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条件培养液中的活性组分

金洁史小林*

(首都医科大学生殖医学研究中心，北京 100054)

摘要 条件培养液中含有细胞分泌的活性物质，因此，条件培养液可再现体外培养细胞或

组织的微环境，促进或抑制来源不同的细胞或组织的生长、增殖和分化，也被用于研究各种生理

或病理现象的机制。当前，国内外研究较多的有乳腺癌细胞系 MDA-MB-231 细胞、骨髓内皮细胞、

坐骨神经和肝细胞等的条件培养液。

关键词 条件培养液; MDA-MB-231 细胞;骨髓内皮细胞:坐骨神经:肝细胞

体外培养是医学研究领域中广泛使用的技术，

体外培养的条件是目的细胞和组织生长、增殖的基

本保证，因此，体外培养条件一直是科学界不断研

究的课题。体外培养细胞的增殖和功能状态，可通

过接触依赖性和接触非依赖性的细胞间的相互作

用，受到周围细胞的影响[1]。其相互作用包括: (1) 

释放调节因子(即生长因子和抑素); (2)对临近细胞

的浆膜成分和细胞外基质(extracellular matrix, ECM) 

成分发生反应; (3)通过缝隙连接进行信号传递。

共培养技术和饲养层技术虽说可通过这三条途经对

体外培养的细胞施加影响，但却给日后目的细胞的

纯化设置了很大的障碍。此外，滋养层细胞需经丝

裂霉素 C 或 y射线处理终止分裂，多少会影响目的

细胞。相比之下，条件培养液的应用就具有了一定

的优势。

在培养过程中，有些细胞可能会分泌活性物质

到培养液中，其中细胞因子(和相应的受体结合进

行细胞间的信息传递)是主要的活性物质之一，这

种培养过某种细胞或组织以后，含有细胞分泌物的

培养液就称为条件培养液。利用条件培养液可有效

提高细胞或组织在体外培养的成功率，而且不同来

源的条件培养液对不同细胞、组织有着不同的促进

或抑制作用。研究与应用较成熟的是成纤维细胞的

条件培养液， Lim 等[2]对其进行了蛋白质组分析，

鉴定出 136 种蛋白质。

1 乳腺癌细胞系 MDA-MB-231 细胞条件

培养液(tummor可onditioned medium from 

岛lDA-岛lB-231 cells, TCM) 
肿瘤组织的产物可以间接调节肿瘤细胞与宿主

细胞间的相互作用，不少学者将 TCM 用于肿瘤发

生、生长、转移的机制研究中，发现 TCM 可通过

多种途经促进肿瘤细胞的增殖和恶性化，为临床上

肿瘤的治疗提供了新的思路。 Wu 等[3]证明 MDA­

MB-213 细胞可产生高浓度的血管内皮生长因子

(VEGF)、粒-巨噬细胞集落剌激因子(GM-CSF)和

白细胞介素 8(IL-8)。前两者在其中可能具有重要角色。

VEGF 属垂体源性生长因子家族，非还原型分

子量为 46 kDa，还原型分子量为 18 和 23 kDa，凝

胶过滤分子量为 36-41 kDa。在体外的作用: (1)下

调肿瘤坏死因子 α(TNF-α)诱导的血管内皮细胞 E­

选择蛋白(CD62-E)、血小板-内皮细胞站附分子 1

(PECAM-l)和血管细胞茹附分子 1(VCAM- lICDI06)

等薪附分子的表达，使肿瘤组织免于宿主免疫系统

细胞毒细胞的侵入[4]; (2)作为血管内皮细胞的丝裂

原，可作用于 Flk-l 受体，激活促分裂原活化蛋白

激酶(MAPK)/ 胞外信号调节激酶(ERK)，进一步激

活应激活化蛋白激酶(stress-activated protein kinase/ 

c-Jun N-terminal kinase, SAPKlJN旬，最终促进血管

内皮细胞周期蛋白 DIÆ 的表达，增强周期蛋白依赖

激酶(cyclin-dependent kinase, CDK4)的活性，加速

内皮细胞从 G1 期向 S 期的转化，从而诱导血管内皮
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细胞的增殖、分化和肿瘤的血管发生[5，6); (3 )Oyama 

等[7)认为 VEGF可通过 Flt-l 受体减少核因子 KB(NF­

KB)亚基 RelB f lJ c-Rel 的表达，从而显著抑制 NF-KB

激活基因转录的活性，影响造血前体细胞分化为功

能成熟的树突状细胞，降低其抗原传递功能。

GM-CSF 在体内的主要功能为促进粒细胞生

成，分子量为 18-32 kDa，凝胶过滤分子量为 30

kDa。体外可促进粒细胞和巨噬细胞的增殖、分

化，调节两系成熟细胞生物功能的表达[町， (1)下调

人正常中性粒细胞(normal human neutrophil, PMN)的

呼吸爆发，抑制 PMN 的细胞毒性; (2)引起膜表面

蛋白的改变，如诱导 PMN CDllb 和 CD18 受体的

表达，增强其黠附肿瘤细胞的能力，帮助肿瘤细胞

穿透各种正常的血管内膜屏障[3) 。

2 骨髓内皮细胞条件培养液(bone marrow 

endothelial cellsωnditioned medium, BMEC­

cm) 

造血基质细胞、 ECM 和细胞因子构成骨髓微

环境的三维网络。 BMEC 作为一种重要的基质细

胞，在骨髓微环境中发挥着不可替代的作用。 Li 等[9)

在 BMEC 中检测到 19 种细胞因子的 mRNA，包括

干细胞因子(SCF) 、 GM-CSF 、 IL-l 、 IL-6 和 IL-

11 等造血刺激因子及转化生长因子 ß(TGF-ß)、巨

噬细胞抑制蛋白 2α(macrophage inhibitory protein 

2α ， MIP-2α)、巨噬细胞剌激蛋白 1 (macrophage 

stimulating protein 1, MSP-l)、胸腺素阳、干扰

素y、 IL-13、抑制素等造血抑制因子的mRNA。分

子量小于 10 kDa 组分的 BMEC-cm 含抑制因子为

主，用来维持造血干细胞的静止状态，避免干细胞

的耗竭和化疗药物对造血的副作用;分子量大于 10

kDa 组分含剌激因子为主，在适当浓度下用来刺、撤

骨髓和卵黄囊造血干/祖细胞的体外增殖及高增殖潜

能成集落细胞(high proliferative potential colony-form­

ing cells, HPP-CFC)、粒细胞巨噬细胞集落生成单位

(colony-forming unit-granulocyte macrophage, CFU­

GM)、红细胞集落生成单位(erythrocytic colony­

forming unit, CFU-E)、红细胞爆裂型集落生成单位

(erythrocytic burst-forming unit, BFU-E)和巨核细胞集

落生成单位(colony-forming unit-megakaryocyte, C町­
Meg)的形成凹，10)。关于 TGF-ß 、 SCF 的研究较多。

TGF-ß 最初被发现能使成纤维细胞发生表型转

·综述·

化，因此而得名。非还原型分子量为 25 kDä，还

原型分子量为 1 1. 5-12.5 kDa，凝胶滤过分子量为

23-25 kDa。其作用为: (1)调节细胞周期抑制因子

p21 、 p27 的产出和功能，使脐血(cord blood, CB) 

CD34+CD38-Lin- (lineage-marker-negative)细胞处

于静止期，如抑制 TGF币的作用，可显著促进

CD34+CD38-Lin- 细胞的增殖，导致占绝对优势的

BFU-E 的产出，这一红系发生的早期过程不依赖于

促红细胞生成素(EPO); (2)TGF-ß 在 SCF/EPO剌激

的培养体系中促进C町-E 的生成，且在没有EPO 的

情况下，可加速小型 BFU-E/CFU-E 的形成; (3)5 ng/ 

ml 时， TGF-ß 并不抑制幼稚红细胞的生长，但可

在没有巨噬细胞的情况下显著诱导其去核过程，可

能主要作用于中幼红细胞和晚幼红细胞[11); (4)与两

种跨膜丝/苏氨酸激酶受体(TGF-ß 1 型、 II 型受体，

TßR 1, 11)的复合体结合，磷酸化下游的效应分子

Smad2 、 Smad3 和 Smad4，从而显著上调肌醇磷酸

酶SHIP的mRNA水平(直接诱导SHIP基因的启动子

活性)及 SHIP 蛋白的表达和功能， SHIP 的磷脂酶活

性可引起细胞问磷脂池的改变，如水解第二信使磷

脂酷肌醇 3(phosphatidylinositol-3 ， PI匀，进而阻滞蛋

白激酶 B(protein kinase B, AktIPKB)的磷酸化活化，

最终诱导正常细胞或肿瘤细胞的凋亡[12); (5)同样通

过 Smad 信号途经， TGF-ß 可促进卵黄囊的血管发

生，如阻滞 TßR 1 的作用，可破坏内皮细胞的迁

移特性和纤维新连蛋白的合成，取消 TGF-ß 诱导的

增殖抑制及间质细胞向平滑肌细胞的分化，导致异

常血管形成及正常血管网络的缺乏，但这一作用的

信号转换机制与其调节造血的机制并不相同，并且

还可通过内皮细胞表达的其他蛋白质信号伴侣发挥

作用，包括辅助受体 endoglin、激活素受体样激酶

l(activin receptor-like kinase 1, ALK-l)及其下游效应
分子 Smad5[13) 。

SCF是由正常基质细胞产生的细胞因子，分子

量为 20-35 kDa，其作用为: (1)与粒细胞集落剌激

因子(G-CSF)联合，下调 p27kip 的活性和信号转导子

及转录激活子3(signal transducer and activator of tran­

scription-3, STAT3)醋氨酸、丝氨酸残基的非依赖性

磷酸化，而增强人原始造血细胞在体外长期扩增

的能力和外周造血细胞的动员[14);(2)作用于受体

c-kit，可诱导 PI3-K 的 p85 亚单位与 c-kit 结合

而活化 P 110 亚单位，随后磷酸化 Akt，通过渥曼

青霉素(wo血nannin)和雷怕霉素。apamycin)敏感途经
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磷酸化 p70S6K 的 Thr-389，进而促进周期蛋白 D3

的表达和 Rb(主要是 Ser-780)的磷酸化，促使A 型

精原细胞由 G1 期进入 S 期，最终诱导细胞的生长、

增殖和分化，这一过程并不依赖于雄性生殖系干细

胞的自我更新和分化[叫 ; (3)是 GM-CSF 、 IL-5 和

IL-3外的又一个嗜酸'1主粒细胞(eosinophils， Eo)形成剌

激因子，可诱导 Eo、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞

集落(neutrophilic granulocytes and eosinophils colonies, 

GEo)两种途经的 Eo 形成，但是其作用下的嗜酸性

粒细胞的集落数和单个集落的细胞数都不是很多(可

因与 G-CSF、 GM-CSF 的联合而增强)，考虑到 SCF

在体外主要以分泌形式存在，所以其在体内(以膜

表达形式为主)促嗜酸性粒细胞形成的作用会更强，

这一诱导作用主要发生在Eo或GEo祖细胞的形成阶

段，也可在Eo 的成熟阶段起部分作用[161 ; (4)选择性

诱导CBCD34+细胞和更原始的CD34+CD38-Lin-细胞

中肥大细胞的高纯度生长II11 。.

3 坐骨神经条件培养液(cultured-sciatic 

nerve conditioned medium, SCM) 
外周神经系统的发生、维持和修复依赖于多种

神经营养因子和其他分子(如调节轴突生长的 ECM

中的分子)的活性[171。坐骨神经是体内最长、最粗

大的外周有髓神经纤维，且在体外培养时神经元的

轴突将失去作用，故 SCM 成为研究 Schwann 细胞

功能的理想对象，用于诱导 PC12 细胞的神经元样

分化和降低成神经细胞瘤(neuroblasωma， NB)细胞的

恶性度[肌川。 Schwann 细胞作为周围神经纤维的鞠

细胞，对周围神经再生起着重要的作用，可向其培

养液中分泌多种活性物质:神经生长因子(NGF) 、

脑源性神经营养因子、睫状神经营养因子(ciliary

neurotrophic factor, CNT町、胶质细胞系源性神经

营养因子家族、神经调节蛋白(neuregulin， NRG) 、

磷脂酷肌醇(蛋白)聚糖 1 (glypican-l)、组织金属蛋

白酶抑制剂 -2(TIMP-2)、硫酸乙眈肝素糖蛋白、内

皮他丁(endostatin)、成纤维细胞生长因子(fibroblast

growth factor , FGF)家族、膜岛素样生长因子、

contrapsin response mediator protein、细胞表面黠附

分子及一些ECM 成分[17-201 。

NRG 是一种热稳定蛋白质，具有肝素亲和性，

被确认为是表皮生长因子超家族的一个亚家族[川，

其受体分子量为 45....80 kDa，被认为是坐骨神经体

外培养 9....11 天时 SCM 中的主要神经营养因子[19] ，
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通过使其受体ErbB 的酶氨酸磷酸化在体外可调节不

同神经系统细胞的增殖、迁移和分化[叫: (1)与

glypican-l 结合形成 glypican-l-NRG 复合体，作用

于 ErbB 受体，诱导 PC12细胞(一种肾上腺嗜铅细胞

的克隆系)的神经元样分化，尤其是突起较长的神

经元的生成，并引起 PC12 细胞内 L、 N、 P/Q 型 Ca2+

离子流和 A、 K+dr 型 K+ 离子流的功能性增多[肌四1 ; 

(2)促进神经元的定向、增殖、迁移和分化，选择

性的调节神经元和神经肌肉接头处神经递质受体的

表达，维持神经肌肉接头的存在; (3) NRG 的 ErbB

受体与中间神经元突触后膜PDZ-区域蛋白的密度有

关，可调节突触的可塑性[231; (4)在正常条件下，神

经元 NRGl(即 ~1 异构体)的表达控制着髓鞠的形成

速度，可使髓鞠变厚，电传导速率增快， NRG III 
型受体起主要作用，且对细轴突的作用更加明显，

这是因为，轴突直径的线性增长需要髓辅的指数合

成，即 NRGl 的指数分泌，此外，髓鞠形成的增加

是 Schwann 细胞包裹圈数增多的结果，而不是

Schwann 细胞数量上的增多， ~1 NRGl 的这种作用

由整合素信号调节，故在体外只能诱导去髓勒和

Schwann 细胞的死亡[241; (5汩汩-2b NRGl 主要由间

质细胞(包括 Schwann 细胞)产生，在没有轴突存在

的情况下可显著促进 Schwann 细胞的存活、活性和

分化，此外，不能排除其促有丝分裂的作用 [2510

TIMP-2 是 TIMP 家族的一员， TIMP 可抑制所

有己知基质金属蛋白酶(matrix metalloproteases , 

MMP)的活性，因此在不同的生理过程中，维持着

ECM 的沉淀和降解平衡[261 ， TIMP-2 的体外作用

有: (1)诱导 NB 细胞的分化，抑制其增殖，阻滞

bFGF 诱导的人内皮细胞的生长，减少血管生成，

同时促进NB 中成纤维细胞的增殖，降低阳的侵入

和恶'性潜能[却'1; (2)过渡表达的 TIMP-2 可阻滞M阳-2

前体的活化，从而显著抑制 H-ras 转化的巨噬细胞趋

化因子10A (macrophage chemotactic factor, MCF lOA) 

人类乳腺上皮细胞的转移、侵入和血管形成[271 。

4 肝细胞条件培养液伽epa阳亨bωnditioned

medium, HCM) 
肝脏是人体内具有多种生理与代谢功能的重要

脏器，在糖类、脂类、蛋白质、氨基酸、各种

维生素、激素代谢，胆色素与胆汁酸生成与转归，

药物与毒物的生物转化及其代谢等 500 种以上生

理、生化功能与代谢发生联系。肝细胞占肝内细胞
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总数的 90%，是肝脏行使功能的主体细胞，可合成

分泌大量物质。因此，近年来有学者利用生理或病

理条件下的 HCM 进行有关方面的研究。

Fujii等问对大鼠HCM进行凝胶过滤液体色谱分

析时发现，有大量分子量超过 12 kDa 的分子存在。

进一步用超滤膜获取分子量大于 50 kDa 的液体组

分，则发现体外肝细胞悬浮球体的形成率与该组分

的浓度成正比，可能与纤维茹连蛋白、白蛋白或一

些 ECM 有关，但可溶性因子起到主要的作用。此

外， HCM还能调节球体的直径分布在一个适当的范

围，以确保球体组成细胞的存活，可显著提高氨的

代谢率和白蛋白的分泌率。

大鼠 RL-ET-IG 细胞是一种对地赛米松

(dexamethasone, DEX)诱导谷氮酷肢合成酶(glutamine

synthetase, GS)表达(转录水平)敏感的肝组织来源的

细胞系， Haupt 等[29]发现， HCM 中的一种可溶性因

子(分子量 100-500 kDa)可降低DEX对RL-ET-IG细

胞 GS 活性的诱导作用。用 HCM 培养的 RL-ET-IG

细胞中， DEX诱导的 GS 的mRNA维持在诱导水平，

而 GS 蛋白和 GS 专有活性则被降低到接近基础水

平，表明 HCM 的阻滞作用发生在转录后水平。该

因子虽尚未被鉴定出来，但 Haupt等[30]在 1998 年证

明它并不是谷氨酸。

Bresgen 等[31]用原代培养肝细胞 3h 的条件培养

液(HCMo-3)培养原代大鼠肝细胞，观察到凋亡的现
象，认为与其中的特定因子有关。此外， HCMo- 3 

也诱导细胞的坏死，并且引起细胞形态显著的变

化。但是，对凋亡的诱导被证实是最显著的作用，

因为只需 lO nglml浓度的纯化HCMo-3 便可诱导细胞

的凋亡，而该浓度并不能引起可观测到的细胞坏死

和任何形态学上的改变，只有当浓度大于 100 ng/ml 

时，才可引起显著的坏死。肝细胞缺血再灌注造成

的细胞凋亡和坏死可引起线粒体通透性转变，而糖

分解的A1P产物又可阻止细胞坏死、促进凋亡形成[32] ，

这可能是由凋亡向坏死转变的浓度依赖性的机制[31] 。

Bresgen 等还在 HCMo-3 中检测到一种酸性铁蛋白的
存在，与 H-链铁蛋白(NCBI PI9132)和人胎盘免疫调

节铁蛋白(placental immunomodulatory ferritin, PUF, 

NCBI AAK55486)均高度同源。并且， PLIF 的mRNA

在人肝脏中也有表达[叫，说明 PUF本身或其相关同

源铁蛋白是HCMo-3 引起细胞凋亡的主要因子[31] 。

Parkes 等[34.35]在研究肝星形细胞(hepatic stellate 

cells, HSC)时发现， HCM 可剌激体外 HSC 的 DNA

·综述·

合成及 I 型胶原的表达，增强 HSC 对血浆的增殖反

应。用离子或维生素A 处理过的 HCM对 HSC 的作

用更强，可能的机制是，促进肝细胞 TGF币的合

成、分泌和激活，增强 HSC TGF-ß 诱导的基因表

达和 I 、凹型胶原， PAI-l 与 TGF-ß-l 自身的合成。

5 其他细胞的条件培养液
Wang等[36]发现成年大鼠嗅鞠细胞条件培养液可

以: (1)增强 PC12 细胞的分化，引起形态学改变，

促进神经突起的生长，上调神经元特有蛋白 P微管

蛋白III的表达; (2)显著减少 Zn2+ 诱导的细胞死亡，

对神经细胞具有保护作用。 NGF在其中可能起到重

要作用。

星形胶质细胞条件培养液(astroglia-conditioned

medium， GC问可诱导体外胚胎中脑培养物向多巴肢能

神经元的分化[37]: (1)显著提高酷氨酸楚化酶(tyrosine

hydroxylase, TH)阳'性细胞的数量; (2)诱导 TH 的从

头合成，使神经元内 TH mRNA 和 TH 蛋白的表达

增加; (3) 诱导 TH 树突的长出; (4) 引起多巴肢

(dopamine, DA)的摄取增加和细胞内 DA、还原谷脱

甘肤水平的上升。此外， GCM 还抑制神经元的凋

亡，具有神经保护作用。 de-Bernardo 等[37]认为，

GCM 的这些作用是通过激活 PKA、 PKC 、 MAPK

和 PI3-K 途径实现的。

Mack 等[38]将视网膜色素上皮细胞(retinal pig­

ment epithelial cell, RPE)条件培养液用于体外培养的

兔视网膜中视锥细胞的分化研究。发现即E来源的

细胞外可溶性因子可剌激与花生凝集素结合的膜表

面分子的表达，但抑制视蛋白的表达。 RPE 条件培

养液对视锥细胞分化的不同阶段所表现出的抑制或

刺激作用可能与 CNTF 有关。

可制备条件培养液的细胞还有很多，如视网膜

色素上皮细胞与 Müller 细胞阴、骨细胞[40]、混合淋

巴细胞[41]等，但总的来说，它们的作用机制与应用

性的探讨以及新的高效条件培养液的开发还有待于

研究者们的进一步研究。
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Abstract Conditioned medium contains many active compounds that are secreted by the cells. Hence, it 

can promote or suppress the cells or the tissues' growing, proliferating and differentiating with the ability to reappear 

their microenvironment. In addition, it is used to elucidate the mechanisms of various physiological and pathological 

phenomena. Currently, the conditioned mediums ofMDA-MB-231 cells, bone marrow endothelial cells, cultured­

sciatic nerves and hepatocytes get more attention. These topics will be reviewed in this article. 
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