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  [摘 要] 目的 利用人脐静脉内皮细胞(HUVECs)及卵巢癌患者腹水中原代卵巢癌细胞构建体外卵巢

癌血管生成三维模型。方法 2019年11月至2021年1月原代提取及培养HUVECs及卵巢癌细胞,分3组进

行细胞培养。A组为无 Matrigel基质胶条件下卵巢癌细胞和HUVECs间接共培养,B组为 Matrigel基质胶条

件下HUVECs单独培养,C组为 Matrigel基质胶条件下卵巢癌细胞和 HUVECs三维间接共培养。观察各组

HUVECs血管生成情况。采用免疫印迹试验检测卵巢癌细胞条件培养液对HUVECs的CD105表达水平的影

响,Transwell实验检测卵巢癌细胞条件培养液对HUVECs侵袭能力的影响。结果 成功提取原代 HUVECs
和卵巢癌细胞,A组HUVECs有突起或伪足,但不形成管状或网状结构;B组HUVECs排列成网状,但没有细

胞的变形、伪足和融合,也不形成类毛细血管样结构;C组 HUVECs形成了不连续的三维类毛细血管样结构。
卵巢癌细胞条件培养液可增强HUVECs的CD105表达并增强其侵袭能力。结论 成功构建了体外卵巢癌血

管生成三维模型,卵巢癌细胞具有促进HUVECs增殖及侵袭能力。该模型能为研究卵巢癌的血管生成提供一

个更接近体内生理状态的体外模型。
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[Abstract] Objective To

 

construct
 

a
 

3D
 

model
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

angiogenesis
 

in
 

vitro
 

using
 

human
 

um-
bilical

 

vein
 

endothelial
 

cells
 

(HUVECs)
 

and
 

protogenic
 

ovarian
 

cancer
 

cells
 

from
 

ascites
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

pa-
tients.Methods Primary

 

HUVECs
 

and
 

ovarian
 

cancer
 

cells
 

were
 

extracted
 

and
 

cultured
 

from
 

November
 

2019
 

to
 

January
 

2021,and
 

cell
 

culture
 

was
 

performed
 

in
 

three
 

groups.In
 

group
 

A,ovarian
 

cancer
 

cells
 

were
 

indirect-
ly

 

co-cultured
 

with
 

HUVECs
 

without
 

Matrigel
 

gel;in
 

group
 

B,HUVECs
 

were
 

separately
 

cultured
 

with
 

Matri-
gel

 

gel;and
 

in
 

group
 

C,ovarian
 

cancer
 

cells
 

and
 

HUVECs
 

were
 

indirectly
 

co-cultured
 

with
 

Matrigel
 

gel.The
 

angiogenesis
 

of
 

HUVECs
 

in
 

each
 

group
 

was
 

observed.Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

ovari-
an

 

cancer
 

cell
 

conditioned
 

medium
 

on
 

CD105
 

expression
 

level
 

in
 

HUVECs,and
 

Transwell
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

conditioned
 

medium
 

on
 

the
 

invasion
 

ability
 

of
 

HUVECs.Results Pri-
mary

 

HUVECs
 

and
 

ovarian
 

cancer
 

cells
 

were
 

extracted
 

successfully.HUVECs
 

in
 

group
 

A
 

had
 

protuberance
 

or
 

pseudopodia,but
 

did
 

not
 

form
 

tubular
 

or
 

reticular
 

structure.HUVECs
 

in
 

group
 

B
 

were
 

arranged
 

in
 

a
 

network,

but
 

there
 

was
 

no
 

cell
 

deformation,pseudopod
 

and
 

fusion,and
 

no
 

capillary-like
 

structure.HUVECs
 

in
 

group
 

C
 

formed
 

a
 

discontinuous
 

3D
 

capillary-like
 

structure.Ovarian
 

cancer
 

cells
 

conditioned
 

medium
 

enhanced
 

CD105
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expression
 

and
 

invasiveness
 

in
 

HUVECs.Conclusion The
 

3D
 

model
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

angiogenesis
 

is
 

success-
fully

 

constructed
 

in
 

vitro,and
 

the
 

ovarian
 

cancer
 

cells
 

have
 

the
 

ability
 

to
 

promote
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

HUVECs.This
 

model
 

can
 

provide
 

an
 

in
 

vitro
 

model
 

for
 

studying
 

the
 

angiogenesis
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

which
 

is
 

more
 

similar
 

to
 

the
 

physiological
 

state
 

in
 

vivo.
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  卵巢癌被称为“沉默的杀手”,其病死率为妇科恶

性肿瘤之首。2020年全球新增卵巢癌患者31.4万

例,死亡病例超过20.7万例[1]。超过80%的患者被

发现时已为晚期转移,难以早期诊断卵巢癌是导致其

病死率居高不下的重要原因[2]。卵巢癌的播散、转移

与腹水有关,有研究发现,晚期患者腹水中含有肿瘤

细胞聚集的“球形体”,这种“球形体”是形成腹、盆腔

继发性转移的关键因素[3]。此外,卵巢癌转移与肿瘤

相关血管生成密切相关。血管生成与卵巢癌相互促

进,使卵巢癌细胞的侵袭性更强。抗血管生成治疗是

通过血管生成抑制剂阻断促血管生成因子,靶向抑制

肿瘤血管生成的一种治疗方法[4]。因此,在体外构建

血管生成模型将有利于在体外更好地实现对筛选卵

巢癌抗血管生成药物和血管生成机制的研究。
目前,卵巢癌研究模型主要采用肿瘤细胞株二

维/三维培养模型、异种移植模型和类器官。传统二

维培养模型操作简单,但与人体内的肿瘤微环境差异

较大,且由于卵巢癌的肿瘤异质性,癌细胞系无法代

表人体内卵巢癌细胞表型。患者来源的异种移植模

型和类器官能体现肿瘤异质性,但费用高、周期长且

对实验条件及伦理要求高,且目前尚未建立标准化的

类器官培养方案,类器官研究的可重复性尚有待于确

定[5]。三维培养模型与人体内环境更为接近。因此,
利用人来源的原代细胞研究新的可模拟肿瘤细胞生

长微环境的体外肿瘤三维模型研究卵巢癌意义重

大[6]。本研究通过原代提取及培养人脐静脉内皮细

胞(HUVECs)和卵巢癌患者腹水中的原代卵巢癌细

胞,利用 Matrigel基质胶构建三维血管生成模型,在
同一微环境中 HUVECs和卵巢癌细胞相互作用下,

HUVECs表达肿瘤血管内皮的特性,形成与体内类

似的卵巢癌血管生成模型,旨在为深入研究针对卵巢

癌血管内皮细胞的抗肿瘤治疗研究提供更贴近真实

人体内环境的模型。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试 剂 和 材 料  杜 氏 改 良 Eagle培 养 基

(DMEM)/F12培养液、胎牛血清、胰蛋白酶均购自美

国Gibco公司,Percoll细胞分离液购自天津灏洋华科

生物科技公司,RIPA
 

蛋白裂解液购自上海碧云天生

物技术有限公司,CD31抗体、Ⅷ因子抗体均购自武汉

博士德公司,鼠抗人上皮细胞黏附分子(EpCAM)流
式抗体、兔抗人CD105单克隆抗体均购自英国 Ab-
cam公司,鼠抗人β-actin单克隆抗体购自美国Pro-
teintech公司,Matrigel基质胶、侵袭/迁移培养小室

3422(8.0
 

μm)均购自美国 Corning公司,Millicell
 

PIHP
 

01250
 

插入式细胞培养皿(0.4
 

μm)购自美国

Millipore公司。

1.1.2 腹水、脐带标本来源 腹水标本来源于2019
年11月至2021年1月宜昌市第二人民医院妇科进

行手术并经病理检查证实的10例卵巢癌手术患者,
脐带标本来源于宜昌市第二人民医院产科收治的10
例无乙型肝炎病毒、人类免疫缺陷病毒感染,无妊娠

期高血压症、羊水污染的足月剖宫产健康产妇。采用

无菌50
 

mL离心管收集新鲜脐带及腹水,30
 

min内

4
 

℃快速运输至实验室用于 HUVECs和卵巢癌细胞

的原代培养。研究对象对本研究知情并同意参与,本
研究经医院伦理委员会审批。

1.1.3 细胞株与细胞培养液 人卵巢癌细胞株SK-
OV3和CAOV3购自中国科学院上海生科院细胞库。
采用添加10%胎牛血清及1%青霉素和链霉素的

DMEM/F12培养液。

1.2 方法

1.2.1 HUVECs分离培养及鉴定 无菌条件下取

脐带(20~25
 

cm)2
 

h内进行HUVECs的胰酶消化法

分离,采用DMEM/F12培养液培养。光学倒置相差

显微镜下观察。选择生长状态良好的细胞进行形态

学鉴定及血管内皮细胞表面CD31、Ⅷ因子免疫荧光

染色鉴定。

1.2.2 流式分选卵巢癌腹水中原代卵巢癌细胞 使

用Percoll
 

密度梯度离心技术从腹水中分离细胞[3]。
通过胰蛋白酶消化法制备单细胞悬液。将细胞与PE
标记的EpCAM 抗体一起孵育,使用 MoFlo

 

XDP细

胞分选仪(Beckman
 

Coulter,Inc.)分选出EpCAM
 

阳

性原代卵巢癌细胞。用DMEM/F12培养液培养。

1.2.3 细胞培养及分组 分3组进行细胞培养,A
组为 无

 

Matrigel基 质 胶 条 件 下 卵 巢 癌 细 胞 和
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HUVECs间接共培养,B组为 Matrigel基质胶条件

下HUVECs单独培养,C组为 Matrigel基质胶条件

下卵巢癌细胞和HUVECs三维间接共培养。具体方

法:(1)无 Matrigel基质胶条件下原代卵巢癌细胞和

HUVECs间接共培养。在24孔板中加入处于对数

生长期的原代卵巢癌细胞(细胞密度1×104 个/孔,

DMEM/F12培养基1
 

mL),培养24
 

h后换液,加入

600
 

μL
 

DMEM/F12培养基,在24孔板中插入 Milli-
cell共培养小室,并在 Millicell小室中加入处于对数

生 长 期 的 HUVECs(细 胞 密 度 3×103 个/孔,

DMEM/F12培养基400
 

μL),置于37
 

℃、5%
 

二氧化

碳(CO2)培养箱培养,观察细胞生长。见图1A。(2)

Matrigel基质胶条件下 HUVECs单独培养。提前将

Matrigel基质胶(常规存放于-80
 

℃)置于4
 

℃冰箱

过夜使其充分溶解,无血清培养基和 Matrigel基质胶

按8∶1比例配制工作 Matrigel基质胶。在24孔板

中加入DMEM/F12培养基600
 

μL,不加任何细胞,

在24孔板中插入铺有工作Matrigel基质胶(每孔300
 

μL)的 Millicell小室,并在小室中加入处于对数生长

期的HUVECs(细胞密度3×103 个/孔,DMEM/F12
培养基100

 

μL),置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养

48
 

h,倒置显微镜下观察内皮细胞生长情况。见图

1B。(3)三维血管生成模型(Matrigel基质胶条件下

原代卵巢癌细胞和HUVECs间接共培养)。在24孔

板中加入处于对数生长期的原代卵巢癌细胞(细胞密

度1×104 个/孔,DMEM/F12培养基1
 

mL),培养

24
 

h后换液,加入600
 

μL
 

DMEM/F12培养液,在24
孔板中插入铺有工作 Matrigel基质胶(每孔300

 

μL)
的 Millicell小室,并在小室中加入处于对数生长期的

HUVECs(细胞密度3×103 个/孔,DMEM/F12培养

基100
 

μL),置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养48
 

h,倒
置显微镜下观察内皮细胞的体外管道形成情况。见

图1C。

  注:A.卵巢癌细胞和 HUVECs间接共培养;B.Matrigel基质胶条件下 HUVEC单独培养;C.Matrigel基质胶条件下卵巢癌细胞和 HUVECs
三维间接共培养。

图1  卵巢癌三维血管生成模型

1.2.4 卵巢癌细胞条件培养液处理 HUVECs 收

集卵巢癌细胞(SKOV3、CAOV3、原代卵巢癌细胞)条
件培养液,即癌细胞培养至细胞密度达70%~80%时

进行细胞换液。去除原培养液,每个培养皿添加5~8
 

mL
 

DMEM/F12培养液,培养24
 

h后吸出,离心后取

上清液作为条件 培 养 液。分 别 使 用 SKOV3、CA-
OV3、原代卵巢癌细胞的条件培养液添加至 HU-
VECs培养体系培养72

 

h,未添加卵巢癌细胞条件培

养液的DMEM/F12培养液作为对照组。

1.2.5 免疫印迹试验检测各组 HUVECs的CD105
表达水平 收集各组HUVECs,使用RIPA

 

蛋白裂解

液裂解细胞提取总蛋白,BCA蛋白浓度检测法测定蛋

白浓度。样品通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳法分离,并转移至聚偏氟乙烯膜上,室温封闭

1
 

h。分别加入兔抗人CD105单克隆抗体(1∶1
 

000
稀释)和鼠抗人β-actin单克隆抗体(1∶5

 

000),4
 

℃
孵育过夜,用TBST

 

缓冲液漂洗,加二抗室温孵育2
 

h
后漂洗,采用化学发光法检测蛋白强度。应用Image-

Lab软件测定各条带灰度值。实验重复3次,取平

均值。

1.2.6 Transwell实验检测各组 HUVECs侵袭能

力 将各组HUVECs细胞胰酶消化计数后重悬于无

血清DMEM/F12培养基中,将100
 

μL细胞密度为每

毫升2×105 个细胞的细胞悬液加入 Matrigel基质包

被的上室,下室每孔加入含10%胎牛血清的培养液

600
 

μL。培养24
 

h后取出小室,棉签擦除上室细胞后

用甲醛固定,结晶紫染色。每个小室取5个视野拍照

计数细胞数。实验重复3次,取平均值。

1.3 统计学处理 应用SPSS22.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s表示,采用t检验;计数资

料以率或构成比表示,采用χ2 检验。P<0.05表示

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 成 功 分 离 培 养 HUVECs 分 离 得 到 的

HUVECs呈圆形或椭圆形,24
 

h后完全贴壁,呈漩涡

状排列或鱼贯状相连。见图2A。5~7
 

d融合成片,
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细胞呈多角形或小三角形镶嵌排列,呈典型的铺路石

状。见图2B。细胞质可见红色荧光,细胞轮廓清晰,
呈阳性表达。见图2C、D。

2.2 成功分离培养卵巢癌患者腹水中原代卵巢癌细

胞 卵巢癌患者腹水中存在球形细胞聚集体,通过流

式分选获得的原代EPCAM
 

阳性卵巢癌细胞见图3。

2.3 成功构建卵巢癌血管生成三维模型 A 组

HUVECs可见部分有突起或伪足,伪足可相互接近

并融合,但不形成管状或网状结构,接近融合时呈单

层铺路卵石样排列。B组 HUVECs可见内皮细胞排

列成网状,但没有细胞的变形、伪足和融合,也不形成

类毛细血管样结构。C组 HUVECs可见明显的三维

类毛细血管样结构形成,具有肿瘤血管的多形性、异
型性,所形成的血管网络不完整、不连续,具有较大的

血管通透性。见图4。

  注:A.HUVECs
 

24
 

h贴壁后(100×);B.HUVECs
 

5~7
 

d融合呈铺路石状(100×);C.CD31(200×);D.Ⅷ因子(200×)。

图2  HUVECs的分离鉴定
 

  注:A.卵巢癌患者腹水细胞的镜下图像(100×);B.流式分选从腹水细胞中分离的EPCAM及癌细胞。

图3  卵巢癌患者腹水中原代卵巢癌细胞

  注:A.卵巢癌细胞与 HUVECs间接共培养;B.Matrigel基质胶条件下 HUVECs单独培养;C.卵巢癌细胞与 HUVECs三维共培养,类毛细血

管样结构形成。

图4  各组 HUVECs形态的镜下观察(100×)

2.4 卵巢癌细胞条件培养液增强 HUVECs增殖能

力 SKOV3、CAOV3、原代卵巢癌细胞经卵巢癌细胞

条件培养液处理后CD105表达量[分别为(1.66±
0.12)、(1.94±0.16)、(1.82±0.08)]均较对照组

(1.00±0.00)增加。表明卵巢癌细胞可通过分泌生

物因子促进内皮细胞的增殖能力。见图5。 图5  卵巢癌细胞条件培养液增强 HUVECs增殖能力
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2.5 卵巢癌细胞条件培养液增强 HUVECs侵袭能

力 与对照组比较,SKOV3、CAOV3、原代卵巢癌细

胞经卵巢癌细胞条件培养液处理后均明显增强了

HUVECs的侵袭能力,差异均有统计学意义(P<
0.05),见图6。表明癌细胞可促进内皮细胞发生

转化。

  注:A.各组Transwell侵袭实验图(结晶紫染色,200×);B.与对照

组比较,aP<0.05。

图6  卵巢癌细胞条件培养液增强 HUVECs侵袭能力

3 讨  论

  卵巢癌的病理生理学机制尚不清楚,患者生存率

并没有显著提高,主要原因是缺乏良好的肿瘤治疗研

究模型[7]。异质性被认为是卵巢癌疗效欠佳的主要

原因,卵巢癌异质性不仅表现为不同患者间的临床差

异,还表现为同一患者体内肿瘤细胞的生长、转移及

对药物的敏感性、耐药性的差异。因此,建立个体化

的研究模型对不同患者制定有效的治疗策略具有重

要意义[8]。患者来源的癌细胞比卵巢癌细胞系具有

优势,后者无法反映不同类型卵巢癌的分子表型及病

理特征,不能完全代表卵巢癌的异质性。有研究表

明,卵巢癌患者来源的癌细胞能反映患者体内肿瘤的

异质性特征[9]。本研究利用从卵巢癌患者腹水中获

取的原代卵巢癌细胞及原代 HUVECs,成功构建了

体外卵巢癌血管生成三维模型。并经体外实验证明

了卵巢癌细胞可通过其分泌物增强 HUVECs的增殖

和侵袭能力,从而发挥潜在的促进卵巢癌转移的

功能。

1971年FOLKMAN[10]提出了肿瘤血管生成假

说,拉开了关于肿瘤和血管生成关系的研究序幕。肿

瘤的血管生成对原发肿瘤的生长及转移具有重要作

用[11]。血管新生是血管内皮细胞经分裂增殖,以出芽

方式形成新的毛细血管的过程,受到血液中的促血管

因子和抑制血管因子的严格调控[12]。肿瘤细胞可分

泌血管内皮生长因子A,与血管内皮细胞表面的血管

内皮 生 长 因 子 受 体 2 结 合,从 而 启 动 肿 瘤 血 管

新生[13]。
血管内皮细胞是血管壁的主要组成部分,体外获

得血管内皮细胞可用于建立血管形成的病理研究模

型[14]。但由于缺乏相应的内皮细胞株[15],而脐带取

材方便,因此,通过原代分离培养 HUVECs是常用的

内皮细胞研究方法。三维细胞培养技术是将细胞放

在胶原凝胶中生长,使细胞在体外能与细胞外基质相

互作用,以表达其生物学特性。主要有表面培养法、
夹心培养法、混合培养法等,采用何种方法在不同的

实验中有不同的选择[16]。三维培养体系中内皮细胞

的生长类似于体内血管生成。因此,本研究选取了

HUVECs和卵巢癌患者腹水来源的原代肿瘤细胞。
将细胞在基质胶上进行三维培养模拟细胞外基质中

血管的生成,成功提取并体外培养了 HUVECs和腹

水中的原代卵巢癌细胞,并对不同培养模式下内皮细

胞的血管生成进行了观察,结果显示,卵巢癌患者腹

水中存在球形细胞聚集体流式分选,可获得原代卵巢

癌细胞。在 Matrigel基质胶条件下卵巢癌细胞与

HUVECs间接共培养(三维血管生成模型),可见

HUVECs形成明显的三维类毛细血管样结构,具有

肿瘤血管的多形性、异型性,所形成的血管网络不完

整、不连续,具有较大的血管通透性。

CD31是血管内皮细胞表面标志物,而CD105是

细胞膜表面的跨膜糖蛋白,其在转化生长因子-β信号

通路和血管新生中发挥着重要作用[17]。已有研究发

现,与正常内皮细胞比较,CD105在肿瘤相关内皮细

胞中高表达[18]。结直肠癌细胞的条件培养液可活化

正常血管内皮细胞,使其转变为与肿瘤来源内皮细胞

具有相同基因表达的异常血管内皮细胞[13]。本研究

利用卵巢癌细胞的条件培养液刺激 HUVECs后测定

内皮细胞恶性增殖标志物CD105的表达变化,结果显

示,SKOV3、CAOV3、原代卵巢癌细胞经卵巢癌细胞

条件培养液处理后CD105表达量明显增加,说明卵巢

癌细胞可通过分泌物刺激血管内皮细胞,使之发生改

变,从而促进血管新生。HUANG等[19]发现,恶性胶

质瘤的癌细胞可增强肿瘤相关内皮细胞迁移和侵袭

能力,从而介导异常的血管生成和耐药。据文献报

道,血管新生和血管内皮细胞的侵袭能力相关[20]。本

研究结果显示,经卵巢癌细胞株及原代卵巢癌细胞条

件培养液刺激的HUVECs侵袭能力有不同程度的增

强。表明卵巢癌细胞可在体外活化内皮细胞,促进肿

瘤血管新生,从而进一步促进卵巢癌的恶性进展。因

此,构建卵巢癌细胞及内皮细胞的三维培养模型研究

卵巢癌的意义重大。
由于在本研究采用了一些特殊方法,所以,与同

类研究比较有着明显的不同:(1)采用的是原代卵巢

癌细胞作为血管生成的诱导因子,不需要添加额外的
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血管生成刺激因子,能直接利用肿瘤细胞和内皮细胞

间的相互作用和分泌的细胞因子,因而更接近生理条

件下的病理性血管生成。(2)采用了 Millicell
 

PIHP
 

01250插入式细胞培养皿,其底膜是透明的,能保证在

培养状态下动态观察肿瘤血管的形成,而不需要传统

的染色过程,也能持续动态地观察。(3)使用 Matri-
gel三维培养形成了三维的肿瘤毛细血管网络,避免

了二维培养条件下形成的与体内血管生成有差异的

二维血管生成模型。本研究证实了在二维共培养中

内皮细胞呈铺路卵石样结构生长,不形成管道样结

构,而在三维共培养系统中则可见明显的类毛细血管

样的结构,模拟了体内的血管生成过程。本研究为卵

巢癌的血管生成研究和干预提供了一个既简单又经

济的模型,该模型可动态地重建卵巢癌细胞与血管内

皮细胞的相互作用。当然该模型也存在局限性,因肿

瘤微环境包括各种生长因子、肿瘤细胞及间质细胞

等,而该模型没有包含更丰富的间质细胞,如成纤维

细胞和免疫细胞,故尚需进一步完善。
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