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摘 要!%目的& 建立肝癌细胞体外三维培养模型"模拟在体肿瘤微环境"在体外研究肝癌细
胞侵袭转移的生物学行为特点' %方法& 基于

?+@)051,

制作三维基质模型"跟踪观察不同培养
时间的细胞形态并三维重建" 同时利用荧光量子点标记分子探针实时监测

A..B?C

的形态
学以及动力学特征' %结果& 在该三维培养模型中"

A..B?C

细胞呈现出典型的肿瘤侵袭多
步骤特征"包括(克服衰老"局灶性增生活跃"优势克隆侵袭'

A..B?C

细胞在接种后不同时
态"细胞及细胞间展现出不同形态"呈现出血管拟态及不规则克隆"同时伸出伪足"促进细胞
变形"并向四周浸润生长"证明肝癌细胞具备自身变形能力' %结论& 本研究成功建立体外人
肝癌细胞培养三维模型"表达

?D#!??E

的伪足以及血管形成在肝癌侵袭转移过程中起关键
作用'

主题词!肝肿瘤#量子点#三维培养#肿瘤侵袭
中图分类号!
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肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一! 占全球肝

癌患者的
%&'

以上"

(

!

!

#

$ 即使是小肝癌根治性切除!

术后
)

年转移复发率仍高达
%*+)'

"

*

#

! 根本原因在

于肝癌细胞的侵袭生物学行为$ 肝癌侵袭是一个多

因素%多环节%多阶段%逐渐发展的过程!涉及多分子

异常及多信号通路的激活"

%

#

$ 微环境的差异一定程

度上决定了肿瘤灶的发展!因此!研究肿瘤侵袭过程

必须考虑细胞外间质 &

,-./01,22320/ 40./5-

!

678

'的

作用以及细胞
9

间质间的相互作用"

)

#

$ 模拟肿瘤侵袭

过程中肿瘤细胞所处的微环境! 并显示肿瘤细胞群

体的形态变化和
678

重塑形成的三维形态结构显

得至关重要"

:

#

$ 另外!量子点&

;30<.34 =>.?

!

@A?

'标

记生物分子探针在细胞分子成像及定量检测分析方

面有显著优势 "

B

!

$

#

!尤其是在多分子成像 "

C

!

(&

#和多种

标志物检测方面"

C

#

!具有良好的应用前景$

本课题拟建立三维培养模型! 模拟在体组织形

态及相关微环境! 结合荧光量子点标记分子探针技

术的多分子成像优势!建立新型肿瘤细胞培养平台!

在接近实体环境下研究肝癌细胞的侵袭行为$

(

材料与方法

!"!

细胞株和主要试剂及仪器

人肝癌细胞株
D77E8C

由本实验室提供!用含

(&'

小牛血清&杭州四季青公司'的
A868

培养基

在
*B!

%

)' 7F

!

条件下培养$ 三维培养所用
80"

./5G,2

购自美国
HA

公司$ 使用日本
F2I4J3?

公司的

HK)#

荧光显微镜以及
AL"HMN

软件和激光共聚焦

显微镜采集并记录图像数据$

!"#

基于
80./5G,2

三维

培养方法

在常规
!%

孔板 中

置入直径
( 14

的圆形

盖玻片! 加入用
A868

稀 释 后 的
80./5G,2

&

A868 #80./5G,2 ! #(

'

(""!2

!在
*B!

培养箱中

放置
*"45<

! 待
80./5G,2

凝固后! 加入
(""!2

含

有
D77E8C

细胞的完全

培养液&

A868O#&'PHMO

#'

链霉素和青霉素'!细

胞浓度为
#$#&

)

Q42

$ 再加入完全培养液
(42

! 置于

*B!

%

)'7F

!

培养箱中培养!每日更换培养液$

!"$

免疫荧光染色

细胞用
LHM

冲洗后 !

%'

多聚甲醛常温固定

(&45<

!

!' HMR

封闭
*&45<

!加一抗
%!

过夜!

LHM

冲

洗后加荧光二抗
*B!

孵育
!S

!冲洗后观察$ 本研究

采用的一抗为小鼠抗人
8T("88L

单克隆抗体 &

(#

(&&

稀释!

MRUTR 7VWX

公司'! 荧光二抗为
AI25GS.

)%C

山羊抗小鼠
YGZ

&

##!&&

稀释!

H,I>.54,

公司'$

!"%

量子点荧光探针染色

细胞用
LHM

冲洗后 !

%'

多聚甲醛常温固定

#&45<

!

!' HMR

封闭
*&45<

!加一抗
%!

过夜!

LHM

冲

洗后加生物素标记兔抗小鼠
YGZ *B! *&45<

!

LHM

冲洗后
!' HMR

封闭
*&45<

! 加入亲和素标记的量

子点
@A:))

在
*B!

孵育
!S

!冲洗后观察$ 一抗为小

鼠抗人
8T#"88L

单克隆抗体 &

###&&

稀释!

MRUTR

7VWX

公司'!二抗为生物素标记兔抗小鼠
YGZ

&

##!&&

稀释!

H,I>.54,

公司'! 链霉素标记的量子点
@A:&)

&

##!&&

稀释!

Y<[5./>G,<

公司'$

!

结 果

#"!

人肝癌细胞株
&''()*

的三维模型构建

成功构建人肝癌细胞株
D77E8C

的三维培养

模型$激光共聚焦显微镜观察显示(细胞先在胶面表

层融合生长!继而深层逐渐浸润迁移&

P5G3/, #

'$ 证

实该模型下不同胶面可观察到细胞不同的生长情

况!真正实现模拟在体肿瘤微环境$

U>.,

(
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三维模型中的细胞形态学结果

在早期细胞形成网状结构! 未形成克隆或克隆

形成数少!边缘清楚而光滑!并且细胞间连接紧密"

随着细胞生长!逐渐形成大而不规则的克隆!边缘不

整齐!其余未形成克隆的细胞!伸出伪足!促进细胞

变形!向四周浸润生长!提示肝癌细胞具备自身变形

能力" 膜型基质金属蛋白酶#

<1<=)+*1!>6?1<+>)0@

<1>+,,'?)'>10*+21!8

!

AB8!AAC

$ 可以降解
D.A

中的

胶原并且突破肿瘤细胞基底膜等! 是肿瘤侵袭转移

的关键分子% 结果显示
AB8!AAC

在肿瘤细胞的伪

足部位蓄积!形成膜型突起" 因此!基于量子点探针

技术检测
E..FAG

细胞的
AB8!AAC

表达! 以清晰

显示三维模型下肿瘤细胞的形态学特征&

H05()1 !

$%

目前认为从正常细胞到转移性癌必须经过多个

步骤'克服衰老!局灶性增生活跃!优势克隆侵袭!这

些过程在本实验建立的三维培养中的典型表现可概

括为
H05()1 I

所示%

!"#

血管拟态

细胞接种后
8!/

! 细胞均贴附在
A+>)051,

上!大

部分
E..FAG

细胞为多边形!胞浆丰富!核圆形!居

中%

%$/

后!部分肝癌细胞伸出突起!为长梭形!彼此

之间呈镶嵌样生长%

GJ/

后!肝癌细胞可明显沿着胶

H

'

K<<(*'2>+0*0*5 '- E..FAG (*L1) IM

4(,>()1 +> N!/ O)1L

'

AB8!AAC ?'20>P1

(

=,(1

'

MQCK ?'20>0P1

!

"8R""S: T/0>1 +))'U2 0*L0!
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Q

'
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V
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U11W O"!""S

.

'

A')?/','56 '- E..FAG41,,2 (*L1) IM
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M

'

E..FAG 41,,2 (*L1) !M 4(,>()1 +> %$/

=+21L '* XM2!J"Y O)1L

'

AB8!AAC ?'20!

>0P1

!

"8"""S

D

'

E..FAG 41,,2 (*L1) IM 4(,>()1 +> %$/

=+21L '* XM2!J"Y O)1L

'

AB8!AAC ?'20!

>0P1

!

"8"""S

$%&'() # *=.%01/ 0)//'/1( ,-(.+-/-&= 12 2+) 1;>1:0); 321&) -4 566 ':;)( %: >%2(- #< 0'/2'() ?!!@@A

;'>1

'

QZM 2/'U >/1 L0--1)1*> 2>+512 '- >(<') 41,, 0*P+20'* (*L1) IM 4(,>()1

Q

'

Q?'?>'202 V

'

[1P1)20'* '- >(<') 41,,2

21*1241*41

.

'

Q4>0P1 -'4+, ?)',0-1)+>0'* M

'

M'<0*+*> 4,'*12 0*P+!

20'*

Q V .

M D H

Q V . M

88J



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
!

期

原支架生长!伸出细长突起!彼此之间相互连接!形

成腔隙"管状"环状和网络状结构!表明肝癌细胞具

备形成血管拟态的形态学基础#

&'()*+ %

$%

,

讨 论

肿瘤侵袭转移是一个多阶段"多因素"多环节逐

级渐进发展的过程! 涉及一系列分子和信号通路的

改变!最终导致肿瘤微环境的改变!促进肿瘤发生和

发展&

%

'

%在肿瘤侵袭和转移过程中!肿瘤细胞在
-./

的支架支撑下首先在原发灶增生! 通过一些功能酶

如
/01!//2

等! 降解原发部位的支持间质以发生

浸润和转移&

11

'

%

在传统的二维细胞培养下! 肿瘤细胞无基质支

持!细胞贴壁生长!失去一些原有的形态特征及生长

分化能力! 并不能真正反映细胞在体条件的实际生

物学特征!故存在明显的局限性% 与之相比!三维培

养对研究肿瘤侵袭行为有明显的优势! 能够保证细

胞间以及细胞与间质间的相互联系! 较好地模拟体

内肿瘤微环境的物质和结构基础! 并能展现细胞培

养的直观性和条件可控性!操作方便%目前三维培养

模型主要是利用与间质成分相似的生物胶构建的!

例如
!

型胶原#鼠尾胶原$和重组基质胶#

/34*'(+5

$

等&

1!

'

!能更好地模拟肿瘤侵袭转移过程中的在体肿

瘤微环境! 进一步更好地再现肝癌细胞的生物学行

为! 以更好地对肿瘤细胞和间质间的相互作用开展

系统性研究%

本研究采用了以
/34*'(+5

为基质的三维培养技

术! 显示了二维以及三维培养下的细胞形态存在显

著差异! 并且不同的基质结构最终决定了培养细胞

的表型% 肝癌细胞在不同阶段展现出肿瘤侵袭转移

发生发展过程中的典型形态%并且!肝癌细胞可借助

胶原支架生长! 细胞伸出突起并在一定条件下形成

伪足!彼此之间相互连接!共同构成腔隙状或环形网

状结构!说明肝癌细胞具有自身变形能力!并可通过

自身变形来模仿内皮细胞形成血管样通道以适应肿

瘤内缺血缺氧的环境! 为肿瘤的生长提供丰富的血

供&

1,

'

%

同时! 基于量子点荧光探针成像技术显示肿瘤

侵袭关键分子的表达情况!证实肿瘤细胞中有
/01!

//2

的表达!并且与肿瘤细胞形成的突起与伸出的

伪足存在高度相关! 这与很多肿瘤研究一致 &

1%

'

%

//26

的表达主要受肿瘤细胞和间质的相互作用调

节!能进一步诱导肿瘤细胞伪足的形成!促进肿瘤细

胞变形和移动&

17

!

18

'

% 该部分研究内容也显示三维基

质能为研究肿瘤细胞和间质间的相互作用提供一个

更好的环境! 这些相互作用使肝癌细胞更具侵袭能

力% 相较于传统的免疫荧光成像!新型
9:6

成像能

更清晰地显示细胞形态以及细小的伪足成像&

1;

'

%

经典的肿瘤血管生成理论认为! 实体肿瘤的生

长和转移有赖于血管生成! 当瘤团直径大于
!<<

时!需要激活血管内皮细胞构建血管而获取血供!否

则肿瘤因缺血缺氧而坏死&

1$

'

%血管生成对肿瘤发生(

发展过程至关重要!是肿瘤增生(侵袭(转移复发的

根本保障%肝癌是典型的多血管性肿瘤!总体预后差

与其富含血管和较强的侵袭性密切相关&

1=

'

% 目前对

肿瘤血管生成拟态的研究还存在争论! 本研究通过

肝癌细胞的三维培养证实肝癌细胞具备形成血管生
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成拟态的能力!可能与肿瘤细胞的重塑性机制相关!

并证实血管生成与
<.=

密切相关" 这些结果表明!

三维培养模型能更好地模拟肿瘤细胞在体的生物学

行为特征! 同时结合量子点标记分子探针成像技术

的细胞三维培养模型! 能较好展示肝癌细胞生长侵

袭的生物学行为特征"
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