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摘 要 !$目的 % 探讨用肿瘤细胞培养上清液诱导的人脐静脉血管内皮细胞 &&’()* ’(+,-,.)- /0,*
0*123&0-,)- .0--45 6789:#是否具备肿瘤血管内皮细胞的特性 5 旨在寻找一种简便的方法!解决肿瘤血管内皮

细胞不易获得的难题’$方法% 6789: 用含不同浓度人肝癌细胞株 60;<" 培养上清的条件培养液培养!=#&>!
##二甲基噻唑(###&=#羧甲酯基##"#&>#磺苯基##" 氢#四唑盐法 ?@ABC检测其增殖率!免疫细胞化学法结合图像

定量分析测量血管内皮细胞生长因子受体 "?89<DE"F的变化!逆转录聚合酶链反应?EA#G:EF检测肿瘤内皮标
记物 ! 和 %&A9@!)A9@%(的 (EHI 表达’ $结果% 含体积分数 !$J)"$J)>$J 60;<" 培养上清的条件培养液
培养! 6789: 增殖率分别为 K!J)%LJ)!$LJ’ 6789:用含体积分数 #$J 60;<" 培养上清液的条件培养液
培养后!89<DE" 平均光密度值明显高于对照组&! $ $M$#(!且 A9@! 及 A9@% 呈阳性表达!而对照组不表达’

$结论% 60;<" 上清液促进 6789: 增殖!增殖后的 6789: 具备肿瘤血管内皮细胞的特性’
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肿瘤血管是肿瘤形成 !生长及转移的基础 "以肿瘤血

管内皮细胞为靶点的抗肿瘤血管治疗是肿瘤治疗的重要

策略之一 #!$% 由于实践中从肿瘤组织能够分离得到的血管

内皮细胞数量极少"且培养困难"研究工作受到很大限制%

本文报告用肿瘤细胞培养上清的方法诱导人脐静脉血管

内皮细胞 !"#$%& #$’()(*%) +,(& ,&-./",)(%) *,))0"123456增
殖"检测后者是否具备肿瘤血管内皮细胞的特性 "探索一

种简便易行的方法"以解决肿瘤血管内皮细胞难于获取的

难题%

7 材料与方法

787 材 料
人肝癌细胞株 9,:;< 购于中国科学院上海细胞研究

所" 新生儿脐带由中山大学附属第一医院妇产科提供"兔

抗人血管内皮细胞生长因子受体<=+%0*#)%> ,&-./",)(%) ?>.@/"
A%*/.> >,*,:/.><B34;CD<6多克隆一抗购于武汉博士德生物工程有
限公司"2)/>%0,&0(/(+,EFG"H超敏试剂盒购于福建迈新生物技术
开发有限公司" 内皮细胞生长支持物 =#&-./",)(%) *,)) ?>.@/"
0#::),$,&/B 45;GI!胶原酶!购于美国G(?$%公司"DHFJ 7KLM
培养液! 人内皮细胞无血清培养基 ="#$%& ,&-./",)(%)"0,>#$
A>,, $,-(#$B 94GCF6购于美国;(’*.公司" DNO提取试剂盒
E%P%>% *%/>($.Q"7LEF DNO (0.)%/(.& P(/! 逆转录聚合酶链反应
试剂盒 &>,+,>0, />%&0*>(:/(.&":.)R$,>%0, *"%(& >,%*/(.&"DE"
H5D’!E%P%>% S*%" S4GEEFDNO H5D T(/购于大连宝生物工程
有限公司%

78< !"#$% 原代培养及鉴定
采用脐带内灌注酶消化分离法% 无菌条件下取剖宫产

健康新生儿脐带 <M$UM *$B 注入 < ?VW 胶原酶!消化 7X
$(&Y 收集消化液B <XM%! 离心 7M $(&% 重悬细胞于含 ZX
$?VW 45;G!&’’ () * ) 胎牛血清的 94GCFB在体积分数 X[
5\<! UZ +条件下培养% 所得细胞用 "因子免疫组化染色
鉴定B 取第 U$X 代作为实验材料%
78U !&’() 培养上清液的收集

9,:;< 用含 ,’’ (- * - 胎牛血清的 DHFJ 7KLM 培养 "

当细胞融合达 ]M.时更换为无血清的 DHFJ7KLM 培养液"

L] " 后收集上清液"M8<< #$ 滤膜过滤"/]M +保存备用%
78L *+, 法检测 !&’() 培养上清液诱导 !"#$% 增殖
效应

取对数生长期 92345" 消化后用含 XM $WVW 胎牛血
清!U] $?VW 45;G 的 94GCF 调整细胞数密度 X%7MZVW"按
7MM #WV孔接种于 ^K 孔培养板%在体积分数 X[ 5\<! UZ +
条件下培养 <L "% 弃培养基"分为 L 组"每组 ] 复孔(O 组!
S 组!5 组分别加入不同的条件培养液 _含体积分数 7M[!

<M[!LM[ 9,:;< 培养上清液的 94GCF6) ‘ 组为阴性对
照组 "仅加入 94GCF"并设空白对照组 "总体积 7MM #WV
孔% 培养 L] " 后"每孔加入 <M #W FEG" 孵育 L "" 用酶联
免疫检测仪在 L^M &$ 波长上测定吸光度 ="L^M6%增殖率[a
b&实验组 " 值/空白对照组 " 值 ’/&阴性对照组 " 值/空

白对照组 " 值’cV& 阴性对照组 " 值/空白对照组 " 值’%
78X 免疫组化法检测 #$(-.) 在 !"#$% 的表达
将无菌处理的盖玻片放于 K 孔板" 取对数生长期的

92345"消化后用含 XM $WVW 胎牛血清!U] $?VW 45;G 的
94GCF 调整细胞数密度为 X%7MZVW"按 U $WV孔接种于 K 孔
板"UZ +B 体积分数 X[ 5\<条件下培养 <L "% 吸去培养基
后分为随机分两组% 实验组加入条件培养液 =含体积分数
XM[9,:;< 培养上清液的 94GCF6" 对照组加入 94GCF "

每孔 U $W" 再培养 L] "% 取出盖玻片"LM ?VW 多聚甲醛固
定%采用链霉抗生物素过氧化物酶=GH6法染色%一抗为兔抗
人 34;CD< 多克隆抗体" 操作按 2)/>%0,&0(/(+,EFG"H 试剂盒
说明书进行% 以磷酸缓冲液代替一抗为阴性对照"‘OS 显
色% 采用德国 T\NED\N 公司 JSOG D,) <8M 图像分析系统
进行定量分析"随机测定 7< 个视野平均光密度#!&!’$值%
78K .+!/%. 检测 !"#$% 的肿瘤内皮标记物 012345
&67418&9:;9 3;5<&5=> +$*?表达

92345用含 X’ $WVW胎牛血清!U] $?VW 45;G 的94GCF
培养"待细胞生长至约 KM[融合时换为条件培养液=含体积
分数 XM[ 9,:;< 培养上清液的 94GCF6"以仅加入 94GCF
为对照组% L] " 后收集细胞" 按 E%P%>% *%/>($.Q"7LEF DNO
(0.)%/(.& P(/ 试剂盒说明书提取总 DNO"7M ?VW 琼脂糖凝胶
电泳鉴定 DNO 质量% 根据 E4F7 及 E4F] *‘NO 自行设计
引物并由上海博亚生物技术有限公司合成% E4F7=上游6X0"
E5;O;E;EEO EE;EO;5;O;;; O5OE;"U0 B =下 游 6 X0 "
O;;E;;; 5E55;;;EO;;; EOE "U0B 扩增片段 <]Z ’:%
E4F](&上游’X0"5;; OEE;5;;O5O;EOO;;" U0"&下游’X0
";55O ;OO55 O55O;O;;O;"U0" 扩增片段 LK< ’:% 按
E%P%>% S*%S4GEEFDNO H5D T(/ 试剂盒说明进行扩增" 反转
录总反应体系体积 <M #W "含细胞 DNO 7 #W!随机九引物
7 #W!S*% S4GE 聚合酶 << 2"反转录条件(KX + 7 $(&B UM
+ X $(&B KX + UM $(&"^] + X $(&"X + X $(&% H5D 总反应
体系体积 7MM #WB 含上下游引物各 7 #W! S*% \:/($(d,-
E%e 酶 <8X 2% H5D 条件(E4F7B ^L + UM 0B X< + UM 0B Z<
+ 7 $(&"LM 个循环B Z< + X $(& 延伸)E4F]B ^L + UM 0 B
L] + UM 0 B Z< + 7 $(&"LM 个循环"Z< + X $(& 延伸% DE"
H5D 产物在 7M ?VW 琼脂糖凝胶电泳" 凝胶电泳成像系统摄
像"并送宝生物工程=大连6有限公司测序%
78Z 统计学分析
所有计量资料用均数1标准差 ="#$6表示 B 用 GHGG7M8M

统计软件分析% 92345增殖效应吸光度 " 值比较采用单因
素方差分析 B 进一步用 G/#-,&/"N,@$%&"T,#)0 法作两两比
较% 34;CD< 平均光密度 !&!’值比较用 # 检验% 检验水准
"aM8MX%

2 结 果

<87 !&’() 培养上清液对 !"#$% 增殖的影响
FEG 结果显示( 加入条件培养液的 O!S!5 组 OL^M显

著高于对照组 ‘" 5 组 "L^M显著高于 O 组&$ 3 M8MX’"表明
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!"#$% 培养上清液有促进 !&’()增殖的作用* 且增殖率

随着条件培养液中 !"#$% 培养上清液浓度增高而增加+表
,-!

./% !"#$% 培养上清液对 !&’() 的 ’*$+,- 表达的
影响

’0$12. 阳性染色呈棕黄色 *位于细胞浆 "细胞膜#实

验组 ’0$12. 染色明显增强$图 ,%! 平均光密度 !$!%值&
实验组 3/45!3/3%’显著高于对照组 3/63 !3/3, +! 7 ,.* " 7
8/93* # " 3/3:-* 表明 !"#$. 培养上清液能显著促进
!&’0) 的 ’0$12. 的表达!

./4 ,.!/), 检测 .*01 及 .*02 的表达
2;#<)2 扩增产物电泳显示#条件培养液培养 =8 > 的

!&’0) 分别能扩增出约 .?3 @# 及 =53 @# 的条带#而单用
!0A1B 培养的 !&’0) 未见相应条带 $图 .%! <)2 产物
CDE 测序结果与 $"FGHFI 数据库;0B, 和 ;0B8中相应序
列 完 全 相 同 + 基 因 登 录 号 &;0B,#E1.J?,=.’;0B8#
E1.J?,=9-!

4 讨 论

肿瘤生长和转移依赖于肿瘤血管的形成#破坏少量的

血管可使灌流区内的大量肿瘤细胞急剧坏死#获事半功倍

之效#近年来抗肿瘤血管治疗倍受关注 K,L! 为进行相关基础

研究# 分离培养肿瘤血管内皮细胞是必需的前提条件之

一! 已有报道采用密度梯度离心"流式细胞技术"免疫磁珠

技术等方法 K.#9L进行分离纯化#但由于肿瘤血管内皮细胞属

微血管内皮细胞 #含量极少 #分离过程复杂 #体外培养困

难#且流式抗体或免疫磁珠价格昂贵 #严重限制了研究的

开展!本研究采用含人肝癌细胞系 !"#$. 培养上清的条件
培养液诱导 !&’0) 增殖# 通过检测 ’0$12. 及肿瘤内皮
标记# 证明诱导后的 !&’0) 获得了肿瘤血管内皮细胞的
特性#这可能为解决肿瘤血管内皮细胞不易获得的难题提

供了一种简便有效的替代方法!

!&’0) 来源于大静脉#虽具有分化增殖的潜能和新生
血管内皮细胞的特性* 但一般认为与肿瘤来源的微血管内
皮细胞有明显区别 ! 有学者把与肿瘤细胞共培养后的

!&’0) 作为抗原免疫小鼠# 获得了抗肿瘤血管内皮细胞

的单克隆抗体 K5L! 亦有人采用肝癌细胞系培养上清液刺激

的 !&’0) 作为抗原# 利用杂交瘤技术制备了只与肝癌血
管内皮细胞起反应的单克隆抗体 KJL! 上述研究提示肿瘤细

胞培养液刺激后的 !&’0) 可能在一定程度上具有了肿瘤
血管内皮细胞的特性!我们采用含不同浓度 !"#$. 培养上
清的条件培养液刺激 !&’0)# 检测其增殖效应 * 结果显
示&加入上清液后 !&’0) 增殖率明显增高#且增殖率与上
清液的浓度呈正相关# 表明上清液能强烈刺激 !&’0) 的
增殖#这可能与上清液中含有多种肿瘤细胞分泌的促血管

表 , 不同浓度的 !"#$. 培养上清液促 !&’0) 增殖效应
检测

;H@M" , 0NN"OPQ RN SHTURVQ ORFO"FPTHPURF RN QV#"TFHPHFP
W"TUS"W NTRX !"#$. OVMPVT" X"WUVX RF P>"
#TRMUN"THPURF RN !&’0)

!!!!!$&""%&’ ()*+,’ -&"",&’ ()*+,’.&""/&0 ()*+,’ 1&

2)34567) 8925:9;< $ 7 6./.?* # " 3/3,’,- .RX#HT"W YUP> ORFPTRM ZTRV#
C* # " 3/3:’.- .RX#HT"W YUP> ZTRV# )* # " 3/3:

+:9=*
$
-
.
1

#
>
>
>
>

$/?&$%&’%
&<@/!&<&/ %%#,%

&<@>!&<&/ %%

&</,!&<&A %%

&<,&!&<&B

C:9;6D):45692 :45)E$0%

F%
>?
%&?
G

图 - ,.!/), 法 检 测 .*01 和 .*02 3,45 在
"&’*) 的表达

+678- *9#:";;6<= <> .*01 ?=@ .*0A 3,45 <=
!&’*) @"B"CB"@ DE ,.!/),

B[ XHTI"T\ ]HF" ,[ ;0B8* !&’0) QPUXVMHP"W @^ QV#"TFHPHFP RN
!"#$. =8 >\ ]HF" .[ ;0B8* !&’0) FRP QPUXVMHP"W @^ QV#"TFHPHFP
RN !"#$.\ ]HF" 4[ ;0B,* !&’0) QPUXVMHP"W @^ QV#"TFHPHFP RN
!"#$. =8 >\ ]HF" =[ ;0B,* !&’0) FRP QPUXVMHP"W @^ QV#"TFHPHFPQ
RN !"#$.

图 # 免疫细胞化学法检测 ’*$+,- 在 !&’*) 表达
+6781 *9#:";;6<= <> ’*$+,- <= !&’*) @"B"CB"@ DE

633F=<CEB<CG"36;B:E ;B?6=6=7 +A<H,33-
$[ !&’0) FRP QPUXVMHP"W @^ QV#"TFHPHFP RN !"#$.\ -[ !&’0)

QPUXVMHP"W @^ QV#"TFHPHFP RN !"#$. =8 >
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内皮细胞生长的细胞因子有关#

为了探讨增殖后的 !"#$% 是否具有肿瘤血管细胞的
特性$ 本研究进一步检测了 #$&’() 和 *$+ 在刺激后的
!"#$% 的表达程度% #$&’() 是血管内皮细胞生长因子
&,-./01-2 345678319-1 :26;78 <-/762’#$&’( 诱导肿瘤血管形
成的最重要受体’在肿瘤血管或伤口新生血管的内皮细胞

高表达’而在正常血管内皮细胞不表达或低表达 ’已被视

为肿瘤血管内皮细胞的重要标记 =>’?@% 免疫组化法结合图像

分析结果表明)正常 !"#$% 虽有 #$&’() 表达但较弱’加
入条件培养液后 #$&’() 表达明显增强’ 说明增殖后的

!"#$% 已具备肿瘤血管内皮细胞的特性%
*$+ 是最近发现的特异表达于肿瘤血管内皮细胞的

标记物’共有 ? 种’称为 *$+A#?=B@% *$+A 表达于肿瘤血管
内皮细胞及黄体C 而 *$+> 仅表达于肿瘤血管内皮细胞=BCADC

AA@%本实验根据 *$+A及 *$+>的/EFG序列自行设计引物 C
采用(*#H%(方法证明条件培养液刺激后的!"#$%在
I(FG水平表达了*$+A及*$+>C 而正常!"#$%不表达C 这
充分证明用!3J&)上清诱导后的!"#$%获得了肿瘤血管内
皮细胞特性% 但$%&’()*等 !!!’!""报道采用#$&’*肿瘤坏死
因子#!K70I62 43/26.9. <-/762#!L*F’#!M*碱性纤维母细胞生长
因子KN-.9/ <9N26N1-.7 :26;78 <-/762O P’&’M等细胞因子培养
!"#$%’检测*$+仍为阴性 % 我们推测肿瘤血管内皮细

胞形成是肿瘤细胞分泌一系列的细胞因子共同作用的结

果’单一细胞因子虽然能促进血管内皮细胞增殖 ’可能尚

不足刺激 *$+ 的表达’ 而肿瘤细胞培养上清液含有多种

细胞因子’ 可诱导出 !"#$% 表现肿瘤血管内皮细胞的特
性%
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