
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１８，４９（５）：５２１－５２７

　收稿日期　２０１８０８０３　　通信作者　　Ｔｅｌ：０２５－８３５９３９６８　Ｅｍａｉｌ：ｘｎｉｎｇ＠ｎｊｕｅｄｕｃｎ
Ｔｅｌ：０２５－８３２７１１７５　Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｏｘｕａｎｌｉｕｃｐｕ＠１６３ｃｏｍ

基金项目　国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ５１７７３２２７，Ｎｏ８１７０１８１５，Ｎｏ２１４７２０９０）；江苏省自然科学基金资助项目（ＮｏＢＫ２０１７０７３５）；
中组部“千人计划”青年项目；江苏省“高层次创新创业人才引进计划”资助项目；江苏省六大人才高峰计划资助项目；中国

药科大学天然药物活性组分与药效国家重点实验室资助项目（ＮｏＳＫＬＮＭＺＺＲＣ２０１８０４，ＮｏＳＫＬＮＭＫＦ２０１７０３）

三维肿瘤球模型应用于肿瘤耐药机制研究进展
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摘　要　相比于传统的二维肿瘤细胞培养，三维肿瘤球技术不仅为肿瘤细胞提供与体内相似的生长环境，而且还能最大程
度地维持肿瘤细胞的生理功能，因此广泛地应用于肿瘤学研究。特别是三维肿瘤球保留了体内细胞所处微环境的物质及

结构基础，更接近于实际的病理生理环境，提高了肿瘤细胞对药物的耐受性，是评价肿瘤治疗手段和肿瘤耐药研究的理想

体外模型。本文重点综述了三维肿瘤球形态及微环境诱导产生耐药机制方面的研究，并提出现阶段三维肿瘤球模型存在

的问题及今后的发展方向。
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　　人体细胞为维持正常的新陈代谢和活性功能，
需要周围环境提供足够的氧气和养分。但实体肿

瘤具有与正常组织不同的结构特征［１－２］，导致肿瘤

细胞形态、分化、细胞与基质间的相互作用，以及细

胞与细胞间的相互作用发生了极大的变化，与正常

细胞存在显著差异（图１）。例如，实体肿瘤内细胞
增殖快于血管生成，加上肿瘤血管组织的特殊结

构［３］和血液流动的不规则性，导致实体肿瘤内部

缺乏足够的养分和氧气［４］。另外，肿瘤组织的一

些其他特性，比如，缺少有效的淋巴管和血管、肿瘤

组织内压（ＩＦＰ）较高［５］、细胞外基质致密［６］，都导

致了实体瘤内部物质交换的降低，所以使细胞无法

进行正常的新陈代谢。由于体内实体肿瘤具有上

述的基本特征，传统的二维肿瘤细胞培养模型不能

很好地模拟这些实体瘤内部的微环境和细胞之间

的相互作用，所以培养的细胞与体内的肿瘤细胞所

处的微环境和状态都存在极大的差异（表１）。

图１　体内实体肿瘤生理特征
宫颈癌（Ａ）和结肠癌（Ｂ）瘤内以血管为中心的周围不同状态肿瘤
细胞的切片染色；（Ｃ）体内实体肿瘤内氧气浓度、营养物质、能量和
药物浓度梯度分布示意图

表１　二维肿瘤细胞、三维肿瘤球和体内实体瘤主要特征比较
特　征 二维细胞 三维细胞 体内实体瘤

氧气，营养，代谢废物浓度梯度  √ √
乏氧环境  √ √
组织区域的增殖、静止和坏死  √ √
肿瘤干细胞生态位  √ √
葡萄糖交换速率 低 高 高

基因表达 不同 相似 相似

“√”代表存在，“”代表不存在

因此，采用在三维条件下培养的肿瘤球（ｔｕｍｏｒ
ｓｐｈｅｒｏｉｄｓ）模型来真实地模拟体内实体瘤细胞得到
了越来越多的关注［７－８］。三维肿瘤球具有与体内实

体瘤相似的增殖曲线、细胞异质性、信号通路和基因

表达特性，能形成与体内实体瘤相似的梯度生理环

境，近年来被广泛用于肿瘤细胞形态、肿瘤微环境、

肿瘤干细胞富集、药物筛选评价等方面的研究，特别

是在耐药机制研究中得到了极大的关注［７，９］。

肿瘤耐药是影响肿瘤治疗的主要原因之

一［１０］，鉴于三维肿瘤球与体内实体瘤的相似性，利

用三维肿瘤球探讨肿瘤耐药产生的机制，以及开发

克服耐药机制的方法，对临床抗肿瘤治疗意义重

大。与二维细胞相比，三维肿瘤球细胞具有更加耐

药的特性，已有研究对其耐药产生的机制进行了大

量探讨［１１－１３］。本文从三维肿瘤球的结构特征出

发，探讨三维肿瘤球中细胞间以及细胞外的微环境

对三维肿瘤球的耐药机制的影响，期望可以为更进

一步研究肿瘤细胞增殖、分化、耐药机制及临床药

物筛选提供更好的研究方法。

!

　三维肿瘤球的结构特征

三维肿瘤球直观反映了细胞间以及细胞与

胞外基质间的相互作用，是肿瘤研究中最好的体

外模型之一，因此，近年来开发出许多三维肿瘤

球的培养方法，如液体覆盖培养法（ｌｉｑｕｉｄｏｖｅｒｌａｙ
ｃｕｌｔｕｒｅｓ）、悬滴培养法（ｈａｎｇｉｎｇｄｒｏｐｃｕｌｔｕｒｅｓ）、旋转
瓶培养法（ｓｐｉｎｎｅｒｆｌａｓｋｃｕｌｔｕｒｅ）、ＮＡＳＡ生物反应器
法（ＮＡＳＡｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ）以及微阵列技术（ｍｉｃｒｏ／
ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）等［１４－１５］。这些培养方法操作简

便、可重复性强，但也各具优缺点。例如，液体覆盖

法和悬滴培养法可以制备单个肿瘤球，且肿瘤球培

养成功率较高，但总的肿瘤球产量不高。旋转瓶法

和生物反应器法可以制备大量的肿瘤球，但肿瘤球

大小不匀且培养时间较长。

由于细胞本身内在特性和培养方式不同，形成

的三维肿瘤球形态也不相同（图２），但当肿瘤球直
径大于 ５００μｍ时，它们均具有以下基本结构特
性［８，１６］。第一，肿瘤球产生梯度微环境，其内部的

氧气、营养物质、新陈代谢废物和可溶性因子（细

胞因子，生长因子和趋化因子）等物质的扩散受

阻，将引起肿瘤球从外到内梯度升高的乏氧环境和

代谢废物堆积。内部的乏氧环境进一步促进无氧

２２５
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糖酵解产物乳酸的堆积，导致肿瘤球具有从外到内

ｐＨ梯度降低的特征。第二，肿瘤球内产生异质细
胞群体，由于新陈代谢废物堆积和梯度微环境，在

三维肿瘤球中细胞状态也呈梯度变化，中心是坏死

的细胞群，中间层是静止期的细胞群，最外层是高

增殖和易迁移的细胞群。第三，肿瘤球内细胞形态

发生改变，细胞不再贴壁或悬浮生长，而是与其他

肿瘤细胞紧密接触，此时细胞外基质和细胞微绒毛

等肿瘤固有结构出现［１７］。三维肿瘤球的以上基本

特征和结构特性使得三维肿瘤球细胞对药物不敏

感，产生耐药性。

图２　三维肿瘤球的形态特征和基本结构特性
Ａ：不同形态的肿瘤球；Ｂ：肿瘤球内梯度的理化特性及其内部细胞
的异质性

"

　三维肿瘤球的耐药机制

三维培养的肿瘤球具有体内实体肿瘤组织的特

点：细胞与细胞、细胞与胞外基质之间的联系增加；

细胞异质性增加；可以模拟体内实体肿瘤微环境。

研究表明，这些肿瘤球的特性致使肿瘤细胞的耐药

性增加，药物的 ＩＣ５０增加（表２）。这种耐药现象称
为多细胞耐药（ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅＭＣＲ）［１８］，这
种耐药的机制可以分为两类，包括细胞之间“接触

效应”导致的耐药和模拟肿瘤微环境导致的耐药。

表２　Ａ５４９细胞在二维和三维培养条件下对不同药物ＩＣ５０（μｍｏｌ／
Ｌ）的比较

药物
ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

二维 三维
ＭＣＲ指数

顺铂 ３０±０５ ８１±１５ ２７
阿霉素 ０２±０１ ７±１ ３５
依托泊苷 ３２±０３ ５２１±８０ １６３
长春新碱 ０００８±０００１ ５３±６ ６６２５

ＭＣＲ指数是指三维细胞ＩＣ５０／二维细胞ＩＣ５０

２１　细胞之间的“接触效应”
在三维培养条件下的细胞，即使肿瘤球体积很

小（包含２５～５０个细胞）也表现出与二维细胞相
比更加耐药的现象［１９］。Ｂａｔｅｓ等［２０］用单抗 ２３Ｃ６
（抗整合素）阻碍 ＬＩＭ１８６３结肠癌细胞之间的接
触，与不加单抗培养成的三维肿瘤球相比，抗肿瘤

药物可以明显提高加单抗培养的三维肿瘤球细胞

的凋亡，结果说明，三维条件下细胞与细胞之间的

相互接触提高了细胞存活能力，这种现象即为细胞

接触介导的耐药（ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅ，ＣＡＭＤＲ）［２１］。这种耐药产生的原因主要有
两点：（１）细胞间连接增加，提高了细胞之间相互
作用，进而增加细胞耐药性；（２）细胞形态改变导
致相关基因表达和染色体组压缩程度改变，进而提

高细胞自我修复能力（图３）。

图３　细胞之间“接触效应”对耐药的影响［１９］

２１１　三维肿瘤球增加细胞间连接和交流　
Ｄｕｒａｎｄ等［２２］发现三维肿瘤球提高了肿瘤细胞对药

物的耐受，并认为是由于受损肿瘤细胞周围的肿瘤

细胞可以通过细胞间连接，向受损细胞传递大量生

物活性分子（修复酶、ＲＮＡ、蛋白复合物等），进而
提高肿瘤细胞对药物或辐射等损害的耐受性。事

实上三维培养的细胞之间存在更加紧密的缝隙连

接（ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎｓ）、紧密连接（ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｓ）和细
胞桥粒（ｄｅｓｍｏｓｏｍｅｓ）［２３］，这些细胞间连接增加了
三维肿瘤球内部细胞的交流。例如，Ｂａｉ等［２４］分别

检测了在三维和二维培养条件下，人肉瘤细胞

ＨＯＳＳ１中细胞间隙连接蛋白（Ｃｘ２６，Ｃｘ４３和Ｃｘ４５）
的表达水平。免疫荧光染色结果显示相比于二维

细胞，在三维肿瘤球细胞中这些蛋白更加丰富。同

时，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验同样证实了这一
结果，表明在三维培养条件下细胞间交流变得更加

频繁，相互影响更大。

另外，研究表明三维肿瘤球细胞中Ｅ钙黏蛋白
（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）表达量通常比二维细胞中多［１５］。Ｅ钙
黏蛋白是钙离子依赖的细胞之间增强黏附的生物大

分子，其表达量多少与细胞间连接紧密程度密切相

３２５
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关。而Ｅ钙黏蛋白表达增加会使ｐ２７Ｋｉｐ１蛋白的表达
量上调，ｐ２７Ｋｉｐ１蛋白又是细胞周期依赖激酶的抑制
蛋白，它的增加被证实可以抑制细胞周期进行，使更

多细胞停留在 Ｇ０／Ｇ１期，提高肿瘤细胞的耐药
性［２５］。所以在三维肿瘤球中，肿瘤细胞间紧密连接

促使Ｅ钙黏蛋白表达增加，进一步诱导了ｐ２７Ｋｉｐ１蛋
白的上调，最终促进三维肿瘤球细胞耐药性提高。

２１２　三维肿瘤球诱导细胞形态改变　三维环境
中培养的细胞不仅具有特征性的生理和生物信号，

影响细胞迁移、黏附、增殖等功能，而且每一个细胞

及细胞核的形态与二维培养的细胞相比也会发生

明显改变，一般由二维培养时的不规则形变为球

形。细胞形态在 ＤＮＡ复制、基因表达、细胞分化、
ＤＮＡ压缩程度与修复能力中扮演重要角色。Ｆｏｌｋ
ｍａｎ等［２６］使用不同浓度的聚甲基丙烯酸羟乙酯

（ｐｏｌｙＨＥＭＡ）来逐步降低细胞的黏附性，致使细胞
形态梯度变化，ｐｏｌｙＨＥＭＡ浓度最低的一组细胞可
形成肿瘤球。进一步对每个浓度梯度下细胞 ＤＮＡ
复制进行对比，结果发现细胞形态不同，其ＤＮＡ复
制速度和基因表达量均不相同。

同时，细胞形态直接影响细胞对药物的敏感

性。例如在对 Ｖ７９细胞进行电离辐射时发现，尽
管大的肿瘤球（２０～５０个细胞）和小的肿瘤球（３～
８个细胞）相比，细胞之间的交流频率不同，但肿瘤
细胞都呈现出球形的形态，且均表现出相同的电离

辐射耐受性。进一步地通过吖啶橙染色、核酸沉淀

和中性滤膜洗脱等实验表明在三维肿瘤球细胞中

ＤＮＡ的构象发生明显改变，但具体的分子机制还
有待进一步研究［２７］。

２２　微环境影响
２２１　三维肿瘤球的乏氧环境　与正常组织中氧
含量相比，三维肿瘤球中存在乏氧环境，而肿瘤细胞

在乏氧状态下也表现出较高的耐药性。研究表明乏

氧环境引起的耐药机制体现在多个方面。第一，乏

氧区域细胞增殖较慢，导致肿瘤细胞对周期依赖性

药物的敏感度降低［２８］；第二，肿瘤乏氧环境与抑癌

蛋白ｐ５３的缺失密切相关，ｐ５３的缺失降低了细胞
凋亡、增加了血管生成和侵袭［２９］；第三，乏氧下调一

些抗肿瘤药物的靶点如 ＤＮＡ拓扑异构酶Ⅱ的表
达，进而使得靶向拓扑异构酶Ⅱ的药物如依托泊苷
的抗肿瘤活性降低［３０］；第四，乏氧可以诱导自噬的

产生，增强肿瘤细胞在压力下的生存能力［３１］；第五，

乏氧将诱导ＨＩＦ１α应激蛋白的表达，从而激活其下
游与细胞耐药相关的一系列蛋白，如上调抗凋亡蛋

白Ｂｃｌ２、外排泵蛋白（Ｐｇｐ）、血管细胞生长因子
（ＶＥＧＦ），下调细胞周期蛋白Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）等［３２］。

其中，最重要的是抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的调节，它能抑
制线粒体释放细胞色素Ｃ诱导的细胞凋亡通路。研
究表明肿瘤球细胞的乏氧会使Ｂｃｌ２蛋白家族上调，
从而减少细胞凋亡。例如，Ｋｉｍ等［３３］用 Ｕ２５１神经
胶质瘤细胞和Ｕ８７星形胶质瘤细胞研究肿瘤球细胞
在乏氧环境下对药物耐受性的影响。结果显示，在

三维培养条件下，肿瘤细胞可以产生不同程度的耐

药现象，肿瘤细胞中与凋亡相关的蛋白表达水平发

生很大的改变，例如，与细胞程序性死亡相关的蛋白

激酶Ｃａｓｐａｓｅ３活性降低，而抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２和生
存素（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）表达水平显著上调。

除上述机制外，Ｑｉｎ等［３４］研究维莫非尼

（ｖｅｍｕｒａｆｅｎｉｂ）治疗黑色素瘤时发现，三维肿瘤球细
胞和乏氧条件下培养的二维细胞，均比正常氧含量

下的二维细胞更加耐药。结果显示，在三维肿瘤球

细胞和乏氧二维细胞中磷酸化的丝氨酸／苏氨酸激
酶（ｐＡｋｔ）表达上调，ＨＧＦ／ｃＭｅｔ通路中两个蛋白：
肝细胞生成因子（ＨＧＦ）、细胞间质上皮转换因子
（ｃＭｅｔ）表达也同时上调。当加入抗 ＨＧＦ单抗
（ａｎｔｉＨＧＦａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）阻断 ＨＧＦ激活 ＨＧＦ／Ｍｅｔ通
路后，ｐＡｋｔ的表达水平随之降低，表明Ａｋｔ的磷酸
化是由激活 ＨＧＦ／ＭＥＴ通路引起。进一步地联合
ＨＧＦ／Ｍｅｔ通路激活抑制剂 ＭＳＣ２１５６１１９Ｊ给药后，
可以显著增强维莫非尼对三维肿瘤球细胞和乏氧

二维细胞的杀伤效果，表明乏氧致使ＨＧＦ／ＭＥＴ通
路激活，进而诱导肿瘤细胞产生耐药性。

２２２　三维肿瘤球的弱酸环境　三维肿瘤球内部
由于缺乏养分和氧气，无法为肿瘤细胞提供生命活

动所需的能量。因此，肿瘤细胞将上调丙酮酸激酶

（Ｍ２ＰＫ）表达，通过无氧糖酵解（ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ）的方式
产生维持细胞生命活动的ＡＴＰ。糖的无氧酵解在肿
瘤细胞中产生大量乳酸（ｌａｃｔａｔｅ）［３５］，进而激活 Ｖ
ＡＴＰ酶、Ｎａ＋／Ｈ＋质子交换泵、单羧酸转运蛋白和碳
酸酐酶９，排出过多的 Ｈ质子［３６］，在肿瘤细胞的周

围产生弱酸性的环境（ｐＨ约６５～７１）。相比于肿
瘤细胞外部的弱酸环境，细胞内依然保持弱碱性生

理微环境（ｐＨ约７４），这种肿瘤微环境的独特性质
被称作“颠倒的ｐＨ梯度（ｒｅｖｅｒｓｅｄｐＨｇｒａｄｉｅｎｔ）”［３７］。

４２５
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肿瘤弱酸性的微环境致使细胞膜内叶（ｉｎｎｅｒ
ｌｅａｆｌｅｔ）磷脂之间的相互作用改变，细胞膜刚性增
加［３８］，造成抗肿瘤药物在肿瘤细胞中的摄取量减

少。另外，肿瘤细胞膜两侧梯度的 ｐＨ环境促进肿
瘤细胞 Ｐ糖蛋白与抗肿瘤药物的相互结合，增加
药物的外排［３９］。还有研究表明，即使药物分子通

过细胞膜，但细胞内酸性细胞器如溶酶体和内涵体

与细胞质ｐＨ相差较大，导致大部分弱碱性的抗肿
瘤药物停留在这些酸性细胞器内，无法到达作用部

位（细胞核），进而提高肿瘤细胞的耐药［４０４１］。为

了克服肿瘤微酸环境产生的耐药性，Ｌｕｃｉａｎｉ等［４２］

首先采用细胞质子泵抑制剂（ｐｒｏｔｏｎｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒｓＰＰＩ）奥美拉唑、埃索美拉唑或泮托拉唑抑制肿
瘤细胞的微酸环境，然后再检测抗肿瘤药物对细胞

的毒性。结果表明，经过 ＰＰＩ处理的细胞对顺铂、
氟尿嘧啶和长春新碱具有较高的敏感性，药物的

ＩＣ５０降低９９％，进一步证明微酸环境在肿瘤细胞耐
药机制中扮演重要作用。

２２３　三维肿瘤球中静止期细胞增加　随着肿瘤
的发展，肿瘤细胞突变（ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎｓ）和基因组
重排（ｇｅｎｏｍｉｃｓｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｓ）会逐渐增加，这些改
变往往会引发肿瘤细胞的耐药性。三维肿瘤球内

细胞是高度异质性的。例如，Ｐｅｔｔｅｒｓｓｏｎ等［４３］对肿

瘤球进行检测时发现氚标记的胸苷标记指数（ｔｒｉｔｉ
ａｔｅｄｔｈｙｍｉｄｉｎｅｌａｂｅｌｌｉｎｇｉｎｄｅｘ）从外围到内部迅速降
低，在肿瘤球１７５μｍ深处标记值接近于０，说明三
维肿瘤球从外到内，处于静止期的肿瘤细胞逐渐增

多。而处于静止期的肿瘤细胞通常比分裂期细胞

对药物更加耐受，因此，三维肿瘤球细胞对抗肿瘤

药物展现出较强的耐药性。Ｂｅａｕｍｏｎｔ等［４４］使用二

维和三维肿瘤模型，考察细胞周期对临床抗肿瘤药

物毒性的影响，他们分别用 ＭＥＫ抑制剂 Ｕ０１２６和
选择性 ＢＲＡＦ抑制剂 ＰＬＸ４０３２对细胞进行预处
理，这两种抑制剂均能阻滞肿瘤细胞在 Ｇ１期

［４５］。

然后观察预处理细胞对硼替佐米和替莫唑胺的细

胞存活率，结果显示 Ｕ０１２６和 ＰＬＸ４０３２均能提高
细胞对药物的耐受性。进一步用乏氧和饥饿条件

处理细胞，模拟生理条件下诱导的Ｇ１期阻滞，结果
同样提高了细胞对抗肿瘤药物的耐受性。同时，他

们在检测给药后三维肿瘤球细胞周期的变化时，发

现在给药后期，只有肿瘤球内部的 Ｇ１期细胞存活
较多，进一步证明静止期细胞具有较强的耐药性。

细胞周期进程中有两个重要的周期检查点

（Ｇ１后期和即将进入 Ｍ期前）控制着细胞凋亡的
开始［４６］。当细胞周期进行到检查点时，细胞不但

可以进入周期下一阶段，而且当细胞受到损伤时也

可以进入凋亡程序。影响细胞周期的两个重要蛋

白是细胞周期依赖蛋白（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，
ＣＤＫ）和细胞周期素（ｃｙｃｌｉｎｓ），而它们的抑制剂
（ＣＤＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ或 ＣＫＩｓ）被认为实际调控着周期
进程。该抑制剂有两大家族 ｐ２１家族（包括
ｐ２１Ｃｉｐ１／Ｗａｆ１，ｐ２７Ｋｉｐ１和 ｐ５７Ｋｉｐ２）和 ＩＮＫ４家族（包括
ｐ１５ＩＮＫ４ｂ，ｐ１６ＩＮＫ４ａ，ｐ１８ＩＮＫ４ｃ和 ｐ１９ＩＮＫ４ｄ），它们表达量
的上升均使细胞周期发生阻滞［４７］。其中，ｐ２７Ｋｉｐ１

和ｐ２１Ｃｉｐ１／Ｗａｆ１蛋白在肿瘤细胞耐药机制中扮演着重
要角色。研究表明［２５，４８］，ｐ２７Ｋｉｐ１和 ｐ２１Ｃｉｐ１／Ｗａｆ１蛋白
在三维培养的细胞中表达量是二维细胞的１５倍，
即表明三维培养的肿瘤细胞中有更多的细胞被阻

滞在 Ｇ０／Ｇ１期。而且，当进一步地使用 ｓｉＲＮＡ降
低ｐ２７Ｋｉｐ１表达量后，三维肿瘤球细胞之间的黏附随
之降低，增殖能力增强，对药物的敏感性也增强，表

明ｐ２７Ｋｉｐ１导致的细胞周期Ｇ１期阻滞是三维肿瘤球
细胞耐药的重要因素之一。

２２４　三维肿瘤球的细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）　不同于二维细胞，三维培养的肿瘤
球细胞之间可以产生 ＥＣＭ，而且不同种类的肿瘤
细胞产生 ＥＣＭ的量及其组成有很大差别，产生的
ＥＣＭ在肿瘤细胞的迁徙及其对药物的敏感性方面
起着重要作用。Ｂａｉ等［２４］证实了与ＥＣＭ组成密切
相关的蛋白（ＣＯＬ１Ａ１、ＬＯＸ、ＦＮ１、ＳＮＥＤ１、ＩＴＧＢ１和
ＬＡＭＡ４）在三维细胞中的表达水平明显高于二维
细胞。而且，一些与ＥＣＭ相关的蛋白如ＳＮＥＤ１已
被报道与细胞的耐药密切相关［４９］。

此外，有研究表明，由整合素和钙黏素介导的

细胞与ＥＣＭ的相互作用可以激活 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ
和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路，导致肿瘤细胞耐药增加［１５］。再

者，Ｓｅｔｈｉ等［５０］在研究非小细胞肺癌细胞的耐药时

发现，当细胞在纤链蛋白 ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（Ｆｎ）、层粘连
蛋白ｌａｍｉｎｉｎ（Ｌｎ）、胶原Ⅳ（ｃｏｌｌａｇｅｎＩＶ）或固生蛋
白（ｔｅｎａｓｃｉｎ）等ＥＣＭ上黏附生长时，肿瘤细胞的增
长数量明显增加［５０］。当给予肿瘤细胞相同浓度抗

肿瘤药物依托泊苷时，ＥＣＭ黏附的细胞凋亡率比
没有ＥＣＭ黏附的细胞凋亡率低８０％。但是如果
将ＥＣＭ换成聚Ｌ赖氨酸时，ＥＣＭ抑制凋亡的效果

５２５
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就不存在。进一步对ＥＣＭ抑制凋亡的机制探讨发
现，整合素 β１单抗 Ｐ５Ｄ２（阻断 ＥＣＭ与整合素 β１
的结合）可以阻止 ＥＣＭ介导的凋亡保护。另外，
进一步的研究发现，ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎ２５（一种蛋白酪氨酸
激酶ＰＴＫ抑制剂）同样可以阻止ＥＣＭ对凋亡的保
护作用，但没有阻碍细胞与 ＥＣＭ的黏附。以上研
究表明，ＥＣＭ介导的细胞耐药，是通过激活整合素
β１进而激活 ＰＴＫ通路，进而增加肿瘤细胞的耐
药，进一步揭示了 ＥＣＭ在肿瘤细胞耐药中发挥重
要作用。

#

　结语与展望

三维肿瘤球模型能够将肿瘤细胞、细胞外基质

以及其他生物分子整合在一起，真实地模拟肿瘤生

长和进展的微环境，最大程度地维持肿瘤细胞的活

性功能，更有利于肿瘤学特别是肿瘤耐药机制方面

的研究。因此，本文通过分析三维肿瘤球的结构特

征，有效地从三维肿瘤球形态及微环境两个方面系

统总结三维肿瘤球产生耐药的原因，具有极大的研

究意义和临床价值。然而，揭示肿瘤细胞耐药机制

后，需要开发新的技术和手段克服肿瘤细胞耐药，

提高对肿瘤的治疗效果，这些将是下一阶段肿瘤治

疗研究的主要方向之一。另外，现阶段的三维肿瘤

球培养技术仍存在无法保证每个肿瘤球的大小、所

包含细胞数量、紧密度等指标完全相同［５１］，缺乏参

考标准和产出数量有限等问题，所以完善培养方法

和建立评价标准亦是今后需要攻克的一个难题。

最后，随着三维肿瘤球技术的进步发展，肿瘤球的

组成将越来越复杂，需要生物、化学、工程等多种学

科共同协作开发出更先进的三维肿瘤模型，促进新

型临床医学的快速发展。
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