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人皮肤鳞状细胞癌体外三维模型的建立及

高侵袭性鳞癌细胞的生物学评价

杨晓鲲，杨亚东，杨桂红，唐书谦，伍津津△

（第三军医大学大坪医院野战外科研究所皮肤科，重庆４０００４２）

　　摘　要：目的　建立人皮肤鳞癌细胞体外三维培养模型，分离高侵袭性细胞亚群，并比较其生物学特性。方法　利用复方壳

多糖组织工程皮肤，成功建立人皮肤鳞癌细胞体外三维培养模型，消化分离得到高侵袭性鳞癌细胞亚群，比较肉桂醛和干扰素作

用后对不同侵袭特性细胞亚群的增殖抑制效果，同时比较不同侵袭特性细胞亚群在裸鼠中成瘤效果的不同。结果　不同浓度的

肉桂醛和干扰素对皮肤鳞癌细胞的增殖抑制差异有统计学意义（犘＜０．０１），不同侵袭特性的皮肤鳞癌细胞亚群之间的增殖抑制

差异也有统计学意义（犘＜０．０１），另外，两种不同侵袭特性的细胞亚群的成瘤特性差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　成功建

立人皮肤鳞癌体外三维培养模型，同时运用此种三维培养模型能够筛选得到侵袭特性更强的细胞亚群。
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　　人皮肤鳞状细胞癌（ｔｈｅｈｕｍａｎｓｈｉｎｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｅｄｃａｒｃｉ

ｎｏｍａ，ＳＣＣ），是皮肤肿瘤中侵袭性、致死性较强的一类，对其研

究一直都是热点。以往研究者借助普通的二维细胞培养和鳞

癌动物模型进行研究，本试验中，通过建立ＳＣＣ三维培养模

型，并进一步筛选出具有更高侵袭性的ＳＣＣ细胞亚群，并比较

两种细胞亚群之间的生物学特性，为临床治疗ＳＣＣ提供重要

的理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　１～３个月雄性裸鼠４０只，由第三军医大

学大坪医院动物实验所提供。

１．１．２　细胞和试剂　人表皮鳞癌细胞株 Ａ４３１细胞株

（ＴＣＨｕ１８８，上海细胞生物研究所），人源角质形成细胞（ＫＣ细

胞）和成纤维细胞（ＦＢ细胞）为本实验室常规冻存备用，鼠尾胶

原按本科方法制备［１］；肉桂醛（Ｓｉｇｍａ公司）；注射用重组人干

扰素α１ｂ（ＩＦＮα１ｂ）（赛若金，每支１ｍＬ∶３０μｇ，国药准字

Ｓ１０９６００５９，深圳科兴生物工程有限公司）；层粘连蛋白，普通和

高糖ＤＭＥＭ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公

司）；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ粉）、表皮生长因子、壳多糖、硫酸

软骨素Ｃ、透明质酸（均为ＳＩＧＭＡ产品），ＨＥＰＥＳ（美国 ＫＡＩ

生物医学科学公司），胶原酶Ｄ（德国宝灵曼公司）；胰蛋白酶

（中国科学院新疆化学研究所）。

１．１．３　主要仪器设备　超净工作台（苏净集团苏州安泰空气

技术有限公司），二氧化碳孵箱ＴＣ２３２３型（ＳＨＥＬＬＡＢ公司），

ＨＹ４调速多用振荡器（江苏金坛市中大仪器厂）；酶标仪（Ｂｉｏ

ｔｅｋＥＬｘ８００，ＵＳＡ）；细胞计数仪（ＨＫ９７ＣＡＳＹＴＴ）。
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１．２　方法

１．２．１　Ａ４３１细胞及相关细胞的培养和传代　向 Ａ４３１细胞

的培养瓶中加入２ｍＬ０．０１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），清

洗２次，倒掉培养基，加入０．２５％胰酶４℃冷消化３０ｍｉｎ，后轻

轻拍打培养瓶壁，加入１ｍＬ胎牛血清终止消化后按１∶２～

１∶４传代扩增，以此获得的 Ａ４３１细胞记为Ⅰ组。ＫＣ细胞和

ＦＢ细胞从临床健康成人包皮标本获取，并常规培养、传代。

１．２．２　建立Ａ４３１鳞癌细胞三维培养模型　参照以往研究
［１］

在６孔培养板上制作组织工程凝胶，将ＦＢ１．５×１０５ 个细胞／

孔混入凝胶中，待凝胶凝固后，再按照Ａ４３１０．５×１０５ 个细胞／

孔、ＫＣ２×１０５ 个细胞／孔的比例加入凝胶中，进行 Ａ４３１三维

培养模型的建立，分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组（分别对应５、７、１０、１４ｄ），

各重复２组（一组观察鳞癌细胞浸润情况，另一组消化提取细

胞）。为改善培养环境，利用振荡器进行振荡培养；并在５、７、

１０、１４ｄ取出标本，甲醛液固定，常规 ＨＥ染色，镜下观察Ａ４３１

细胞浸润情况。之后将Ｄ组表皮层中细胞去除，加入２％胶原

酶Ｄ消化，获得浸入真皮层的Ａ４３１细胞，培养传代后，再次按

前述各细胞数量接种于组织工程凝胶中，并分为ａ、ｂ、ｃ、ｄ组，

可再次重复２组，以获取侵袭特性更强的鳞癌细胞，并将此

Ａ４３１细胞记为Ⅱ组（普通培养Ａ４３１细胞为Ⅰ组）。

１．２．３　肉桂醛溶液、ＩＦＮα１ｂ溶液及０．５％ ＭＴＴ液的配制　

肉桂醛溶液配制以０．２％二甲基亚砜溶液作为溶剂，将肉桂醛

溶液和高糖无血清ＤＭＥＭ 培养基经过避光振荡５ｍｉｎ，０．２２

μｍ滤膜过滤，分别配制成１００μＬ的１００、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ３

种浓 度，于 ４℃ 保 存 备 用。ＩＦＮα１ｂ 溶 液 配 制：３０μｇ／ｍＬ

ＩＦＮα１ｂ用无血清ＤＭＥＭ作为稀释剂，分别稀释成３、２、１μｇ／

ｍＬ浓度并置于４℃保存备用。０．５％ＭＴＴ液配制：将５０ｍｇ

ＭＴＴ混合于１０ｍＬ的０．０１Ｍ磷酸盐缓冲液中，振摇、溶解，

０．２２μｍ滤膜过滤，并于４℃保存备用。

１．２．４　ＭＴＴ法测定Ａ４３１细胞增殖　取对数期生长的 Ａ４３１

细胞，无菌ＰＢＳ洗涤３次后０．２５％胰酶消化，观察细胞收缩变

圆后终止消化。１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加入完全

培养基重悬，细胞计数仪计数，按２×１０４ 个细胞／１００微升接

种于９６孔板，每孔１００μＬ，置入３７℃，５％ＣＯ２ 孵箱培养。待

细胞贴壁后分别加入肉桂醛０、１００、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ（对应配

制好的肉桂醛溶液加入量分别为０．０、１２．５、２５．０、５０．０μＬ）。

每组５复孔（狀＝５），置入孵箱继续培养。分别在培养２４、４８和

７２ｈ后每孔加入５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续培养４ｈ，每

孔加入二甲基亚砜１５０μＬ，避光振荡１０ｍｉｎ，酶标仪４９０ｎｍ

处测量光密度值。

１．２．５　裸鼠成瘤模型的建立及不同侵袭性Ａ４３１细胞成瘤活

性的比较　按接种 Ａ４３１细胞的不同分为Ⅰ、Ⅱ组，并按照接

种后裸鼠生长时间分为３、４、５、６周组，每组５只，胰蛋白酶消

化后制成细胞悬液，用无血清培养液洗涤３次，３０００ｒ／ｍｉｎ离

心３ｍｉｎ，弃上清液。加ＰＢＳ液稀释，制成单细胞悬液用于细

胞计数，调整细胞浓度为２×１０６／ｍＬ，裸鼠背部皮肤用７５％乙

醇进行消毒，以１ｍＬ注射器吸取０．１ｍＬ细胞悬液，数量为

２×１０６ 个，注射入裸鼠背部皮下组织，注射完毕后观察裸鼠，

无异样反应，继续放于无菌饲养房内饲养，并观察肿瘤生长情

况，并在一定时间内脱颈法处死裸鼠，留取肿瘤标本，后用体积

公式：Ｖ＝０．５×ａ×ｂ２，（ａ为长径，ｂ为短径）计算肿瘤体积。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分析，

计量资料用狓±狊表示，细胞增殖抑制率等采用χ
２ 检验，组间

比较采用狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　Ａ４３１鳞癌细胞三维培养模型的建立　由图１可观察到，

作者建立的组织工程皮肤表真皮分化明显，形成较之普通传统

培养形式不同的三维立体结构，以标志性的基底膜为界，上为

组织工程皮肤表皮部分，而下为组织工程的真皮凝胶部分，并

且从三维培养的第５天开始，组织工程皮肤真皮凝胶层中可见

到核异型性明显的肿瘤细胞浸润，并且随着时间的延长，浸润

入真皮层内的细胞数量明显增加，同时肿瘤浸润的广度和深度

都有所增加，到第１４天时达到高峰。结果提示鳞癌细胞三维

培养模型建立成功。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图１　　各组Ａ４３１鳞癌细胞组织学观察（ＨＥ×１０）

表１　　不同浓度肉桂醛对Ⅰ组、Ⅱ组Ａ４３１细胞增殖的抑制率（％，狓±狊，狀＝２０）

浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

２４ｈ

Ⅰ组 Ⅱ组

４８ｈ

Ⅰ组 Ⅱ组

７２ｈ

Ⅰ组 Ⅱ组

０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１００ １３．１５±２．１２ａ １８．５３±１．７１ａ ２１．６７±１．５３ａ ２４．５６±２．３２ａａ ２８．３５±４．６１ａ ３５．５１±４．９３ａ

２００ ２６．７５±３．５３ａｂ ３２．２７±２．６１ａｂ ３２．７６±３．５３ａｂ ４０．４６±５．５２ａｂ ４７．６５±７．２４ａｂ ５９．２１±５．２４ａｂ

４００ ４４．３５±３．４４ａｂｃ ５６．４５±４．２２ａｂｃ ６５．２１±５．０２ａｂｃ ７６．６５±３．５４ａｂｃ ７３．４５±３．５５ａｂｃ ８５．６５±４．３１ａｂｃ

　　ａ犘＜０．０１，与无药物对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与１００μｍｏｌ／Ｌ比较；
ｃ：犘＜０．０１，与２００μｍｏｌ／Ｌ比较。
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表２　　不同浓度ＩＦＮα１ｂ对Ⅰ组、Ⅱ组Ａ４３１细胞增殖的抑制率（％，狓±狊，狀＝２０）

浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

２４ｈ

Ⅰ组 Ⅱ组

４８ｈ

Ⅰ组 Ⅱ组

７２ｈ

Ⅰ组 Ⅱ组

０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１００ １９．７５±３．１６ａ ２６．５０±２．３０ａ ２３．６５±７．１２ａ ２９．９４±６．２４ａ ３１．６５±３．２３ａ ３７．３３±４．４９ａ

２００ ２３．４６±２．１７ａｂ ３１．４６±３．２７ａｂ ２８．４５±３．５２ａｂ ３４．６５±３．３８ａｂ ３６．４５±４．２６ａｂ ４０．３８±３．９９ａｂ

４００ ２７．７６±３．２４ａｂｃ ３８．３４±４．２５ａｂｃ ３７．８６±２．１５ａｂｃ ４５．２５±４．６５ａｂｃ ４５．３５±６．２６ａｂｃ ５１．６５±２．３７ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０１，与无药物对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与１００μｍｏｌ／Ｌ比较；
ｃ：犘＜０．０１，与２００μｍｏｌ／Ｌ比较。

２．２　肉桂醛和ＩＦＮα１ｂ对不同侵袭性的 Ａ４３１细胞增殖活性

的影响　随着肉桂醛、ＩＦＮα１ｂ浓度的增加，鳞癌细胞被抑制率

也随之增高，且Ⅰ组、Ⅱ组间对比，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见表１。随着药物浓度的增加，鳞癌细胞被抑制率也随

之增高，且Ⅰ组、Ⅱ组间对比，差异有统计学意义（犘＜０．０１），

见表２。接种后，Ⅱ组裸鼠形成的肿瘤较Ⅰ组体积更大，质量

更重，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表３。

表３　　两组Ａ４３１细胞成瘤活性的比较（狓±狊，狀＝２０）

组别
体积（ｍｍ３）

３周 ４周 ５周 ６周

肿瘤质量

（ｇ）

Ⅰ组 ３９３±４１ ５９８±５３ ７９８±７１ １５５３±１２７ ５．３８±０．５８

Ⅱ组 ３７９±３６ａ ５２２±６６ａ ７０１±８２ａ １１２３±１０５ａ ３．０５±０．３７ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与Ⅰ组比较。

３　讨　　论

ＳＣＣ在皮肤肿瘤中发生率较高，对于它的治疗方法和基

础研究很多，本实验中，运用ＳＣＣＡ４３１细胞建立了ＳＣＣ体外

三维培养模型，并筛选出侵袭性更强的 Ａ４３１细胞亚群，并将

这两类细胞的生物学特性做了比较，证明了鳞癌细胞三维培养

模型的有效性，为今后ＳＣＣ的临床治疗和科研研究提供良好

的体外培养模型。

众所周知，目前肿瘤研究的主要手段集中于肿瘤细胞的二

维培养、动物荷瘤模型和自发性动物肿瘤模型等方面，都存在

着明显的局限性，与临床肿瘤诊治往往存在偏差［２３］。而三维

培养，有利于种植细胞固有的生物学特性的维持［４］，可以较为

真实地再现体环境中细胞与细胞、细胞与细胞外基质相互间的

作用。目前，已经在肿瘤形态发生、侵袭性生长及化疗药物的

药理毒理的研究中提供了比较有价值的研究手段［５６］。例如，

有学者将乳腺癌（ＳＵＭ１３１５、ＭＤＡＭＢ２３１）、前列腺癌（ＬＮ

ＣａＰ）细胞株种植于聚已酸内酯磷盐三钙（ｍＰＣＬＴＣＰ）、聚甲

基丙稀酸２羟乙酯（ｐｏｌｙＨＥＭＡ）、Ｍａｔｒｉｇｅｌ等支架材料中，并

在三维培养条件下形成肿瘤团块［７８］，并维持了恶性肿瘤的生

物学特性［９１０］。

在本次实验中，利用复方壳多糖真皮基质凝胶这一三维培

养支架为基础，本研究成功地建立了ＳＣＣ体外三维培养模型，

这与目前肿瘤侵袭性研究采用的细胞侵袭测定装置系统如

ＣｙｔｏＳｅｌｅｃｔ系统
［１１］、聚碳酸酯滤器穿壁系统［１２］相比，具有明显

的优势，可以真实反映在体情况下肿瘤突破表皮层而进入真皮

层的失衡过程，同时能够获得这一类鳞癌细胞亚群。经过肉桂

醛和ＩＦＮα１ｂ对皮肤鳞癌细胞的增殖抑制实验发现，随着药物

浓度的增加，鳞癌细胞被抑制率也随之增高，差异有统计学意

义（犘＜０．０１），其中肉桂醛在浓度为４００μｍｏｌ／Ｌ、作用时间为

７２ｈ时，对两组细胞的抑制率分别达到（８５．６５±４．３１）％和

（７３．４５±３．５５）％。而ＩＦＮα１ｂ在浓度为４００μｍｏｌ／Ｌ、作用时

间为７２ｈ时，对两组细胞的抑制率则分别达到了（５１．６５±

２．３７）％和（４５．３５±６．２６）％，同时这两组实验分组细胞之间比

较，相同浓度药物和相同药物作用时间对肿瘤细胞的增殖抑制

差异有统计学意义（犘＜０．０１）。另外，两种不同侵袭特性的细

胞亚群的成瘤特性差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

综上所述，本研究体外构建鳞癌细胞三维培养模型是成功

的，通过此模型，也能够筛选出侵袭性更强的鳞癌细胞，这对构

建其他皮肤恶性肿瘤的三维培养模型、治疗药物筛选与评价都

有重要的理论和实验指导价值。至于如何维持此种肿瘤三维

培养模型的稳定性，以及本次研究中的皮肤鳞癌细胞侵入真皮

层的具体机制，需要在今后的实验工作中继续探讨。
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研究报道。经芯片检测的结果提示，通过定量ＰＣＲ方法检测

了 Ｈ１９的过表达可下调ＪＥＧ３细胞 ＨＥＳ１的表达。进一步研

究表明重度子痫前期胎盘组织中 ＨＥＳ１ｍＲＮＡ表达水平下

调，提示 ＨＥＳ１表达受阻时，滋养细胞的分化障碍导致滋养细

胞功能异常，从而参与子痫前期的发病。

总之，本次芯片实验结果表明印迹基因 Ｈ１９主要可引起

转录调控、受体结合、细胞代谢、细胞发育、细胞进程和生物学

调节相关基因的改变，从而调节滋养细胞的生物学功能，对未

知功能基因的深入研究将有助于进一步了解 Ｈ１９对滋养细胞

的调控机制。
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