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　　［摘要］　目的　对肾透明细胞癌原代培养方法进行改进，以获得纯度及活力更高、遗传表型与来
源更相近的肾透明细胞癌细胞系。方法　将经过胶原酶消化法或机械法取得的肿瘤样本单细胞悬液，
置入超低黏附培养板，用添加有丝分裂原等细胞因子的无血清培养基悬浮培养，离心滤除非肿瘤细胞和

无成瘤能力肿瘤细胞，获得纯度高、异质性的肿瘤细胞囊球，囊球可以连续传代悬浮培养，也可转至常规

培养条件培养，都可得到能连续传代的肿瘤细胞株。用流式细胞仪鉴定瘤球传代细胞，并与肾癌临床样

本细胞进行表型比对。结果　与单纯机械法或胶原蛋白酶消化法分离细胞及含血清培养基培养的方法
相比，本法成功率更高，获得的肾透明细胞癌细胞保持与临床样本相似的异质性分化类型和表面抗原表

达，并且无杂细胞污染。培养的细胞可经历稳定的连续传代并用于肿瘤相关研究。结论　该方法简便
易行，成功率高，培养的肾透明细胞癌细胞株可作为肾癌研究的良好实验模型。
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　　肾细胞癌是肾癌最常见的类型，占８５％～９０％［１］。

为研究其发病机制和治疗，建立合理、稳定、高效的细

胞原代培养模式已成必然。原代培养指直接从体内取

出肿瘤细胞或组织进行的第１次的培养，应用于各类
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实验研究［２－３］。目前常用的肾透明细胞癌原代培养法

有组织块法、机械分离法、胰酶消化法和胶原酶消化分

散细胞培养。但存在如下缺点：①受恶性肿瘤组织类
型复杂性的影响，体外原代培养成功率较低。②通过
酶消化法分离的肿瘤细胞，体外贴壁扩增本身具有细

胞选择作用，得到的细胞能否代表体内真实细胞组成，

值得商榷。③非肿瘤组织和坏死组织难以较好地去
除，培养细胞含杂细胞较多，尤其是成纤维细胞。④对
细胞量要求较高，机械研磨会损伤细胞活性，都不利于

原代培养的成功。⑤现有方法容易受到培养体系的影
响，特别是胎牛血清的质量和数量、培养基种类、肿瘤

细胞类型等都是影响肿瘤细胞体外原代培养的主要因

素。裸鼠体内传代法则需要 ＳＰＦ级动物实验室，操作
要求较高，其他不可控因素较多。近年来国外有人采

取新的原代培养方法试图获得遗传表型更接近原位肿

瘤的培养细胞，如 Ｅｎｄｏ等［４］研发了一种肿瘤组织来

源的瘤球培养（ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｏｒｉｇｉｎａｔｅｄｓｐｈｅｒｏｉｄ，ＣＴＯＳ）
法，用于１２５例外科切除样本和１８例胸腔积液中非小
细胞肺癌细胞的原代培养，即将部分消化的肿瘤块用

干细胞培养基培养，获得了具有高度活性和纯度的原

代肺癌细胞，其中外科组织的 ＣＴＯＳ法成功率为
８００％。Ｓｅｉｄｅｌ等［５］在无血清培养条件下从恶性脑胶

质瘤中获得肿瘤球，进行了原代培养。无血清悬浮培

养法的研究结果表明：不管是来自临床样本活细胞还

是肿瘤细胞系的瘤球形成细胞都具有干细胞样的属

性，其增殖、分化、自我更新、细胞表型、致瘤性和放化

疗抗性都很好地重塑了来源细胞的属性［６］。因此，本

研究探讨采用该法进行肾细胞癌原代培养的可行性，

以期为肾癌研究提供理想的模型。

１　材料与方法

１．１　试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血
清、青霉素、链霉素购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胶原酶Ⅱ、
胰蛋白酶、胰岛素和牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；小鼠抗人
上皮膜抗原（ＥＭＡ）单克隆抗体、小鼠抗人ＣＤ６８单抗、
小鼠抗人ＣＫ８单抗、兔抗人ＣＫ１８单抗、ＦＩＴＣ或ＰＥ连
接的小鼠抗 ＩｇＧ同型对照抗体均购自美国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ
Ｂｉｏｔｅｃ公司；ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ
和山羊抗兔ＩｇＧ（二抗）、ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ５９４标记的山羊
抗小鼠ＩｇＧ（二抗）均购自北京中衫金桥生物技术有限
公司；碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、表皮生长因子（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＥＧＦ）购自美国ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司。

１．２　标本来源
　　肾透明细胞癌组织取自兰州大学第二医院２０１１年
９月至２０１２年２月行手术单侧全切或部分切除的９例
患者，共取得１１块肾透明细胞癌组织。
１．３　方法
１．３．１　组织块处理方法　　肿瘤样本在手术切除后
的１ｈ内进行收集，取５０ｍＬ塑料无菌带盖离心管，内
装ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液２０ｍＬ（提前在４℃冰箱中预
冷），培养液内含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００μｇ／ｍＬ链霉素。在无菌环境下，切取非坏死部位
的肿瘤样本，体积在１ｃｍ３以上置于所述无菌离心管
内，冰上运输，迅速带回实验室。在生物安全柜内，将

肿瘤样本转移至 １００ｍｍ细胞培养皿（Ｃｏｒｎｉｎｇ，
４３０１６７）内，用ＰＢＳ１０ｍＬ冲洗３次，将血细胞清洗掉，
剔除表面筋膜等非肿瘤组织。将肿瘤组织转移至一新

的１００ｍｍ细胞培养皿内，滴加０．５ｍＬＰＢＳ，用无菌手
术刀片、手术剪和手术镊将肿瘤组织全部分割为直径

小于１ｍｍ的小碎块。转移至５０ｍＬ离心管，用台式
离心机，５００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，用移液器移除离心管内
上清，再用１０ｍＬ含胶原酶Ⅱ（２００Ｕ／ｍＬ或５ｍｇ／ｍＬ）
的无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基进行重悬，置３７℃恒温摇
床上进行振荡、消化１ｈ（消化时间取决于样本大小；
如果样本大于１ｇ则消化时间增至１．５～２ｈ）。将消
化后的肿瘤组织悬液用台式离心机 ５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃去上清液，消化的肿瘤组织用１０ｍＬＰＢＳ重
悬，过筛（１００目，孔径０．１６ｍｍ），将其收集于１００ｍｍ
培养皿中。

１．３．２　肾癌细胞囊球培养　　肾癌非黏附囊球培养
基组 成 参 照 Ｂｕｓｓｏｌａｔｉ等［７］ 的 方 法，即 无 血 清

ＲＰＭＩ１６４０培养基中含有 １０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ、２０ｎｇ／ｍＬ
ＥＧＦ、５μｇ／ｍＬ胰岛素和０．４ｇ／１００ｍＬ的 ＢＳＡ。按本
实验室方法将上述得到的细胞悬液过４０μｍ孔径的
细胞筛并收集于５０ｍＬ离心管内，用血细胞计数板计
数。然后将其１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清，用无
血清 ＲＰＭＩ１６４０重悬，悬液的细胞数为 １×１０３／ｍＬ。
细胞置入超低黏附细胞培养６孔板中，２０００细胞／孔，
同样培养３板，置于３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱中培
养１４ｄ，期间每３天添加上述的无血清 ＲＰＭＩ１６４０培
养基，１００μＬ／孔。新配制的无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基
在４℃下保存应不超过２周。
１．３．３　肾癌细胞传代培养　　无血清培养基中形成
的瘤球最大直径达２００μｍ时，只需利用重力作用，沉
降１０ｍｉｎ，弃去上清，收集瘤球置于１５ｍＬ离心管中。
为避免胰酶消化损害，将收集的瘤球细胞加入

Ａｃｃｕｔａｓｅ酶（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）１ｍＬ（可根据瘤球数量
调整为１～５ｍＬ）进行消化裂解，室温下１０ｍｉｎ。然后
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用移液器吹打消化液，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取弃
去上清液，细胞分瓶置于无血清培养基中继续扩大培

养和传代。在肾癌瘤球原代培养期间任意时间都可用

含１０％（体积分数）胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０常规培养液５ｍＬ重悬
瘤球消化后的细胞，细胞数≤１０５／ｍＬ，将其置入 Ｔ２５
细胞培养瓶中进行贴壁扩大培养，待细胞铺满８５％瓶
壁时，进行细胞常规传代培养。分别用上述方法培养

细胞超过５０代而没有衰老迹象，即说明细胞原代培养
和建系成功。

１．３．４　培养细胞的鉴定　　对肾透明细胞癌临床样
本细胞和经过无血清悬浮培养得到的细胞分别用荧光

素连接的抗 ＣＫ８、ＣＫ１８、ＣＤ６８和 ＥＭＡ单克隆抗体与
肿瘤细胞表面特异性抗原进行免疫杂交，用流式细胞

仪检测相对荧光强度。按ＷＨＯ肾细胞癌病理分类和
诊断标准［８］（ＣＫ８、ＣＫ１８和 ＥＭＡ阳性，ＣＤ６８阴性）作
为培养细胞是否与其来源细胞遗传表型一致的依据。

细胞用含１％ＢＳＡ的ＰＢＳ洗２遍，选用上述抗体含２％
热灭活人血清的ＰＢＳ液４℃下孵化３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗
２遍重悬于ＦＡＣｓ缓冲液，用ＦＡＣＳｃａｎ流式分析仪（ＢＤ
公司）测定分析。

２　结果

２．１　培养结果比较
　　用传统组织块法和胶原酶消化法进行原代培养共
１１例，成功３例。用本方法进行肾透明细胞癌原代培
养９例，均获成功。对所得肿瘤样本处理后单细胞计
数结果显示，平均为４．３４×１０６个细胞，最大值２．０１×
１０７（肿瘤样本较大），最小值１．０５×１０４（肿瘤样本较
小）。本改进方法统一采用３．６×１０４个细胞，数量如
果不够则按２０００个细胞／孔孵育瘤球。采用本法所
需细胞较少，不受样本大小限制。

２．２　培养细胞的生长
　　从肾透明细胞癌临床样本组织得到的细胞经无血

清培养形成高尔夫球样的肾癌瘤球，非黏附瘤球可以

连续传代，后代瘤球生长良好（图１）。将瘤球消化后
的单细胞换为常规培养可得到正常生长的贴壁细胞，

该细胞可连续传代培养（图２）。截至目前，已传代超
过５０代。这表明本实验中非黏附／贴壁培养经过连续
传代建立了稳定的人肾透明细胞癌细胞系。采取悬浮

瘤球培养法后消化重悬并用常规贴壁培养法得到的第

１代贴壁细胞，有的呈小圆形，有的呈纺锤形和树枝
状，表现为贴壁后分化为具有不同形态的肿瘤细胞且

细胞亚群间有明显的界限（图３），表明肿瘤的异质性。
而后随着贴壁培养与传代，细胞达到终末分化，形态差

异不再明显。
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Ａ：组织样本细胞直接培养第５天；Ｂ：瘤球传代第６代瘤球
生长第７天
图１　倒置相差显微镜观察肾透明细胞癌瘤球形态

　　在瘤球培养过程中撤去无血清培养基，然后模拟
传统原代培养方式中组织块法进行原代培养，即直接

换为传统的１６４０培养基继续培养，则发现肿瘤细胞爬
出瘤球并贴壁扩大生长（图４）。
２．３　培养细胞的鉴定
　　流式细胞仪检测细胞表面抗原结果（图５）可见：
经过原代培养的细胞与肾癌组织细胞具有相同的细胞

膜免疫表型，免疫表型与肾透明细胞癌类似，呈细胞角

蛋白ＣＫ８、ＣＫ１８及上皮细胞膜抗原 ＥＭＡ阳性，ＣＤ６８
阴性。这表明体外原代培养的肿瘤细胞很好地再现了

体内肿瘤细胞的遗传表型。
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图２　倒置相差显微镜观察用瘤球形成细胞得到的贴壁培养第５代传代细胞形态
图３　倒置相差显微镜观察用悬浮瘤球培养后得到的第１代贴壁培养细胞形态
图４　瘤球（呈阴影状）培养过程中撤去无血清培养基，模拟传统原代培养组织块法得到贴壁培养细胞

６１７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!"

"

!"

!

!"

#

!"

$

!"

%

!"

"

!"

!

!"

#

!"

$

!"

%

!
"
#

!"

"

!"

!

!"

#

!"

$

!"

%

!
"
$

!"

"

!"

!

!"

#

!"

$

!"

%

& '

( )

*+!!,

"-"./0

*+!!,

"-"./0

*+#!,

"-/.!0

*+!!,

"-"./0

()/1!*23(

(41!*23(

(4!1!*23(

56&!75

!""

1"

/"

%"

#"

"

!""

1"

/"

%"

#"

"

!
%
$

!
"
$

!""

1"

/"

%"

#"

"

!""

1"

/"

%"

#"

"

Ａ：ＣＤ６８；Ｂ：ＣＫ８；Ｃ：ＣＫ１８；Ｄ：ＥＭＡ；黑线代表同型对照，段虚
线代表临床样本细胞，点虚线代表用本法获得的细胞系细胞

图５　流式细胞仪检测本法获得的细胞和临床样本细胞的
上皮细胞表面抗原

３　讨论

　　在许多基础和临床前研究中常常使用非黏附培养
系统从各种正常组织类型中收集具有干细胞属性的细

胞亚群。悬浮培养体系被用于从原发肿瘤组织样本和

肿瘤细胞系中富集未分化细胞亚群，克服了贴壁原代

培养的许多弱点，例如肿瘤组织包含高比例的间质纤

维，使用单纯的酶法或机械法获得瘤细胞是困难的，一

味延长酶消化时间或机械分离强度则必然造成细胞破

碎化或减少活细胞。用非黏附材料和无血清培养基使

细胞增殖生长形成三维囊球，促进了具有祖细胞表型

细胞的增殖［９－１０］。

　　随着科研水平的进步，对肿瘤细胞体外实验的细
胞来源要求将更为严谨，获得保留体内生物学特性和

遗传属性的优质肿瘤细胞是进行药敏实验及机制研究

的前提。本研究改进的肾透明细胞癌原代培养方法建

立肿瘤细胞株，忠实地重塑其来源组织的遗传特性，研

究其癌变、分子遗传以及转移、演变机制的可靠性大大

提高，采用本法保证了对珍贵临床样本进行体外建系

的成功率。尽管在本研究中只采用了透明细胞癌临床

组织用于原代培养，但是原理上其他任何类型的肿瘤

组织甚至某些正常组织均可采用类似的方法进行原代

培养。例如Ｌｅｅ等［１１］介绍的非黏附肿瘤球培养方法；

Ｖｕ等［１２］报道的临床肝癌组织原代培养方法。综上所

述，用本法获得近似临床样本的细胞用于后续研究具

有可行性和一定的推广意义。
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