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与小鼠囊胚共培养后人子宫内膜癌细胞侵袭、 

粘附和运动性的变化 

王焕英 ，赵 勃 ，王 媛 ，胡 凯 ，姚珍薇 ，王智彪 

(1．重庆医科大学生物医学工程系，重庆 400016；2．重庆医科大学临床学院妇产科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：了解小鼠囊胚体外对人子宫内膜癌细胞RL95—2侵袭力及粘附、运动性的影响作用。方法：建立小鼠囊胚与 

人子宫内膜癌细胞 RL95—2共培养模型，分别采用 Matrige1人工重建基底膜侵袭实验 、MTT法粘附实验和 IYanswell小室趋 

化性运动模型，来研究与小鼠囊胚共培养后，人子宫内膜癌细胞 RL95—2体外侵袭能力、粘附性和运动性的改变。结果：小鼠 

囊胚与人子宫内膜癌细胞 RL95—2共培养后，RL95—2细胞穿过 Matrige1人工基底膜的细胞数明显减少(14±5．66 VS 38．08 

±13．43，P<0．01)，30min和60min的粘附率均降低(P<0．01)，穿过 Transwell小室聚碳酸脂微孔的细胞数也显著减少(24， 

69±1．57 vS 59．19±2．39，P<0．01) 结论：小鼠囊胚可降低恶性肿瘤细胞的侵袭能力，及侵袭相关的粘附性和趋化运动性： 
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Effects of mouse bIastocysts on invasive．adhesive and mobiIe 

capacity of human endometriaI carcinoma cellS in vitro 

WANG Huanying，et al 

(Department of Biomedical Engineering，Ckongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：This study was conducted tO investigate the effects of mouse blastocysts on invasive，adhesive and mobile capaci— 

ty of human endometrial carcinoma cells RL95— 2 in vitro．M ethods：RL95—2 cells were eo— cultured with n1()use blastocysts． 

Changes of invasive，mobile and adhesive capacity of RL95—2 cells were measured by the number of cells tO penetrate polycarbonates 

coated with or without Matrigel，and adhesive rate by MTT after CO—culture，respectively．Results：After CO—culture with mouse 

blastocysts，number of RL95—2 cells tO penetrate polycarbonates coated with or withoLit Matrigel was significantly lower(1 4±5．66 

VS 38．08±13．43 and 24．69±1．57 VS 59．19±2．39，respectively，P<0．01)．Adhesive rate of RL95—2 cells was alsO significantly 

decreased at 30min and 60min(P<0．0 1)．Omclusion：Mouse blastocysts can make invasiveness of malignant tunlor cells decrease， 

and change invasion—related adhesive and mobile capacity in vitro． 

【Key words】Embryo；Tumor cells；Invasion；Co—culture 

侵袭和转移特性是恶性肿瘤细胞最为重要的生 

物学特性，是肿瘤发生和演进过程中最危险的阶段， 

对患者能否治愈及预后至为关键。70％实体性肿瘤 

患者在确诊时已有微转移或可见的转移灶。手术仍 

是 目前治疗肿瘤的首选方法，但术后有 40％～60％ 

的病人发生复发与转移，80％～90％的肿瘤患者死 

于肿瘤的侵袭转移及相关并发症一 ， 。因此，阻止 
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肿瘤细胞的侵袭和转移成为肿瘤治疗的关键。 

早在 1829年，法国生物学家 Lobstein和 Re— 

camier就提出了肿瘤的胚胎性起源的概念。近年， 

对肿瘤形成与胚胎发育对 比研究不断深入，大量的 

实验研究发现在肿瘤形成与胚胎发育之间存在着诸 

多的相似之处_】， ，提示两者有 内在的本质联 系。 

本实验以小鼠囊胚与恶性肿瘤细胞体外共培养为模 

型，观察、研究小鼠囊胚对恶性肿瘤细胞体外黏附、 

运动侵袭能力的影响，为从胚胎中寻找抗肿瘤细胞 

侵袭转移的机制和方法提供实验基础。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 健康、成年昆明系(KM)小鼠，6～8周 

龄，体重 20～25g，由重 庆医科 大学实验 动物 中心提供。 

25℃环境下饲养，光照周期 12L：12D，自由摄水、饮食，按 2： 

1比例进行雌 、雄鼠合笼过夜，次晨发现阴栓者为孕第 l天 

(d1) 

1 1．2 细胞株 人子宫内膜癌细胞株 RL95—2，由重庆医 

科大学医学超声工程研究所提供： 

1．1．3 主要设备与试剂 TC2323型二氧化碳孵箱，为美国 

Shel—Lab公 司产品：IX70型倒置显微镜 、BX40型生物显 

微镜为 日本 Olympus公司产品 Transwell Insert(无胶型和 

铺胶型)，为美国 Becton& Dickinmn公司产品。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 人子宫内膜癌细胞 RL95—2常规培养 

于含 10％灭活的小牛血清 的 RPMI1640完全培养液中。用 

0．25％胰酶和 0．02％EDTA}肖化细胞，调整细胞浓度为 1× 

10 cells／ml，按 1m[／孑L接种于 6孔培养板 中。至细胞完全贴 

壁，用 0，1 md／LPBS(pH7．4)漂洗 3次后 ，换为含 10％FBS 

的 DMEM／F12(1：1)培养液待共培养实验。 

1．2．2 小鼠囊胚的获得与共培养 取孕 山 鼠，脱颈处死 ， 

75％酒精常规消毒，开腹后剪取双侧子宫角，吸取 DMEM／ 

F12培养基冲洗子宫 在倒置显微镜下挑选发育至中晚期 

且质量良好的囊胚，移人到共培养细胞铺底 的 6孔培养板 

中，每孔 30枚胚胎，于 37~C、5％C02、相对湿 度为 95％～ 

100％的孵箱中共培养，每 24h添换培养液。共培养 72h～ 

96h后，待 RL95—2细胞融合至 80％～90％时，终止共培 

养 以单独培养 RL95—2细胞作为对照组，每次实验2孔／ 

组，各组实验重复3次。 

1．2．3 体外细胞侵袭实验 Transwell小室为一杯状结构， 

杯孔直径 6．5mm；杯底由 8．0 m孔径的聚碳酸脂微孔滤膜 

封闭。滤膜上均匀涂 1：5RPMI1640稀释 的人工基质 Ma— 

tfigel约50~g／dx室，用紫外线照射过夜，使用前加入少量无 

血清的培养基水化。将细胞消化、计数 因共培养体系中肿 

瘤细胞与囊胚细胞的数量相差悬殊(>10 级别)，故可认为 

消化下的细胞为纯肿瘤细胞(以下实验同此)。取 2×lOs个细 

胞接种于Trmswdl小室的上层小室内，小室下室加入 0．8ml无 

血清培养 24h的 NIH3T3细胞上清液作为趋化因子。培养 

48h后，取出滤膜 ，用棉签轻轻擦去 matrigel胶。甲醛固定， 

常规苏木素一伊红(H．E．)染色。低倍光镜下，每个滤膜分 

别取上、下、左、右、中心5个视野，高倍镜下计数穿过聚碳酸 

脂滤膜的细胞数。计算每个视野的平均数表示肿瘤细胞的 

迁移能力。 

1．2．4 仉̂ 法细胞黏附实验 用 0．1％胰酶消化 RL95— 

2细胞 ，台盼 蓝拒染 法计 算 活 细胞 数，调整 细 胞 为 2× 

l0scell／ml，直接接种于 96孔培养板中，每孔加 200~1：另一 

孔加 RPMI1640 2【)(】 l作为空 白对照 37℃ 分别孵育 

30min、60min和 24h取出培养板 ，弃朱粘着细胞，加 2001,1／ 

孑L RPMI1640培养液及 40『』l／孑L MTT液，37V孵育 4h 吸 

除各孔上清液，加 200"1／(L DMSO，在自动酶标读数仪上以 

570~m波长测定各孔 OD值。每组实验设平行孔 5孔 ，另设 

一 组 只加 RPMI1640200~1作 为空 白对照。以 30min、 

60minOD值比 24h OD值计算得各时间组的细胞粘附率，进 

行统计检验。 

1．2．5 趋化性运动能力测定 Transwell小室(同前)，直接 

将 RL95—2细胞接种在小室 内的聚碳酸脂微孔滤膜上，培 

养24h后取出滤膜，其余实验步骤和细胞记数方法同细胞侵 

袭实验。 

1．3 统计学处理 

数据以 ± 表示，两样本间均数比较行独立样本 f检 

验，由SPSS10．0统计软件包处理完成： 

2 结 果 

2．1 小鼠囊胚与人子宫内膜癌细胞 RL95 2共培 

养的生物学行为观察 

小鼠囊胚与 RL95—2细胞共培养 24h后，即可 

观察到小鼠囊胚开始脱带 ，贴附于 RL95—2细胞 

上，贴壁的小鼠囊胚周围的 RL95—2细胞有生长方 

向的改变。随着共培养时间的延长，小鼠囊胚滋养 

层巨细胞继续向外扩展生长，周围的 RL95 2细胞 

则被向后“推开”，环绕在新生滋养层细胞周围。在 

小鼠囊胚滋养层细胞与 RL95 2细胞交接处形成 

清晰的界限(图 1)。 

2．2 小鼠囊胚对 RL95—2细胞体外侵袭能力的影 

响 

体外侵袭试验显示，共培养前后的 RL95—2细 

胞均能够穿过铺有 Matrigel胶的滤膜；共培养前、后 

两组穿过滤膜的细胞数 目分别为 38．08±1．34和 

14±0．57个，小鼠囊胚能够显著降低 RL95 2细 

胞的体外侵袭能力(P<0．01) 

2．3 小鼠囊胚 对 RL95—2细胞粘附能 力的影响 

M丌 法测定结果显示，与共培养前 比较，共培 

养后人子宫内膜癌细胞 RL95—2体外粘附率降低 

(P<0．01)(表 1)。 

2．4 小鼠囊胚对 RL95—2细胞体外细胞趋化性运 

动能力的影响 

体外趋 化性 运 动实验 显示 ，共培 养 前后 的 

RL95—2细胞均能够穿过 8．0 m孔径的聚碳酸脂 
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不同的其它抗肿瘤药物也产生交叉耐药性。MDR 

的特点：①多出现于天然来源的抗肿瘤药物，这些药 

物通常为分子量较大的亲脂性化合物，如 CLC、 

VCR、VLB、ADM 、DNR、A rD、VP 16、VM 一26、 

TAX等。较少为抗代谢类和烷化剂类；②MDR细 

胞中药物积累量减少；③MDR细胞膜上出现一种特 

殊的蛋白，名为 P一糖蛋 白(P—glycoprotein，P— 

gP)，P一糖蛋白是目前公认的 MDR生物学基础。 

本实验以鼻咽癌细胞株 HNE 1为研究对象， 

采用高能 X射线照射细胞 ，得到 HNE一1(200)细 

胞 ，MTT法检测提示，高浓度长春新碱对 HNE 1 

(200)的抑制率比对 HNE一1细胞的抑制率降低了 

近 50％，P值小于 0．01，有显著差异用免疫组化检 

测该细胞 P一糖蛋白表达，结果为 HNE—l阴性， 

FLNE一1(200)阳性，表明放射可以诱导细胞产生多 

药耐药 ，使细胞对化疗药物敏感性降低 ，与文献报道 
一 致l 。 

研究肿瘤多药耐药的最终 目的是逆转耐药，提 

高治疗敏感性。氧化苦参碱是从中药中提取的一种 

苦参型生物碱，已被证实有一定的抑瘤作用l ]和诱 

导癌细胞凋亡的作用 J。本研究发现，氧化苦参碱 

对鼻咽癌 HNE一1及 HNE一1(200)细胞生长均有 

抑制作用，呈浓度依赖关系，随着浓度的增加抑制作 

用也增加，提示氧化苦参碱对是否产生耐药的肿瘤 

细胞均有生长抑制作用，与文献报道一致_6j。进一 

步研究发现，低毒性浓度的氧化苦参碱(0．5mg／m1) 

可以使 HNE一1(200)~1tt胞 P一糖蛋白表达减低 ，提 

示氧化苦参碱可能部分逆转肿瘤耐药，增加放疗后 

肿瘤细胞对化学治疗的敏感性。 

维拉帕米是临床常用的钙通道阻止剂，是公认 

的第一代P一糖蛋白抑制剂，但由于其心脏毒、副作 

用较大而限制了其在耐药逆转方面的应用Es]。在 

蛋白质水平上，维拉帕米逆转肿瘤耐药的机制是(1) 

竞争性抑制药物与 P—gP或药物外排泵的结合。P 
—

gp是细胞对药物的共同外排泵 ，其特异性不高， 

维拉帕米能与药物竞争这一共同通道的结合而达到 

抑制药物的外排作用，(2)使P—gP磷酸化，抑制药 

物外排泵功能，结果细胞内抗肿瘤药物浓度增高。 

(3)最近又发现维拉帕米可诱导 P—gP跨膜区蛋白 

的构象改变来抑制 P—gP的作用。本研究表明，氧 

化苦参碱与维拉帕米作用相似，均能使抑制两种细 

胞增殖且使 HNE一1(200)细胞 P一糖蛋 白表达下 

降，故推测氧化苦参碱可能具有与维拉帕米一致的 

耐药逆转作用，氧化苦参碱能否进一步逆转肿瘤细 

胞多药耐药，有待在今后的实验中作进一步探讨。 
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