
 

首 页   基地介绍   岗位培训 高压氧医学资料 高压氧医疗质控 高压氧学会 药物学 生命探索 学术论坛 基地信箱

1-告示

2-高压氧

3-药物

4-养生保健

5-工程设备

6-管理与质控

7-问题解答

8-生命探索及其它

9-In English

高压氧对鼻咽癌细胞生长与氧自由基的影响

双击自动滚屏 发布时间：2008-10-15 14:54:12 阅读：83次

高压氧对鼻咽癌细胞生长与氧自由基的影响 

中南大学湘雅医院高压氧科 彭争荣 

 

[摘要] 目的：通过观察高压氧处理后人鼻咽癌细胞系CNE-2细胞生长抑制率和死亡率及超氧化物歧化酶

（SOD）、丙二醛（MDA）含量的变化，以初步探讨高压氧处理对鼻咽癌细胞生长的影响及其影响机理。方

法：将实验培养的人鼻咽癌CNE-2细胞分为A组（对照组）、B组（高压氧0.15MPa）、C组（高压氧

0.20MPa）、D组（高压氧0.25MPa）和E组（高压氧0.30MPa）。采用MTT法分析细胞生长抑制率，PI染色观察

细胞死亡情况，并采用黄嘌呤氧化酶法测定SOD的含量、硫代巴比妥法测定MDA的含量。结果：高压氧处理各

组的细胞死亡率、MDA含量均较A组明显增加，比较差异均有统计学意义（P<0.05）；各组鼻咽癌CNE-2细胞

生长抑制率、死亡率和MDA含量比较差异有统计学意义（P<0.05），且均随高压氧处理压力升高而增加。结

论：高压氧处理增加实验培养的人鼻咽癌CNE-2细胞生长抑制率、死亡率，可能与高压氧处理增加鼻咽癌

CNE-2细胞内氧自由基有关。 
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The effect of hyperbaric oxygen on the growth and oxygen free radical of 

nasopharyngeal carcinoma cells  

[ABSTRACT] Objective:To investigate the effect and the possible influencial mechanisms of 

hyperbaric oxygen(HBO) on the growth and death in human nasopharyngeal carcinoma(NPC) cell 

line CNE-2 by viewing the inhibition ratio of growth and mortality rate and the content of 

superoxide dismutase(SOD) and malondialdehyde(MDA) of nasopharyngeal carcinoma cells through 

HBO disposal. Method: Nasopharyngeal carcinoma(NPC) cell line CNE-2 were divided into 5 

groups randomly, Group A: control group; Group B: hyperbaric oxygen(0.15MPa); Group C: 

hyperbaric oxygen(0.20MPa); Group D: hyperbaric oxygen(0.25MPa); Group E: hyperbaric oxygen

(0.30MPa). The inhibition ratio of growth in CNE2Z cells of all groups were detected by MTT 

reduction assay and the mortality rate were detected by PI staining; as well as the content of 

SOD and MDA were detected. Result:The mortality rate and content of MDA of every hyperbaric 

oxygen groups were dramatically increased comparing with A group(P<0.05); There were 

statistical difference in the content of MDA、inhibition ratio of growth and mortality rate in 

all groups(P<0.05), furthermore, all to increased along with the heightening the pressure of 

hyperbaric oxygen. Conclusion: HBO disposal could increased the inhibition ratio of growth 

and mortality rate of human NPC cell line CNE-2, It is possible relevant with increaseing the 

oxygen free radical in human nasopharyngeal carcinoma cells through HBO disposal.

[KEYWORDS] nasopharyngeal carcinoma(NPC); hyperbaric oxygen(HBO); inhibition ratio of growth; 

mortality rate; oxygen free radical

 

鼻咽癌(nasopharyngeal carcinoma，NPC)是一种常见恶性肿瘤，主要为低分化鳞状细胞癌，其中晚期患者



的5年生存率仅50%左右[1]。大量实验和临床资料证实，高压氧(hyperbaric oxygen，HBO)能提高肿瘤细胞氧

合，纠正肿瘤细胞乏氧[2]，增强肿瘤细胞对射线的敏感性[3]，增加肿瘤的局部控制率和5年生存率[4]。然而

高压氧对鼻咽癌细胞生长的影响及其机理国内外研究尚不多[5]，所以本研究拟从细胞水平进行观察高压氧处

理后人鼻咽癌细胞系CNE-2细胞生长抑制率和死亡率及超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）含量的变

化，探讨高压氧对鼻咽癌CNE-2细胞生长与死亡的影响及其影响机理。 

1 材料与方法 

1.1实验材料及仪器 

人鼻咽癌CNE-2细胞株（由湘雅医学院肿瘤研究所提供）、四唑盐(MTT)溶液与碘化丙啶荧光染色液(USA，

Sigma)、DMSO(二甲基亚砜 ，上海西宝生物技术有限公司)、CO2培养箱（Japan，ESPEC）、SOD和MDA检测试

剂（南京建成）、0.25%胰酶（USA，Sigma）、倒置显微镜（USA，Micro Star AO）、荧光显微镜（Japan，

Olympus）、低温离心机（珠海黑马）、TGL-16G台式离心机（上海安亭）、721nm分光光度计（上海光

谱）、酶标仪(USA, Bio-Rad model 1450)、超净工作台（上海明星电子设备厂）、婴幼儿氧气加压舱（武

汉船舶设计研究所，YLC0.5/1A）。 

1.1.2主要试剂配制  ①RMPZ-1640培养基：将一包RMPZ-1640干粉（Gibco, Co.）溶于三蒸水中，加适量

NaHCO3调PH至7.2，定容1L，正压过滤除菌后分装，置于-20℃保存。用于CNE-2细胞培养时，加入小牛血清至

浓度为15%。②PBS溶液：Nacl 8g，kcl 0.2g, NaHPO4
.12H2O 1.54g，KH2PO4 0.2g，溶解后调PH至7.0，定容

1L，分装后高压灭菌，4℃保存。③四唑盐(MTT)溶液：MTT5g/L，0.01mol/L PBS配制，用0.22μm微孔过滤器

过滤除菌，放入4℃冰箱内避光保存。 

1.2方法 

1.2.1细胞培养 

人鼻咽癌CNE-2细胞株置于37℃，5％CO2培养箱培养，培养液为RMPZ-1640，含10%小牛血清。待培养瓶中液体

颜色变黄时更换培养液，当细胞长满瓶底时，用0.5％胰酶加0.2％EDTA于室温下消化传代。 

1.2.2试验分组  

本实验分为A、B、C、D和E五组。A组（对照组）：细胞不做处理。B组：细胞采用0.15MPa（ATA）高压氧处

理90min；C组：细胞用0.20MPa（ATA）高压氧处理90min；D组：细胞采用0.25MPa（ATA）高压氧处理

90min；E组：细胞采用0.30MPa（ATA）高压氧处理90min。 

1.2.3高压氧处理方法 

将B、C、D和E组人鼻咽癌CNE-2细胞置于YLCO/1A型婴儿氧舱内，先以10L/min的氧流量进行门缝洗舱5min，

将舱内氧浓度提高至55％以上，然后以5～8L/min氧流量均匀变速加压，加压时间为15min，使舱内压力分别

达到0.15MPa、0.20MPa、0.25 MPa和0.30MPa时开始稳压，稳压时氧浓度达到85％以上，稳压时同时打开

加、减压阀，以3～5L/min的氧流量持续小流量洗舱，稳压吸氧60min后，均匀变速减压，减压时间为

15min，总处理时间为90min，共2次（2次治疗的间隔时间＞4h）。A组细胞也置于YLCO/1A型婴儿氧舱内

90min×2次，但不加压，仅常压下吸空气。 

1.2.4 MTT法分析细胞生长抑制情况 

取指数生长期人鼻咽癌CNE-2细胞，胰蛋白酶消化后制成单细胞悬液，计数后用梯度稀释至约12000个/ml，

96孔培养板每孔加200μl细胞悬液，每组6孔，种5块板，置于37℃，5％CO2培养箱培养至贴壁。分别经各组处

理后，置于37℃，5％CO2培养箱培养24hr，加入20μl 5g/l MTT溶液，继续培养4hr，翻转法弃去培养液，加

入200μl DMSO，置37℃培养箱中10min，酶标仪检测492nm-630nm波长吸光值(A值)。以空白孔调零。按（生

长抑制率=(1-实验组A值均数/A组A值均数)×100%）公式计算细胞生长抑制率。 

1.2.5 PI染色观察细胞死亡情况 

取指数生长期人鼻咽癌CNE-2细胞，接种于24孔培养板，每组6孔，种5块板，细胞贴壁后，分别经各组处理

后48hrPBS洗两次，加入50mg/L碘化丙啶4℃下孵育20 min，最后用甲醇和醋酸混合液(3:1)固定，用荧光显

微镜观察并摄影。PI可与细胞核DNA (或RNA)结合，活细胞因细胞膜保持完整，PI不能透过，从而不能使之

染色，但当细胞在处于坏死或晚期凋亡时细胞膜被破坏时，这时可被PI标记呈红色，凋亡细胞低染，坏死细

高染。随机计数500个细胞，染红色荧光者为阳性，未染色者为阴性，计算细胞死亡率。 

1.2.6 人鼻咽癌CNE2Z细胞SOD检测 

采用黄嘌呤氧化酶法测定SOD活力。取指数生长期人鼻咽癌CNE-2细胞，接种于24孔培养板，每组6孔，种5块

板，细胞贴壁后，分别经各组处理后48hr收集细胞，经离心收集后加入200μl的0.9%生理盐水，低温超声破

碎。确定最佳样本液量后将样品与试剂盒中的试剂按次序加入充分混匀，空白管加相应量的蒸馏水，37℃恒

温水浴40min。室温放置10min，于波长550 nm蒸馏水调零后进行比色。记录吸光度的变化，然后计算SOD

值。酶活力计算：(对照管吸光度－样品反应液的吸光度)×反应液体积／(对照管吸光度×50%×加入反应液

中的酶液体积×蛋白质含量) 。酶单位表示：在本实验条件下，抑制率达50 %所对应的提取液SOD 含量即为

一个SOD单位(U) 。 

1.2.7人鼻咽癌CNE2Z细胞MDA检测 

采用硫代巴比妥酸（TBA）比色法。细胞处理同前，取上清样本液0.2 ml，0.05mol/l HCl2ml，0.67%TBA2ml



混匀，于沸水浴中加热30min，流水冷却，加甲醇/ 正丁醇2.7ml，振荡45s，3000 r/ min离心10 min，取上

层液测定。标准管取标准液0. 2ml同样操作。以甲醇/正丁醇作空白调零，535nm波长处测吸收度(OD值)。样

品MDA含量(nmol)=[(测定管OD值-测定空白管OD值) /标准管OD值-标准空白管OD值)]×100%。 

2 统计学处理 

所有数据均用统计软件SPSS11.0处理。计量资料采用均数±标准差表示，α＝0.05为检验标准。两组间比较

采用成组设计均数t检验。对多组计量资料进行单因素方差分析，方差齐者采用LSD检验进行均数间多重比

较，而方差不齐者采用Tamhane’s T2法进行分析。 

3结果 

3.1 MTT法分析细胞生长抑制情况（表1） 

B、C、D和E四组鼻咽癌CNE-2细胞生长抑制率比较差异有统计学意义（F=16.436, P<0.01），两两比较差异

均有统计学意义（P<0.05），且四组细胞生长抑制率随高压氧处理压力增加而增加。 

表1  各组鼻咽癌CNE-2细胞生长抑制率与死亡率的比较 

3.2 PI染色观察细胞死亡情况（表1，图1） 

B、C、D和E四组的细胞死亡率均较A组增加（P<0.05），比较差异均有统计学意义（P<0.01），A、B、C、D

和E五组鼻咽癌CNE-2细胞死亡率比较差异有统计学意义（F=38.847, P<0.01），两两比较差异均有统计学意

义（P<0.05）。且五组鼻咽癌CNE-2细胞死亡率随高压氧处理压力升高而增加。 

3.3人鼻咽癌CNE2Z细胞SOD、MDA含量改变情况（表2） 

A、B、C、D和E五组SOD的含量比较差异有统计学意义（F=3.176，P<0.05），两两比较仅B与E、C与D和C与E

差异有统计学意义（P<0.05），C组SOD含量最高，E组最低；A、B、C、D和E五组MDA含量比较差异有统计学

意义（F=35.101，P<0.01），两两比较差异均有统计学意义（P<0.05），且五组MDA含量随高压氧处理压力

增加而增加。 

表2  各组鼻咽癌CNE-2细胞SOD、MDA含量的比较 

4讨论 

近几年来，高压氧治疗已经广泛地应用于临床，对某些恶性肿瘤的放化疗增敏[6]及其相关症状与疾病的治

疗，如放射性脑病、放射性膀胱炎、放化疗后综合征等均取得了较好的疗效[7]。但高压氧对鼻咽癌细胞生长

的影响国内外研究尚不多[5]，所以我们特设计了本实验研究，拟从细胞水平进行探讨高压氧对鼻咽癌CNE-2

细胞生长的影响及其影响机理。 

细胞的失控性生长是肿瘤最基本的生物学特征之一，因此抑制肿瘤细胞的生长、促进细胞死亡是治疗肿瘤的

基本途径之一，也是抗癌治疗的基本要求。本研究采用了MTT比色法观察高压氧对鼻咽癌CNE-2细胞生长的抑

制作用，采用PI染色法观察高压氧对鼻咽癌CNE-2细胞的死亡情况。本试验表1结果显示高压氧各组都对鼻咽

癌细胞生长有不同程度的抑制作用；对鼻咽癌细胞的死亡都有促进作用，与对照组比较差异均有显著统计学

意义（P<0.01）。这说明高压氧能抑制鼻咽癌CNE-2细胞的生长[8]，促进鼻咽癌CNE-2细胞的死亡。这与

McDonald K[9]研究结果一致，他们对40只以9，10-二甲基-1，2苯并蒽制成颊囊癌模型的金色叙利亚地鼠进

行观察。20只地鼠进行30次2.8ATA×60min高压氧治疗，20只做为对照。结果显示进行高压氧治疗组动物肿

瘤体积明显小于对照组。 

自由基是含有不配对电子的原子、原子团或分子的总称。在生理情况下，机体内不断产生自由基，同时也不

断地分解清除，使其维持在一个正常的生理水平上。某些病理情况可造成自由基产生和清除功能失去平衡，

氧自由基过多将导致细胞损伤、衰老或肿瘤发生等[10]。SOD是清除氧自由基最重要的酶之一，它的活性反映

了机体清除氧自由基的能力[11]。氧自由基可引起脂质过氧化反应损伤细胞膜，进而导致细胞死亡，其终产

物MDA的含量亦间接反映了机体细胞被氧自由基损伤的程度[12]。大量研究发现，几乎所有癌细胞的超氧化物

歧化酶和过氧化氢酶的活性都明显低于正常细胞[13]。而这几种酶是细胞清除氧自由基的主要酶，所以癌细

胞清除氧自由基的能力低下，对氧自由基十分敏感。也就是说，氧自由基对癌细胞有选择性杀伤力。而高压

组别 细胞生长抑制率（%） 细胞死亡率（%） 

A组 —— 1.43±0.51 

B组 2.98±2.93 2.61±0.94 

C组 7.74±4.28 4.00±0.56 

D组 13.58±4.35 4.88±0.53 

E组 20.89±6.43 5.80±0.79 

组别 SOD MDA

A组 83.29±18.49 3.80±0.78 

B组 88.62±15.52 5.17±1.19 

C组 99.29±18.28 6.45±0.62 

D组 75.14±17.51 7.94±1.20 

E组 65.20±19.14 10.43±1.32 



氧能有效提高肿瘤组织的氧分压，改善肿瘤氧合状况，促进机体内氧自由基增多[14]。本研究表2的结果也显

示，实验各组的SOD含量比较差异虽有统计学意义，但随高压氧处理的压力增加SOD的含量反而下降；而MDA

含量比较实验各组差异都有显著统计学意义（P<0.05），高压氧四组较对照组明显增加（P<0.01），且随高

压氧处理压力增加而明显增加。这说明高压氧处理下人鼻咽癌细胞内的氧化与抗氧化平衡更进一步失调，抗

氧化物质含量活性下降，氧自由基生成增多，脂质过氧化作用增强，从而可造成肿瘤细胞生长抑制和死亡。

这与Lian Q [15]的研究结果相同，高压氧组老鼠的肉瘤组织内氧自由基和丙二醛含量明显比对照组高，同时

肉瘤组织坏死发生率和老鼠生存率也高于对照组，从而得出结论，高压氧能加速S-180肉瘤细胞的坏死。 

5 结语 

高压氧处理可使人鼻咽癌CNE-2细胞生长抑制率、死亡率升高，同时高压氧处理也使人鼻咽癌CNE-2细胞MDA

含量增加，都是随高压氧处理压力增加而明显增加，这可能暗示了高压氧是通过增加鼻咽癌细胞内氧自由基

来实现增加鼻咽癌细胞生长抑制率、死亡率。 
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