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用悬浮式组织培养法观察大肠癌细胞的侵袭特性

张亚历 黄丰垣李学 农 陈 茂松

(第 一军医大学病理解剖学教研室j

侵袭和转移是恶性肿瘤的两个突出的生物

学特征， 刘瘤细胞侵袭组织过程的观察有助于

阐明其侵袭机制 [ 1]。本文采用了悬浮式离心组

织块培养泣 ， 观察了人体 大肠癌细胞系 HR

83 48 的体外侵袭心肌组织块过程， 现报告如

下。

材 料和方 法

癌细胞系 人体直肠癌 HR 8348 细胞系， 由浙江

省肿瘤医院肿瘤iiJf究所当|入[2] 。

组织块 ]驭怀孕 20 天大邸胚胎心脏 ‘ 用合抗菌

素的 Hanks ì负洗后 切成 1→2 mm3 的组织决待用。

培养液 RPMI 1 6 40 ( GlBCO ) ， 内占 1 0 %灭(;~ 小

牛JfIl沽 ， ' 1号沓来伞的唯位jml 、 链~J京 5 0 μgjml ， 间性

每素 。 . 5 μgjml ， pH 7 . 2-7 . 4 。

体外组织块培养 如图所示将大鼠胚胎心JUl组织

装入直径为 0 . 5 cm 的透析袋内 (每袋 2 - 3 块儿 在

在小破营土 flj丝线扎紧。将传代培养后 3 天的瘤细胞

单层用。 . 2 5 % 快蛋白酶消化后 ;UiJ备成浓度为 1 X 105 j 

ml 的细胞忌液， 经小玻管j]n入 . 1 -5 漓约 0. 25 ml ，

段*

回悬浮培养示意国

用橡胶版头套住't"- :' 口。每 一锥 7~离心管内 ， 加入适量

培养液， 使远、析忿J浸 :rl 巳 1 1 ， 1 ， 约 50 0 转/分离心 2 - 3 

分钟 ， 使小宫内瘤细胞悬液进入透析袋内与靶组织

混匀 ， 置 37 "C培养箱内 ， 隔 日换 ilìt并经常挤压橡胶吸

头， 使透析袋内液体制功， 促进营养液的交换。 上述

过但均按无菌操作进行。

对照 取鼠胚胎肝 ;I!lj成细胞忌液及肝细胞原代培

养， 调细胞j农)义):才 1 x 10 5 jml( Î6'力检测经台阶蓝排除

试捡达 80 %以上)， 按上ìl~ )]!J入组织培养体系 ， 以检

测细胞斗|二特异'民i沃 15付 。

标本制备 培养后第 2 、 3 、 4 、 昌 、 6 天各取

2 -4 笆 ， 取出透和l 袋内组织以1，。 一半Jij叫 1'1白白尔马

林国定， 113规石蜡包埋、 切片 ， HE 染色 ， 普通光学

显微镜下观察。 另一半豆豆织 j有 2 . 5%戊二自主固Æ及1 %

饿酸后因Ji:: ， 酒精逐级脱水后 ， 临界点 CO2 干燥 ， 镀

膜后日立 S 450 扫描也镜观察。

结果

培养后第二天取材， 在光学显微镜下可观

察到瘤细胞成不连续的单层贴附于器官表面，

细胞之间较松散。 高倍镜下可见瘤细胞纤细的

胞质突与邻近组织表面接触。 培养第三天后，

瘤细胞侵润现象愈为明显， 它们往往呈条索状

沿着肌纤维间 隙向组织深部漫润(图版图 1 )。

这些侵润的瘤细胞多为偏圆形， 核分 裂 象多

见， 核仁明显。在深部组织中瘤 细 胞 侵润前

沿， 常见单个散在的瘤细胞，好似从瘤细胞团

脱入到组织间隙一样。

应用扫描电镜可观察到瘤细胞侵袭过程表

面形态微细变化。 培养第二天， 仅见散在单个

瘤细胞分布于心肌组织块表面， 这些瘤细胞通

过其胞质的纤细突起或扁平皱壁， 紧紧贴附于

靶组织表面(国版图 3 ) 。 部分瘤细胞则见胞核
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部向胞突贴 II(J处移动， 胞质后侧仅留下菲薄的

胞质， m各似白细胞游走阿米巴样运动。

培养 3 天以后的组织块， 常见瘤细胞在组

织表面连接成片。 在光镜下成层排列的瘤细胞

群(图版图 2 )， 在扫恼电镜下往往呈紧密相嵌

排列，复盖在心肌组织表面， 此时， 不易观察

到瘤细胞的侵润过程。这些表层细胞常有许多

微绒毛状突起， 皱壁较少，极似肠道腺上皮的

组织构象(图版图 4 )。

为对比离心作用对细胞非自然嵌入组织间

隙的作用 ， 本文用正常胚鼠肝细胞悬液和单层

细胞加入培养体系 ， 实验经重复 3 次 ， 在培养

后第 2 - 6 天取材光镜观察，均未见细胞的粘

附， 亦未在肌纤维间发现"生占入"的肝细胞。

讨论

关于癌细胞体外侵袭机制的研究， 国内外

已有一些文献报道[iJ] ， 一些作者对适应该研

究的体外培养系统亦进行了研究 [ 4川]。 我们采

用的悬浮式培养法， 与其他作者采用的方法相

比，有以下优点 : (1)通过离心处理，促进了瘤

细胞与组织快的接触 ; (2 ) 利用袋装培养增加

了局部瘤细胞悬液浓度 ; (3) 通过双层管加液

系统及内管橡皮头挤压，促进了培养物营养液

的更新及代谢产物释放 ; (4) 通过悬浮培养，

瘤细胞与组织块能从多方位吸取营养。目前，

癌细胞侵袭最成功的组织培养 是 Mareel 等所

建立的方法[町 ， 他们将瘤细胞与鸡胚共孵育以

检测筛选各种抗侵袭药物[ 7 ] 。 据称保持悬浮和

摇动状态是使培养成功的关键，本文培养系统

具有类似的特性。

培养时的低速短时离心处理，可使经小管

加入的癌细胞浓聚在透析袋靶组织附近，增加

瘤细胞与靶组织接触机会。观察表明， 瘤细胞

侵润见于靶组织四周且侵润的瘤细胞生长活

跃， 核分裂象明显。提示瘤细胞侵润与离心力

所致的组织块单面瘤细胞被动堆积无关。正常

肝细胞经同样处理，民至未见靶组织表面有肝

细胞， 这可能与正常细胞不容易与组织发生粘

连有关。
应用该培养系统， 可成功观察人体直肠癌

细胞系的体外组织侵袭过程。 培养早期 ， 瘤细

胞常单个散在以伪足 1日l 附的形式|吁.t着于心肌组

织块表面， 部分细胞可观察到胞休阿米巴样运

动形态， 提示瘤细胞的"伪足贴附"和"阿米 巴

样挤入"可能在该直肠癌细胞侵袭机制中 具有

重要作用。这与高进等对人鼻咽癌细胞系 、 肝

癌和食管癌细胞系的观察结果较为一致 [8 )。

培养 3 天后， 普通光学显微镜下，可见瘤

细胞成串排列沿心肌纤维间隙向 深部组织浸

润，该处瘤细胞生长活跃， 细胞体和、较小， 核

仁明显， 核分裂象多见，与其他作者对结肠癌

组织浸润前沿的瘤细胞观察结果一致[9)。位于

组织表层的细胞则胞体较大， 复层相嵌排歹IJ ，

核分裂象较少，细胞表面有丰富的做绒毛。这

些细胞与深部浸润的瘤细胞的形态差异是否反

映了瘤细胞的异质性或不同分化状态，尚需进

一步研究。

摘要

本文采用悬浮式组织培养法用光镜及扫描

电镜观察了人体直肠癌细 胞系 HR 8 3 4 5 的体

外组织侵袭过程。 结果表明， 该法可成功显示

癌细胞的侵袭性， 培养第二天后， 越细胞即以

伪足贴附的形式粘附于大鼠心肌表而，然后呈

条索状沿着肌纤维间隙向组织深音I1侵润。侵袭

深部的瘤细胞与贴附在组织表面的瘤细胞具有

不同的形态特征。 本文对瘤细胞体外侵袭机制

进行了简要讨论。
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杂交瘤 116 株细胞无血清培养基的研制

李云宝航曾序

( I书国科学院上海细胞生物学研究所)

小鼠杂交瘤 11 0 株是分泌抗人小细胞肺癌

单克隆抗体 ( IgG 1 )的细胞，于 1 987 年本所细胞

免疫组建株[1]。本文报道研制成功了适合这株

细胞长期培养、 传代的无血清培养基的自己方，

从而为从条件培液中纯化这株杂交瘤所分泌的

单抗， 提供了方便。

材料和方法

细胞培养 常规培养液为基础培养且泌 )]11 10 %新

生小牛沮i 洁 . pH 7. 0• 7. 2 , 细胞fil养)1瓦或 2 <1 千L型和|

板均置于 5%COz 培养恼 ， 37 "C 士 O . 5 0C培养。 毛句f次 f拉主

利种I细)胞血的ìiμI

E 分泌抗体的栓测 用 ELI囚SA 双j抗j亢L休夹心法 ， 包}括

t扣打抗j儿、r'L 体丰和和IJ 刻辣if十机似I民~j主过过1氧化物盹丰毛切标t才~T; ì记己1)ν抗j儿、"L 体i均匀为纯化)后舌 J白的l白甘羊抗小

r鼠b氏JtIgG J:抗元血 j沾占。反应底物为四甲基联苯)胶 (上海医科大

学化学教削主广 ílíti) 。检测用酶联免疫检测仪(华东电

子笆'厂生产)。

无血清培养基成份 铁传递蛋白 、 l快岛东 、 牛I且

洁白蛋白 、 乙醇胶j匀 sigma 产品， 晒 (分析纯， 本所细

胞工程组赠予) ， 使用前自己 tljlJ成硝酸 10- 4 mol/L 母液。

配制液使用坦纯水(17 megohm-cm ) 。

结果和讨论

两种基础培养基的比较

选用两种基础培养基， DMEM (s igma 产

品)和 DMEjF12Ham(sigma 产品〉，如 不同浓

度的小牛血清(cs)培养 116 株细胞。 比较培养

7 2 小时的活细胞数和细胞主|长倍数。

从表 1 nLW, , 116 细胞更适应在以 DMEM

表 1 -116 株细胞在两种培养液中生长惰

况的比较

培养液 活细胞数 细胞生民

X1 05/ m l 倍数'

DMF/ F 1ZHam+5 %cs 69.8(67 . 5 , 72) 3.5 

DMEM +5%cS 11 2 . 4 (1 10 ‘ 7 , 114) 5 .6 
DME/ F J 2Ham +2%cs 34 . 9 (31. 5, 35 . 2) ] . 8 
DMEM 十 l% cS 37. t! (3 7 . 8 , 37 ) 1. 0 

115细胞数系问j低活生IJl胞的平均值。

警 活细 JJ包数除以接种细胞数。

为基础培基的培养液中生辰， 无论血清含量为

5%或 2 %时，均见如此情况。另外，在血清

为 1% 时， 细胞虽仍见生长， 但与 5%血清组

相比较， 生长倍数已显著降低， 表明培液中的

血请含量已达到或者接近维持细胞生长、 增磕

I~IS 阔值。

二、促细胞生长因子的选择

选择常用于无血清培养液的添加成分晒

酸、 铁传递蛋白 、 服岛素 、 乙醇版' 和白蛋

白 [2-4] ， 分别 以不同剂量添加在上一实验的低

血清培液 (DMEM + l % CS) 中 ， 观察细胞生长

动态，结果见表 2 一表 6 。

从表 2 -6 所列结果可见，在低血清培液

中添加一定量的晒酸， 铁传递蛋白和乙醇胶均

有促进 116 细胞生长、增殖的作用，有效剂量的

范围也较大。其中 5 ~moljL 乙醇胶或 5 0 吨jml

铁传递蛋白可使 72 小时培养的细胞数高于对

照组一倍以上。另外在乙醇胶 1 0 f1,illoljL-40 

儿敏功i 参加细胞培养上作ω
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