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乳腺癌基质成纤维细胞分离培养的优化及对乳腺癌
细胞作用的初步研究
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤。目前已有研

究表明，由肿瘤基质构成的肿瘤微环境对乳腺癌

起始和进展具有重要作用]^_)`。癌相关成纤维细胞

（@34@62$ 3//I@:3<6A R:U2IU73/</，,-./）作为活化的成

纤维细胞，是肿瘤微环境中数量最多的基质细胞，

具有肌成纤维细胞特性，表达 "$平滑肌肌动蛋白

（"$/;II<B ;K/@76 3@<:4，"$=>-），胶原收缩能力强]à，

可通过分泌细胞因子、趋化因子或重塑细胞外基质

等作用影响肿瘤细胞的生长、侵袭和转移，进而促

进乳腺癌进程]+`。为探究成纤维细胞在乳腺癌发生、

进展中的作用，我们通过优化乳腺癌基质成纤维细

胞分离培养方法，成功得到乳腺癌相关成纤维细胞

（,-./）及其配对的正常乳腺成纤维细胞（4I2;37

R:U2IU73/</，0./），比较其形态特征，利用免疫印迹实

验，细胞免疫荧光技术和胶原收缩实验分析标志物

表达水平及细胞活化状态，运用平板克隆形成实验

天津医科大学学报
bIK2437 IR 1:34O:4 >6A:@37 G4:P62/:<Q

第 8*卷 +期
("^" 年 ^^ 月

*+,- 8*. /+- +

0IP- ("^"

)'(



和 !"#$%&'(( 细胞体外迁移侵袭实验初步观测 )*+%

和 ,+% 对乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的影

响，并为进一步研究奠定基础。

! !"#$%

-.- !"#$

-.-.- 标本收集 无菌条件下切取乳腺原发癌组

织及其配对的癌旁正常乳腺组织各 / 例，标本取自

天津医科大学肿瘤医院乳腺外科临床手术切除的

乳腺癌组织。所有标本均新鲜、完整，包括上皮组织

及其结缔组织，均经临床和病理证实。

-.-.0 细胞来源 乳腺癌 12*314305- 细胞和

1)+6 细胞购自美国 *7)) 公司。

-.-.5 主要试剂 891:3-;<=、21>1、21>1?+-0

培养基及胎牛血清（@ABCD 公司，美国）；!型胶原酶、

透明质酸酶（EAFGH 公司，美国）；抗体："3E1*（EAFG#

公司，美国）；>3C#IJ'"A$、KAG'$LA$ 和 "37MBM(A$（)'(

( EAF$H(A$F 7'CJ$D(DFN 公司，美国）；带有抗荧光淬灭

剂和 2*9: 的封片剂（:$OAL"DF'$ 公司，美国）；!型

胶原和免疫荧光小室 （)D"$A$F 公司，美国）；

!"H$%&'(( 小室（42 公司，美国）。

-.0 !"%&

-.0.- 细胞培养

-.0.-.- 原代细胞培养：根据已报道的成纤维细胞

分离方法，并结合实验室细胞培养条件，我们改进

了分离培养方法，具体操作如下：（-）采用无菌袋将

手术切取的乳腺癌组织标本于手术切除后 5= GA$

内取回至细胞培养室（组织清洗剪切至消化前过程

须在标本取回后 - J 内完成），将组织块放入盛有

21>1?+-0 培养基的无菌培养皿中。（0）在严格执行

无菌培养操作基础上，用含抗生素（-== P?GQ 青霉

素、-== P?GQ 链霉素）的生理盐水冲洗组织块，去除

血细胞，待洗液清亮后，用无菌眼科剪将坏死组织、

脂肪组织、血管剔除。（5）将组织于少量 21>1?+-0

培养基中剪切至约 - GG

5 大小，并用注射器内芯研

磨；将研磨后的细胞悬液离心，- 0== "?GA$，/ GA$。弃

上清，收集细胞，加入 R GQ 含 -/S +4E 的 21>1?

+-0 培养基，于 56 !、/S )T

0

孵箱培养；0 J 后分离

培养，贴壁细胞为巨噬细胞，未贴壁细胞为癌细胞

和成纤维细胞。（<）根据乳腺癌基质主要成分，利用

!型胶原酶和透明质酸酶的混合酶消化液对新鲜组

织进行消化，同时采用研磨、初次消化和再次消化方

法收集细胞。将研磨后残留固体组织移出至新培养皿

中，加入消化酶（-;= #F?GQ!型胶原酶，0/ #F?GQ透

明质酸酶），于 56 !、/S )T

0

孵箱消化；0 J 后镜下

观察消化情况，若有单细胞游离则吸出单细胞悬

液，加入同等体积的含 -=S +4E 的 21>1?+-0 培养

基终止消化，将混合液离心，- R== "?GA$，-= GA$；弃

上清，加入 R GQ 含 -/S +4E 的 21>1?+-0 培养基，

于 56 !、/S )T

0

孵箱培养；剩余组织继续消化，步

骤同前，约 < J 后，镜下观察，组织变得疏松，用枪尖

吹打使细胞完全游离；终止消化后将混合液离心，

- R== "?GA$，-= GA$；弃上清，加入培养液，并于 56!、

/S )T

0

孵箱培养。剪切、消化和培养过程中使用的

培养基和消化酶均含有双抗。换液时用含双抗 94E

缓冲液轻柔冲洗培养皿，保持培养皿清洁。（/）培养

过程中，选用利于成纤维细胞生长的 21>1?+-0 培

养基，血清浓度不低于 -/S，每 5 I 换液 - 次，除每

日例行细胞观察，尽量避免移动培养皿。一般 0< J

后即可见细胞贴壁伸展，-"0 周左右细胞生长近融

合，传代培养。经过 0 次传代后，得到纯化的 )*+%

和 ,+%。传代培养时，需控制胰蛋白酶作用时间。初

次传代时，细胞密度不可过低。

-.0.-.0 乳腺癌细胞培养：用含 -=S胎牛血清的

891:3-;<= 和 21>1 完全培养基培养 12*3143

05- 和 1)+6 细胞，置于 56 !、/S )T

0

孵箱培养。

对数生长期细胞用 =.0/S胰蛋白酶消化传代。

-.0.0 U'%L'"$ B(DL 将传至第 5 代的成纤维细胞，

用 94E 轻轻冲洗 5 次，弃去残留 94E，加入蛋白裂

解液，冰上孵育 5= GA$，于 < !离心，-0 === "?GA$，

0= GA$，收集上清。测蛋白浓度，-== !加热变性；

-=S E2E39*@> 分离蛋白质，湿转至 9V2+ 膜后，

/S脱脂牛奶室温封闭 9V2+ 膜 - J，< !一抗孵育过

夜，74E7 洗膜，每次 / GA$。室温条件下孵育二抗

/= GA$，74E7 洗膜，/ 次，每次 -= GA$。>)Q 化学发

光试剂显色 -"0 GA$，W 胶片曝光检测蛋白表达量

变化情况。

-.0.5 细胞免疫荧光染色 胰酶消化细胞，将适宜

浓度的细胞悬液加入免疫荧光小室中，置于 56 !、

/S )T

0

孵箱培养；0< J 后每室中加入适量 <S多聚

甲醛室温固定细胞 5= GA$，/= GGD(?Q ,X

<

)( 溶液清

洗 -= GA$，=.5S 7"ALD$3W3-== 室温通透细胞膜 0=

GA$。0S 4E* 室温封闭 0= GA$，< !一抗孵育过夜；

次日取出小室室温复温 5= GA$，避光加入荧光二

抗，室温避光孵育 - J。用带有抗荧光淬灭剂和

2*9: 的封片剂封片，荧光显微镜下观察。

-.0.< 胶原收缩实验 胰酶消化细胞，将浓度为/#

-=

/

?GQ 细胞悬液与!型胶原（终浓度为 0 GF?GQ）混

合均匀，加入预冷 0<孔板中，每孔 /==#Q，置于 56!、

/S )T

0

孵箱 5= GA$，待胶原凝固后用注射器针头沿

孔壁轻划胶原，并加入含 -=S +4E 的 21>1?+-0 培
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养基，每孔 ! "#。置于 $%!、&' ()

*

孵箱培养。观

察并测量胶原表面积变化情况。

+,-,& 平板克隆形成实验 取对数生长期的 ./01

.21-34 和 .(51% 细胞，胰酶消化并吹打成单个细

胞，以适当细胞密度接种于 6 孔板中，轻轻转动使

细胞分散均匀，置于 3% !、&7 ()

-

孵箱培养。当培

养皿中出现肉眼可见的克隆时，终止培养。弃去上

清液，用 829 小心浸洗 - 次，每孔加 4"3 醋酸:甲醇

- ";，固定 4& "<=。弃去固定液，><?"@A 染液染

BC "<=，流水缓慢洗去染液，空气干燥。将孔板置于

网格纸上，肉眼计数克隆数。

4DBD6 EFA=@G?HH 细胞体外迁移侵袭实验 胰酶消

化对数生长期的 ./01.21B$4 和 .(5% 细胞，并

于无血清培养基中重悬，调整细胞浓度为 &#4C

I

J";，

将&CC !; 细胞悬液接种到迁移侵袭小室上室中，下

室中加入 %&C !; 含 BC7胎牛血清的培养基及成纤

维细胞条件培养基的混合液 K侵袭小室使用前要置

于 $% !水化 B LM。!B L 和 BI L 后分别取出迁移和侵

袭小室，I7多聚甲醛固定 BN "<=，><?"@A 染液染色

BN "<=，显微镜下观察。

!D$ !"#$% 用9899!%DN软件对数据进行 ! 检

验差异分析，计量资料以 !"# 表示，"$NDN& 为差异具

有统计学意义。

8 12

BD! &'$()*+,-&./01 通过优化

实验方法，成功分离得到 (05@ 和 O5@。结果证实，

以上方法可成功控制细胞污染，一般 BI L 即可见细

胞贴壁伸展，!%B 周左右细胞生长近融合。经过 B 次

传代后，得到纯化的 (05@ 和 O5@。

BDB 023456 O5@ 呈长梭形，胞体较 (05@

更大更长，胞浆中颗粒物较少，边缘有刺状突起，排

列规则，具有一定极性。(05@ 呈梭形或三角形，胞

核亦呈卵圆形，胞浆中含较多颗粒物，边缘较 O5@

不整齐，亦有刺状突起（图 !0）。细胞长至 %NP%QN7

饱和度时，O5@ 和 (05@ 均呈旋涡状生长。

-,3 &./02789: R<"?=S<= ; "19.0 <

9: T1UAVL?F<= 为检测分离得到的 O5@ 和 (05@

的纯度，W?@S?F= XHYS 方法检测传至第 $ 代的 O5@ 和

(05@ 细胞中高表达间质标志物 R<"?=S<=，低表达上

皮标志物 T1UAVL?F<=。(05@ 胞浆中成纤维细胞活化

标志物 "19.0 表达水平明显高于 O5@（图 42、4(）。

-DI (05@ =>?@ABCD 利用原代分离培养

的 O5@ 和 (05@ 进行胶原收缩实验，发现培养 IQ L

后，与 O5@ 组相比 (05@ 组胶原表面积更小。O5@ 和

(05@ 均具有胶原收缩能力，(05@ 收缩能力更强，且

差异具有统计学意义（"$NDN&）（图 -0、-2）。

-D& (05@ EF)*+02CG 平板克隆形成实

验结果显示，培养 - 周后，(05@ 条件上清处理组细

胞形成克隆数明显多于 O5@ 条件上清处理组，且克

隆数与不加条件培养基的空白对照组相比均增多。

与 O5@ 相比，(05@ 可使乳腺癌 ./01.21-$4 和

.(51% 细胞增殖速度加快，增殖能力加强，且差异

具有统计学意义（"$NDN&）（图 $）。

-D6 &./02H)*+02IJKLABMN

O 利用 ./01.21-$4 细胞和 .(5% 细胞进行

EFA=@G?HH 迁移侵袭实验，O5@ 和 (05@ 条件上清处

理组细胞迁移和侵袭数量多于空白对照组，(05@1

(. 处理组细胞的迁移侵袭数量显著高于 O5@1(.

处理组，且差异具有统计学意义（"$NDN&）（图 I0、

I2）。结果表明，(05@ 对乳腺癌细胞迁移侵袭能力

的促进作用较 O5@ 更强。

Z "[NDN&

! 8 9:"23456789:

"#$ 8 %&' 10#)#3. +/ (+))1$'4 $') (+43,1(3#+4 +/ 9:"2 #2 23,+4$',

3&14 ;"2

0

2 (

0 2

N L

O5@ (05@

IQ L

胶
原

表
面

积
J
"
"

-

4-N

4NN

QN

6N

IN

-N

N
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吴潇然D乳腺癌基质成纤维细胞分离培养的优化及对乳腺癌细胞作用的初步研究!

6

"

I\4



!"#$ !"# %&

! !"

乳腺癌作为一种异质性肿瘤，其癌组织主要由

肿瘤细胞、基质细胞和细胞外基质构成。基质上皮

相互作用对乳腺发育至关重要，且乳腺癌基质具备

改变乳腺癌细胞增殖、存活、分化、侵袭和转移的能

力$%&。作为肿瘤微环境基质细胞中含量最多的成纤

维细胞在乳腺癌的转移过程中发挥重要作用。从离

体癌组织中分离培养基质成纤维细胞是研究其生

物学特性和对肿瘤细胞影响的主要方法$'&。研究表

明由多种癌组织中分离得到的基质生物学变化小，

仍保持体内细胞特性，且高表达 !()*+，如乳腺癌、

卵巢癌、前列腺癌、结肠癌、肺癌和食管腺癌$,-.&。

本文在参考已报道成纤维细胞原代分离培养

方法的基础上，对实验操作进行优化，以便更加高

效地获得无污染、状态良好的原代成纤维细胞。首

先，含有结缔组织的乳腺癌组织标本在手术切除后

须尽快处理，以确保组织标本新鲜程度和细胞活

力。其次，在分离过程中，无菌培养操作的严格执行

和实验所用生理盐水、培养基及消化酶中添加双抗

可有效清除环境中、组织中及人为原因造成的污

染，达到更好的灭菌效果。再次，"型胶原酶和透明

质酸酶的混合酶液对乳腺癌基质主要成分消化能

力更强，且可避免胰蛋白酶对细胞的伤害；消化时

间经过多次实验，对于剪切后体积小约至 / 00

1 的

组织块，, 2 后即可终止消化，但对于稍大组织块则

需延长消化时间，或消化过夜，或经 3 次消化。通过

对消化酶液和消化时间的调整能够获得更多原代

基质细胞。最后，在培养过程中，采用使用较多且利

于成纤维细胞生长的 4*5*67/3 培养基，同时提高

血清浓度至 /!8!3"8，以促进原代细胞生长。为利

于成纤维细胞贴壁，除换液和观察，需尽量避免移

动培养皿。本研究成功构建了实验室条件下乳腺癌

基质成纤维细胞的分离培养方法，为进一步的研究

奠定基础。

分离得到 9+7: 和 ;7: 后，初步比较了两者的

生物学特性，利用 <=:>=?@ ABC>、免疫荧光检测了间

质、上皮及成纤维细胞标志物表达水平，发现成纤

维细胞中高表达 DE0=@>E@ 和 !()*+，低表达 5(

FGH2=?E@。由 9+7: 介导的组织收缩可增加组织液静

水压，进而妨碍药物释放进入肿瘤组织$#I&，同时9+7:

具有重塑细胞外基质的作用$//&，本研究中利用胶原

收缩实验证实 9+7: 收缩能力较 ;7: 更强，可认为

9+7: 在改变或重塑肿瘤微环境或 59* 结构过程

中的能力更强，从而形成影响肿瘤细胞迁移侵袭的

环境。平板克隆形成和 J?G@:K=BB 实验检测成纤维细

胞条件培养基处理后的乳腺癌细胞体外增殖、迁移

和侵袭能力，发现 9+7: 对乳腺癌细胞体外增殖和

转移能力的促进作用较 ;7: 更强。以上实验结果可

为进一步研究乳腺癌基质成纤维细胞活化机制及

成纤维细胞与乳腺癌细胞相互作用提供线索。

目前，针对肿瘤微环境中成纤维细胞的研究大

多以成纤维细胞的原代分离培养为基础$/3&，如此不

仅可使细胞更大程度保持体内环境中的生物学特

征，同时可以比较分析不同个体来源成纤维细胞间

形态结构和功能差异，为肿瘤患者的治疗和预后提

供依据。因此，构建实验室条件下高效的成纤维细

胞原代分离培养是深入研究的关键基础。
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动图结果显示，模型组大鼠肺动脉压力明显高于对

照组（!fE9EFF），模型组大鼠心房心室尚未出现结构

性改变，但可以观察到部分模型组大鼠出现左、右

心室室壁增厚伴不规则运动，提示正处于心房心室

结构改变的初期。此外，由于动物数量的限制，尚需

更大规模的实验进一步证实，后续将进行分子生物

学相关的实验进一步探究。本实验的结果提示慢性

间歇缺氧房颤心房纤维化模型的建立达到预期目

标。此模型的建立对进一步认识 MY 的基质和机

制，探索干预 MY 的可行途径具有一定意义。
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