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模拟体内肿瘤微环境的乳腺癌细胞与脐静脉内皮细胞的体外共培养 
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(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 北京 100050) 

摘要: 为了更好地模拟体内肿瘤组织复杂的微环境特点, 本研究采用间接共培养的方法, 构建了乳腺癌细

胞 (human breast adenocarcinoma cells, MCF-7) 和人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cells, 

HUVECs) 的体外共培养模型, 以用于后续抗血管生成和诱导肿瘤凋亡的双重疗法的体外研究。分别以同期单独

培养的 MCF-7和 HUVECs细胞为对照, 对共培养的 MCF-7和 HUVECs细胞在培养过程中的细胞活性、形态、

电阻、周期和血管内皮生长因子 (VEGF) 含量进行了考察。结果显示, 与单独培养的 MCF-7 和 HUVECs 细胞

相比, 共培养的两种细胞活性更高, 且发生了变形、结构变疏松的形貌改变, 表现出更低的电阻值, 细胞周期活

跃、增殖明显 (S 和 G2/M期比例较大), 以及有更高的 VEGF 表达 (约 1.4～2 倍)。该模型很好地模拟了体内肿

瘤细胞与肿瘤血管的相互作用关系, 可作为设计肿瘤靶向释药系统的体外研究模型。 
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Abstract: The development of tumor tissue is a complicated process, which is closely related to tumor      

microenvironment.  In order to simulate the tumor tissue in vivo, non-contact co-culture of human breast      
adenocarcinoma cells (MCF-7 cells) and human umbilical vein endothelial cells (HUVECs cells) using transwell 
cell culture plate was developed in this study.  The cell viability, morphology, cell resistance, cell cycle and 
vascular endothelial growth factor (VEGF) protein content of co-cultured MCF-7 and HUVECs cells were         
investigated, and compared with those of separately cultivated MCF-7 and HUVECs cells during the same period.  
Different to the separately cultured MCF-7 and HUVECs cells, co-cultured MCF-7 and HUVECs cells exhibited 
higher cell viability, deformed cell morphology, lower cell resistance, higher proportion of S and G2/M phases 
and higher VEGF protein content (about 1.4−2 times).  The double cell model via non-contact co-culture of 
MCF-7 and HUVECs cells constructed in this study could simulate the interaction between tumor cells and tumor 
vascular endothelial cells in vivo, which may provide a more realistic model for subsequent study of drug release 
system in the control of breast cancer in vitro. 
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肿瘤组织并非由单一的、孤立存在的肿瘤细胞组

成, 而是包括肿瘤细胞和血管内皮细胞的多细胞系
统, 且每种细胞又与肿瘤微环境之间存在复杂的相
互作用关系[1]。实体瘤的生长取决于肿瘤细胞和肿瘤

血管内皮细胞的相互作用, 血管新生 (angiogenesis) 
是肿瘤生长和转移的重要病理基础和条件, 而肿瘤
的生长又刺激血管内皮细胞的增殖[2]。目前对肿瘤体

外研究所采用的常规单层肿瘤细胞培养的方法与肿

瘤的体内生存环境存在较大差距, 造成了对肿瘤研
究的体内外实验结果存在较大差异, 限制了新型药
物靶向递送系统的进一步临床应用。因此, 如果能够
建立一个可以模拟肿瘤体内生长微环境的培养体系, 
实现肿瘤细胞与内皮细胞的共同培养与相互作用 , 
从而在体外构建与体内组织结构、功能性状相近的血

管化的肿瘤组织, 将有利于在体外更好地实现对肿
瘤组织的研究, 进而加速新型药物靶向递送系统的
临床应用速度。 

体外构建两种或多种细胞的共培养体系, 常采
用两种细胞的直接接触混合共培养[3]、海藻酸钠凝胶

法[4]和 Transwell间接接触法[5]等。其中, 直接接触共
培养的方法操作简单、成本较低, 但无法调节两种细
胞分泌的细胞因子, 使得其可以持续有效地作用于
相应的细胞, 不利于对体内肿瘤微环境的模拟。海藻
酸钠凝胶法采用生物材料和组织工程的方法, 实现
对肿瘤细胞和血管内皮细胞的同时包载。该方法虽然

可以在 3D 水平上实现两者的共培养, 但往往对所使
用的生物材料要求较高, 而且水凝胶在交联过程中
所使用到的交联剂对细胞有害, 生物材料本身也会
对细胞的共培养造成一定的影响。此外, 复杂的操作
也不利于体外研究。利用 Transwell 间接接触共培养
的方法, 既可以利用 Transwell 板的上/下室将内皮细
胞和肿瘤细胞隔开培养, 又可以利用 Transwell 培养
板中半透膜实现两种细胞所分泌细胞因子的持续有

效的相互作用, 可以很好地模拟体内肿瘤细胞和血
管内皮细胞的相互作用关系。 

乳腺癌是全世界女性最常见的恶性肿瘤, 是引
起世界女性死亡的重要病因, 且近年来发病率逐年
上升并呈现年轻化[6]。现有研究表明[7], 约 25%～30%
乳腺癌患者在 10～15 年后会发生远处转移, 而导致
原发性乳腺癌复发、转移的重要因素之一就是肿瘤新 

生血管的生成。对乳腺癌细胞与血管内皮细胞进行体

外共培养, 可以考察两种细胞的细胞外基质中旁分
泌、自分泌以及双向分泌可溶性生物因子介导的生物

信号通路对彼此发生发展的影响, 有助于更真实地
模拟乳腺癌的体内微环境, 可为下一步针对乳腺癌
的体内靶向递送释药系统的研究提供更真实的体外

细胞模型。本研究将以乳腺癌细胞  (human breast 
adenocarcinoma cells, MCF-7) 为模型, 人脐静脉内皮
细胞 (human umbilical vein endothelial cells, HUVECs) 
模拟肿瘤血管内皮细胞, 采用 Transwell 间接接触法
构建MCF-7细胞与 HUVECs细胞的体外双层共培养
系统。将分别对共培养的两种细胞的细胞活性、形态、

电阻、周期和血管内皮细胞因子 (vascular endothelial 
growth factor, VEGF) 含量等进行全面考察与表征。 
 

材料与方法 
材料与试剂  DMEM, 胎牛血清  (fetal bovine 

serum, FBS) (美国 Gibico 公司 ); 磷酸盐缓冲液 
(phosphate buffer solution, PBS, Hyclone 公司); 无水
乙醇  (国药集团化学试剂有限公司 ); CCK-8 [cell 
counting kit-8, 东仁化学科技 (上海) 有限公司]; 二
甲基亚砜 (Sigma 公司); 戊二醛固定液 (2.5%, 电镜
专用 ; 北京雷根生物技术有限公司); 4%多聚甲醛 
(Beijing Solarbio Science & Technology Co., Ltd.); 细
胞核染色液 DAPI、细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒 
(碧云天生物技术有限公司); human VEGF immunoassay 
kit (human VEGF-A ELISA for lysates, RayBiotech     
公司)。 

主要仪器  CO2 细胞培养箱 (1501), 全自动酶
标仪 (MULTISKANFC) (Thermo 公司); 细胞计数仪 
(30 L, 生命科学); 低温离心机 (3K15, Sigma 公司); 
流式细胞仪 (ACCUR C6, 美国 BD公司); 倒置荧光
显微镜 (IX2-FLA-1)、激光共聚焦显微镜 (FV1000) 
(奥林巴斯公司); 透射电镜  (TEM-1400HC-HC, 日   
本 JEOL公司); Transwell 细胞培养板 (美国 Corning
公司)。 

细胞模型  购自北京协和细胞资源共享平台的
HUVECs 和冻存于中国医学科学院药物研究所药物
制剂室的 MCF-7细胞经复苏后均培养于含 10% FBS
的 DMEM 培养液中, 在 37 ℃、5% CO2培养箱中孵
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育, 每 1～2天更换一次培养液。 
MCF-7和HUVECs细胞体外双层共培养模型的

建立  分别在 Transwell 的上、下室种入 1×105 个

HUVECs 细胞和 MCF-7 细胞, 上、下室分别加入 2 
mL/0.5 mL (6 孔板/24孔板) 和 3 mL/1 mL (6 孔板/24
孔板) 含有 FBS的 DMEM细胞培养液, 于 5% CO2、

37 ℃细胞培养箱中培养过夜。次日将接种了

HUVECs细胞的 Transwell上室转移到接种了MCF-7
细胞的下室中 , 利用 Transwell 将 MCF-7 细胞和
HUVECs 细胞置于同一培养体系中, 构建肿瘤细胞
与肿瘤血管内皮细胞共生长模型。为了进行对比, 分
别在 Transwell 板上 /下室以同样的细胞数接种
HUVECs和 MCF-7 细胞并以同样的条件进行单独培
养, 培养周期为 5～7天。本实验中, 除细胞活性测定
采用 24孔 Transwell培养板进行双层细胞培养外, 其
余的检测表征如 TEM分析细胞形态、激光共聚焦显
微镜观察细胞形态、细胞电阻的测定、细胞周期和

VEGF 蛋白的测定均采用 6 孔 Transwell 培养板进行
培养。 

细胞活性测定  分别将 MCF-7 细胞、HUVECs
细胞以及两者共培养的双层细胞按照以上步骤种植

于 24 孔细胞培养板、24 孔 Transwell 细胞培养板上
室和 24 孔 Transwell 细胞培养板下/上室进行培养。
分别于第 1、3、5和 7天测定不同细胞的活性: 在规
定时间点, 分别用冷 PBS洗 HUVECs和MCF-7细胞
2 遍, 向种植 HUVECs 的上室加入 CCK-850 μL, 种
植 MCF-7细胞的下室中加入 CCK-8 100 μL, 轻晃使
其混合均匀。于 CO2细胞培养箱中培养 3 h后转移至
96孔板, 使用全自动酶标仪进行细胞活性检测。 

TEM 分析细胞形态  分别将 MCF-7 细胞、
HUVECs 细胞以及双层细胞按照以上步骤种植于 6
孔细胞培养板、6 孔 Transwell 培养板上室和 6 孔
Transwell 培养板下/上室进行培养。于第 5 天停止培
养, 分别用冷 PBS 清洗 2 遍, 胰酶消化细胞并用细    
胞培养液 2 mL终止消化, 吹打均匀并收集。于 1 000 
r·min−1离心 5 min, 弃上清, 用 PBS 10 mL清洗并再
次离心弃上清。收集离心管底部的细胞团块, 在保证
细胞团块不被吹散的情况下, 缓慢向离心管中加入
2.5%  戊二醛, 置 4 ℃冰箱保存, TEM进行形貌观察。 

激光共聚焦显微镜观察细胞形态  双层和单层
培养的 HUVECs 细胞培养 5 天后终止培养, 分别用
PBS清洗 2遍, 4%  多聚甲醛室温 1 mL固定 30 min。
固定结束后, PBS清洗 2遍。1 mL DAPI室温避光染

色 5 min, 2 mL PBS 清洗 2遍并封片, 4 ℃避光保存, 
于次日进行激光共聚焦观察。 

细胞电阻的测定  采用细胞电阻仪分别测定 1、
3 和 5 天的单层 HUVECs、共培养 HUVECs 和空白
细胞培养液的电阻, 以考察单层培养和双层共培养
的细胞电阻值的不同。 

流式细胞仪测定细胞周期  分别将 MCF-7 细
胞、HUVECs 细胞以及双层细胞按照以上步骤种植    
于 6 孔培养板、6 孔 Transwell 培养板上室和 6 孔
Transwell 培养板下/上室进行培养。于第 5 天停止培
养, 2 mL PBS 清洗细胞, 胰酶消化细胞并于 2 000 
r·min−1离心 5 min, 弃上清。PBS 调整细胞浓度, 取
1×106个细胞于 1.5 mL离心管中, 2 000 r·min−1离心     
5 min, 弃上清, 加入 70% 冷乙醇, 并将细胞吹散均匀
后于 4 ℃冰箱放置 6 h。随后低温离心机离心 (300 ×g, 
5 min) 弃上清, PBS清洗 3遍后加入 RNase A, 37 ℃

培养 30 min后加入 400 μL PI, 4 ℃避光反应 30 min, 
过细胞筛, 流式细胞仪测定细胞周期。 

VEGF蛋白的测定  分别将MCF-7细胞、HUVECs
细胞以及双层细胞按照以上步骤种植于 6孔培养板、
6 孔 Transwell 培养板上室和 6 孔 Transwell 培养板    
下/上室进行培养。种植量为 1×105个细胞/皿。按照以
上培养双层细胞模型的步骤, 对 MCF-7 和 HUVECs
细胞进行共培养, 于第 5 天弃上清, 用不含 FBS 的
DMEM 培养液培养 16 h, 采用人 VEGF 定量分析酶
联免疫检测试剂盒进行 VEGF 蛋白含量的测定 (具
体操作按照试剂盒说明书进行)。 

统计学方法  所有实验均重复 3～6 次, 实验数
据均以均值±标准差 ( x ± s) 表示。组间比较采用单
因素方差分析, 两组间样本比较采用 t检验, P < 0.05
表示有显著性差异。 
 

结果 
1  模拟体内肿瘤微环境的MCF-7和 HUVECs的双
层细胞模型的构建 

本研究中, HUVEC和MCF-7的双层细胞模型的
建立采用基于 Transwell培养板的非接触共培养方式, 
具体如图 1所示。HUVECs细胞生长在 Transwell上
室底面, 而MCF-7肿瘤细胞则在 Transwell下室底面
生长。由于上室底面具有一定孔径 (0.4 μm) 的基底
膜, Transwell 上下两室同时生长的两种细胞能各自
分泌可溶性因子通过基底膜进行交换, 从而起到相
互促进生长的作用。 



· 406  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2018, 53 (3): 403 −409  

 

 
Figure 1  The scheme on co-culture of MCF-7 and HUVECs 
cells in the transwell plate  
 
2  细胞活性 

采用 CCK-8 试剂盒检测单层细胞和双层共培养 
细胞在不同时间点的细胞活性, 结果如图 2所示。与
单层MCF-7和 HUVECs细胞相比, 共培养的MCF-7
和 HUVECs 均表现出更高的细胞活性。以 HUVECs
细胞表现尤为明显, 共培养第 5天, 双层 HUVECs较
单层 HUVECs 的细胞活性增加约 54%, 而双层
MCF-7细胞活性较单层MCF-7细胞活性增加值约为
32%。此外, 单层 MCF-7 和 HUVECs 细胞的活性均
随时间的增加而增强, 单层 MCF-7 细胞活性增加更
明显。而双层共培养的 MCF-7和 HUVECs细胞在前
5天的活性随时间的增加而增强, 于第 5天达到峰值, 
随后细胞活性降低。该实验结果提示, HUVECs 与
MCF-7细胞的双层模型建立的最佳培养时间为 5天。
因此, 本研究对于双层细胞模型的考察指标均以培
养 5天为准。 
 

 
Figure 2  Cell activity (absorbance at 450 nm detected by CCK-8) 
of single- or co-cultivated MCF-7 and HUVECs cells on different 
time points.  n = 6, x ± s.  **P < 0.01 vs single-cultivated MCF-7 
cells at the indicated day, respectively; ##P < 0.01 vs single-    
cultivated HUVECs at the indicated day, respectively 
 
3  细胞形态 

采用 TEM 考察了共培养的 MCF-7 和 HUVECs
细胞形态的变化, 结果如图 3所示。与单层培养细胞
相比, 共培养的 MCF-7和 HUVECs细胞均出现形貌
改变: 整个细胞变大、结构变疏松、细胞核增大, 且

可见明显的畸形细胞核膜。采用 DAPI对 HUVECs的
细胞核染色, 激光共聚焦显微镜观察单层 HUVECs
和双层 HUVECs 细胞的形态。结果如图 4 所示, 与
TEM 结果相一致, 单层培养的 HUVECs 细胞呈现出
脐静脉内皮细胞典型的梭形形貌, 且紧致规则的细
胞核分布在细胞内。而共培养的 HUVECs 细胞由于
受到肿瘤细胞 MCF-7 的影响, 其形貌发生了明显改
变: 细胞整体形态失去了梭形形态, 结构疏松, 细胞
核明显增大且变得畸形, 几乎占满了整个细胞。 
 

 
Figure 3  TEM morphological results of single- or co-cultivated 
MCF-7 and HUVECs cells.  a: Single-cultivated MCF-7 cells; b: 
Co-cultivated MCF-7 cells; c: Single-cultivated HUVECs cells; d: 
Co-cultivated HUVECs cells 
 

 
Figure 4  Confocal microscopy results of (a) single- or (b) co- 
cultivated HUVECs cells 
 
4  细胞电阻 

细胞电阻值可以反映细胞之间的连接紧密程度[8]。

细胞电阻仪测定的单层 HUVECs和双层 HUVECs细
胞在不同时间点 (1、3 和 5 天) 的细胞电阻值结果 
(表 1) 显示: 单层 HUVECs 细胞的电阻值随时间的
增加而增加, 而双层 HUVECs 细胞的电阻值随时间
的增加呈下降趋势。双层共培养 HUVECs 细胞的电
阻值于第 3天开始小于单层 HUVECs的细胞电阻值。
这可以解释为由于共培养的 HUVECs 的细胞形态发
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生了变化, 细胞间连接松散 (图 3、4), 使得其细胞活
性虽然高于单层培养的 HUVECs 的细胞活性, 但电
阻值却偏低。此外, 双层 HUVECs的细胞电阻值随时
间呈下降趋势则说明其所受肿瘤细胞影响的程度可

能与时间呈正比。 
 
Table 1  Transepithelial electrical resistance of single- or co- 
cultivated HUVECs cells on different time points.  n = 6, x ± s.  
#P < 0.05, ##P < 0.01 vs single-cultivated HUVECs at the indicated 
day, respectively 

Time/day 
Single-cultivated  
HUVECs/Ω·cm2 

Co-cultivated  
HUVECs/Ω·cm2 

1 74.30 ± 0.014 80.50 ± 0.028# 

3 83.00 ± 1.70 74.40 ± 3.61# 

5 95.33 ± 3.50 70.66 ± 6.40## 

 
5  细胞周期 

流式细胞仪测定了单层培养和双层共培养 MCF-7
和 HUVECs 细胞的细胞周期。G1期为 DNA 合成前
期, S期为 DNA合成期, DNA是控制肿瘤增殖、代谢
的主要成分。G2期为 DNA合成后期, M期为分裂期。
其中 S 期是细胞增殖的重要时期, 反映细胞的增殖   
活跃状态[9, 10]。由表 2和图 5结果可知, 与单层培养
MCF-7 和 HUVECs细胞相比, 双层共培养的 MCF-7
和 HUVECs 细胞的 S 期所占比重明显高于单层培养
的细胞, 这个结果与细胞活性结果相一致, 说明双层
共培养的两种细胞可以彼此相互促进增殖。 
6  VEGF蛋白含量 

VEGF是介导新生血管生成的重要因素, 可强烈
促使血管内皮细胞进行有丝分裂, 进而形成新的血
管, 被认为是促进肿瘤血管生成最强的细胞因子[11]。

采用人 VEGF 定量分析酶联免疫检测试剂盒测定了
单层和双层共培养 MCF-7和 HUVECs细胞中 VEGF
蛋白含量 (图 6)。由图可知, 双层共培养的 MCF-7
和 HUVECs 均较单层培养的细胞表现出更高的
VEGF含量, 其中以HUVECs中VEGF含量增加更明
显, 增加值可达 52%, 而双层 MCF-7 较单层 MCF-7
细胞中 VEGF 含量增加值约为 42%。该结果证明了

肿瘤细胞与血管内皮细胞共培养的相互作用关系 : 
肿瘤血管内皮细胞分泌的细胞因子可以促进肿瘤细

胞中 VEGF 蛋白含量的升高, 进而诱导出更多新生
的肿瘤血管。 
 

 
Figure 5  Flow cytometry analysis for cell cycles of 
single-cultivated MCF-7 cells (a), co-cultivated MCF-7 cells (b), 
single-cultivated HUVECs (c) and co-cultivated HUVECs (d), 
respectively.  n = 3, x ± s 
 

 
Figure 6  VEGF content of single- or co-cultivated MCF-7 and 
HUVECs cells.  n = 6, x ± s.  **P < 0.01 vs single-cultivated 
MCF-7 cells; ##P < 0.01 vs single-cultivated HUVECs cells 

 
Table 2  Cell cycle distribution of single- or co-cultivated MCF-7 and HUVECs cells after culturing for 5 days.  n = 3, x ± s.  **P < 

0.01 vs single-cultivated MCF-7 cells; ##P < 0.01 vs single-cultivated HUVECs  

 Cell cycle distribution  
Group 

G1 phase/% S phase/% G2/M phase/% 

Single-cultivated MCF-7 cells 71.82 ± 1.28 18.38 ± 0.36 7.99 ± 1.38 

Co-cultivated MCF-7 cells 58.58 ± 1.56** 32.84 ± 0.68** 9.5 ± 1.11 

Single-cultivated HUVECs cells 79.89 ± 0.26 12.70 ± 0.13 4.29 ± 0.09 

Co-cultivated HUVECs cells 43.62 ± 1.49## 23.34 ± 1.35## 30.90 ± 0.85## 
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讨论 
HUVECs 来源于大静脉, 虽具有分化增殖的潜

能和新生血管内皮细胞的特性, 但一般认为与肿瘤
来源的微血管内皮细胞有明显区别。实践中肿瘤血管

内皮细胞难以获得且培养困难, 而现有研究证明[12], 
肿瘤细胞培养的上清液刺激后的 HUVECs 会一定程
度上具有肿瘤血管内皮细胞的特性。因此, 本实验选
择 HUVECs用于模拟肿瘤血管内皮细胞。 

在体内, 肿瘤血管内皮细胞由于长期处于肿瘤
微环境中, 其细胞表型、功能甚至基因均较正常内皮
细胞会表现出显著不同。体外肿瘤细胞与肿瘤血管    
内皮细胞的共培养可以模拟体内的肿瘤微环境, 使
得肿瘤细胞和肿瘤血管内皮细胞均会表现出不同于

两者单独培养的一些特征。当肿瘤细胞与内皮细胞     
共培养后, 肿瘤细胞会通过各种方式包括分泌相应
的细胞因子如 VEGF 等降低内皮细胞的刚性、增加
内皮细胞的变形性、扩大内皮细胞间缝隙、打破血管

内皮屏障、提高内皮细胞的通透性以实现肿瘤细胞    
的侵袭转移[13−16]。恶性肿瘤血管的生成过程会受到

多种细胞因子的调控, 其中 VEGF 是最重要的血管
生成调控因子, 是目前已知的最强的血管通透剂, 也
是唯一引起血管内皮细胞高特异性增殖反应的细胞

因子[17]。本研究结果表明, 与单独培养的 MCF-7 和
HUVECs细胞相比, 共培养的 MCF-7和 HUVECs细
胞均表现出明显的高 VEGF 含量表达。共培养的
MCF-7 与 HUVECs 细胞形态也发生了明显变化: 细
胞整体增大、结构疏松、细胞核比例增大、核膜变形

等。尤其是共培养的 HUVECs细胞, 失去了其梭形形
貌、细胞结构变的严重疏松, 通透性增加, 导致其细
胞电阻值随时间的增加而降低 , 且较单独培养的
HUVECs 细胞的电阻值明显较低, 这在体内可能会
为肿瘤细胞下一步的侵袭和转移提供理论基础。 

在体内, 肿瘤组织能大量分泌 VEGF 刺激血管
内皮细胞的生成从而诱导肿瘤血管的大量不规则增

殖。同时, 肿瘤血管的大量生成又为肿瘤的增殖和转
移提供氧气和营养物质, 刺激肿瘤的大量增殖[18]。本

研究采用孔径为 0.4 μm的半透膜法 (Transwell培养
板) 进行 MCF-7 和 HUVECs 细胞的体外共培养, 两
种细胞各自所分泌的细胞因子可以通过 0.4 μm的小
孔持续有效地发挥作用, 这种共培养方式可以更真
实模拟体内肿瘤组织中肿瘤细胞和肿瘤血管内皮细

胞通过分泌可溶性因子进行间接作用的情况。因此, 
在本研究中, 共培养的 MCF-7和 HUVECs细胞均表

现出较单独培养的细胞更高的细胞活性、更强的细胞

增殖活力 (细胞周期中处于 S期和G2/M期比例较高) 
和更多的 VEGF 蛋白含量。本研究所构建的 MCF-7
和 HUVECs 细胞的体外共培养模型有望为抗血管生
成和诱导肿瘤凋亡的双重疗法的研究提供更真实模

拟体内肿瘤微环境的体外研究模型。 
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