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Abstract
AIM: To assess the impact of carbon dioxide 
(CO2) pneumoperitoneum versus laparotomy 
on the expression of tumor necrosis factor-α 
(TNF-α), interleukin-6 (IL-6), and nuclear factor 
kappa B (NF-κB) in human gastric cancer xeno-
grafts in a nude mouse model.

METHODS: Nude mice were inoculated intra-
peritoneally with human gastric cancer cells 
(MKN45) to generate a xenograft mouse model 
of human gastric cancer. The model mice were 
randomly divided into three groups to undergo 
laparotomy, CO2 pneumoperitoneum, and an-
esthesia alone, respectively. Tumor growth and 

expression of TNF-α, IL-6 expression and NF-κB 
in tumor xenografts were determined. 

RESULTS: Total tumor weight was higher in 
mice undergoing laparotomy than in those un-
dergoing CO2 pneumoperitoneum (0.72 ± 0.02 
vs 0.43 ± 0.06, P < 0.05). The mRNA expression 
levels of NF-κB p65, TNF-α, and IL-6 were sig-
nificantly higher at 24 h after laparotomy than 
after CO2 pneumoperitoneum (1.09 ± 0.12 vs 0.63 
± 0.07; 1.14 ± 0.11 vs 0.31 ± 0.05; 0.65 ± 0.08 vs 0.42 
± 0.04, all P < 0.05).  

CONCLUSION: In a xenograft mouse model of 
human gastric cancer, CO2 pneumoperitoneum 
resulted in slower tumor growth and lower ex-
pression levels of TNF-α, IL-6 and NF-κB p65 in 
tumor tissue than laparotomy, suggesting that 
laparoscopy is a minimally invasive technique in 
gastrointestinal oncologic surgery.  

Key Words: Gastric cancer; CO2 pneumoperito-
neum; Nuclear factor-kappa B; Tumor necrosis 
factor-α; Interleukin 6
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摘要
目的��:  探讨C O 2气腹对胃癌细胞转录因子
(NF-κB)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和白介素
6(IL-6)表达的影响.  

方法�: 将胃癌细胞MKN45种植于裸鼠腹腔,将胃癌细胞MKN45种植于裸鼠腹腔, 
建立胃癌移植瘤动物模型, 实验动物随机分为
CO2气腹组、开腹组和对照组, 观察各组肿瘤
细胞的生长, 采用RT-PCR检测NF-κB转录因
子p65亚单元、TNF-α和IL-6表达的变化. 

结果��: 开腹组肿瘤病灶质量(mg)比CO2气腹组
重, 组间存在显著差异(0.72±0.02 vs  0.43±
0.06, P <0.05). 实验处理后24 h, 开腹组NF-κB 

®

■背景资料
腹腔镜手术是一
种微创的治疗方
法, 近年来用于胃
肠道肿瘤的治疗
中. 但腹腔镜胃肠
道 手 术 中 C O 2气
腹对残存肿瘤细
胞生长的影响及
其作用机制仍然
存在一定的争议. 

■同行评议者
蔡 三 军 ,  主 任 医医
师, 复旦大学附属, 复旦大学附属
肿瘤医院腹部外
科
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p65、TNF-α和IL-6表达比CO2气腹组高, 组间
存在显著差异(1.09±0.12 vs  0.63±0.07; 1.14
±0.11 vs  0.31±0.05; 0.65±0.08 vs  0.42±
0.04, 均P <0.05).

结论�: 腹腔镜手术中, C O腹腔镜手术中, C O2气腹诱导更低的
NF-κB p65、TNF-α和IL-6表达, 对肿瘤生长
的影响较小, 本实验支持腹腔镜技术在胃癌治
疗中的应用.

关键词: ���� ��胃癌; CO2气腹; 核因子κB; 肿瘤坏死因子

α; 白介素6
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0  ��引言

手术是治疗恶性肿瘤的首选方法, 然而, 亦有人

认为手术创伤可能促进肿瘤生长, 但创伤对肿

瘤生长影响的机制尚未完全明了[1,2]. 腹腔镜手

术是一种微创的治疗方法, 近年来用于胃肠道

肿瘤的治疗中[3-5]. 一些研究表明, 腹腔镜手术比

开腹手术对残留肿瘤细胞生长的影响较小, 与
手术应激有关的黏附分子、细胞趋化因子、生

长因子的血浆浓度较低[6,7]. 但腹腔镜胃肠道手

术中CO2气腹对残存肿瘤细胞生长的影响及其

作用机制仍然存在一定的争议[8,9].
本研究中, 我们探讨腹腔镜手术中CO2气

腹对胃癌细胞核因子κB(nuclear factor-κB, NF-
κB) p65亚单元、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)和白介素6(interleukin 6, IL-6)表
达的影响, 为腹腔镜技术在胃癌治疗中的应用

提供实验依据.

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 人胃癌细胞株MKN45购于中科院上

海细胞库; 细胞培养液DMEM和胎牛血清购自

hyclone公司; BALB/c裸鼠由中国科学院上海实

验动物中心提供; 一步法RT-PCR试剂盒(Invit-
rogen, 昆明绿晨分子生物科技有限公司代购)、
P C R引物由上海生工生物工程公司合成、总

RNA抽提液TRIzol Reagent购自Invitrogen公司.
1.2 方法方法 
1.2.1 细胞培养:细胞培养: 采用含100 mL/L胎牛血清的采用含100 mL/L胎牛血清的

DMEM培养细胞, 放置于含50 mL/L CO2的培养

箱中, 温度维持在37 ℃. 待细胞对数期生长时,
用0.25%的胰酶消化, PBS洗涤, 离心收集, 再用

PBS重新悬浮细胞, 动物实验备用. 
1.2.2 造模:造模: BALB/c裸鼠在昆明医学院药物重点

实验室动物房SPF环境下饲养. 6周龄, 雌雄不

限, 体质量25-30 g. 按照Matsui的方法腹腔种植

MKN45细胞(3×106个), 建立肿瘤腹腔种植动物

模型. 成模后, 实验动物随机分为开腹组、CO2

气腹组和对照组(仅接受麻醉).  
1.2.3 手术:手术: 参照文献[7]的方法, 实验鼠采用乙醚参照文献[7]的方法, 实验鼠采用乙醚

吸入麻醉, 仰卧位固定于手术台上. 在开腹组中,
实验动物腹部中央取一3 cm的手术切口, 开腹20 
min后, 关闭腹腔. 在CO2气腹组中, 闭合法建立

CO2气腹, 气腹压6 cmH2O, 维持20 min. 对照组

实验动物仅接受乙醚麻醉20 min.  
1.2.4 RT-PCR检测各组肿瘤组织中NF-RT-PCR检测各组肿瘤组织中NF-κB p65、
TNF-α和IL-6表达水平: 使用一步法RT-PCR试使用一步法RT-PCR试
剂盒, 利用TRIzol RNA抽提试剂, 根据厂家推荐

的操作步骤提取各组胃癌组织中总RNA, 引物

序列见表1. PCR反应条件: NF-κB p65的反应参

数为94 ℃ 45 s, 55 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 32循环, 最
后72 ℃ 10 min(扩增产物长为204 bp). β2-GM的

反应参数为94 ℃ 45 s, 55.5 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 
32循环, 最后72 ℃ 10 min(扩增产物长为264 bp). 
TNF-α的反应参数为94 ℃ 45 s, 55 ℃ 45 s, 72 ℃ 
45 s, 32循环, 最后72 ℃ 10 min(扩增产物长为

324 bp). IL-6的反应参数为94 ℃ 45 s, 52.2 ℃ 45 
s, 72 ℃ 45 s, 32循环, 最后72 ℃ 10 min(扩增产

物长为260 bp). 紫外分光光度计测A 260、A 280值, 
标本的总RNA的A 260/A 280值均在1.6-1.8. 
1.2.5 动物体内病灶生长情况的观察: 各实验因各实验因

素处理后3 wk后, 处死3组实验动物, 收集肿瘤病

灶, 称质量, 并进行比较.  
统 计 学 处 理  采用S P S S 11 . 0统计软件 ,采用S P S S 11 . 0统计软件 , 

TNF-α、NF-κB和β2-GM mRNA表达比及肿瘤

质量用mean±SD表示, 两样本均数比较采用成

组t检验, P <0.05认为具有统计学意义.

2  ��结果

2.1 各组肿瘤组织中NF-κB p65、TNF-α和IL-6
的表达 在开腹组、CO2气腹组TNF-α、IL-6、
NF-κB p65 mRNA在实验开始后24 h均显著升

高, 开腹组TNF-α、IL-6、NF-κB p65 mRNA水

平比CO2气腹组高, 组间具有显著差异(P <0.05, 
图1, 表2)., 表2).).
2.2 病灶的生长情况 实验因素处理后3 wk后, 开
腹组肿瘤质量比对照组及CO2气腹组增加, 开腹

组肿瘤质量为(0.72±0.02) mg, 对照组为(0.30±

■研发前沿
近年来, 肿瘤生物
活性及相关基因
的表达变化成为
研 究 C O 2气 腹 对
肿瘤影响的热点.

■相关报道
Amin等以裸鼠腹
腔移植瘤为动物
模 型 研 究 C O 2气
腹和开腹手术对
肿瘤生存素、表
皮生长因子受体
1 、表 皮 生 长 因
子 受 体 2 表 达 的
影响 ,  结果显示 ,
术后48 h开腹组
肿瘤组织中生存
素、表皮生长因
子受体1、表皮生
长因子受体2的水
平 比 C O 2气 腹 组
高, 组间存在显著
的差异. 



www.wjgnet.com

1934               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年6月28日  第19卷  第18期

0.04) mg, CO2气腹组为(0.43±0.06) mg, 组间存

在显著差异(P <0.05).

3  ��讨论

手术切除是恶性实体肿瘤首选的治疗方法, 然
而, 有研究报道, 手术创伤可引起局部和全身代

谢、内分泌和免疫反应, 促进残存恶性肿瘤细

胞的生长[1,2]. 手术创伤引起机体一些细胞因子

浓度的变化, 这些细胞因子是机体免疫细胞重

要的调节者, 引起局部和全身的炎症反应, 同时

这些细胞因子及生长因子可影响肿瘤的生长及

病情的进展[10-12]. 近年来一些微创手术, 如腹腔

镜手术在恶性肿瘤的治疗中获得了一定程度的

接受. 已有实验和临床研究证明腹腔镜手术治

疗恶性肿瘤的可行性[3-5,13]. 与开腹手术不同, 腹
腔镜手术常通过CO2气腹显露手术野. 但CO2气

腹对腹腔残存肿瘤细胞生长的影响仍然存在一

定的争议. 在本研究中, 我们进一步探讨CO2气

腹对胃癌生长的影响, 分析其作用机制.
我们研究结果提示, 腹腔镜手术中的CO2气

腹比开腹手术中的腹壁切口对肿瘤生长的影响

更小, CO2气腹组肿瘤重量比开腹组小. 此外, 我
们通过提取各组肿瘤结节中RNA, 分析各组肿

瘤组织中TNF-α、IL-6、NF-κB p65的表达, 研
究结果亦提示, CO2气腹组TNF-α、IL-6、NF-
κB p65表达水平较低.

有研究表明, IL-6水平和手术的方式、创伤

程度及手术时间有关[14,15]. Luk等[15]以BALB/c鼠
为动物模型采用ELISA法检测腹腔镜和开腹手

术中血浆和肠黏膜中IL-6的浓度. 结果显示, 术
后4 h, 开腹手术组实验动物血浆和肠黏膜中IL-6
浓度比腹腔镜组显著增高, 多变量分析显示, 腹
壁手术切口大小是IL-6浓度升高的重要因素. 此
外, 我们认为, 开腹手术中, 腹腔水分蒸发, 腹膜

和内脏浆膜干燥亦是增加创伤, 导致IL-6水平升

高的原因之一; 而在腹腔镜手术中CO2腹下, 腹
腔内环境温暖、潮湿, 这种创伤较小. West等[16]

报道腹腔镜手术中CO2气腹可抑制巨噬细胞功

能, 巨噬细胞功能收到抑制可能是细胞因子产

生减少的重要原因. 本研究结果提示腹腔残留

肿瘤细胞亦可表达IL-6, 而且开腹组IL-6表达水

平比腹腔镜组高. IL-6可促进肝脏炎症相关蛋白

的合成和趋化, 引起局部炎症反应, 这一炎症反

应在促进手术创伤部位组织修复同时, 亦可促

进残存肿瘤细胞生长.
TNF-α是一种可促进多种炎症反应的细胞

因子, 炎症样微环境和肿瘤的生长存在密切的

关系. 有研究表明, TNF-α也是各种应激反应必

表  1  PCR反应引物序列

     目的基因                    引物序列   扩增产物大小(bp)

β2-GM
TTAGCTCTCGCGCTACTCCTCTC           

264
GTCGGATTGATGAAACCCAGACACA

NF-κB p65
GGGAAGGAACGCTGTCAGAG

          204
TAGCCTCAGGGTACTCCATCA

IL-6
TCAATGA GGA GACTTGCCTG

          260
GATGA GTTGTCATGTCCTGC

TNF-α
CAGAGGGAAGAGTTCCCCAG

          324
CCTTGGTCTGGTAGGAGACG

表  2  3组TNF-α、IL-6、NF-κB p65基因的相对表达 
(mean±SD)

aP<0.05 vs  CO2气腹组; cP<0.05 vs  对照组.

     分组     TNF-α        IL-6  NF-κB p65

开腹组 1.14±0.11ac 0.65±0.08ac 1.09±0.12ac

CO2气腹组 0.31±0.05 0.42±0.04c 0.63±0.07c

对照组 0.29±0.06 0.16±0.04 0.24±0.03

图� �� ����� �������������  1  ����� �������������术后24 h各基因mRNA的表达��. 1: 对照组; 2: CO2气腹

组; 3: 开腹组

1                         2                        3

TNF-α

IL-6

NF-κB p65

β-actin

■创新盘点
本 研 究 通 过 RT-
PCR检测肿瘤组
织中NF-κB p65、
TNF-α和IL-6的表
达变化, 进一步分
析 C O 2气 腹 对 胃
癌生长的影响及
其作用机制. 

■应用要点
在临床上, 即使完
全切除肿瘤, 仍然
有多数患者术后
复发, 其中术后残
留的微转移病灶, 
被认为是术后复
发的重要原因. 本
研究结果显示, 与
开腹手术中的腹
壁切口相比, 腹腔
镜手术中的 C O 2

气腹对腹腔胃癌
细胞的生长影响
较小, 伴有肿瘤组
织中NF-κB p65、
TNF-α、IL-6的表
达, 提示腹腔镜手
术在胃癌治疗中
具有重要的临床
意义.



www.wjgnet.com

查勇, 等. CO2气腹对胃癌细胞NF-κB p65、TNF-α和IL-6表达的影响					              1935

要的调节物质, 应激反应可影响免疫细胞的功

能、细胞的增生、分化及凋亡[17-20]. NF-κB是

一种细胞核转录因子, 由p65、p52、p50、RelB
和c-Rel 5个亚单元组成, 在无外界刺激因素时, 
NF-κB通过与细胞质内抑制蛋白(inhibitory pro-
teins IκB, IκB)结合, 以无活性状态存在, 滞留在

细胞质中. 在接收到外界信号时, NF-接收到外界信号时, NF-到外界信号时, NF-κB转录因

子和IκB分离, 进入细胞核, 和特异的DNA结合

后, 可导致一些基因表达增加, 如细胞周期、细

胞生存、细胞黏附和血管生成、免疫和炎症反

应相关的基因[21,22]. NF-κB激活不仅促进恶性肿

瘤细胞转化、肿瘤进展, 亦可促进肿瘤逃避免

疫监测、产生治疗耐受[23-26]. 本研究中, 我们的

结果亦显示开腹组NF-κB转录因子亚单元p65和
TNF-α表达增加, 与CO2气腹组有显著的差异.

总之, 与开腹手术相比, 腹腔镜手术中CO2

气腹诱导更低的NF-κB p65、TNF-α、IL-6表达, 
对胃癌细胞的生长影响较小. 本研究为CO2气腹

在胃癌腹腔镜手术中的安全应用提供实验依据, 
提示腹腔镜手术在恶性肿瘤治疗中具有重要的

潜在价值. 
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■同行评价
本文设计合理, 数
据可靠, 为临床开
展腹腔镜手术提
供更多有力的循
证医学证据, 对临
床开展腹腔镜胃
癌手术有一定的
参考价值.


