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七氟醚对骨肉瘤细胞增殖、侵袭、凋亡
及化疗敏感性的影响

朱彦东　 刘钰

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨七氟醚对骨肉瘤细胞增殖、侵袭、凋亡及化疗敏感性的影响。 方法　 选取

骨肉瘤 ＭＧ６３ 细胞，随机分为四组：对照组、１ ７％七氟醚组、３ ４％七氟醚组和 ５ １％七氟醚组，分别为

不给予七氟醚、给予 １ ７％、３ ４％和 ５ １％七氟醚处理。 采用 ＭＴＴ 法检测细胞增殖，流式细胞术检测

细胞凋亡，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验检测细胞迁移；给予各组顺铂处理，检测各组细胞凋亡情况。
结果　 培养 ２４、３６ 和 ７２ ｈ 的 １ ７％七氟醚组、３ ４％七氟醚组和 ５ １％七氟醚 ＯＤ 值明显低于对照组

（Ｐ＜０ ０５），培养 ２４、３６ 和 ７２ ｈ 的 ５ １％七氟醚组 ＯＤ 值明显低于 １ ７％七氟醚组、３ ４％七氟醚组（Ｐ＜
０ ０５）。 四组细胞凋亡率、细胞迁移数差异无统计学意义。 顺铂作用后，１ ７％七氟醚组、３ ４％七氟醚

组和 ５ １％七氟醚组细胞凋亡率明显低于对照组（Ｐ＜０ ０５），５ １％七氟醚组细胞凋亡率明显低于

１ ７％七氟醚组和 ３ ４％七氟醚组（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 七氟醚可抑制骨肉瘤 ＭＧ６３ 细胞增殖，对细胞迁

移、凋亡无明显影响；七氟醚可降低骨肉瘤 ＭＧ６３ 细胞对顺铂的敏感性。
【关键词】 　 七氟醚；骨肉瘤；增殖；侵袭；凋亡；化疗敏感性
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　 　 骨肉瘤是常见于 ２０ 岁以下青少年或儿童的恶

性骨肿瘤，约占所有骨肿瘤的 ２０％，特点是瘤细胞

直接形成骨样组织［１］。 骨肉瘤恶性程度较高，易于

复发和转移，早期发现和及时治疗可以很大程度上

提高患者生存率。 研究显示，经过正规治疗后，患
者 ５ 年生存率能够达到 ７０％ ～８０％［２］。 骨肉瘤的治

疗以化疗为主，随着化疗药物疗效的增加，毒副作

用也随之增大，并且随着化疗药物的使用，肿瘤细

胞对化疗药物敏感性下降，造成化疗疗效不佳［３］。
七氟醚是一种新型的卤族吸入麻醉药，临床上广泛

用于患儿全麻。 有研究报道，七氟醚对如喉癌、胰

·９６１·临床麻醉学杂志 ２０１９ 年 ２ 月第 ３５ 卷第 ２ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１９，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２



腺癌等多种恶性肿瘤细胞具有细胞毒性及抗增殖

效应［４］，可能对化疗敏感性有影响。 本研究探讨七

氟醚对骨肉瘤细胞增殖、侵袭、凋亡及化疗敏感性

的影响。

材料与方法

实验材料　 骨肉瘤 ＭＧ６３ 细胞株（上海酶研生

物科技有限公司）；七氟醚（美国 Ｂａｘｔｅｒ 公司）；胎牛

血清、ＤＭＥＭ 培养基（赛默飞生物）；七氟醚吸入式

动物麻醉机（美国 Ｍａｔｒｘ 公司）；细胞恒温培养箱（美
国赛默飞世尔科技有限公司）；流式细胞仪（贝克曼

库尔特公司）。

表 １　 四组细胞不同时点 ＯＤ 值的比较（ｘ±ｓ）

组别 皿数 培养 １２ ｈ 培养 ２４ ｈ 培养 ３６ ｈ 培养 ７２ ｈ

对照组 ６ ０ ３０２±０ １０２ ０ ５７８±０ ０９８ ０ ６５２±０ １０５ ０ ７８２±０ １１２

１ ７％七氟醚组 ６ ０ ２９９±０ ０９７ ０ ４５３±０ ０８９ａ ０ ５４４±０ ０９７ａ ０ ６１２±０ １０８ａ

３ ４％七氟醚组 ６ ０ ３００±０ １０１ ０ ４００±０ ０９０ａｂ ０ ４６８±０ １０２ａｂ ０ ５２７±０ ０９７ａｂ

５ １％七氟醚组 ６ ０ ３０４±０ １００ ０ ３５７±０ ０８８ａｂｃ ０ ４１０±０ ０９９ａｂｃ ０ ４６７±０ １０１ａｂｃ

　 　 注：与对照组比较，ａＰ＜０ ０５；与 １ ７％七氟醚组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 ３ ４％七氟醚组比较，ｃＰ＜０ ０５

细胞培养与分组　 ＭＧ６３ 细胞使用 ５ ｍｌ 含 １０％
胎牛血清的培养基培养，１ ∶２传代，每 ２ 天进行 １ 次

传代。 将细胞随机分为四组：对照组、１ ７％七氟醚

组、３ ４％七氟醚组和 ５ １％七氟醚组。
七氟醚细胞处理　 将四组 ＭＧ６３ 细胞制成单细

胞悬浮液后，接种于 ６ 孔板中。 ３７ ℃、５％ＣＯ２、饱和

湿度的培养箱中培养 ２４ ｈ 后，将细胞放置于密闭的

有机玻璃箱中，七氧醚挥发罐接入进气口，气体分

析仪接入出气口，调节七氟醚挥发罐的气体流量为

３ Ｌ ／ ｍｉｎ，预充气 ３ ｍｉｎ 使气体（５％ＣＯ２、２１％Ｏ２、７４％
Ｎ２）充满密闭容器。 之后调节麻醉气体挥发罐的气

体流量为 ０ ５ Ｌ ／ ｍｉｎ，打开吸入气体挥发罐，维持 ５
ｍｉｎ 以上保持浓度稳定。 之后关闭进气口和出气

口，将密闭的有机玻璃箱在 ３７ ℃恒温箱中处理 ３ ｈ
后，置于培养箱中培养。 ２４ ｈ 后采用 ＭＴＴ 法检测细

胞增殖和流式细胞术检测细胞凋亡。
ＭＴＴ 法检测细胞增殖　 将 ＭＧ６３ 细胞制成单细

胞悬浮液，调整细胞浓度为 １×１０４ ／ ｍｌ，将以上浓度

的细胞接种于 ９６ 孔板中，每孔 ２００ μｌ。 设置对照组

培养 ２４ ｈ，使用不同浓度七氟醚处理 ４ ｈ，之后培养

２４ ｈ。 加入 ５ ｍｇ ／ ｍｌ 的 ＭＴＴ，４ ｈ 使用 ＤＭＳＯ 溶解紫

色结晶，在 ４９０ ｎｍ 波长下检测四组培养后 １２、２４、
３６ 和 ７２ ｈ 时的 ＯＤ 值。

流式细胞术检测细胞凋亡 　 （１）顺铂作用前：
取对数期的 ＭＧ６３ 细胞制成单细胞悬液，调整细胞

浓度为 １×１０６ ／ ｍｌ，每个培养皿中加入 １ ｍｌ 细胞悬

液，培养 ２４ ｈ 后使用不同浓度七氟醚处理 ４ ｈ 后置

于 ３７℃下 ＣＯ２ 培养箱培养 ２４ ｈ。 制成单细胞县液，
加入 ５ μｌ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＦＣ 轻轻混匀后再加入 １０
μｌ 碘化丙锭，混匀并避光室温孵育 １５ ｍｉｎ，流式细

胞仪检测各组凋亡率。 （２）顺铂作用后：取对数期

的 ＭＧ６３ 细胞制成单细胞悬液，调整细胞浓度为 １×
１０６ ／ ｍｌ，每个培养皿中加入 １ ｍｌ 细胞悬液，培养 ２４
ｈ 后加入顺铂，终浓度为 １０ ｍｇ ／ Ｌ。 后使用不同浓度

七氟醚处理 ４ ｈ 后置于 ３７℃下 ＣＯ２ 培养箱中培养

２０ ｈ。 制成单细胞悬液，其余步骤同上。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验检测细胞侵袭能力 　

取对数期的 ＭＧ６３ 细胞制成单细胞悬浮液，调整细

胞浓度为 ２×１０５ ／ ｍｌ，将以上浓度的细胞接种于 ９６
孔板中，每个孔板加入 ５００ μｌ 含 １０％血清的培养

基，每个孔板含 １００ μｌ 细胞悬液，培养 ２４ ｈ；取出小

室加入约 ８００ μｌ 甲醇的孔中，室温固定 ３０ ｍｉｎ；取
出小室，加入约 ８００ μｌ 的 Ｇｉｅｍｓａ 染液的孔中，室温

染色 １５～３０ ｍｉｎ；清水浸泡后取出小室，吸取上室液

体后，晾干、封片；显微镜下取 ９ 个随机视野计数，统
计结果。

统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件进行统计分

析。 正态分布计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃
ｔ 检验。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

细胞增殖情况　 培养 ２４、３６ 和 ７２ ｈ，１ ７％七氟

醚组、３ ４％七氟醚组和 ５ １％七氟醚组的 ＯＤ 值明

显低于对照组（Ｐ＜０ ０５），５ １％七氟醚组的 ＯＤ 值

明显低于 １ ７％七氟醚组、３ ４％七氟醚组（Ｐ＜０ ０５）
（表 １）。

顺铂作用前细胞凋亡率　 对照组、１ ７％七氟醚
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组、３ ４％七氟醚组和 ５ １％七氟醚组细胞凋亡率分

别为（６ ８±１ ２）％、（７ ０±１ ２）％、（６ ９ ±１ １）％和

（７ ０±１ １）％，差异无统计学意义（图 １）。
细胞侵袭能力　 对照组、１ ７％七氟醚组、３ ４％

七氟醚组和 ５ １％ 七氟醚组细胞迁移数分别为

（４００ ３±７８ ３）个、（３９０ ４±８０ ２）个、（３９２ ２±９０ ５）
个和（３９９ ２±８７ ６）个，四组细胞迁移数差异无统计

学意义（图 ２）。

图 １　 四组细胞顺铂作用前后流式检测图

图 ２　 四组细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭检测图

细胞对顺铂的敏感性　 顺铂作用后，１ ７％七氟

醚组、３ ４％七氟醚组和 ５ １％七氟醚组细胞凋亡率

分别为（５７ ２９±９ ４３）％、（４８ ２９±８ ２９）％、（３７ １０±
９ １１）％和（３０ ０４±８ ２２）％，１ ７％七氟醚组、３ ４％
七氟醚组和 ５ １％七氟醚组明显低于对照组，５ １％
七氟醚组明显低于 １ ７％七氟醚组和 ３ ４％七氟醚

组（Ｐ＜０ ０５）（图 １）。

讨　 　 论

骨肉瘤是最多发的原发恶性骨肿瘤，特点是在

成骨同时又发生骨质破坏，常见于 ２０ 岁以下的青少

年或儿童。 骨肉瘤恶性程度极高，转移倾向较高，
据报道，约 ２５％的患者在发生转移后才被确诊，造
成该病死亡率居高不下［５］。 临床数据显示，化疗可

以将骨肉瘤患者 ５ 年生存率从 ２０％提高到 ６５％ ～
７０％［６］。 但是骨肉瘤易发生早期侵袭转移，因此对

于骨肉瘤的整体化疗效果仍不理想。 同时，由于顽

固性的骨肉瘤患者对多种化疗药物表现不敏感，因
此仍需要探索更好的治疗方案。 骨肉瘤患者化疗

中存在最常见的问题是多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔ⁃
ａｎｃｅ， ＭＤＲ） ［７］。 化疗药物在体内的摄取和转运障

碍都会影响肿瘤对化疗药物的敏感性。 研究显示，
肿瘤细胞的 ＭＤＲ 是一个极其复杂并且不断变化的

过程，涉及多种基因和因子的共同参与［８］。 因此寻

找高效、低毒的 ＭＤＲ 逆转剂是目前临床研究的重

点。 近年来有研究报道，麻醉药物对肿瘤细胞的增

殖具有重要的影响［９］。 七氟醚是临床常用吸入麻

醉药，多用于手术中麻醉维持，有可控性强、麻醉效

能高等特点。 研究显示，七氟醚对多种肿瘤细胞如

喉癌、胰腺癌、乳腺癌等有细胞毒性和抗增殖效

应［１０⁃１１］。 Ｌｅｍｏｉｎｅ 等［１２］ 研究报道，七氟醚可以通过

下调抑制基因 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ，达到抑制肺癌细胞的增殖的

效应。
本研究 ＭＴＴ 实验结果显示，与对照组比较，骨

肉瘤 ＭＧ６３ 细胞增值能力随着七氧醚浓度增高而逐

渐减弱，说明七氟醚可抑制骨肉瘤 ＭＧ６３ 细胞的增
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殖，高浓度抑制作用更明显，本研究提示七氟醚在

骨肉瘤中可能具有抑制肿瘤细胞的生长的作用。
既往研究表明，七氟醚能抑制乳腺癌、结肠癌

以及肺癌细胞的增殖与侵袭［１３］。 本研究中，侵袭实

验结果显示，四组细胞迁移数差异无统计学意义，
表明七氟醚对骨肉瘤 ＭＧ６３ 细胞迁移无明显影响，
与既往研究不相符。 王国武等［１４］ 研究显示，七氟醚

对前列腺癌细胞毒性作用与其诱导细胞凋亡有关。
本研究中四组细胞凋亡率差异无统计学意义，表明

七氟醚对细胞凋亡无明显影响，七氟醚可抑制骨肉

瘤 ＭＧ６３ 细胞细胞的增殖并不是由于其诱导的细胞

凋亡，具体的机制仍需要进一步探究。
顺铂是一种细胞周期非特异性抗肿瘤药物，也

是骨肉瘤基本化疗药物之一。 顺铂在体内能与

ＤＮＡ 结合，通过破坏 ＤＮＡ 的功能抑制有丝分裂从

而诱导细胞凋亡。 Ｂｒｏｚｏｖｉｃ等［１５］ 研究发现，七氟醚

可以拮抗顺铂对艾氏腹水肿瘤细胞的 ＤＮＡ 毒性。
为了探讨七氟醚对顺铂诱导 ＭＧ６３ 细胞凋亡的影

响，各组 ＭＧ６３ 细胞对顺铂诱导的凋亡率显示，
１ ７％、３ ４％和 ５ １％七氟醚组细胞凋亡率明显低于

对照组，其中 ５ １％七氟醚组细胞凋亡率明显低于

１ ７％七氟醚组和 ３ ４％七氟醚组，提示七氟醚对顺

铂诱导的 ＭＧ６３ 细胞凋亡有拮抗作用，降低了 ＭＧ６３
细胞对顺铂的化疗敏感性，且有一定的浓度依赖

性，与 Ｂｒｏｚｏｖｉｃ 等［１５］研究结果一致。
综上所述，七氟醚可抑制骨肉瘤 ＭＧ６３ 细胞增

殖，对细胞迁移、凋亡无明显影响；七氟醚可降低骨

肉瘤 ＭＧ６３ 细胞对顺铂的敏感性。
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