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胶原三维立体培养模型中胚肺成纤维细胞与肺癌GLC-82细胞的相互作用*
★ 

闫江涛1，2，朱运奎2，李继东2，马国成2，王  舒2，王晓芹2 

Interaction between lung fibroblast and lung cancer GLC-82 cells in a three-dimensional 
collagen culture model    

Yan Jiang-tao1,2, Zhu Yun-Kui2, Li Ji-Dong2, Ma Guo-cheng2, Wang Shu2, Wang Xiao-Qin2 

Abstract 
BACKGROUND: The histocyte and inflammatory cells played an important role in the invasion and metastasis of lung cancer 
cells. However, cell interaction influenced matrix metalloproteinase.  
OBJECTIVE: To observe the influence of interaction between fetal lung fibroblasts (HFL) and lung cancer cells on matrix 
metalloproteinase-1, 2, and 9 (MMP-1, 2, 9) expression in three-dimensional co-culture.  
METHODS: Human lung cancer cells (GLC-82) and HFL were co-cultivated in three-dimensional collagen gels, which were 
mixed with collagen, 4 time volume DMEM and sterilizing water, as well as 1 time volume DMEM. The final concentration of 
collagen was 0.75 g/mL. GLC-82 and HFL were cultured individually, and GLC-82 and HFL were then co-cultured according to 
the ratio of 5:1. After 48 hours, the supernatant was harvested following adding 1 time volume DMEM. MMP-1 expression was 
detected by Western blot and MMP-2 and 9 expressions were detected by gelatin zymography.  
RESULTS AND CONCLUSION: In three-dimensional co-culture of GLC-82 with HFL, the expressions of MMP-1, MMP-2 and 
MMP-9 were much higher than that in GLC-82 or in HFL alone (P < 0.05). This suggested that the interaction between HFL and 
lung cancer cells enhanced the invasion and metastasis of lung cancer through up-regulating the secretion and activation of 
MMP-1, MMP-2, and MMP-9.   
 
Yan JT, Zhu YK, Li JD, Ma GC, Wang S, Wang XQ. Interaction between lung fibroblast and lung cancer GLC-82 cells in a 
three-dimensional collagen culture model. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(15): 2769-2772.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：组织细胞、炎细胞可能在肿瘤细胞的侵袭、转移中发挥着重要作用，而细胞间的相互作用对基质金属蛋白酶有影响。 
目的：观察胚肺成纤维细胞与肺癌 GLC-82细胞在胶原三维立体培养条件下，相互作用对基质金属蛋白酶 1，2，9 表达的
影响。 
方法：采用三维胶原立体培养模型，按比例混合胶原，4倍 DMEM和灭菌水，1倍 DMEM的液体胶原，其中胶原终浓度为
0.75 g/mL。将 GLC-82细胞、胚肺成纤维细胞分别单独培养及 GLC-82细胞和胚肺成纤维细胞按 5∶1混合培养，待胶原
固化后加入 1倍 DMEM培养基，48 h后收集上清液。Western blot法检测基质金属蛋白酶 1表达水平，明胶酶谱法测定基
质金属蛋白酶 2，9的表达。 
结果与结论：胚肺成纤维细胞与肺癌 GLC-82细胞混合培养组基质金属蛋白酶 1及基质金属蛋白酶 2，9分泌量大于单独培
养组(P < 0.05)。结果提示，三维立体培养条件下，胚肺成纤维细胞与肺癌 GLC-82细胞相互作用能通过上调基质金属蛋白
酶 1，2，9的表达和活化，促进肺癌侵袭和转移。 
关键词：肺癌 GLC-82细胞；胚肺成纤维细胞；三维胶原立体培养；基质金属蛋白酶；心肺组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.15.026 
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0  引言 
 

侵袭与转移是恶性肿瘤致死的主要原因
[1]
，

而基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases，
MMPs)在肿瘤侵袭转中起着非常重要的作用[2]

，

它能降解细胞外基质 (extracellular matrix，
ECM)的几乎所有成分[3]

，包括基底膜胶原、间

质胶原、纤维结合素及多种蛋白多糖
[4]
，并参与

肿瘤血管生成，从而促进肿瘤的侵袭转移。而

细胞间的相互作用对MMPs的影响，特别是对
MMP-1，2，9表达的影响，在肿瘤的转移中发
挥着重要作用。 

MMP-1，即间质胶原酶1，主要降解Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ型胶原，其中对Ⅲ型胶原有着特别的亲

和力，它还能降解细胞基质的非胶原成分，如

基底膜蛋白多糖等，在肿瘤侵袭过程中，它能

通过结合α2β1整合素及Ⅰ型胶原，促进肿瘤细
胞的转移

[5]
。MMP-2、MMP-9通过降解基底膜

主要成分Ⅳ型胶原，促进恶性肿瘤细胞的侵袭

转移，还能促进肿瘤血管生成，加速肿瘤的生

长和转移。MMP-2在靠近肿瘤边缘和侵袭活跃
处表达较多，组织细胞通过可溶性介质促进

MMP-2的表达影响肿瘤的侵袭和转移[6]
，且主

要涉及经淋巴系统途径侵袭转移。在肿瘤侵袭

转移过程中，多种基因相关的癌细胞高侵袭性， 
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都在不同程度涉及MMPs家族成员，特别是
MMP-1、MMP-2、MMP-9的改变，如MAG2基
因能通过上调MMP-2、CD44及细胞内游离钙
的浓度，提高恶性肿瘤的侵袭能力

[7]
；NDRG2 

(N-myc downstream- regulated gene 2)能通
过抑制核转录因子NF-kappaB (nuclear factor 
kappa B)，抑制MMP-2、9的表达，从而降低肿
瘤的转移能力

[8]
； MMP-2亦是P53作用的靶点，

它易受P53上调[9]
；另外，基因的多态性亦能影

响MMPs家族的活性，如MMP-1， MMP-2，
MMP-3，MMP-7，MMP-9及MMP-12基因中单
核苷酸多态性(SNPs)能影响其分泌及活化，是
非小细胞肺癌病存活的潜在指标等

[10]
。 

作者应用胶原三维立体培养模型，模拟人

体生理环境，探讨成纤维细胞在肺癌侵袭转移

中的相互促进作用。 
 
1  材料和方法 

 
设计：单一样本观察。 
时间及地点：实验于2008-09/2009-08在

解放军兰州军区总院呼吸内科实验室博士后流

动站完成。 
材料： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法：   

细胞培养：非小细胞肺癌GLC-82细胞株、
胎胚肺成纤维细胞原代培养至第5代，用含体积
分数为5%胎牛血清的RPMI-1640培养基，加入
100 mg/L的青霉素和100 mg/L的链霉素，置于
37 ℃，含体积分数为5%CO2，相对湿度95%
的培养箱中常规培养，用2.5 g/L胰酶消化传代，
用锥虫蓝试验证实细胞活性>90%。  

胶原三维立体培养：按比例混合胶原，4倍
DMEM和灭菌水，使其成为等离子，等渗，1倍

DMEM的液体胶原，其中胶原终浓度为     
0.75 g/mL。通过细胞计数分别将GLC-82细胞
(5×108 L-1)、胚肺成纤维细胞(5×108 L-1)，以及
GLC-82细胞 (5×108 L-1)与胚肺成纤维细胞
(1×108 L-1)的混合胶原溶液，均按0.5 mL /孔移
入24孔培养板内，待胶原固化后加入1倍DMEM
培养基1 mL/孔，48 h后收集上清液，分装，  
-20 ℃保存，备用。 

明胶制备及MMP-2的测定：取上清15 μL，按
1∶1加2倍上样缓冲液，每孔加样25 μL，1%明
胶的聚丙烯凝胶电泳，2.5% TritonX-100常温浸
泡2 h，后浸入每200 mL蒸馏水中加入Tris1.   
12 g，pH 7.50，CaCl2 1.12 g和ZnCl2  (1∶1 000) 
9.2 μL 制成酶激活液，37 ℃，振荡15~18 h。
考马斯亮蓝染色，褪色至条带清晰。 

Western blot法检测MMP-1：取上清500 μL，
加入预冷的无水乙醇(1∶1)，10 000 r/min，离
心5 min，弃上清，后PBS100 μL稀释。取15 μL，
加上样缓冲液(1∶1)，加热变性，每孔加样   
25 μL，聚丙烯凝胶电泳、转膜，加兔抗人的
MMP-1一抗(1∶1 000)，4 ℃孵育过夜，辣根
过氧化物标记的羊抗兔二抗常温孵育1 h， 
ECL荧光显影，定影。 

凝胶成像系统分析：应用IPP测量软件，对蛋
白条带进行半定量统计分析，累积吸光度(IA)=
平均灰度值×面积，Western blot检测到的蛋白
条带，采用目的蛋白条带的IA值/对应的β-actin 
IA值，相对精确比较目的蛋白含量；明胶酶谱
法检测到的蛋白，无β-actin 内参，只采用IA值
进行比较。 
主要观察指标：各组细胞在三维胶原培养

基中的生长情况、各组中MMP-1，2，9的表达
情况。 
设计、实施、评估者：实验设计与实施由

第一、二作者完成；评估为通讯作者，均受过

专业培训。 
统计学分析：所有实验各组均设3个平行立

体胶原培养，每个实验至少重复3次，检测数据
为随机1次试验的数据结果。由第一作者应用
SPSS 13.0软件处理，两组间比较采用t 检验，
组间比较采用单因素方差分析。 

   
2  结果 

 
2.1  细胞生长情况观察  三维胶原立体培养
中，HFL细胞和GLC-82细胞均悬浮生长于胶
原中(图1a)，细胞在胶原内几乎不分裂，呈单

细胞、试剂及仪器    来源 
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细胞株  
人胚肺成纤维细胞  
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细胞生长。如：HFL细胞在胶原内呈长条状生长(图1b)，
GLC-82细胞呈毛刺样浸润生长(图1c)。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 

 
2.2  明胶酶谱法检测MMP-2、9的表达  应用蛋白IA半
定量检测MMP-2，9的表达情况，见图2。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GLC-82细胞培养组及HFL细胞培养组不表达或表
达极少量MMP-9，混合培养组MMP-9表达明显增高；
混合培养组proMMP-2表达较GLC-82细胞组(P =0.000 
< 0.05)、HFL细胞组(P=0.001< 0.05)表达明显增高，
HFL 细 胞 组 proMMP-2 达 较 高 于 GLC-82 细 胞 组
(P=0.000 < 0.05)；GLC-82细胞培养组不表达(或少
量 )MMP-2，但混合培养组MMP-2 表达明显高于
GLC-82细胞组 (P =0.000 < 0.05)及HFL细胞组 (P= 
0.000 < 0.05)。 
2.3   Western blot检测MMP-1的表达  见图3。 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
采用MMP-1蛋白条带的IA值/对应的β-actin IA值，

半定量比较各组MMP-1的表达。混合培养组MMP-1表
达较GLC-82细胞培养组(P =0.000 < 0.05)及HFL细胞
培养组(P =0.000< 0.05)表达明显增高；GLC-82细胞组
MMP-1表达高于HFL细胞组(P=0.027 > 0.05)。 

 
3  讨论 

 
成纤维细胞是实体瘤间质的重要组成部分，它与肿

瘤细胞相互促进，表达多种细胞因子、蛋白酶、黏附分

子等，明显增加了肿瘤细胞的浸润和转移。如成纤维细

胞合成的细胞因子TGF、双调蛋白等能通过细胞外信号
激酶提高细胞周期蛋白D1和E蛋白质的合成水平，可能
对肺腺癌细胞增殖有促进作用

[11]
。VEGF可提高血管的

通透性，启动血管生成，在肺癌细胞与间质成纤维细

胞表达明显相关
[12]
。bFGF是很强的血管生成因子[13]

，

Figure 1  Determined cell morphology by light microscope in 
fetal lung fibroblasts (HFL) group, GLC-82 group and 
co-cultured group after 48 hours 

图 1  镜下 HFL、GLC-82细胞及混合培养 48 h时细胞形态 

a: HFL and GLC-82 cells in 
three-dimensional collagen gels 
(×100)  

c: GLC-82 cells in three-dimensional collagen gels (×800) 

b: HFL cells in three-dimensional 
collagen gels (×800) 

Figure 2  Expression of metalloproteinase-2 (MMP-2) and 
metalloproteinase-9 (MMP-9) detected by gelatin 

图 2  明胶酶谱法检测 MMP-2，9的表达 

1: GLC-82 group; 2: fetal lung fibroblasts (HFL) group; 3: co-cultured 
group  
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Figure 3  Expression of metalloproteinase (MMP)-1 in 
three-dimensional collagen gels detected by Western 
blot 

图 3  Western blot检测三维胶原培养液中 MMP-1的表达 

1: GLC-82 group; 2: Fetal lung fibroblasts (HFL) group; 3: Co-cultured 
group 
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炎细胞因子如白细胞介素8可能通过血管生成间接促
进肿瘤生长

[14]
；白细胞介素1，肿瘤坏死因子α能通过

激活核转录因子NF-kappaB通道促进MMPs家族某些
成员表达

[8，15]
。在本试验中，胚肺成纤维细胞与肺癌

GLC-82细胞三维胶原混合培养模型中，MMP-1、
MMP-9蛋白酶分泌及MMP-2蛋白的酶原及活化酶的分
泌均显著增加(P < 0.05)。Ishikawa 等[16]

研究发现间质

成纤维细胞中MMP-2的表达与肺癌的预后关系非常密
切，从而推测肺癌细胞借助成纤维细胞分泌的MMP-2
进行侵袭。试验表明在三维培养模型中，成纤维细胞与

肿瘤细胞相互作用可明显上调MMPs家族多种成员分泌
水平(MMP-1、MMP-2、MMP-9等)，从而促进肿瘤细胞
的转移。 
在三维胶原胶原立体培养中，GLC-82、HFL细胞在

胶原内不分裂，呈单细胞生长，通过不同放大倍数的显

微镜可清晰观察细胞生长形态，通过对胶原内细胞的观

察，可了解细胞在人体内生长情况，如肿瘤细胞在胶原

内呈毛刺状浸润生长，这是平面培养所不能观察到的。

另外，立体培养条件下MMPs的表达、活化均优于同等
条件下平面培养

[8]
，由此推断立体培养更有利于研肿瘤

的侵袭转移过程。 
最近有研究证实肺癌细胞与单个核细胞混合立体

培养时，能够促进MMP-2、MMP-9的分泌与活化[17]
；

肺癌细胞与肺成纤维细胞混和立体培养时，可促进

MMP-2的分泌与活化[18]
。总之组织细胞、炎细胞与癌细

胞之间相互作用能显著促进肺癌的侵袭与转移。 
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