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Abstract
AIM: To investigate the impact of hyperthermia 
(HT) on human gastric cell lines in vitro.

METHODS: Six human gastric cancer cell lines 
(AGS, MKN45, SGC7901, NCI-N87, SNU-1 
and SNU-16) were used in this study. HT was 
achieved by incubating cells at 43 ℃ for 2 h, and 
cells incubated at 37 ℃ served as normothermia 
(NT) control. MTT assay was adopted to evalu-
ate cell proliferation and cytotoxicity after HT. 
The preliminary morphological changes were 

observed by light microscopy (LM) and fluores-
cent microscopy (FM) while the ultrastructure 
changes and the specific cell death styles were 
determined by transmission electron microscopy 
(TEM). Flow cytometry (FCM) was used for fur-
ther quantitatively analysis of the proportion of 
apoptosis and necrosis after an annexin V-FITC 
and PI double staining. Adhesion and invasion 
test in vitro was also adopted in this study to 
evaluate the impact of HT on cells’ adhesive and 
invasive ability�.

RESULTS: According to the data of MTT, HT 
inhibited proliferation of SNU-1 cells significant-
ly (P < 0.05), while it had no marked prolifera-
tion inhibition effect on SNU-16 cells (P > 0.05). 
For the other four adherent cell lines, HT only 
inhibited cell proliferation temporarily (d1-d2, 
P < 0.05). LM found that HT had no cell-killing 
effect on most of gastric cancer cell lines except 
SNU-1. FM and TEM indicated there were no 
significant morphological changes of AGS cells 
at 24 h after HT treatment, while apoptosis and 
necrosis appeared in SNU-1 cells. FCM showed 
that HT therapy did not increase spontaneous 
mortality rate of AGS cell (t = 0.45, P = 0.678 8), 
but raised apoptotic and necrotic rate of SNU-1 
(mortality rate from 9.71 ± 1.14% of NT to 20.05 
± 2.49% of HT, t = 6.54, P = 0.002 8). Adhesion 
test indicated that HT reduced adhesive abil-
ity of four adherent cell lines (AGS: t = 4.86, P = 
0.008 3; MKN45: t = 4.50, P = 0.010 8; SGC7901: t 
= 6.83, P = 0.002 4; N87: t = 4.16, P = 0.014 1). In-
vasion test also illustrated that HT decreased ad-
hesive ability of all six cell lines (AGS: t = 2.94, P 
= 0.042 5; MKN45: t = 3.60, P = 0.022 7; SGC7901: 
t = 4.70, P = 0.009 3; N87: t = 12.41, P = 0.000 2; 
SNU-1: t = 3.63, P = 0.022 2; SNU-16: t = 4.13, P = 
0.014 5)�.

CONCLUSION: Most of gastric cancer cell lines 
used in our study is thermotolerant to time-
limited HT therapy. HT can temporarily inhibit 
cell proliferation while had no cell-killing effect 
on most of gastric cancer cell lines. SNU-1 is an 
exception, and HT can induce both apoptosis 
and necrosis. In addition, HT can reduce cancer 
cells’ adhesiveness and invasiveness�.
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温热体外对人胃癌细胞株生物学行为的影响
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®

■背景资料
热疗是一古老的
肿瘤治法, 近年一
些肿瘤的体外研
究发现, 短时温热
能杀伤肿瘤细胞, 
目前的研究热点
集中在温热作用
机制及与其他手
段的联合应用上
(可阅文献3,  15, 
17等).
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摘要
目的: 探讨温热对人胃癌细胞株增殖、生存
以及黏附、侵袭能力的影响. 

方 法 : 对 人 胃 癌 细 胞 株 ( A G S ,  M K N 4 5 , 
SGC7901, NCI-N87, SNU-1和SNU-16)行43℃ 
2 h的温热处理, 以37℃常温培养为对照. 处
理后用MTT法绘制生长曲线并比较增殖抑制
情况; 光镜下动态观察细胞生长情况和形态
学变化; Hoechst33342/PI荧光染色观察细胞
核染色等形态学变化; 透射电镜(transmission 
electron microscopy, TEM)观察细胞超微
结构和死亡的具体形式; 流式细胞术(f l o w 
cytometry, FCM)定量分析细胞的凋亡和坏死
比例; 黏附和侵袭试验观察胃癌细胞的黏附
和侵袭能力. 

结果: MTT提示, 温热对SNU-1有显著的增

殖抑制作用(P <0.01), 对SNU-16则无显著影

响(P >0.05), 对4株贴壁细胞则表现为暂时性

的增殖抑制(d1-d2, P <0.05); 光镜观察发现温

热处理后SNU-1细胞出现死亡, 而其他细胞

无; 荧光染色和透射电镜未发现AGS在温热

处理后24 h有显著的形态学改变, 而SNU-1则

出现凋亡和坏死; FCM提示温热处理不增加

AGS的自然死亡率(t  = 0.45, P  = 0.678 8), 但
能诱导SNU-1发生凋亡和坏死, 增加细胞死

亡率(9.7%±1.1% vs  20.1%±2.5%, t  = 6.54, 
P  = 0.002 8); 黏附试验表明温热能不同程度

降低4株贴壁细胞的黏附能力[AGS(t  = 4.86, 
P  = 0.008 3), MKN45(t  = 4.50, P  = 0.010 8), 
SGC7901(t  = 6.83, P  = 0.002 4), N87(t  = 4.16, 
P = 0.014 1)]; 侵袭试验表明温热能不同程

度降低6株细胞的侵袭能力[A G S(t  = 2.94, 
P  = 0.042 5), MKN45(t  = 3.60, P  = 0.022 7), 
SGC7901(t  = 4.70, P  = 0.009 3), N87(t  = 12.41, 
P  = 0.000 2), SNU-1(t  = 3.63, P  = 0.022 2), 
SNU-16(t  = 4.13, P  = 0.014 5)].

结论: 大多数的胃癌细胞株表现对短时间温

热的耐受, 除了暂时性的增殖抑制作用外, 温
热并无细胞杀伤作用, SNU-1是一个例外, 温
热能导致SNU-1细胞的凋亡和坏死; 同时, 温
热处理能降低细胞的黏附和侵袭能力. 
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0  引言

热疗是最古老的肿瘤治疗方式之一, 现代医学

也证实热疗对一些肿瘤具有治疗效果 ,  临床

上也常作为一种辅助手段与放化疗等结合应

用[1-4]. 在胃癌的治疗中, 腹腔内温热化疗对防

治胃癌腹膜转移复发具有较好的疗效 [5-8].  与
微波或高强度聚焦超声(high intensity focused 
ultrasound, HIFU)等[9]治疗实质性脏器肿瘤不同

的是: 治疗胃癌这类空腔脏器肿瘤采用的非高热

而是43℃左右的温热, 其可能机制要比高热直接

杀伤肿瘤细胞复杂得多, 在胃癌方面, 有关的研究

报道很少, 且与临床实际条件不一致[10-14]. 因此我

们采用了临床有效且相对安全的43℃作为温热

的条件, 在体外较为系统地观察了温热对胃癌

细胞生物学行为的影响, 为临床应用提供理论

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株AGS(ATCC Number: 
CRL-1739), MKN45, SGC7901, NCI-N87(CRL- 
5822), SNU-1(CRL-5971), SNU-16(CRL-5974)
由瑞金医院上海消化外科研究所传代培养保

存. 含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养液

(Gibco), 37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度条件下传

代培养, 选用对数生长期细胞进行实验.
1.2 方法 温热(HT)处理时温度为43℃, 常温(NT)
为37℃, 温控由C O2细胞培养箱实现, 误差±

0.1℃, 细胞均放置于50 mL/L CO2饱和湿度条件

下, 温热处理时间为2 h.
1.2.1 细胞毒和增殖抑制试验(MTT法) 收集对

数生长期的胃癌细胞均匀接种96孔板, 每孔细

胞数量1-2×103, 体积200 μL, 37℃, 50 mL/L 
CO2培养24 h后进行温热处理, 非温热处理组作

为常温对照, 同时设不加细胞的背景对照, 处理

后继续常规培养. 到达时间设定点时每孔加入

5 g/L MTT 20 μL, 37℃孵育4 h, 使MTT还原为

甲臜; 离心弃上清, 每孔加入DMSO 150 μL; 水
平摇床37℃振荡5 min, 紫色结晶充分溶解混匀

后, 应用酶标仪(μQuant, Bio-Tek)于波长570 nm
检测吸光度A值, 扣除背景对照的A 570值即代表

■创新盘点
胃癌的现代治疗
中, 腹腔内温热化
疗对防治胃癌腹
膜转移具良好疗
效, 但基础研究很
少, 且与临床条件
不一致. 本研究模
拟了临床温热的
条 件 ,  在 体 外 较
系统地观察了温
热对胃癌细胞生
物学行为的影响, 
发现大多数胃癌
细胞株能够耐受
43℃ 2 h的短时温
热, 但其黏附和侵
袭能力有所降低, 
提示了临床应用
的可能机制, 也说
明了治疗胃癌温
热仍需与其他手
段联合使用.
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存活细胞数量. 分别测量处理后24, 48, 72, 96和
120 h的A 570值, 制作细胞生长曲线; 并比较HT与
NT时的细胞毒和增殖抑制情况(将常温对照组

的值固定为1, 温热组取其A值与常温对照组A值

之比). 每个细胞每次实验的两组各设置5-6个复

孔, 重复3-4次. 上述胃癌细胞还分别在处理后不

同时间点于倒置显微镜(Olympus IX70)下观察

细胞生长、活力和形态变化并拍照. 
1.2.2 Hoechst 33342/PI荧光染色 AGS和SNU-1, 
处理后继续培养24 h, 收集细胞, 细胞悬液中

加入Hoechst 33342(终浓度5 mg/L), 37℃孵育

15 min; 离心弃上清并重悬细胞, 加入PI(终浓度

1-2 mg/L), 4℃染色10 min; 离心弃上清, 调整

细胞浓度至5×108/L; 取细胞悬液50 mL, 500 r/
m i n离心5 m i n制成甩片; 10 g/L多聚甲醛固

定, 4℃ 5 min; 蒸馏水冲洗后拭干; 荧光显微镜

(Olympus U-SPT)紫外和绿光下读片并拍照, 观
察细胞形态结构及胞核的变化, 整个过程避光. 
结果评判标准: 正常细胞胞核为Hoechst(HO)蓝
色淡染, 浓染或成颗粒状为阳性, 正常细胞PI拒
染, 染色即为阳性. 因此, HO(-)/PI (-)为活细胞; 
HO(+)/PI (-)为凋亡细胞; PI(+)为坏死细胞.
1.2.3 透射电镜观察细胞死亡形式 AGS和SNU-1, 
约2.5×106接种于75 cm2培养瓶内, 24 h后温热

处理, 处理后继续培养24 h, 收集细胞, 制备透

射电镜样本, 步骤如下: 20 g/L戊二醛PBS固定

液4℃前固定2 h; PBS缓冲液4℃漂洗二次, 每次

10 min; 10 g/L锇酸PBS固定液4℃后固定2 h; 
乙醇逐级脱水, 每次10 min, 700 mL/L乙醇(含
30 g/L醋酸双氧铀)4℃块染, 乙醇逐级脱水, 每
次10 min; 环氧丙烷置换2次, 每次10 min; 618
包埋液与环氧丙烷1∶1 2 h, 618包埋液与环氧

丙烷2∶1过夜, 纯618包埋液37℃浸透6 h; 60℃
烘箱内包埋48 h; LVB Ⅴ型超薄切片机切片; 枸
橼酸铅电子染色; 样本制备完成后, HITACHI 
H-500或PHILIP CM-120透射电镜观察并摄片.
1.2.4 流式细胞术定量分析细胞凋亡和坏死比例 
AGS和SNU-1, 六孔板中每孔约4-6×104铺板, 铺
板24 h后处理, 处理后继续培养24 h检测收集

细胞, 采用Annexin V-FITC Apoptosis Kit(BD), 
染色步骤, 详见操作手册, 染色后送流式(FACS-
Calibur, BD)检测分析. 结果判断标准: 双变量流

式细胞仪所测得的散点图中, 左下象限为活细

胞, 表现为Annexin-/PI-; 右下象限为早期凋亡细

胞, 表现为Annexin+/PI-; 右上象限为晚期凋亡

和坏死细胞, 表现为Annexin+/PI+; 左上象限为

死亡细胞, 表现为Annexin-/PI+. 以上温热或常

温处理均为3复孔, 最后结果为3复孔的均值. 
1.2.5 黏附和侵袭试验 黏附试验采用Chemicon
公司黏附试验试剂盒(CytoMatrixTM cell adhesion 
strips, ECM 105), 评价细胞对细胞外基质主要成

分Ⅳ胶原的黏附能力, 具体步骤详见操作手册. 
侵袭试验采用Chemicon公司侵袭试验试剂盒

(QCMTM cell invasion assay, ECM 555), 试剂盒依

据Boyden小室原理, 上室底部有8 µm孔径膜, 膜
上覆盖有细胞外基质, 通过荧光染色检测穿过

细胞外基质和8 µm孔到达膜背面的细胞数量, 
评价细胞的侵袭能力, 具体步骤详见操作手册.

统计学处理  计量数据采用mean±SD表示, 
温热与对照两组间的比较采用t检验, 统计分析

由SAS统计软件包(v6.12)完成, P <0.05认为差异

具有统计学意义.

2  结果

2 . 1  温 热 对 胃 癌 细 胞 株 增 殖 和 存 活 的 影 响 
SNU-1对温热处理最为敏感, 温热组与对照组A
值的比值始终在50%以下; SNU-16耐热, 两组的

生长曲线基本重合, 温热组与常温对照组A值的

比值始终在90%以上; 对其他细胞的增殖则存在

一定影响, 但其增殖抑制作用有一定时限, 随时

间延长而消失, 至温热处理后120 h, 温热组的

A值都接近甚至超过常温对照组(图1). 光镜可

见AGS细胞, 温热处理后24-96 h细胞呈现一定

程度的增殖抑制, 细胞密度低于常温对照组, 至
120 h细胞密度与对照组的差别已缩小, 除温热

处理后24 h内有少量的细胞变圆、脱壁以外, 
形态与常温对照组无明显不同(图2), 其余3株
贴壁细胞的情况与AGS类似; 悬浮细胞SNU-16
温热处理后无明显外观形态变化, 而SNU-1较
为特殊, 温热处理后24 h即可见到细胞死亡现

象(图3). 荧光染色与透射电镜均未见温热对

AGS有显著形态学影响, 也无明显的细胞死亡; 
对于SNU-1, 温热处理能引起细胞死亡, 死亡形

式包括凋亡和坏死(图4, 图5). 流式分析提示: 
单纯温热并不增加AGS细胞的死亡率(10.4%±

1.0% vs  10.0%±1.2%, t  = 0.45, P = 0.678 8), 
但可增加SNU-1细胞的死亡率(9.7%±1.1% vs  
20.1%±2.5%, t  = 6.54, P  = 0.002 8), 凋亡和坏

死各占一定比例(图6).
2.2 温热对胃癌细胞黏附和侵袭能力的影响 4
株贴壁细胞温热处理后黏附能力均呈现不同

程度的降低(图7A), 与常温对照比较, 分别为

■名词解释
温热(Hyperther-
mia): 热疗在临床
实践中可通过各
种方法实现局部
或全身升温, 通常
将温度42℃-45℃
的热处理称为温
热, 临床上多与放
化疗等其他手段
联合应用.
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图  1  温热对各胃癌细胞株增殖的影响. aP<0.05, bP<0.01.
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P = 0.008 3), MKN45(100%±2.9% vs  90.0%
±2.5%, t = 4.50, P = 0.010 8), SGC7901(100%
±4.8% vs  65.6%±7.3%, t = 6.83, P = 0.002 4), 

N87(100%±0.8% vs  78.8%±10.4%, t = 4.16, 
P = 0.014 1). 所有6株细胞温热处理后侵袭能力

均呈现不同程度的降低(图7B), 与常温对照比

较, 分别为AGS(100%±7.1% vs  85.2%±5.1%, 
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■同行评价
本文通过系统的
实验研究对温热
对人胃癌细胞株
的作用进行比较
全面细致的观察,
选题具有重要的
理论和实际意义.
研究设计合理, 方
法严密, 手段较先
进 ,  全 文 结 构 规
范, 体现出较高的
学术水平.
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图  2  温热处理对AGS细胞的影响 (倒置显微镜 ×100). A1-A5: NT, d 1-d 5; B1-B5: HT, d 1-d 5. 

图  3  温热处理对SNU-1细胞的影响 (倒置显微镜 ×100). A1-A2: NT, d 1-d 2; B1-B2: HT, d 1-d 2.

图  4  温热处理对胃癌细胞株AGS和SNU-1的影响 (荧光显微镜 ×200). A: AGS, NT; B: AGS, HT; C: SNU-1, NT; D: 

SNU-1, HT.

图  5  温热处理后胃癌细胞株AGS和SNU-1的透射电镜观察. Bar  AGS 5 μm, SNU-1 10 μm. A: AGS, NT; B: AGS, HT; 

C: SNU-1, NT; D: SNU-1, HT.
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图  7  温热处理对胃癌细胞黏附和侵袭能力的影响. HT vs  

NT: aP<0.05, bP<0.01. A: 黏附能力; B: 侵袭能力.
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t = 2.94, P = 0.042 5), MKN45(100%±2.6% vs  
91.6%±3.1%, t = 3.60, P = 0.022 7), SGC7901(100%
±1.1% vs  87.9%±4.3%, t = 4.70, P = 0.009 3), 
N87(100%±4.8% vs  59.9%±3.0%, t = 12.41, 
P = 0.000 2), SNU-1(100%±9.1% vs  80.3%±2.4%, 
t = 3.63, P  = 0.022 2), SNU-16(100%±10.0% vs  
74.9%±1.7%, t = 4.13, P = 0.014 5).

3  讨论

一些肿瘤的体外研究发现, 较短时间的温热处

理即能杀伤肿瘤细胞[15-21]. 对于胃癌, Buell et al [10]

报道持续2 h的42.5℃-43.5℃温热处理能够杀

伤SNU-5细胞; 而Shchepotin et al [11]则报道连续

4 d, 每天持续1 h的42℃温热处理不能够杀伤

AGS细胞且对细胞增殖无明显影响; Goto et al [12]

应用46℃对MKN28、MKN74和KATO-Ⅲ三株

胃癌细胞进行15, 30或60 min的热处理, 结果发

现60 min热处理导致细胞坏死而15或30 min的
热处理主要诱导细胞凋亡, 各株细胞的凋亡率

略有差异; 在国内, 杨耀琴 et al [13]未发现100 min 
42℃的温热处理能杀伤BGC-823细胞, 陈卫星 
e t a l [14]则报道43℃ 30 min的热处理即能诱导

MKN28细胞发生凋亡. 可以看出, 以上研究结

果并不一致, 可能与应用的细胞株以及温热处

理与临床条件不同有关. 因此我们共选择了6
株国内外较为常用的细胞, 包括了不同分化程

度、不同病灶来源和不同生长方式的胃癌细胞

株, 以期从整体上了解温热对胃癌细胞的影响. 
同时模拟了临床腹腔内温热化疗的作用温度和

时间, 43℃ 2 h, 并在温热处理后作了较长时间

的动态观察. 出乎意料的是, 在我们的实验条件

下, 温热除对SNU-1一株细胞能够产生直接杀伤

作用之外, 对其他5株细胞无杀伤作用, 其中对

SNU-16基本无影响, 对贴壁细胞只产生了短暂

的增殖抑制效应, 说明温热直接杀伤胃癌细胞

并非普遍现象, 胃癌细胞似乎相对耐热, 这也提

示我们在临床的实际应用中仅用温热处理是不

够的, 还是应结合放化疗等其他措施联合治疗. 
目前还不了解胃癌细胞与其他肿瘤细胞热敏感

差异的具体机制, 可能与不同类型细胞对热的

反应和敏感性不同有关. 从近年来的理论进展

来看, 温热处理后引起的细胞内部基因和蛋白

质的变化也比我们以前认识的要复杂得多. 温
热作为一种应激原, 一方面使许多功能基因关

闭, 另一方面也诱导一些应激相关基因的开放

保护细胞, 如HSP[2,22], 细胞是否死亡取决于细胞

类型和抗凋亡基因的表达情况[2,22-24]. 
以往报道温热杀伤肿瘤细胞的形式包括坏

死和凋亡两种, 早期认为温热杀伤肿瘤细胞是

引起细胞的坏死, 随着凋亡现象的发现和深入

研究, 目前更多学者认为温热杀伤肿瘤细胞的

机制主要是诱导凋亡[24]. 比如以往认为温热处

理可导致细胞膜的流动性和通透性发生改变, 
引起细胞膜起泡等现象, 现认为此改变并非代

表温热引起的原发损害, 而是细胞凋亡的典型

特征, 胞膜损伤可能是细胞凋亡的继发改变[25]. 

图  6  温热处理后AGS和SNU-1死亡细胞比例. 标准差为死

亡细胞总和的标准差, bP<0.01.
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当然, 由于研究的细胞类型不同, 进行温热处理

的温度和持续时间不同, 不同学者报道的结果

也有差异. 尽管如此, 凋亡与坏死在许多病理状

态下的界限并不清楚, 也不易完全区分, 能诱导

细胞凋亡的大多数刺激如强度或时间延长也能

导致细胞死亡[26]. 从我们的实验结果来看, 43℃ 
2 h的温热处理可引起SNU-1肿瘤细胞的坏死和

凋亡, 且两种形式均占了一定的比例, 不能完全

辨别哪个是主要形式. 
腹膜转移是胃癌术后复发的最常见原因. 腹

膜转移由腹腔内游离癌细胞着床于腹膜后增殖

发展而来, 而手术的挤压以及由切断的血管和

淋巴管溢出的癌细胞也是产生游离癌细胞的重

要原因之一. 根据腹膜转移的“种子-土壤”学

说, 手术创伤使腹膜间皮下组织裸露, 形成所谓

的“土壤”, 同时残留的血凝块和创伤修复过

程中大量纤维素渗出也有利于保护肿瘤细胞[27], 
是否着床则最终取决于“种子”的能力——即

肿瘤细胞的黏附和侵袭能力, 因此胃癌细胞的

黏附和侵袭能力是腹膜转移发生的重要原因之

一. 我们的实验证实, 多数情况下, 持续2 h的
43℃温热不足以杀伤肿瘤细胞, 但通过光镜观

察也发现温热作用后有细胞变圆, 伪足减少等

变化, 存在影响肿瘤细胞黏附、侵袭能力的可

能, 所以我们也对此进行了检测, 结果发现温热

处理能够显著降低各株胃癌细胞的黏附和侵袭

能力. 既往的有关研究也表明, 温热能使贴壁肿

瘤细胞表面的整合素等黏附分子表达降低[28], 抑
制黏着斑激酶(focal adhesion kinase, FAK)的活

性, 从而导致黏着斑成分的脱磷酸化和解离、

细胞骨架肌动蛋白和微管的解聚, 影响肿瘤细

胞的黏附能力和MAKP信号转导通路; 温热能降

低uPA表达, 减弱蛋白水解从而抑制肿瘤细胞的

浸润和转移[29]; 也能抑制有关MMP的活性, 增加

TIMP的释放, 降低侵袭能力[30]. 因此胃癌细胞黏

附和侵袭能力的降低可能使腹腔内游离癌细胞

不能着床, 有利于自身的免疫系统和化疗药物

杀伤癌细胞, 从而减少由于手术因素导致的术

后腹膜复发. 
总之, 单纯温热并不足以防治胃癌腹膜转移

的发生, 应与其他手段联合治疗; 但温热能够降

低细胞的黏附和侵袭能力, 有利于预防手术导

致腹膜转移的发生. 
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