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　　［摘要］　目的　探讨胃癌衰老细胞相关分泌表型条件培养基（ＳＡＳＰＣＭ）对人胃癌细胞系ＢＧＣ８２３增殖能力的影

响。方法　取ＢＧＣ８２３细胞分为３组：胃癌ＳＡＳＰＣＭ组、正常肿瘤细胞条件培养基（ＣＴＲＣＭ）组和正常培养基

（ＮＯＲＣＭ）组。利用紫杉醇（ＰＴＸ）处理ＢＧＣ８２３细胞构建衰老细胞模型并制备ＳＡＳＰＣＭ。使用β半乳糖苷酶染色验证

衰老细胞模型的建立；酶联免疫吸附实验检测ＳＡＳＰＣＭ中主要的衰老细胞相关分泌表型（ＳＡＳＰ）因子的浓度；ＣＣＫ８法

及细胞克隆形成实验检测ＳＡＳＰＣＭ对ＢＧＣ８２３细胞增殖能力的影响；流式细胞术检测细胞周期及细胞凋亡情况。

结果　３５ｎｍｏｌ／ＬＰＴＸ诱导ＢＧＣ８２３细胞７２ｈ可建立稳定的细胞衰老模型，此条件下衰老细胞比例最高，为（６６．９５±

３．５４）％。ＳＡＳＰＣＭ中主要的ＳＡＳＰ因子白细胞介素（ＩＬ）６、ＩＬ８、ＣＸＣ趋化因子配体１（ＣＸＣＬ１）、ＣＣ趋化因子配体２

（ＣＣＬ２）、γ干扰素（ＩＮＦγ）的浓度均高于ＣＴＲＣＭ（犘均＜０．０１）。培养４８、７２、９６ｈ时ＳＡＳＰＣＭ组细胞的增殖活性均

高于ＣＴＲＣＭ组和ＮＯＲＣＭ组（犘均＜０．０５）。ＳＡＳＰＣＭ组细胞的相对克隆形成率高于ＣＴＲＣＭ组（犘＜０．０１）和

ＮＯＲＣＭ组（犘＜０．０５）。ＳＡＳＰＣＭ组的Ｓ期细胞比例均高于ＣＴＲＣＭ组和ＮＯＲＣＭ组（犘均＜０．０１），各组间细胞凋

亡率差异无统计学意义。结论　胃癌ＳＡＳＰＣＭ促进ＢＧＣ８２３细胞增殖。

［关键词］　胃癌；细胞衰老；衰老相关分泌表型；紫杉醇；细胞增殖
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第１２期．王　瑜，等．胃癌衰老细胞相关分泌表型条件培养基对人胃癌细胞系ＢＧＣ８２３增殖能力的影响

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＳＡＳＰＣＭｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＣＴＲＣＭａｎｄＮＯＲＣＭ

ｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｆｏｒ４８，７２ａｎｄ９６ｈ（ａｌｌ犘＜０．０５）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＳｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＳＡＳＰＣＭｇｒｏｕｐｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＣＴＲＣＭａｎｄＮＯＲＣＭｇｒｏｕｐｓ（ｂｏｔｈ犘＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＳＡＳＰＣＭｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓＢＧＣ８２３．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｃｅｌｌｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ；ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ；ｔａｘｏｌ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（１２）：１５０８１５１３］

　　细胞衰老是指增殖细胞脱离细胞周期呈永久性

生长停滞的状态，可由ＤＮＡ损伤、氧化应激、电离

辐射、抗肿瘤药物等多种因素诱发［１］。β半乳糖苷

酶（βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，βｇａｌ）活性升高是细胞衰老的

特异性指标。衰老细胞新陈代谢非常活跃，其显著

的特点之一是能分泌大量生物活性物质，如白细胞

介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）６、ＩＬ８、ＩＬ１α／β、基质金属蛋

白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｅｓｅ，ＭＭＰ）以及生长因

子等，称为衰老细胞相关分泌表型（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＡＳＰ）因子
［２４］。衰

老细胞通过旁分泌ＳＡＳＰ因子改变细胞微环境，从

而影响肿瘤的发生和发展［５７］。化学治疗是胃癌重

要的治疗手段，可诱导细胞衰老［８］，但有关衰老细胞

ＳＡＳＰ现象对胃癌细胞的影响目前尚未见报道。本研

究通过建立胃癌细胞衰老模型制备胃癌衰老细胞相

关分 泌 表 型 条 件 培 养 基 （ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ，ＳＡＳＰＣＭ），

并使用ＳＡＳＰＣＭ培养人胃癌细胞系ＢＧＣ８２３细胞，

旨在探讨ＳＡＳＰＣＭ对胃癌细胞增殖的影响，以期为

临床上化学治疗诱导衰老细胞的清除提供依据。

１　材料和方法

１．１　实验试剂与细胞　人胃癌细胞系ＢＧＣ８２３由

中国生物化学和细胞生物学研究所提供，用于构建

衰老细胞模型和细胞增殖实验。紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，

ＰＴＸ，纯度９９．７４％）购自美国ＡＰＥｘＢＩＯ公司（批号

Ａ４３９３），衰老检测试剂盒购自上海碧云天生物技术

有限公司，ＲＰＭＩ１６４０培养液、胎牛血清（ｆｅｔａｌ

ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，酶联免疫

吸附实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，

ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自上海酶联生物科技有限公司，

ＡｎｎｅｘｉｎⅤ增强型绿色荧光蛋白 （ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）和碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ

ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）购自江苏凯基生物技术股份有限公司，细

胞增殖与活性检测试剂盒购自和元生物技术（上海）

科技有限公司。

１．２　细胞衰老模型的构建　于６孔板中以２×

１０５／孔的密度接种ＢＧＣ８２３细胞，待细胞融合达

８０％后换液，分别用含０、３０、３５、４０ｎｍｏｌ／ＬＰＴＸ的

完全培养液培养７２ｈ后移除培养液，ＰＢＳ洗涤１次，

加入１ｍＬ 衰老相关β半乳糖苷酶（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＳＡβｇａｌ）染色固定液室

温固定１５ｍｉｎ。吸除固定液，ＰＢＳ洗涤３次，每次

３ｍｉｎ。吸除ＰＢＳ，每孔加入１ｍＬ染色工作液，

３７℃孵育过夜。于倒置显微镜下观察衰老细胞，随

机选取５个视野进行拍照，计算每个视野下衰老细

胞百分率。

１．３　细胞分组与条件培养基的制备　取ＢＧＣ８２３

细胞分为ＳＡＳＰＣＭ组、正常肿瘤细胞条件培养基

（ｃｏｎｔｒｏｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ，ＣＴＲＣＭ）组和正常

培养基（ｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ，ＮＯＲＣＭ）组

３组。ＳＡＳＰＣＭ组用ＳＡＳＰＣＭ＋５％ＦＢＳ培养细

胞，ＣＴＲＣＭ组用ＣＴＲＣＭ＋５％ＦＢＳ培养细胞，

ＮＯＲＣＭ组用含５％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液培

养细胞。条件培养基的制备：（１）ＳＡＳＰＣＭ的制备。

于６孔板中以２×１０５／孔的密度接种ＢＧＣ８２３细胞，

待细胞融合达８０％后更换含３５ｎｍｏｌ／ＬＰＴＸ的培

养液继续培养７２ｈ，换液，用无血清ＲＰＭＩ１６４０培

养液继续培养２４ｈ后，１２０００×犵离心１５ｍｉｎ收集

上清，０．４５μｍ滤膜过滤，－８０℃冰箱冻存备用。

（２）ＣＴＲＣＭ的制备。于６孔板中以１×１０５／孔的

密度接种ＢＧＣ８２３细胞，用含二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ｓｕｒｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）的完全培养液培养７２ｈ后换液，

用无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养液继续培养２４ｈ后，

１２０００×犵离心１５ｍｉｎ收集上清，０．４５μｍ滤膜过

滤，－８０℃冻存备用。

１．４　ＥＬＩＳＡ测定条件培养基中主要ＳＡＳＰ因子的

浓度　取制备所得的ＳＡＳＰＣＭ 和ＣＴＲＣＭ，按

ＥＬＩＳＡ试剂盒操作说明检测各条件培养基中主要

ＳＡＳＰ因子的浓度。
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１．５　检测细胞增殖活性　取ＢＧＣ８２３细胞悬液以

５×１０３／ｍＬ的密度接种于９６孔培养板内，培养６ｈ

后吸去培养液，分别按各组要求加入相应的培养液

继续培养，在２４、４８、７２、９６ｈ时每孔加入１０μＬ

ＣＣＫ８，孵 育 ２ｈ 后 使 用 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ

ＭｕｌｔｉｓｋａｎＴＭＦＣ酶标仪检测４５０ｎｍ波长处的光密

度（犇）值。各组设空白对照孔，实验重复３次，每组

设５个复孔。

１．６　检测细胞克隆形成　取各组细胞以３００／孔的

密度接种于６孔板中，实验设３个复孔；放置于

３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养２周；当６孔板中出

现肉眼可见的克隆时终止培养；吸出培养液，ＰＢＳ洗

涤１次，每孔加入５００μＬ甲醇固定５ｍｉｎ；吸出固定

液，ＰＢＳ洗涤，加适量吉姆萨染色液染色１０ｍｉｎ；

ＰＢＳ洗涤、干燥，低倍镜下计数＞５０的克隆数，计算

克隆形成率。

１．７　流式细胞术检测细胞周期和凋亡情况　取各

组细胞培养２４、４８、７２、９６ｈ后消化离心，以０．５ｍＬ

ＰＢＳ重悬后迅速加入３．５ｍＬ７０％预冷的乙醇，吹打

均匀后４℃过夜；离心弃上清，用含有０．２ｍｇＲＮａｓｅＡ

的１ｍＬＰＩ／ＴｒｉｔｏｎＸ１００染色液重悬细胞，３７℃染

色１５ｍｉｎ；应用流式细胞仪检测细胞周期。另取各

组细胞培养２４、４８、７２、９６ｈ后消化离心，以０．５ｍＬ

结合缓冲液重悬，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＥＧＦＰ混匀

后，再加入５μＬＰＩ，混匀；室温、避光反应１５ｍｉｎ，上

流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

１．８　统计学处理　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０软件

进行数据分析。呈正态分布的计量资料用珔狓±狊表

示，两组间比较采用非配对狋检验，３组及以上样本

的比较采用两两比较狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＴＸ诱导ＢＧＣ８２３细胞衰老模型成功构建　不

同浓度ＰＴＸ诱导ＢＧＣ８２３细胞７２ｈ后，显微镜下

观察（图１Ａ）显示衰老细胞形态变得扁平、胀大、颗

粒增多，细胞内ＳＡβｇａｌ的活性增加，表明ＢＧＣ８２３

细胞衰老模型成功构建。由图１Ｂ可见，浓度为

３５ｎｍｏｌ／Ｌ的ＰＴＸ处理７２ｈ时衰老细胞的比例最

高，为（６６．９５±３．５４）％，因此选用３５ｎｍｏｌ／ＬＰＴＸ

建立胃癌细胞衰老模型。

图１　犘犜犡诱导人胃癌细胞系犅犌犆８２３衰老

犉犻犵１　犎狌犿犪狀犵犪狊狋狉犻犮犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾犾犻狀犲狊犅犌犆８２３狊犲狀犲狊犮犲狀犮犲犻狀犱狌犮犲犱犫狔犘犜犡

Ａ：ＳｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＴＸｆｏｒ７２ｈ；Ｂ：

ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｔｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＴＸｆｏｒ７２ｈ．ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ；ＰＴＸ：Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ．Ｓｃａｌｅ

ｂａｒ＝２０μｍ．
犘＜０．０１．狀＝３，珔狓±狊

２．２　ＣＴＲＣＭ 和ＳＡＳＰＣＭ 中主要ＳＡＳＰ因子

浓度的比较　与ＣＴＲＣＭ相比，ＳＡＳＰＣＭ中ＩＬ６、

ＩＬ８、ＣＸＣ 趋化因子配体１［ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣ

ｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ１，ＣＸＣＬ１］、ＣＣ 趋化因子配体２

［ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ２，ＣＣＬ２］、γ干扰素

（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＮＦγ）的浓度均升高（犘均＜０．０１），

而两组间ＩＬ１β浓度差异无统计学意义，见图２。

２．３　各组ＢＧＣ８２３细胞的增殖及克隆形成能力的

比较　ＳＡＳＰＣＭ组细胞的增殖活性随着培养时间

的延长呈现上升趋势，４８、７２、９６ｈ时均高于ＣＴＲ

ＣＭ组和ＮＯＲＣＭ组（犘＜０．０５，图３Ａ）。细胞克隆

形成实验结果显示，ＳＡＳＰＣＭ组细胞的克隆形成率

高于ＣＴＲＣＭ组（犘＜０．０１）和ＮＯＲＣＭ 组（犘＜

０．０５，图３Ｂ），表明ＳＡＳＰＣＭ组ＢＧＣ８２３细胞的增

殖速度快于ＣＴＲＣＭ组和ＮＯＲＣＭ组。

２．４　各组ＢＧＣ８２３细胞周期和凋亡率比较　流式

细胞术结果（图４）显示，培养ＢＧＣ８２３细胞２４、４８、

７２、９６ｈ后，ＳＡＳＰＣＭ 组的Ｓ期细胞比例高于

ＣＴＲＣＭ组和ＮＯＲＣＭ组，差异均有统计学意义

（犘均＜０．０１）；而各组间Ｇ１期、Ｇ２期细胞比例以及

细胞凋亡率差异均无统计学意义。
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图２　犈犔犐犛犃法检测犛犃犛犘因子浓度

犉犻犵２　犆狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犛犃犛犘犳犪犮狋狅狉狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犈犔犐犛犃

ＥＬＩＳＡ：Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ；ＳＡＳＰ：Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ；ＣＴＲ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＣＭ：Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ；

ＩＬ：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ；ＣＸＣＬ１：Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ１；ＣＣＬ２：Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ２；ＩＮＦγ：Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ．犘＜０．０１ｖｓ

ＣＴＲＣＭｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

图３　犛犃犛犘犆犕促进人胃癌细胞系犅犌犆８２３细胞增殖及克隆形成

犉犻犵３　犛犃犛犘犆犕狆狉狅犿狅狋犲犱狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犪狀犱犮狅犾狅狀狔犳狅狉犿犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋犻犲狊狅犳犺狌犿犪狀犵犪狊狋狉犻犮犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾犾犻狀犲狊犅犌犆８２３

Ａ：ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＣｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓ（Ｇｉｅｍｓａｓｔａｉｎｉｎｇ）．ＣＴＲ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＮＯＲ：Ｎｏｒｍａｌ；ＳＡＳＰ：

Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ；ＣＭ：Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ．犘＜０．０５ｖｓＮＯＲＣＭｇｒｏｕｐ（ａｔｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｉｎＦｉｇ３Ａ）；犘＜

０．０５，犘＜０．０１ｖｓＣＴＲＣＭｇｒｏｕｐ（ａｔｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｉｎＦｉｇ３Ａ）．狀＝３，珔狓±狊

图４　各组人胃癌细胞系犅犌犆８２３的细胞周期及凋亡率

犉犻犵４　犘犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳犮犲犾犾狆犺犪狊犲狊犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犺狌犿犪狀犵犪狊狋狉犻犮犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾犾犻狀犲狊犅犌犆８２３犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

Ａ，Ｃ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓｏｆｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｉｎｇＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｆｏｒ７２ｈ；Ｂ：ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｉｎｇｆｏｒ７２ｈ．ＣＴＲ：

Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＮＯＲ：Ｎｏｒｍａｌ；ＳＡＳＰ：Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ；ＣＭ：Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ．犘＜０．０１ｖｓＳｐｈａｓｅｏｆＳＡＳＰＣＭ

ｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊
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３　讨　论

长期以来，主流观点认为衰老是肿瘤进展过程

中的障碍，是机体对抗肿瘤的重要手段之一，如衰老

细胞通过ＳＡＳＰ改变细胞微环境，招募中性粒细胞、

巨噬细胞和自然杀伤细胞等免疫细胞到肿瘤病灶，

从而杀死衰老细胞和肿瘤细胞［９１０］。然而，有研究

表明衰老细胞分泌的ＳＡＳＰ还可引起化疗耐药及肿

瘤侵袭、转移；如Ｃａｎｉｎｏ等
［１１］研究发现培美曲塞能

诱导胸膜间皮瘤细胞发生衰老并分泌ＳＡＳＰ，引起

耐药及上皮细胞间质化。目前关于衰老细胞对肿瘤

细胞增殖影响的研究主要集中于衰老成纤维细胞对

上皮细胞增殖的影响，如在乳腺癌、前列腺癌中衰老

的成纤维细胞促进乳腺上皮细胞、前列腺上皮细胞

增殖［１２］，尚没有关于化学治疗诱导的胃癌衰老细胞

对肿瘤增殖影响的报道。

新辅助化疗是临床上进展期胃癌常用的治疗手

段之一。然而，部分患者经过化疗后肿瘤呈现报复

性生长。我们前期通过对此类临床标本进行衰老染

色发现肿瘤组织中存在衰老细胞（数据未发表）。为

了探讨胃癌衰老细胞对肿瘤增殖的影响，本研究利

用体外细胞培养体系建立衰老模型，用不同浓度

ＰＴＸ处理ＢＧＣ８２３细胞不同时间，最终确定浓度为

３５ｎｍｏｌ／Ｌ的ＰＴＸ处理７２ｈ时胃癌衰老细胞比例

最高，可建立稳定的衰老细胞模型，为下一步实验夯

实了基础。

研究衰老细胞对肿瘤细胞增殖的影响，我们认

为可以从两个方面来考虑，一是衰老细胞旁分泌对

周围细胞增殖的影响，二是衰老细胞与周围细胞直

接接触对周围细胞增殖的影响。本实验通过建立衰

老细胞模型，并收集ＳＡＳＰＣＭ来研究胃癌衰老细

胞旁分泌对人胃癌细胞系ＢＧＣ８２３增殖的影响，结

果发现衰老细胞条件培养对胃癌细胞的增殖具有促

进作用，且是促进细胞周期进展而非抑制细胞凋亡。

本实验不足之处在于未能进行细胞接触对细胞增殖

影响的研究，这将是未来研究的另一方向。

衰老细胞条件培养基的主要成分在不同类型细

胞中差异并不大，本研究通过 ＥＬＩＳＡ 检测发现

ＳＡＳＰＣＭ中主要ＳＡＳＰ因子ＩＬ６、ＩＬ８、ＣＸＣＬ１、

ＣＣＬ２、ＩＮＦγ的浓度均升高。目前，关于ＳＡＳＰ因

子促进肿瘤细胞增殖的机制研究较多，如衰老细胞

可通过旁分泌ＩＬ６与周围细胞表面ＩＬ６Ｒ结合激

活ＩＬ６／ＩＬ６Ｒ／Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）／ＳＴＡＴ３／ＣｙｃｌｉｎＤ１信

号通路，从而促进上皮细胞、内皮细胞增殖等［１３１４］。

此外，ＩＬ６和ＩＬ８可协同促进炎性反应和细胞增

殖。在乳腺癌中衰老成纤维细胞分泌的ＳＡＳＰ因子

ＣＸＣＬ１能促进乳腺上皮细胞增殖，而ＭＭＰ与小鼠

乳腺上皮细胞癌高度成瘤性相关，这些因子能激活

细胞有丝分裂相关信号通路［１５１６］。在前列腺癌中，

衰老成纤维细胞分泌的双调蛋白也具有类似作

用［１７１８］。恶性黑色素瘤细胞高表达ＣＸＣＲ２受体，

在配体ＣＸＣＬ１和ＩＬ８刺激下导致细胞增殖速度加

快［１３，１９］。本实验也表明，化学治疗药物ＰＴＸ诱导的

胃癌衰老细胞在一定层面上能通过ＳＡＳＰ来促进肿

瘤细胞生长。但ＳＡＳＰ促进胃癌细胞增殖是一个整

体，单因子研究并不能完全反应ＳＡＳＰ因子的作用，

因此，需进一步研究ＳＡＳＰＣＭ刺激下胃癌细胞发

生的改变，如对ＳＡＳＰＣＭ组及ＣＴＲＣＭ组的细胞

进行表达谱分析，从而确定下一步研究方向。

综上所述，胃癌衰老细胞能通过ＳＡＳＰ促进肿

瘤细胞增殖，ＳＡＳＰ因子可能是肿瘤预后不良的重

要指标。随着对ＳＡＳＰ分子调控机制了解的深入，

通过药物或者基因抑制ＳＡＳＰ有望成为胃癌重要治

疗手段之一。
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