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一种改良宫颈鳞癌原代培养方法的建立
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摘要 目的：探讨不同培养条件对宫颈鳞癌原代培养的可行性。方法：取确诊为宫颈鳞癌患者的活检或手术标本，通过对消化时间

及重悬液量进行改良原代细胞培养，观察鳞癌细胞生长状况，并比较其与传统消化法的细胞生长率，免疫组化进行细胞鉴定。结

果：消化时间为 3 小时，重悬液量为 1ml 时细胞生长率最高。改良法 24 小时细胞生长率为 61.54 %，传统消化法 24 小时细胞生长

率为 7.69 %（x2=5.14，P<0.05）。活检标本细胞生长率 80 %，手术标本 3 例无一例细胞生长。结论：采用消化时间为 3 小时，重悬液

量为 1 ml 成功建立了宫颈鳞癌原代培养方法，活检标本较手术标本更易培养成功。
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ABSTRACT Objective: To study the possibility of modified method for primary culture of uterine cervix cancinoma. Method:
Cervix cancinoma specimens were obtained from patients underwent biopsy or operation, then the primary culture were performed
which differ from traditional method in digestion time and resuspension fluid quantity. The cell growth rate were compared between
modified and traditional method, also the cell were identified by immunocytochemistry. Results: At 3 hours of digestion time and 1 ml of
resuspension fluid, the higher cell growth rate can achieved in modified method (61.54 %), which was statistical significance when com-
pared with traditional method (7.69 %; x2=5.14, P<0.05). However，either of the two method, no cell growth was observed in operative
specimens. Conclusions: A modified method of primary culture in cervix carcinoma can be established at 3 hours of digestion time and
1ml resuspension fluid quantity, especially for biopsy specimenss.
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前言

细胞培养技术已广泛应用于各类实验研究中[1-2]。原代培养

的肿瘤细胞接近和反映体内生长特性，适合于多个领域的研

究。然而实体肿瘤的原代培养所需时间长、细胞生长率低、实验

条件要求高限制了其在肿瘤研究中的应用[3-4]。利用原代肿瘤细

胞悬液进行药物敏感实验的方法肿瘤细胞在体外生存期短且

并非纯化的肿瘤细胞，无法排除肿瘤间质细胞及血细胞的干

扰，实验误差大，其临床应用受到限制[5]。各种不同的肿瘤细胞

原代培养方法成功率差异较大。传统的实体肿瘤原代细胞培养

主要是组织块法及酶消化法。组织块法具有：并非所有的组织

块均可长出肿瘤细胞；组织块中常首先爬出成纤维细胞，且成

纤维细胞包绕组织块后致肿瘤细胞难以爬出而培养失败；容易

污染；所需时间长，一般需要一周左右的时间细胞才能慢慢爬

出等缺点[6]。胶原酶消化法消化时间难于控制；成本较组织块法

高；需加入多种细胞生长因子如表皮生长因子等缺点。本文从

改变消化时间及重悬液量的方法进行改良，成功的建立了宫颈

鳞癌原代培养方法。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

RPMI1640、HEPES、I 型胶原酶购自 Gibco 公司。胰岛素、
青霉素、链霉素购自华北制药有限公司。CK-19、Vimentin 抗体、
SABC 免疫组化试剂盒购自北京中山生物科技有限公司。硫酸

庆大霉素购自江西制药有限责任公司。
1.2 实验方法

1.2.1 取材 2007 年 7 月 -2008 年 4 月间中南大学湘雅二医院

妇产科确诊的宫颈癌患者，取材前经伦理委员会同意并签署患

者知情同意书，活检标本取材前常规络合碘消毒外阴，0.1 %新

洁尔灭消毒阴道、宫颈，取材后标本立即置硫酸庆大霉素溶液

中漂洗一遍，去除血块及表面坏死组织后置无菌含高浓度

（1000 u/ml）双抗的 RPMI1640 中。手术标本于离体后 20 分 -1
小时内于无菌状况下取材，取材后经无菌生理盐水冲洗后立即
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置无菌含高浓度双抗的 RPMI1640 中。并于 2 小时内进行分离

培养。
1.2.2 消化及培养 将标本置超净工作台内，去除脂肪和血管，

用含高浓度双抗的 PBS 液漂洗 2-3 遍，以眼科剪剪碎呈糊状，

再次加入含高浓度双抗的 PBS 液浸泡 5-10 min，弃上清后，加

入约 5 ml 胶原酶 I 型(1 mg/ml) 进行消化，分别消化 1 小时、2
小时、3 小时、4 小时、8 小时、24 小时，每组 3 例，消化后将组织

分成三等份分别重悬于 1ml、2 ml、5 ml 培基 /50 ml 培养瓶中

接种，观察消化时间及重悬培养基量对细胞生长率的影响。
1.2.3 形态学观察及免疫细胞化学染色 取消化 3 h 时组织约

0.5 ml，加入 PBS 液，用吸管尽量吹散粘稠组织呈碎片状、离心

1000 转 5 min，弃上清，加入少量完全培养基（20 %胎牛血清，

青霉素 100 U/ml，链霉素 10 0 U/ml）, 40 ml 培养瓶 1 ml/ 瓶，

250 ml 培养瓶 2 ml/ 瓶，以液体不流动，恰巧湿润组织为准，每

瓶接种组织量不宜太大，以刚好松散铺满瓶底为准，接种后第

一天补加少量完全培养基并观察照相。剩余组织加 5 ml I 型胶

原酶（0.25mg/ml）消化液继续消化过夜。第二天收集细胞以 107/
瓶密度接种，补加培养基至 5 ml/ 瓶，静止培养。原代细胞贴壁

后相差显微镜下观察并照相，肿瘤细胞贴壁后呈多边形，成纤

维细胞则伸展为栅栏状。

常规细胞爬片后弃去培养皿中的培养液，PBS 漂洗 2 次，

10 %中性甲醛固定 1 h，0.1 M 的 PBS 液漂洗，3 %H2O2- 甲醇液

浸泡 10 min 消除内源性过氧化物酶，PBS 洗涤 2 min×3 次，5
%牛血清白蛋白封闭 10 min，加入鼠抗人波状蛋白及角蛋白

ck19 抗体工作液（1：100），湿盒内孵育 1 h，PBS 洗涤，滴加生物

素化羊抗鼠二抗，孵育 10 min，滴加辣根酶标记链霉卵白素工

作液，孵育 10 min，常规行 DAB 显色、复染、脱水、透明、封片。
1.3 统计学方法

应用 SPSS13.0 统计软件分析计数资料采用配对四格表资

料校正 x2 检验，P<0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 不同消化时间及重悬液量的原代细胞生长率

经过 3 小时的消化组织消化为絮状，有较多粘液相连，此

时镜下可见细胞较为松散，由粘液相互粘附，质稀薄，亦有小组

织块与粘液相连，此时即可终止消化，用吸管尽量将组织吹散，

使其分散成碎片状，后加 1 ml 培养基接种入培养瓶，此种方法

细胞生长率最高（见表 1），应用这种方法进行培养的原代细胞

经过 3 周生长可爬满培养瓶底。

表 1 不同消化时间及重悬液量的原代细胞生长率（%）

Table 1 Primary cell growth rate（%）in different digestion time and resuspension fluid quantity

Digestion time(hours) n
Primary cell growth rate（%）in different resuspension fluid

1ml 2 ml 5 ml

1 3 0 0 0

2 3 33.3 0 0

3 3 100.0 0 0

4 3 66.7 0 0

8 3 33.3 33.3 33.3

24 3 33.3 33.3 0

2.2 两种原代培养方法的细胞生长率比较

对 13 例标本分别用短时间胶原酶消化法及胶原酶过夜消

化进行原代培养，短时间胶原酶消化法 8 例有细胞生长，而过

夜消化法仅有一例培养成功。两者比较有显著性差异（x2=5.14，

P<0.05）。
2.3 活检标本及手术标本细胞生长率的比较

13 例标本中其中 10 例系活检标本其中 8 例培养成功，3
例为手术标本无一例培养成功。

2.4 形态学观察

2.4.1 相差显微镜观察

传统胶原酶过夜消化后细胞均分离为单个，大小不等，包

浆透亮，状态良好（图 1A），培养 2 天后呈小簇状贴壁生长，肿

瘤细胞及成纤维细胞辨别不清，未贴壁细胞折光增强、少数萎

缩、胞浆浑浊，呈现凋亡状态（图 1B）。继续培养至 21 天，细胞

可爬满培养瓶底，此时肿瘤细胞及成纤维细胞混杂存在，无明

显分区（图 1C）。

图 1 传统法培养的宫颈癌细胞（200×）

注：A 原代培养第 1 天，B 原代培养 2 天，C 原代培养 21 天

Fig.1 Traditional culture of cervix carcinoma cell（200×）

Note: A 1 day primary culture, B 2 days primary culture, C 21 days primary culture
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改良法接种后 24 小时即可见到松散组织内部及边缘较多

量细胞贴壁并开始增殖（如图 2A），成纤维细胞少或无、散在分

布，待培养至 20 余天左右时，细胞可长满培养瓶的底部，呈不

规则铺路石样，局部细胞有融合及重叠生长，此时成纤维细胞

也生长迅速，与肿瘤细胞分区明显（如图 2B-D）。

图 2 改良法培养的宫颈癌细胞（200×）

注：A 原代培养第 2 天，B 原代培养 21 天（肿瘤细胞），C 原代培养 21 天（成纤维细胞），D 原代培养 21 天(左 成纤维细胞; 右 肿瘤细胞）

Fig.2 Modified culture of cervix carcinoma cell（200×）

Note: A 2 days primary culture, B 21 days primary culture(carcinoma cell), C 21 days primary culture(fibroblast cells), D 21 days primary culture(left
fibroblast cell, right carcinoma cells).

2.4.2 免疫细胞化学鉴定

上皮细胞角蛋白 ck19 染色阳性而波状蛋白染色阴性 （见

图 3A），成纤维细胞波状蛋白染色阳性而角蛋白染色阴性（见

图 3B）。

3 讨论

原代细胞培养多采用手术标本进行。本研究利用活检标本

进行细胞的原代培养，虽然组织量较少，但成功率较高；而手术

标本 3 例无一例培养成功。推测可能与：①临床分期：手术患

者临床分期早，所取组织少且含有较多量正常组织；②手术过

程中器官离体时间长，血供终止后肿瘤组织缺血时间长，导致

细胞活力降低有关。
我们经过实验发现利用改良法进行原代细胞培养成功率

明显增高，考虑改良法的优点在于：将组织消化为絮状后即终

止消化，减轻了消化液对肿瘤细胞的损伤，同时去除了大量的

成纤维细胞；细胞接种时加极少量培养基接种入培养瓶，使消

化分离的细胞依靠粘液样物 （其内含大量未完全分散细胞）与

培养瓶壁紧密接触，可以促使其贴壁，又可维持组织湿润细胞

存活。而应用传统消化法所得细胞为单个细胞，缺乏促使细胞

贴壁的粘液成分、细胞不宜成活，生长率低。
原代肿瘤培养在肿瘤研究中占有重要地位，但因其细胞生

长率低，在体外难以成活使其广泛应用受到限制。传统消化法

由于细胞生长率低，较适用于其他不需要细胞长期存活的实验

研究中，如肿瘤药物敏感性试验[7-8]，原代肿瘤细胞三维培养模

型的建立[9-10]等，应用本改良法对宫颈活检标本进行原代培养，

成功率高、实验条件要求低、适合在普通实验室开展。
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图 3 宫颈癌原代细胞免疫细胞化学染色（200×）

注：A CK19，B 波状蛋白

Fig.3 Immunocytochemistry of primary cervix carcinoma cell（200×）

Note：A CK19，B vimentin
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