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胃癌细胞诱导脐带MSCs向癌相关MSCs转分化研究
梁  炜  朱梦楚  袁  潇  田伊卿  王  梅  钱  晖  许文荣*

(江苏大学医学院, 镇江 212000)

摘要      该文探讨了胃癌细胞培养液上清对人脐带间充质干细胞(human umbilical cord 
mesenchymal stem cells, hucMSCs)向癌相关MSCs转分化的作用及转分化后的MSCs对胃癌细

胞增殖和迁移的影响。收集胃癌细胞HGC-27的培养液上清, 与等体积的低糖DMEM混合后培

养hucMSCs 48 h, 检测处理后hucMSCs中癌相关MSCs蛋白及miR-221表达的改变。用诱导后的

hucMSCs培养液上清与等体积的高糖DMEM混合后培养HGC-27 48 h, 检测处理前后HGC-27的
增殖和迁移能力的变化。将hucMSCs和HGC-27共培养, 检测共培养后HGC-27增殖和迁移能力。

结果发现, 胃癌细胞培养液上清处理后, hucMSCs中波形蛋白(vimentin)和成纤维细胞活化蛋白

(fibroblast activation protein, FAP)表达增强, miR-221表达上调。用处理后的hucMSCs培养液上清培

养HGC-27, 细胞增殖以及迁移能力增强。共培养后HGC-27的增殖及迁移能力显著增强。以上结

果表明, 胃癌细胞培养液上清可诱导hucMSCs获得癌相关MSCs样表型和促进胃癌细胞增殖和迁移

的功能, 为肿瘤微环境细胞的重塑性和脐带MSCs应用的安全性评估提供实验依据。

关键词      间充质干细胞; 转分化; 肿瘤微环境; 胃癌
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Abstract       This work was aimed to investigate the transdifferentiation of human umbilical cord 
mesenchymal stem cells (hucMSCs) into cancer-associated MSCs induced by the supernatant from gastric cancer 
cells culture medium and the effect of induced hucMSCs on the proliferation and migration of gastric cancer cells. 
The supernatant from gastric cancer cells HGC-27 culture medium was prepared, mixed with equal volume of low 
glucose DMEM and used to culture hucMSCs for 48 h. The expression of cancer-associated MSCs related proteins 
and miR-221 in hucMSCs were detected. After that the supernatant from induced hucMSCs culture medium 
was mixed with equal volume of high glucose DMEM to treat HGC-27 for 48 h and then the proliferation and 
migration of HGC-27 were observed. Moreover, HGC-27 was cocultured with hucMSCs and then the capabilities 
of proliferation and migration of HGC-27 were observed. The protein levels of vimentin and fibroblast activation 
protein (FAP) were increased and the expression of miR-221 was upregulated in hucMSCs after treated by the 
supernatant from gastric cancer cells culture medium. The supernatant from induced hucMSCs culture medium 
promoted HGC-27 proliferation and migration. The capabilities of proliferation and migration of HGC-27 after 
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cocultured with hucMSCs were significantly enhanced. The results above declared that the supernatant from gastric 
cancer cells culture medium induced hucMSCs, equipping them with carcer-associated MSC-like phenotype and 
the capability of promoting the proliferation and migration of gastric cancer cells, which provided basis for the 
remodeling of the tumor microenvironment cells and the assessment of hucMSCs application safety.

Keywords       mesenchymal stem cells; transdifferentiation; tumor microenvironment; gastric cancer 

胃癌在全球的癌症死亡率居第二位[1], 在中国

则是最常见的消化道肿瘤, 占恶性肿瘤死亡率的第

一位[2], 已成为威胁人类健康的重要因素。肿瘤微

环境由微环境细胞如癌相关成纤维细胞(carcinoma-
associated fibroblasts, CAFs)、免疫细胞、血管内皮

细胞和细胞外基质(extracellular matrixc, ECM)组成。

研究表明, 肿瘤微环境可以通过分泌多种细胞因子

促进肿瘤细胞的增殖、上皮−间质转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)、迁移、侵袭, 还可以

改变ECM, 促进血管生成以及促进肿瘤转移[3]。在

本课题组前期研究中, 分离出胃癌来源的间充质干

细胞样细胞(gastric cancer-derived mesenchymal stem 
cells, GC-MSCs), 与癌旁MSCs和正常组织来源的

MSCs相比, GC-MSCs的CAF标记的表达明显上调, 
对肿瘤具有明显的促进作用[4]。MSCs具有多向分化

潜能, 是微环境细胞的重要来源。肿瘤微环境可招

募MSCs至肿瘤部位, 影响肿瘤进程[5]。本研究从体

外实验探讨胃癌细胞培养液上清对脐带MSCs向癌

相关MSCs转分化的作用及转分化后的hucMSCs对
胃癌细胞增殖和迁移的影响。

1   材料与方法
1.1   试剂及仪器

RIPA、PMSF购自Vazyme公司; Trizol试剂购

自Gibco公司; miScript II RT Kit、Script SYBR Green 
PCR Kit及miRNA引物购自QIAGEN公司; 50 mL培养

瓶、6孔培养扳、24孔培养扳、PVDF膜、 Transwell
迁移板购自Corning公司; 抗兔IgG荧光抗体购自

Invitrogen公 司; 去RNase移 液 枪 头 购 自Axygen公
司 ; 抗兔Donkey anti-rabbit IgG(cy3)、抗鼠Goat 
anti mouse IgG(Cy3)购自北京康为世纪生物科技有限

公司; 兔抗vimentin抗体购自Bioworld公司; 兔抗FAP
抗体购自Abcam公司; 牛血清白蛋白(BSA)购自Roche
公司; Hoechst染料购自Sigma公司; 孔径0.22 μm的一

次性无菌滤器购自Millipore公司; 6孔嵌合板(3412)
购自Corning公司。倒置显微镜购自Olympus公司; 

共聚焦荧光显微镜购自Nikon公司; 电热恒温水浴箱

购自上海一恒公司; 超净工作台购自苏州净化设备

厂; 二氧化碳培养箱、超低温冰箱购自Forma公司; 
倒置显微镜、数码相机购自Nikon公司; 核酸蛋白测

定仪、化学发光凝胶成像仪购自GE公司; 台式离心

机购自Eppendorf公司。

1.2   细胞培养

人脐带取自出生在镇江市第四人民医院的健康

新生儿, 所有标本的采集均获得新生儿父母及镇江

市第四人民医院知情同意, 符合镇江市第四人民医

院及江苏大学伦理委员会规范。无菌获取胎儿新鲜

脐带, 在含链霉素和青霉素的磷酸盐缓冲液(PBS)中
浸泡, 洗去血液, 去表皮、血管, 剪碎成1.5~2.5 mm的

小块培养。用含10%胎牛血清(FBS, Gibco公司)的低

糖DMEM培养基(dulbecco΄s modified eagle΄s medium)
(Gibco公司)在37 °C、5% CO2的细胞培养箱中培养。

4 d后第1次换液, 以后每3 d换液1次, 2周后去掉组织

块, 待细胞生长至融合时传代。实验中所用MSCs为
第4~6代细胞。胃癌细胞HGC-27购自中国科学院上

海生命科学研究院细胞库。HGC-27使用含10%胎牛

血清的高糖DMEM培养基培养。

1.3   胃癌细胞培养液上清处理hucMSCs
取对数生长期的胃癌细胞HGC-27, 用胰蛋白酶

消化, 计数后以5×105接种于10 cm细胞培养皿, 贴壁过

夜, 弃去上清, PBS冲洗2次, 重新加含10%胎牛血清的

高糖DMEM基础培养基。48 h后收集HGC-27培养液, 
1 000 r/min离心5 min去细胞碎片获得上清, 经0.22 μm
的滤膜过滤分装后, −70 °C保存备用。取对数生长

期的hucMSCs, 胰蛋白酶消化以2×105接种于50 mL细
胞培养瓶, 贴壁过夜。用胃癌细胞培养液上清处理

hucMSCs时按照上清与低糖DMEM 1:1进行。对照

组为等量的高糖DMEM与低糖DMEM混合液。

1.4   胃癌细胞培养液上清诱导的hucMSCs培养

液上清处理胃癌细胞

将1.3中所述处理后的hucMSCs的上清弃去, 
PBS冲洗2次, 换上新鲜10%胎牛血清的低糖DMEM
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培养基, 48 h后收集hucMSCs的上清。取对数生长

期的胃癌细胞HGC-27, PBS冲洗3次, 胰蛋白酶消化, 
计数并以5×105接种于10 cm细胞培养皿, 贴壁过夜, 
弃去上清, PBS冲洗2次。处理时按照hucMSCs上清

与高糖DMEM 1:1进行, 以未处理MSC上清做对照, 
并设置营养液的空白对照。

1.5   蛋白质提取

收 集 约1×106细 胞 沉 淀, 加 入50 μL的PIRA: 
PMSF=1:250的混合液, 将混合液中的蛋白标本剧烈

震荡1 min, 冰上静置10 min, 此过程重复3次。4 °C、
11 200 r/min离心15 min, 收集上清, 用核酸蛋白仪测量

蛋白浓度, 以4:1体积比加入5×loading buffer, 100 °C或
沸水浴加热5 min, 以充分变性蛋白, 分装后于−70 °C
保存备用。

1.6   Western blot
配制12%的凝胶, 蛋白质总量按150 μg上样进行

SDS-PAGE电泳。冰浴350 mA转膜2 h, 室温封闭1 h。
vimentin抗体以1:300比例稀释, FAP抗体以1:500比
例稀释, GAPDH抗体以1:2 000比例稀释, 4 °C孵育过

夜。用TBS+0.5% Tween 20洗涤。1:2 000比例稀释

抗鼠/兔二抗, 37 °C孵育1 h, 用TBS+0.5% Tween 20
洗涤。加预混HRP化学发光底物后进行显色、拍照

及分析。

1.7   免疫荧光

取对数生长期的hucMSCs, 用PBS清洗3遍, 胰蛋

白酶消化、计数并以2×104/孔种入24孔板, 37 °C、5% 
CO2的细胞培养箱中贴壁过夜。按照1.3所述处理

hucMSCs 48 h, 用PBS清洗, 加入4%多聚甲醛固定。

用PBS清 洗 后 用0.5% Triton-100破膜10 min。PBS
清洗, 室温封闭20 min。加入一抗, 4 °C孵育过夜。

PBS清洗, 避光加入荧光二抗, 37 °C孵育45 min。
PBS清洗, 用Hoechst 33342染核10 min, PBS清洗2次, 
在荧光显微镜下观察并拍照。

1.8   细胞共培养

取对数生长期的HGC-27, 用PBS清洗3遍, 胰蛋

白酶消化、计数并以1×105/孔接种于6孔嵌合板下层, 
加含10%胎牛血清的高糖DMEM培养液2.5 mL, 取
对数生长期的hucMSCs, 用PBS清洗3遍, 胰蛋白酶消

化、计数并以1×105/孔接种于6孔嵌合板上层, 加含

10%胎牛血清的低糖DMEM培养液1.5 mL, 对照组上

层仅有含10%胎牛血清的低糖DMEM培养液1.5 mL, 
37 °C、5% CO2的细胞培养箱中共培养2 d。

1.9   克隆形成实验

将1.4及1.8中所述的处理后HGC-27与对照组

HGC-27分别用PBS清洗, 用胰蛋白酶消化计数, 重
悬后接种于6孔板, 1 000/孔, 37 °C、5% CO2的细胞

培养箱中培养10 d, 每3 d换液。弃去上清液, 用PBS
清洗后加4%多聚甲醛固定。PBS清洗, 结晶紫染色。

用PBS清洗干净后拍照。

1.10   细胞计数

将1.4及1.8所述处理后HGC-27与对照组HGC-
27分别用PBS清洗3次, 用胰蛋白酶消化计数, 重悬

后接种于24孔板, 1 000/孔, 37 °C、5% CO2的细胞培

养箱中培养, 每3 d换液1次, 从第5 d开始, 每天于同

一时间自细胞培养箱中取出24孔板, 用PBS清洗2遍, 
胰蛋白酶消化, 用改良牛−鲍细胞计数板在低倍镜

下计数。

1.11   细胞迁移实验

将1.4及1.8所述处理后HGC-27与对照组HGC-
27分别用PBS清洗3次, 用胰蛋白酶消化计数, 重悬

后以5×104/孔接种于24孔Transwell迁移板中, 上室

为200 μL无血清培养基, 下室为600 μL含有10%胎牛

血清的高糖DMEM基础培养基。在37 °C、5% CO2

培养箱中培养12 h后, PBS清洗后用4%多聚甲醛固

定。PBS清洗, 用棉签小心地擦去膜上层细胞, 用结

晶紫染色后用PBS洗净, 显微镜下观察并拍照。

1.12   总RNA提取

收集约1×106细胞沉淀, 加入1 mL Trizol试剂, 
吹打均匀, 装入1.5 mL的Rnase free Eppendorf管中, 
−70 °C保存。使用时从冰箱中取出, 融化后每份加

入200 μL 4 °C预冷的氯仿, 静置10 min, 在4 °C预冷

的离心机中11 200 r/min离心10 min, 取上清至另外

一个1.5 mL的Rnase free Eppendorf管中, 加入600 μL 
4 °C预冷的异丙醇, −20 °C静置2 h以上, 在4 °C预冷

的离心机中11 200 r/min离心10 min, 弃上清, 加入

0.1% DEPC水处理过的75%的酒精洗涤, 在4 °C预冷

的离心机中11 200 r/min离心5 min, 重复1次, 弃去上

清, 将沉淀置于无菌的超净台中吹风干燥约30 min
至半透明, 加入20 μL溶有0.1% DEPC的双蒸水, 混
匀, 4 °C静置过夜, 使用核酸蛋白检测仪检测浓度。

1.13   RT-PCR和实时荧光定量PCR
采用QIAGEN公司试剂盒, 用Trizol提取的RNA

进行RT-PCR获得cDNA。RT-PCR反应体系为: 2 μL 
PCR buffer、1 μg RNA模板、1 μL dNTPs、1 μL聚合酶, 
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用0.1% DEPC水配足10 μL。反应条件为: 37 °C 60 min, 
95 °C 5 min。用获得的cDNA以1:100稀释作为模版

进行实时荧光定量PCR, 采用10 μL体系:  PCR buffer 
5 μL, dNTPs 2 μL, 上下游引物各1 μL , 模版1 μL。反

应条件为: 95 °C预变性15 min; 94 °C变性15 s, 55 °C
退火30 s, 63 °C延伸30 s, 45个循环。以U6作为内参。

1.14   统计学分析

应用GraphPad Prism 5软件进行统计分析, 每个

实验至少重复3次, 两组间的差异比较采用Student΄s-t
检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   HGC-27培养液上清处理后hucMSCs相关蛋

白的检测

经HGC-27培养液上清处理后, hucMSCs的形态

与对照组没有明显差别。Western blot检测处理前

后hucMSCs中癌相关MSCs蛋白质水平, 发现处理后

hucMSCs中vimentin和FAP水平上升(图1A和图1B)。
将处理前后的hucMSCs固定, 用免疫荧光检测上述

两种蛋白质的水平变化, 结果与Western blot一致, 处
理后hucMSCs的vimentin和FAP的荧光强度明显增

强(图1C)。

2.2   HGC-27上清处理后hucMSCs中miR-221的
检测

我们前期的研究工作发现, 胃癌MSCs较正常

MSCs和癌旁MSCs高表达miR-221, 其介导MSCs促
进胃癌的发展[6]。为进一步分析处理前后hucMSCs
中miR-221的表达情况, 分别收集HGC-27培养液上

清处理前后的MSCs并进行了实时荧光定量PCR检
测。结果显示, miR-221在HGC-27培养液上清处理后

的hucMSCs中表达明显增高(图2), 与前期结果一致。
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图2   定量RT-PCR检测胃癌上清处理后hucMSCs中

miR-221的表达情况

Fig.2  The expression of miR-221 in hucMSCs after treated 
with gastric cancer cell supernatant detected by 

quantitative RT-PCR

A: Western blot检测处理前后hucMSCs中vimentin和FAP的表达; B: 处理前后hucMSCs中vimentin和FAP表达的定量统计图, *P<0.05, 与对照组

比较; C: 用免疫荧光检测处理前后hucMSCs中vimentin和FAP表达, 标尺=150 μm。

A: the expressions of vimentin and FAP in hucMSCs treated before and after HGC-27 supernatant detected by Western blot; B: the bar graph of the 
quantity expression of vimentin and FAP in hucMSCs treated before and after HGC-27 supernatant, *P<0.05 vs control group; C: the expressions of 
vimentin and FAP hucMSCs treated before and after HGC-27 supernatant detected by immunofluorescence staining, scale bars=150 μm.

图1   胃癌细胞培养液上清处理后hucMSCs中vimentin和FAP蛋白的检测

Fig.1   The expression of vimentin and FAP in hucMSCs after treated by supernatant from gastric cancer cells culture medium
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2.3   处理后hucMSCs对HGC-27增殖能力的影响

为分析处理后hucMSCs是否对胃癌细胞的增

殖有促进作用, 我们采用了克隆形成实验进行分析。

按照1.4所述收集诱导后的hucMSCs培养液上清, 与
等体积高糖DMEM混合后培养HGC-27 48 h, 以未

处理hucMSCs的培养液上清作对照。结果显示, 处
理组的HGC-27形成的集落较对照组直径大且数量

多(图3A)。计数两组细胞所形成的集落数量, 发现

处理组为对照组的2倍以上(图3B)。同时, 细胞计数

实验结果发现, 处理后hucMSCs培养液上清作用的

HGC-27细胞数目明显多于对照组(图3C)。
2.4   处理后hucMSCs对HGC-27迁移能力的影响

为检测处理后hucMSCs对HGC-27迁移的影响, 
我们进行了细胞迁移实验。结果显示, 处理组较对

照组有更多细胞迁移至膜下层, 在光学显微镜下两

者细胞形态没有明显差异(图4A)。迁移细胞的计数

结果显示, 处理组的迁移细胞数目明显高于对照组

(图4B)。
2.5   共培养后HGC-27增殖能力的变化

为检测共培养对胃癌细胞增殖能力的影响, 将
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A: HGC-27 colony formation assay; B: the bar graph of colony number; C: the chart of cell number from the fifth day to the tenth day. *P<0.05 vs 
control group.

图3  处理后hucMSCs对胃癌细胞增殖能力的影响

Fig.3   The effect of treated hucMSCs on proliferation capability of gastric cancer cells
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A: 胃癌细胞迁移图, 标尺=200 μm; B: 细胞迁移计数图, *P<0.05, 与对照组比较。

A: the picture of gastric cancer cell migration, scale bars=200 μm; B: the bar graph of the migrated cell number, *P<0.05 vs control group.
图4   处理后hucMSCs对胃癌细胞迁移能力的影响

Fig.4   The effect of treated hucMSCs on migration capability of gastric cancer cells
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hucMSC和HGC-27共培养2 d后, 胰酶消化, 分别接

种于6孔板和24孔板。发现细胞克隆形成能力明显

增强, 共培养组的细胞形成更大、更多的集落(图5A
和图5B)。从第5 d起, 消化24孔板中的细胞, 发现共

培养组细胞增殖速度显著快于对照组(图5C)。
2.6   共培养后HGC-27迁移能力的变化

为检测共培养对胃癌细胞迁移能力的影响, 将
hucMSC和HGC-27共培养2 d后, 进行迁移实验。在

光学显微镜下发现, 共培养组的迁移细胞明显多于

对照组(图6A)。计数膜下层的迁移细胞数, 结果显示, 
共培养组的细胞数量显著高于对照组(图6B)。

3   讨论
MSCs在肿瘤治疗中体现出明显的优势。由于

具有向肿瘤区域特异性募集的特点, MSCs可以作为

治疗药物的载体靶向运输治疗因子[7]。也可以通过

基因修饰, 改变MSCs相关的miRNA和蛋白质表达

而对肿瘤进程实现负向调控, 以达到有效干预肿瘤
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A: HGC-27克隆形成图; B: 克隆计数柱状图; C: 第5~10 d细胞计数图。*P<0.05, 与对照组比较。

A: HGC-27 colony formation assay; B: the bar graph of colony number; C: the chart of cell number from the fifth day to the tenth day. *P<0.05 vs 
control group.

图5  共培养后HGC-27增殖能力的变化

Fig.5   The changes of proliferation capability of gastric cancer cells before and after coculture
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A: 胃癌细胞迁移图, 标尺=200 μm; B: 细胞迁移计数图, *P<0.05, 与对照组比较。

A: the picture of gastric cancer cell migration, scale bars=200 μm; B: the bar graph of the migrated cell number. *P<0.05 vs control group.
图6  共培养后HGC-27迁移能力的变化

Fig.6   The changes of migration capability of gastric cancer cells before and after coculture
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的目的。脐带MSCs具有易于获得、可大量体外扩

增、低免疫原性等优点, 在组织损伤修复及肿瘤治

疗的应用中备受青睐。近年来发现, MSCs是肿瘤微

环境细胞的主要来源[8], 给脐带MSCs在抗肿瘤治疗

中的应用带来安全隐患。研究表明, MSCs可参与形

成肿瘤间质, 促进肿瘤的生长与转移[9]。Song等[10]

将间充质干细胞与肿瘤细胞共同注射到免疫抑制小

鼠, 发现瘤体的体积明显大于肿瘤细胞单独注射组。

Cuiffo等[11]证明, MSCs可通过调节miRNA与转录因

子FOXP2的连接, 促进肿瘤转移。

在前期研究中, 我们从胃癌组织中分离出的胃

癌间充质干细胞, 即GC-MSC, 具有MSCs的一般特

性(如细胞呈纤维状贴壁生长), 表达干细胞表面标

记(如CD13、CD29、CD44以及CD105), 不表达造

血干细胞表面标记(如CD34、CD38和CD133), 表达

干 性 基 因(如Oct4、Nanog、Bmi1、Nucleostemin、
α-SMA等)。但GC-MSCs在体外的增殖能力比正常

MSCs强[11], 且GC-MSCs高表达miR-221, 能显著促

进胃癌细胞的增殖与迁移[12]。在体内实验中, 用GC-
MSCs预处理肿瘤细胞, 能够显著促进肿瘤生长[13]。

本实验发现, 在体外条件下, 胃癌细胞培养液上清可

以诱导脐带MSCs, 使其蛋白质和miRNA表达水平

改变, 获得GC-MSCs样表型以及促进肿瘤细胞增殖

和迁移的能力, 与上述报道吻合。前期研究还发现, 
胃癌细胞可通过分泌纳米级囊泡诱导脐带MSCs向
CAFs分化, 其中TGF-β/Smad通路参与了转分化调控

作用。因此, 在应用脐带MSCs进行抗肿瘤治疗时, 
胃癌细胞可能会诱导脐带MSCs转分化为支持肿瘤

生长的癌相关MSCs, 促进胃癌的生长、迁移。这些

研究提示, MSCs的分化潜能以及促肿瘤的潜在作用

使其应用存在安全隐患。为降低临床应用的风险, 
必须有效地改造脐带MSCs, 尽可能发挥其治疗作

用, 同时避免其促进肿瘤发生发展以及恶性转化的

效应。

综上所述, 本研究初步探讨并发现体外胃癌细

胞培养液上清处理脐带MSCs, 可显著诱导其转分化

并获得癌相关MSCs样表型和功能, 不仅为肿瘤微环

境细胞重塑提供了实验支持, 也为MSCs的安全应用

提供了理论依据。
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