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基于３Ｄ微肿瘤模型探讨乳腺癌微环境及耐药性
王娟如１，宋巧稚２，刘晓利１，３，吴正升１，３

（１安徽医科大学第一附属医院病理科，合肥　２３００２２；
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摘要　目的　利用液滴微流控技术构建３Ｄ微肿瘤模型来模拟肿瘤微环境。通过３Ｄ微肿瘤的制造、表征和对化疗药物的敏
感性测试，探究其作为体外乳腺癌研究模型的可行性。方法　将人乳腺癌细胞用水凝胶壳封装在富含胶原蛋白的微胶囊核
心中，获得体外乳腺癌微肿瘤；将乳腺癌微肿瘤通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ系统与３Ｄ微胶囊化的内皮细胞进行共培养。通过显微镜直接
观察微肿瘤的结构和生长特征；采用ＣＣＫ-８实验检测不同培养模型下细胞的增殖情况以及对阿霉素的药物敏感性；采用流式
细胞术比较增殖过程细胞凋亡的差异；采用划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验评估细胞迁移和侵袭能力的差异；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
检测细胞上皮－间充质转化（ＥＭＴ）相关蛋白的表达。结果　乳腺癌细胞在水凝胶核 －壳微胶囊中生长良好；细胞增殖实验
结果显示，３Ｄ培养和３Ｄ共培养细胞增殖速度显著低于２Ｄ培养；与２Ｄ培养相比，３Ｄ培养和３Ｄ共培养细胞迁移和侵袭能力
增强并显示出更高的ＥＭＴ相关蛋白表达；与２Ｄ培养相比，３Ｄ培养和３Ｄ共培养细胞对化疗药物的敏感性显著降低。结论　
３Ｄ培养表现出与体内肿瘤相似的形态结构和生物学特征且对化疗药物耐药性更高。
关键词　３Ｄ培养；共培养；核－壳微胶囊；肿瘤微环境；化疗耐药
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　　乳腺癌是全球女性中最常见的癌症［１］。癌症

研究中的大多数体外研究都是在 ２Ｄ模型下进行
的，随后在体内动物模型中进行验证。然而，２Ｄ模
型无法准确模拟肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎ-
ｍｅｎｔ，ＴＭＥ），动物模型存在伦理学和高成本等局限
性［２］。作为肿瘤细胞生物学和组织工程之间的交

叉点，３Ｄ体外肿瘤模型能更准确地模拟体内微环
境，它有可能缩小传统２Ｄ细胞培养和体内肿瘤细
胞学实验之间的差距［３］。其中，微胶囊化可以更准

确地模拟细胞外基质的微环境，液滴微流控技术也

为３Ｄ培养的微胶囊化和小型化开辟了新的潜力，
但其低产量、低效率以及复杂的工艺导致该技术无

法广泛应用［４］。该研究通过构建一种简易的３Ｄ微
肿瘤模型，探讨该模型是否可作为乳腺癌进展机制

研究和筛选抗肿瘤药物的临床前模型。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　人乳腺癌细胞系（ｍｉｃｈｉｇａｎ
ｃａｎｃｅｒｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ-７，ＭＣＦ-７）和（ＭＤａｎｄｅｒｓｏｎ-ｍｅｔａ-
ｓｔａｔｉｃｂｒｅａｓｔ-２３１，ＭＤＡ-ＭＢ-２３１）（中国科学技术大学
朱涛教授惠赠），人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉ-
ｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）（中国科学技术
大学赵刚教授惠赠）；鼠尾胶原蛋白 Ｉ型（货号：
Ｃ８０６２）、胶原酶Ｉ（货号：Ｃ８１４０）购自北京索莱宝科
技有限公司；ＥＧＭ-２ＢｕｌｌｅｔＫｉｔ（ＣＣ-４１７６）购自瑞士
ＬＯＮＺＡ公司；阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）（货号：
ＫＧＡ１７０５-１０）购自江苏凯基生物技术股份有限公
司；ＣＣＫ-８检测试剂盒（货号：ＫＡ２３１５３１）购自上海
陶术生物科技有限公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ／７-ＡＡＤ双
染细胞凋亡检测试剂盒（货号：ＢＢ-４１０１２）购自上海
贝博生物科技有限公司；基质胶（货号：３５６２３４）购
自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ（货号：６０３３５-１-Ｉｇ）、
Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ（货号：２２０１８-１-ＡＰ）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（货号：
６０３３０-１-Ｉｇ）购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；多功能酶标
仪购自美国 ＰＥ公司；ＦＡＣＳ-Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪购
自美国 ＢＤ公司；ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ ＢａｓｉｃＰｏｗｅｒＳｕｐｐｌｙ
１６４５０５０型电泳仪购自美国 ＢＩＯ-ＲＡＤ公司。
１．２　方法
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１．２．１　微胶囊的封装　利用液滴微流控技术［５］自

制装置用于微胶囊封装，该装置（图１）主要由３个
直径不同的针头组装而成，包括内径０.１６ｍｍ、外径
０.３０ｍｍ的紫色针头，内径０.６０ｍｍ、外径０.９０ｍｍ
的粉色针头以及内径０.７４ｍｍ、外径１.０４ｍｍ的黑
色针头，通过热熔胶按照图１进行组装，并且保证紫
色针头与粉色针头横切面处于同心圆位置，最后与

１.５ｍｌＥＰ管组合，使用中空的泡沫将装置固定于
５０ｍｌ离心管中。取１×１０６个细胞于 ＥＰ管内，以
１２００ｒ／ｍｉｎ速度离心５ｍｉｎ，弃去上清液，加入６４６
μｌ２％羧甲基纤维素钠溶液，混匀后置于冰上备用；
然后，将３００μｌＩ型鼠尾胶原加到１８μｌ０.１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液中，立即混匀，再加入３６μｌ１０×含酚红
的ＰＢＳ，混匀；最后，加入含有细胞的羧甲基纤维素
钠溶液，混匀后置于冰上备用，最终Ｉ型鼠尾胶原蛋
白浓度为１.５ｍｇ／ｍｌ（样品）；将２％海藻酸钠从入
口１注入到装置中，样品从入口２注入到装置中，出
口下方连接装有 ＣａＣｌ２溶液的 ＥＰ管。通过改变封
装系统的参数（如针头内径的大小、针管与ＣａＣｌ２溶
液表面的距离、水凝胶混合比和离心机转速等）可

控制微胶囊的生成。

１．２．２　细胞培养　２Ｄ细胞培养：将 ＭＣＦ-７、ＭＤＡ-
ＭＢ-２３１和ＨＵＶＥＣｓ细胞分别培养于 ＤＭＥＭ高糖完
全培养基；３Ｄ细胞培养：通过核-壳微胶囊制备装置
（图１）将 ＭＣＦ-７、ＭＤＡ-ＭＢ-２３１和 ＨＵＶＥＣｓ细胞封
装入微胶囊；３Ｄ共培养：将 ＭＣＦ-７和 ＭＤＡ-ＭＢ-２３１
微胶囊置于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，ＨＵＶＥＣｓ微胶囊置于Ｔｒ-
ａｎｓｗｅｌｌ下室，共同培养于含内皮细胞生长因子的培
养基中。

１．２．３　细胞增殖实验　２Ｄ培养组将对数生长期
ＭＣＦ-７和 ＭＤＡ-ＭＢ-２３１细胞按照５００个／孔的密度

接种到９６孔板中，每孔约１００μｌ细胞悬液；３Ｄ培养
组和３Ｄ共培养组分别将培养０、１、３、５、７ｄ的相应
微胶囊经胶原酶Ｉ消化成单个细胞后在同一时间按
照５００个／孔的密度接种到９６孔板中；没有加入细
胞的孔作为空白对照组，设置６个重复孔，每组重复
３次。在第０、１、３、５、７天同一时间，每孔加入９０μｌ
新鲜培养基和 １０μｌＣＣＫ-８检测液，避光孵育 ２ｈ
后，酶标仪检测孔板的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）
值，检测波长为４５０ｎｍ（单波长）。统一将第０天的
ＯＤ值设置为１，所有数据标准化（归一化），活性指
数定义为发光值与第０天发光值的归一化比值，利
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件作出生长曲线图。
１．２．４　流式细胞术实验　２Ｄ培养组取对数生长期
ＭＣＦ-７和ＭＤＡ-ＭＢ-２３１细胞，３Ｄ培养组和３Ｄ共培
养组将微胶囊消化成单个细胞（收集培养基终止消

化），４℃ ＰＢＳ洗２次后用Ａｎｎｅｘｉｎ结合液重悬细胞
至１×１０６个／ｍｌ，加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ染液避光孵
育１５ｍｉｎ后，加７-ＡＡＤ染液避光孵育５ｍｉｎ后在流
式细胞仪中检测并分析细胞凋亡率。每组设３个复
孔，重复３次。
１．２．５　划痕实验　使用 ｍａｒｋｅｒ笔沿直尺在６孔板
背后均匀画横线，２Ｄ培养组取对数生长期 ＭＣＦ-７
和ＭＤＡ-ＭＢ-２３１细胞，３Ｄ培养组和３Ｄ共培养组将
相应微胶囊消化成单个细胞，接种于６孔板中（细
胞量以２４ｈ后铺满为准），培养２４ｈ后，用１０μｌ枪
头垂直于细胞平面沿孔板背后横线制造划痕，ＰＢＳ
洗２次后更换无血清培养基，在０和２４ｈ时间点分
别拍照。每组设３个复孔，重复３次。使用 ＩｍａｇｅＪ
软件计算不同时间点同一划痕的宽度，得出细胞迁

移距离。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移与侵袭实验　２Ｄ培养组取对

图１　核－壳微胶囊制备装置

Ｆｉｇ．１　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｄｅｖｉｃｅｆｏｒｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｕｓ－ｓｈｅｌｌｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅｓ

·５００２·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｎｏｖ；５９（１１）



数生长期 ＭＣＦ-７和 ＭＤＡ-ＭＢ-２３１细胞，３Ｄ培养组
和３Ｄ共培养组将相应微胶囊消化成单个细胞，用
无血清培养基重悬至每２００μｌ悬液含１×１０５个细
胞；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室加入２００μｌ细胞悬液（侵
袭实验的小室提前用７０μｌ稀释的基质胶包被），下
室加入７００μｌ完全培养基；每６ｈ观察１次，镜下观
察到底部有细胞即可，取出小室，４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，结晶紫染色１５ｍｉｎ，用纯水清洗，棉签擦拭
内侧细胞；每个小室随机选取５个视野拍照、计数并
分析数据。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　２Ｄ组细胞培养３ｄ，３Ｄ
和３Ｄ共培养组培养７ｄ后收集细胞，提取蛋白，经
电泳、转膜，封闭后，４℃孵育一抗过夜；次日，ＴＢＳＴ
洗膜 ３次，二抗室温孵育１ｈ后，ＴＢＳＴ洗３次，使用
ＥＣＬ发光液显影。采用 ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白条带进
行分析，测得条带的灰度值，以各组目的蛋白与内参

（β-ａｃｔｉｎ）蛋白灰度值的比值来反映目的蛋白的相
对表达水平，比较各组间的差异。每组实验重复３
次。

１．２．８　化疗药物毒性实验　２Ｄ培养组将对数生长
期ＭＣＦ-７（５０００个／孔）和ＭＤＡ-ＭＢ-２３１（３０００个／
孔）细胞接种到 ９６孔板中，每孔约 １００μｌ细胞悬
液；３Ｄ培养组及３Ｄ共培养组将相应微胶囊消化成
单个细胞后同２Ｄ组操作；培养２４ｈ后，更换含不同
浓度 ＤＯＸ（０、５、１０、２０、４０和８０μｇ／ｍｌ）的培养基再
培养２４ｈ，每个浓度设置 ６个重复孔，每组重复 ３
次。每孔加入 １０μｌＣＣＫ-８检测液，避光孵育 ２ｈ
后，酶标仪检测孔板的 ＯＤ值，检测波长为４５０ｎｍ
（单波长）。统一将第０天的 ＯＤ值设置为 １，所有
数据标准化（归一化），利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件作
出生长曲线图并计算出 ＩＣ５０，绘制细胞生长曲线图
并计算半抑制率（ｍｅｄｉａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｔｒａｔｉｏｎ，
ＩＣ５０），半抑制率 ＝［（ＯＤ实验组 －ＯＤ空白组）／（ＯＤ对照组
－ＯＤ空白组）］×１００％ 。
１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行
统计分析，所有数据以 �ｘ±ｓ表示，配对或非配对的
两组数据采用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０.０５表示差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　核－壳微胶囊的制备　利用液滴微流控技术
自制封装装置并通过该模型成功构建３Ｄ微肿瘤。
图２显示了３Ｄ微肿瘤的球形和核壳形态。该微肿
瘤模型通过将癌细胞封装和培养在核－壳微胶囊中

来实现，由富含Ｉ型胶原蛋白的核心组成，封闭在半
透性海藻酸盐水凝胶壳中，形成细胞聚集体或微肿

瘤，以此模拟体内肿瘤微环境。将微胶囊化的乳腺

癌细胞（ＭＣＦ-７和 ＭＤＡ-ＭＢ-２３１）和 ＨＵＶＥＣｓ细胞
通过图３Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ系统分别培养于上室和下室进行
共培养来构建３Ｄ血管化微肿瘤。

图２　微胶囊形态和结构
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图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养系统
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２．２　不同培养模型对乳腺癌细胞增殖与凋亡的影
响　图４Ａ显示了１～９ｄ微胶囊中乳腺癌细胞的增
殖情况。图４Ｂ、４Ｃ显示，培养第３天后，３Ｄ培养组
的细胞增殖速度低于２Ｄ培养组。此外，流式细胞
术实验结果显示（图５），第３、５天，３Ｄ培养组的细
胞凋亡率较低，与２Ｄ培养组相比，差异无统计学意
义；当３Ｄ组细胞培养至第７天，凋亡率高于２Ｄ组
（Ｐ＜０.０５）。在第３、５和７天，３Ｄ组和３Ｄ共培养
组细胞的凋亡率差异无统计学意义；当细胞培养至

第９天，３Ｄ共培养组培养的细胞凋亡高于３Ｄ培养
组（Ｐ＜０.０５）。
２．３　不同培养模型对乳腺癌细胞迁移和侵袭能力
的影响　划痕结果显示，３Ｄ培养组划痕愈合率较
２Ｄ培养组高，３Ｄ共培养组划痕愈合率较３Ｄ培养组
高。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结果显示，３Ｄ培养组迁移细
胞数较２Ｄ培养组高，３Ｄ共培养组迁移细胞数较３Ｄ
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图４　微胶囊的生长和增殖表征
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培养组高。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示，３Ｄ培养组
侵袭细胞数较２Ｄ培养组高，３Ｄ共培养组侵袭细胞
数较３Ｄ培养组高。结果显示，３Ｄ组培养细胞较２Ｄ
培养组具有显著增强的迁移和侵袭能力，３Ｄ共培养
组细胞较３Ｄ培养组具有增强的迁移和侵袭能力。
见图６。
２．４　不同培养模型对乳腺癌细胞上皮间 －间充质
转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相
关蛋白表达的影响　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验对上皮
标志物 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、间质标志物 Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ进行检
测，结果显示，与２Ｄ培养组相比，３Ｄ培养组 Ｅ-ｃａｄ-
ｈｅｒｉｎ的表达明显降低，Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达升高；与
３Ｄ培养组相比，３Ｄ共培养组 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达降
低，Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达明显升高。见图７。
２．５　不同培养模型对乳腺癌细胞药物敏感性的影
响　如图８所示，ＭＣＦ-７经 ＤＯＸ处理２４ｈ后，２Ｄ
培养组（８.２１８±０.８７０）μｇ／ｍｌ的 ＩＣ５０值较３Ｄ培养
组（２２.２３０±０.６４７）μｇ／ｍｌ更低，３Ｄ培养组的 ＩＣ５０
值较３Ｄ共培养组（５８.７６０±０.６３５）μｇ／ｍｌ更低；
ＭＤＡ-ＭＢ-２３１经 ＤＯＸ处理 ２４ｈ后，２Ｄ培养组

（１.８２０±０.５４０）μｇ／ｍｌ的 ＩＣ５０值较３Ｄ（１０.２６０±
０.６６５）μｇ／ｍｌ培养组更低，３Ｄ培养组的ＩＣ５０值较３Ｄ
共培养组（３１.３１０±０.７６８）μｇ／ｍｌ更低。与 ２Ｄ培
养的细胞相比，３Ｄ培养的细胞对化疗药物的敏感性
更低，耐药性更高；与３Ｄ培养的细胞相比，３Ｄ共培
养组的细胞耐药性更高。

３　讨论

　　化疗耐药性是乳腺癌治疗的主要挑战之一［６］。

而肿瘤药物临床疗效的下降归因于临床前工具的缺

乏，这是准确评估药物疗效的关键瓶颈［７］。为了能

够模拟肿瘤复杂的微环境并用于癌症研究，人们一

直在努力寻找合适的模型。向３Ｄ细胞培养的转变
是实验室研究的重大进步，因为它为研究细胞过程

和疾病提供了更具生理相关性的模型。虽然仍有一

些难点有待解决，但 ３Ｄ培养的优势超过了 ２Ｄ培
养。随着技术的不断发展，３Ｄ培养可能会成为癌症
研究和其他生物医学科学领域中越来越重要的工

具［８］。
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图５　不同培养模型对细胞凋亡率的影响

Ｆｉｇ．５Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｏｄｅｌｓｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓ

Ａ，Ｂ：ＭＣＦ-７，ＭＤＡ-ＭＢ-２３１ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ２Ｄｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ３ｄ，３Ｄｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈ３Ｄｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ３，５，７ａｎｄ９ｄ；Ｃ，Ｄ：

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎＭＣＦ-７，ＭＤＡ-ＭＢ-２３１２Ｄｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐａｎｄ３Ｄｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ；Ｅ，Ｆ：ａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎＭＣＦ-７，ＭＤＡ-ＭＢ-２３１３Ｄ

ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐａｎｄ３Ｄｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐｓ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１ｖｓ２Ｄｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓ３Ｄｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ．

·８００２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｎｏｖ；５９（１１）



图６　不同培养模型对细胞迁移、侵袭能力的影响
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　　考虑到这些局限性，开发３Ｄ模型的关键就是
真实再现体内 ＴＭＥ关键特征。肿瘤微环境通常包
括免疫细胞、基质细胞、细胞外基质和其他分泌分子

以及脉管系统［９］，在动态调节癌症进展和影响治疗

效果中起重要作用。胶原蛋白是乳腺细胞外基质中

最丰富的成分，因此，它是培养乳腺癌细胞的理想生

物材料［１０］。乳腺肿瘤的基质微环境，即脉管系统，

是肿瘤增殖、侵袭和转移的关键条件之一，在化疗耐

药机制中也占据重要地位［１１－１２］。因此，开发能够模

拟肿瘤微环境的体外血管化培养模型，对于研究肿

瘤微环境对肿瘤进展、侵袭和转移的影响以及进行

化疗药物的筛选具有重要价值。

　　该研究验证了将海藻酸钠／羧甲基纤维素钠 ＋
胶原蛋白球状水凝胶的微胶囊作为研究癌细胞行为

的体外模型的潜在可能。乳腺癌细胞经核－壳微胶
囊封装后形成３Ｄ微肿瘤，细胞间的直接接触类似
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图７　不同培养模型对乳腺癌细胞ＥＭＴ相关蛋白表达的影响
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图８　经ＤＯＸ处理后不同培养模型对细胞药物敏感性的影响
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于体内结构，更好地展现了肿瘤增殖和形态变化。

相较２Ｄ单层培养，３Ｄ培养表现出了更为缓慢的增
殖和更多的凋亡，这可能是由于球状体内部缺乏营

养和氧气。而球状体中的缺氧微环境是影响细胞表

达并导致耐药的关键因素之一［１３］。球状体中的大

多数细胞都是存活的［１４］，该研究的结果与之一致。

划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，３Ｄ培养后细胞
迁移、侵袭能力增强，这一结果在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
中被验证，表现为上调 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平，抑制
Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达。药物毒性检测实验显示

出，３Ｄ培养的细胞对化疗药物ＤＯＸ的敏感性更低，
耐药性更高，表明肿瘤微环境对细胞耐药有显著的

影响。该研究中设计的体外 ３Ｄ培养模型中的
ＭＣＦ-７和 ＭＤＡ-ＭＢ-２３１球状体也显示出多种恶性
肿瘤特征，如低氧、增殖减少、ＥＭＴ增强和对毒理学
反应的抵抗力增强。此外，跨膜共培养证实了细胞

间的信号传递和细胞分泌物之间的相互影响，并模

拟了肿瘤复杂的异质性［１５］。较３Ｄ培养相比，３Ｄ共
培养表现出更强的迁移、侵袭能力，更优异的 ＥＭＴ
和更高的耐药性。

·０１０２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｎｏｖ；５９（１１）



该研究设计的体外３Ｄ微肿瘤模型，能够表征
实体瘤的相关病理特征和药物敏感性，该模型可作

为探索乳腺癌进展机制和筛选抗肿瘤药物的临床前

模型，为探讨乳腺癌 ＥＭＴ、化疗耐药和血管生成机
制等相关研究提供了一种潜在的方案。但该研究尚

存在一定的不足之处，尚未阐明３Ｄ培养对化疗药
物耐药的机制；缺乏临床个体化，后续可提取患者原

代乳腺癌细胞建立微肿瘤组织模型，用于化疗药物

的筛选。
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基于生信分析构建泌尿系肿瘤铁死亡预后模型
沈忠杰，张俊勇，葛成国

（重庆医科大学附属第二医院泌尿外科，重庆　４０００１０）

摘要　目的　通过生物信息学方法构建并验证泌尿系肿瘤铁死亡相关的预后模型。方法　分析 ＴＣＧＡ中的膀胱癌（ＢＬＣＡ）
和肾透明细胞癌（ＫＩＲＣ）数据集的 ＲＮＡ-ｓｅｑ及临床数据，建立预后模型，并使用 ＩＣＧＣ和 ＧＥＯ数据进行验证。通过单变量
Ｃｏｘ、ＬＡＳＳＯ-Ｃｏｘ和多变量Ｃｏｘ回归分析确定铁死亡相关预后基因。利用共表达和蛋白-蛋白互作网络分析基因间的关系，以
及通过免疫浸润分析探讨基因与免疫微环境的关联。对 ＢＬＣＡ和 ＫＩＲＣ预后模型高低风险组的差异表达基因进行功能富集
分析，探讨铁死亡相关基因调控这两种癌症预后的潜在机制。结果　在ＢＬＣＡ和ＫＩＲＣ中鉴定出与预后显著相关的铁死亡基
因，包括ＢＬＣＡ的 ＥＧＲ１、ＺＥＢ１、Ｐ４ＨＢ、ＷＷＴＲ１、ＪＵＮ、ＣＤＯ１、ＳＣＤ、ＳＲＥＢＦ１、ＣＡＶ１、ＧＡＬＮＴ１４等；ＫＩＲＣ的 ＡＳＭＴＬ-ＡＳ１、ＣＨＡＣ１、
ＭＴ１Ｇ、ＲＲＭ２、ＴＩＭＰ１、ＤＰＥＰ１、ＧＬＲＸ５、ＮＤＲＧ１等。此外，筛选出与两种癌症预后相关的铁死亡相关 ｍｉＲＮＡ。基于这些基因和
ｍｉＲＮＡ构建的风险模型预测了ＴＣＧＡ-ＢＬＣＡ和ＫＩＲＣ患者的预后，其中低危组的总生存期显著高于高危组（Ｐ＜０.０５），模型的
风险比范围为２.５４（９５％ＣＩ：１.７３～３.７４）至４.７４（９５％ ＣＩ：３.４７～６.４７），ＡＵＣ均在０.６０以上。共表达分析和蛋白－蛋白互
作网络显示ＢＬＡＣ中ＪＵＮ与ＥＧＲ１表达水平相关性高，ＳＣＤ与ＳＲＥＢＦ１之间也存在相关性。免疫浸润相关性分析显示 ＢＬＣＡ
中ＥＧＲ１、ＣＡＶ１、ＪＵＮ基因表达与免疫评分呈正相关，ＳＲＥＢＦ１与免疫评分呈负相关。结论　基于铁死亡相关基因的预后模型
在预测ＢＬＣＡ和ＫＩＲＣ患者预后方面表现出良好的性能，可为靶向铁死亡评估ＢＬＣＡ和ＫＩＲＣ患者预后提供参考。
关键词　膀胱尿路上皮癌；肾透明细胞癌；铁死亡；预后模型；ｍｉＲＮＡｓ；免疫浸润
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　　泌尿系统肿瘤包括膀胱癌、肾癌等，其中膀胱癌
为泌尿生殖系统中第二大常见癌症，且为全球第十

大最常见恶性肿瘤。随着人口老龄化，这些肿瘤的

发病率逐年增加［１］。早期泌尿系统肿瘤主要通过

手术切除治疗，但晚期患者由于对化疗和放疗的抗
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