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乳鼠结肠组织体外培养过程中TGF-β1对上皮细胞极性特
征的影响

付道时, 文 彬, 张凌杭, 李茹柳

®

■背景资料
微环境与肿瘤细
胞之间是密不可
分的功能整体. 人
们开始越加关注
肿瘤细胞赖以生
存和生长的微环
境. 转化生长因子
β1(transforming 
growth factor-β1, 
TGF-β1)是肿瘤
微环境的生长因
子之一 ,  TGF-β1
近年来成为广泛
研究和认可诱导
上皮细胞表型转
化的信号分子, 对
其功能和作用机
制研究具有重要
意义. 
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Abstract
AIM: To establish a neonatal rat colon tissue 
culture system and to analyze the effect of trans-
forming growth factor-β1 (TGF-β1) on polarity 
characteristics of epithelial cells.

METHODS: Forty-eight hours after 10 ng/mL 
TGF-β1 was added during the process of culture 
of colon tissues from neonatal rats, the expression 
changes of Crumbs3, E-cadherin and alpha smooth 

muscle actin (α-SMA) in the control group (without 
TGF-β1) and intervention group (with TGF-β1) 
were detected by IHC and RT-PCR.

RESULTS: Pavement-like cells could be seen 
around tissues in the control group after 48 h; 
Crumbs3 was mainly located at the apical mem-
brane of epithelial cells (P < 0.01); a single layer 
of α-SMA-positive myofibroblasts along the 
crypt axis was visible, and α-SMA was lowly 
expressed in the smooth muscle. However, cells 
in the intervention group showed different mor-
phology and size; E-cadherin was mainly pres-
ent in the cytoplasm, and E-cadherin expression 
was lower than that in the control group (P < 
0.05); α-SMA was abundantly expressed in acti-
vated fibroblasts (P < 0.01). The mRNA expres-
sion of E-cadherin and Crumbs3 in the control 
group was significantly lower than that in the 
intervention group (P < 0.05), while the mRNA 
expression of α-SMA in the intervention group 
was significantly higher than that in the control 
group (P < 0.01). 

CONCLUSION: TGF-β1 induced down-regula-
tion of Crumbs3 and then dramatically changed 
the phenotype of epithelial cells. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 建立乳鼠结肠组织器官培养体系, 分
析转化生长因子β1(t r ans f o rming g row th 

■同行评议者
周晓武, 副主任医
师, 中国人民解放
军空军总医院普
外科; 顾国利, 副
主任医师, 中国人
民解放军空军总
医院普通外科



付道时, 等. 乳鼠结肠组织体外培养过程中TGF-β1对上皮细胞极性特征的影响				              4387

WCJD|www.wjgnet.com 2014-10-18|Volume 22|Issue 29|

■研发前沿
TGF-β1诱导上皮
间充质转化 ,  使
得上皮细胞的结
构改变和出现恶
性表型 ,  而维持
整个组织完整性
的极性蛋白则很
有可能对这一巨
大改变负关键责
任. 探讨极性蛋白
Crumbs3与细胞表
型的关系有利于
深入理解TGF-β1
的作用机制.

factor-β1, TGF-β1)对组织上皮细胞表面极性
特征的影响. 

方法: 在乳鼠结肠组织器官培养过程中添加10 
ng/mL TGF-β1干预48 h后, 采用免疫组织化
学、RT-PCR技术检测培养组(无添加TGF-β1)
和干预组结肠组织中Crumbs3、E-cadherin、
α-平滑肌肌动蛋白(alpha smooth muscle actin, 
α-SMA)的表达分布变化. 

结果: 贴壁培养48 h后, 可见培养组(无添加
TGF-β1)组织块周围有铺路石样细胞爬满培养
板, Crumbs3主要表达在上皮细胞顶端膜位置
(P<0.01), E-cadherin主要表达在结肠组织黏膜
上皮层, α-SMA沿隐窝轴单层表达和少量表
达在平滑肌层. 而添加TGF-β1干预后的结肠
组织周边细胞形态大小不一, E-cadherin主要
表达在细胞质, 并呈低表达(P <0.05), α-SMA
则大量表达在活化态的肌成纤维细胞和间
充质中(P<0.01). 培养组E-cadherin、Crumbs3
的mRNA的表达量在48 h后明显低于干预组
(P <0.05), 而干预组中α-SMA的mRNA表达高
于培养组(P<0.01). 

结论: TGF-β1可诱导乳鼠结肠上皮细胞极性
蛋白Crumbs3的表达下降并导致肠上皮细胞
表型的改变. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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型; 肿瘤微环境

核心提示: 转化生长因子β1(transforming growth 
factor-β1, TGF-β1)参与调节细胞的增殖、分化、
发育和凋亡. 是肿瘤微环境中重要的生长因子. 
TGF-β1抑制极性蛋白的表达和诱导上皮细胞表
型转换, 通过这一潜在的作用机制修饰和改造间
充质微环境. 
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0  引言 

微环境与肿瘤之间是密不可分的功能整体, 这一

概念与100多年前Paget提出的“种子—土壤”

学说不谋而合[1]. 肿瘤微环境(tumor microenviron-
ment, TEM)是指肿瘤发生发展过程中所处的内环

境. 由肿瘤细胞本身、间质细胞、微血管、细胞

外基质等构成. 同时也充满着各种细胞因子、生

长因子和趋化因子. 比如肿瘤坏死因子、转化生

长因子β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)、
血管内皮生长因子、白介素等[2-4]. 因此TEM影响

肿瘤的发生发展、预后转移. 同时, 肿瘤细胞通过

直接(释放各种因子)或间接(诱导组织缺氧、坏

死)的各种手段, 引诱或者激活非肿瘤细胞如上皮

细胞, 来修饰肿瘤微环境[5,6]. 作为肿瘤微环境中

重要的生长因子之一, TGF-β1是被广泛研究和认

可诱导上皮细胞表型转化的信号分子. TGF-β1通
过对细胞周期的异常调节, 促进上皮细胞间叶化, 
诱导血管生成, 增加蛋白酶以及细胞外基质沉积

物的表达, 减低免疫监视等, 从而修饰改造肿瘤微

环境而促进癌症的发生[7-9]. 我们通过在乳鼠结肠

组织器官培养过程中添加TGF-β1, 探讨TGF-β1与
组织细胞极性和细胞表型的关系, 研究TGF-β1在
微环境中的潜在作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 出生3 d的SD大鼠, 购自广东省实验动

物中心, 许可证号: SCXK(粤)2013-0002, 每次培

养取5只新生乳鼠, 雌雄均可. DMEM高糖培养

基(Gibco), 重组人表皮生长因子(PeproTech), 牛
垂体提取物(Gibco), TGF-β1(PeproTech), 青链

霉素(Gibco), 氢化可的松(MPBIO), 谷氨酰胺

(GlutaMAX-Ⅰ Gibco), 3110 Series Ⅱ CO2培养

箱(Nthermo), TH4-200型荧光倒置显微镜(日本

OLYMPUS). 
1.2 方法 
1.2.1 完全培养基配制: DMEM高糖培养基添10 
g/L重组人表皮生长因子, 青、链霉素混合液(青
霉素100 U/mL, 链霉素100 μg/mL), 5 mg/L牛垂

体提取物, 谷氨酰胺10 mL/L[10-12], TGF-β1 10 ng/
mL, 氢化可的松3 μg/mL. 混匀后4 ℃保存. 
1.2.2 组织块器官培养: 取3 d龄乳鼠置于750 mL/L
乙醇10 min消毒处死后无菌条件下取出结肠组

织. 去除肠系膜, 血管, 内容物. 用4 ℃ PBS(添加

青链霉素200000 U/L)冲洗至澄清. 纵向剪开, 剪
碎成1-3 mm3. 将组织贴壁于100 μm的细胞滤膜上

(BD Falcon cell strainer), 然后放置于六孔培养板

中. 待贴壁成功, 添加1-3 mL培养液至刚好覆盖组

织块, 构成气液平面. 放置于37 ℃ CO2培养箱. 每
天更换培养液. 
1.2.3 免疫组织化学检测: 所有标本均经4%多

聚甲醛固定, 常规石蜡包埋, 采用4 μm厚连续
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■相关报道
闵飞在人大肠癌
癌旁组织体外培
养的研究中强调
血清的存在不利
于隐窝结构的维
持 ,  血清浓度越
高肠隐窝微架构
丧失越快 .  因此
我们在乳鼠结肠
组织体外培养过
程中采用无血清
培养基.

切片. 常规脱蜡水化, PBS冲洗, 3%H2O2灭活

内源性过氧化物酶, 微波修复15 min, 加入α-
平滑肌肌动蛋白(alpha smooth muscle actin, 
α-SMA)(ab124964 抗体稀释浓度1∶1000)、
E-cadherin(ab15148 抗体稀释浓度为1∶50)、
Crumbs3(ab180835 抗体稀释度为1∶100)、
CK18(bs1339r 抗体稀释浓度为1∶100) 4 ℃过

夜, PBS冲洗3次, 滴加相应二抗Goat Anti-Rabbit 
l g G(H R P)(a b136817抗体稀释浓度1∶1000) 
37 ℃温箱孵育30 min, 具体步骤按试剂盒说明

书操作. DAB显色, 苏木精复染, 常规乙醇脱水, 
二甲苯透明, 中性树胶封片, 显微镜下观察结果. 
每例标本均用PBS代替一抗作阴性对照. 应用

IPP6.0病理图象分析软件测定各组免疫阳性产

物的光密度(A )值. 每张切片随机测定6个视野, 
同时测定同一张切片上组织的A值作为背景, 免
疫反应产物的A值减去背景A值得到校正的A值

(CA值), 即为各阳性产物的实际吸光度值, 然后

求平均值作为该样本的CA值. 用CA值进行分析

和比较, 以避免染色过程中的非特异性染色等

导致的误差. 
1.2.4 采用反转录酶-聚合酶链锁反应技术进行
各蛋白mRNA检测: 收集乳鼠结肠组织, 弃去

培养液, D-hanks液洗涤组织2遍, 按照TRIzol试
剂(美国Invi t rogen公司)说明书提供的方法从

组织中提取总RNA, 逆转录合成cDNA第一链. 
采用Primer premier 6.0软件设计引物, 引物序

列及引物长度如表1. 内参照为甘油醛-3-磷酸

脱氢酶(GAPDH). 取2 μL cDNA作为模板, 2×
SYBR Premix Ex Taq 10 μL, 上下游引物终浓

度为0.4 μmol/L, 加灭菌蒸馏水至总体积20 μL. 
每样本3管复孔, 放入实时定量PCR仪(CFX96: 

Bio-Rad)中进行RT-PCR反应. 2步法PCR扩增

程序: 95 ℃预变性1 min, 95 ℃变性6 s, 60 ℃退

火20 s, 40个循环. 反应结束后确认RT-PCR扩

增曲线和熔解曲线, 采用2-△△Ct法对数据进行相

对定量分析. 
统计学处理 各组实验数据以mean±SE表

示, 采用SPSS16.0统计软件, 计量资料进行均

数间比较采用t检验. P <0.05为差异具有统计学

意义. 

2  结果 

2.1 器官培养乳鼠结肠组织 乳鼠结肠组织完全

培养基培养48 h后可见铺路石样紧密排列的单

层上皮细胞(图1A), 乳鼠结肠组织HE染色结果

显示培养组的乳鼠结肠组织仍然维持黏膜上皮

层结构, 可见紧密排列的上皮细胞(图2B箭头所

示), 细胞核含染色质较多, HE着色一般很深. 细
胞角蛋白是上皮组织的特征性抗原成分, 本实

验选用CK18(bs1339r)抗体来鉴定乳鼠结肠上

皮细胞, 培养组乳鼠结肠组织整个黏膜上皮层

可见棕褐色染色(图3G). 而TGF-β1干预后的结

肠组织周边的细胞大小形态不一, 间隙较大(图
1B), HE染色结果显示上皮细胞排列疏散, 表
型出现改变, 整个结肠组织以大量细长的成纤

维细胞为主(图2D), 并且成纤维细胞的标志物

α-SMA呈高表达(图3C). 
2.2 Crumbs3、E-cadherin、α-SMA的免疫组织
化学检测情况 在培养组(无添加TGF-β1)的结肠

组织中, Crumbs3主要表达在上皮细胞顶端膜位

置(图3D), E-cadherin主要表达在结肠组织黏膜

上皮层, 且分化越明显的地方棕褐色染色颜色

更深(图3E箭头所示), α-SMA沿隐窝轴单层表达

表  1   Crumbs3、E-cadherin、α-SMA mRNA反转录酶-聚合酶链锁反应引物和
长度

     
基因               引物序列(5'-3') 扩增长度(bp)         

Crumbs3 上游: cttgtcctcagaggccatcgtg 101  

下游: ctcgaagttttctcattagcagg

E-cadherin 上游: gaggtctacaccttcctggtg 137  

下游: tctgtagacactttgaatcgg

α-SMA 上游: catcacgaactgggatgacatg 133 

下游: catcttctccctgttggctttag

GAPDH(内对照) 上游: ggtcggtgtgaacggatttgg 121

下游: ggtcggtgtgaacggatttgg

α-SMA: α-平滑肌肌动蛋白.
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■创新盘点
摒弃永生化细胞
系培养模型, 摸索
结肠组织器官培
养方法, 更能体现
出细胞与细胞之
间的联系、细胞
与组织的关系. 同
时也从整个组织
水平上提供更接
近人体内环境的
研究模型.

和少量表达在平滑肌层(图3F). 而添加TGF-β1
干预后的结肠组织中, E-cadherin、Crumbs3
主要表达在细胞质(图3A, B), α-SMA则大量

表达在活化态的肌成纤维细胞和间充质中(图
3C). 各蛋白不仅在定位有变化, 48 h后培养组

中Crumbs3的光密度值显著高于干预组(0.2706
±0.0484 vs  0.1005±0.0488, P <0.01). E-cadherin
在培养组和干预组的光密度值分别为0.2643
±0.0192、0.1967±0.0541, P <0.05. α-SMA在

实验组和干预组的光密度值分别为0.1867±
0.0633、0.2957±0.0249, P <0.01(图4). E-cad-
herin在TGF-β1干预后开始表达下降而α-SMA则

表达增高. 
2.3 RT-PCR检测情况 48 h后培养组Crumbs3
的mRNA的表达量显著高于干预组(0.2735±

0.0208 vs  0.1859±0.0128, P <0.05). E-cadherin
在培养组和干预组的m R N A的表达量分别为

0.2681±0.0210、0.1983±0.0086, P <0.05. 
α -S M A在实验组和干预组的m R N A的表达

量分别为0.0431±0.0084、0.1056±0.0041, 
P <0.01(图5). E-cadherin的mRNA在TGF-β1干
预后开始表达下降而α-SMA的mRNA则表达

增高. 

3  讨论 

20世纪60年代, Browning等[13]在体外成功地培

养人结肠黏膜组织, 并维持其正常形态和组织

功能达24 h. 这一重大突破(之前的培养对象仅

限于胚胎组织)为生长因子和细胞因子对肠道增

殖和分化的影响、肿瘤发生发展过程的研究提

图  1  乳鼠结肠组织显微镜下观察结果(×250). A: 培养组; B: 干预组.

A B

A B

C D

图  2  乳鼠结肠组织HE染色图. A: 培养组(HE×200); B: 培养组(HE×400); C: 干预组(HE×200); D: 干预组(HE×400).
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供了科学的可行手段[14,15]. Dame等[16]用无血清

器官培养方法培养正常和息肉结肠组织48 h, 获
得了典型的组织特征. 同时明确强调胎牛血清

无益于人结肠组织的培养. 这一结果与我们前

期的人大肠癌癌旁组织体外培养研究结果一致. 
我们发现血清的存在不利于隐窝结构的维持, 
血清浓度越高肠隐窝微架构丧失越快[17]. 目前原

代培养结肠组织的困难比较大而且复杂. 然而

器官培养模型更接近人体内环境[18], 符合微环境

理论要求, 值得深入探索. 我们以Dame的培养方

法为基础, 在参考国内外文献的基础上优化培

养基的配制, 在无TGF-β1的干预下, 乳鼠结肠组

织仍维持黏膜上皮层结构(图2B, 3G). 这一实验

体系的初步建立为我们后期研究结肠生理病理

垫定了基础. 

■应用要点
TGF-β1抑制极性
蛋白的表达和诱
导上皮细胞恶性
表型转换, 这一间
充质微环境的早
期改变对肿瘤的
早期诊断与治疗
都有重要意义.

A B C

D E F

G

图  3  各蛋白在培养组和干预组结肠组织中的免疫组织化学图(×400). A: 干预组Crumbs3; B: 干预组E-cadherin; C: 干预组
α-SMA; D: 培养组Crumbs3; E: 培养组E-cadherin; F: 培养组α-SMA; G: 培养组CK18. α-SMA: α-平滑肌肌动蛋白.
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图  5  各蛋白的mRNA比较. α-SMA: α-平滑肌肌动蛋白.
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图  4  各蛋白的光密度值比较. aP<0.05, bP<0.01 vs  培养组. 
α-SMA: α-平滑肌肌动蛋白.
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上皮组织(肠、肾、肝、肺、乳房、前列腺

等)具有高度极性的特征. 从组织水平来说, 上
皮细胞形成多细胞结构进而构成两极分化的组

织. 从而维持组织的完整结构和其正常生理功

能. 从细胞水平来说, 上皮细胞利用其不对称分

布的胞质和跨膜蛋白来维持细胞结构和调控细

胞转换信号[19-21]. 然而, 肿瘤病理学家发现在肿

瘤启动的早期, 组织和细胞极性就已经开始丧

失[22,23]. Crumbs极性蛋白家族由Pals1、PATJ和
Crumbs构成. 最初是在果蝇上皮细胞研究中得

到确认, 主要负责上皮细胞顶端区域的形成[24,25]. 
在对C r u mb s的功能研究上, 最新的研究表明

Crumbs3通过黏合Expanded蛋白来调控Hippo信
号通路, 从而起到肿瘤抑制作用[26]. 我们在结肠

组织培养过程中, 添加TGF-β1干预48 h后, 极性

蛋白Crumbs3的表达显著下降. 作为上皮细胞和

分化的标志物E-cadherin也显著丢失, 而只在活

化态的成纤维细胞中表达的α-SMA则高表达. 
这有可能是转化生子因子直接靶向极性蛋白分

子, 抑制Crumbs3的表达, 从而破坏上皮细胞紧

密连接功能和组织完整性, 进而为上皮细胞表

型的恶性转换提供了基础. 而上皮细胞恶性表

型的主要表现为上皮细胞间充质样转变、上皮

细胞间的黏附功能消失、迁移运动性增强、甚

至抵抗凋亡[27-29]. 在我们的实验研究中发现, 添
加TGF-β1干预后, 上皮细胞标志物E-cadherin
不仅表达下降, 而且由胞膜转向胞质表达—恶

性表型的标志 ,  而作为间充质细胞的标志物

α-SMA呈高表达, 形成肌动蛋白骨架、分泌大

量生长因子加速细胞表型的恶性转换, 进一步

活化间充质微环境, 为肿瘤的启动甚至转移营

造更为有利的微环境. 
TGF-β1在结肠肿瘤中所扮演的角色复杂

而矛盾[30], 然而其抑制极性蛋白Crumbs3的表达

并使得肠上皮细胞出现恶性表型的转换. 对这

一修饰改造间充质微环境的作用的研究可能为

临床结肠肿瘤启动早期诊断和治疗带来新思路. 
但极性蛋白与细胞表型转换的具体相关机制也

有待进一步研究. 
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■同行评价
研究本身具有重
要意义, 采用方法
和结果可信.


