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摘要：目的　 研究不同白细胞与肿瘤细胞浓度比对剪切流环境中肿瘤细胞在内皮细胞上黏附过程的影响。方法　
在平行平板流动腔中加入不同浓度比的白细胞和肿瘤细胞，分析不同剪切率下（５０、１００、２００ ｓ －１）肿瘤细胞在内皮
细胞上瞬时黏附和累积黏附的变化。结果　 细胞浓度比为３∶ １时，肿瘤细胞在内皮细胞上的瞬时黏附和累积黏附
均比细胞浓度比为１∶ １时有显著提升，且在高剪切率（１００、２００ ｓ －１）下更为明显。在观察的５ ｍｉｎ内，随着剪切率的
增加，细胞浓度比增大对肿瘤细胞黏附产生影响的时间点有所提前。结论　 在剪切流中白细胞浓度增加对肿瘤细
胞在内皮细胞上的黏附起到促进作用，结果为研究肿瘤在血管中转移和靶向治疗提供有意义的探索。
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　 　 肿瘤细胞从原发部位的转移是一个非常复杂的
过程，最终将导致继发肿瘤的形成，并威胁生命［１２］。
肿瘤细胞的扩散有多种途径，例如肿瘤细胞从血管
系统或淋巴系统外渗到达附近的组织器官［３］。
Ｄｏｎｇ等［４］对黑色素瘤细胞从血管外渗到继发肿瘤
部位这一过程进行详细研究，探求肿瘤细胞在血流
环境中是如何黏附到内皮细胞上，并突破内皮细胞
这一壁垒发生迁移，以及炎症微环境对整个过程的
影响；其研究表明，白细胞能够促进黑色素瘤细胞的
外渗，即栓缚在内皮细胞上的白细胞能够捕获黑色
素瘤细胞并使其在内皮细胞上稳定黏附［５］。这一
“两步黏附机制（ｔｗｏｓｔｅｐ ｔｈｅｏｒｙ）”由表达在黑色素
瘤细胞和内皮细胞表面的细胞间黏附分子１（ｉｎｔｅｒ
ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）以及表达在白
细胞表面的β２整合素之间的黏附键所介导，并受到
肿瘤诱导炎症细胞因子白介素８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８，
ＩＬ８）、纤维蛋白原（ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，Ｆｇ）、纤维蛋白
（Ｆｉｂｒｉｎ，Ｆｎ）和血流剪切率的影响［６８］。同时，血管
上皮钙黏素（ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ）粘着连接受到丝裂原活
化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，
ＭＡＰＫ）的调控，对肿瘤细胞在内皮细胞上的黏附及
ＩＬ８等肿瘤微环境中可溶性信号蛋白做出响应［９］。
这些研究为微循环中局部水动力环境、蛋白信号转
导异型细胞黏附和转移肿瘤细胞在内皮细胞上黏附
及外渗过程中所起的共同作用提供实验依据，有助
于肿瘤治疗的跨学科研究［４，１０１１］。

为了充分研究不同因素，如局部水动力微环境
和各种蛋白分子等对肿瘤细胞在内皮细胞上黏附外
渗的影响，在以往的实验过程中，白细胞和肿瘤细胞
的浓度常设为相同值。本课题组前期研究发现，造
影红细胞的存在对肿瘤细胞在内皮细胞上的黏附起
到促进作用［１２］。既然其他血细胞的存在对于白细
胞介导肿瘤细胞在内皮细胞上黏附这一过程的影响
不可忽略，而微循环中循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ，ＣＴＣ）的浓度实际上要远低于血液中的白
细胞，作为在“两步黏附机制”中担任重要角色的白
细胞，它的数量变化是否也会影响肿瘤细胞在内皮
细胞上的稳定黏附呢？为此，本文采用平行平板流
动腔实验，在体外模拟含有不同浓度比白细胞和肿
瘤细胞的血流环境，初步探讨细胞浓度比变化对肿
瘤细胞在内皮细胞上黏附的影响。

１　 材料与方法
１． １　 实验所需细胞准备

肿瘤细胞（ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ，ＴＣ）选取美国模式培养物
集存库（Ａｍｅｒｉｃａｎ ｔｙｐｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）来源
的人黑色素瘤细胞株Ａ３７５，置于含有１０％胎牛血
清（ＦＢＳ）和１％青霉素链霉素的ＤＭＥＭ培养基中，
在３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养。人脐静脉内
皮细胞（ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＨＵＶＥＣ）置于含有低血清生长添加剂（ＬＳＧＳ）的
Ｍ２００培养基中，在３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培
养。显微镜下观察肿瘤细胞和内皮细胞均匀铺培养
皿底部７０％以上时即可传代或用于实验。白细胞
（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ，ＰＭＮ）从健康志愿者
的新鲜血液中获得，采用Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ１０７７和Ｈｉｓ
ｔｏｐａｑｕｅ１１１９分离液提取。６００ ｇ离心力离心３０ ｍｉｎ
后，从分离层中提取白细胞层，用含有０． １％牛血清
蛋白（ＢＳＡ）的磷酸盐缓冲液（ＤＰＢＳ）洗涤并重悬，加
入红细胞裂解液去除混入的少量红细胞后，再次用
含有０． １％ＢＳＡ的ＤＰＢＳ洗涤并重悬，放置在４ ℃冰
箱中的低速振荡器上待用。
１． ２　 流动腔实验设计

细胞黏附实验在放置在Ｎｉｋｏｎ倒置显微镜上的
平行平板流动腔（ＧｌｙｃｏＴｅｃｈ公司，美国）中进行。
白细胞用１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｎ甲酰甲硫氨酰亮氨酰苯丙氨
酸（Ｎｆｏｒｍｙｌｍｅｔｈｉｏｎｙｌｌｅｕｃｙｌｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，ｆＭＬＰ）预
先激活１ ｍｉｎ后，与肿瘤细胞悬浮液按照比例混合，
肿瘤细胞浓度固定为５ × １０６ ／ ｍＬ，通过调整白细胞
的浓度来改变白细胞与肿瘤细胞浓度比（简称细胞
浓度比，分别设定为１∶ １和３∶ １）。首先采用注射泵
（Ｈａｒｖａｒｄ Ａｐｐａｒａｔｕｓ公司，美国）将实验缓冲液灌注
到底部为内皮细胞的流动腔中，在４０ ｓ －１剪切率下
使其流动２ ～ ３ ｍｉｎ达到平衡状态，然后将细胞悬浮
液灌注到流动腔中，让白细胞和肿瘤细胞与内皮细
胞在２０ ｓ －１剪切率下接触２ ｍｉｎ后调整为实验所需
剪切率（５０、１００、２００ ｓ －１），在１０倍物镜下以２０帧／ ｓ
的录像速度记录５ ｍｉｎ，离线分析录像。
１． ３　 实验数据定量分析

整个视频长度为５ ｍｉｎ。对观测区域每分钟末
时间点（１、２、３、４、５ ｍｉｎ）黏附在内皮细胞上的肿瘤
细胞数量进行计数，定义为瞬时黏附（ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
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ａｄｈｅｓｉｏｎ），对从０时刻开始到记录时间点这一时间
段内黏附在内皮细胞上的肿瘤细胞数量进行计数，
定义为累积黏附（ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ），比较不同
剪切率条件下改变细胞浓度比对黏附肿瘤细胞数量
的影响。各项实验数据均源于３次平行实验的计数
分析，并采用ｔ检验进行统计分析，当Ｐ ＜ ０． ０５时认
为差异具有统计学意义。
２　 实验结果
２． １　 白细胞增加肿瘤细胞在内皮细胞上的黏附

当没有白细胞存在时，肿瘤细胞在剪切率较低
（５０ ｓ －１）的环境中能够与内皮细胞形成一定数量的
黏附。而当剪切率增加时，黏附着的肿瘤细胞数量
呈急剧下降趋势；当剪切率达到２００ ｓ －１时，肿瘤细
胞几乎无法与内皮细胞形成稳定的黏附（见图１）。
当在溶液中加入１ ∶ １细胞比例的白细胞时，肿瘤细
胞在内皮细胞上的黏附得到明显的提升，再次验证
“两步黏附机制”中白细胞存在能够促进肿瘤细胞
在内皮细胞上黏附的观点。

图１　 白细胞对黏附肿瘤细胞的影响（Ｐ ＜０． ０５）
Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＭＮｓ ｏｎ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＴＣｓ

２． ２　 细胞浓度比对肿瘤细胞瞬时黏附的影响
在不同的细胞浓度比条件下，当剪切率较低时，

肿瘤细胞在内皮细胞上的瞬时黏附随着时间的增加
逐渐上升；当剪切率较高时，肿瘤细胞在内皮细胞上
的瞬时黏附并未随时间的增加有明显的变化趋势，
而是在一定范围内波动。观察不同剪切流环境中细
胞浓度比对肿瘤细胞在内皮细胞上瞬时黏附的影响
发现，当剪切率为５０ ｓ －１时，在初始２ ｍｉｎ，细胞浓度
比的增大并未增加肿瘤细胞的瞬时黏附，而从第
３ ｍｉｎ开始，肿瘤细胞的黏附呈现出显著差异，当细
胞浓度比从１∶ １增大到３ ∶ １时，肿瘤细胞在第３、４、

５ ｍｉｎ的瞬时黏附数量分别提高了１０６． ４３％、３９． ９１％
和２７． ４２％［见图２（ａ）］。当剪切率提升到１００ ｓ －１
时，由于流速增加，肿瘤细胞在内皮细胞上的瞬时黏
附有明显下降。当细胞浓度比为１ ∶ １时，肿瘤细胞
的瞬时黏附数量为１０ ～ ２０个。当细胞浓度比提高
到３∶ １时，从第２ ｍｉｎ开始，肿瘤细胞的瞬时黏附大
幅提升，第２、３、４、５ ｍｉｎ分别提高了１６２． ５０％、
１２１． ０５％、１５６． ２５和２３４． ２９％［见图２（ｂ）］。当剪
切率继续提高到２００ ｓ －１，细胞浓度比为１∶ １时，肿瘤
细胞的瞬时黏附数量继续下降，均不超过１０个。而
此时从第１ ｍｉｎ开始，细胞浓度比的增大即对肿瘤
细胞的瞬时黏附产生显著影响，使得肿瘤细胞的瞬
时黏附数量增幅均超过１００％［见图２（ｃ）］。

（ａ）５０ ｓ － １

（ｂ）１００ ｓ － １

（ｃ）２００ ｓ － １
图２　 不同剪切率下细胞浓度比对肿瘤细胞瞬时黏附的影响

（Ｐ ＜０． ０５）
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＭＮＴＣ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＴＣｓ ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅｓ

２． ３　 细胞浓度比对肿瘤细胞累积黏附的影响
随着时间的增加，肿瘤细胞在内皮细胞上的累
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积黏附呈现出类似线性的增长趋势，并且当细胞浓
度比从１∶ １增大到３∶ １时，其增长幅度更大。在低剪
切率条件下，细胞浓度比的增大在第３ ｍｉｎ开始对
肿瘤细胞的累积黏附数量有较为明显提升，增幅约
为４０％［见图３（ａ）］。随着剪切率的升高，细胞浓

度比的增大对肿瘤细胞的累积黏附数量的影响提前
到第２ ｍｉｎ，增幅为１１０％ ～１５０％［见图３（ｂ）］。而
当剪切率再次提升，细胞浓度比的增大对肿瘤细胞
累积黏附数量的影响从第１ ｍｉｎ就开始呈现，增幅
为１２０％ ～１６０％［见图３（ｃ）］。

（ａ）５０ ｓ － １ （ｂ）１００ ｓ － １ （ｃ）２００ ｓ － １
图３　 不同剪切率下细胞浓度比对肿瘤细胞累积黏附的影响（Ｐ ＜０． ０５）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＭＮＴＣ ｒａｔｉｏ ｏｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＴＣｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅｓ

３　 讨论
黑色素瘤细胞具有高转移性，但是它并不像白

细胞一样表达有大量的内皮细胞选择素（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｓｅｌｅｃｔｉｎ，Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）或β２ 整合素，不能在血流剪切
环境中与内皮细胞上的ＩＣＡＭ１形成足够稳定的黏
附分子键来牢牢黏附在内皮细胞上，也不会像白细
胞一样在内皮细胞上滚动［７］。而像其他肿瘤细胞
一样，黑色素瘤细胞与内皮细胞的黏附是其穿越内
皮细胞屏障前不可缺失的一步。在“两步黏附机
制”中，白细胞充当了桥梁的作用，帮助并促进黑色
素瘤细胞在内皮细胞上的稳定黏附。作为人体内的
免疫细胞，白细胞在血液中大量存在［１３］，而血液中
肿瘤细胞的含量相对白细胞来说则很少［１４１５］。这
两种细胞在血液中的含量相差几个数量级，白细胞
在血液中的含量为（４ ～ １１）× １０６ ／ ｍＬ，而Ｄａｎｉｌａ
等［１４］报道循环肿瘤细胞含量为每毫升几个到几十
个。由于这两种细胞在病人体内的含量差异太大，
无法完全按照相关的生理或病理条件来设定。在本
实验过程中，综合考虑选取１∶ １和３∶ １两种细胞浓度
进行比较。本课题组也试图观察更大的细胞浓度比
对肿瘤细胞黏附的影响，选用６∶ １的细胞浓度比，虽
然此浓度比更接近真实情况，但在如此高的细胞浓
度下（细胞总浓度达到３． ５ × １０６ ／ ｍＬ），整个观察视
野几乎被细胞占满，尤其是在低剪切率环境中，无法

分辨肿瘤细胞是否与内皮细胞形成黏附。如果改进
分析方法后能够对录像进行分析统计，将比较６ ∶ １
和３∶ １细胞浓度比对白细胞介导黑色素瘤细胞在内
皮细胞上黏附这一过程的影响。本课题组也尝试过
将剪切率提高到３００ ｓ －１，但随后的数据统计分析发
现，在如此高的剪切率下，即使有大量白细胞的帮
助，肿瘤细胞在内皮细胞上的黏附数量也相当少，故
最终选定５０、１００和２００ ｓ －１这３种剪切率，对应的
剪切力分别为５０、１００和２００ ｍＰａ，符合生理条件下
微血管中的血流剪切力范围［１６］。

本实验结果表明，在较低剪切率下（５０ ｓ －１），细
胞浓度比的增大并非从一开始就影响肿瘤细胞的瞬
时黏附，而当剪切率逐步提升时，细胞浓度比增大对
肿瘤细胞瞬时黏附的影响有所提前。推测有如下几
种原因：①在较低剪切率下，在初始阶段，近壁面的
细胞速度不高，１∶ １细胞溶液中的白细胞已经有大量
黏附到内皮细胞上，故白细胞浓度变化对其在内皮
细胞上黏附的影响不明显，而随着时间增加，３∶ １细
胞溶液中白细胞黏附到内皮细胞上的数量增加远超
过相同情况下的１ ∶ １细胞溶液，导致内皮细胞上黏
附的白细胞数量大大增加，从而使得近壁面的肿瘤
细胞与已栓缚的白细胞有更多碰撞的机会，促进肿
瘤细胞的瞬时黏附；②当剪切率逐步提高时，近壁
面的细胞速度随之增加，加大肿瘤细胞在内皮细胞
上黏附的难度，初始阶段黏附在内皮细胞上的白细
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胞数量有所下降，此时白细胞浓度变化产生的影响
不可忽略，对肿瘤细胞黏附的影响也更为显著。从
时间节点上来看，细胞浓度比对肿瘤细胞累积黏附
的影响也与对其瞬时黏附的影响保持一致，即影响
随着剪切率增大而提前。在细胞浓度比为１ ∶ １时，
与细胞浓度比为３ ∶ １的曲线相比，肿瘤细胞的累积
黏附随着时间增加较为缓慢，随着剪切率的升高，这
两条曲线之间的距离随着时间变化愈发明显。在观
看实验录像进行分析统计时发现，在１ ∶ １的细胞溶
液中，１个肿瘤细胞上可能黏附有１ ～ ２个白细胞；
而当细胞浓度提高到３∶ １时，１个肿瘤细胞上黏附的
白细胞往往在２个以上，这样的肿瘤细胞在以较低
速度和内皮细胞发生碰撞时，会有更多的机率在多
个白细胞帮助下与内皮细胞形成稳定的黏附，尤其
是在较高剪切率下。

对于白细胞介导肿瘤细胞在内皮细胞上的黏附
这一过程，白细胞浓度的增加不但提高肿瘤细胞与
黏附在内皮细胞上的白细胞的碰撞频率，也增加细
胞溶液中黏附到单个肿瘤细胞上的白细胞数量，从
而大幅度提高在内皮细胞上肿瘤细胞的瞬时黏附和
累积黏附，而这一现象在高剪切率下尤为明显。本
实验结果对“两步黏附机制”起到补充，使其更为完
善，并为研究肿瘤在血管中转移和靶向治疗提供有
意义的探索。
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