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#摘要$

!

目的
!

探讨生理性深层海水"

C2G?

$联合热疗对肝细胞癌的体外抑瘤作用&方法
!

将取自我国海南省海域的深层

海水进行制备!制成
C2G?

!检测所含有的部分元素&体外培养的正常肝细胞和人肝癌
fZe.--%'

细胞被随机分为
C2G?

组和

生理盐水组!

C2G?

组加入
C2G?

!生理盐水组给予等量生理盐水!

10>

后!每天分别接受
0%X

热疗
)>

和
0'X

热疗
$>

!在热疗

后的
10

%

0/

%

-1>

!用
U88

法检测热疗结合
C2G?

对正常肝细胞及人肝癌
fZe.--%'

细胞的抑制率&同时检测
C2G?

及生理盐

水在
0%X)>

连续
$%!

状态下对人肝癌
fZe.--%'

细胞克隆形成率的影响&结果
!

U88

检测结果显示肿瘤抑制率在两组均呈

时间和浓度依赖性&

C2G?

组的肿瘤抑制率明显较生理盐水组高!差异有统计学意义"

!

$

%&%;

$&

C2G?

组对正常肝细胞的生

长抑制率明显低于生理盐水组&此外!

C2G?

组的肿瘤细胞克隆形成率较生理盐水组低!差异有统计学意义"

!

$

%&%;

$&结论
!

C2G?

能够提高正常肝细胞对热的耐受性&当联合热疗时!可明显抑制人肝癌
fZe.--%'

细胞生长&

#关键词$
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癌!肝细胞#生理性深层海水#热疗#耐受力
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肿瘤热疗$

>

QI

3@5>3@E#L

&于
$(/;

年获美国食品及药物管

理认证#与手术)化学药物治疗)放射治疗)生物免疫治疗一起

成为肿瘤综合治疗的有效手段'

$

(

*研究表明#热疗对肝癌细胞

具有抑制作用#可与化学药物治疗)放射治疗等联合加强肝癌

的治疗效果'

1

(

*目前#有关/深层海水0在恶性肿瘤治疗中的报

道较少*本试验拟通过生理性深层海水$

C2G?

&联合全身热

疗治疗人肝癌
fZe.--%'

细胞的体外抑瘤研究#探讨
C2G?

对人肝癌
fZe.--%'

细胞增殖抑制的作用#以及其联合全身热

疗对人肝癌
fZe.--%'

细胞增殖的抑制作用#并初步探讨可能

的机制*

E

!

材料与方法

E&E

!

材料

E&E&E

!

深层海水
!

取自海南省琼海市海域#海平面
1%%E

以

下#避光运至昆明#室温避光储存*在
%&'UCL

压力下#经
;&%%

#

E

)

$&%%

#

E

聚丙烯熔喷
CC

棉超微过滤后#用铜锌合金$

d2:

&

除去海水中的重金属#反复冻融方法浓缩并去除海水中多余的

盐分浓缩海水#

%&%$

#

EĈ D

合金超滤膜除细菌)部分病毒和

微小杂质#活性炭吸附异味#电感耦合等离体质镨$

6DC.UG

&多

次检测
C2G?

中部分元素的含量后#制备成
C2G?

备用*

E&E&F

!

细胞株
!

人肝癌
fZe.--%'

细胞株由云南省肿瘤研究

所提供*正常肝细胞由云南省肿瘤研究所提供*

E&E&G

!

主要试剂
!

<CU6$)0%

培养基为美国
Z#A4"

公司产

品%新生小牛血清为美国
D"+5L@

公司产品%十二烷基硫酸钠

$

G2G

&)二甲基酰胺$

2U:

&和乙二胺四乙酸二钠$

=28F

&为上

海生工生物工程有限公司产品%

U88

!美国
FE@3+4"

公司

产品*

((/

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期

"

基金项目!云南省科技厅
.

昆明医科大学联合专项基金资助项目$

1%$%D2$))

&*

!

作者简介%代佑果$

$(-/\

&#副教授#博士#主要从事肝

癌的基础与临床研究*

!

#

!

通讯作者#
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!
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,4K#

*
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*



E&F

!

方法

E&F&E

!

细胞抑制率检测$改良
U88

比色法&

!

取对数生长期

的肿瘤细胞株及正常肝细胞株经
%&1;W

胰酶消化#调细胞浓

度为
1]$%

; 个"
E7

接种于
()

孔板#培养
10>

*然后进行分

组#每组设
)

个平行孔#其中空白对照组!只加培养基%对照组!

培养细胞#不加药%试验组!海水终浓度梯度为
$%%W

$即
C2.

G?

&)

;%&%%W

)

1;&%%W

)

$1&;%W

)

/&''W

)

)&1;W

%阳性对照

组!盐水终浓度梯度为
%&(%W

)

%&0;W

*上述各组再根据热疗

温度不同设
'-X

)

0%X

及
0'X'

个组#每组根据热疗时间

$次数&再分为
10>

$热疗
$

次&)

0/>

$热疗
1

次&)

-1>

$热疗
'

次&

'

个组*热疗!其中一组每天把培养箱的温度提高到
0%

X

#持续
)>

后#再把培养箱的温度恢复到
'-X

%另一组每天

把培养箱的温度提高到
0'X

#持续
$>

后#再把培养箱的温度

恢复到
'-X

*

'-X

组按常规进行细胞培养法培养*终止热

疗作用!分别在热疗后的
10

)

0/

)

-1>

每孔加入
;E

M

"

E7

的

U881%&%%

#

7

#继续培养
0>

*各孔加入
1%WG2G;%W 2U:

裂解液溶解甲瓒结晶#震荡后过夜*用酶标仪于
;/%,E

测定

光密度$

M6

&值#以
M6

值表示细胞增殖情况*

E&F&F

!

癌细胞克隆形成率检测
!

每试验点设
'

复孔$

10

孔

板&#每孔接种
1]$%

1 个人肝癌
fZe.--%'

细胞#

10>

后分别

加入生理盐水$

9G

&或
C2G?

*每
'

天换液*连续观察
-

%

$%

!

#计数各孔克隆数$细胞数大于或等于
;%

判定为克隆&*克隆

形成率$

W

&

h

克隆数目"接种细胞数
]$%%W

#计算各孔克隆形

成率*

E&G

!

统计学处理
!

采用
GCGG$/&%

统计软件包处理数据#计

量资料以
DbA

表示#采用的检验方法有
8

检验)方差分析和

7G2

检验#趋势图用
GCGG

软件制作#以
!

$

%&%;

为差异有统

计学意义*

F

!

结
!!

果

F&E

!

加
C2G?

或
9G

进行
'-X

常规培养对正常肝细胞增殖

的抑制作用
!

'-X

正常培养状态下#加
C2G?

或
9G

对正常

肝细胞均没有明显的抑制作用#

10

)

0/

)

-1>

各时段两组比较#

差异无统计学意义$

!

&

%&%;

&#见图
$

*

图
$

!!

'-X

常规培养时(加
C2G?

或
9G

对正常肝

细胞增殖的抑制率

F&F

!

加
C2G?

或
9G

分别进行
0%X)>

或
0'X$>

热疗对

正常肝细胞增殖的平均抑制率
!

0%X)>

或
0'X$>

加
9G

或
C2G?

对正常肝细胞增殖的平均抑制率均呈时间依赖性

$图
1

&#即随着热疗时间延长#抑制率也随着增加%且加
9G

的

抑制率较加
C2G?

者明显*

F&G

!

同一温度下#

C2G?

组及
9G

组对正常肝细胞增殖的抑

制率
!

在同一温度$

0%X

或
0'X

&下#各时间点#

C2G?

组对

正常肝细胞增殖的抑制率均较
9G

组小$

!

$

%&%;

&*就
C2G?

组来说#

0%X)>

与
0'X$>

比较#差异无统计学意义$

!

&

%&%;

&#见图
'

*

F&H

!

同一时间)同一温度#不同浓度海水对正常肝细胞增殖的

抑制率
!

同一时间$

10

)

0/

)

-1>

&)同一温度$

0%X

或
0'X

&热

疗时#各组随着海水浓度增加#抑制率增强#呈现出浓度依赖的

特点#即随着海水浓度增大#

C2G?

加热疗对正常肝细胞增殖

的抑制率增强*未被稀释的
C2G?

$即海水原液!硬度为
'%%%

II

E

的深层海水&组的抑制率最强#见图
0

*

图
1

!!

不同时间"不同温度(加
C2G?

和
9G

对

正常肝细胞增殖的抑制率

图
'

!!

同一温度下(

C2G?

组及
9G

组对正常

肝细胞增殖的抑制率

图
0

!!

同一时间"同一温度(不同浓度海水对正常

肝细胞增殖的抑制率

F&I

!

同一时间)同一温度下#加
9G

与
C2G?

$海水原液&对正

常肝细胞增殖的影响
!

同一时间$

10

)

0/

)

-1>

&)同一温度

$

0%X

或
0'X

&下#在体外#

C2G?

加热疗对正常肝细胞增殖

的抑制率均低于
9G

$

!

$

%&%;

&#见图
;

*

图
;

!!

同一时间"同一温度下(加
9G

与
C2G?

对正常肝细胞增殖的抑制率

F&J

!

加
C2G?

或
9G

进行
'- X

常规培养对人肝癌
fZe.

--%'

细胞增殖的抑制作用
!

在
'-X

正常培养状态下#加
C2.

%%(

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期



G?

对人肝癌
fZe.--%'

细胞增殖有明显的抑制作用#

10

)

0/

)

-1>

各时段与
9G

组比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%;

&#见

图
)

*

图
)

!!

'-X

常规培养时(加
C2G?

或
9G

对人肝癌

fZe.--%'

细胞增殖的抑制率

F&K

!

加
C2G?

或
9G

分别进行
0%X)>

或
0'X$>

热疗对

人肝癌
fZe.--%'

细胞增殖的平均抑制率
!

0% X )>

或
0'

X$>

加
9G

或
C2G?

对人肝癌
fZe.--%'

细胞增殖的平均

抑制率呈时间依赖性$图
-

&#即随着热疗时间延长#抑制率也

随着增加%且
C2G?

组的抑制率较
9G

组明显*

图
-

!!

不同时间"不同温度(加
9G

和
C2G?

对人肝癌

fZe.--%'

细胞增殖的抑制率

F&O

!

0%X)>

与
0'X$>

热疗比较#加
9G

组或
C2G?

组的

各时段对体外培养的人肝癌
fZe.--%'

细胞增殖的影响
!

0%X)>

与
0'X$>

热疗比较#加
9G

组或
C2G?

组的各时

段的抑制率比较#差异无统计学意义$

!

&

%&%;

&#见图
/

*

图
/

!!

0%X)>

与
0'X$>

热疗比较(加
9G

组

或
C2G?

组的各时段对体外培养的人肝癌

fZe.--%'

细胞增殖的抑制率

F&P

!

同一时间)同一温度#不同浓度的深层海水对人肝癌

fZe.--%'

细胞增殖的抑制率
!

同一时间$

10

)

0/

)

-1>

&)同一

温度$

0%X

或
0'X

&热疗时#各组随着海水浓度增加#抑制率

增强#呈现出浓度依赖的特点#即随着海水浓度增大#

C2G?

加

热疗对人肝癌
fZe.--%'

细胞增殖的抑制率增强*

C2G?

$即

海水原液&组的抑制率最强#见图
(

*

F&EQ

!

同一时间)同一温度下#加
9G

与
C2G?

$海水原液&对

人肝癌
fZe.--%'

细胞增殖的影响
!

同一时间$

10

)

0/

)

-1>

&)

同一温度$

0%X

或
0'X

&下#在体外#

C2G?

加热疗对人肝癌

fZe.--%'

细胞增殖的抑制率均高于
9G

加热疗$

!

$

%&%;

&#

见图
$%

*

图
(

!!

同一时间"同一温度(不同浓度海水对人肝癌

fZe.--%'

细胞增殖的抑制率

图
$%

!!

同一时间"同一温度下(加
9G

与
C2G?

对人肝癌

fZe.--%'

细胞增殖的抑制率

F&EE

!

同一时间)同一温度#加
C2G?

对正常肝细胞和人肝癌

fZe.--%'

细胞增殖的影响
!

从总体上看#

C2G?

加
0%X)>

或
0'X$>

热疗在
10

)

0/

)

-1>

均可以对肝癌
fZe.--%'

细胞

起到较好的抑制作用#同时对正常肝细胞产生较小的影响#见

图
$$

*

图
$$

!!

同一时间"同一温度(加海水对正常肝细胞和人肝癌

fZe.--%'

细胞增殖的抑制率

F&EF

!

C2G?

对人肝癌
fZe.--%'

细胞克隆形成率的抑制作

用
!

经过
$%!

培养#

C2G?

组人肝癌
fZe.--%'

细胞克隆形

成较少$图
$1F

&#而在
9G

克隆形成明显$图
$1Y

&*进行统计

分析发现#

0%X)>

热疗
$%!

后各组克隆形成率比较#

C2G?

组的克隆率明显较
9G

组少#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&#见

表
$

*

!!

F

!

9G

组%

Y

!

C2G?

组*

图
$1

!!

加
9G

或
C2G?0%X)>

热疗
$%!

后(人肝癌

fZe.--%'

细胞克隆形成情况

$%(

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期



表
$

!!

0%X)>

热疗
$%!

后两组各培养孔

!!!

肿瘤细胞克隆形成率&

%h'

'

组别
克隆形成率$

W

&

$

孔
1

孔
'

孔
均值$

DbA

&

C2G?

组
)&; '&% 0&; 0&)-b$&%$

9G

组
1$&% $-&; $;&% $-&/'b$&-0

G

!

讨
!!

论

原发性肝癌是我国比较常见的恶性肿瘤#其恶性程度较

高#起病隐匿#早期多无明显症状#一旦发现#大多已属中晚期#

目前缺乏有效的治疗药物*因而#为中晚期原发性肝癌患者寻

找行之有效的治疗方法已成为医疗界最紧迫的任务之一*热

疗可以抑制肿瘤血管形成及促进癌细胞凋亡'

'

(

#正逐渐成为一

种有希望的肝癌治疗手段*

体外实验研究发现#细胞的生存率会随着加热的温度和时

间而变化#温度越高)作用时间越长#疗效将呈指数性递增'

0.;

(

*

根据癌细胞对热的临界温度$或称为阈温度&不同#热可以发挥

两方面的作用#在阈温度以下热诱导细胞凋亡为热作用的主要

机制#而阈温度以上则主要引起细胞坏死#细胞损伤程度呈指

数性递增'

).-

(

*细胞株的种类不同#阈温度也不一样#差异颇

大#一般认为大多数细胞株的临界温度介于
01&;

%

0'&%X

*

本试验发现#在同一组别$

9G

组或
C2G?

组&#

0%X)>

的热

疗对人肝癌
fZe.--%'

细胞的抑制率与
0'X$>

比较差异有

统计学意义$

!

$

%&%;

&#说明提高热疗的温度或延长作用时

间#均可增加热疗的细胞毒作用#从而可为温和热疗'平台期生

物体核心温度$

'(&/b%&1

&

X

#恒温期
)>

(治疗肿瘤奠定基础#

在温和热疗作用下#随着治疗时间延长#可以达到高温热疗同

样的效果*

内环境的维持靠各种微量元素的平衡#只有在稳定的内环

境下#机体的功能才能正常发挥*海水是为人类提供/平衡微

量元素0的最好资源'

-

(

*与表层海水比较#深层海水具有以下

特点!低温)洁净性)富含平衡易吸收的微量元素)氧化还原水)

I

c

值呈弱碱性'

/

(

*饮用深层海水可纠正元素异常#恢复患者

的钙$

DL

&"镁$

U

M

&比例#以及铝$

7O

&)汞$

c

M

&和铅$

CA

&水

平'

(

(

*长期饮用深层海水可促进机体的元素平衡#如其中的钠

$

9L

&和钾$

d

&均衡有助于维持机体的酸碱平衡'

$%

(

%

DL

和
U

M

比例的适当对调节脂代谢及维持心血管系统的正常功能尤为

重要'

$$.$1

(

*在本试验中发现#加入
C2G?

#正常肝细胞对热的

临界温度提高#耐热能力增强#而肝癌
fZe.--%'

细胞的临界

温度相反降低#耐热能力降低*推测由于癌细胞结构异常$如

9L

j

.d

j

F8C

等异常&#即使在给予平衡元素的基础上也难以

纠正自身的元素失衡#造成对热耐受力降低#相关机制需要进

一步研究*

此外#深层海水具有直接抑制肿瘤侵袭或转移的作用#

d#E

等'

$'

(的研究表明
C2G?

对乳腺癌的侵袭"转移具有抑制

作用#由此认为
C2G?

通过预防肿瘤转移#有望改善癌症患者

的生存*本研究发现在
'-X

正常培养状态下#

C2G?

对体外

培养的人肝癌
fZe.--%'

细胞的增殖能力具有明显的抑制作

用#且这种抑制具有时间及浓度依赖的特点#其抑制机制推测

可能与
d#E

等报道的结果类似#相关研究有待进一步深入*

总之#本研究结果表明
C2G?

能够提高正常肝细胞对热

的耐受性*在正常体温$

'-X

&状态下#

C2G?

对体外培养的

人肝癌
fZe.--%'

细胞的增殖能力具有明显的抑制作用*当

与热疗联合使用时#

C2G?

能够改变癌细胞对热的临界温度#

增加热疗的抗癌效果#相关机制需要更多研究支持*

参考文献

'

$

( 蒋东#郑世营#陈锁成
&

全身热疗与肿瘤细胞凋亡的研究

进展'

_

(

&

医学综述#

1%%/

#

$0

$

$

&!

;%.;'&

'

1

( 席子明#张军#马远方
&

热疗对
GUUD.--1$

肝癌细胞形

态)增殖)凋亡的影响'

_

(

&

重庆医学#

1%$%

#

'(

$

'

&!

1/%.

1/1

#

'/;.'/)&

'

'

(

ZL!LB35L.DLB!L@"BLZ

#

6,JK+#,"G

#

ZLB#+36F

#

35LB&G"@LJ3,#A

L,!B"4"@3

M

#",LB!33

I

3B345@".>

QI

3@5>3@E#L#,L!OL,43!>3

I

L.

5"43BBKBL@4L@4#,"EL

!

F

I

>L+3

*

+5K!

Q

'

_

(

&R,4"B7355

#

1%$0

#

/

$

0

&!

$-/'.$-/-&

'

0

(

c#B!3A@L,!5Y

#

?K+5C

#

F>B3@+R

#

35LB&8>343BBKBL@L,!

E"B34KBL@AL+#+"J>

QI

3@5>3@E#L

'

_

(

&D@#5<3OR,4"Bc3.

EL5"B

#

1%%1

#

0'

$

$

&!

''.;)&

'

;

(

dLBLE#!L2

#

dL@L

M

"K,#+6̂

#

U#5@LSL+FF

#

35LB&:3O3@.

@L,

M

3>

QI

3@5>3@E#LO+&>

QI

"5>3@E#L3JJ345",4L,43@43BB

O#LA#B#5

Q

#

I

@"B#J3@L5#",L,! cGC(%3H

I

@3++#",

'

_

(

&C7"G

R,3

#

1%$;

#

$%

$

$

&!

3%$$)%1$&

'

)

(

93#BBd7

#

:L#@AL#@,2?

#

GE#5>U_

#

35LB&D@#5#4LB

I

L@LE3.

53@+#,JBK3,4#,

M

>

QI

3@5>3@E#L.#,!K43!L

I

"

I

5"+#+#,>KEL,

B

Q

E

I

>"#!43BBB#,3+

'

_

(

&F

I

"

I

5"+#+

#

$((/

#

$%0

$

'

&!

')(.'-;&

'

-

( 崔进
&

/深层海水0在医学领域中的研究'

_

(

&

昆明医学院

学报#

1%$$

#

'1

$

/

&!

$.1

#

/&

'

/

(

8+K4>#

Q

Le

#

9LSLEK@Ld

#

G3S#SLNLc

#

35LB&GKAL4K53

3JJ345+"J!33

I

.+3LNL53@J@"E5>3_L

I

L,G3L",AB""!3H.

LE#,L5#",OLBK3+#,E#43

'

_

(

&=,O#@",c3LB5>C@3OU3!

#

1%%1

#

-

$

;

&!

$/(.$(1&

'

(

(

d#EL5L c

#

8L#c

#

9LSL

M

LNLd

#

35LB&6E

I

@"O3E3,5"J

+S#,+

Q

E

I

5"E+L,!E#,3@LB#EALBL,43A

Q

!@#,S#,

M

!33

I

+3LNL53@#,

I

L5#3,5+N#5>L5"

I

#434̀3EL

"

!3@EL.5#5#++

Q

,.

!@"E3

$

F=2G

&'

_

(

&F45LU3!#4L

$

c@L!34d@LB"O3

&#

1%%1

#

0;

$

1

&!

/'./0&

'

$%

(

cL5L

M

K4>#e

#

8L#c

#

9LSL

*

#ELc

#

35LB&2@#,S#,

M

!33

I

.+3L

NL53@@3+5"@3+E#,3@LB#EALBL,43#,L5"

I

#434̀3EL

"

!3@EL.

5#5#++

Q

,!@"E3

'

_

(

&=K@_DB#,9K5@

#

1%%;

#

;(

$

(

&!

$%('.

$%()&

'

$$

(

e"+>#"SLG

#

cLEL!LF

#

DK#8

#

35LB&C>L@EL4"B"

M

#4LBL4.

5#O#5

Q

"J!33

I

.+3LNL53@

!

3HLE#,L5#","J>

QI

3@B#

I

3E#L

I

@3.

O3,5#",L,!E3!#4LB5@3L5E3,53JJ345

'

_

(

&Y#"BC>L@EYKBB

#

1%%0

#

1-

$

$$

&!

$-/0.$-/-&

'

$1

(

D>#D?&2#35L@

Q

!33

I

+3LNL53@L,!>3

I

L5#4+53L5"+#+

'

_

(

&_

D>#,U3!F++"4

#

1%$'

#

-)

$

'

&!

$1$.$11&

'

$'

(

d#EG

#

D>K,Ge

#

7332c

#

35LB&U#,3@LB.3,@#4>3!!33

I

.

+3L NL53@#,>#A#5+5>3 E35L+5L5#4

I

"53,5#LB"J>KEL,

A@3L+54L,43@43BBB#,3+

'

_

(

&6,5_R,4"B

#

1%$'

#

0'

$

;

&!

$)($.

$-%%&

$收稿日期!

1%$;.%(.%/

!

修回日期!

1%$;.$$.11

&

1%(

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期


