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骨髓间充质干细胞促进结肠癌细胞ＨＴ２９增殖和迁移
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　　［摘要］　目的　探讨骨髓来源的间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＢＤＭＳＣｓ）对结肠癌细胞ＨＴ２９的增殖与迁移能力的影响及其可能的机制。方法　将 ＢＤＭＳＣｓ与结肠
癌细胞系ＨＴ２９共培养，并观察共培养后对结肠癌细胞的增殖和迁移能力的影响。通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
检测共培养组与对照组细胞在迁移能力方面的差异；ＣＣＫ８实验、克隆形成和成球实验检测 ＨＴ２９细胞
的体外增殖能力；体内成瘤实验比较共培养组和对照组细胞的成瘤能力差异；机制的阐明是通过荧光定

量ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别在 ｍＲＮＡ和蛋白水平检测共培养组与对照组细胞间 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、
ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１、Ｓｎａｉｌ２、Ｔｗｉｓｔ１和 Ｔｗｉｓｔ２的表达差异。结果　结肠癌细胞系
ＨＴ２９在与ＢＤＭＳＣｓ共培养后，增殖能力显著增强（Ｐ＜００５）。与对照组相比，与ＢＤＭＳＣｓ共培养后的
ＨＴ２９细胞的迁移能力［（２５９．６±１９．２３）个细胞／视野 ｖｓ（８１．６±１５．７４）个细胞／视野］显著增强（Ｐ＜
００５）。克隆形成率 ［（３７±２．９４）％ ｖｓ（１５．３３±２．８７）％］和成球率［（３１±３．２７）％ ｖｓ（１０．３３±
２６２）％］均显著提高（Ｐ＜００５）。在体内成瘤实验中，与ＢＤＭＳＣｓ共同注射的实验组所成肿瘤的体积
是显著大于对照组的，并且所成肿瘤的重量也是具有显著差异的［（１．７３±０．６２）ｇｖｓ（０．５４±０．８１）ｇ，
Ｐ＜００５］。最终在ｍＲＮＡ和蛋白水平检测到，与对照组细胞相比，与 ＢＤＭＳＣｓ共培养的 ＨＴ２９细胞中
上皮样标记物 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ出现显著下调表达，而间质样标记物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 Ｔｗｉｓｔ１则显著上调表达。
结论　骨髓来源的间充质干细胞促进结肠癌细胞ＨＴ２９的增殖与迁移。
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ｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＨＴ２９
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
（ＢＤＭＳＣｓ）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＨＴ２９ａｎｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＨＴ２９ｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＢＤＭＳＣｓｗｅｒｅｄｅｆｉｎｅｄａｓａｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ，ａｎｄＨＴ２９
ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄａｌｏｎｅｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓａｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ．
ＣＣＫ８ａｓｓａｙ，ｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｓｐｈｅｒｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｉｎｖｉｔｒｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｏｆ
ｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｂｙｉｎｖｉｖｏｔｅｓｔ．
ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，Ｓｎａｉｌ１，Ｓｎａｉｌ２，Ｔｗｉｓｔ１ａｎｄＴｗｉｓｔ２ｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｆｔｅｒ
ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈＢＤＭＳＣｓ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
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ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ（２５９．６±１９．２３ｖｓ８１．６±１５．７４ｃｅｌｌｓ／ｆｉｅｌｄ）
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ［（３７±２．９４）％ ｖｓ（１５．３３±
２８７）％］ａｎｄｔｈｅｓｐｈｅｒｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ［（３１±３．２７）％ ｖｓ（１０．３３±２６２）％］ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｔｕｍｏｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂｙｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＨＴ２９ｃｅｌｌｓａｎｄＢＤＭＳＣｓｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌａｒｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｆｏｒｍｅｄｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｂｙｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＨＴ２９ｃｅｌｌｓｏｎｌｙ，ａｎｄｔｈｅｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔ
ｗａｓａｌｓｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（１．７３±０．６２ｖｓ０．５４±０８１ｇ，Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐｅｘｈｉｂｉｔｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｖｉｍｅｎｔｉｎａｎｄＴｗｉｓｔ１ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＢＤＭＳＣｓｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＨＴ２９．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；

ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ＺｈｏｕＣｈａｎｇｎｉｎｇａｎｄＣａｏＨａｉｎｉｎｇａｒｅｃｏｆｉｒｓｔａｕｔｈｏｒｓｗｈｏｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄｅｑｕａｌｌｙｔｏｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅ．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈｏｕＣｈａｎｇｎｉｎｇ，Ｔｅｌ：８６７３４８５７８６０３，
Ｅｍａｉｌ：ｚｃｎ８８８８＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＭＳＣ）具有
免疫原性低、肿瘤趋向性和靶向迁移能力等诸多优势，

使其在肿瘤的临床治疗研究中受到越来越多的关注。

然而，ＭＳＣ应用于肿瘤治疗的安全性问题仍存在争
议，并且ＭＳＣ与肿瘤细胞间的相互作用关系亦不明
确［１－２］。Ｚｈｕ等［３］以及 Ｓｈｉｎａｇａｗａ等［４］将人骨髓来源

的间充质干细胞（ＢＤＭＳＣ）与结肠癌细胞共同注射至
动物模型皮下形成移植瘤，均发现 ＢＤＭＳＣ对结肠癌
的生长发挥促进作用。但是，Ｏｈｌｓｓｏｎ等［５］通过将ＭＳＣ
与鼠结肠癌细胞 Ｈ１Ｄ２共同注射至大鼠皮下，却观察
到ＭＳＣ对鼠结肠癌的生长具有抑制作用。换言之，
ＭＳＣ对结肠癌的发生、发展是促进还是抑制作用尚无
定论。本研究通过体外条件下ＢＤＭＳＣ与结肠癌细胞
系ＨＴ２９共培养后，检测ＨＴ２９细胞在增殖和迁移能力
的变化，体内条件下 ＢＤＭＳＣ与 ＨＴ２９共同注射动物
模型皮下，观察成瘤情况，研究ＢＤＭＳＣ对结肠癌细胞
的影响以及其中可能的机制，为 ＢＤＭＳＣ在肿瘤临床
治疗研究提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　骨髓来源间充质干细胞由南华大学外总教研室分
离培养；人结肠癌细胞系 ＨＴ２９购自中科院上海细胞
所；低糖 αＭＥＭ培养液、ＤＭＥＭ高糖培养液、ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养液、人重组表皮成长因子（ＥＧＦ）、人重组碱性
成纤维生长因子（ｂＦＧＦ）、Ｂ２７、胎牛血清、胰酶及相关
培养试剂均购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自碧云
天公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；引物设计由
南京金斯瑞公司完成；ＲＮＡ提取试剂盒和 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ试剂均购自 ＴａＫａＲａ公司；所用抗体：ＣＤ１０５、
ＣＤ９０、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｔｗｉｓｔ１和 Ｔｗｉｓｔ２购自
ＢＤ公司，ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ购自 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，Ｓｎａｉｌ１、Ｓｎａｉｌ２和 ＧＡＰＤＨ购

自ＳａｎｔＣｒｕｚ公司。二氧化碳培养箱购自 Ｔｈｅｒｍｏ公
司；实时荧光定量ＰＣＲ仪购自ＢｉｏＲａｄ公司；倒置显微
镜购自Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；流式细胞仪购自ＢＤ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养人骨髓来源间充质干细胞　　培养
于７５％胎牛血清的低糖αＭＥＭ培养液，人结肠癌细
胞系ＨＴ２９培养于１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养
液中，置于温度为３７℃ ，５％ ＣＯ２浓度的培养箱中孵
育，待细胞成长度达到７０％ ～８０％进行相关实验或胰
酶消化传代。

　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ双室细胞共培养时，将结肠癌细胞系
ＨＴ２９用胰酶消化并制备为单细胞悬液，按照每孔１×
１０５个细胞接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（０．４μｍ孔径，ＢＤ
ｆａｌｃｏｎ）的下室。将间充质干细胞制备为单细胞悬液，
按照每孔１×１０５个细胞接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室。
上、下室各加入２ｍＬ的干细胞培养液，两种细胞共培
养４８ｈ后，获取细胞用于实验。
１．２．２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验　　ＨＴ２９的对照组和共培
养组细胞各 ５×１０４个细胞计数至 ２００μＬ无血清的
ＤＭＥＭ培养液中。将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于含２０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ培养液的２４孔板内并向上室中加入重
悬的细胞悬液。每组设置３个复孔。常规培养２４ｈ
后，ＰＢＳ洗涤Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室３遍，清洗后置于４％的多
聚甲醛中固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３遍，加入０．１％的结
晶紫染色约３０ｍｉｎ，用棉签擦去上室细胞后用清水洗
涤，将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室随机取５个视野拍照，使用拍照
软件进行细胞数分析。

１．２．３　ＣＣＫ８法细胞增殖实验　　ＨＴ２９的对照组和
共培养组细胞各２×１０３个细胞计数至９６孔板中，每组
设３个复孔，按照 ＣＣＫ８试剂盒说明书操作，使用酶
标仪分别于０、２４、４８、７２ｈ后检测光密度值［Ｄ（４５０）］。
实验重复３次，以 Ｘ轴为时间、Ｙ轴为对应时间点的
Ｄ（４５０）值，作增殖曲线。
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１．２．４　克隆形成实验　　通过流式细胞仪分别分选
出２００个ＨＴ２９细胞的对照组和共培养组细胞，加入
２４孔板中，每组设３个复孔。常规培养２周后终止培
养。每孔加入４％的多聚甲醛将细胞固定，３０ｍｉｎ后
ＰＢＳ洗去多聚甲醛，每孔加入５００μＬ结晶紫染色液，
细胞染色３０ｍｉｎ后于烘箱中将２４孔板干燥。在显微
镜计数每组细胞的克隆形成数、拍照并统计。克隆形

成率＝（克隆形成数／接种细胞数）×１００％。
１．２．５　成球实验　　根据以往文献［６］报道，在非贴
的２４孔板中每孔添加 ５００μＬ含有 １０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ、
１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ、２０ｍｇ／ｍＬＢ２７的无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
成球培养液，每孔通过流式细胞仪计数１００个细胞，每
组各做３个复孔的重复，再放入培养箱培养，在培养过
程必须添加少许ＤＭＥＭ／Ｆ１２培液，２周后在倒置显微
镜下，对每孔细胞球的成球情况进行记录和分析。成

球率＝（细胞球数／加入的细胞总数）×１００％。
１．２．６　体内成瘤实验　　６只５周龄雌性裸鼠购自
南华大学实验动物中心，按照动物实验伦理准则进行

实验。通过流式细胞仪计数，对照组为１×１０５个未经
处理的ＨＴ２９细胞；实验组为５×１０４个 ＢＤＭＳＣｓ细胞
和５×１０４个ＨＴ２９细胞共同混合制备单细胞悬液。每
只１×１０５个细胞分别注射至裸鼠皮下，每组注射３只
裸鼠。每５天观察并记录移植瘤体积。肿瘤体积＝瘤
体长（Ｌ）×瘤体宽的平方（Ｗ２）／２。在第４周末处死
裸鼠并取出移植瘤。

１．２．７　荧光定量 ＰＣＲ检测　　取 ＨＴ２９的对照组和
共培养组细胞，按照ｔｏｔａｌＲＮＡ提取试剂盒（ＴａＫａＲａ）和
ｃＤＮＡ反转试剂盒（Ｆｅｒｍａｎｔａｓ）的说明，进行 ｔｏｔａｌＲＮＡ
的提取并反转为 ｃＤＮＡ。加入 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ试剂
（ＴａＫａＲａ）进行荧光定量 ＰＣＲ反应，通过对荧光定量
ＰＣＲ溶解曲线的分析，验证无非特异性扩增后，２－△△Ｃｔ

法计算各基因相对ＧＡＰＤＨ的相对表达水平。相关基
因的引物序列见表１。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　将对照组和 ＢＤＭＳＣｓ
共培养组细胞提取蛋白。细胞离心后加入蛋白裂解

液，将细胞裂解物进行 ＢＣＡ定量后使用。每孔按照
５０μｇ目的总蛋白样品进行上样，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后湿
转法转移到 ＰＶＤＦ膜上。含５％的脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ
孵育封闭２ｈ，加入稀释好的一抗孵育过夜，ＰＢＳＴ洗涤
３次，加入对应的二抗孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗涤后，凝胶成
像仪采集图像，并使用图像软件 ＩｍａｇｅＪ２ｘ进行条带
灰度值分析。

１．３　统计学处理
　　每组实验均重复至少３次，采用 ＳＰＳＳ１６．０统计
软件进行单因素方差分析，２组间比较采用两独立样
本ｔ检验。

表１　各基因引物序列及片段长度

基因 引物序列（５′→３′）
片段长

度（ｂｐ）

ＥＣａｄｈｅｒｉｎ 正义链：ＴＧＣＣＣＡＧＡＡＡＡＴＧＡＡＡＡＡＧＧ ２００

反义链：ＧＴＧＴＡＴＧＴＧＧＣＡＡＴＧＣＧＴＴＣ

ＮＣａｄｈｅｒｉｎ 正义链：ＡＣＡＧＴＧＧＣＣＡＣＣＴＡＣＡＡＡＧＧ ２０１

反义链：ＣＣＧＡＧＡＴＧＧＧＧＴＴＧＡＴＡＡＴＧ

ＶＶｉｍｅｔｉｎ 正义链：ＧＡＧＡＡＣＴＴＴＧＣＣＧＴＴＧＡＡＧＣ １６３

反义链：ＧＣＴＴＣＣＴＧＴＡＧＧＴＧＧＣＡＡＴＣ

Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 正义链：ＣＡＧＴＧＧＧＡＧＡＣＣＴＣＧＡＧＡＡＧ １６８

反义链：ＴＣＣＣＴＣＧＧＡＡＣＡＴＣＡＧＡＡＡＣ

Ｓｎａｉｌ１ 正义链：ＣＡＣＴＡＴＧＣＣＧＣＧＣＴＣＴＴＴＣ １１３

反义链：ＧＧＴＣＧＴＡＧＧＧＣＴＧＣＴＧＧＡＡ

Ｓｎａｉｌ２ 正义链：ＡＡＡＣＴＡＣＡＧＣＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＣＡ ２０３

反义链：ＧＣＣＣＣＡＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＧＴＡＴＣ

Ｔｗｉｓｔ１ 正义链：ＡＧＴＣＣＧＣＡＧＴＣＴＴＡＣＧＡＧＧＡ １６１

反义链：ＧＣＣＡＧＣＴＴＧＡＧＧＧＴＣＴＧＡＡＴ

Ｔｗｉｓｔ２ 正义链：ＣＡＡＧＣＴＧＡＧＣＡＡＧＡＴＣＣＡＧＡＣ ９７

反义链：ＧＧＴＣＡＴＣＴＴＡＴＴＧＴＣＣＡＴＣＴＣＧ

ＧＡＰＤＨ 正义链：ＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡ １１０

反义链：ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ

２　结果

２．１　ＢＤＭＳＣｓ与结肠癌细胞系ＨＴ２９共培养
　　流式细胞仪检测ＢＤＭＳＣｓ表面抗原的阳性率，其
中ＣＤ１０５和ＣＤ９０的阳性率分别为９３．５％及９９．１％，
而ＣＤ３４和 ＣＤ４５的阳性率均为０．１％（图１）。在对
ＢＤＭＳＣｓ鉴定完成后，将 ＢＤＭＳＣｓ与结肠癌细胞系
ＨＴ２９共培养４８ｈ，倒置显微镜观察细胞形态：ＢＤＭＳＣｓ
呈现成纤维样细胞形态（图２Ａ）；普通培养条件下的
ＨＴ２９细胞呈现扁圆的上皮样细胞形态（图２Ｂ）；结肠
癌细胞系ＨＴ２９在与 ＢＤＭＳＣｓ共培养后，细胞形态由
上皮样向间质样细胞形态转变（图２Ｃ）。
２．２　ＢＤＭＳＣｓ促进ＨＴ２９细胞的迁移能力
　　利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测 ＨＴ２９细胞在与
ＢＤＭＳＣｓ共培养后迁移能力的变化。对照组细胞穿
过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的细胞数为（８１．６±１５．７４）／视野
（图３Ａ），而共培养组细胞穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的细胞
数为（２５９６±１９．２３）／视野（图３Ｂ）。相对于对照组，
共培养组细胞的迁移能力显著增强（Ｐ＜００１），说明
ＢＤＭＳＣｓ可促进ＨＴ２９细胞的迁移能力。
２．３　ＢＤＭＳＣｓ促进ＨＴ２９细胞增殖
　　与对照组细胞相比，ＨＴ２９细胞在与 ＢＤＭＳＣｓ共
培养７２ｈ后，共培养组细胞的增殖能力显著增强（Ｐ＜
００５，图４），说明 ＢＤＭＳＣｓ可促进 ＨＴ２９细胞的增殖
能力。
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Ａ：ＩｇＧ；Ｂ：ＣＤ１０５；Ｃ：ＣＤ９０；Ｄ：ＣＤ３４；Ｅ：ＣＤ４５
图１　流式细胞仪检测ＢＤＭＳＣｓ表明抗原的阳性率变化

!" #

Ａ：骨髓来源间充质干细胞；Ｂ：普通培养条件下ＨＴ２９细胞；Ｃ：共培养后ＨＴ２９细胞形态
图２　倒置显微镜观察间充质干细胞与结肠癌细胞系ＨＴ２９共培养后的细胞形态变化　（×４０）

!"

Ａ：对照组；Ｂ：共培养组
图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测２组ＨＴ２９细胞的迁移能力　

（结晶紫×２０）
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ａ：Ｐ＜００５，与对照组相比
图４　ＣＣＫ８法检测对照组与共培养组细胞增殖能力

２．４　克隆形成实验
　　对照组细胞的克隆形成率为［（１５．３３±２．８７）％］，
而 ＢＤＭＳＣｓ共培养组细胞的克隆形成率为［（３７±
２９４）％］。两者比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５，图５）。

!"

Ａ：对照组；Ｂ：共培养组
图５　两组细胞克隆形成实验结果　（结晶紫）

２．５　成球实验
　　ＨＴ２９细胞的ＢＤＭＳＣｓ共培养组细胞所成球的体
积是显著大于对照组细胞（图６），对照组细胞的成球
率为［（１０．３３±２．６２）％］，ＢＤＭＳＣｓ共培养组细胞的
成球率为［（３１±３．２７）％］，两者比较差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。

!"

Ａ：对照组；Ｂ：共培养组
图６　两组细胞成球实验结果　（倒置显微镜×４０）
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２．６　体内成瘤实验
　　与ＢＤＭＳＣｓ共同注射的实验组所成肿瘤的体积
显著大于对照组（图７）。并且两组间细胞所成肿瘤的
重量也是具有显著差异的［（１．７３±０．６２）ｇｖｓ（０．５４±
０８１）ｇ，Ｐ＜００５］。说明在体内条件下，ＢＤＭＳＣｓ促
进ＨＴ２９细胞的成瘤能力。

!

"

１：ＨＴ２９对照组；２：ＨＴ２９与ＢＭＭＳＣｓ共注射组
图７　各组裸鼠皮下成瘤大体观察

２．７　ＢＤＭＳＣｓ影响ＨＴ２９细胞的机制探究
　　为了探究ＢＤＭＳＣｓ促进ＨＴ２９细胞增殖和迁移能
力的作用机制，从转录水平和翻译水平分别检测了对

照组和共培养组细胞中ＥＭＴ相关的标记物ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、
ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ１、Ｓｎａｉｌ２、Ｔｗｉｓｔ１
和Ｔｗｉｓｔ２的表达情况。实验结果发现，与对照组细胞
相比，与ＢＤＭＳＣｓ共培养的 ＨＴ２９细胞中在 ｍＲＮＡ和
蛋白水平均发现：上皮样标记物 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ出现显著
下调表达，而间质样标记物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 Ｔｗｉｓｔ１则显著
上调表达（图８）。这些结果说明了，骨髓来源的间充
质干细胞促进结肠癌细胞的增殖与迁移能力是通过上

皮间质转化来完成的。

３　讨论

　　ＭＳＣｓ属于多潜能干细胞，存在于多种正常组织
中，包括脂肪组织，骨髓和肝脏［７］。ＭＳＣｓ在特定的培
养条件下可以分化成脂肪细胞、骨、神经、心肌、内皮细

胞等多种组织细胞，可用于衰老和病变引起的组织器

官损伤修复［８］。已有大量研究表明了ＭＳＣｓ与肿瘤之
间的相关性，但是二者间的相互作用是促进还是抑制

仍然存在争议［９］。

　　ＭＳＣｓ在结肠癌中的作用，早期文献［１０］的报道主

要认为是促进作用，但是也有研究者例如 Ｏｈｌｓｓｏｎ
等［５］认为ＭＳＣｓ在结肠癌中发挥的是抑制作用。由于
ＭＳＣｓ在体内注射途径、输注剂量及次数、输注时机等
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果　ａ：Ｐ＜００５，与对照组相比；Ｂ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
图８　ＲＴＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＭＴ相关标记物的表达

诸多影响因素，导致可能得出完全不同的研究结果。

首先，为了探究ＭＳＣｓ在结肠癌中的确切作用，本研究
通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验发现ＨＴ２９细胞在与ＢＤＭＳＣｓ
共培养后的迁移能力是显著增强的，这说明 ＢＤＭＳＣｓ
对结肠癌的侵袭转移是具有促进作用的。ＣＣＫ８增殖
实验、克隆形成、成球实验和裸鼠体内成瘤实验证明了

与ＢＤＭＳＣｓ共培养后的ＨＴ２９细胞具有更强的增殖能
力。同时，在ＨＴ２９细胞与ＢＤＭＳＣｓ共培养后，通过形
态学的观察，我们发现 ＨＴ２９细胞呈现出上皮间质转
化特征。

　　上皮间质转化ＥＭＴ被报道称其参与了肿瘤的发
生、发展，在肿瘤的侵袭转移过程中也发挥了极其重要

的作用，ＥＭＴ导致了肿瘤细胞的表型变化并增加了侵
袭能力［１１］。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的下调被认为是 ＥＭＴ这一过
程的关键事件，以及目前是 ＥＭＴ的最可靠的标记
物［１２］。同时，间质特征的蛋白水平的表达会随之增

加，例如，锌指蛋白家族（Ｓｎａｉｌ１、Ｓｎａｉｌ２、ＺＥＢ１）［１３］，螺
旋环螺旋家族（ｂＨＬＨ）成员Ｔｗｉｓｔ１和 Ｔｗｉｓｔ２［１４］。波
形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、纤维连接蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）以及细
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胞外基质重塑酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ），并伴随着
肌动蛋白的改变，细胞骨架发生重组［１５］。

　　基于以上研究表明，我们探究骨髓来源的间充质
干细胞促进结肠癌细胞的增殖与迁移能力的可能机

制，我们从转录水平和翻译水平分别检测了对照组和

共培养组细胞中 ＥＭＴ相关的标记物的表达情况。实
验结果发现，与对照组细胞相比，与 ＢＤＭＳＣｓ共培养
的ＨＴ２９细胞中上皮样标记物 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ出现显著下
调表达，而间质样标记物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 Ｔｗｉｓｔ１则显著上
调表达。这些结果说明了，ＢＤＭＳＣｓ促进 ＨＴ２９细胞
的增殖与迁移能力是通过ＥＭＴ来完成的。
　　诸多研究者利用 ＭＳＣｓ作为载体，对其进行基因
修饰，使其作用肿瘤细胞，造成肿瘤杀伤效果。但是，

ＭＳＣｓ作为肿瘤治疗载体的同时，存在促进肿瘤发展和
迁移的隐患，这使其在临床应用中的发展受到了限制。

本研究通过比较结直肠癌细胞ＨＴ２９与ＢＤＭＳＣｓ共培
养前后生物学活性的变化，发现 ＢＤＭＳＣｓ促进 ＨＴ２９
细胞的增殖和迁移能力，并且阐明了ＥＭＴ在其中发挥
的作用机制。作为肿瘤微环境中的重要因子，ＭＳＣｓ可
通过分泌多种细胞因子，例如：ＴＧＦβ１、ＩＬ６、ＦＧＦ２、
ＣＣＬ５等激活胞内 Ｗｎｔ、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３等信
号通路的传导，从而影响肿瘤细胞的命运［９］。这些细

胞因子以及信号通路又是如何调控结直肠癌细胞

ＥＭＴ，将是我们接下来工作的重点。
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