BLM ,M TX, PEP, 52Fu 在 40℃加温条

件下, 对 SCC225 细胞的抗癌作用无明显增强

效应, 随着温度的增加, 其抗癌作用缓慢地增

强,达到 45℃时抗癌作用明显增强。表明各类

不同的抗癌药物在高热条件下的作用机制可能

不同,故与高热并用时所产生的综合抗癌效应

亦有差别。癌细胞对药物本身的敏感性和作用

温度是影响热- 化疗对癌细胞综合杀伤效应的

重要因素。而在有效浓度条件下,药物浓度的改

变不能显著地影响热- 化疗的抗癌作用 (附

表)。

在目前热- 化疗治癌临床中,除透热技术

和测温技术不够完善是影响加温治癌广泛开展

的一个主要问题外,不能确切掌握不同个体的

恶性肿瘤对药物的敏感性 (这也是化疗本身需

解决的问题)和选择最佳加温温度也是临床上

影响热- 化疗疗效的重要因素之一。因此,临床

热- 化疗治癌的实践应当强调个体化治疗原

则,以利提高疗效。
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The Exper im en ta l Study on An ticancer Effect of

Hypertherm ochem otherapy
Zheng Guangyong, W ang D azhang, M ao Zhuyi

Colleg e of S tom a tology , W est Ch ina U n iversity of M ed ica l S ciences

Izum iM atage, A n ri Suzuk i, Kazuko Saito

S chool of D en tistry a t N iig a ta , the N ipp on D en ta l U n iversity

Abstract
T h is paper repo rted on the an ticancer effect of hyperthermochemo therapy fo r the hum an tongue cancer cell

(SCC225 cell line) in vitro. T he resu lt show ed that (1) at 37℃ the o rder of drug sensit izat ion w as as fo llow s:

ADR , CDD P, MM C, BLM , M TX, PEP, 52Fu; (2) under the 40～ 45℃ö40 m in, the an ticancer drugs show ed an

op tim um effect ive temperatu re separately. T he au tho rs also observed the effects of drugs do sage fo r the hyperther2

mochemo therapy in th is study.

Key words:　M T T assay　　thermochemo therapy　　o ral cancer
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