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脂肪间质干细胞通过SDF-1促进胰腺癌细胞

增殖、侵袭的体外研究        
俞富祥1  宋才鑫1  吴志伟1  朱千东1  季世强2  张启瑜1* 

(1浙江省温州医科大学附属第一医院肝胆胰外科, 温州 325000; 
2上海第二军医大学附属东方肝胆外科医院肝外一科, 上海 200438)

摘要      探讨脂肪间质干细胞(adipose tissue-derived mesenchymal stem cells, ADSCs)对胰腺癌

(pancreatic cancer, PaCa)细胞增殖、侵袭的影响及其产生作用的原因。从腹腔脂肪分离纯化培养

ADSCs, 通过半透膜在6孔塑料培养板上建立PaCa细胞与ADSCs的双层培养体系, 单独培养的PaCa
细胞作为对照。通过CCK-8比色法检测ADSCs对PaCa细胞增殖的影响; ELISA法测定培养液中基

质细胞源性因子-1(SDF-1)的浓度; RT-PCR法测定PaCa细胞及ADSCs中CXCR4的表达; 评估测定

SDF-1对PaCa细胞增殖的影响; AMD3100对ADSCs与PaCa细胞共培养的影响。结果显示, ADSCs
可促进PaCa细胞的增殖与侵袭; SDF-1在ADSCs中高表达而在PaCa细胞几乎不表达; 相反, CXCR4 
mRNA在PaCa细胞中高表达, 而在ADSCs中低表达; SDF-1对PaCa的促增殖作用呈浓度依赖性; 
AMD3100能降低ADSCs对PaCa活性的影响。ADSCs具有促进PaCa细胞增殖及侵袭的潜能, 这种

作用可能与SDF-1/CXCR4 轴有关。
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Adipose-derived Mesenchymal Stem Cells Promoted the 
Proliferation and Invasion of Pancreatic Cancer Cells by SDF-1 in Vitro

Yu Fuxiang1, Song Caixin1, Wu Zhiwei1, Zhu Qiandong1, Ji Shiqiang2, Zhang Qiyu1*
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Abstract        The aim was to explore the effects of adipose tissue-derived stem cells (ADSCs) on the prolifer-
ation and invasion of pancreatic cancer (PaCa) cells in vitro and the the possible mechanism involved. ADSCs were 
isolated and co-cultured with PaCa cells. CCK-8 assay was used to detect the proliferation of PaCa cells. An ELISA 
was used to determine the concentration of stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) in the supernatants. RT-PCR 
was performed to detect the expression of SDF-1 and CXCR4 in PaCa cells and ADSCs. The proliferation of PaCa 
cells by SDF-1 was measured. AMD3100 regulated the activity of PaCa cells after co-culture of ADSCs and PaCa. 
ADSCs could promote the proliferation and invasion of PaCa cells; The expression of SDF-1 was high in ADSCs, 
but not in PaCa cells. On the contrary, Higher CXCR4 mRNA levels were detected in the PaCa cells compared to 
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ADSCs. The promotion of SDF-1 on PaCa cells depended on the concentration of SDF-1; AMD3100 significantly 
downregulated these growth-promoting effects of ADSCs on PaCa cells. ADSCs could promote the proliferation 
and invasion of PaCa cells, which might involve the SDF-1/CXCR4 axis. 

Key  words        adipose tissue-derived stem cells; pancreatic cancer; proliferation; invasion; SDF-1

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
是一类来源于中胚层的多能干细胞, 它们主要存在

于结缔组织和器官间质中, 在体外能快速扩增, 能表

达或分泌多种细胞因子。很多研究显示, MSCs作为

肿瘤微环境的组分之一, 可通过一系列细胞因子与

肿瘤细胞互相作用, 影响肿瘤细胞增殖, 调控机体免

疫反应, 参与肿瘤组织的构建和新生血管的形成, 调
节多种肿瘤的浸润与转移[1-2]。  

脂 肪 组 织 是 围 绕 胰 腺 癌(pancreatic cancer, 
PaCa)的常见结缔组织, 脂肪组织中含有大量脂肪间

充质干细胞(adipose tissue-derived mesenchymal stem 
cells, ADSCs)。本实验前期研究发现, ADSCs高表达

SDF-1, 而SDF-1/CXCR4轴在肿瘤细胞增殖侵袭中

发挥重要作用。利用CXCR4的阻断剂AMD3100, 本
研究探讨ADSCs是否通过SDF-1/CXCR4轴对PaCa
的细胞活性产生影响。

1   材料与方法
1.1   材料及试剂

经医学院伦理委员会批准及开腹手术患者的知

情同意, 术中取网膜脂肪组织2 mg, 供分离ADSCs; 
L-DMEM培养基, 购自Hyclone公司; 小牛血清购自

Gibco公司; IV型胶原酶、DNase I购自Sigma公司; 
人PaCa细 胞 株SW1990和PANC-1购自中国科学院

上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究

所; Transwell半透膜及6孔塑料培养板购自Millipore
公司; 试剂SDF-1购 自Sigma公司; CXCR4的阻断剂

AMD3100、Matrigel购 自美国B&D公司。

1.2   方法

1.2.1   ADSCs的分离、培养      在无菌条件下, 从人

腹腔内获取脂肪组织1~2 mg, 充分剪碎后加入分离

液2 mL(含1 mg/mL胶原酶)消化, 37 °C振荡摇晃1 h, 
然后以200 ×g离心5 min, 沉积的细胞用含10% FBS
的DMEM培养液制成均匀的细胞悬液, 均匀接种于

培养皿中, 37 °C、5% CO2孵箱中培养, 培养至皿底

80%时传代, 每2~3 d换液1次。采用第3-5代ADSCs, 
用流式细胞仪检测ADSCs相对特异细胞表面标志

CD29、CD90及CD45。
1.2.2   ADSCs向脂肪细胞分化      将分离的ADSCs
用含10% FBS的DMEM(含0.5 mmol/L甲基嘌呤、

1.0 μmol/L地塞米松、350 nmol/L胰岛素)培养 , 于
37 °C、5% CO2孵箱中培养, 每2~3 d换液1次, 10 d左
右于显微镜下观察细胞分化结果。并用油红O染色

细胞内的脂肪滴, 观察细胞的分化率。

1.2.3   细胞共培养方法的建立      根据孔径0.4 μm
的transwell半透膜仅可以通过培养液而不能透过细

胞的特点, 在6孔塑料培养板上架起transwell半透膜, 
建立双层细胞共用培养液而不直接接触的培养体

系。培养体系上层接种ADSCs 2×105/孔, 培养体系

下层接种PaCa细胞2×104/孔。另设单独培养的PaCa
细胞作为对照。各组均采用37 °C、5% CO2、饱和

湿度的培养箱常规培养, 培养液为含10%小牛血清

L-DMEM。培养72 h后, 每孔加入CCK-8溶液80 μL, 
继续培养2 h, 用自动酶标仪于450 nm处检测每孔的

吸光度(D)值, 间接计算细胞增殖程度。每组设 5个
复孔, 实验重复3次。

1.2.4   PaCa细胞侵袭能力的测定      孔径8 μm的

transwell小室用50% Matrigel胶15 μL包被上室面, 室
温风干。小室上层接种加入4×105 PaCa细胞及250 μL 
ADSCs培养液, 下层加入600 μL含15% FBS的DMEM。

对照组上层接种4×105 PaCa细胞及250 μL DMEM而

非ADSCs培养液, 培养48 h后弃去小室上层液体, 上
室面细胞用棉签拭去。下室面细胞用4%多聚甲醛

固定后结晶紫染色, 显微镜(200×)下计数细胞, 分别

计数5个不同视野, 取均值。

1.2.5   细胞培养液中SDF-1浓度的ELISA测定       采用

37 °C、5% CO2、饱和湿度的培养箱常规培养72 h
后, 收集各组细胞的培养液, 经离心去除杂质后, 保
存于–80 oC的冰箱中, ELISA法根据试剂盒操作手册

测定各组细胞培养液中的SDF-1浓度。 
1.2.6  SDF-1及CXCR4的qRT-PCR测定      用Trizol提
取细胞总RNA, 各组分别取1 μg RNA用逆转录试剂盒

逆转录为cDNA, 后各取2 μL cDNA加入引物扩增目的

片段。所用引物序列如下: 人SDF-1上游: 5′-gct ttg agt 
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gac tgg gtt-3′, 下游: 5′-gtg gca aga tga tgg ttt-3′, 产物大

小124 bp; 人CXCR4上游: 5′-gaa gct gtt ggc tga aaa gg-3′, 
下游: 5′-gag tcg atg ctg atc cca at-3′, 产物大小345 bp; 人
β-actin上游: 5′-act ctt cca gcc ttc ctt c-3′, 下游: 5′-tgt cac 
ctt cac cgt tcc-3′, 产物大小516 bp。PCR循环条件如下: 
热启动后, 94 °C变性30 s; 54 °C退火30 s; 72 °C延伸60 
s; 30-35个循环。 
1.2.7   不同浓度SDF-1对细胞增殖的影响      将PaCa
细胞以5×103/孔接种于96孔板中, DMEM培养液含

10% FBS, 按不同浓度分别向各孔中加入SDF-1(终
浓度分别为 0, 0.5, 1, 10, 100 ng/mL), 每个浓度设

5个复孔。培养72 h后, 每孔加入CCK-8溶液80 μL, 
继续培养2 h, 用自动酶标仪于490 nm处检测每孔

的吸光度(D)值, 间接计算细胞增殖程度。另外我

们设计PaCa细胞经指示浓度的CXCR4的阻断剂

AMD3100(100 ng/mL)预处理6 h后, 培养液中加入

SDF-1并使终浓度为1 ng/mL。继续培养72 h, 使用

CCK-8试剂盒间接计算细胞增殖程度。

1.2.8   AMD3100对ADSCs 与PaCa 细胞共培养的影响      
将PaCa细胞以5×103/孔接种于96孔板中, DMEM培

养液含10% FBS, 各组培养液中加入AMD3100使终

浓度为100 ng/mL, 共培养72 h后, 收集各组PaCa细
胞, 使用CCK-8试剂盒间接计算细胞增殖程度。

1.3   统计学处理

实验数据资料以均数±标准差(x
_
±s)表示, 各组

间用单因素方差分析, 利用SPSS 16.0进行统计学处

理, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   ADSCs的分离、培养和鉴定 

取人网膜脂肪组织1~2 mg, 可以分离消化出

(1~2)×106 ADSCs。经台盼蓝染色可确定细胞的存

活率为95%以上。培养4~6 h后即可见部分细胞贴

壁, 呈短棒形。48 h后可见细胞呈梭形生长。5~6 d
后细胞生长迅速, 当细胞生长至80%汇合时, 即可传

代培养。流式细胞仪显示人ADSCs表面标记CD45/

A: 培养5天的原代ADSCs表型(100×); B: ADSCs特异细胞表面标志(CD29、CD90及CD45)的表达。

A: the phenotype of ADSCs (on the 5th day, 100×); B: the expression of CD45, CD73 and CD90 in isolated ADSCs.
图1  ADSCs表型(第5天)及流式细胞仪检测干细胞标记物

Fig.1 The phenotype of ADSCs (the 5th day) and several ADSCs markers were confirmed by flow cytometric analysis
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CD90/CD29阳性细胞率分别约为: 1.12%±0.35%、

95.51%±4.42%、97.86%±2.13%(图1)。
2.2   ADSCs向脂肪细胞分化

ADSCs在条件培养基上培养10天后, 显微镜下

观察绝大多数ADSCs已分化成脂肪细胞, 油红O染

色可见脂肪细胞内脂滴被染成红色(图2)。
2.3   ADSCs促进了PaCa细胞的增殖与侵袭 

共培养 72 h后 , 与单独培养的PaCa细胞比较 ,  
ADSCs+PaCa细胞组 PaCa细胞增殖程度、侵袭能

力均明显提高 (SW1990细胞 , P<0.05; PANC-1细
胞 , P<0.05)(SW1990细胞 , P<0.05; PANC-1细胞 , 
P<0.05), 差别均具有统计学意义(图3)。
2.4   ADSCs培养液中SDF-1含量高

ELISA法分别测定ADSCs及PaCa细胞培养液

中的SDF-1含量, 发现ADSCs培养液中SDF-1含量较

高(1110.8±91.5 pg/mL), 而PaCa细胞培养液中SDF-1
含量极低, 甚至难以检测, 差别具有统计学意义

(P<0.01)(图4)。 
2.5   ADSCs、PaCa细胞中SDF-1及CXCR4 mRNA
的表达

通过qRT-PCR检测培养细胞中SDF-1及CXCR4 
mRNA的表达, 与PaCa细胞比较, 发现ADSCs高表

达SDF-1 mRNA(P<0.01), 而低表达CXCR4 mRNA 
(P<0.01), 差别均具有统计学意义(图5)。
2.6   不同浓度SDF-1对细胞增殖的影响

SDF-1能促进PaCa细胞的增殖, 并呈浓度依赖

性(图6)。CXCR4拮抗剂AMD3100能够抑制 SDF-1导
致的PaCa细胞增殖(SW1990细胞, P<0.05; PANC-1
细胞, P<0.05), 但在缺乏SDF-1的情况下, AMD3100
不能够抑制SDF-1导致的PaCa细胞增殖(图6)。

A: 脂肪细胞胞浆内可见脂滴(100×); B: 脂肪细胞胞浆内脂滴可被油红O染色(100×)。
A: the fat droplets were observed in the cytoplasm of adipocytes (100×); B: the fat droplets were stained with Oil red O (100×).

图2    ADSCs分化成的脂肪细胞表型及油红O染色(条件培养基上培养10天)
Fig.2    ADSCs differentiated into adipocytes, and the fat droplets in the cytoplasm of adipocytes were stained 

by Oil red O (cultured in condition medium for 10 days)

*P<0.05, 与对照组比较。共培养72 h后, ADSCs+PaCa细胞组与单独PaCa细胞组比较, PaCa细胞的增殖程度与侵袭能力均明显提高。

*P<0.05 compared to control group. After co-cultured with ADSCs for 72 h, the proliferation and invasion of SW1990 and PANC-1 cells were signifi-
cantly increased compared to the PaCa cells cultured alone. 

图3   各组细胞增殖及侵袭能力比较

Fig.3    The comparison of proliferation and invasion of PaCa cells in different groups
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AMD3100的情况下, ADSCs对PaCa细胞的增殖作

用明显降低(SW1990细胞, P<0.05; PANC-1细胞, 
P<0.05)(图7)。

3   讨论
胰腺癌(PaCa)是预后较差的的消化系统恶性肿

瘤之一[3]。其治疗疗效较差是因为其癌细胞具有较

*P<0.01, 与PaCa细胞(SW1990、PANC-1)比较。与PaCa细胞比较, 
ADSCs培养液中SDF-1含量明显较高。

*P<0.01 compared to PaCa cells (SW1990 and PANC-1). Compared   
to the PaCa cells, the SDF-1 concentration in ADSCs supernatant was 
significantly higher.

 图4  各组细胞培养液中SDF-1含量比较

Fig.4  The comparison of SDF-1 concentration in cell 
cultured supernatants

*P<0.01, 与PaCa细胞(SW1990、PANC-1)比较。

*P<0.01 compared to PaCa cells (SW1990 and PANC-1).
图5  ADSCs、PaCa细胞中SDF-1及CXCR4 mRNA的

qRT-PCR 分析

Fig.5  The qRT-PCR analysis of SDF-1 and CXCR4 mRNA 
expression in PaCa cell lines and ADSCs

*P<0.05, 与对照组(0 ng/mL)比较; #P<0.05, 与PaCa细胞+SDF-1组比

较。A: SDF-1呈浓度依赖性促进PaCa细胞的增殖; B: AMD3100部分

抑制SDF-1介导的PaCa细胞增殖。

*P<0.05 compared to control group (SDF-1 0 ng/mL); #P<0.05 com-
pared to PaCa cells+SDF-1. A: SDF-1 promoted the proliferation of 
PaCa cells in a dose-dependent manner. B: AMD3100 partially blocked 
SDF-1-mediated proliferation. 

图6   SDF-1及AMD3100对PaCa细胞增殖的影响

Fig.6   The effect of SDF-1 and AMD3100 on the 
proliferation of PaCa cells

*P<0.05, 与PaCa细胞+ADSCs组比较。

*P<0.05 compared to PaCa cells+ADSCs.
图7   AMD3100(100 ng/mL)降低了ADSCs对

PaCa细胞的增殖作用

Fig.7   AMD3100 (100 ng/mL) downregulated the effects of 
ADSCs on PaCa cell line proliferation
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强的局部侵袭和远处转移能力, 约80%~85%患者在

就诊时由于肿瘤已存在局部浸润和远处转移而失去

手术机会[4]。即使早期发现并进行积极治疗的患者

5年生存率也仅为25%~30%[5]。为了有更好的治疗

效果和预后, 需要深入研究PaCa早期侵袭和转移的

内在机制。

在针对肿瘤的增殖、侵袭研究中, 趋化因子的

作用是目前的研究热点。基质细胞源性因子SDF-
1(stromal cell derived factor-1, SDF-1, 又名CXCL12)
是趋化因子蛋白家族的一个成员, 在细胞归巢、肿

瘤转移、血管新生等方面有着多重作用[6-7]。PaCa
常发生局部浸润、淋巴结转移, 而在胰腺癌周围脂

肪淋巴组织中存在大量ADSCs。本实验研究发现, 
ADSCs高表达SDF-1, 提示ADSCs可能与PaCa细胞

的增殖、侵袭存在某种联系。

肿瘤的进展不仅与肿瘤细胞本身的生物学特征

有关, 还与多种非肿瘤性基质细胞构成的微环境密

切相关, 基质与肿瘤细胞相互作用从而促进肿瘤细

胞的生存、增殖和侵袭[8]。MSCs是构成肿瘤细胞微

环境的成分之一。本研究显示, ADSCs可促进PaCa细
胞的增殖、侵袭, 与ADSCs表达SDF-1、通过SDF-1/
CXCR4轴发挥作用有关。CXCR4是SDF-1已知的唯

一的趋化因子受体[9]。趋化因子受体CXCR4通常在肿

瘤细胞高度表达。SDF-1/CXCR4能促进肿瘤组织内

血管的形成和肿瘤细胞的迁徙, 从而导致肿瘤的快速

生长。阻断SDF-1/CXCR4的相互作用, 可以明显抑制

肿瘤细胞的转移[10-11]。这与本研究结果一致, CXCR4
的阻断剂AMD3100可抑制PaCa细胞的增殖、侵袭。

当然, 肿瘤的增殖、侵袭过程是一个多步骤、

多因素的复杂过程。本研究中发现通过AMD3100
阻断SDF-1/CXCR4轴并不能完全抑制PaCa细胞增

殖, 说明SDF-1/CXCR4轴只是胰腺癌细胞增殖转移

过程中的其中一条通路而已。但这也足够提示我们, 
积极研究肿瘤增殖、转移过程中的分子通路, 是将

来研发防治肿瘤新药的一个重要方向。

总之, 本研究发现ADSCs可通过表达SDF-1而参

与PaCa细胞的增殖、侵袭, 这在一定程度上支持了

恶性肿瘤手术时周围脂肪淋巴结清扫的必要性, 同
时也提示干细胞移植治疗可能带来的促瘤性问题。
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