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人乳腺癌相关成纤维细胞对ＭＤＡＭＢ２３１细胞的影响
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　　［摘要］　目的　探讨人乳腺癌相关成纤维（ｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＡＦｓ）细胞对ＭＤＡＭＢ２３１细胞生长、增殖和
侵袭的影响。方法　 实验分２组：ＭＤＡＭＢ２３１细胞单独培养组（对照组）和 ＭＤＡＭＢ２３１与 ＣＡＦｓ细胞共培养组（实验
组）。以细胞计数法观察人乳腺癌ＣＡＦｓ细胞对ＭＤＡＭＢ２３１细胞生长的影响；运用流式细胞术检测人乳腺癌ＣＡＦｓ细胞
对ＭＤＡＭＢ２３１细胞周期的影响；采用条件培养基，通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验观察人乳腺癌ＣＡＦｓ细胞对ＭＤＡＭＢ２３１
细胞侵袭能力的影响。结果　 与对照组比较，实验组ＭＤＡＭＢ２３１细胞的生长速度明显增强（Ｐ＜０．０５），细胞周期 Ｓ期
细胞百分比［（３２．３５±４．５０）％］和细胞增殖指数ＰＩ［（４２．９１±２．４４）％］明显增高（Ｐ＜０．０５）；在ＣＡＦｓ细胞的条件培养基
下，ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵袭能力明显增强（Ｐ＜０．０１）。结论　 人乳腺癌 ＣＡＦｓ细胞能够显著促进 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的
生长、增殖和侵袭。
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　　肿瘤的生长和侵袭不仅取决于恶性肿瘤细胞本
身，而且与肿瘤微环境的某些细胞和胞外基质密切相

关［１］。癌相关的成纤维（ｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，
ＣＡＦｓ）细胞是肿瘤微环境中最主要的宿主细胞。与肿
瘤微环境其他成员相比，ＣＡＦｓ所占比例最大，在某些肿
瘤组织中约占基质成分的８０％［２］。越来越多的研究表

明，ＣＡＦｓ与肿瘤细胞的交流十分密切：一方面通过细
胞细胞间的直接接触，另一方面通过产生一系列分泌
成分，如细胞因子、趋化因子、基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）、
金属蛋白酶抑制剂（ＴＩＭＰ）或表达某些特殊的受体等，
参与细胞结构重建、黏膜免疫、肿瘤微环境和肿瘤干细

胞特有生长环境的维护等［３－５］，从而促进肿瘤细胞的生

长、增殖、侵袭和转移，降低肿瘤细胞对放化疗的敏感

性［６－７］。而ＣＡＦｓ对乳腺肿瘤的发生、发展的影响较复
杂。本研究采用共培养或条件培养基（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉ
ｕｍ，ＣＭ）下的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验，观察ＣＡＦｓ对乳
腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞生长、增殖和侵袭的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞及主要试剂
　　人乳腺癌微环境 ＣＡＦｓ细胞由本课题组培养，从临床乳腺

癌组织中原代分离培养［８］；ＭＤＡＭＢ２３１细胞由重庆医科大学
临床检验诊断学教育部重点实验室保存。

　　胎牛血清（ＦＢＳ）、胰蛋白酶、ＤＭＥＭ／Ｈ培养基和 ＤＭＥＭ／Ｈ
无酚红培养基购自Ｇｉｂｉｃｏ公司，ＤＭＳＯ购自碧云天生物技术有
限公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＥＣＭ胶购自 Ｓｉｇｍａ
公司，６／２４孔板购自Ｃｏｓｔｅｒ公司，结晶紫粉末和草酸铵购自鼎
国昌盛生物技术有限责任公司，其他试剂为国产分析纯。

１．２　ＣＡＦｓ与ＭＤＡＭＢ２３１细胞的间接共培养
　　将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（０．４μｍ）放入 ６孔培养板，癌细胞和
ＣＡＦｓ分别培养于小室和培养板小孔内，通过分泌蛋白相互影
响，构成模拟体内肿瘤微环境的培养系统，以研究细胞间的相

互作用［９］。选择对数生长期的 ＣＡＦｓ和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，更
换培养基为含０．５％ ＦＢＳ的ＤＭＥＤ／Ｈ无酚红培养基，饥饿培养
２４ｈ，胰蛋白酶消化细胞，行细胞计数，并记录。实验分２组：
ＭＤＡＭＢ２３１细胞单独培养组（对照组）和 ＭＤＡＭＢ２３１与
ＣＡＦｓ细胞共培养组（实验组）；在６孔板上各个实验孔接种１×
１０４个 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，实验组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内接种 ３×
１０３个ＣＡＦｓ细胞，对照组小室内加入相同体积不含细胞的培养
基；用含０．５％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｈ无酚红培养基培养，每组设
３个复孔。

１．３　流式细胞周期检测（ＦＣＭ法）
　　将共培养的ＭＤＡＭＢ２３１细胞培养至汇合度约８０％，胰酶
消化后收集，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。

１．４　ＣＭ的制备
　　将ＣＡＦｓ细胞培养于含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｈ培养基中，至
细胞汇合度约８０％时，用含０．５％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｈ无酚红培养
基继续培养３６ｈ，收集细胞上清液，１２００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取
上清液，即为ＣＭ。
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１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验［１０］

　　在每个 ２４孔板 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ）中加入 ３０μＬ按
１∶７．５稀释的 ＥＣＭ胶，使 ＥＣＭ胶均匀平铺在小室的内层，
３７℃ 放置１５ｍｉｎ使其凝固形成上室，加入２００μＬ含５０００个
细胞的不含ＦＢＳ的培养基或ＣＭ；下室中加入６００μＬ不含ＦＢＳ
的培养基或ＣＭ；培养箱培养１２ｈ；棉签轻轻擦掉Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
内层的ＥＣＭ胶和细胞，０．１％的结晶紫溶液染色３～５ｍｉｎ，流
水漂洗；正置相差显微镜下，分别选择膜的左、右、中、上、下５个
视野，计数迁移至小室外层细胞，绘制柱状图。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，各组间比较
采用方差分析ｔ检验。

２　结果

２．１　ＣＡＦｓ细胞促进ＭＤＡＭＢ２３１细胞的生长
　　共培养体内环境模拟体系条件下，采用细胞计数实验观察
ＣＡＦｓ对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的生长影响。与对照组比较，实验
组ＭＤＡＭＢ２３１细胞共培养后能够明显促进细胞的生长（Ｐ＜
０．０５，图１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图１　细胞计数实验观察２组ＭＤＡＭＢ２３１细胞的生长

２．２　ＣＡＦｓ细胞促进ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖
　　与 ＭＤＡＭＢ２３１细胞单独培养的对照组相比，实验组
Ｇ０／Ｇ１期细胞比例较少，Ｓ期细胞百分比和细胞增殖指数（ＰＩ）
明显增高（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　两组ＭＤＡＭＢ２３１细胞周期分布及ＰＩ比较 ［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

细胞 Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２期 ＰＩ
对照组 ６８．２４±４．９５ ２１．０２±５．２１ １０．７４±０．８７ ３１．７６±４．９４
实验组 ５７．１０±２．４４ ３２．３５±４．５０ａ １０．５５±２．１２ ４２．９１±２．４４ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．３　ＣＡＦｓ细胞促进ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵袭
　　在未添加ＣＭ的情况下，即Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上下室均为不
添加ＦＢＳ的培养基，ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵袭能力较弱，仅少数
细胞穿到Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的外层（２３．０±８．８，图２Ａ）；当Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室的上室或下室中加入ＣＡＦｓ细胞的ＣＭ时，ＭＤＡＭＢ２３１细
胞的侵袭能力明显增强（图２Ｂ、Ｄ），穿到Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室膜外层的
细胞较多（ＦＢＳｆｒｅｅ／ＣＭ与 ＣＭ／ｆｒｅｅ分别为６７．４±６．８，５３．０±
９１，Ｐ＜０．０１）；当 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上下室均添加 ＣＡＦｓ细胞的
ＣＭ时，ＭＤＡＭＢ２３１的侵袭能力最强（１１０．２±３．０，图２Ｃ）。
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Ａ：上下室均为不含ＦＢＳ的培养基；Ｂ：上室为不含 ＦＢＳ的培养基，
下室为ＣＭ；Ｃ：上下室均为ＣＭ；Ｄ：上室为 ＣＭ，下室为不含 ＦＢＳ的
培养基

图２　相差显微镜下观察ＣＡＦｓ对ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭
能力的影响（×１００）

３　讨论

　　目前认为 ＣＡＦｓ对肿瘤的发生、发展起促进作
用［１１］。有报道指出乳腺癌发生可能与肿瘤微环境间

质中ＣＡＦｓ细胞的活化密切相关［１２－１３］。然而，ＣＡＦｓ
细胞与癌细胞间进行着怎样的交流？这种交流对彼此

有什么影响？我们通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室共培养观察
ＣＡＦｓ细胞与癌细胞之间的相互作用。
　　在共培养条件下，以细胞计数实验和流式细胞术
观察到ＣＡＦｓ细胞能够明显促进 ＭＤＡＭＢ２３１细胞生
长和增殖。与单独培养的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞相比，与
ＣＡＦｓ共培养的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞生长、增殖增强
（Ｐ＜０．０５），增殖指数明显提高，这可能与 ＣＡＦｓ细胞
分泌的多种生长因子相关，如ＩＧＦ、ＫＧＦ、ＥＧＦ等［１４］。

　　在ＣＡＦｓ细胞条件培养基下，ＭＤＡＭＢ２３１细胞的
侵袭能力明显增强，说明 ＣＡＦｓ细胞能够增强 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞的侵袭能力。ＣＡＦｓ与癌细胞的这种相互
作用可能是通过某种分泌因子介导的。研究发现，来

源于乳腺癌ＣＡＦｓ细胞的ＳＤＦ１／ＣＸＣＬ１２可以招募Ｍ２
单核细胞到肿瘤组织中促进肿瘤血管和淋巴管的重

建［１５］，进一步表明ＣＡＦｓ细胞可能通过分泌细胞因子
与肿瘤细胞进行密切交流。
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双相障碍患者家庭功能及亲密度适应性情况调查

张旭静１，２，３，史占彪１，２，徐夏菲３，戴　茜３，张彦恒３，张金凤１，２　　（１００１０１北京，中国科学院心理研究所１；１０００４９北京，中
国科学院大学应用心理学２；０７１０００河北 保定，河北省第六人民医院临床七科３）

　　［摘要］　目的　了解双相障碍患者与正常人群的家庭功能及亲密度和适应性的差异。方法　 采用家庭功能量表
（ＦａｍｉｌｙＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔＤｅｖｉｃｅ，ＦＡＤ）及家庭亲密度与适应性量表中文版（ＦａｍｉｌｙＡｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄＣｏｈｅｓｉｏｎＳｃａｌｅⅡＣｈｉｎｅｓｅ
Ｖｅｒｓｉｏｎ，ＦＡＣＥＳⅡＣＶ），对４０例双相障碍患者（患者组）及４０例健康志愿者（对照组）进行调查。结果　 患者组家庭功能
在问题解决（１３．７８±３．２２）、角色（２５．４５±３．４９）、行为控制（２１．４５±３．１９）和总的功能（２６．３５±５．３３）等方面的评分显著
高于正常对照组（Ｐ＜０．０５），患者组的家庭适应性评分显著低于正常对照组（４４．３３±７．７４ｖｓ４７．５０±５．２９，Ｐ＜０．０５），家
庭亲密度评分略低于正常对照组，但两者无显著性差异（６６．０８±９．５７ｖｓ６７．２１±６．０６，Ｐ＞０．０５）。实际家庭类型两组存
在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。结论　 双相障碍患者的家庭功能状况较差，提示在疾病治疗及康复过程中，可以有针对性的
加强家庭心理治疗干预。

　　［关键词］　 双相情感障碍；家庭功能；亲密度；适应性
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ｈｔｍｌ（２０１３０９１４）

　　双相障碍（ｂｉｐｏｌａｒｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＢＰ）也称双相情感障
碍，是一组常见的重性精神疾病，指既有躁狂发作或轻

躁狂发作，又有抑郁发作的一类心境障碍。与抑郁障

碍相比，双相障碍的临床表现更复杂，治疗更困难，预

后更差，自杀风险更大，是一种严重危害人们心身健康

的精神障碍，给患者及家属带来沉重的负担［１］。双相

障碍已经成为目前精神医学的一个研究热点。双相障

碍发病的原因尚不十分清楚，目前倾向认为，遗传与环

境因素在其发病过程中均有重要作用。家庭是环境因

素中的一个重要方面，家庭功能对青少年情绪问题有

一定预测作用［２］。双相障碍的患者的复发和恢复受

环境的影响。国外无论是横断面还是纵向研究都发

现，家庭环境的功能属性，尤其是疾病发作后的家庭功

能与双相障碍及重度抑郁的症状严重程度有关；在合

并药物治疗的情况下进行系统的家庭治疗对稳定抑郁
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