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热疗联合顺铂对喉癌 Hep-2 细胞的影响研究 *

赵运华，陈宝刚，郭有新，李健，马志红，唐艳丽，胡志红

（承德市中心医院 耳鼻喉科，河北 承德 067000）

摘要：目的  探讨热疗联合顺铂对喉癌 Hep-2 细胞的影响，了解热疗与顺铂的治疗方法是否有交互作用。

方法  将传代的 Hep-2 细胞分为对照组、热疗组、顺铂组及热疗联合顺铂组。对照组置于 37℃培养箱，热疗组 

置于 43℃培养箱，顺铂组置于 37℃培养箱并加入顺铂，热疗联合顺铂组置于 43℃培养箱并加入顺铂。采用

MTT 法、Wound-healing 划痕实验和 Transwell 侵袭实验检测热疗联合顺铂对 Hep-2 细胞的增殖、迁移和侵

袭力影响。结果  4 组细胞在波长 490 nm 处光密度（OD）值分别为（1.24±0.13）、（0.99±0.11）、（0.75±0.07）

及（0.31±0.07），析因分析显示，不同温度热疗在波长 490 nm 处的 OD 值有差异（P <0.05），不同浓度顺铂在波

长 490 nm 处的 OD 值有差异（P <0.05），热疗与顺铂对在波长 490 nm 处的 OD 值存在交互作用（P <0.05）。4

组细胞未愈合区百分比分别为（31.83±1.62）%、（40.47±1.52）%、（53.13±2.61）% 及（79.83±0.95）%，析因

分析显示，不同温度热疗对未愈合区百分比有差异（P <0.05），不同浓度顺铂未愈合区百分比有差异（P <0.05），

热疗与顺铂对未愈合区百分比的影响存在交互作用（P <0.05）。4 组细胞穿过 Transwell 小室膜的细胞数目分别

为（27.8±1.64）、（21.8±1.48）、（11.2±1.48）及（1.8±0.84）个，析因分析显示，不同温度热疗的穿膜细胞数有

差异（P <0.05），不同浓度顺铂的穿膜细胞数有差异（P <0.05），热疗与顺铂对穿膜细胞数的影响存在交互作用

（P <0.05）。结论  热疗能够增强喉癌 Hep-2 细胞对顺铂的敏感性，热疗与顺铂联合有协同抗肿瘤作用。
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Research of hyperthermia enhancing the sensitivity of
laryngeal carcinoma Hep-2 cells to cisplatin*

Yun-hua Zhao, Bao-gang Chen, You-xin Guo, Jian Li, Zhi-hong Ma, Yan-li Tang, Zhi-hong Hu
(Department of Otolaryngology, Chengde Central Hospital, Chengde, Hebei 067000, China)

Abstract:  Objective  To investigate the effect of proliferation and invasion on hyperthermia combinated with 
cisplatin in human laryngeal carcinoma Hep-2 cells and whether the two treatments have an interaction.  Methods 
The Hep-2 cells were randomly divided into 4 groups: control group (37℃), hyperthermia group (43℃), cisplatin 
group and hyperthermia combined with cisplatin group. The effects of hyperthermia combined with cisplatin on 
proliferation, migration and invasion of Hep-2 cells were determined by MTT assay, Wound-healing assay and 
transwell invasion assay.  Results  Four groups of cells were administrated with MTT. The OD value at 490 nm were 
(1.24 ± 0.13), (0.99 ± 0.11), (0.75 ± 0.07) and (0.31 ± 0.07) respectively. Factorial analysis showed that OD values at 
different temperatures were statistically significant (P < 0.05). OD values at different concentrations of cisplatin were 
statistically significant (P < 0.05). There was an interaction between hyperthermia and cisplatin on OD value at 490 nm 
 (P < 0.05). The percentage of 'unhealed area' in the four groups were (31.83 ± 1.62) %, (40.47 ± 1.52) %, (53.13 ±  
2.61) % and (79.83 ± 0.95) % respectively. Factorial analysis showed that the difference of the influence of different 
temperature of hyperthermia on the percentage of 'unhealed area' was statistically significant (P < 0.05). The influence 
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喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤，近年全球喉癌的

发病率明显升高 [1-2]。喉癌主要采取以手术为主的综

合治疗 [2]，尽管目前的治疗手段有所改善，但是预后

仍较差 [3-4]。目前欧美国家非手术保喉治疗已成为中

晚期喉癌患者根治性治疗的一种方式，而非辅助性治

疗 [5]。单纯的化疗是治疗中晚期喉癌的重要方法之一。

顺铂作为喉癌化疗的一线用药，在肿瘤治疗中有着重

要作用，但耐药的出现限制其应用，因此寻找能够增

敏顺铂的治疗方法有重要临床意义。近年热疗与化疗

联合抗癌成为研究热点。研究显示热疗联合化疗在卵

巢癌、食管癌、胃癌等的治疗中已广泛开展并获得较

好的临床效果 [6-8]，且热疗相对安全、无毒。本研究

拟在体外培养条件下观察热疗联合顺铂对喉癌 Hep-2

细胞增殖、迁移和侵袭力的影响，旨在为喉癌的治疗

提供新思路、新方法，为热疗联合化疗治疗喉癌提供

实验依据。

1   材料与方法

1.1    主要试剂

喉癌 Hep-2 细胞由天津医科大学第二医院提供，

RPMI 1640 培养基购自美国 Gibco Invitrogen 公司，胎牛

血清购自天津血液学研究所，胰蛋白酶购自美国 Sigma

公司，顺铂购自山东齐鲁制药有限公司，MTT 购自武汉

华美生物技术有限公司，Transwell 侵袭实验用细胞外

基质胶（ECM）购自美国 Sigma 公司，孔径为 8 μm 的

Transwell 小室购自美国 Corning 公司。

1.2    方法

1.2.1      喉癌 Hep-2 细胞的培养及其对顺铂的敏感性

检测    用含 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基，在

37℃、5% 二氧化碳 CO2 中常规培养、传代喉癌 Hep-2 

细胞。收集处于对数生长期的细胞，实验分 6 组：①阴 

性对照组（培养基不加顺铂）；② 0.004 mg/L 组（顺

铂 浓 度 0.004 mg/L）；③ 0.040 mg/L 组（ 顺 铂 浓 度

0.040 mg/L）；④ 0.400 mg/L 组（顺铂浓度 0.400 mg/L）； 

⑤ 4.000 mg/L 组（顺铂浓度 4.000 mg/L）；⑥ 40.000 mg/L 

组（顺铂浓度 40.000 mg/L）。以 2×105 个 /ml 密度接种

于96孔板，每孔加入100 μl细胞悬液，每组设6个复孔。

5% CO2、37℃、饱和湿度条件下孵育 24 h 后，阴性对

照组继续培养 24 h ；②～⑥组换为含对应浓度顺铂的

培养基，继续培养 24 h。吸弃各孔内培养基，每孔加入

不含血清的 RPMI 1640 培养基 100 μl，MTT 溶液（5 mg/

ml）20 μl，继续培养 4 h。小心吸去孔内培养液。每孔

加入 150 μl 二甲基亚砜（DMSO），低速振荡 10 min，

使结晶物充分溶解。用酶标仪在波长 490 nm 处测量各

孔的光密度（optical density, OD）值，计算顺铂对喉癌

Hep-2 细胞的 IC50。

1.2.2    MTT 法检测 Hep-2 细胞的增殖    收集处于对

数生长期的细胞，分为 4 组 ：①对照组（置于 37℃培

养箱）；②热疗组（置于 43℃培养箱）；③顺铂组（置

于 37℃培养箱并加入顺铂，顺铂的浓度为 4.000 mg/L）； 

④热疗联合顺铂组（43℃培养箱并加入顺铂，顺铂的

浓度为 4.000 mg/L）。以 2×105 个 /ml 密度接种于 96

孔板，每孔加入 100 μl 细胞悬液，每组设 6 个复孔。

37℃、5% CO2 饱和湿度条件下孵育 24 h 后，对照组

于 37℃继续培养 24 h ；热疗组于 43℃作用 2 h 后重新

置于 37℃继续培养 22 h ；顺铂组于 37℃并加入顺铂

（顺铂浓度为 4.000 mg/L）继续培养 24 h ；热疗联合

顺铂组于 43℃并加入顺铂（顺铂浓度为 4.000 mg/L）， 

2 h 后重新置于 37℃继续培养 22 h。MTT 法同上。用

酶 标 仪 在 波 长 490 nm 处 测 量 各 孔 的 OD 值。 按 照

2×2 析因实验设计，2 个因素分别为热疗和顺铂，热

疗有 2 个水平，分别为 37 和 43℃ ；顺铂有 2 个水平，

分别为顺铂浓度 0.000 mg/L 和顺铂浓度 4.000 mg/L。

of different concentrations of cisplatin on the percentage of 'unhealed area' was statistically significant (P < 0.05). 
There was an interaction between the influence of hyperthermia and cisplatin on the percentage of 'unhealed area' 
(P < 0.05). The number of invasion cells in the four groups were (27.80 ± 1.64), (21.80 ± 1.48), (11.20 ± 1.48) and 
(1.80 ± 0.84) respectively. Factorial analysis showed that the influence of different temperature of hyperthermia 
on the number of invasion cells was statistically significant (P < 0.05). The influence of different concentrations of 
cisplatin on the number of invasion cells was statistically significant (P < 0.05). There was an interaction between 
the effects of hyperthermia and cisplatin on the number of invasion cells (P < 0.05).  Conclusion  Hyperthermia 
can enhance the sensitivity of Hep-2 cells to cisplatin. Hyperthermia combined with cisplatin has synergistic anti-
tumor effects.

Keywords:  laryngeal neoplasms; malignant hyperthermia; cisplatin; proliferation; neoplasm invasiveness
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1.2.3      Wound-healing 划痕实验检测 Hep-2 细胞的

迁移    Hep-2 细胞按上述分组接种到 6 孔板，每孔的

培养体积为 3 ml，细胞数大约为 5×105 个 /ml，37℃、

5% CO2 饱和湿度条件下孵育 12 h。用 200 μl 移液器

在已经铺满的单层细胞上划痕，磷酸盐缓冲液（PBS）

清洗 3 次，洗掉漂浮的细胞。对照组、热疗组用 3 ml

无血清 RPMI 1640 培养基培养，顺铂组、热疗联合顺

铂组用 3 ml 无血清含 4.000 mg/L 顺铂的 RPMI 1640

培养基培养，在 0 和 24 h 拍照，实验重复 3 次。

1.2.4      Transwell 侵袭实验检测 Hep-2 细胞的侵袭力     

分组同 1.2.2，收集处于对数生长期的细胞，随机分为 4

组，以 2×105 个 /ml 的密度接种于 30 mm2 平皿，37℃、5% 

CO2 饱和湿度条件下孵育 24 h 后，对照组于 37℃继续

培养 24 h ；热疗组于 43℃作用 2 h 后重新置于 37℃继

续培养 22 h ；顺铂组于 37℃并加入顺铂（顺铂浓度为

4.000 mg/L）继续培养 24 h ；热疗联合顺铂组于 43℃并

加入顺铂（浓度为 4.000 mg/L），2 h 后重新置于 37℃

继续培养 22 h。采用 Transwell 侵袭实验法 [9]，将人工

细胞外基质胶（ECM）按 1 ∶ 4 比例用无血清的培养

基稀释后，每室 100 μl 均匀铺于小室膜上，将小室置

于 24 孔板中，上室加入 70 μl 无血清培养基，37℃静

置 30 min，使基质胶水化后吸去剩余培养液。将 4 组细

胞消化并计数，调整密度至 2×105 个 /ml，取细胞悬液

200 μl 加入上室。下室加入 600 μl 含 30% 血清的培

养基。24 h 后取出小室，PBS 清洗 2 遍，棉签擦去 ECM

和上室内的细胞，甲醇固定 15 min，苏木精染色，显微

镜下观察，随机选择 5 个视野计数，取每组的平均值为

Hep-2 细胞的穿膜细胞数。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用单因素方差分析

或析因设计方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t 检

验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    Hep-2 细胞对顺铂的敏感性

6 组细胞进行 MTT 处理，测波长 490 nm 处 OD 值

分别为（1.24±0.13）、（1.22±0.08）、（1.18±0.08），（1.09± 

0.08）、（0.75±0.07）及（0.25±0.03），经方差分析，差

异有统计学意义（F =130.925，P =0.000）；40.000 mg/L 

组 OD 值低于其他组（P <0.05）；4.000 mg/L 组 OD 值

均低于 0.400 mg/L 组、0.040 mg/L 组、0.004 mg/L 组和 

阴 性 对 照 组（P <0.05）；0.400 mg/L 组 OD 值 低 于

0.004 mg/L 组和阴性对照组（P <0.05），与 0.040 mg/L

组比较差异无统计学意义（P >0.05）；0.040 mg/L 组、

0.004 mg/L 组和阴性对照组 OD 值比较差异无统计学

意义（P >0.05）（见图 1）。顺铂对喉癌 Hep-2 细胞的

IC50 为 19.555 mg/L。
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图 1    Hep-2 细胞对顺铂的敏感性    （x±s）
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2.2    热疗联合顺铂对 Hep-2 细胞增殖的影响

4 组细胞进行 MTT 处理，测波长 490 nm 处 OD 值分

别为（1.24±0.13）、（0.99±0.11）、（0.75±0.07）及（0.31± 

0.07），析因分析显示，不同温度热疗在波长 490 nm 处

的 OD 值有差异（F =73.665，P =0.000），不同浓度顺铂

在波长 490 nm 处的 OD 值有差异（F =213.005，P = 

0.000），热疗与顺铂对在波长 490 nm 处的 OD 值存在

交互作用（F =5.071，P =0.036）。见图 2 和表 1。

2.3    热疗联合顺铂对 Hep-2 细胞迁移的影响 

4 组细胞未愈合区百分比分别为（31.83±1.62）%、

（40.47±1.52）%、（53.13±2.61）% 及（79.83±0.95）%，

析因分析显示，不同温度热疗的未愈合区百分比有差

异（F =296.934，P =0.000），不同浓度顺铂的未愈合

区百分比有差异（F =875.370，P =0.000），热疗与顺

铂对未愈合区百分比的影响存在交互作用（F =77.633，

P =0.000）。见表 1 和图 3、4。

图 2    各组 Hep-2 细胞的 OD 值比较    （x±s）
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2.4    热疗联合顺铂对喉癌 Hep-2 细胞侵袭力的 
影响

4 组细胞穿过 Transwell 小室膜的细胞数目分别

为（27.8±1.64）、（21.8±1.48）、（11.2±1.48）及（1.8± 

0.84）个，析因分析显示，不同温度热疗的穿膜细胞数 

图 3    各组 Hep-2 细胞的迁移    （×100）

对照组                              热疗组                              顺铂组                        热疗联合顺铂组

0 h

24 h

       对照组                  热疗组

图 6    各组 Hep-2 细胞的侵袭力    （苏木精染色 ×200）

  顺铂组     热疗联合顺铂组

图 5    各组 Hep-2 细胞穿膜细胞数比较 

（x±s）
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图 4   各组 Hep-2 细胞未愈合区百分比比较 

（x±s）
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有差异（F =152.026，P =0.000），不同浓度顺铂的穿

膜细胞数有差异（F =858.692，P =0.000），热疗与顺

铂对穿膜细胞数的影响存在交互作用（F =7.410，P = 

0.015）。见表 1 和图 5、6。

表 1    各组 Hep-2 细胞的增殖、迁移和侵袭力    （x±s）

组别 因素 A 因素 B OD 值 未愈合区百分比 /% 穿膜细胞数 / 个

对照组 热疗（37℃） 顺铂（0 mg/L） 1.24±0.13 31.83±1.62 27.8±1.64

热疗组 热疗（43℃） 顺铂（0 mg/L） 0.99±0.11 40.47±1.52 21.8±1.48

顺铂组 热疗（37℃） 顺铂（4 mg/L） 0.75±0.07 53.13±2.61 11.2±1.48

热疗联合顺铂组 热疗（43℃） 顺铂（4 mg/L） 0.31±0.07 79.83±0.95 1.8±0.84
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3    讨论

我国喉癌发病率约为 26/10 万，占全身恶性肿瘤

的 0.6%，病死率约为 15/10 万，占全身肿瘤的 0.5%[10]。

喉癌容易局部复发和 / 或远处转移，导致预后不良和

治疗失败 [10]。顺铂是一种细胞周期非特异性细胞毒

性药物，DNA 为其主要靶点，通过破坏肿瘤细胞 DNA

的正常结构，阻止 DNA 的复制，诱导肿瘤细胞的凋 

亡 [11]。早期对顺铂敏感的肿瘤在长期临床应用中逐渐

产生耐药，限制其应用。而高温热疗是利用物理疗法，

使组织加热，达到杀灭癌细胞的温度，以治疗恶性肿

瘤。被认为是继手术、放疗、化疗、生物免疫疗法之

后的第 5 种肿瘤治疗方法。临床应用无毒、安全，也

称为绿色治疗 [12]。

本研究采用 MTT 比色法研究热疗联合顺铂对喉

癌 Hep-2 细胞增殖的影响。MTT 可以被活细胞线粒

体中琥珀酸脱氢酶还原成水不溶性的甲瓒结晶，并

沉积在细胞中。结晶溶于 DMSO，经酶标仪检测后的

OD 值可间接反映活细胞数。本实验 4 组 Hep-2 细胞

进行 MTT 处理，结果显示 ：热疗与顺铂均可以抑制

Hep-2 细胞增殖，热疗与顺铂联合对 Hep-2 细胞增殖

的抑制有交互作用，表明热疗与顺铂联合有协同抗肿

瘤作用。由此推测，热疗联合化疗的作用机制有可能

是 ：①热疗通过杀伤处于 S 期肿瘤细胞的方式抑制

肿瘤增殖。②热疗改变肿瘤细胞膜的结构，有利于化

疗药物进入肿瘤细胞，进而增加肿瘤细胞内的药物浓 

度 [13]，从而增强肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。

肿瘤细胞的侵袭是肿瘤发生转移的重要步骤，是

恶性肿瘤最本质特征之一，抑制肿瘤的侵袭力可控制

或降低肿瘤转移的发生。细胞外基质的降解是恶性肿

瘤转移的关键步骤。本研究结果显示，热疗与顺铂均

可以降低 Hep-2 细胞迁移和侵袭能力，热疗与顺铂联

合对 Hep-2 细胞迁移及侵袭的抑制有交互作用，表明

热疗与顺铂联合有协同抗肿瘤侵袭作用。有研究显示，

热化疗可能通过抑制肿瘤细胞外基质降解，抑制肿瘤

源性血管内皮细胞增生和细胞外基质再塑，从而抑制

肿瘤细胞的扩散转移 [14]。笔者推测其机制可能为 ：热

疗联合顺铂抑制肿瘤细胞，产生某些能够影响细胞外

基质形成物质的能力，或者对具有降解细胞外基质功

能的蛋白产生抑制作用，从而抑制肿瘤细胞的侵袭力。

但具体的机制仍待进一步研究来证实。

综上所述，热疗与顺铂 2 种治疗方案联合应用有

协同作用，热疗可以提高顺铂对 Hep-2 细胞的敏感

性。热疗联合顺铂抑制喉癌 Hep-2 细胞的增殖，降低

Hep-2 细胞的迁移及侵袭力，从而为喉癌的临床治疗

提供理论基础，但具体机制尚待进一步研究。
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