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研究

0 　引言

目前采用蛋白质组学对胃癌的研

究 ,多采用胃癌手术 ,活检标本或现成的

胃癌细胞系。但胃癌组织有许多间质成

分 ,比如成纤维细胞 ,这些都会对胃癌蛋

白质组分析产生干扰 ,而胃癌细胞系虽

然细胞种类单一 ,获取容易 ,但因传代次

数过多 ,代数不明 ,其蛋白质表达与在体

胃癌细胞相比是否发生变异 ,均是我们

在研究胃癌蛋白质组过程中担忧的问

题。而胃癌组织原代培养既能反映原始

组织细胞特点 ,又能排除间质成分的干

扰 ,是研究胃癌细胞分化、形态及功能异

常、浸润性、转移性、遗传特征和临床用

药的理想材料。为了更好地研究胃癌蛋

白质表达情况 ,我们对原有的胃癌组织

原代培养方法加以改良 ,建立了较成功

的培养体系 ,以期为后续的胃癌蛋白质

组学研究和其他相关研究奠定基础。

1 　材料与方法

1 . 1 　试剂与标本

RPMI1640 ,灭活胎牛血清 , Hepes ,

青霉素 ,链霉素 ,两性霉素 B ,胰岛素 ,25

cm2培养瓶 (铺被鼠尾胶原) ; 21 例胃癌

组织取自郑州大学一附院手术标本

(2006 . 04～2006 . 12) ,病理确诊均为胃

腺癌。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　培养液 RPMI1640 的配制 [1 ] 　

生长培养液 :灭活胎牛血清 20 % ,青霉

素 100 U/ ml ,链霉素 100μg / ml , Hepes

缓冲液 25 mmol/ L ,碳酸氢钠 20 mmol/

L ,胰岛素0 . 5 U/ ml。运输培养液 :不含

血清且另加两性霉素 B 2μg/ ml ,其余同

生长培养液。

起始培养液 :不含血清也不加两性

霉素 ,其余同生长培养液。

1 . 2 . 2 　胃癌组织块种植 　去除胃癌组

织附带的脂肪、结缔组织及坏死部分 ,在

平皿中用运输培养液洗 3 次 ,剪碎胃癌

组织成 1 mm3 的小块 ,接种于涂有鼠尾

胶原的培养瓶中 ,先平置于 37 ℃ 5 %

CO2培养箱中 3h 左右使组织块边缘干

涸 ,然后补加微量起始培养液 [2 ,3 ] ,37 ℃

静置培养 , 24 h 后换液。

1 . 2 . 3 　成纤维细胞的去除 　采用机械

刮除法 [4 ] 。把胶塞剪成三角形插在不锈

钢丝末端制成橡胶刮头 ,放入试管中高

压蒸汽灭菌后备用。上述组织块培养 6

d 后 ,将培养瓶置于相差显微镜下观察 ,

有上皮样细胞生长的组织块用记号笔在

瓶外做标记 ,换液时未标记的组织块用

橡胶刮头刮掉 ,有标记的保留并加入培

养液继续培养。如有成纤维细胞残留 ,

可重复刮除。

1 . 2 . 4 　胃癌细胞的鉴定 [4 ] 　胃癌细胞

爬片培养 ,常规 H E 染色 ,PAS 染色。

免疫组化 SP 法检测上皮膜抗原

( EMA)和癌胚抗原 (CEA) 。

2 　结果

从培养的第 3 d 起 ,部分组织块有

上皮样细胞开始向外移行生长 ,第 3 d

换了全量生长培养液后 ,我们陆续观察

到 ,有的组织块开始有成纤维细胞向外

移行生长 ,且一个组织块仅见到一种类

型的细胞生长 ,要么是上皮样细胞 ,要么

是成纤维细胞。用橡胶刮头刮除后 ,成

纤维细胞明显减少 ,通过反复刮除成纤

维细胞生长的组织块 ,最后不存在成纤

维细胞的污染和过度生长 ,胃癌细胞纯

化、单一。相差显微镜观察及 H E 染色

显示细胞异形性明显。PAS 染色阳性 ,

显示细胞有丰富的多糖 (粘蛋白 ) 。

EMA 及 CEA 染色阳性 ,表明培养的细

胞具有上皮源性和恶性特征。

3 　讨论

胃癌组织原代培养在国内外早有尝

试 ,但培养的成功率较低 ,多年来对胃癌

的研究往往采用胃癌组织、细胞系或胃

癌原代短期培养 (混有非肿瘤细胞 [5 ] ) ,

而胃癌蛋白质组学研究的兴起使胃癌细

胞原代培养迫在眉睫 ,为此我们于 2006

年 4 月～2006 年 12 月对 21 例胃癌组织

进行组织块静置干贴壁原代培养 ,并在

原有培养技术和操作方法的基础上 ,不

断探索改良 ,建立了行之有效的连续微

量培养液组织块贴壁培养法。

3 . 1 　胃癌组织的取材和预处理

胃癌组织必须从经病理证实的肿瘤

组织中无菌切取 ,选择肿瘤块边缘的组

织或肿瘤组织与正常组织交界处的组

织 ,因该处肿瘤细胞的活性、代谢都比

较旺盛 ,易贴壁生长。取材后立即放入

运输培养液中保鲜 ,不含血清 ,但应加入

两性霉素 B 2μg/ ml 以防霉菌污染 ,两

性霉素 B 能有效抑制霉菌的生长 ,但不

能在培养液中长期存在 ,否则对胃癌细

胞的生长不利。我们选择在运输胃癌组

织和剪碎组织的过程中用运输培养液。

取材后应尽早进行培养 ,否则置 4 ℃冰

箱过夜 ,但不能超过 24 h。

3 . 2 　剪碎组织和组织块种植

去除胃癌组织附带的脂肪、结缔组

织及坏死部分 ,在平皿中用运输培养液

洗 3 次 ,移至试管口 ,用眼科剪剪碎癌组

织成 1 mm3的小块 ,不宜过细 ,否则易漂

浮。过大则块内细胞长时间得不到营养

而死亡。

组织剪碎后 ,向试管内加 2 ml 起始

培养液 ,将组织块及细胞吹打均匀 ,吸取

适量加于细胞培养瓶的培养面 ,并用滴

管的尖部拨动组织块至密度适当、分布

均匀 (由于起始培养液较少 ,所以组织块

不能太多 ,组织块间距0 . 5 cm[3 ] ) ,然后

将培养瓶慢慢立起 ,吸弃瓶底多余培养
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液。平置于 37 ℃5 % CO2 培养箱中 3 h

左右使组织块边缘干涸 ,然后补加微量

起始培养液 (刚好能覆盖培养瓶底面即

可 ,否则组织块易漂浮)静置培养。

3 . 3 　培养瓶的取放方法和换液方法

组织块贴壁培养过程中 ,换液与观

察时培养瓶的取放十分重要。必须先将

培养瓶缓慢直立后才能取出培养瓶 ; 在

放入培养箱和做显微镜观察时 ,须十分

缓慢地将培养瓶放平 ,确保组织块不受

液体的晃动而脱落 ,绝不能将培养瓶平

拿起走动。

为确保组织块尽快贴壁 ,开始培养

液用量较少 ,但为了保持足够的营养及

酸硷平衡 ,必须 24 h 换液 1 次。换液时

培养瓶直立 , 吸弃全部旧培养液 ,加入

等量新培养液 ,微量培养液的培养时间 ,

一般要连续 3～7 天或更长 ,视组织块长

出细胞的快慢而定。待组织块周围长出

细胞后 ,换液时才能将培养液增加到常

规量或更多 ,并且应保持 3～5 天的静置

培养 ,以利于细胞的迅速生长。

因为运输用培养液和起始培养液均

未加血清 ,成纤维细胞的生长依赖于血

清的存在 ,所以生长受到抑制 ,而肿瘤细

胞的生长不依赖血清的存在 ,所以在第

3 天 ,我们首先观察到有上皮样细胞从

某些组织块向外移行生长 ,而不是成纤

维细胞。到第 3 天换为全量生长培养

液 ,我们陆续观察到 ,有的组织块开始有

成纤维细胞向外移行生长。

3 . 4 　成纤维细胞清除时机和方法的选

择

肿瘤细胞对血清的需求比正常细胞

低 ,正常细胞培养不加血清不能生长 ,肿

瘤细胞在低血清/ 无血清培养基中也能

生长 ,肿瘤细胞对培养环境适应性较大 ,

是因肿瘤细胞有自泌性产生促生长物质

之故 ,但这并不说明肿瘤细胞完全不需

要这些成分。因此早期采用微量无血清

的起始培养液培养组织块 ,胃癌细胞和

成纤维细胞的生长都会有所减慢。因此

在第三天观察到某些组织块有上皮样细

胞长出后 ,我们并不急于清除成纤维细

胞 ,而是换成全量含 20 %胎牛血清的生

长培养液继续稳定培养 3 天以上 ,等有

大量组织块都有细胞长出后再开始成纤

维细胞清除。采用机械刮除法简单可

靠 ,能从根本上把长出成纤维细胞的组

织块及周围的细胞清除掉 ,避免了成纤

维细胞的污染和过度生长现象 ,使胃癌

细胞纯化率达 100 %。

本文建立的连续微量培养液组织块

贴壁培养法 ,贴壁生长率明显高于常规

组织块贴壁法。常规组织块培养法 [4 ] 经

2～4 小时干涸翻转培养瓶后 ,大部分又

被浮起 ,或者组织块虽贴壁较好 ,但其周

围不易长出细胞 ,可能是组织细胞长时

间得不到营养而受到损伤。因此我们采

用在整个培养工作中 , 胃癌组织离开人

体后一直不脱离培养液 ,保证组织活力。

其特点是 :组织块在营养充足的情况下 ,

长时间不被浮起 ,给组织块贴壁生长创

造了良好的环境 ;早期无血清培养液的

应用抑制了成纤维细胞的快速生长 ,使

上皮样肿瘤细胞的移行生长早于成纤维

细胞 ,并适时清除了成纤维细胞 ,从而提

高了肿瘤细胞培养的成功率。
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3 %～5 %[ 9 ] 。从病理学角度分析重度不典型增生与

原位癌是同义语。W HO 肿瘤新分类标准提出的

H IN ,其可逆性很小 ,临床处理原则是内镜或手术切

除。新的诊断标准实质是对肿瘤发病和诊断的认识

更超前了一步 ,因此将 H IN 与经典的重复癌诊断综

合分析应当说是合理的。相信随着早诊技术的进一

步普及和提高 ,这个认识会得到共识。
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