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［摘　要］目的：探讨人脑胶质瘤原代细胞体外培养的方法。方法：手术切除脑胶质瘤患者的病灶组织，采用
机械分离胰酶消化法获取胶质瘤细胞，倒置显微镜下观察胶质瘤细胞的形态学变化，通过差速贴壁、反复传代、

自然纯化法获得纯度高、生物性状稳定、增殖能力强的细胞株，绘制细胞生长曲线，免疫组织化学技术鉴定原代

细胞及其纯度。结果：培养成功的原代细胞贴壁生长状态好，有明显的对数生长期；恶性程度越高细胞增殖越

快，可传代培养，胶质原纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）染色阳性率达９３％，证明培养的细胞为纯度较高的胶质瘤细胞。
结论：机械分离胰酶消化法适合于体外胶质瘤细胞的原代培养。
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　　脑胶质瘤是发生于神经外胚层的恶性肿瘤，在
成人的发病率约为 ６／１０万，５年生存率 ２０％ ～
３０％［１－３］。部分脑胶质瘤恶性程度高，生存期短。

原代细胞刚从肿瘤组织中分离出来，包含了肿瘤细

胞的各种信号，生物学特性没有发生很大的变化，

仍保留原来的遗传学特性，这样培养出的肿瘤细胞
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与在体肿瘤细胞的真实状态最接近，是研究抗肿

瘤药物作用机制及肿瘤基因表达的理想细胞模

型［４］。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本来源

收集２０１１年１０月～２０１２年３月１５例脑胶质
瘤患者新鲜手术标本进行细胞培养，所取标本征得

患者或家属的知情同意，所有标本经术后病理检查

确诊。其中男９例，女６例，２２～６７岁，平均４５．２
岁。按 ＷＨＯ（２００７）中枢神经系统肿瘤分类标
准［５］：星形细胞瘤６例（Ⅱ级），间变形星形细胞瘤
６例（Ⅲ级），胶质母细胞瘤３例（Ⅳ）。
１．１．２　实验仪器及试剂

ＣＯ２培养箱（日本 ＳＡＮＹＯ），ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司），鼠抗人ＧＦＡＰ（武汉博士德），ＳＡＢＣ试
剂盒（北京中杉金桥）等。

１．２　方法
１．２．１　原代细胞培养　将手术切除的新鲜肿瘤标
本（选择肿瘤细胞丰富的实质，避开与正常组织交

界区、钙化处、出血、坏死液化区）放入含双抗的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液的瓶中，冰浴下立即送实验室；
镜下选取较单纯的肿瘤组织（剔除坏死组织和血

管等组织），眼科剪剪成约 １ｍｍ３小块，研磨约
１ｍｉｎ，滴加适量的胰酶 －ＥＤＴＡ（００２％ＥＤＴＡ及
０２５％胰蛋白酶）３７℃消化５ｍｉｎ，终止消化后用
吸管轻轻吹打，使细胞尽量分散，用２００目不锈钢
筛网过滤；过滤后的悬液离心、重悬，按５×１０４／ｍＬ
接种于５０ｍＬ的培养瓶，培养３０ｍｉｎ后，将细胞悬
液移至另一培养瓶中，去除成纤维细胞，４８ｈ后更
换培养液，弃除未贴壁细胞，以后每３ｄ换液１次。
倒置相差显微镜下观察不同时期细胞的生长情况

并照相。

１２２　传代及纯化细胞　细胞融合达 ８０％ ～
９０％后，滴加胰酶－ＥＤＴＡ（００２％ＥＤＴＡ及０２５％
胰蛋白酶）３７℃消化，当观察到细胞突起回缩、形
态变圆、细胞间隙变大，约有８０％细胞漂浮时，加
入等体积的含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养
基中止消化；按１∶２传代，经多次传代扩增培养，使
细胞逐渐得到纯化和扩增。

１２３　细胞生长曲线的测定　取已铺满培养瓶底
的胶质瘤细胞，消化后以５×１０４个／ｍＬ的密度接

种于２４孔培养板。每２４ｈ取３孔进行细胞计数，
连续７ｄ，以细胞数量为纵坐标，时间为横坐标绘制
细胞生长曲线。按 Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ公式计算细胞倍增时
间为：Ｔｄ＝ｔｌｇ２／ｌｇ（Ｎｔ／Ｎｏ），其中Ｔｄ为倍增时间
（ｈ），ｔ为细胞数由Ｎｏ增至 Ｎｔ所需的时间，Ｎｏ为
接种时的细胞数，Ｎｔ为培养ｔｈ后的细胞数。
１２４　鉴定肿瘤细胞　收获 Ｐ３代生长状态良好
的细胞，４％多聚甲醛液固定，滴加相应的 ＧＦＡＰ
一抗（滴度 １∶１００），４℃过夜，滴加相应的二抗，
ＤＡＢ显色，脱水，透明，中性树胶封片，在高倍镜下
（４００×）随机选取１０个视野，计数１０００个肿瘤细
胞中阳性肿瘤细胞所占的百分率。

２　结果

２１　人胶质瘤原代培养细胞
接种后４８ｈ换液，去除不贴壁的细胞和碎片

后，镜下可见单个分散或数个克隆样贴壁的细胞，

形态较为均匀，呈棱形伸展状态或多边形，以棱形

细胞为主（图１Ａ）；第３天可观察到贴壁细胞有分
裂增殖，细胞数目增加明显，肿瘤细胞形态多样，呈

棱形、三角形、多角形等，细胞轮廓清晰（图 １Ｂ）。
４～５ｄ原代培养的细胞逐渐形成分散的细胞集落
（图１Ｃ），于培养６～７ｄ天渐渐铺满培养瓶底，细
胞达９０％融合（图１Ｄ），呈铺路石样排列，恶性程
度越高细胞增殖越快。

２２　传代及纯化细胞
培养的细胞达 ９０％左右融合时，消化传代。

传代的细胞形态与原代相似，传代细胞生长潜伏期

短，接种２～３ｈ后即贴壁伸展，逐渐恢复为棱形，
１２～２４ｈ完全贴壁，传代后的细胞增殖速度较快，
３～５ｄ即可传代１次，且细胞形态单一均匀，呈铺
路石样排列（图２Ａ、２Ｂ）。
２３　细胞生长曲线

生长曲线显示细胞接种第２天后细胞进入对
数生长期，第３～５天为对数生长期，培养第７天细
胞增殖达到高峰，第７天后细胞生长进入平台期，
见图３。
２４　第３代人胶质瘤细胞鉴定

原代培养的人胶质瘤细胞经纯化传代至第３
代时，绝大多数肿瘤细胞胶质原纤维酸性蛋白

（ＧＦＡＰ）染色阳性，细胞胞浆呈现棕黄色颗粒，阳
性率达９３％，证实所培养的细胞为胶质瘤细胞（图
４Ａ、Ｂ）。
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注：Ａ为培养４８ｈ（２００×），Ｂ为培养第３天（２００×），Ｃ为培养第５天（２００×），Ｄ为培养第７天（１００×）

图１　原代培养的胶质瘤细胞
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ

注：Ａ为第３代培养第２天（２００×），
Ｂ为第３代培养第５天（１００×）

图２　传代培养的胶质瘤细胞
Ｆｉｇ．２　Ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ

图３　胶质瘤细胞生长曲线图
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ

注：Ａ、Ｂ分别为第３代培养第５天细胞ＧＦＡＰ
的表达（ＳＡＢＣ×１００，×４００）

图４　第３代人胶质瘤细胞的ＧＦＡＰ表达
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅＧＦＡＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ５ｄａｙｓ

３　讨论

脑胶质瘤是颅脑肿瘤中最常见的一种，严重危

害患者的健康。胶质瘤细胞的原代培养是直接取

患者的肿瘤组织在体外进行扩增、培养，因刚从组

织中分离，其生物学特性还未发生很大的变化，仍

保留原来的遗传学特性，也最接近体内细胞的生长

特性［６］，适用于药物敏感试验、细胞分化等实验研

究。国内外已有大量关于胶质瘤原代细胞培养的

研究［７－８］，脑胶质瘤细胞的原代培养在胶质瘤研究

的各个领域均得到广泛的应用。

原代细胞培养方法有酶消化法和组织块培养

法，对方法的选择很多学者持有不同的观点［９］。

本实验先用研磨器研磨机械分离细胞，再加入胰酶

短时间消化，不锈钢滤网过滤进行体外培养，这样

既避开了单纯酶消化法步骤多、组织需要量大的缺

点，还可以减轻长时间酶消化时对原代细胞的损

伤作用；同时也摒弃了组织块培养法细胞周期很长、

成功率低等缺点，很适合目前的科学研究的需要。

大量研究证实 ＧＦＡＰ是一种由胶质细胞特异
表达的中间丝细胞骨架蛋白，决定胶质细胞的结构

和功能［１０］。细胞的恶性转化与细胞的形态改变密

切相关，细胞形态一旦改变该细胞的生长特性与功

能必发生改变。决定细胞形态的物质主要与细胞

骨架有关。真核生物细胞的骨架主要由肌动蛋白、

微丝及介于两者之间的中间丝三类网状蛋白质构

成，其中以中间丝变异高，并显示出特异性的表达。

目前ＧＦＡＰ是最常用于识别正常或病理情况下胶
质细胞来源的一种特异性的蛋白质［１１］。本实验在

倒置显微镜下观察到体外原代培养细胞形态多样，

有梭形、三角形、多角形，以棱形为主，这与众多文

献报告的原代胶质瘤细胞的形态相符，且通过传代

的纯化，细胞形态逐渐均匀、单一，以棱形为主。选

用第３代细胞生长状态良好的胶质瘤细胞采用免
疫组织化学的方法检测胶质细胞特异性的标志物

ＧＦＡＰ的表达，结果显示肿瘤细胞高度表达 ＧＦＡＰ，
胞质染成棕黄色，阳性细胞率达９３％，证明所培养
的细胞为胶质瘤细胞，且纯度较高。

本实验采用机械分离胰酶消化法成功培养出

人脑胶质瘤细胞，为下一步深入研究胶质瘤的生物

学特性及体外药物敏感性试验、动物验证实验等奠

定了基础。

（下转第３１页）
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