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［摘要］　目的：探讨肿瘤相关成纤维细胞（ｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＣＡＦ）分泌的肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）对卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞增殖作用的影响。方法：选取在本院手术的卵巢癌患者及其他妇科疾病同
时切除正常卵巢手术患者，收集卵巢癌组织、癌旁组织和正常组织，免疫组化观察卵巢癌组织、癌旁组织和正常组织

中ＣＡＦ标志蛋白α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）和Ｉ型胶原蛋白表达情况；用卵巢癌相关成纤维
细胞（ｈｕｍａｎｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ１Ａｃｅｌｌ，ＨＥＣ１Ａ）培养４８小时后的培养上清，培养卵巢癌细胞ＳＫＯＶ３行细胞计数
试剂盒８（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８，ＣＣＫ８）增殖实验、克隆形成实验和倒置显微镜观察检测使用 ＨＥＣ１Ａ培养上清后 ＳＫ
ＯＶ３细胞增殖能力变化；酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测ＨＥＣ１Ａ与ＳＫＯＶ３细胞
共培养４８小时后的培养上清中ＨＧＦ的表达。结果：免疫组化结果显示，卵巢癌组织中αＳＭＡ和Ｉ型胶原蛋白的表
达要明显高于癌旁组织和正常组织；ＣＣＫ８增殖实验和克隆形成实验结果显示 ＨＥＣ１Ａ培养上清处理后的 ＳＫＯＶ３
细胞的增殖能力显著增强；细胞形态学和免疫荧光结果提示ＨＥＣ１Ａ促进ＳＫＯＶ３上皮样细胞增多；ＥＬＩＳＡ结果显示
ＨＥＣ１Ａ与ＳＫＯＶ３细胞共培养４８小时后的培养上清中ＨＧＦ的表达明显升高。结论：肿瘤相关成纤维细胞可能通过
分泌ＨＧＦ诱导因子促进卵巢癌细胞的增殖作用。
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　　卵巢癌是一种严重威胁全球妇女健康的恶性肿
瘤。虽然其发病率低于宫颈癌和子宫内膜癌，但其

死亡率在女性妇科肿瘤中最高［１］。卵巢癌在发病

早期缺乏特异性的临床表现，导致大部分患者在诊

断时就已处晚期并出现转移，导致预后极差［２］。研

究表明，卵巢癌的发生发展是一个多因素影响的复

杂病理过程，其中卵巢癌细胞的高转移性和侵袭性

导致卵巢癌发生转移［３］，而肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒｍｉ
ｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）在卵巢恶性肿瘤的发生发展中
发挥重要的促进作用［４］。ＴＭＥ是指由环绕在肿瘤
组织周围的肿瘤细胞及相关成纤维细胞、巨噬细胞、

间充质细胞及炎症相关因子等组成的生物环境［５］。

卵巢癌具体的发病机制尚不完全明确，研究显示肝

癌、结肠癌和胃癌等肿瘤组织中，肿瘤相关的成纤维

细胞（ｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＣＡＦ）可以分泌细
胞基质衍生因子、骨桥蛋白和肝细胞生长因子（ｈｅｐ
ａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）等细胞因子促进肿瘤细
胞的增殖和迁移。ＨＧＦ是一种可以促进肝细胞生
长的细胞因子，有文献报道其在多种肿瘤组织中都

异常高表达，促进肿瘤的发生发展［６］，但是 ＨＧＦ在
卵巢癌中的表达及与卵巢癌发生发展的关系尚不明

确。因此，本研究采用卵巢癌患者肿瘤组织、癌旁组

织和正常卵巢组织及卵巢癌细胞系ＳＫＯＶ３细胞，探
讨肿瘤相关成纤维细胞分泌的 ＨＧＦ与卵巢癌细胞
增殖是否相关。

１　材料和方法

１．１　组织标本
本次研究共纳入本院妇产科 ２０１７年 ５月至

２０１８年１０月收治的４９例卵巢癌患者及需妇科手
术治疗的非卵巢癌患者４０例。纳入标准：１）所有

卵巢癌患者的临床表现和病理学检查结果均符合卵

巢癌的诊断（依据《妇产科学》第８版）；２）卵巢癌患
者均于我院首诊，且术前未经任何放化疗；３）病历
资料完整。排除标准：１）依从性差；２）其他系统合
并症；３）有绝对手术禁忌证。４９例卵巢癌患者的年
龄为３２～６９岁，平均年龄（４１．８２±７．３５）岁。４０例
非卵巢癌患者年龄为３１～７１岁，平均年龄（４５．２８±
５．９１）岁。
１．２　材料

卵巢癌相关成纤维细胞（ｈｕｍａｎｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃａｒ
ｃｉｎｏｍａ１Ａｃｅｌｌ，ＨＥＣ１Ａ）、卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３均购
自中国科学院上海细胞典藏库；磷酸缓冲盐溶液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、聚丙烯酸胺凝胶、结
晶紫固体粉末购自广州科维生物技术有限公司；蛋

白定量试剂盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；
ＤＭＥＭ培养液、胰蛋白酶及胎牛血清购自美国 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司；双抗及４％多聚甲醛购自西安科昊有限
公司。

１．３　方法
１．３．１　免疫组化染色　本研究中收集的卵巢癌组
织４９例、癌旁组织（距肿瘤≥１ｃｍ的正常卵巢组
织）４９例以及正常组织 ４０例进行石蜡包埋切块。
随后进行脱蜡和水化处理，抗原修复后滴加封闭液；

１∶５００稀释ＨＧＦ一抗孵育；孵育结束后用ＰＢＳ进行
冲洗，加生物素标记的二抗进行孵育；ＰＢＳ再次冲
洗，滴加亲和素过氧化酶溶液孵育。次日二氨基联
苯胺显色液显色，苏木素染液复染，中性树胶固封；

ＰＢＳ作为一抗阴性对照组，结果判断采用半定量分
析［７］。

１．３．２　ＣＣＫ８增殖实验　体外增殖实验分对照组
和实验组；对照组：用 ＲＰＭＩ１６４０培养基调整 ＳＫ
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ＯＶ３细胞浓度为５×１０４／ｍＬ，取２００μＬ细胞悬液加
入９６孔板；实验组，收集ＨＥＣ１Ａ细胞培养４８小时
后的培养上清２ｍＬ重悬 ＳＫＯＶ３细胞，调整细胞浓
度为５×１０４／ｍＬ，取２００μＬ细胞悬液加入９６孔板，
每组６复孔，培养箱内分别培养１２ｈ、３６ｈ和４８ｈ
后加入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，３７°孵育１～４小时后在
酶联免疫仪上选择４５０ｎｍ波长测定吸光度值，计算
每组浓度复孔的平均值。

１．３．３　平板克隆形成实验　取对数生长期的细胞，
常规消化离心收集细胞沉淀，重悬细胞沉淀，进行细

胞计数，调整ＳＫＯＶ３细胞浓度为１×１０３／ｍＬ，取１５０
μＬ细胞悬液（即１５０个细胞）接种至培养皿，补加
培养基至１０ｍＬ，作为对照组。实验组收集ＨＥＣ１Ａ
细胞培养４８小时后的培养上清２ｍＬ，重悬 ＳＫＯＶ３
细胞，调整细胞浓度为１×１０３／ｍＬ，取１５０μＬ细胞
悬液接种至培养皿，补加 ＨＥＣ１Ａ培养上清至
１０ｍＬ，在３７℃、９５％湿度、５％ＣＯ２培养箱培养 １５
天，弃培养液，加入５ｍＬＰＢＳ洗剂２次，弃ＰＢＳ，４％
多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，弃固定液，０．１％ 结晶紫染色
２０ｍｉｎ，自来水冲洗，空气干燥，计算肉眼可见的克
隆数。

１．３．４　细胞形态学和免疫荧光　取对数生长期
ＳＫＯＶ３细胞，胰蛋白酶消化，细胞计数，调整细胞密
度为５×１０５／ｍＬ，每孔２ｍＬ细胞混悬液，直接接种
至６孔板，作为对照组。实验组 ＨＥＣ１Ａ细胞与
ＳＫＯＶ３细胞按１∶１的比例接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上
室，在３７℃、９５％湿度、５％ＣＯ２培养箱培养４８ｈ后

在倒置显微镜下观察ＳＫＯＶ３细胞形态变化，并进一
步通过免疫荧光检测两组上皮细胞标志物上皮钙
粘素的表达。

１．３．５　酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）　取对数生长期 ＳＫＯＶ３细
胞，胰蛋白酶消化，细胞计数，调整细胞密度为５×
１０５／ｍＬ，每孔 ２ｍＬ细胞混悬液，直接接种至 ６孔
板，作为对照组。实验组ＨＥＣ１Ａ细胞与ＳＫＯＶ３细
胞按 １∶１的比例接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，在 ３７℃、
９５％湿度、５％ＣＯ２的培养箱培养４８ｈ后收集两组
细胞培养液，低温离心，严格按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说
明书步骤，检测培养液中ＨＧＦ的含量。
１．４　统计学分析

所有实验结果应用ＳＰＳＳ２０．０软件进计统计分
析，计量资料以均数±标准差（珋χ±ｓ）表示，组间比较
采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结　果

２．１　α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，α
ＳＭＡ）和 Ｉ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎＩ）在卵巢癌组织、
癌旁组织和正常组织中的表达情况

　　首先，免疫组织化学染色检测ＣＡＦ标志蛋白α
ＳＭＡ和ＣｏｌｌａｇｅｎＩ在卵巢癌患者３种不同组织中的
表达情况，结果显示 αＳＭＡ和 ＣｏｌｌａｇｅｎＩ在卵巢癌
中的表达明显高于癌旁组织和正常组织 （Ｐ＜
０．００１）（图１）。

图１　肿瘤相关成纤维细胞标志蛋白αＳＭＡ和ＣｏｌｌａｇｅｎＩ在卵巢癌患者组织中的表达
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡａｎｄＣｏｌｌａｇｅｎＩｉｎＴｉｓｓｕｅｏｆＰａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＯｖａｒｉａｎＣａｎｃｅｒ
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２．２　ＨＥＣ１Ａ细胞培养上清促进ＳＫＯＶ３细胞增殖
为了体外验证肿瘤相关成纤维细胞是否对卵巢

癌起到促癌作用，体外我们将卵巢癌相关成纤维细

胞ＨＥＣ１Ａ培养４８小时后的培养上清孵育卵巢癌
细胞ＳＫＯＶ３。结果表明用 ＨＥＣ１Ａ细胞培养上清
处理后的ＳＫＯＶ３细胞培养３６ｈ和４８ｈ后，增殖能
力显著增强 （Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）（图２）。
２．３　ＨＥＣ１Ａ细胞培养上清促进 ＳＫＯＶ３细胞克隆
形成能力

　　为了进一步验证肿瘤相关成纤维细胞对卵巢癌
的促癌作用。我们用克隆形成实验检测了 ＨＥＣ１Ａ
细胞培养上清培养 ＳＫＯＶ３细胞后克隆形成能力的
变化。结果显示 ＨＥＣ１Ａ培养上清培养后，ＳＫＯＶ３
细胞克隆形成能力明显增强，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．００１）（图３）。肿瘤成纤维细胞可以促进
卵巢癌细胞的增殖作用。

图２　ＨＥＣ１Ａ培养上清对ＳＫＯＶ３细胞增殖能力影响
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＥＣ１ＡＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｎｔｈｅＰｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎｏｆＳＫＯＶ３Ｃｅｌｌｓ

图３　ＨＥＣ１Ａ细胞培养上清对ＳＫＯＶ３细胞克隆形成能力影响
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＥＣ１ＡＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｎＣｌｏｎｅＦｏｒｍａｔｉｏｎＡｂｉｌｉｔｙｏｆＳＫＯＶ３Ｃｅｌｌｓ

２．４　ＨＥＣ１Ａ细胞共培养后促进 ＳＫＯＶ３上皮样细
胞增多

　　肿瘤相关成纤维细胞分泌的相关因子，对肿瘤
细胞的形态具有一定的诱导作用，具体表现为肿瘤

细胞上皮样细胞增多，从而导致其增殖和迁移能力

增强。为了观察肿瘤相关成纤维细胞对卵巢癌细胞

形态变化的影响，将ＳＫＯＶ３细胞与ＨＥＣ１Ａ细胞共
培养后，在倒置显微镜下观察ＳＫＯＶ３细胞的形态变

化，结果发现共培养后卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞呈上皮样
细胞形态明显增多，并聚集成簇（图４）。并进一步
通过免疫荧光检测了两组上皮细胞标志物上皮钙
粘素的表达，结果显示 ＨＥＣ１Ａ培养上清处理组细
胞的表达明显高于未处理组 （Ｐ＜０．０１）（图５），这
说明肿瘤相关成纤维细胞可以激活卵巢癌细胞的增

殖和迁移能力。

图４　ＨＥＣ１Ａ细胞共培养对ＳＫＯＶ３细胞形态变化影响

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＥＣ１ＡＣｏＣｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＳＫＯＶ３ｏｎＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌＣｈａｎｇｅｓｏｆＳＫＯＶ３Ｃｅｌｌｓ
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图５　Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在ＨＥＣ１Ａ培养上清处理组和未处理组ＳＫＯＶ３细胞中的表达
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｉｎＨＥＣ１ＡＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔＴｒｅａｔｅｄａｎｄＵｎｔｒｅａｔｅｄＳＫＯＶ３Ｃｅｌｌｓ

２．５　ＨＥＣ１Ａ细胞共培养后 ＳＫＯＶ３细胞培养液
ＨＧＦ表达明显增高
　　为了研究肿瘤相关成纤维细胞是否通过分泌
ＨＧＦ来促进卵巢癌细胞的增殖能力，ＥＬＩＳＡ检测了
共培养前后ＳＫＯＶ３细胞培养液 ＨＧＦ的表达情况。
结果显示共培养后ＳＫＯＶ３细胞培养液ＨＧＦ表达明
显高于对照组 ＳＫＯＶ３细胞，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．００１）（图６）。说明肿瘤相关成纤维细胞可
能通过分泌ＨＧＦ促进了卵巢癌的增殖作用。

图６　Ｅｌｉｓａ检测ＨＥＣ１Ａ细胞共培养后 ＳＫＯＶ３细胞培养
液中ＨＧＦ表达变化
Ｆｉｇｕｒｅ６．ＣｈａｎｇｅｓｏｆＨＧＦＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ｏｆＨＥＣ１ＡＣｏＣｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＳＫＯＶ３ＤｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥｎｚｙｍｅ
ＬｉｎｋｅｄＩｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔＡｓｓａｙ

３　讨　论

卵巢癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤之一，

其死亡率居妇科肿瘤相关死亡第一位。卵巢癌早期

由于缺乏特异性的临床表现和诊断方法，导致诊断

时已处于晚期并合并其他脏器的转移，５年生存率

约４０％，复发率约８０％，预后差［８９］。癌转移是死亡

的重要原因，高复发率和高耐药率是导致该疾病高

死亡率的最重要原因。因此，探究卵巢癌发生机制

及如何改善早期卵巢癌检测的筛查方法就显得尤为

重要。

尽管对癌细胞进行了广泛的研究，但目前研究

表明癌症的进展主要取决于个体的生物学行为，这

些行为是通过癌细胞与 ＴＭＥ之间的相互作用来调
节的［１０］。大量研究表明，ＴＭＥ在不同肿瘤进展中具
有关键作用［１１１３］。ＴＭＥ本质上是异质性的，包含周
围的细胞外基质和几种不同类型的细胞，包括

ＣＡＦ、内皮细胞、免疫细胞、局部和骨髓来源的基质
干细胞和祖细胞［１４］。几种因素介导 ＣＡＦ的分化，
某些标记物包括 αＳＭＡ、成纤维细胞活化蛋白和血
小板衍生生长因子受体α／β，已被用于区分ＣＡＦ和
其他类型的成纤维细胞［１５１７］。

有研究报道肿瘤相关成纤维细胞可以分泌骨桥

蛋白和肝细胞生长因子从而促进胃癌细胞的增殖和

转移［１８］。同时有文献报道在结肠癌组织中的肿瘤

相关成纤维细胞分泌的肝细胞生长因子能够刺激结

直肠癌细胞衍生为肿瘤干细胞，导致其促进了结直

肠癌细胞的增殖、转移和侵袭能力［１９］。ＨＧＦ是一种
生理状态下由间质细胞产生的具有多功能的细胞生

长因子，与其特异性受体酪氨酸蛋白激酶 Ｍｅｔ结合
后可以发挥多种生物学功能，例如：促进恶性肿瘤细

胞的增殖、迁移和侵袭，并促进肿瘤组织血管和淋巴

管的生成等［２０］。

本研究首先通过检测肿瘤相关成纤维细胞标志

蛋白αＳＭＡ和ＣｏｌｌａｇｅｎＩ在卵巢癌组织、癌旁组织
及正常卵巢组织中的表达，发现其在肿瘤组织中的
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表达显著高于癌旁组织和正常卵巢组织，表明肿瘤

相关成纤维细胞可能与卵巢癌的发生发展关系密

切。随后通过体外 ＣＣＫ８实验和克隆形成实验显
示肿瘤相关成纤维细胞促进 ＳＫＯＶ３细胞的增殖能
力。此外，肿瘤相关成纤维细胞和卵巢癌细胞共培

养后ＳＫＯＶ３细胞培养液中 ＨＧＦ的表达明显增高，
进一步说明卵巢癌相关成纤维细胞可能通过分泌

ＨＧＦ促进了卵巢癌细胞的增殖能力。
综上所述，肿瘤相关成纤维细胞可能通过分泌

ＨＧＦ促进卵巢癌细胞增殖能力，与卵巢癌的发生发
展相关。而卵巢癌患者体内肿瘤相关成纤维细胞来

源何处，ＨＧＦ是否还有下游调控因子来调控卵巢癌
的发生发展均有待于进一步的研究证实。

作者声明：本文全部作者对于研究和撰写的论

文出现的不端行为承担相应责任；并承诺论文中涉

及的原始图片、数据资料等已按照有关规定保存，可

接受核查。

学术不端：本文在初审、返修及出版前均通过中

国知网（ＣＮＫＩ）科技期刊学术不端文献检测系统的
学术不端检测。

同行评议：经同行专家双盲外审，达到刊发要

求。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。

文章版权：本文出版前已与全体作者签署了论

文授权书等协议。
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