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　　摘　要：目的　观察不同浓度七氟醚对人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７黏附能力、ＣＤ４４表达的影响。方法　实验细胞分４组：不经

任何处理的Ｃｏｎｔｒｏｌ组、１．７％七氟醚作用的Ｔｒｅａｔ１组、３．４％七氟醚组作用的Ｔｒｅａｔ２组和５．１％七氟醚作用的Ｔｒｅａｔ３组。Ｔｒｅａｔ

１组、Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞通入９５％Ｏ２ 和２．５％ＣＯ２ 混合气体６Ｌ／ｍｉｎ，经１．７％、３．４％、５．１％七氟醚作

用２、４、６ｈ。检测细胞黏附率；采用ｑＲＴＰＣＲ法检测ＣＤ４４的ｍＲＮＡ表达。结果　与处理前比较，Ｔｒｅａｔ１组、Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ

３组处理２、４、６ｈ时细胞黏附率降低，ＣＤ４４的ｍＲＮＡ表达下调（犘＜０．０５）；与处理２ｈ时比较，Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理４和６

ｈ时细胞黏附率降低，ＣＤ４４的ｍＲＮＡ表达下调（犘＜０．０５）；与处理４ｈ时比较，Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理６ｈ时细胞黏附率降

低，ＣＤ４４的ｍＲＮＡ表达下调（犘＜０．０５）；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｔｒｅａｔ１组、Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理２、４和６ｈ时细胞黏附率均降

低，ＣＤ４４的ｍＲＮＡ表达均下调（犘＜０．０５）；组间比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　七氟醚可降低人乳腺癌细胞株

ＭＣＦ７的黏附能力，且呈浓度和时间依赖性，其机制可能与下调ＣＤ４４的表达有关。
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　　七氟醚于１９６８年由Ｒｅｇａｎ合成，１９８６年完成３期临床试

验，１９９０年首先由日本的药监部门批准临床使用。近年来，被

许多著名麻醉学专家誉为吸入麻醉的里程碑式药物。研究表

明，七氟醚可抑制结肠癌细胞和喉癌细胞的生长，以及肺癌细

胞的黏附［１２］。但七氟醚对人乳腺癌细胞株黏附能力的影响尚

未见报道。ＣＤ４４是一种细胞表面跨膜糖蛋白，属于黏附分子，

其分布十分广泛，功能主要参与细胞间及细胞与基质间的特异

性粘连过程，且在恶性肿瘤的发生、发展中起着十分重要的作

用。目前，ＣＤ４４作为多种已知肿瘤干细胞的标记物，包括乳腺

癌、胰腺癌、前列腺癌、结直肠癌、肝细胞癌。ＣＤ４４参与了这些

肿瘤的发生、发展、复发和转移的过程［３６］。本研究拟评价七氟

醚对人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７黏附能力、ＣＤ４４表达的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７（南华大学研

究所），１６４０培养基、１０％胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，美国），麻醉

气体监测仪（ＤａｔｅｘＡＳ／３公司，芬兰），ＡｅｓｔｉｖａＲ／５型麻醉机

（ＤａｔｅｘＯｈｍｅｄａ公司，芬兰）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＭＣＦ７细胞用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ

１６４０培养基于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱中培养。

１．２．２　实验分组与处理　取对数生长期的人乳腺癌 ＭＣＦ７

细胞，采用随机数字表法，将其随机分为４组：不经任何处理的

Ｃｏｎｔｒｏｌ组、１．７％七氟醚作用的Ｔｒｅａｔ１组、３．４％七氟醚作用

的Ｔｒｅａｔ２组和５．１％七氟醚作用的Ｔｒｅａｔ３组。

１．２．３　细胞黏附实验　分别处理好细胞将１００μＬ细胞悬液

加入９６孔板中，继续培养１ｈ。每孔加入２００μＬ磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）振摇５ｍｉｎ，洗２遍。弃ＰＢＳ后加入噻唑蓝（ＭＴＴ），

用酶标仪于波长４９０ｎｍ测定吸光度值，并计算黏附率＝（各实

验孔黏附细胞吸光度值／对照孔黏附细胞吸光度值－１）×

１００％。

１．２．４　ＣＤ４４ｍＲＮＡ 表达的测定　采用ｑＲＴＰＣＲ法测定

ＣＤ４４ｍＲＮＡ的表达ｑＲＴＰＣＲ反应：反应体系为２０μＬ，包括

稀释后的ＲＴ产物２μＬ、２×ｑＲＴＰＣＲ缓冲液１０μＬ、５μｍｏｌ／Ｌ

ｍｉＲ１５５特异性ＰＣＲ引物０．４μＬ、５Ｕ／μＬ耐热ＤＮＡ聚合酶
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表１　　４组细胞黏附率的比较（％）

组别 处理前 处理２ｈ 处理４ｈ 处理６ｈ

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ８７．０±６．０ ８６．０±５．０ ８５．０±４．５ ８６．０±４．６

Ｔｒｅａｔ１组 ８７．０±２．９ ８１．０±２．７ａｄ ７４．０±５．０ａｄ ７１．０±６．７ａｄ

Ｔｒｅａｔ２组 ８４．０±５．６ ６８．０±６．９ａｄｅ ６１．０±３．９ａｂｄｅ ５６．０±５．２ａｂｃｄｅ

Ｔｒｅａｔ３组 ８８．０±３．９ ５７．０±５．４ａｄｅｆ ４７．０±４．３ａｂｄｅｆ ３６．０±３．１ａｂｃｄｅｆ

　　ａ：犘＜０．０５，与处理前比较；ｂ：犘＜０．０５，与处理２ｈ时比较；ｃ：犘＜０．０５，与处理４ｈ时比较；ｄ：犘＜０．０５，与同时间点Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｅ：犘＜

０．０５，与同时间点Ｔｒｅａｔ１组比较；ｆ：犘＜０．０５，与同时间点Ｔｒｅａｔ２组比较。

表２　　４组细胞ＣＤ４４ｍＲＮＡ表达比较

组别 处理前 处理２ｈ 处理４ｈ 处理６ｈ

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 １．５５±０．０９ １．５３±０．０８ １．４９±０．１０ １．４２±０．０９

Ｔｒｅａｔ１组 １．５７±０．０４ １．３７±０．０９ａｄ １．２８±０．０５ａｄ １．１１±０．０８ａｄ

Ｔｒｅａｔ２组 １．４２±０．０４ ０．９９±０．０８ａｄｅ ０．７９±０．０４ａｂｄｅ ０．７１±００６ａｂｄｅ

Ｔｒｅａｔ３组 １．４９±０．０５ ０．８９±０．０８ａｂｄｅｆ ０．７０±０．０７ａｂｄｅｆ ０．５０±０．０４ａｂｃｄｅｆ

　　ａ：犘＜０．０５，与处理前比较；ｂ：犘＜０．０５，与处理２ｈ时比较；ｃ：犘＜０．０５，与处理４ｈ时比较；与处理４ｈ时比较；ｄ：犘＜０．０５，与同时间点Ｃｏｎｔｒｏｌ

组比较；ｅ：犘＜０．０５，与同时间点Ｔｒｅａｔ１组比较；ｆ：犘＜０．０５，与同时间点Ｔｒｅａｔ２组比较。

０．２μＬ、灭菌双蒸水７．４μＬ。反应条件：先９５℃３ｍｉｎ活化

Ｔａｇ酶；然后９５℃１２ｓ、６２℃３５ｓ共４０个循环。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行分析，组内比较

采用重复测量设计的方差分析，组间比较采用单因素方差分

析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　４组人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７细胞黏附能力的比较　与

处理前比较，Ｔｒｅａｔ１组、Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理２、４和６

ｈ细胞黏附率降低（犘＜０．０５）；与处理２ｈ比较，Ｔｒｅａｔ２组和

Ｔｒｅａｔ３组处理４和６ｈ细胞黏附能力降低（犘＜０．０５）；与处理

４ｈ比较，Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理６ｈ细胞黏附能力降低

（犘＜０．０５）；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｔｒｅａｔ１组、Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ

３组处理２、４和６ｈ细胞黏附能力降低（犘＜０．０５）；与Ｔｒｅａｔ１

组比，Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理２、４和６ｈ细胞黏附能力降

低（犘＜０．０５）；与Ｔｒｅａｔ２组比，Ｔｒｅａｔ３组处理２、４和６ｈ细胞

黏附能力降低（犘＜０．０５），见表１。

２．２　４组人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７细胞ＣＤ４４ｍＲＮＡ表达改

变　与处理前比较，Ｔｒｅａｔ１组、Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理２、

４和６ｈ细胞ＣＤ４４的ｍＲＮＡ表达下调（犘＜０．０５）；与处理２ｈ

比较，Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理４和６ｈ细胞ＣＤ４４的 ｍＲ

ＮＡ表达下调（犘＜０．０５）；与处理４ｈ比较，Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ

３组处理６ｈ细胞ＣＤ４４的 ｍＲＮＡ表达下调（犘＜０．０５）；与

Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｔｒｅａｔ１组、Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理２、４和

６ｈ细胞ＣＤ４４的 ｍＲＮＡ表达下调（犘＜０．０５）；与 Ｔｒｅａｔ１组

比，Ｔｒｅａｔ２组和Ｔｒｅａｔ３组处理２、４和６ｈ细胞ＣＤ４４的 ｍＲ

ＮＡ表达下调（犘＜０．０５）；与Ｔｒｅａｔ２组比，Ｔｒｅａｔ３组处理２、４

和６ｈ细胞ＣＤ４４的ｍＲＮＡ表达下调（犘＜０．０５），见表２。

３　讨　　论

乳腺癌是女性第一大恶性肿瘤，据美国癌症协会（ＡＣＳ）

２０１１年数据统计，２００８年世界女性乳腺癌新发病例１３８３５００

例，占女性全部恶性肿瘤的２３％，死亡４５８４００例，其中，大约

一半的乳腺癌新发病例和６０％的死亡例数发生在发展中国

家［７］。在中国，乳腺癌的发病高峰年龄则出现在４５～５０岁，这

意味着在中国，乳腺癌已经严重危害了广大处于事业和家庭巅

峰时期的女性的生命和生活，成为威胁女性健康的“首要杀

手”。其对人类健康的严重危害已引起了世界卫生组织和医疗

界人士的高度重视。

越来越多的研究者从癌细胞中筛选出表达一个或多个表

面蛋白标记物（ＣＤ４４、ＣＤ２４和ＡＬＤＨ１）的细胞
［８］，这些表面标

志有ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－／Ｌｏｗ／ＡＬＤＨ１＋的细胞亚群仅占癌细胞

总数的０．２％～０．８％，其致瘤能力较其他的癌细胞强１００倍，

１００个这类细胞即可在小鼠乳腺中形成与人类乳腺癌相同的

肿瘤并具有干细胞特性，因此，具有这类特异性标记的细胞被

认为是肿瘤干细胞，即肿瘤“种子”。这些肿瘤干细胞与肿瘤的

发生、发展、复发转移、放化疗抵抗等密切相关［９１３］。本研究七

氟醚浓度为临床常用浓度，七氟醚可以安全而有效地用于成

人，儿童和老年人的诱导。其诱导迅速快，不良反应少，心血管

稳定性好。与氟烷相比，七氟醚吸入诱导的心血管不良反应

少；与异丙酚等静脉麻醉药相比，诱导时间，心血管稳定性和不

良反应相似，可以作为临床用药的另一选择。此外，七氟醚吸

入诱导还可以用于困难插管患者的麻醉处理和对没有建立静

脉通道的患者。本研究结果表明，与处理前比较，处理２、４和

６ｈ时，不同浓度七氟醚组细胞黏附率依次降低；与对照组比

较，经１．７％、３．４％和５．１％的七氟醚处理后细胞黏附率依次

降低，提示七氟醚可降低人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７的黏附能力，

且呈浓度和时间依赖性。本研究结果表明，与处理前比较，处

理２、４和６ｈ时，不同浓度七氟醚组ＣＤ４４表达依次下调；与对

照组比较，经１．７％、３．４％和５．１％的七氟醚处理后ＣＤ４４表

达依次下调。细胞黏附分子ＣＤ４４是一种跨膜糖蛋白，其存在

一个高度保守的氨基酸末端，与透明质酸结合结构区域之间具

有氨基酸序列的高度同源性，ＣＤ４４具有广泛的组织分布，但目

前的研究表明 ＣＤ４４异常表达与肿瘤的黏附及转移相关，

ＣＤ４４表达越高，肿瘤细胞的黏附能力越强
［１４］。因此，该研究

提示七氟醚降低人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７的黏附能力可能与其

抑制ＣＤ４４的表达有关。

综上所述，七氟醚可降低人乳腺癌 ＭＣＦ７的黏附能力，且

呈浓度和时间依赖性，其机制可能与下调ＣＤ４４的表达有关。
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要有促进Ｂ细胞增生分化和分泌抗体，活化Ｔ细胞和 ＮＫ细

胞、刺激肝细胞分泌急性肝细胞蛋白，促进造血干细胞增殖，使

垂体分泌促肾上腺皮质激素，使形状细胞分泌神经生长因子样

活性物质等。有研究表明细胞因子ＩＬ６，ｓＩＬ２Ｒ参与了ＩＴＰ

的发病过程［１６］。

本实验研究结果显示中药方剂加味四物汤具有与泼尼松

一样能增加ＩＴＰ模型小鼠外周血 ＷＢＣ、ＰＬＴ水平，促进骨髓

有核细胞增殖，使血清ＩＬ６的水平明显上升的作用。
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［Ｊ］．ＪＯｎｃｏｌ，２０１１，２２（３）：５９１６０２．

［１０］ＶｅｌａｓｃｏＶｅｌａｚｑｕｅｚＭＡ，ＰｏｐｏｖＶＭ，ＬｉｓａｎｔｉＭＰ，ｅｔａｌ．

Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄ

ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１１，１７９（１）：

２１１．

［１１］ＴａｎｇＨ，ＤｅｎｇＭ，ＴａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ２００ｂａｎｄｍｉＲ２００ｃ

ａｓｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｓａｎｄｍｅｄｉａｔｏｒｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１４，１９（２０）：５６０２

５６１２．

［１２］ＴａｎｇＨ，ＫｏｎｇＹ，ＧｕｏＪ，ｅｔａｌ．Ｄｉａｌｌｙｌｄｉｓｕｌｆｉｄｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃ

ｅｒｔｈｒｏｕｇｈＷｎｔ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｍｉＲ２００ｂａｎｄｍｉＲ２２［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒｌｅｔｔ，２０１３，３４０（２）：７２

８１．

［１３］ＬｉＢ，ＳｏｎｇＹ，ＬｉｕＴＪ，ｅｔａｌ．ｍｉＲＮＡ２２ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｃｏｌｏｎ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ１

ａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ２ａｎｄ９［Ｊ］．ＯｎｃｏｌｏｇｙＲｅ

ｐｏｒｔｓ，２０１３，２９（１）：１９３２１９３８．

［１４］ＸｉｏｎｇＪ，ＹｕＤ，ＷｅｉＮ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ，ｍｉｃｒｏＲＮＡ２２，ｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｅｓｔｒｏｇｅｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａｐｏｓｉｔｉｖｅｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄ

ｃｌｉｎｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳＪ，２０１０，２７７（７）：１６８４１６９４．

［１５］ＨｉｒａｇａＴ，ＩｔｏＳ，ＮａｋａｍｕｒａＨ．Ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｌｉｋｅｃｅｌｌｍａｒｋｅｒ

ＣＤ４４ｐｒｏｍｏｔｅｓｂｏｎｅｍｅｔａｓｔａｓｅｓｂｙｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉ

ｔｙ，ｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙ，ａｎｄｈｙａｌｕｒｏｎａｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

２０１３，７３（１３）：４１１２４１２２．

（收稿日期：２０１４０１１６　修回日期：２０１４０３２１）

８８８１ 重庆医学２０１４年５月第４３卷第１５期




