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　　摘　要：目的　研究人乳腺癌细胞微球体（ＭＳｓ）的生物学特性，建立乳腺癌干细胞实验模型。方法　无血清悬浮培养人乳腺

癌 ＭＣＦ７细胞（ＭＣＦ７组），并获取 ＭＳｓ（ＭＳｓ组）。利用细胞划痕实验、ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验及动物成瘤实验检测 ＭＳｓ在细胞迁移、侵

袭性生长及体外成瘤等方面的生物学特性。结果　细胞划痕实验提示：ＭＳｓ组划痕带可在４８ｈ后愈合，而 ＭＣＦ７组划痕带在４８

ｈ后未能愈合；ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验提示 ＭＳｓ组中可见到（７６．２４±０．３５）个细胞通过生物膜，而 ＭＣＦ７细胞组中为（１７．３８±０．１８）个

（犘＜０．０５）；动物成瘤实验提示：ＭＳｓ在成瘤速度及移植瘤体积方面均强于 ＭＣＦ７细胞。结论　ＭＳｓ具有极强的迁移、侵袭性生

长及动物体内成瘤的能力，可作为实验模型应用于乳腺癌干细胞相关研究中。
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　　乳腺癌作为威胁我国妇女生命健康的头号肿瘤杀手，由于

其发病率呈逐年上升趋势，故越来越成为众多学者关注和研究

的重点。而随着对肿瘤的研究深入，“肿瘤干细胞”的理论应运

而生。肿瘤干细胞是指一小部分具有自我更新以及多向分化

潜能，并且具有极强的成瘤能力的肿瘤细胞。这类细胞可以不

断分化、增殖出新的肿瘤细胞，具有了无限增殖以及远处转移

的特点。本文拟利用人乳腺癌无血清悬浮培养的方法获得具

有肿瘤干细胞特性的人乳腺癌细胞微球体（ｍａｍｍｏｓｐｈｅｒｅｓ，

ＭＳｓ），并通过细胞划痕实验、ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验及动物成瘤实验来

了解 ＭＳｓ所具有的生物学特性，以期为 ＭＳｓ应用于乳腺癌干

细胞研究提供实验模型。

１　材料与方法

１．１　材料　人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞（中科院上海细胞库）；

ＤＭＥＭＦ１２、碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 （ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒ，ＥＧＦ）、上皮特异性抗原ＥＤＡ、红细胞裂解液（鼎国生物公

司）；ＢＡＬＢ／ｃ雌性裸鼠（重庆医科大学实验动物中心）；高速离

心机（日立公司）；２．５μＬ及２０．０μＬＧｉｌｓｏｎ移液器（吉尔森公

司）；２４孔板（鼎国生物公司）。本实验在重庆市神经病学重点

实验室完成。

１．２　方法

１．２．１　ＭＳｓ的培养　将人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞接种于含有生

长因子的ＤＭＥＭＦ１２培养基中，培养基配方包含１∶５０Ｂ２７，

２０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ，２０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ。在３７℃、５％ ＣＯ２ 恒温培

养箱中进行孵育。每３天换液１次，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

收集细胞后半量换液及全量换液交替进行。在 ＭＳｓ形成后每

５～７天传代１次，传代时２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集 ＭＳｓ。

胰酶消化５ｍｉｎ后吹打至 ＭＳｓ消失，从而终止消化，获取微球

体细胞（ｍａｍｍｏｓｐｈｅｒｅｓｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓ，ＭＳＤＣｓ），离心收集细胞，

继续上述无血清培养。

１．２．２　细胞划痕实验　将 ＭＳｓ用胰酶消化成 ＭＳＤＣｓ，移液

器取生长状态良好的 ＭＳＤＣｓ约３０万个，用适量培养基将其

配制成１３ｍＬ细胞悬液。将 ＭＳＤＣｓ细胞悬液加入２４孔板的

中间两排，每孔１ｍＬ。２４孔板置于３７℃培养箱过夜。次日

观察到细胞开始贴壁后，用移液器沿２４孔板中间直线划痕。

培养液冲洗掉划下的细胞，加入ＤＭＥＭＦ１２无血清培养基，３７

℃、５％ＣＯ２ 恒温培养箱培养。按第０、２４、４８小时拍照记录。

同时选取 ＭＣＦ７细胞作为对照（ＭＣＦ７组）。

１．２．３　ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　胰酶将 ＭＳｓ消化成单细胞，加入培养

基配制成５×１０６／ｍＬ的细胞悬液。ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室膜上每孔加
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入２００μＬＭＳＤＣｓ悬液，下室每孔加入５００μＬ无血清培养基。

培养４８ｈ后，取出上室擦去表层细胞，９０％乙醇固定３０ｍｉｎ，

自然晾干。结晶紫染色２０ｍｉｎ后显微镜下计数细胞通过情

况。设 ＭＣＦ７组为对照。

１．２．４　动物成瘤实验　将 ＭＳｓ消化成单细胞，用培养液稀释

为２×１０３／ｍＬ的悬液。１ｍＬ注射器（７号针头）将其种植于裸

鼠的左侧背部皮下，每只裸鼠注射０．１ｍＬ。同时采用２×１０６／

ｍＬＭＣＦ７细胞悬液种植于同一裸鼠的右侧背部作为对照。

本组实验共接种６只裸鼠，分别编为Ⅰ～Ⅵ号。接种后动物均

放置于动物房内饲养。接种７ｄ后连续观察成瘤情况。１个月

后处死动物并取出移植瘤进行石蜡包埋切片及 ＨＥ染色。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＳｓ的培养　在无血清悬浮培养第５天后可以观察到

有 ＭＳｓ的形成。在培养第１０天时观察到 ＭＳｓ球体变大，且

边缘出现明显的折光带。培养第１５天时 ＭＳｓ球体体积停止

增长，此时球体结构最为紧密。在将 ＭＳｓ进行传代培养时可

以看到，新生成的 ＭＳｓ球体较之前有所变小，且结构较为松

散，周围有较多的单个细胞。在传代培养２代后无法形成新的

ＭＳｓ。见图１。

２．２　细胞划痕实验　取对数生长期的 ＭＳＤＣｓ进行划痕实

验。结果发现 ＭＳｓ组细胞迁徙速度较快，在２４ｈ后可以看到

划痕带处已经有细胞出现，并且划痕带较前变窄。４８ｈ后划

痕带已愈合，充满大量细胞，且与 ＭＳＤＣｓ形态一致。ＭＣＦ７

组在２４ｈ后划痕带处未见细胞出现，４８ｈ后划痕带未愈合。

见图２。

　　Ａ：培养第５天；Ｂ：培养第１０天；Ｃ：培养第１５天；Ｄ：传代培养的

ＭＳｓ。

图１　　ＭＳｓ的培养情况（普通光学显微镜×１００）

　　Ａ：ＭＳｓ组０ｈ；Ｂ：ＭＳｓ组２４ｈ；Ｃ：ＭＳｓ组４８ｈ；Ｄ：ＭＣＦ７组０ｈ；Ｅ：ＭＣＦ７组２４ｈ；Ｆ：ＭＣＦ７组４８ｈ。

图２　　细胞划痕实验照片（普通光学显微镜×４０）

２．３　ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　在显微镜下随机选取１０个视野，计数出

每个视野的细胞个数平均值。ＭＳｓ组中可见到（７６．２４±

０．３５）个细胞，而 ＭＣＦ７组中为（１７．３８±０．１８）个（犘＜０．０５）。

ＭＳｓ具有比 ＭＣＦ７细胞更强的侵袭能力，见图３。

２．４　动物成瘤实验　在接种第１１天时可以观察到Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、

Ⅴ号裸鼠的右侧背部出现移植瘤，而在接种第１８天时观察到

仅有Ⅴ号裸鼠的左侧背部出现移植瘤。接种 ＭＳｓ后１４ｄ时６

只小鼠均可观察到移植瘤的出现且随着时间推移瘤体逐渐增

大，在２１ｄ后瘤体生长速率加快。而 ＭＣＦ７组一侧在２１ｄ时

仅有２组小鼠出现移植瘤，且移植瘤生长速率相对较慢，见图

４～５。
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　　Ａ：ＭＳｓ组；Ｂ：ＭＣＦ７组。

图３　　细胞侵袭能力检测（ｔｒａｎｓｗｅｌｌ×１００）

图４　　裸鼠成瘤结果

图５　　移植瘤生长曲线

３　讨　　论

近年来大量的研究证明，肿瘤细胞中有一小部分具有多向

分化潜能及自我更新能力的细胞。这与人类造血干细胞的特

性相一致，因此有学者将其命名为肿瘤干细胞。其中包括乳腺

癌在内的多种实体肿瘤干细胞已经被发现。乳腺癌干细胞的

分选培养与证实现已成为众多学者研究的焦点。流式细胞技

术磁性激活细胞分选法以及ＳＰ细胞富集分选法已被认为是

肿瘤干细胞分选培养的重要手段［１５］。

ＣＤ４４＋ＣＤ２４－与ＡＬＤＨ１＋被认为是乳腺癌干细胞的相关

标记物［６］。Ｐｈｉｌｌｉｐ等
［７］采用无血清悬浮法从人乳腺癌 ＭＣＦ７

细胞中获得了一种可能含有乳腺癌干细胞的乳腺球，其中

ＣＤ４４＋ＣＤ２４－细胞的比例为４０．３％。董华英等
［８］利用非黏附

性乳腺球悬浮培养法从原代培养的人乳腺癌细胞中得到了具

有肿瘤干细胞特性的乳腺癌细胞 ＭＳＤＣｓ。并且通过流式细胞

技术发现所获得的 ＭＳＤＣｓ中乳腺癌干细胞表面标记物 ＡＬ

ＤＨ１＋比例较高，而ＡＬＤＨ１＋与所选病例的化疗次数有关。本

实验利用无血清悬浮培养法从 ＭＣＦ７细胞中获得了 ＭＳｓ，且

ＭＳｓ的培养时间及球体形态与上述学者的研究相符。因此，

作者认为无血清悬浮培养法可用于实体肿瘤干细胞的分选

培养。

肿瘤细胞所具有的无限增殖与远处侵袭是导致肿瘤临床

治疗失败的主要原因。而肿瘤干细胞的特点正是具有极强的

侵袭及体外成瘤能力［９１２］。Ｋｉｍ等
［１３］在对胰腺胆道腺癌细胞

的研究中发现：表达干细胞标记物ＣＤ１３３＋的细胞具有较强的

远处迁移及侵袭能力，这类细胞并且具有较强的化疗耐药性。

Ｈａｎ等
［１４］从 ＭＣＦ７细胞获得了 ＭＳｓ，检测其中 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、

ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ａＳＭＡ等的表达情况后发现 ＭＳＤＣｓ细胞间质上皮

转化活跃。而这种变化可能导致了 ＭＳｓ具有了较强的侵袭能

力。动物体内成瘤是检验肿瘤干细胞特性的一项重要手段。

Ｙｅｈ等
［１５］发现肺癌干细胞具有极强的体外成瘤能力，且移植

瘤中高表达干细胞标记物ＣＤ４４＋及ＣＤ１３３＋。如果加入三氟

拉嗪则可抑制其动物致瘤能力。本实验发现 ＭＳｓ在成瘤速度

及移植瘤体积方面均强于 ＭＣＦ７细胞，且 ＨＥ染色结果符合

肿瘤诊断。因此作者认为 ＭＳｓ在远处迁移、侵袭性生长及动

物成瘤方面具有较强的能力，这与肿瘤干细胞的特性相符合。

因此推测无血清悬浮培养所获得的 ＭＳｓ具有肿瘤干细胞相关

特性，但需要通过下一步实验进行更深入的研究加以证明。
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急性冠状动脉综合征的发生与机体炎性反应激活有关，早

期应用大剂量阿托伐他汀能快速降低血清炎症因子水平，从而

改善机体的炎症状态，有助于冠状动脉病变斑块的稳定，从而

有可能影响急性冠状动脉综合征患者的转归［１１］。有临床研究

显示强化他汀治疗不稳定型心绞痛具有较好的临床效果及安

全性，能明显降低血清ｈｓＣＲＰ、ＴＮＦα水平，具有良好心血管

保护作用［１２］，急性炎性反应在此过程中起了关键性作用。强

化他汀缘于它迅速起效的多效性，服用３ｈ后即可改善内皮功

能，２４ｈ内改善冠状动脉循环，降低炎症因子水平
［１３］。本研究

发现，心肌梗死对照组与ＳＨＡＭ组比较术后２４ｈ急性炎症因

子ＴＮＦα、ｈｓＣＲＰ水平明显升高，强化他汀组炎症因子水平显

著低于心肌梗死对照组；强化他汀组与混合剂量组相比较，炎

症因子水平差异无统计学意义（犘＞０．０５），常规剂量组在心肌

梗死大鼠术后短期与心肌梗死对照组比较差异亦无统计学意

义（犘＞０．０５）。说明心肌梗死手术迅速激活大鼠体内炎症介

质的释放，而术前强化他汀可以抑制术后大鼠体内炎症因子水

平，通过改善机体的炎症状态，影响心血管病变的转归而起到

有益作用。而低剂量他汀持续给药在本研究中未显示出他汀

多效性的抗炎效应。

综上所述，术前强化阿托伐他汀能显著降低心肌梗死大鼠

术后２４ｈ急性炎性反应，抑制血小板活化，而炎症和血小板活

化的关系，以及他汀多效性的起效及持续时间等问题尚需进一

步研究。
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