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摘要 目的：观察奥沙利铂联合热疗对人结肠癌细胞 SW480增殖及凋亡的影响，确定联合用药的效果，为临床方案提供参考。方

法：采用MTT（四唑盐）法检测热疗、奥沙利铂及联合用药对细胞增殖的影响；瑞士吉姆萨染色法观察细胞形态；流式细胞仪检测

细胞凋亡和周期；Western blot检测 Bax、Bcl-2以及 Caspase8蛋白表达量变化；qPCR检测 Bax、Bcl-2以及 Caspase8 mRNA的积

累。结果：热疗联合奥沙利铂可以显著抑制细胞增殖，与对照组相比，热疗组、化疗组、联合组细胞凋亡率分别为 16.2%、20.5%和

36.1%，具有显著性差异（P<0.01）；细胞学形态中，热疗组细胞发生皱缩，化疗组细胞膜破裂；化疗将细胞阻滞在 G2/M期，热疗和

联合组将细胞阻滞 S期；Western blot和 qPCR显示 Bax/Bcl-2比值上升，Caspase8表达量增加，联合组三种蛋白的表达量均与对

照组具有显著性差异（P<0.01）。结论：热疗联合奥沙利铂可以显著促进细胞凋亡，提高治疗效果，为结肠癌的治疗提供参考。
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Effect of Hyperthermia Combined with Oxaliplatin on the Proliferation
and Apoptosis of SW480 Cells*

To observe the effect of oxaliplatin combined with hyperthermia on the proliferation and apoptosis of hu-

man colon cancer cell line SW480, to determine the effectiveness of the combination therapy and to provide regimen for clinical refer-

ence. MTT assay was used to examine the cell proliferation after treatment with hyperthermia and/or oxaliplatin, Giemsa stain-

ing for cell morphology, and flow cytometry for cell apoptosis and cycle. The changes of Bax, Bcl-2 and Caspase8 protein were analyzed

by Western blot. The expressions of Bax, Bcl-2 and Caspase8 were detected by qPCR. Hyperthermia combined with oxaliplatin

could significantly inhibit cell proliferation. Compared with the control group, the apoptotic rates of hyperthermia group, chemotherapy

group and combination group were 16.2%, 20.5% and 36.1%, respectively, with significant increase (P<0.01); In cytological morphology,
cells in hyperthermia group shrank and cell membrane rupture in chemotherapy group; The cell cycles of chemotherapy group was arrest-

ed at G2/M while hyperthermia group and combination group induced cell cycle at the S phase; Western blot and qPCR showed that the

ratio of Bax/Bcl-2 and expression of Caspase8 increased, and the expression of the three proteins in the combined group was significantly

different from the control group (P<0.01). The treatment of hyperthermia combined with oxaliplatin can significantly pro-

mote apoptosis and improve treatment, providing a reference for the treatment of colon cancer.
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前言

结肠癌是常见的恶性肿瘤，具有较高的转移性和复发率。

例如，2017年美国结肠癌发病率和死亡率位居癌症第三 [1]，而

结肠癌是我国第四大常见恶性肿瘤 [2]。近代肿瘤热疗起源于

1866年 Busch的一篇报导。当时，Busch发现一位肉瘤患者在

感染丹毒并诱发身体产生高热反应后，肉瘤消失，患者生存下

来[3]。此后，多例关于肿瘤患者在引发高热后得以存活下来的报

道相继发表，热疗成为继手术、放疗、化疗以及生物治疗（免疫

治疗）之后的第五大肿瘤治疗方式[4]。热疗是根据正常细胞和肿

瘤细胞对热敏感性的差异，利用热量杀死肿瘤细胞，是一种对正

常组织毒副作用较小的肿瘤治疗方式。热疗通常是将肿瘤区域升

温到 39～45℃，时间为 30～60 min，以达到治疗肿瘤的目的[5]。

奥沙利铂是肿瘤化疗的临床一线用药，作为第三代铂类药

物，抗癌效果优于顺铂和卡铂，毒性相对较低[6,7]。化疗是一种全

身性的治疗手段，在杀伤癌细胞的过程会对正常细胞造成伤

害，带来副作用[8]。于是，在临床上热疗、化疗除单独作用外，常

常会将二者结合使用，如热化疗灌注，以达到更佳的治愈目的。

本研究以 SW480细胞作为研究对象，观察热疗联合奥沙利铂

对细胞增殖和凋亡的影响，旨在为热疗辅助化学药物治疗结肠

癌提供理论依据。

1 实验材料与方法

1.1 材料及试剂

人结肠细胞株 SW480购买于协和细胞库；DMEM基础培

养基购买于赛默飞公司；胎牛血清购买于 Biological industries

公司；奥沙利铂购买于齐鲁制药有限公司；凋亡、周期检测试剂

盒购买于南京碧云天公司；抗体购买于 Abcam公司；引物由上

海生物生工公司合成。

1.2 细胞活力测定

SW480细胞以 2× 104/mL密度接种于 96孔培养板，每孔

200 滋L（培养基内添加 5%的胎牛血清），然后移至培养箱培养。

完全贴壁后，用不同浓度（6.25、12.5、25、50、100 滋g/mL）的奥沙
利铂处理细胞 24 h。随后，将 20 滋LMTT(5 mg/mL)溶液加入到

96孔板，培养箱中培养 4 h，弃去培养液用 150 滋L DMSO处

理，摇动 5 min。酶标仪检测其吸光度（490 nm）。用 OD490处理

组 /OD490对照细胞计算细胞活力。

1.3 热疗与奥沙利铂联合作用效果

热疗和奥沙利铂联合作用对 SW480细胞的影响。SW480

细胞以 1× 105/mL密度接种于 24 孔培养板，每孔 1 mL，然后

移至培养箱培养。完全贴壁后，分别用浓度 6.25 滋g/mL的奥沙
利铂和 /或热疗（45℃、35 min）处理化疗组、热疗组及联合组细

胞，处理后移至培养箱，24 h后加入 MTT，继续培养 4 h，弃去

培养基加入 DMSO，测定并计算细胞活力。

1.4 瑞士吉姆萨染色

取 6孔板，每孔种入 105/mL SW480细胞 1 mL，过夜后进

行热疗处理 35 min。24 h后取出盖玻片，磷酸缓冲液冲洗 2次，

甲醇固定 10 min，弃甲醇，加入 Wright-Giemsa工作液，染色 5

min，取出盖玻片，清洗，干燥，镜检。

1.5 细胞凋亡试验

将细胞按照上述方式进行处理，用 PBS清洗细胞，不含

EDTA的胰酶消化细胞，离心后 PBS清洗，加入 500 滋L binding
buffer，5 滋L FITC混合，5 滋L PI混合，避光反应 15 min，流式细

胞仪美国（BD-LSRFortessa）检测。

1.6 细胞周期测定

收集细胞，冷 70%乙醇在 4 ℃下固定 SW480 细胞 2 h，

PBS洗涤三次，加入 PI和 RNAase工作液 500 滋L，避光孵育
30 min，流式细胞仪（美国 BD-LSRFortessa）检测。

1.7 Western blot
收集细胞，在冰上用 RIPA lysis缓冲液处理 40 min，离心

后收集蛋白液，碧云天 BCA蛋白测定液检测样本的蛋白质浓

度。每组各 30 滋g总蛋白样品，采用 12%SDS-PAGE分离蛋白，

随后将其转移至硝酸纤维素（NC）膜上，使用含 5％脱脂牛奶的

PBST溶液室温封闭 l h，后在 Bax、Bcl-2和 Caspase8 抗体中

(稀释浓度 1：1000)4℃孵育过夜。二抗(1：1000稀释)孵育时间

为 1 h。以 茁-acting蛋白为内参进行分析。使用 QUANT LAS

4000S化学发光成像系统。

1.8 qPCR
Trizol法提取细胞总 RNA，Nanodrop检测 RNA浓度。引

物序列如表 1，由上海生物工程有限公司合成。扩增条件为：①

预变性 95℃ 30 sec；于PCR反应 95℃ 5 sec、60℃ 30 sec进行

40个循环；盂95 ℃ 5 sec、65 ℃ 5 sec、95 ℃ 5 min。使用软件

LightCycler96对数据进行分析。

表 1 Bax、Bcl-2以及 Caspase8序列

Table 1 Bax, Bcl-2 and Caspase8 sequences

F (5'-3') R (5'-3')

Bax ACCAAGAAGCTGAGCGAGTGT ACAAACATGGTCACGGTCTGC

Bcl-2 TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCG TACTGCTTTAGTGAACCTTTT

Caspase8 GGGAAGTGTTTTCACAGGTT TTCTTGCTTCCTTTGCGGAAT

茁-actin CTGTCCACCTTCCAGCAGATGT CGCAACTAAGTCATAGTCCGC

1.9 统计学方法

使用 SPSS 22.0软件进行统计学处理，数据以 x± s表示，
采用单因素方差分析各实验组与对照组是否具有显著性差异，

P＜0.05为差异有统计学意义，P＜0.01时，为差异有极显著性

意义。

2 结果

2.1 奥沙立铂浓度确定
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MTT法检测细胞活力，抑制率为 10%-20%的奥沙利铂浓

度为亚细胞毒剂量浓度，图 1结果所示奥沙利铂处理 SW480

细胞 24 h，细胞活力、抑制率分别为 83.3%和 16.7%。因此，选择

6.25 滋g/mL的浓度进行后续实验。

2.2 联合作用效果

以MTT法检测了热疗及奥沙利铂单独或结合使用对结肠

癌 SW480细胞的作用效果。通过表 1可以看出奥沙利铂浓度

为 6.25 滋g /mL 时，细胞抑制率为 16.2%；45℃水浴热疗 35

min，细胞抑制率为 20.5%，联合组细胞抑制率为为 36.1%，其

细胞活力均与对照组具有显著性差异（P<0.01，如图 2和表 2）。

2.3 细胞形态

通过对细胞形态学观察，正常细胞多边形贴壁生长，与正

常细胞相比，经奥沙立铂处理后细胞的细胞膜发生溶解并破

裂，细胞周围出现碎片，轮廓模糊；热疗处理后细胞发生明显皱

缩，主要发生在胞质部分；热疗加化疗组兼有上述两种受损细

胞形态（如图 3）。

2.4 细胞凋亡检测

流式细胞仪检测结果显示，热疗组、奥沙利铂组以及热疗

+奥沙利铂组的凋亡率分别为（21.73± 0.43）%、（11.83± 0.08）%、

（28.92± 1.63），同单独处理组相比，热疗 +奥沙利铂组细胞凋

亡率明显增加，这与 MTT实验结果相符（P<0.01，如图4）。

图 1 奥沙利铂处理 24 h后 SW480细胞活力（x± s，n=3）
Fig.1 The viability of SW480 cells after treatment for 24 h（x± s，n=3）

与对照组（正常细胞组）相比 **P<0.01；
**Statistically signi覱cant difference compared to the control(P<0.01).

图 2 热疗、奥沙立铂及热疗 +奥沙利铂联合处理后细胞活力（x± s，n=3）
Fig.2 Cell viability after treatment with hyperthermia, oxaliplatin and

hyperthermia + oxaliplatin（x± s，n=3）
与对照组相比 *P<0.05，**P<0.01；与奥沙利铂组相比△P<0.05，△△P<0.01

* or **Statistically signi覱cant difference compared to the control
(P<0.05 or P<0.01),

△ or △△Statistically signi覱cant difference compared to the oxaliplatin
(P<0.05 or P<0.01)

图 3 处理后 sw480细胞形态 a.对照组 b.奥沙利铂化疗组 c.热疗组 d.热疗 +奥沙利铂组

Fig.3 The morphology of SW480 cells a. control group b. oxaliplatin chemotherapy group c. hyperthermia Group d. hyperthermia + oxaliplatin group.

图 4 细胞凋亡 a.对照组 b.奥沙利铂化疗组 c.热疗组 d.热疗 +奥沙利铂组（x± s，n=3）
Fig.4 Cell apoptosis a. control group b. oxaliplatin chemotherapy group c. hyperthermia Group d. hyperthermia + oxaliplatin group（x± s，n=3）
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2.5 细胞周期检测

结果显示，与对照组相比，热疗组、奥沙利铂组以及热疗 +

奥沙利铂组的 G0/G1比率下降，S期和 G2/M比率上升，说明三

组处理可以阻滞细胞进入 G0/G1期（如图 5）。

Groups
Cell proportions（%）

Living cells Cells fragment Early apoptotic cells Late apoptotic cells Early + Late apoptotic

Control 93.6± 0.50 0.22± 0.08 2.97± 0.25 3.22± 0.14 6.19± 0.38△△

Oxaliplatin 88.1± 1.56 0.12± 1.70 3.89± 1.60 7.94± 0.78 11.83± 0.08**

Hyperthermia 76.0± 0.07 2.3± 0.32 8.84± 0.21 12.89± 0.22 21.73± 0.43**

Hyperthermia+

oxaliplatin
63.5± 2.13 7.6± 0.51 5.02± 1.86 23.9± 0.78 28.92± 1.63**△△

注：与对照组相比 *P<0.05，**P<0.01；与奥沙利铂组相比△P<0.05，△△ P<0.01。
Note: *or **Statistically signi覱cant difference compared to the control (P<0.05 or P<0.01); △or △△Statistically signi覱cant difference compared to the

oxaliplatin(P<0.05 or P<0.01).

表 2 不同处理对细胞凋亡率的影响

Table 2 The effectiveness of different treatment group on apoptosis rate

图 5 细胞周期 a.对照组 b.奥沙利铂化疗组 c.热疗组 d.热疗 +奥沙利铂组（x± s，n=3）
Fig.5 Cell cycle a. control group b. oxaliplatin chemotherapy group c. hyperthermia Group d. hyperthermia + oxaliplatin group（x± s，n=3）

2.6 Western blot
Western blot结果显示，奥沙利铂、热疗、热疗 +奥沙利铂

处理后，Bax蛋白表达量呈上升趋势，联合组同对照组相比，具

有显著性差异（P<0.01）。处理组 Caspase8的表达量有所增加，

且均于对照组具有显著性差异（P<0.01）。Bcl-2表达量呈现下

降趋势，均与对照组有所差异（P<0.01，P<0.05，如图 6）。

图 6 Bax、Bcl-2和 Caspase8蛋白含量变化（x± s，n=3）
Fig.6 The change of Bax, Bcl-2 and Caspase8 protein content（x± s，n=3）
与对照组相比 *P<0.05，**P<0.01；与奥沙利铂组相比△P<0.05，△△P<0.01

* or **Statistically signi覱cant difference compared to the normal control (P<0.05 or P<0.01),
△ or △ △ Statistically signi覱cant difference compared to the Oxaliplatin (P<0.05 or P<0.01).
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2.7 qPCR
通过对 Bax、Bcl-2以及 Caspase8 mRNA的检测，发现与

对照组相比 Bax和 Caspase8 mRNA增加、Bcl-2的活性下降。

与对照组相比，处理组 Bax/Bcl-2的比值增加，具有统计学意义

（P<0.01，如图 7）。

图 7 Bax、Bcl-2以及 Caspase8 mRNA表达

Fig.7 The mRNA expression of Bax, Bcl-2 and Caspase8

与对照组相比 *P<0.05，**P<0.01；与奥沙利铂组相比△P<0.05，△△P<0.01
* or **Statistically signi覱cant difference compared to the normal control (P<0.05 or P<0.01),
△or△△Statistically signi覱cant difference compared to the Oxaliplatin (P<0.05 or P<0.01).

3 讨论

热疗和化疗作为癌症治疗方式已有大量临床数据支持，均

可对癌细胞起到杀伤作用。铂类药物是临床肿瘤治疗常用化疗

药物，诱导细胞凋亡的原理是形成的铂化 DNA化合物对 DNA

的修复及合成起抑制作用[9,10]。与单一的化疗相比，辅以热疗可

以显著促进细胞发生凋亡，提高治疗效果。目前，热化疗联合用

药已广泛应用于宫颈癌、卵巢癌等癌症的临床治疗，并取得了

较好的治疗效果。徐旭东等人采用亚高温联合奥沙利铂治疗结

肠癌，其治疗效果及一年生存率均明显高于对照组[11]。杨振杰

等人联合应用热疗、阿霉素和 TRAIL探究其对肝癌 HepG2细

胞的作用，发现联合应用的效果优于单纯化疗，热疗可以增加

化疗药物的毒性，促进细胞凋亡[12]。冯强等人，比较化疗药奥沙

利铂、顺铂、氟尿嘧啶、阿霉素、丝裂霉素分别与热疗（37℃-45℃）

联合对人胃癌细胞 BGC-823细胞的作用效果，几种药物均对

BGC-823细胞具有杀伤作用，并随温度升高和作用时间的延长

而增强[13]。临床上，热疗联合化疗已被应用于多种癌症，如肝

癌、卵巢癌等。陈晓霞研究中，将 72名患者随机分为对照组和

观察组，对照组进行化疗治疗，观察组采取化疗结合深部热疗

治疗方案，比较两组临床效果。研究发现，观察组肿瘤缓解率、

腹水控制率、CA125控制率均高于对照组（P<0.05），对于复发
性卵巢癌，深部热疗联合化疗治疗效果优于单一化疗，具有较

高的临床参考意义[14]。

细胞形态中，常温下，细胞膜呈现液晶相，热疗会破坏细胞

膜，影响膜的流动性及通透性，物质运输受阻，细胞不能进行遗

传物质的修复及合成，发生凋亡及坏死[15]。Hildebrandt等人探

讨热疗会损伤细胞骨架，破坏细胞形态[16]。细胞骨架维持细胞

形态，保持细胞内部结构，参与细胞运动、物质运输、能量转换、

信息传递、细胞分裂、基因表达、细胞分化等细胞功能。细胞形

态变化原因是热刺激可破坏细胞内部细胞骨架，解聚增多，无

法支撑细胞，致使细胞外形的变化,致使细胞外形的变化[17]。奥

沙利铂通过与 DNA结合达到抑制肿瘤生长作用，推测奥沙利

铂在结合在与 DNA结合，抑制 DNA修复过程中，破坏了膜蛋

白和膜骨架的形成，从而导致细胞形态改变。

研究表明，肿瘤是一种因周期失控，细胞无限增殖的细胞

周期性疾病[18]。在肿瘤发生过程中，细胞周期会因启动、运行和

终止异常，导致细胞增殖失控、凋亡减少，因此，阻滞细胞周期

治疗是结肠癌治疗的重要参考[19]。细胞周期中 G1期细胞合成

RNA和蛋白质，S期即 DNA合成期，合成 DNA和组蛋白，G2

为生长期，为有丝分裂做准备[20]。通过观察数据，热疗组、热疗 +

奥沙利铂组可通过影响 DNA的合成，延长 S期，将细胞阻滞在

S期。Atallah对人结肠癌细胞 Caco-2和 HT29进行 42℃热疗

（1 h）并联合奥沙立铂，发现 G1期细胞减少，S期细胞增多，细

胞周期阻滞在 S期。奥沙利铂可破坏细胞的有丝分裂，G2/M期

细胞增多 [21]。马建秀等人研究发现奥沙利铂可以提高 SW620

的 G2/M期[22]。Voland等人以浓度为 1 umol/L和 5 umol/L的奥

沙利铂处理 HCT-116细胞，均会将细胞阻滞 G2/M期[23]。细胞

周期阻滞差异归因于细胞周期不同时期对两种处理的敏感性

不同，奥沙利铂和热疗可以针对不同细胞周期进行阻滞，因此

联合治疗方案的效果优于单纯化疗治疗效果。热疗及化疗通过

对周期的调控，促进细胞凋亡，阻止肿瘤细胞无限增殖。

凋亡可由多条途径诱发, Bax和 Bcl-2分别为促凋亡蛋白

和抑凋亡蛋白，参与线粒体依赖途。Bax/Bcl-2系统在细胞凋亡

的调控中发挥重要作用，Bax蛋白可与 Bcl-2蛋白形成异二聚

体，其比值决定细胞受到致病信号刺激后存活与否，Bax/Bcl-2

比值上升促进细胞凋亡[24]。高琨等人比较了同步热放化疗组和

同步放化疗组对宫颈癌组织 Bax蛋白的表达量变化的影响，同

步热放化疗组 Bax蛋白表达率高于同步放化疗组[25]。曹蕾等人

开展了热疗联合同步放化疗(CRT)治疗中晚期宫颈癌凋亡相关

蛋白表达关实验，随机将 80例中晚期宫颈癌患者均分为对照

组（化疗）和观察组（深部热疗联合化疗）。结果发现两组患者

Bcl-2/Bax比值均低于治疗前，观察组 Bcl-2/Bax比值显著低于

对照组(P<0.05)，深部热疗联合化疗可通过促进 Bax表达、下调

Bcl-2/Bax比值，影响宫颈癌细胞增殖及凋亡，从而提高治疗中

晚期宫颈癌的疗效[26]。 Caspase8蛋白隶属于半胱氨酸 -天冬氨

酸蛋白酶家族，是一种起始 Caspase，通过对细胞凋亡信号的反
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应，启动细胞自杀的 Caspase [27]。死亡信号诱导复合体激活

Caspase8，促进细胞凋亡[28]。方润娅等人将腹腔热灌注与顺铂联

合作用于卵巢癌细胞系 SKOV-3，热化疗组 Caspase8表达量明

显高于对照组、单纯热化疗组[29]。热疗、化疗以及热疗和化疗结合

可以通过调节死亡受体途径和线粒体途径，促进细胞发生凋亡。

综上所述，热疗联合奥沙立铂可以显著提高人结肠癌

SW480细胞的凋亡率，效果优于单纯化疗及热疗。热疗加化疗

均可通过对 Bax、Bcl-2以及 Caspase8的调节，阻滞细胞周期，

终止细胞不正常分裂增殖以及对细胞形态损伤，促进细胞凋

亡。Mohamed等报道热疗对化疗药物具有热增强效应，热化疗

可减少化疗药物的浓度，降低化疗药物毒副作用[30]。研究认为，

热疗增效化疗疗效的原因主要有以下几点：① 热疗可以破坏细

胞的形态；于热疗破坏细胞 DNA的复制；盂热疗可以激发人体
免疫系统，提高治疗效果；榆热疗可以提高热休克蛋白的表达[31]；

虞热疗可以加速血液流动，增加了化疗药物的敏感性。本研究
通过对热疗同奥沙利铂联合作用的研究，为肿瘤临床治疗提供

参考。
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