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人脑胶质瘤细胞系 CHG-5的建立及其生物学特性的分析

陈自强 ,卞修武 ,辛　榕 ,殷育松　　 (第三军医大学基础医学部病理学教研室 ,重庆 400038)

　　【提要】　目的: 建立一人脑胶质瘤细胞系并探讨其生物学特性。方法:取胶质瘤新鲜手术标本 ,经组织块

法培养并克隆、建株 ,采用光镜、电镜、免疫组化、流式细胞术、染色体分析及异种移植瘤实验对细胞株生物学

特性进行观察。 结果: 原位肿瘤、细胞株及移植瘤标本经电镜证实为星形细胞源性 ,免疫组化呈 GFAP、

Vimentin及 V EGF阳性 ,异种移植成瘤率高。 与 SHG-44细胞比较 , GFAP表达强 , V imentin表达弱。 结论:

C HG-5为一恶性胶质瘤细胞系 ,且其生物学特性可能与 SHG-44细胞有所不同。该细胞高表达血管生成因子。

　　关键词　胶质瘤细胞系 ;细胞体外培养

　　中图法分类号　 R730. 264; R739. 41 文献标识码　 A

　　胶质瘤是常见的脑肿瘤之一 ,其病因及生长因素

与其他肿瘤一样尚不清楚。 对胶质瘤的深入研究需要

建立一系列具有不同生物学特性的胶质瘤细胞系。 目
前国内外报道的胶质瘤细胞株已有近 10种 ,其中国外

较多 ,所使用的胶质瘤细胞系主要包括人胶质母细胞

瘤细胞系 [1 ]和大鼠胶质瘤细胞系 (如 C6) ,这些细胞大

多呈 GFAP低表达
[ 2]。国内目前人体胶质瘤细胞株有

SHG-44(苏州 )、 T J105(天津 )、 XHG-92(西安 )等 ,其

中以 SHG-44细胞的生物学特性报道最多 ,它是胶质

瘤Ⅲ～ Ⅳ级
[3 ]
; X HG-92目前已失传。为了进一步探索

胶质瘤的特性并满足实验研究的需要 ,我们建立了来

源于人脑胶质瘤的细胞系 ,并进行了克隆 ,建立了

CHG-5细胞株 ,探讨了其部分生物学特性。

1　材料与方法

1. 1　标本来源与细胞培养方法
　　肿瘤取自我校附属西南医院脑外科手术标本 ,患者男性 ,

29岁 ,病理诊断为右额叶混合型胶质瘤 (星形细胞和少突胶质

细胞瘤 )Ⅱ级。石蜡切片上进行 GFAP免疫组化染色 ,并进行电

镜制样和观察。参照文献 [ 4]进行组织块法培养 ,使用含 10%小

牛血清的 PRM I 1640培养基。传至第 24代时用无限稀释法进

行克隆 ,然后每隔 5代冻存 1批 ,每隔 2月复苏 1支。 3～ 5 d传

代 1次 , 1～ 3 d换液 1次。

1. 2　形态学观察
　　在倒置显微镜下观察培养中的活细胞。传代时将部分细胞

传于盖玻片上 , 3～ 5 d后 ,用 75%酒精室温固定 , HE染色 ;移

植瘤取部分常规石蜡制片 , HE染色 ;细胞及移植瘤均常规电镜

制样 ,透射电镜观察。

1. 3　细胞动力学和遗传学特征检测
　　生长曲线: 将第 45代细胞制成悬液后计数 ,然后平均分配
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于 12个 25 ml培养瓶中 ,每天取 1瓶观察并计数 ,绘制出生长

曲线 ,求得细胞群体倍增时间。

　　细胞周期测定: 取培养 72 h的细胞 ,制成悬液 ,离心后用

p H 7. 0的 0. 01 mo l /L PBS洗 ,再离心 ,用 70%酒精固定后 ,碘

化丙锭 ( PI)染色 , FACStarplus型流式细胞仪检测细胞倍体及细

胞周期 ,测出各期百分比。

　　染色体 G显带分析: 取培养 72 h的细胞加入秋水仙素 (终

浓度为 0. 06μg /ml) ,再培养 6 h后 ,收集细胞 ,离心 ,弃上清 ,

逐滴加入 0. 75 mo l /L KCl, 37°C低渗 40 min;加入 3∶ 1甲醇

室温固定 30 min× 2,滴片 ,自然干燥后 Giemsa染色 ,油镜检

查。

　　异种种植: 将第 41代细胞制成悬液后 ,分别接种于 2只

BALB /B nu /nu裸小鼠胸、腹皮下 , 2周后观察 ,有皮下结节形

成者为阳性。待结节长至直径约 1. 5～ 2. 0 cm时 ,取结节行光、

电镜及 GFAP、碱性成纤维细胞生长因子 ( Basic fibroblast

g row th facto r , b FGF)、 FGF受体 ( FGFR)、血管内皮细胞生长

因子 ( Vascular endo thelial g row th facto r, VEGF)免疫组化检

查 ,并将部分结节研磨后再接种于另 2只 BALB /B nu /nu裸小

鼠胸、腹皮下 ,如是传代 ,已传 5代。

1. 4　免疫组化染色
　　将生长于盖玻片上的细胞用 75%酒精固定 40 min后 ,晾

干 ,一分为九 ,用中性树胶粘贴于载玻片上 ,常规 LSAB法进

行 ,一抗分别为 GFAP、 Vimentin、 VEGF、 b FGF、诱生型一氧化

氮合酶 ( iNOS)和 S-100蛋白。

2　结果

2. 1　形态观察和免疫组化结果
　　原位瘤组织学见部分区域瘤细胞呈圆形、椭圆形、星形 ,胞

浆中等 ,嗜酸性。胞核呈圆形、卵圆形 ,瘤细胞弥散分布。部分区

域瘤细胞以圆形为主 ,胞浆较少 ,核周有空晕。透射电镜见部分

瘤细胞突起较多 ,胞质内有较多的中间丝 ;部分瘤细胞突起少 ,

核较圆 ,胞浆内细胞器较少 ,缺乏中间丝。血管内皮细胞间缝隙

增宽。 免疫组化见部分瘤细胞呈 GFAP阳性。

　　培养瘤细胞在倒置显微镜下有 3种形态: 圆形、星形和梭

形 ,星形细胞一般有 3～ 4个突起 ,胞浆中等、较暗 ,核较亮 ,圆
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形、椭圆形各约 1 /2。 传代后 1～ 2 d内 ,圆形细胞较多 ,以后梭

形细胞较多 ,培养时间越长 ,梭形细胞越多 ,再次传代后 ,重复

上述形态演变。生长 5 d的细胞 ,圆形、星形与梭形细胞均可见 ,

以梭形细胞为主 ,胞浆中等 ,且核以圆形占优势 ,深染 ,核分裂

像不易见。透射电镜观察:可见较多微绒毛及大量内质网 ,游离

核糖体和较多的线粒体 ,中间丝不明显 ,部分细胞可见明显的

脂滴。 免疫组化染色见瘤细胞胞浆呈 GFAP(见图 1)及 iNOS

强阳性 , V EGF(见图 2)及 bFGF、 S-100蛋白阳性 , v im entin弱

阳性。

图 1　 CHG-5细胞胞浆呈 GFAP染色阳性　 ( LSAB× 200)

Fig 1　 Positive staining for GFAP antibody in the cytoplasm of CHG-5 cells　 ( LS AB× 200)

图 2　 CHG-5细胞胞浆呈 VEGF染色阳性　 ( LS AB× 200)

Fig 2　 Positive reaction of VEGF in the cytoplasm of CHG-5 cells　 ( LSAB× 200)

　　异种种植实验可见第 1、 2只 2周后注射部位均有皮下结

节形成。瘤的大小与接种细胞数量呈正相关。瘤结节研磨后再

接种裸鼠仍有皮下结节形成 ,且越往后传 ,出现皮下结节时间

越短。

　　移植瘤组织学表现为瘤细胞弥散分布 ,呈圆或椭圆形 ,胞

浆中等 ,核圆或椭圆形 ,深染 ,可见核分裂像 ,见图 3。 电镜下见

细胞可见短的突起 ,核不规则 ,细胞器以线粒体为主 ,中间丝不

明显 ,见图 4。 免疫组化见其部分瘤细胞胞浆呈 VEGF、 b FGF、

S-100蛋白阳性 , GFAP弱阳性。

图 3　移植瘤瘤细胞呈圆形或椭圆形 ,核深染　 ( HE× 200)

Fig 3　 Round or oval glioma cells with anaplastic

nuclei in the xenograf t　 ( HE× 200)

图 4　电镜下移植瘤细胞可见短的突起 (→ ) ,核不规

则 ,细胞器以线粒体为主 ,中间丝不明显　

( TEM× 6 000)

Fig 4　 Glioma cells with irregular nucle i and short

processes, many mitocondria in cytoplasm

while intermediate f ilaments not obvious　

( TEM× 6 000)

2. 2　细胞动力学和遗传学特征
　　接种后 ,第 1、 2天细胞增殖较慢 ,第 3、 4、 5天细胞数目直

线上升 ,第 6天以后细胞重叠生长 ,数目无明显变化。细胞群体

倍增时间约为 39 h。细胞增殖周期约为 49. 6 h。流式细胞仪测

得 G1期占 70. 9% ; S期占 26. 3% ; G2+ M期占 2. 8%。

　　染色体检查 ,显示二倍体占 36% ,三倍体占 45% ,超三倍
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体占 19%。

3　讨论

3. 1　 CHG-5细胞的生物学特性

　　我室以往的研究显示 , SHG-44细胞具有低表达

GFAP、高表达 Vimentin的特性 ,表明其分化很低。本

文报告的 CHG-5细胞株 ,经过 1年多的体外培养 ,现

已传至第 76代 ,各种生物学特性相对比较稳定。

　　 GFAP一直被视为星形细胞及其肿瘤的特异标记

物 ,在诊断及鉴别诊断上具有重要价值。 GFAP可与

Vimentin共同表达于星形细胞肿瘤中 ,前者与分化程

度呈正相关 ,后者与分化程度呈负相关。二者的表达水

平也有助于分析胶质瘤的预后情况。 目前国内外研究

者常将 GFAP的表达水平做为胶质瘤诱导分化的最

可靠指标
[5, 6 ]
。

　　本系细胞免疫组化示 GFAP强阳性 , S-100蛋白

阳性 ,表明其为星形细胞源性肿瘤。与 SHG-44细胞相

比 ,形态上略有差异: 圆形核增多 ,梭形细胞较 SHG-

44细胞短、少 ;且 GFAP表达明显较 SHG-44细胞强 ,

表明此细胞分化程度较高 ;这为更加深入地研究胶质

瘤提供了较好的实验材料。 异种移植实验更证明了本

系细胞的恶性特征。

3. 2　血管生成因子表达情况及其意义

　　血管生成在肿瘤生长中的作用已得到普遍共识。

V EGF和 bFGF除表达于一些已血管化的组织和胚胎

组织及伤口愈合过程中外 ,还表达于很多原位瘤组织

和细胞系
[7 ]
,其过度表达可使肿瘤生长加快。有报道认

为 NO对肿瘤微血管结构和功能有调节作用
[8 ] ,对

V EGF的表达亦有调控作用 ,有 NO存在的环境下 ,

V EGF促血管生成作用增强
[9 ] ,应用 iNO S抑制剂可

阻止 V EGF诱导的血管生成
[ 10]
。本系细胞及其移植瘤

细胞胞浆中均有 V EGF、 bFGF、 iNO S表达 ,说明本细

胞株虽然分化程度较高 ,仍有血管生成因子表达 ,此特

性与其他细胞株亦不同 ,更加有利于抗血管生成的研

究。

3. 3　关于胶质瘤细胞原代培养的体会

　　我们自 1997年 9月起先后 6次原代培养人脑胶

质瘤细胞 ,每例均采用了组织块培养法和匀浆培养法 ,

最后建株成功的只有 1例 ,且培养时细胞贴壁生长好

一些的均为块培养法进行的。所以我们的体会是:①肿

瘤细胞的建株 ,尤其是贴壁生长的细胞 ,组织块法培养

较匀浆法成功率高一些 。②组织块不宜太小 , 2 mm×

2 mm× 2 mm左右最适宜 ,用少许培养基浸润 3～ 5 h

后再倒转 6～ 10 h,使组织块贴壁后再倒转回来加培

养基进行培养 ,能明显提高成功率。
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Establishment of human gl ioma cell line CHG-5 and its biological

features
CHEN Zi-qiang , BIAN Xiu-wu, XIN Rong , YIN Yu-song ( Depar tment of Patholog y , Third M ilita ry Medical Univ er sity ,

Chongqing 400038)

　　 Abstract　 Objective: To establish a human ma lignant h uman g lioma cell line and investiga te its

bio log ical fea tures. Methods: Surgica lly resected specimen of a case o f mix ed a stro olig odendrocy toma of

g radeⅡ w as collec ted. After prima ry cultur e and cloning , a cell line designa ted a s C HG-5 w as establish ed

and its bio lo gica l featur es w ere studied with optical and elec tron mic rosopies, immunocy to chemistr y, flow

cytome try , kary o type analysis and experimental transplantation to nude mice. Results: The sur gica l

specim en, cell line and xenog rafted tumo r exhibited the cha racte ristics o f glioma under elect ron micro scopy.

Immunohisto ch emical staining fo r GFAP, vimentin and V EGF w ere po sitiv e. Ther e w as a high r ate of

x enog rafted tumo r fo rmation in nude mice. CHG-5 cell line show ed a stronge r reaction to GFAP and w eaker

r eac tion to vimentin than S HG-44 cell line.Conclusion: CHG-5 cell line is cell line o f ma lignant g lioma and

cer tain biological cha racteristics of CHG-5 a re different f rom tho se of SHG-44.

　　 Key words　 g lioma cell line; cell culture

　　 Foundation item: N ationa l Natura l Science Foundation of China( 39570295)

　　 (上接 879页 )

BUN 7. 83 mmol / L, Cr 87. 9μmo l /L。 血常规: Hb 130 g /L ,

WBC 8. 2× 109 /L , N 0. 78, L 0. 22, Pt 96× 109 / L。 肝功: AL T

48 IU / L。心肌酶谱 AS T 130 IU /L、 CPK 1 627 IU / L、 LDH 664

IU / L、 HBDH 626 IU / L。胸片“右上肺炎伴不张”。诊断:①溺酒

糟池 ;②呼吸衰竭 (Ⅱ型 ) ;③吸入性肺炎伴右肺不张 ;④重度休

克 ;⑤缺氧性脑病 ;⑥ ARDS;⑦多器官功能衰竭。入院后立即给

予安定、鲁米钠止痉 ,多巴胺、地塞米松、甲基强的松龙、速尿、

毒 K及碳酸氢钠、 654-2等药物治疗 ,予限制入量 ,遥控心电监

护、经皮测定氧饱和度、二氧化碳监测仪等仪器监护。入院后 2

h 40 min测血压仍为 0, 2 h 45 min给予纳洛酮 10μg /kg静注

1次 , 1 h后测血压升至 12 /8 k Pa ,再予纳洛酮 10μg /kg静注 ,

血压维持于 11～ 12 /8～ 9 kPa,继续予抗感染 ,纠正酸中毒 ,强

心 ,气管插管 ,纽邦 2000 E呼吸机人工通气等治疗 ,血 p H值入

院后 3 h升至 7. 327。入院后 13 h神智好转 ,呼之能应。 入院后

19 h患儿突然再次出现抽搐 ,双侧瞳孔一大一小 ,对光反射消

失。即行控制性过度通气治疗 ,保持 PaCO2在 3. 33～ 4. 67 k Pa ,

PaO2在 12. 0～ 20. 0 kPa。 30 min后双侧瞳孔恢复等大。 3 h后

复查血气: p H 7. 299, PaCO2 5. 22 kPa, PaO2 15. 09 k Pa , HCO-
3

20. 5 mmol /L。继续给予甘露醇等治疗。入院 29 h脱离呼吸机 ,

后期予促进脑细胞功能恢复药物。出院后随访 ,患儿智力正常。

2　讨论

　　纳洛酮是阿片受体特异性拮抗剂 ,拮抗内啡肽 ,能重新建

立前列腺素和儿茶酚胺的循环机制 ,增加左室收缩力 ,提高动

脉压 [1] ;同时 ,对Ⅱ型呼吸衰竭及酒精中毒治疗亦有效 ,故而使

用该药 1 h后休克回逆。

　　本例患儿心功能受损 ,脑疝时如选择甘露醇降颅压可导致

心肺功能恶化甚至肾小管坏死。 为此 ,我们选择了控制性过度

通气。 方法: 气管插管下 ,吸入 0. 4～ 1. 0浓度氧气 ,使 PaO2维

持在 12～ 20 kPa, PaCO2维持在 3. 33～ 4. 67 kPa,而以 3. 33～

4. 0 k Pa最为理想。持续数分钟即起降低颅压作用 ( PaCO2每下

降 0. 133 kPa脑血流量可减少 4% ,脑容量可减少 0. 049 ml /

100 g脑组织 )。其作用可维持 2～ 3 h。过度通气时间以不超过

1 h为宜。 若 PaCO2低于 2. 67 k Pa时 ,可引起脑缺血、缺氧 ,反

而加剧颅内高压 [2]。本患儿过度通气维持 30 min脑疝回纳 ,生

命体征稳定 ,后继甘露醇维持降低颅压 ,效果满意。 若病情反

复 ,应每 4 h进行一次血气分析、调整人工呼吸机之频率、潮气

量、呼吸比及压力。 作者认为 ,控制性过度通气降低颅内高压 ,

尤其是与休克并存时不失为无创抢救脑疝的一优先选择。
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