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不同浓度肿瘤细胞上清液对成纤维细胞生长及表型转化的影响

肖　衡，杜成友，罗诗樵，刘定志　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院肝胆外科）

　　［摘要］　目的　利用含不同浓度肿瘤细胞上清液的条件培养液培养成纤维细胞，观察其对成纤维细胞的生长及表型
变化的影响。方法　 用ＭＴＴ法和流式细胞凋亡术测定成纤维细胞的生长变化与凋亡率。用ＲＴＰＣＲ检测成纤维细胞转
化为肌成纤维细胞后α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）与转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）的表达。用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测αＳＭＡ、ＴＧＦβ１
蛋白的表达。结果　 ＭＴＴ法发现肿瘤细胞上清液与２×ＤＭＥＭ∶Ｆ１２比例为１∶１时，对成纤维细胞的生长有明显的促进作
用，其生长速度快于其他浓度（Ｐ＜０．０５）。流式细胞凋亡术检测表明随着肿瘤细胞上清液浓度的提高，成纤维细胞的凋亡
率也上升，１∶１的凋亡率与１．５∶１时有差异（Ｐ＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ表明普通培养液培养的成纤维细胞αＳＭＡ与
ＴＧＦβ１的表达高峰在第５天，第７天下降明显（Ｐ＜０．０５）。当比例为１∶１时，αＳＭＡ与ＴＧＦβ１的表达增加，高峰提前到第
３天（Ｐ＜０．０５），第３天以后αＳＭＡ的表达稳定（Ｐ＝０．９６，Ｐ＝０．２１）。结论　 当肿瘤细胞上清液与２×ＤＭＥＭ∶Ｆ１２比例
为１∶１时，能有效促进成纤维细胞的生长，并促使成纤维细胞向肌成纤维细胞稳定的转化。
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　　有研究表明，成纤维细胞在低细胞密度培养的条
件下可以自动转化为以 α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）

作为标志性蛋白的肌成纤维细胞［１］。组织器官在受

伤以后，受伤组织周围的成纤维细胞会受到组织损伤

后释放的某些细胞因子如转化生长因子 β１（ＴＧＦβ１）
的刺激，使其转化为肌成纤维细胞［２－３］。但是以上形
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成的肌成纤维细胞都不具有稳定性，最终会逆转为成

纤维细胞。

　　在肿瘤相关的研究中表明，肿瘤间质部位的成纤
维细胞会受到某些肿瘤生长因子的刺激，促使成纤维

细胞向肌成纤维细胞转化，从而促进肿瘤的生长和侵

袭［４－５］。在体外，有相关研究表明肿瘤上清液培养的

成纤维细胞可以转化为能促进ＶＥＧＦＡ的分泌的肌成
纤维细胞［６］。但是在体外的研究中少见文献报道依

靠肿瘤细胞上清液激活成纤维细胞后转化的肌成纤维

细胞的表型是否稳定。关于肿瘤细胞上清液激活成纤

维细胞的最佳浓度，以及不同肿瘤细胞上清液的浓度

对其表型的转变和生长有何影响，目前国内外也少见

相关的研究。

　　关于实体肿瘤的研究，它们的生长与侵袭过程都与
间质部位的成纤维细胞受到肿瘤的旁分泌作用后转化

为肌成纤维细胞相关，旁分泌作用主要是由于ＴＧＦβ１、
ＥＧＦ、ＦＧＦ、ＴＮＦ等相关细胞因子密切相关。而肝癌的
生长与侵袭也与上述作用密切相关。目前也有相关研

究用肝癌细胞培养的上清液培养成纤维细胞，观察成

纤维细胞在肿瘤中发挥的作用。但是目前还少见就肝

癌细胞上清液促进成纤维细胞表型转化，及其转化的

可能机制作出相关研究。我们通过该研究，希望找到

一个最适合成纤维细胞生长以及最利于成纤维细胞表

型转化的肿瘤上清液的浓度，为促进成纤维细胞生长

和促使成纤维细胞快速稳定的向肌成纤维细胞转化提

供一种新的实践方法。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　标本的来源：经患者及家属同意，无菌取重庆医科大学附
属儿童医学院泌尿外科儿童包皮环切术后废弃包皮组织。

ＳＭＭＣ７７２１人肝癌细胞株（中国科学院上海细胞生物学研究
所）。ＤＭＥＭ∶Ｆ１２培养基（ＧＩＢＣＯ公司），胎牛血清（ＧＩＢＣＯ公
司），０．２５％胰酶（ＧＩＢＣＯ公司），青链霉素（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），Ｔｒ
ｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ逆转
录试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ公司）。ＴＧＦβ１兔抗人单克隆抗体（ａｂｃａｍ
公司），αＳＭＡ兔抗人单克隆抗体（ａｂｃａｍ公司），βａｃｔｉｎ兔抗人
单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），兔抗人 ＩｇＧ二抗试剂盒（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。
１．２　方法
１．２．１　条件培养基的制备　　用ＤＭＥＭ∶Ｆ１２培养肝癌细胞，
取３ｍｌ含５×１０５细胞的细胞悬液在５０ｍｌ培养瓶中培养３ｄ后，
收集培养上清液，将其在３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，除去上清液中
的死细胞及其他杂质，然后将上清液用无菌滤膜过滤，将其置于

－２０℃保存。使用时将其与含２０％ＦＢＳ的２×ＤＭＥＭ∶Ｆ１２按
不同浓度混合组成条件培养基，混合比例分别为０．５∶１、１∶１、
１．５∶１、２∶１，以及完全肿瘤上清液用以培养成纤维细胞使用。
１．２．２　成纤维细胞的制备　　成纤维细胞的分离、培养参见
文献［７］。在细胞培养到第２代至第８代时［１］，用条件培养液

培养。

１．２．３　ＭＴＴ法检测细胞生长　　收集对数期成纤维细胞，分
别用普通培养液，含不同浓度肿瘤细胞上清液的条件培养液以

及无血清的ＤＭＥＭ∶Ｆ１２培养基重悬细胞，调整细胞密度为５×
１０３／ｍｌ（低密度）［１］，取２００μｌ细胞悬液接种于９６孔板，每组设
８个复孔，各组细胞在５％ＣＯ２，３７℃培养箱培养２ｈ、１、２、３、５、
７ｄ后，每孔加入２０μｌＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ，即０．５％ＭＴＴ），继
续培养 ４ｈ后，终止培养，小心吸去孔内培养液。每孔加入
１５０μｌ二甲基亚砜，置摇床上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分
溶解。在酶联免疫检测仪５７０ｎｍ处测量各孔的光密度值，并
绘制光密度值时间的细胞生长曲线。实验重复３次。
１．２．４　流式细胞仪检测细胞凋亡率　　取各组生长于高峰期
的成纤维细胞，将细胞悬浮于５００ｍｌ的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ中，加入
ＦＩＴＣ标记的ＡｎｎｅｘｉｎＶ（２０μｇ／ｍｌ）５μｌ以及ＰＩ染液（５０μｇ／ｍｌ）
１０μｌ，轻轻混匀；室温、避光、孵育１０ｍｉｎ。在１ｈ内，进行流式
细胞仪检测。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ分析 αＳＭＡ、ＴＧＦβ１的表达　　细胞处理同
ＭＴＴ法。所有引物合成由上海生工生物工程技术服务有限公
司合成。引物序列分别为：ＧＡＰＤＨ基因序列：上游引物５′ＡＧ
ＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３′，下游引物 ５′ＧＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧ
ＧＡＣＴＧＴＧＧＴ３′，退火温度５９℃，产物长度５３２ｂｐ。αＳＭＡ基
因序列：上游引物５′ＡＧＧＴＡＡＣＧＡＧＴＣＡＧＡＧＣＴＴＴＧＧＣ３′，下游
引物５′ＣＴＣＴＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＴＣＣＡＧＣＡＧ３′，退火温度５７℃，产
物大小为１９９ｂｐ。ＴＧＦβ１基因序列：上游引物５′ＣＡＣＧＡＣＡＡ
ＣＡＴＧＴＣＣＣＧＣＴ３′，下游引物为 ５′ＣＴＣＣＧＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＡ
ＧＡＴ３′，退火温度５９℃，产物大小为３７９ｂｐ。逆转录（ＲＴ）条
件为３７℃反应１５ｍｉｎ，８５℃反应５ｓ合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应条
件为９４℃预变性３ｍｉｎ，然后９４℃变性３０ｓ，按各自退火温度退
火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，扩增３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ，
ＰＣＲ扩增产物取３μｌ，２％琼脂糖凝胶电泳。实验重复３次。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测αＳＭＡ、ＴＧＦβ１蛋白的表达　　制蛋
白样品后置于－２０℃保存备用。变性后用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳分离蛋白，湿转法将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上用５％脱脂
牛奶封闭２ｈ后，ＴＴＢＳ洗涤３次，分别用人αＳＭＡ单克隆抗体
１∶５００、人ＴＧＦβ１单克隆抗体１∶４００孵育４℃过夜，ＴＴＢＳ洗涤３
次后，与兔抗人ＩｇＧ二抗１∶５００室温孵育２ｈ。ＴＴＢＳ洗涤３次
后，使用ＥＣＬ发光液进行反应，暗室曝光。使用βａｃｔｉｎ作为阳
性对照。

１．２．７　统计学分析　　实验数据以珋ｘ±ｓ表示。使用ＳＰＳＳ１７．０
软件进行分析，用单因素方差分析各组内数据。将目的基因条

带αＳＭＡ与ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和内参ＧＡＰＤＨ的平均光密度值作
半定量分析。将目的蛋白条带αＳＭＡ与ＴＧＦβ１和内参βａｃｔｉｎ
的平均光密度值作半定量分析。

２　结果

２．１　ＭＴＴ法检测不同浓度肿瘤上清液对成纤维细胞
的生长影响

　　０．５∶１浓度的条件培养液培养的成纤维细胞的生长情况与
普通培养液无明显差异。１∶１与１．５∶１浓度的条件培养液能使
成纤维细胞的生长对数期由第５天提前到第３天（Ｐ＜０．０５）。
１∶１浓度时相对应时间点的细胞数量多于普通培养液培养的细
胞（Ｐ＜０．０５）。但是１．５∶１浓度时，细胞在生长高峰期总数量

５５４２
第３３卷第２３期
２０１１年１２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２３
Ｄｅｃ．１５　２０１１



减少（Ｐ＜０．０５）。２∶１浓度的条件培养液、完全肿瘤细胞上清液
及无血清的ＤＭＥＦ∶Ｆ１２培养基对成纤维细胞的生长无明显作
用（Ｐ＝０．５１，Ｐ＝０．８２，Ｐ＝０．６１）。如图１。
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图１　不同浓度肿瘤细胞上清液培养成纤维细胞的生长趋势

２．２　流式细胞仪检测成纤维细胞的凋亡
　　随着肿瘤细胞上清液浓度的不断提高，成纤维细胞的凋亡
率也随之升高。０．５∶１与１∶１浓度的条件培养液培养的成纤维
细胞的凋亡率比较无差异（Ｐ＝０．６０９）。１．５∶１浓度的条件培养
液培养的成纤维细胞的凋亡率与无血清的 ＤＭＥＮ∶Ｆ１２培养基
培养的成纤维细胞的凋亡率比较无差异（Ｐ＝０．２２１）。其余各
组间均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图２）。
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１：普通培养液；２～５：肿瘤细胞上清液与２×ＤＭＥＭ∶Ｆ１２比例分别
为０．５∶１、１∶１、１．５∶１、２∶１组成的条件培养液；６：完全肿瘤细胞上清
液；７：无血清的ＤＭＥＭ∶Ｆ１２培养基　ａ：Ｐ＜０．０５，与１比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与２或３比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与７比较

图２　肿瘤细胞上清液对成纤维细胞凋亡的影响

２．３　ＲＴＰＣＲ检测αＳＭＡ与ＴＧＦβ１的表达
　　用普通培养液培养的成纤维细胞在第５天αＳＭＡ与ＴＧＦβ１
的表达最高，第７天下降（Ｐ＜０．０５）。当条件培养液的比例为
０．５∶１时，αＳＭＡ与 ＴＧＦβ１在第５天达到高峰之后，αＳＭＡ与
ＴＧＦβ１表达稳定（Ｐ＝０．０８，Ｐ＝０．１０）。当比例为１∶１与１．５∶１
时，αＳＭＡ与ＴＧＦβ１的表达高峰提前到第３天，高峰表达量有
增高（Ｐ＜０．０５），高峰之后，表达稳定（Ｐ＝０．９６，Ｐ＝０．７５；Ｐ＝
０．２１，Ｐ＝０．０７）。２∶１比例时，αＳＭＡ表达量在第２天达到高峰
后，逐渐下降（Ｐ＝０．０２）；ＴＧＦβ１表达量在第１、２天变化不明
显，第３天达到高峰，第５、７天明显下降（Ｐ＝０．０４，Ｐ＜０．０５）。
用完全肿瘤细胞上清液与无血清的 ＤＭＥＮ∶Ｆ１２培养基培养，
αＳＭＡ与ＴＧＦβ１表达均较低，变化不明显（Ｐ＞０．０５）。见图３。
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图３　不同浓度的肿瘤细胞上清液培养的成纤维细胞在不同时间点αＳＭＡ与ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达
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Ａ、Ｂ：αＳＭＡ半定量分析；Ｃ、Ｄ：ＴＧＦβ１半定量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，同一培养液相邻时间点比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，不同培养液成纤维细胞表达峰值比较
图４　不同浓度的肿瘤细胞上清液培养的成纤维细胞在不同时间点αＳＭＡ与ＴＧＦβ１蛋白的表达

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测αＳＭＡ与ＴＧＦβ１蛋白的表达
　　用普通培养液培养的成纤维细胞在第５天 αＳＭＡ的表达
最高，第７天出现下降（Ｐ＜０．０５）。当条件培养液的比例为
０５∶１时，αＳＭＡ在第 ５天达到高峰之后，αＳＭＡ表达稳定
（Ｐ＝０．７５）。当比例为１∶１与１．５∶１时，αＳＭＡ的表达高峰提前
到第３天，表达量有明显增高（Ｐ＜０．０５），高峰之后，表达稳定
（Ｐ＝０．１２，Ｐ＝０．３１）。２∶１比例时，αＳＭＡ表达量在前３ｄ表达
较高，第３天后逐渐下降（Ｐ＝０．０１），用完全肿瘤细胞上清液培
养，αＳＭＡ表达同２∶１比例时一致。无血清的ＤＭＥＮ∶Ｆ１２培养
基培养，αＳＭＡ表达均较低，变化不明显（Ｐ＞０．０５）。ＴＧＦβ１
无论用什么浓度都是从第２天开始升高。普通培养液培养的
成纤维细胞在第７天 ＴＧＦβ１的表达出现下降（Ｐ＝０．００）。条
件培养液培养时，ＴＧＦβ１在第 ２天表达升高之后，表达稳定
（Ｐ＞０．０５）。无血清的ＤＭＥＮ∶Ｆ１２培养基培养，ＴＧＦβ１表达均
较低，在第３天升高（Ｐ＝０．０４）。见图４。

２．５　普通培养液与条件培养基培养的成纤维细胞的
形态变化

　　从形态学上看用含肿瘤上清液的条件培养基培养的成纤
维细胞的细胞形态与原代培养的成纤维细胞的细胞形态出现

一定的差异，条件培养基培养的成纤维细胞变得细长，并且细

胞更易出现双核或多个细胞核。见图５。

! "

Ａ：普通培养液培养；Ｂ：条件培养液培养
图５　普通培养液与条件培养基培养的成纤维细胞的形态

对比观察　（×４０）

３　讨论

　　在肿瘤细胞的生长过程中，会分泌一些生长因子，
如成纤维细胞生长因子（ＦＧＦ）、转化生长因子（ＴＧＦ）
等［８］；同时也会分泌因子如肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、
白介素１β（ＩＬ１β）等激活某些促凋亡系统［９－１０］。

　　在研究成纤维细胞的生长曲线中发现，含有适当
肿瘤细胞上清液的条件培养液对成纤维细胞的生长有

促进作用。在肿瘤上清液与２×ＤＭＥＭ∶Ｆ１２的比例为
０．５∶１、１∶１时，其对成纤维细胞的整个生长过程有明显
的促进作用；在条件培养液的比例达到１．５∶１时，条件
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培养液对成纤维细胞的早期生长也有一定的促进作用，

这种作用可能与肿瘤细胞上清液中分泌ＦＧＦ、ＩＧＦⅡ等
一系列细胞因子相关。

　　在条件培养液比例达到１．５∶１、２∶１以及完全用肿
瘤细胞上清液培养成纤维细胞时，流式结果表明成纤

维细胞的凋亡指数随着肿瘤细胞上清液浓度的升高而

升高，这说明了肿瘤细胞上清液在较高浓度时，上清液

中含有的ＴＮＦα、ＩＬ１β等促进凋亡系统激活的细胞因
子的浓度也较高，同时肿瘤细胞上清液还可以抑制正

常细胞的生长，这种细胞凋亡和细胞生长抑制的调控

机制可能与肿瘤细胞在机体组织中对肿瘤组织周围正

常细胞组织发挥的作用相似［１１］。当比例达到２∶１以
及完全用肿瘤细胞上清液培养成纤维细胞的时候，成

纤维细胞的生长明显减慢或停滞生长，这可能还与条

件培养液中含有胎牛血清量等营养因子较低相关，正

如本次研究中用无血清的 ＤＭＥＭ∶Ｆ１２培养成纤维细
胞，其生长基本停滞。

　　关于成纤维细胞的表型转化，已经有研究表明成
纤维细胞在低密度时可以自主的转化为肌成纤维细

胞。普通培养液培养的低细胞密度成纤维细胞可以自

主的转化为肌成纤维细胞，主要是因为在低密度的条

件下，细胞之间不能相互接触，为成纤维细胞转化过程

中提供了更多的 ＴＧＦβ１受体
［１２］，随着细胞的生长密

度逐渐增加，暴露的 ＴＧＦβ１受体部位减少，自主转化
形成的肌成纤维细胞也逆分化为成纤维细胞，这与我

们的研究结果一致。这说明低密度的成纤维细胞的自

主分化原因主要是由于细胞之间不能相互接触。

　　我们通过 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对 αＳＭＡ表达的
研究发现当含有肿瘤细胞上清液的条件培养液的浓度

比例为１∶１、１．５∶１时，αＳＭＡ的表达高峰由第５天提
前到第３天，并且第 ３天以后 αＳＭＡ表达量相对稳
定，这说明适当浓度的肿瘤上清液可以有效的促进成

纤维细胞转化为肌成纤维细胞，并且转化后的肌成纤

维细胞的表型更为稳定，这可能与肿瘤细胞上清液中

的ＴＧＦβ１密切相关
［１３－１４］。通过ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

对ＴＧＦβ１的研究发现，ＴＧＦβ１能够增加成纤维细胞
向肌成纤维细胞转化的速度，并且可以稳定肌纤维细

胞的表型。ＴＧＦβ１与 αＳＭＡ之间的相互作用可能是
因为ＴＧＦβ１能够快速的接触成纤维细胞表面的ＴＧＦβ１
受体，从而促进成纤维细胞向肌成纤维细胞转化［１２］。

在该实验中，当条件培养液的浓度比例为１∶１、１．５∶１
时培养成纤维细胞，随着时间的延长，激活后形成的肌

成纤维细胞并不会逆分化为成纤维细胞，这说明ＴＧＦβ１
具有维持肌成纤维细胞表型的作用。目前关于ＴＧＦβ１
在成纤维细胞转化为肌成纤维细胞的作用，主要是说

明了ＴＧＦβ１能够更有效地加快其转化速度
［１］，而在维

持肌成纤维细胞表型的作用上还少见相关报道，关于

其维持表型的作用机制有待进一步研究。同时随着肿

瘤细胞上清液浓度达到２∶１，以及用完全肿瘤细胞上清

液培养成纤维细胞时，即使ＴＧＦβ１有相对较高的表达，
但是αＳＭＡ的表达量较低且不稳定，这可能与高浓度
时肿瘤细胞上清液中含有的某些凋亡因子干扰成纤维

细胞向肌成纤维细胞转化以及成纤维细胞的生长受限

相关，至于它们是怎样发挥作用的，有待进一步研究。

　　通过该研究我们发现，当肿瘤细胞上清液浓度比
例为１∶１时，更有利于成纤维细胞的生长及向肌成纤
维细胞快速稳定的转化。通过该项研究，我们找到了

对成纤维细胞损伤最小，最适合成纤维细胞生长、向肌

成纤维细胞转化最为快速稳定的肿瘤细胞上清液浓

度，能为我们利用肿瘤细胞上清液培养成纤维细胞，将

激活的成纤维细胞作为一种新的可用于促进血管再生

的可移植细胞使用奠定实践基础，这将为成纤维细胞

的研究和临床应用开阔更好的前景。
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