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【摘要】背景与目的：探讨淋巴细胞通过诱导能否成为肿瘤细胞。 材料与方法：应用小鼠黑色素瘤细胞培养液离心的上清液，再

经过滤所获滤液，稀释成不同浓度，用于淋巴细胞体外培养诱导，通过体外培养和动物试验进行成瘤性及体内体外传代特性观察。

结果：荷 ’#( 瘤体 % 个月的小鼠淋巴结内分离细胞，体外诱导成瘤细胞，命名为 )* 瘤细胞。其体内可稳定成瘤传代，体外初期呈肿瘤

细胞生长特征，传代中逐步丧失。 结论：初步证明淋巴细胞可以在特定环境中转变为肿瘤细胞。
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生物波研究较早地关注非平衡环境中临界点上发生

特殊生命现象的问题，通过实验，探讨了抗菌素浓度梯度

作用下细菌生长所发生的“Q”管现象 R# S，逐步促成了条件

论的理论进展 R2 S，在此理论指导下，也探讨了体外培养的

膀胱癌细胞波动生长的特点 R, S，进而针对癌细胞生长动力

学特征，借助生物波实验模型研究结果认识和探讨肿瘤

的生长和发生规律，在黑色素瘤荷瘤鼠动物模型研究中

观察到瘤体包膜下或在包膜与包膜之间存在囊状结构，

并在包膜下常见大量的小体积细胞，其形态上类似于淋

巴细胞。与文献有关肿瘤浸润淋巴细胞的报道极为相

似 R% S。这些使研究人员产生了一个问题：淋巴细胞是否有

可能在肿瘤局部受环境影响而转化为肿瘤细胞，并且以

此导致肿瘤的扩张生长呢？在此基础上，本文设计了体外

诱导小鼠淋巴结细胞形成肿瘤细胞的实验，旨在探讨癌

细胞的起源特点，为癌症的调节治疗提供实验依据。

! 材料与方法

!" ! 材料

TU 种小鼠，由第三军医大学动物所提供，常规饲

养 P ’#( 细胞株购自上海细胞生物研究所，由本科室传

代保存 P VGVK*M.#W 型 KQ2 孵箱 ! 美国 X5:?I A@E6F=EJE@
YF@ G 生产 P ’0%#. 型 Q9>?8BA 多功能显微镜 ! 日本奥林
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图 + 取自淋巴结内的细胞在诱导剂中培养 + , 以悬浮方式生长 - .
/001
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巴斯公司 . /%&01$2 倒置显微镜 . 细胞培养用常规试剂

购自 34506 公司。

!" # 方 法

!" #" ! 小鼠淋巴结的分离 参见文献 7 89 的方法

进行。

!" #" # 小鼠淋巴细胞体外培养诱导

!" #" #" ! 诱导剂的制备 将 :*; 细胞用 <=>?@
*;-A 培养基培养至细胞重叠生长，继续培养 B C。待有

细胞脱落，且培养液 1D E ; 时将此培养液收集于离心

管中，以 F AAA G H 04I 离心 BA 04I，取上清液超滤，滤液

作为诱导剂。

!" #" #" # 诱导剂各孔浓度的分布 于 *B 孔培养

板的第 * 到 *B 孔中加入诱导剂及含 BAJ血清的 *;-A
培养基，其配置情况见表 *。

!" #" #" $ 细胞接种 将上述分离取得的淋巴结

用手术刀将其剖开，加入约 *) 8 0% D6IK L 2 冲洗呈囊状

的淋巴结内部，制得细胞悬液，于上述 *B 孔培养板的第

B 至 *B 孔中再分别加入该细胞悬液 A) * 0% ，第 * 孔加

入 A) * 0% D6IK L 2 液作为诱导剂空白对照，用于检查诱

导剂中是否存在 :*; 细胞或在放置过程中产生微生物

污染等变化。

!" #" #" % 培养环境及培养时间 将以上接种有

淋巴细胞的细胞培养板，于 FM N，8J O/B 孵箱中培

养，并观察淋巴细胞生长状态。

!" #" $ 细胞成瘤实验 将体外诱导后具有肿瘤

细胞生长特征的淋巴结细胞及 :*; 细胞分别制成细胞

浓度为 * P *AM H0% 的细胞悬液，于小鼠左后腿肌肉内接

种，每只接种 A) * 0% ，观察成瘤情况及统计成瘤率。

!" #" % 瘤体细胞的原代培养 采用胰蛋白酶消

化培养方法，传代培养采用贴壁型生长细胞的消化传代

方法 7; 9。

# 结 果

#" ! 小鼠的 &!’ 瘤体包膜间小囊状结构与小鼠

淋巴结比较

小鼠肌肉接种 :*; 细胞后所形成的 :*; 瘤体长至

B) A Q0 以上时，从其瘤体包膜之间取得小囊状结构，其

与小鼠淋巴结在大小、外观及表面硬度和光滑度上没有

明显区别。取囊中内容物布瑞氏染色观察，均为淋巴细

胞的形态特征。并对 :*; 瘤体包膜之间的小囊状结构及

小鼠淋巴结做石蜡切片、DR 染色观察，两者图像无差异

S图 *，BT。

#" # 荷 &!’ 瘤体小鼠瘤体同侧与异侧腹股沟淋

巴结内细胞体外诱导培养结果

从小鼠的淋巴结分离诱导试验中，选择出 * 只荷瘤

状态维持近 - 个月，瘤体大小已近 - Q0 的昆明种小鼠进

行本试验，在近瘤体一侧分离的淋巴结，其大小约 - 00，

表面有血丝，外观略显黑色本实验中称为同侧淋巴结，而

在对侧略微变大的淋巴结 S约 B) 8 00T ! 无其它异常，称

为对侧淋巴结，分别将其中的细胞于预先加有不同浓度

诱导剂的培养孔中进行体外诱导培养试验。在培养的前

*A U 内在镜下可见细胞悬浮，不贴壁，数量较大，在倒置

显微镜下，平均每个视野中 S P -AAT细胞存在 * AAA 个左

右 S图 FT，从第 F C 起出现少量贴壁生长的细胞，对侧淋

巴结细胞的第 F V - 孔，成团，并在 - V 8 C 出现梭形，成

小片生长，但仍然有许多圆形的淋巴样细胞 S图 -T，进而

至 + V *A C 细胞铺满整个瓶底，同时可见众多的其它细

胞变黑和更加明显的悬浮。约 *8 C 后，细胞呈多角形，并

失去其接触抑制特点，出现大片重叠生长等肿瘤细胞特

点 S图 8T。在其余各孔中未见相同生长特征的细胞。而同

侧淋巴结细胞则在第 F、-、M、W 孔中出现对侧淋巴结中

F、-孔的生长特征。并且对这些细胞采用贴壁型生长细胞
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表 F 诱导剂和含G0H 小牛血清的FI/0培养基体积比系列

’EJA7 F K76379 <? >87 6E>3< <? >87 L<A5B79 <? 3;,5@76 E;, #M)FDFI/0
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图 F NFI 瘤体包膜之间的小囊状结构石蜡包埋切片 -O( . /001 图
G 小鼠淋巴结石蜡包埋切片 -O( . /001
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图 + 取自淋巴结内的细胞在诱导剂中培养 , - 后生长结果 . / +001
图 , 取自淋巴结内的细胞在诱导剂中培养 2, - 后生长特点 . / +001
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的消化传代方法，传于新的培养板中，加入含 #’小牛血

清的#(%) 培养基，于 *& +、,’ -./ 孵箱培养，发现其传

代次数有限。我们依其来源特点，因其与埋殖在肿瘤体

内的小囊状结构中的细胞相似，故称为嵌入前癌细胞

012314 56786 9:286 ;1<< ! =>?，即 => 细胞。

!" # $% 瘤细胞成瘤实验结果

将 => 细胞进行传代培养。然后各接种 #) 只小鼠，

以@#( 细胞为对照，观察各组小鼠的成瘤情况并统计成

瘤率。结果 => 细胞接种后成瘤时间均为 & 4，而 @#( 细

胞成瘤时间也是 & 4。成瘤过程及成瘤率相当 0均约

&)’ ?，仅成瘤后形成的瘤体有区别：=> 瘤内容物呈白色

浆状，表面有包膜。@#( 细胞形成的瘤体外观呈黑色，内

容物中呈黑、白相间的坏死组织。对 => 瘤体及 @#( 瘤体

进行石蜡切片、A= 染色 0图 (、&?。由图可见，=> 瘤体内部

细胞排列有序，细胞成条状梭形，着色较均匀；@#( 瘤体

细胞无序排列，胞核大而明显，细胞质染色深浅不一。

!" & $% 瘤体细胞体外传代培养特点

对 => 瘤细胞形成的瘤体，进行原代分离培养，分

体内和体外传代。体内传代从瘤体组织分离的细胞不经

体外培养直接接种小鼠，现已传至 #* 代，其成瘤特性稳

定；体外传代中至第 *、% 代后见到梭形细胞逐步减少，

胞体变圆，继续传代细胞生长速度减慢，至第 ( B & 代后

细胞多悬浮不易生长。对传代过程中细胞成瘤性检查表

明，第 * B % 代细胞仍可成瘤但成瘤时间多延后至 #) B
#/ 4，且成瘤率降至 /,’ B %)’，并且接种局部多伴随

水肿反应，第 (、& 代细胞不能成瘤。

# 讨 论

淋巴细胞作为一种非终末细胞，在体内执行功能的

过程中已表现出分布广、对环境刺激因素敏感、容易发

生母细胞化等特点。淋巴细胞与癌细胞的关系长期以来

受到关注，但受癌症治疗困难较大的驱使，多侧重于类

似于肿瘤浸润淋巴细胞等应用方面的研究 C& D。*) 余年研

究显然从治疗的角度仅得到一些教训，但是其提供的现

象是确定的，即淋巴细胞与肿瘤体在位置上常常有共存

的表现。这对本项工作的开展曾起到提示作用。本研究

作为一个设计性实验经历两年多时间、上百次分离诱

导，终于获得特殊的癌细胞株，具备肿瘤细胞的无接触

抑制的生长特征，并且能形成瘤体，可在体内稳定传代

并成瘤。但在体外传代中表现出逐步丧失瘤细胞生长特

征，成瘤性也逐步降低的“返祖化”现象。而 @#( 细胞在

体外传代中其瘤细胞生长、成瘤性稳定。以上说明本研

究所得 => 细胞瘤不是 @#( 细胞转移到淋巴结中生长的

结果。关于体外传代中出现的“返祖化”现象，可能与传

代时离开了原先的含有诱导剂的环境，而仅用含 #’小

牛血清的 #(%) 培养基有关，尚有待于对这种细胞从表

面分子、转化功能、返祖特点等方面进行研究。

本研究结果说明可从淋巴结内细胞诱导出瘤细

胞。虽然其诱导成功率尚有待提高，研究结果对探讨癌

的起源，提供了新的依据。
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