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乳腺癌前病变组织原代成纤维细胞生物学特征初步研究
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　　［摘要］　目的　比较乳腺导管不典型增生成纤维细胞（ａｔｙｐｉｃａｌｉｎｔｒａｄｕｃｔａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＡＦｓ）与正常乳腺成
纤维细胞（ｎｏｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＮＦｓ）、乳腺癌肿瘤相关成纤维细胞（ｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＡＦｓ）在生物学特征上的差
异。方法　采用Ⅰ型胶原酶法分离并培养ＡＦｓ、ＮＦｓ和ＣＡＦｓ，免疫细胞荧光化学检测其粘连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）表达以
鉴定细胞纯度。比较３种细胞的细胞生长曲线、细胞周期和周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１ｗａｆ１及ｐ５３的变化。结果　获得并鉴定
了ＮＦｓ、ＡＦｓ、ＣＡＦｓ；其生长速度依次增加（Ｐ＜００５），细胞周期Ｓ期百分比（８．２４±２．４７）、（１６．９４±４．７７）、（３３．３１±７．９０）
依次增大（Ｐ＜００５）；与ＮＦｓ相比，ＡＦｓ周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１表达增加（Ｐ＜００５），ｐ２１ｗａｆ１和 ｐ５３蛋白表达降低（Ｐ＜００５）；
与ＣＡＦｓ相比，ＡＦｓ的周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１没有升高（Ｐ＜００５），ｐ２１ｗａｆ１蛋白和ｐ５３蛋白表达更强（Ｐ＜００５）。结论　ＡＦｓ相
对于ＮＦｓ和ＣＡＦｓ，细胞生长增殖具有特异性，这种变化提示乳腺肿瘤的癌前病变阶段 ＡＦｓ可能是 ＮＦｓ逐步向 ＣＡＦｓ转变
的过渡阶段。
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　　最近的研究提示，肿瘤相关成纤维细胞（ｃａｎｃｅｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＡＦｓ）与正常组织来源的成纤维
细胞相比，生物特征与功能发生了明显变化，并对肿瘤

的发生、发展起着重要作用［１］。在乳腺癌癌变（ｔｕｍｏｒ
ｏｎｓｅｔ）过程中，有人提出癌前上皮细胞是由于多个基
因突变和相关基质的刺激而被“激活”，基质细胞通常

表达成肌纤维母细胞标记蛋白［２］。乳腺导管不典型

增生是乳腺良性病变中最具有癌变危险的病理阶段，

其特征是导管中的上皮细胞出现不典型的异常增生，

部分上皮细胞出现恶变细胞的早期特征，被认为是乳

腺良性病变向乳腺癌发展的临界恶变阶段，具有显著

的临床意义［３］。为了初步了解乳腺肿瘤癌变过程中，

癌前病变组织微环境成纤维细胞的生物学变化及其对

乳腺肿瘤发生的潜在影响，本研究以正常乳腺组织、乳

腺导管不典型增生组织（ａｔｙｐｉｃａｌｉｎｔｒａｄｕｃｔａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ）、
乳腺导管原位癌组织（ｄｕｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎｓｉｔｕ，ＤＣＩＳ）
分离获得的正常成纤维细胞（ｎｏｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＮＦｓ）、
不典型增生成纤维细胞（ａｔｙｐｉｃａｌｉｎｔｒａｄｕｃｔａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＡＦｓ）和ＣＡＦｓ为对象，对比研究了三者的细
胞增殖、细胞周期变化、细胞周期调控相关蛋白的变

化，希望了解 ＡＦｓ与 ＮＦｓ和 ＣＡＦｓ在生物特征上的相
似性和差异性，为进一步探讨成纤维细胞是否参与乳

腺上皮细胞癌变提供初步的理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　病例选择和标本
　　所有标本来源于重庆医科大学附属第一医院内分泌外科。
正常乳腺组织来源于乳腺病患者麦默通（Ｍａｍｍｏｔｏｍｅ）乳腺微
创手术样本，乳腺不典型增生组织和乳腺导管原位癌组织来源

于确诊的乳腺癌手术样本，其中乳腺癌患者未经术前化疗，包

块直径小于２ｃｍ，手术中阻断供血前切取０．５ｃｍ３新鲜组织置
于培养基中，３０ｍｉｎ内送回实验室进行组织处理。

１．２　主要试剂
　　胎牛血清ＦＢＳ及胰蛋白酶购于Ｇｉｂｃｏ公司，Ⅰ型胶原酶和
四氮唑蓝购于Ｓｉｇｍａ公司，粘连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）抗体兔抗
人多克隆抗体购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ｃｙｃｌｉｎＤ１鼠抗人单克隆抗
体、ｐ２１ｗａｆ１鼠抗人单克隆抗体及 ｐ５３兔抗人多克隆抗体购买于
北京中杉金桥生物技术有限公司，βａｃｔｉｎ兔抗人多克隆抗体购
买于武汉博士德生物工程有限公司。

１．３　乳腺原代成纤维细胞培养
　　新鲜的乳腺组织置于４℃ ＰＢＳ中清洗２次，在３５ｍｍ培养
皿中剪成糜状，用１ｍｇ／ｍｌ的Ⅰ型胶原酶３７℃消化６～１２ｈ，将
消化后的组织反复吹打并离心，加入含１０％ ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍｌ青
霉素和 １００Ｕ／ｍｌ链霉素的 ＤＭＥＭ高糖培养基 ３ｍｌ，于 ５％
ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。２４ｈ后更换新鲜培养基，之后２～４ｄ

更换１次新鲜培养基至细胞生长到９０％密度。选用第２～４代
的细胞用于实验，同１组实验数据选用同１代的细胞，以确保
实验数据的准确性和可比性。

１．４　细胞免疫荧光化学
　　将消毒洁净的盖玻片置于２４孔板中，细胞接种在盖玻片
上，待细胞长满 ７０％密度后，４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎ，预冷
ＰＢＳ清洗，用５％的山羊血清封闭３０ｍｉｎ，吸去血清，直接加抗
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ一抗（ＦＮ，１∶２００）４℃孵育过夜。第２天用预冷的
ＰＢＳ清洗，避光加入荧光二抗（ＦＩＴＣ，１∶５０），３７℃避光３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗后加入 ＤＡＰＩ稀释液（１∶１０）孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，
７０％甘油封片，显微镜下观察、计数细胞。
　　ＦＮ阳性的原代细胞纯度＝（绿色细胞数／蓝色细胞核数）×
１００％。

１．５　四氮唑蓝比色法（ＭＴＴ法）
　　将培养到第３代的 ＮＦｓ、ＡＦｓ、ＣＡＦｓ经消化、重悬、计数，每
孔５×１０３个细胞种于９６孔板，每组细胞重复５孔，每板各设空
白对照２个，共５板。于５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。每２４
小时取出１个培养板，每孔加入 ＭＴＴ试剂（５ｍｇ／ｍｌ）１０μｌ，继
续培养４ｈ，然后加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）２００μｌ／孔，摇床上室
温振摇 １５ｍｉｎ，用酶标仪在波长 ４９０ｎｍ处检测光密度值
［Ｄ（４９０）］，连续检测５ｄ，绘制生长曲线。

１．６　细胞周期检测（ＦＣＭ法）
　　分别将 ＮＦｓ、ＡＦｓ和 ＣＡＦｓ种于 ６孔板中，长至 ７５％密度
时，胰酶消化收集细胞，ＰＢＳ洗涤２次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
弃上清，７０％酒精固定过夜，流式细胞仪检测细胞周期。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　碧云天ＲＩＰＡ蛋白裂解液提取细胞蛋白，用Ｇ２５０法测定蛋
白浓度。取５０μｇ蛋白上样，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后转膜，
４℃封闭过夜。加一抗（ｐ２１ｗａｆ１，１∶５００；ｃｙｃｌｉｎＤ１，１∶５００；ｐ５３，
１∶５００，βａｃｔｉｎ，１∶１０００），４℃过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次后加二抗
（１∶２５００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ摇洗３次，ＥＣＬ发光显色，ＣＣＤ
图像采集系统采集图像。

１．８　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，组
间进行ｔ检验。

２　结果

２．１　原代成纤维细胞的获取
　　Ⅰ型胶原酶消化法消化组织，获得的细胞悬液接种在培养
板，１２～２４ｈ后倒置显微镜下便可明显看见在附着的组织块４
周已生长有大量成纤维细胞。经传代培养，成纤维细胞体积较

大，形态多为梭形、菱形或多角形。但３组细胞在形态上无显
著差异，见图１。

２．２　原代成纤维细胞的鉴定
　　经过１、２次传代后，用ＦＮ进行细胞免疫荧光染色检测，原
代获取的３类成纤维细胞 ＦＮ表达强阳性，可以有效地区分成
纤维细胞和其他杂质细胞。且３组不同来源的成纤维细胞纯
度均达９５％以上。见图２。
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图１　倒置相差显微镜观察原代成纤维细胞形态变化　（×１００）
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Ａ、Ｄ：ＮＦｓ；Ｂ、Ｅ：ＡＦｓ；Ｃ、Ｆ：ＣＡＦｓ；Ａ、Ｂ、Ｃ：ＤＡＰＩ染核（蓝色）；Ｄ、Ｅ、Ｆ：ＦＮ（绿色）和ＤＡＰＩ的合并图

图２　细胞免疫荧光检测ＦＮ在成纤维细胞里的表达　（倒置荧光显微镜 ×１００）

２．３　３组成纤维细胞的生长及细胞周期特征
　　ＮＦｓ、ＡＦｓ、ＣＡＦｓ的生长曲线见图３。３组成纤维细胞均在
２～３ｄ处于指数生长期，细胞生长旺盛，第４天时细胞进入平
台期，生长减慢。ＭＴＴ生长曲线显示 ＣＡＦｓ作为已经被活化的
成纤维细胞，比其余２组细胞（ＮＦｓ、ＡＦｓ）增殖能力明显增强
（Ｐ＜００５）。来源于乳腺癌癌前病变高危组织（不典型增生）
的ＡＦｓ，其增殖能力介于ＮＦｓ，ＣＡＦｓ之间（Ｐ＜００５）。进一步分
析３类成纤维细胞细胞周期构成特点，结果发现（表１）：与ＮＦｓ
相比，构成ＡＦｓ的Ｇ０／Ｇ１成分偏低，Ｓ期成分较多（Ｐ＜００５）。
而与ＣＡＦｓ相比，构成ＡＦｓ的Ｇ０／Ｇ１成分比例明显高于ＣＡＦｓ，Ｓ
期成分则明显少于ＣＡＦｓ（Ｐ＜００５）。
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ａ：Ｐ＜００５，与ＮＦｓ比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＡＦｓ比较

图３　ＭＴＴ法检测３组成纤维细胞的生长曲线

表１　ＦＣＭ法检测３组成纤维细胞细胞周期的变化 （％，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２期

ＮＦｓ ７３．７６±７．２５ ８．２４±２．４７ １６．３３±４．５９
ＡＦｓ ６９．６８±６．９２ １６．９４±４．７７ａ １３．０６±２．１６
ＣＡＦｓ ５４．３４±５．８５ ３３．３１±７．９０ａｂ １２．３５±２．１０

ａ：Ｐ＜００５，与ＮＦｓ比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＡＦｓ比较

２．４　３种成纤维细胞的细胞周期相关蛋白的变化
　　周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１ｗａｆ１和ｐ５３的表达见图４。经密度扫
描半定量分析显示，ｃｙｃｌｉｎＤ１在 ＮＦｓ、ＡＦｓ和 ＣＡＦｓ中的表达依
次提高，ＡＦｓ和ＣＡＦｓ表达明显高于 ＮＦｓ（Ｐ＜００５），而 ｐ２１ｗａｆ１

和ｐ５３在 ＮＦｓ、ＡＦｓ和 ＣＡＦｓ中的表达逐渐降低，３组细胞表达
差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。

!"# $"# %$"#

&'(

)*+(

!'(!(,

-

"!

&.-!.-!(,

-

"!

/0/123 4(!-'!(,

-

"!

!"*/523!6'!(,

-

"!

!"#

$"#

%$"#

6,,

-,,

',,

(,,

,

#
$
%
7
8
9

&'(

)*+(

&.- /0/123 4(

*

*:

*

*:

*

*:

"

#

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜００５，与 ＮＦｓ
比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＡＦｓ比较

图４　蛋白ｐ２１ｗａｆ１、ｃｙｃｌｉｎＤ１和ｐ５３在３组成纤维细胞中的表达

３　讨论

　　在乳腺肿瘤微环境的研究中，原代成纤维细胞的
培养是开展后期实验的关键。本实验通过Ⅰ型胶原酶
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消化法成功获得了原代成纤维细胞，但 ＮＦｓ、ＡＦｓ和
ＣＡＦｓ之间在形态学上并没有显著的差异。而 Ｍｅｒｃｉｅｒ
等［４］发现在浸润型乳腺癌分离得到 ＣＡＦｓ在形态上较
ＮＦｓ更加细长，并认为ＣＡＦｓ在形态上的改变可能与其
迁移能力增强有关。本结果与其存在差异，可能在不

同组织病理阶段中，ＣＡＦｓ细胞本身具有特异性。本实
验使用的ＣＡＦｓ来源于乳腺原位癌组织，不同于浸润
型乳腺癌和转移性乳腺癌的病理学分级。

　　ＦＮ通常表达于成纤维细胞和肌上皮细胞的细胞
膜表面，是检测成纤维细胞的标记蛋白之一［５］。使用

ＦＮ检测原代成纤维细胞纯度，本研究中３类成纤维细
胞均超过９５％的细胞表达 ＦＮ，再次证明胶原酶法是
获取高质量、高纯度成纤维细胞的较佳分离手段。

　　本实验检测ＮＦｓ、ＡＦｓ和ＣＡＦｓ的生长曲线和细胞
周期发现，其增殖特征有明显差异。ＮＦｓ、ＡＦｓ和 ＣＡＦｓ
的增殖依次增加，细胞周期 Ｓ期百分比依次增大：ＮＦｓ
增殖缓慢，更多的细胞停留在 Ｇ１期；ＣＡＦｓ在恶性上皮
细胞的刺激下，增殖明显加快，Ｓ期细胞比例最高；ＡＦｓ
作为中间过渡阶段，增殖能力介于 ＮＦｓ与 ＣＡＦｓ之间。
目前研究认为 ＣＡＦｓ与癌细胞形成双向信号网络，通
过分泌因子相互对话共同帮助癌细胞的发生、发展，其

中ＣＡＦｓ通过分泌生长因子如 ＥＧＦ、ＴＧＦβ、ＩＧＦ、ＣＸ
ＣＬ１２等到细胞外基质，对于自身生长和刺激肿瘤生长
具有重要作用［６］。体外研究显示，在乳腺癌的发生过

程中，过量的 ＴＧＦβ１可以让正常乳腺上皮细胞转化
为具有浸润性的癌细胞，通过 ＴＧＦβ１信号，ＣＡＦｓ可
以协助和促进癌细胞增殖、转移［７］。Ｇａｌｉｅ等［８］还证明

在动物模型中，临界恶变的乳腺上皮细胞能够在老化

样成纤维细胞的协助下不可逆地转化为完全恶化的癌

细胞。以上研究暗示在人体乳腺癌癌前组织中，可能

存在癌前上皮细胞自我刺激与基质成纤维细胞的旁刺

激作用共同帮助上皮细胞恶变。本实验也证明成纤维

细胞会受到上皮细胞的调控，其生物学特性（如增殖、

细胞周期）发生了相应变化。

　　ｐ５３蛋白和ｐ２１ｗａｆ１蛋白是已知调控细胞周期运转
的负调控因子，ｐ５３可反式激活 ＷＡＦ／ＣＩＰ１转录，表达
ｐ２１ｗａｆ１蛋白，ｐ２１ｗａｆ１蛋白则可以与 ｃｙｃｌｉｎＤ１竞争性的
结合 ＣＤＫ４，引起细胞停滞在 Ｇ１期从而调控细胞的增
殖［９－１１］。在缺乏ｐ２１ｗａｆ１和 ｐ５３蛋白的情况下，细胞就
可能会引发细胞周期异常，而同时ｃｙｃｌｉｎＤ１的升高也
可能会导致肿瘤发生。本实验发现在 ＣＡＦｓ中 ｐ２１ｗａｆ１

和ｐ５３蛋白明显表达下调，ｃｙｃｌｉｎＤ１表达则明显升高；
导管不典型增生作为乳腺癌癌变的临界阶段，其成纤

维细胞ＡＦｓ生长和细胞周期变化介于 ＮＦｓ与 ＣＡＦｓ之
间，ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达明显高于ＮＦｓ，而ｐ２１ｗａｆ１蛋白和

ｐ５３蛋白表达下调，提示 ＡＦｓ逐渐向 ＣＡＦｓ的特征靠
近。这暗示当乳腺导管上皮细胞开始出现不典型增生

的同时，上皮细胞周围的成纤维细胞在细胞周期上也

发生改变。Ｈａｗｓａｗｉ等［１２］研究发现，ｐ５３与 ｐ２１ｗａｆ１蛋
白在ＮＦｓ，乳腺癌癌旁组织分离的成纤维细胞与 ＣＡＦｓ
中的表达也有异常减弱的趋势，说明成纤维细胞可能

在恶性上皮细胞的诱导下，逐步出现恶性增殖的特征，

这与本研究结果相符。

　　综上，成纤维细胞生物学特征在乳腺肿瘤癌变过
程中发生了一定程度的改变。我们推测在乳腺癌癌变

的过程中，ＡＦｓ可能代表了乳腺癌前病变阶段由 ＮＦｓ
逐步向ＣＡＦｓ转变的过渡阶段，而乳腺癌最终发生是
否有成纤维细胞的参与和促进还有待进一步的验证。
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