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流式细胞术在肿瘤相关成纤维细胞增殖检测中的应用
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2上海交通大学医学院细胞生物学与分子细胞生物学系, 上海 200025)

摘要      肿瘤相关成纤维细胞(cancer-associated fibroblast, CAF)是肿瘤组织中数目最多的一

种基质细胞, 对肿瘤的发生发展起着重要作用。该文利用流式细胞术(flow cytometry, FCM)对比分

析肿瘤相关成纤维细胞和非活化成纤维细胞(non-activated fibroblast, NAF)两者在细胞增殖和DNA
倍性等方面的差异。在细胞形态学观察和细胞计数的基础上, 通过PI、EdU和Ki-67等染色后利用

FCM进行定量检测, 并采用GraghPad软件对获得的数据进行统计分析。研究表明, 与NAF细胞相比, 
CAF细胞增殖减缓, 细胞周期在G0/G1期被阻滞, 其差异具有统计学意义(P<0.05)。该文首次利用

FCM量化CAF细胞的生物学特性, 尝试为进一步机制的研究提供理论依据。
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Abstract       CAF (cancer-associated fibroblast) are the most numerous stromal cells in tumor tissues and play 
an essential role in the occurrence and development of tumors. This paper used FCM (flow cytometry) to compare 
and analyze the differences in cell proliferation and DNA ploidy between cancer-associated fibroblasts and NAF 
(non-activated fibroblasts). Based on cell morphology observation and cell count, quantitative detection was per-
formed by FCM after staining with PI, EdU and Ki-67, the obtained data were statistically analyzed by GraphPad 
software. The study showed that compared with NAF cells, the proliferation of CAF cells was slowed down; the 
cell cycle was blocked in the G0/G1 phase; and the difference was statistically significant (P<0.05). In this paper, 
FCM is used for the first time to quantify the biological characteristics of CAF cells. It tries to provide a theoretical 
basis for further mechanism research. 
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肿瘤是由肿瘤细胞、间质细胞和基质组成的病

理组织, 具有低氧、低pH和高压的特点[1]。1999年, 
学者从前列腺癌组织中分离获得一种成纤维细胞, 
该细胞具有促进肿瘤形成和生长的能力, 故他们将

其命名为肿瘤相关成纤维细胞[2]。

肿瘤相关成纤维细胞 (cancer-associated fibro-
blast, CAF)主要来源于癌细胞周围正常成纤维细胞

(non-activated fibroblasts, NAF)的活化[3-6], 是肿瘤组

织中最主要的基质细胞[7-8], 其中比较典型的有乳腺

癌、胰腺癌和前列腺癌相关成纤维细胞[9-11]。静止

成纤维细胞主要呈梭型[12], 活化后平滑肌肌动蛋白
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(activated smooth muscle actin, α-SMA)和成纤维细

胞特异性蛋白1(fibroblast specific protein 1, FSP1)表
达量增加。同时发现, 转化生长因子-β(transforming 
growth factor-β, TGF-β) 、血小板衍生生长因子受体

(platelet derived growth factor receptor, PDGF-R)、碱

性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth fac-
tor, bFGF)和成纤维细胞活化蛋白(fibroblast activat-
ing protein, FAP)等在CAF细胞中也高表达[13-15]。

CAF细胞能够分泌多种物质, 包括细胞外基质

降解酶、生长因子、细胞因子、趋化因子以及大

量的代谢产物[16], 在促进肿瘤的发生、发展和转移

等方面起着非常重要的作用[17-20]。而CAF细胞的这

些特性均提示其是癌症治疗的潜在靶标[21]。另外, 
CAF细胞和肿瘤细胞一样, 也存在高度异质性, 不仅

不同类型肿瘤中的CAF细胞有差异, 而且同一肿瘤

不同部位的CAF也会有不同的表型[22-23]。

在以往的研究中多采用蛋白质印迹、免疫荧光

或免疫组化等方法对CAF细胞进行检测与鉴定。虽

然这三种方法操作方便, 反应灵敏, 且能够通过特异

性标志蛋白鉴定CAF细胞, 但也容易出现非特异性

染色而造成假阳性的结果。另外, 这三种方法只能

对CAF细胞进行定性分析, 缺少定量数据。流式细

胞术是一种以流式细胞仪为检测手段, 对单个细胞

的理化特性进行定量分析和分选的技术。因其具有

快速、精准、多参数和大数据的优势, 在目前的科

研手段中得到极为广泛的应用[24]。

本文通过分离新鲜的临床结肠癌和肝癌标本

来获得CAF和NAF细胞。在细胞形态学观察和细胞

计数的基础上, 经PI、EdU和Ki-67染色后利用流式

细胞术深入研究CAF和NAF细胞在细胞增殖以及细

胞周期倍性等方面的差异。本研究首次引入流式细

胞术的方法, 探索CAF细胞的增殖特性, 尝试为今后

相关的机制研究提供理论基础。

1   材料与方法
1.1   细胞

实验所用细胞株为本实验室分离培养的结肠

癌和肝癌的NAF和CAF细胞。

1.2   主要试剂和仪器

试剂包括: DMEM(Hyclone)、FBS(ThermoFisher)、
0.25% Trypsin-EDTA(ThermoFisher)、胶原酶

I(SIGMA)、 PBS(Dycent bio)、Triton X-100(Amresco)、

DAPI(beyotime)、PI(beyotime)、 EdU试剂盒 (invitro-
gen)、Ki-67试剂(eBioscience)。

仪器包括: TE2000-U倒置生物显微镜(Nikon)、
流式细胞仪CytoFLEX S(Beckman)、离心机Centri-
fuge 5910R(eppendorf)。
1.3   实验步骤

1.3.1   细胞培养      将CAF和NAF细胞培养于完全培

养基DMEM内(含10% FBS和1%双抗), 并置于37 °C、
5% CO2恒温培养箱中。

1.3.2   细胞分离      从人结肠癌和肝癌组织中分离

并获得CAF细胞, 从癌旁组织中分离并获得NAF细
胞。将样本组织置于PBS(含1%双抗)中反复洗涤, 加
入0.25% Trypsin-EDTA和0.1%胶原酶I消化, 用350目
尼龙膜过滤细胞悬液, 以1 000 r/min离心5 min, 去上

清。将细胞沉淀用DMEM(含10% FBS和1%双抗)培
养30 min后, 更换培养基, 附着在培养皿底部的为成

纤维细胞。通过Western blot检测CAF细胞活化标记

物FAP的表达情况, 以此来确保分离出正确的细胞。

细胞经三次传代后, 用于后续实验。

1.3.3   细胞形态学观察      待细胞长至40%~50%的

密度时, 将培养皿放置在倒置生物显微镜观察台上, 
观察CAF和NAF细胞形态特征, 再将细胞放大10倍
后进行拍照并分析比较。

1.3.4   细胞计数      确保NAF和CAF细胞的初始接

种量为1×105个, 设置24 h、48 h、72 h和96 h四个时

间节点, 用0.25% Trypsin-EDTA消化细胞, 再用计数

板计数。按公式计算细胞数量: 每毫升细胞数=四个

大格内细胞总数×104/4。记录数据。

1.3.5   EdU染色      前期按说明书配置好所需试剂。

在每个细胞培养皿内按1:1 000加入EdU染料, 终浓

度为10 μmol/L, 置于37 °C、5% CO2培养箱内孵育2 h。
0.25% Trypsin-EDTA消化细胞, 1 500 r/min离心5 min, 
去上清, PBS漂洗1次。500 μL固定剂室温固定15 min, 
1 500 r/min离心5 min, 去上清。500 μL透化液室温透

化15 min, 1 500 r/min离心5 min, 去上清, PBS漂洗1次。

加入Click-iT反应液 , 室温避光孵育30 min。最后用

1× EdU Buffer漂洗1次, 200 μL DAPI(1 μg/mL)重悬, 
上机检测。

1.3.6   DNA倍性分析      0.25% Trypsin-EDTA消化

细胞, PBS漂洗1次。加入300 μL PBS重悬细胞, 逐滴

加入700 μL预冷的无水乙醇, 4 °C固定过夜。次日, 
加入PBS将固定后的细胞混匀吹散, 1 500 r/min离心



1774 · 技术与方法 ·

5 min, 去上清, PBS漂洗1次。加入10 μL RNA酶(10 μg/mL)
和100 μL PBS, 37 °C水浴30 min。加入20 μL碘化丙

啶(propidium iodide, PI, 250 μg/mL), 350目尼龙膜过

滤细胞悬液, 上机检测。

1.3.7   Ki-67染色      0.25% Trypsin-EDTA消化细胞, 
PBS漂洗1次。加入500 μL多聚甲醛室温固定20 min, 
1 500 r/min离心5 min, 去上清。加入500 μL破膜打孔

剂(0.2% TritonX-100)反应10 min, 1 500 r/min离心5 min, 
去上清, PBS漂洗1次。加入5 μL Ki-67试剂, 室温避光

孵育30 min, PBS漂洗1次。加入200 μL DAPI(1 μg/mL), 
350目尼龙膜过滤细胞悬液, 上机检测。

1.3.8   统计学方法      所有的实验数据均来自于一

次实验的至少3个重复或至少3个以上的独立实验, 
并选取具有代表性的数据进行展示。实验数据采

用GraghPad统计, 统计学分析以t-test分析为主, 其中

*P<0.05, **P<0.01, 表示具有统计学差异。

2   实验结果
2.1   NAF与CAF细胞的形态学差异

从新鲜的结肠癌和肝癌组织中分离得到NAF
和CAF细胞, 再经过三次传代, 保持状态稳定, 并确

保最后一次传代时两者细胞铺板数量基本相同, 在
显微镜下观察两者细胞形态(图1) 。两者都呈现成

纤维细胞特异的长梭形, NAF细胞生长迅速, 比较密

集; 而CAF细胞生长较为缓慢, 相对稀疏, 较NAF细
胞体积稍大, 同时伴有多个不规则突起。

2.2   NAF与CAF细胞的生长速率差异

确保两者细胞铺板数量相同的条件下 ,  以
0 h为对照 , 通过细胞计数的方法观察两者在 24、
48、72和 96 h四个时间节点的细胞数量变化 (图
2)。NAF细胞的细胞数量随培养时间的增加而持

续增多 , 而CAF细胞生长缓慢。通过多次独立重

复实验得到的统计数据如下 , 结果以 (x
_
±s)×105显

示 , 以结肠癌分离的 NAF和 CAF细胞为例 : 24 h
时 , NAF细胞数量为 (1.50±0.01)×105, CAF细胞

数量为 (0.78±0.01)×105, P=0.013 0<0.05; 48 h
时 , NAF细胞数量为 (2.43±0.02)×105, CAF细胞

数量为 (1.20±0.01)×105, P=0.000 2<0.01; 72 h
时,  NAF细胞数量为 (3.52±0.02)×105, CAF细胞

数量为 (1.30±0.01)×105, P=0.000 2<0.01; 96 h时 , 
NAF细胞数量为 (5.03±0.01)×105, CAF细胞数量为

(1.60±0.01)×105, P=0.000 1<0.01。各时间节点的细

胞数量有统计学差异, 提示CAF细胞生长速率减缓。

2.3   NAF与CAF细胞周期倍性差异

在流式细胞术中常用碘化丙啶(PI)染色法观察

细胞周期倍性差异。细胞周期指细胞从上一次分裂

图1   NAF与CAF的形态学差异

Fig.1   The morphological differences between NAF and CAF
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完成时开始, 到下一次完成分裂时为止的过程。细

胞周期内各个时相的DNA含量不同, 根据PI的荧光

强度将整个周期分为三个部分, 即G0/G1期(DNA合

成前期)、S期(DNA合成期)和G2/M期(DNA合成后

期)[25]。通过Modifit软件拟合出各个时相的百分比(图

3)。以结肠癌分离的NAF和CAF细胞为例: NAF细
胞和CAF细胞G0/G1期比例分别为69.90%和77.79%; 
S期比例分别为 17.04%和 8.88%; G2/M期比例分别

为13.06%和13.33%。另外 , NAF和CAF细胞的细胞

增殖指数 (proliferation index, PI)分别为0.30和0.22, 

*P<0.05, **P<0.01.
图2   NAF与CAF细胞的生长速率差异

Fig.2   The difference in growth rate between NAF and CAF 

A: 细胞周期流式图; B: 细胞周期数据统计图。*P<0.05, **P<0.01。
A: cell cycle by FCM; B: statistical chart of cell cycle. *P<0.05, **P<0.01.

图3   NAF与CAF细胞周期倍性差异

Fig.3   The difference in cell cycle ploidy between NAF and CAF
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增殖指数越大, 表示细胞增殖越快。以上结果提示

CAF细胞增殖速率降低。

2.4   NAF和CAF细胞S期差异

细胞增殖的关键是合成新的DNA, 因此检测

细胞DNA合成状态能反映细胞增殖情况。EdU(5-
ethynyl-2’-deoxyuridine)掺入法可以特异性地标记细

胞周期中的S期(图4)。以结肠癌分离的NAF和CAF
细胞为例, NAF和CAF细胞S期比例分别为28.52%和

8.52%, 与NAF细胞相比, CAF细胞S期比例显著减

少。这表明CAF细胞的增殖较NAF细胞有明显的减

缓。

2.5   NAF和CAF细胞G0和G1期差异

从上述的几组实验数据中我们得到CAF细胞

在G0/G1期被阻滞, 但具体是阻滞在G0期还是G1期不

得而知。因此, 用Ki-67抗原进一步探索(图5)。以结

肠癌分离的NAF和CAF细胞为例, NAF和CAF细胞

G0期比例分别为58.60%和69.69%, G1期比例分别为

22.46%和6.41%, 与NAF细胞相比, CAF细胞G0期比

例明显增加, G1期比例显著减少。

3   讨论
众所周知, CAF细胞和肿瘤细胞关系密切, CAF

细胞通过分泌一系列的细胞因子、趋化因子以及大

量中间代谢产物来促进肿瘤细胞的快速增殖和转

移, 而肿瘤细胞也通过分泌各种因子诱导并维持成

纤维细胞的活化[26]。而且, CAF具有一定的异质性。

但是目前对CAF细胞的分析方法以定性检测为主, 
不利于我们深入了解CAF细胞的异质性。因此, 本
文首次尝试利用流式细胞术, 以NAF细胞为正常对

照, 深入探索CAF细胞的增殖特性。

通过流式细胞术分析细胞增殖最常用方法的

是细胞周期实验。实验结果表明, CAF细胞较NAF
细胞G0/G1期比例增加, S期比例减少, 增殖指数降低, 
提示CAF细胞增殖减缓, 被更多地阻滞在G0/G1期。

这与细胞计数得到的实验结果一致。分析DNA合成

S期常用EdU[27]和BrdU(5-Bromodeoxyuridinc)[28]两种

生物染料。但BrdU染色过程必须进行DNA变性操作, 
导致实验结果存在较大误差。故采用固定破膜步骤

温和的EdU染色, 实验结果很直观地反映两者在S期
的数值变化。CAF细胞较NAF细胞S期数值有显著

减少, 表明CAF细胞在DNA合成期进程减缓, 增殖减

少。当然, 我们也可以选择示踪染料标记法检测细

胞增殖 , 其中CFSE(carboxyfluorescein succinimidyl 
ester)染料是最常用的, 但是在样本制备过程中怎样

A: EdU染色流式图; B: S期数据统计图。*P<0.05, **P<0.01。
A: Edu staining by FCM; B: statistical chart of phase S. *P<0.05, **P<0.01.

图4   NAF和CAF细胞S期差异

Fig.4   The difference in phase S between NAF and CAF
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控制染料的浓度和染色时间使得数据CV值比较小

是一个难点, 需要在实验过程中慢慢摸索。

另外, Ki-67抗原是一种与细胞增殖特异相关的

核抗原, 在G0期不表达而在G1后期出现, 所以可以将

G0/G1期更详细地区分为G0和G1两个时期[29]。我们

的实验结果显示, CAF细胞G1期比例降低, G0期比例

增加, 提示细胞被更多地阻滞在G0期, 即细胞周期的

休止期, 表明CAF细胞处于相对静止的状态。当然, 
我们可以在后期的研究中把G2/M期再细分为G2与M
两个期, 使得研究更为完善。

从上述一系列的研究结果中我们得到CAF细胞

较NAF细胞增殖减缓的结论, 并且从多个方面互相验

证了这个结论的可靠性。当然, 流式细胞术只是一

个现象的分析技术, 而所涉及到的内部机制需要更

深入的机制探索。近来有学者发现, TGF-β2触发G1/
S位点而下调CAF的细胞增殖, 与我们所阐述的结论

一致[30]。他们认为, CAF细胞通过降低自身对周边各

类因子以及代谢产物的消耗, 将代谢中间产物尽可能

多地提供给肿瘤细胞, 以促进肿瘤细胞的生长[30]。

总之, 在本研究中, 我们聚焦CAF细胞的周期变

化, 关注了G0、G1、S以及G2/M期这四个时期的数

值变化, 进一步用量化的数据证实了CAF细胞增殖

变慢的事实。
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