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摘 要!$目的% 研究癌相关成纤维细胞的条件培养基对卵巢癌细胞侵袭能力的影响及作用
机理& $方法% 原代培养人卵巢正常成纤维细胞'

:2?

(和癌相关成纤维细胞)

-@?

("并收取
条件培养基

:2?3A

和
-@?3A

& 用无血清的培养基
BCDC

*

:2?3A

和
-@?3A

分别处理
;<28=

细胞"诱导
;<28=

细胞发生上皮间质转化!

DCE

("通过形态观察和
F01G0() H+&G

验
证& 形态上发生上皮间质转化!

DCE

(的
;<28=

细胞"用
G(*)1I0++

小室及三维培养实验检测
细胞的侵袭能力的改变& $结果%

-@?

的条件培养基能在体外诱导卵巢癌细胞
;<28=

在形
态上发生改变+细胞连接疏松"部分细胞呈梭形"且明显下调

D!3*J.0(/)

蛋白表达量"明显上
调

8/A0)G/)

蛋白表达量&

E(*)1I0++

侵袭实验显示
-@?3A

处理后的
;<28=

穿透
A*G(/40+

胶
的细胞数 !

!KL9"""=!9K$

(相比于无血清的
BCDC

组 !

$"9$""779M!

(和
:2?3A

组 !

77$9$""

7L9!!

("数量明显增多
NOP"9"""=ML

和
OP"9""7!QKR

,三维培养实验中只有
-@?3A

组和
:2?3A

组能形成克隆球"而在无血清的
BCDC

组不能形成克隆球"

-@?3A

组)

=M9MQ"#9M>

(相比于
:2?3A

组)

#L9QS"79!T

("形成的克隆球明显增大"向外侵袭能力增强"数量增多
NOU>9>>7R

&$结
论%卵巢癌

-@?

通过诱导卵巢癌细胞发生
DCE

"进而促进卵巢癌细胞的侵袭能力&

主题词!卵巢肿瘤,癌相关成纤维细胞,上皮间质转化,侵袭
中图分类号!

VM=M9=#

文献标识码!

@

文章编号!

#$M#W7M>X

"

!>7$

#

7!W>TKKW>Q

J&/

!

7>977M=QYZ9/11)97$M7W7M>X9!>7$97!9[>>!

2\*(/*) -*)30(!*11&3/*G0J ?/H(&H+*1G1 O(&A&G01 ])\*1/&) &,

2\*(/*) -*)30( ;<28= -0++ ^/)01 E.(&'4. D_/G.0+/*+!A01!

0)3.5A*+ E(*)1/G/&)

`@2 F0)

"

abc E*&

)

!"#$%&'( )&'*#+ ,-./%0&1

"

,&'(2"-3 =7>>!!

"

)"%'&

(

!"#$%&'$

+$

2HZ03G/\0

%

E& 0d_+&(0 G.0 0,,03G1 &, 3*)30(!*11&3/*G0J ,/H(&H+*1G1N-@?R &) /)\*1/&) *!

H/+/G5 &, 0_/G.0+/*+ &\*(/*) 3*)30( 30++1ND2-R9

$

C0G.&J1

%

:&(A*+ .'A*) &\*(/*) ,/H(&H+*1G1N:2?R

*)J -@? I0(0 _(/A*(/+5 3'+G'(0J *)J G.0 3&)J/G/&)0J A0J/'A1 N-CR &, )&(A*+ .'A*) &\*(/*) ,/!

H(&H+*1GN:2?3AR *)J -@?N-@?3AR I0(0 3&++03G0J9 2\*(/*) 3*)30( ;<28= 30++1 I0(0 G(0*G0J I/G.

10('A ,(00 A0J/'ANBCDCR

"

:2?3A &( -@?3A G& /)J'30 0_/G.0+/*+!A010)3.5A*+ G(*)1/G/&)NDCER9

DCE A*(e0(1 D!3*J.0(/) *)J 8/A0)G/) I0(0 J0G03G0J H5 F01G0() H+&G *,G0( ;<28= 30++1 I0(0

G(0*G0J9 -0++ /)\*1/&) *H/+/G5 I*1 A0*1'(0J H5 E(*)1I0++ 3.*AH0( *)J G.(00!J/A0)1/&)*+ 30++ 3'+!

G'(09

$

V01'+G1

%

@,G0( G(0*GA0)G I/G. -@?3A1

"

;<28= 30++1 .*J +&&10 3&))03G/&)1

"

_*(G &, G.0

30++1 I*1 1_/)J+0 1.*_0J

,

G.0 D!3*J.0(/) _(&G0/) +0\0+ I*1 J&I)!(04'+*G0J *)J 8/A0)G/) I*1 '_!

(04'+*G0J9 E(*)1I0++ *11*5 1.&I0J G.*G G.0 A/4(*G/&) *)J /)\*1/&) &, ;<28= 30++1 G(0*G0J I/G.

-@?3A

)

!KL9>>"=!9K$

(

I0(0 1/4)/,/3*)G+5 /)3(0*10J

"

3&A_*(0J I/G. :2?3A 4(&'_N77$9$>"7L9!!R

*)J BCDC 4(&'_

)

$>9$>"779M!

(

NOP>9>>>=ML *)J OP>9>>7!QK

"

(01_03G/\0+5R9 ]) G.(00!J/A0)1/&)*+

3'+G'(0 A&J0+1

"

3+&)0 1_.0(01 I0(0 ,&(A0J /) -@?3A 4(&'_ *)J /) :2?3A 4(&'_

"

H'G )&G /)

BCDC 4(&'_9 E.0 3+&)0 1_.0(01 /) -@?3A 4(&'_ I0(0 H/440( *)J A&(0 *44(011/\0 G.*) G.&10 /)

:2?3A 4(&'_

,

*)J G.0 )'AH0( &, 3+&)0 1_.0(01 /) -@?3A 4(&'_N=M9MQ"79M>R I*1 1/4)/,/3*)G+5 /)!

3(0*10J 3&A_*(0J I/G. :2?3A 4(&'_N7L9Q>"79!TRNOU>9>>7R9

$

-&)3+'1/&)

%

-@? /)J'301 G.0 DCE &,

&\*(/*) 3*)30( 30++1

"

I./3. G.0(0H5 _(&A&G01 G.0 /)\*1/\0)011 &, &\*(/*) 3*)30( 30++1!/) \/G(&9

()"*+'$ ,-%.#

+

&\*(/*) )0&_+*1A1

,

3*)30(!*11&3/*G0J ,/H(&H+*1G

,

0_/G.0+/*+!A010)3.5A*+ G(*)1/G/&)

,

/)\*1/&)

基金项目!浙江省自然科学基金"

^f#Lb#$>>#>

#

通讯作者!朱 滔!副主任医师!硕士$浙江省肿瘤医院妇瘤科!浙江省
杭州市拱墅区半山东路

#

号%

=#>>!!

&$

D!A*/+

'

e0()&(g#$=93&A

收稿日期!

!>#$W>MW>!

$修回日期!

!>#$W#>W>Q

目前" 肿瘤微环境的研究是肿瘤研究领域的热 点& 肿瘤微环境不仅在肿瘤细胞的恶性转化过程中

发挥重要作用" 而且在肿瘤细胞的转移复发阶段提

供必要的支持$

#

"

!

%

& 肿瘤微环境中有多种细胞和细胞

外基质" 其中最主要的细胞是癌相关成纤维细胞
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$ 在对多种类型

的上皮性肿瘤的研究中发现%

345

可以促进上皮细

胞的恶性转变! 在肿瘤的发生和演进过程中起到了

重要的作用"

8

#

$

上皮间质转化&

9:;

'!是指上皮细胞通过特定

程序转化为具有间质表型细胞的生物学过程! 是肿

瘤发生侵袭( 转移的第一步 "

<

!

$

#

$ 卵巢恶性肿瘤中

=<>?@A>

都是上皮性肿瘤!同时卵巢癌的主要转移

途径是腹腔内播散和远处转移$ 所以研究卵巢癌

9:;

有重要的意义$ 那么卵巢癌中的
345

能否导

致肿瘤的
9:;

!从而促进肿瘤的侵袭转移) 目前的

研究还比较少$本研究初步探讨
345

对卵巢癌细胞

9:;

的诱导及对其侵袭能力的影响$

B

材料与方法

!"!

细胞系和培养基

实验所用的卵巢正常成纤维细胞&

CD5

'和卵巢

癌相关成纤维细胞&

345

'分别来自人正常卵巢标本

和卵巢癌标本的原代培养细胞$ 组织标本来自浙江

省肿瘤医院妇瘤科
!AB8

年收治的早期宫颈癌切除

卵巢的标本
!

例 &经病理证实卵巢是正常的'和

!AB8

年收治的卵巢癌标本
!

例&经病理证实为高级

别浆液性腺癌'!标本获取前均与患者签署知情同意

书!获得本人许可$ 成功分离到
!

株
CD5

细胞和
!

株
345

细胞!

7E"

(

3D

!

体积分数为
<>

的恒温培养

箱培养 ! 细胞生长状态良好 $ 人卵巢癌细胞株

FGDH7

%购自美国模式培养物集存库
I4J)*-&'( ;KL)

3M2.M*) 3,22)&.-,(

!

4;336

* 培养基为含
BA>

胎牛血

清 (

BAANOJP

青霉素及
BAA!QOJP

链霉素的
R9:9

I

购于美国
S-1&,

公司
6

! 培养环境为
7E"

(

3D

!

体积

分数为
<T

的恒温培养箱$传代时用
"U!<>

的胰蛋白

酶消化!按
##7

的比例传代$

!"#

正常卵巢成纤维细胞和
345

的分离培养及条

件培养基收取

细胞培养!取生长状态良好的未衰老的
CD5

和

345

细胞!用含
#A>5VF

的
R:9:

培养基培养!

8=W

细胞汇合度约
=">

$

收集条件培养基!取第
7

代的(生长状态良好的

CD5

和
345

培养
!8W

后! 更换无血清
R:9:

培养

基! 继续培养
8=W

后收集上清液即为条件培养基%

CD5&J

和
345&J

$ 收集的条件培养基!离心机
B<"

"*OJ-(

!

B"J-(

!针筒吸取上清液用
"U!!LJ

一次性滤

器过滤!分装后可立即使用!也可
X=A"

保存备用$

!"$

条件培养基处理
FGDH7

细胞

将
FGDH7

细胞在
7<JJ

培养皿中正常培养至

E<>

的密度! 然后用含
CD5&J

或
345&J

或无血清

的
R:9:

处理细胞
8=W

!细胞长满后传代继续处理

8=W

! 收集细胞样品! 进行蛋白质印迹法
%Y)+.)*(

12,.Z

检测或进行细胞迁移与侵袭检测试验$

!"% Y)+.)*( 12,.

检测

细 胞 收 集 后 加 入
[\]4

裂 解 液
%# $]VF

!

#>

C]8A

!

AU#>FRF

!

<JJ,2OP 9R;4

!

AU<>

去氧胆酸钠!

#JJ,2OP

原钒酸钠
Z

常规方法提取细胞的总蛋白!

V34

法测定蛋白浓度$ 取
!<!Q

蛋白质! 行
#A>

FRF!]4S9

电泳$电泳完毕后!

8"

(

@AH

电转移
!W

至

]HR5

膜上$

]HR5

膜用含
<>

脱脂奶粉的
;VF;

室

温封闭
#W

后! 加入一抗
8"

温育过夜!

;VF;

洗膜

后!加入二抗室温孵育
#U<W

!洗膜后!加入现配的增

强型化学发光试剂
%93PZ

常规显像$ 以
"!'&.-(

为内

对照$ 其中抗体
9!&'/W)*-(

和
H-J)(.-(

购自美国

3)22 F-Q('2-(Q ;)&W(,2,QK

公司$

!"& ;'(+^)22

法测细胞侵袭能力

本实验采用
=!J

微孔聚碳酸酯膜的
.*'(+^)22

小室
I

购自美国
VR

公司
6

$首先将
:'.*-Q)2I<"JQOP6

胶

和无血清
R:9:

培养基以
B#7

比例进行混合$ 小室

上室铺
B""!2

混合好的
:'.*-Q)2

!

7E"

无菌保持过

夜! 确保
:'.*-Q)2

充分凝固$ 收集对数生长期的细

胞! 分别用无血清的
R:9:

(

CD5

条件培养基(

345

条件培养基培养细胞!调整细胞浓度为
B$B"

$

OJ2

!每

孔加
B""!2

细胞悬液于上室!设
7

个重复孔!下室加

入
B"T 5VF

的
R:9:

培养基
$""!2

$ 在
7E"

(体积

分数为
<T

的
3D

!

培养箱中温育
!8W

后取出小室!

滤膜用
8T

甲醛固定
!"J-(

$

]VF

清洗
7

次!用棉签

小心擦去未侵袭的滤膜表面细胞!

BT

结晶紫染色!

之后在显微镜下拍照!本实验重复
7

次$

!"'

体外三维培养法

BU$UB

包 被

#

用
"U"!J,2O2

乙酸稀释
$

型鼠尾胶原
I

购自美

国
VR

公司
6

至
<"!QOJ2

*

%

在
!8

孔板中每孔加入以

上
7""?<""!2

已稀释好的
&

型鼠尾胶原! 室温孵育

BW

*

'

将
!8

孔板中的液体吸走!

]VF

清洗
7

次*

(!8

@=@
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孔板可以立即使用或无菌条件下晾干备用!

#9$9!

接种细胞

!;

孔板每孔最终接种
!<=

个细胞"先取两个试

管
>

#

?

"

>

中加入培养基和一定数目的细胞"

?

中加

入培养基#

!

型鼠尾胶原和
:*2@

$比例为
< !# !

=9=!A<

%"在冰上操作"

>

和
?

的比例为
#!#

"在冰上

混含
>

#

?

"混匀后加入到已包被好的
!;

孔板中"每

孔加入
#B+

"仔细操作不要有气泡产生! 加好之后"

放进
AC"

培养箱孵育!

#

周之后"荧光倒置显微镜下

观察克隆的形态"拍照"并计数克隆的数量!

!"#

统计学处理

采用
DEDD #C9=

软件包进行统计学处理! 计数

资料采用
"

! 检验&计量资料采用非参数检验!

EF"9"<

为差异有统计学意义!

!

结 果

$"! ->G

条件培养基促进

DH28A

细胞形态上发生
IJK

用 无 血 清 的
LJIJ

#

:2G3B

或
->G3B

或分别培

养
DH28A

细胞
!

代后" 观察

细胞生长状况及细胞形态 "

发现只有
->G3B

组细胞长势

良好" 细胞增殖能力最强 "

DH28A

细胞由多角形变为长

梭形" 细胞之间由之前的紧

密连接"也变为间质样散在分

布生长$

G/4'(0 7

%! 而在无血

清的
LJIJ

组和
:2G3B

组"

由于营养物质的缺乏"细胞逐

渐凋亡" 不能发生形态上的

IJK

! 发生
IJK

后的肿瘤细

胞"细胞之间紧密连接缺失"

变为长梭形"细胞运动能力明

显增强"是细胞侵袭转移的重

要环节!

$"$ ->G

条 件 培 养 基 对

DH28A

细胞
IJK

标记蛋白

表达的影响

用 无 血 清 的
LJIJ

#

:2G3B

或
->G3B

或分别培养
DH28A

细胞
!

代后"

通过
M01N0() O+&N

检测
IJK

相关蛋白的变化" 并分

析其具体的灰度值! 在本研究中"

##*3N/)

的灰度值

为 &

A$$C9P=

&

:&(B*+ B0Q/'B

#

:2G3B

#

->G3B

组
I#

3*Q.0(/)

的灰度值分别为'

7RR!9P=

#

CCR9$<

#

A$=9!<

!

:&(B*+ B0Q/'B

#

:2G3B

#

->G3B

组
8/B0)N/)

的灰度

值分别为'

R!79;A

#

C$=9$=

#

7!!=9P=

! 可以明显地观察

到
->G3B

组下调
I#3*Q.0(/)

蛋白表达"上调
8/B0)N/)

蛋白表达!

I#3*Q.0(/)

是肿瘤细胞表面上皮的特异性

标志物"而
8/B0)N/)

是间质细胞的特异性标志物"

I#

3*Q.0(/)

的丢失" 表明上皮之间的紧密连接遭到破

坏"而
8/B0)N/)

的增加"表明细胞具有间质的特性!

说明
->G3B

处理后细胞发生了
IJK

$

G/4'(0 !

%!

$"% ->G

条件培养基促进
DH28A

细胞的侵袭能力

为了检测
->G3B

对
DH28A

细胞的迁移侵袭能

&'()*+ ! ,+-- ./*01/-/(2 /3 /45*'56 7567+* 7+--89!!::;

>

'

-0++ B&(S.&+&45 &, &T*(/*) 3*)30( 30++ +/)0 DH28A

&

?

'

-0++ B&(S.&+&45 &, DH28A N(0*N0Q

O5 ->G3B ,&( ! S*11*401

$

7==$

%

9

> ?

> ?

&'()*+ $ <"75=1+*'6 56= >'.+6?'6 0*/?+'68

!

-+4+-8 '6 @AB>% ?*+5?+= C2 ='33+*+6?

.+=').8 53?+* DE1

>

'
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力的影响! 本实验采用了
%&'()*+,,

小室进行实验"

培养
!-.

后检测每高倍视野下穿过细胞膜细胞数!

/

个复孔求得均数和标准差"

01&2', 2+3452

#

06782

#

9:782

组的细胞数分别为 $

$;<$;!##<=!

#

##$<$;!

#-<!!

#

!>-<""!/!<>$

" 结果表明! 对比于无血清的

?@A@

组!

9:782

处理的
BC6D/

细胞穿过膜的细

胞数量明显增加%

EF;<;;;/=-

&!同时对比于
06782

组!

9:782

处理的
BC6D/

细胞穿过膜的细胞数量

明显增加%

EF;<;;#!G>

&" 表明
9:782

处理后细胞的

侵袭性增强
H74I5&+ /

!

-J

"进一步证明!

9:7

可能通过

其分泌的一系列因子促进肿瘤细胞的恶性行为!从

而促进卵巢癌的的扩散和转移"

!"#

三维培养观察
9:782

处理后
BC6D/

细胞的

形态和侵袭力

三维培养形成类似体

内组织的结构! 细胞能够

沿着三维载体的孔隙生

长! 可以动态观察到肿瘤

细胞的侵袭转移状况" 结

果!在无血清的
?@A@

组

不能形成克隆球!

06782

组和
9:782

组形成的克

隆球分别为 %

/=<=G!#<=;

&

和 %

#-<G;!#<!K

&' 对比于

06782

组!

9:782

组形成

的克隆球明显增大 %图

G:

&! 细胞向外的侵袭性

越强!数量增多
H

图
GL

!

EM;<;;#N

" 进一步表明
9:7

可以诱导肿瘤细胞发生
A@O

!从而促进肿瘤的生长

和侵袭"

/

讨 论

现在的肿瘤学观念越来越强调肿瘤与肿瘤微环
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"7$68&+9!!6:&9#!

境是一个不可分割的整体!

;

"

# 卵巢癌
-<=

也是卵巢

肿瘤微环境中的重要的成分$ 不仅在启动肿瘤的恶

性转化发挥作用$ 而且具有促进卵巢癌细胞增殖和

侵袭转移的作用!

>

$

?

"

%

-<=

发挥作用的方式主要是由

于活化后的
-<=

分泌大量的生长因子和趋化因子

到肿瘤微环境中!

7"

"

&所以在
-<=

的条件培养基中含

有
-<=

分泌的大量因子%

@AB

是大多数上皮性肿瘤发生侵袭转移转移

的第一步&越来越多的临床和实验研究证实
-<=

与

@AB

相关 !

77

&

7!

"

% 这是因为诱导肿瘤细胞发
@AB

的

胞外信号主要包括一系列的生长因子和趋化因子

等 !

7C

&

7D

"

&而这些因子很多是由
-<=

分泌的% 所以在

本实验中只有
-<=

条件培养基组能促进
EF28C

细

胞形态上发生上皮间质转化样改变% 细胞之间的紧

密连接丢失&变为散在分布的长梭形&更有利于细胞

的活动%通过蛋白检测发现&这些形态发生改变的细

胞&明显地下调
@!3*G.0(/)

蛋白表达&上调
8/H0)I/)

蛋白表达&这些蛋白的变化进一步证实
-<=

的条件

培养基诱导卵巢癌细胞发生了
@AB

!

7C

"

%

@AB

发生可增强细胞的迁移和侵袭能力 !

7J

"

&这

在本研究的
I(*)1K0++

小室和三维培养实验中得到了

验证%

-<=3H

处理后的
EF28C

细胞的穿透
H*I(/40+

胶的能力明显增强&而在三维培养试验中&从克隆球

的形态中也可以观察到肿瘤细胞向外侵袭性也明显

提高% 最近的研究也认为&发生
@AB

的肿瘤细胞甚

至具有部分肿瘤干细胞的特性% 而在本研究的三维

培养试验中
-<=3H

处理后的
EF28C

细胞形成的克

隆球在一定程度上具有干细胞的特性% 三维培养模

型是近年来细胞培养领域研究的热点& 其利用各种

方法及材料使细胞呈空间立体方式生长& 使其更接

近于体内生长模式&形成类似体内组织的结构&发挥

其功能!

7$

"

% 三维培养模型中观察到的克隆球对于体

外研究肿瘤的增殖和侵袭转移具有重要的价值&因

为能在体外观察到肿瘤微环境对细胞的增殖' 迁移

及侵袭的作用!

7;

"

#本实验的结果基本证实
-<=

通过

分泌一系列的因子到条件培养基中& 诱导卵巢癌发

生
@AB

&进而促进肿瘤的迁移和侵袭&但数据仍需

要进一步在动物体内和人体卵巢癌标本组织中进行

相关验证# 这一初步结论为我们后续的研究提供了

思路和方向&同时预示着
-<=

在肿瘤微环境中的重

要性&对卵巢癌复发的早期诊断'治疗和预后可能具

有理论价值和临床意义#
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