
人黑色素瘤细胞系(HMM-239)的建立及其生物学特性

黄靖香陆应麟陈乐具李向缸张嘴尤

〈解放军总医院病理科北京 100853)

人黑色素瘤细胞系在国外虽已建立近 200

个I11，但在国内尚未见报道。我们于 1987 年

首次将一活检病理诊断为左足趾黑色瘤的患

者，无菌取其截股甲床下的一块肿瘤组织做细

胞培养，先后传代 80 余次，其间经 15 次冻

存， 21 次复苏， 6 次接种裸鼠皮下。 a细胞生

长稳定，无支原体污染，现定名为 HMM-239

细胞系。

材料和方法

-、材科来源和培"方法
患者李 X ，男 .62 岁，因左足拇趾甲床下包块 1 年

余，来我院就诊后活检(病理号 16~290)，诊断为恶性

黑色素瘤(MM)而入院子术。

培养方法无菌取甲床下黑色素病变组织，用

Hank's 液冲洗 3 次，剪成 1 立方毫米大小的组织块，

均匀贴在 30 ml 方瓶的内壁上，加 pH 1.2 RPMI-

1640 培养液(含 15%小牛血清).置 37'C贴壁 2 小时

后，将组织块轻翻至培养液中，密闭静止培养， 33 天

后第一次传代，以后 3 天传代 1 次， 多次冻存复苏，

细胞生长良好。

二、形态学撞蠢

1. 光镜检查活检组织经 10%福尔马林固定，

石腊切片，脱蜡至水。 10 代培养细胞先传到窄玻片上

生长 2 天。然后取出经 Hank's 液洗涤. AF液固定 30

分钟，和上述切片做 HE染色，光镜下观察。培养在

方瓶中的贴壁细胞，用 Olympus 倒置显微镜观察。

2. 摞鼠接种用 3、 13 、 15、 20 代培养 2 天的细

胞，每只接种细胞 4 X 106 于 B/C裸鼠的右后外侧皮

下。共接种 20 只，鼠龄 4-6 周，体重 16-20 克。

以后每周测肿瘤大小一次，裸鼠带瘤生长 23-80 天，

于不同时间处死，取脑、肺、肝、脾、肾、肿瘤和

颈、腋、腹股沟、肠系膜淋巴结做肉眼和光镜观察。

取肿瘤组织做电镜，组织化学及免疫组化检查。

3. 组织化学精色活检组织和裸鼠的移植瘤组

织及培养细胞三种标本一起用 Masson-Fontana 银氨

液浸染法染色，以显示黑色素[剑。 另外用裸鼠移植瘤

组织冰凉切片和培养在窄玻片上 1 一 5 天的活细胞一

起进行 Dopa 氧化酶〈又称酶氨酸酶〉染色。以显示

Dopa 氧化酶的活性部位【21.

4. 兔.组化精e 用兔抗人 S-100 单克隆抗体

〈美国 Dllko 公司产).将上述三种标本用 ABC法做兔

疫组化染色.

5. .射电镜观察 分别用活检标本和裸鼠的移

植瘤组织及 5 代培养细胞离心成团，常规双固定，逐

级脱水. EPON 812 树脂包埋、 LKB-]ll型超薄机切

片。醋酸铀及硝酸铅染色，在 H-7000 电镜下观察。

S. 担描电键(SEM)观察 传在窄玻片上生长 3

天的 15 代细胞，经 Hank's 液洗后，置 2%戊二酸和

1%铺酸固定后逐级脱水，临界点干燥， 真空喷镀，

在S-800(SEM)镜下观察.

7. 支原体撞测用接种在窄玻片上生长 2 天的

35 代细胞，做 Hoechst 33258 DNA 荧光染色t31，在

Olympus 荧光显微镜下观察.

三、操包体纷析

用 5 和 42 代第 2 天的培养细胞，常规滴片，空

气干燥，置 60'C温箱内 12 小时后用 0.25%的膜酶在

37'C水浴中消化 40 秒. Giemsa 染色分带。将染色片

置 IBAS-200 O-Opton(原西德产)图象分析仪上，分别

各数 100 个分裂细胞的染色体数， 并组型分析染色体

众数和畸变状况.

四、组跑增殖确a
h 生快速鹰用 15 和 40 代细胞每瓶分别接种

9 x 10. 和 8 x 10.. 备接种 30 瓶，置 37'C培养，隔日

换液 1 次，每天计数 2-3 瓶，连续计数 9 天， 求该

细胞系的倍增时间。

2. 分离指戴在做生长曲线的同时，将同样的

细胞数接种到窄玻片上，各接种 16 瓶，每天取 2 瓶

做 H.E 染色，每张片数 1000 个细胞的核分裂相， 求

平均值。

3. 氯黯生成事用 45 代生长 2 天的细胞，稀释

成每瓶 200 个细胞，接种 10 瓶，置 37 0C培养 20 天，

且，集蔼长出后在瓶中原位固庭. Giemsa 染鱼，数每
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瓶集落数。另用 5 代细胞稀释到每 ml100 个细胞，通

过 4 号半针头滴到 45 孔塑料板中，每孔 1 漓。在倒

置显微镜下检查确认是一个细胞的孔后即加培养液置

5%C02 温箱中培养 20 天， 在倒置镜下检查克隆集落

数。

结果与讨论

活检组织中见皮肤组织表皮下漫润的瘤细

胞形态多样，核大深染，常集聚成群(图版图1) 。

培养细胞在形态、大小上差异明显，有小圆细

胞，梭形细胞，巨细胞(图版图 2 }。用培养细

胞接种裸鼠 20 只，全部成瘤(图版图川。光镜

下所见分裂象较活检组织多，其中 4 只在腋下

淋巳结和两只肺有转移。倒置显微镜下观察生

长 1-2 天的细胞以园形为主， 3 天盾的部分

细胞由圆变棱形，胞体变大，突起增多。伴随

形态变化，黑色素及.Do阴氧化酶染色也有不

同。在窄玻片坐长 1 天的细胞呈阴性或弱阳

性。而生长 3 天以后的培养细胞及活检组织则

呈阳性反应。这可能是随着培养时间的延长，

细胞逐渐成熟与酷氨酸酶的活性和黑色素的含

量逐渐增加有关I句。我们认为 HMM-239 细胞

在裸鼠的移植瘤组织和培养 1 天的活细胞以圆

形为主，较幼稚， 所以 Dopa 氧化酶呈阴性或

弱阳性，而培养 3 天以后的活细胞因细胞逐渐

成熟，故呈阳性反应。

用单抗 S-100 蛋白对话检和裸鼠移植瘤组

织及 1- 5 天的培养细胞，免疫组化染色均呈

强~EI性，这与组织化学染色有所不同，因为

S-100 蛋白是一种与神经元相关的抗体，而黑

色素细胞在胚胎发育过程中起源于神经晴的神

经上皮，而活检和裸鼠移植瘤组织及 1-5 天

的培养细胞对单抗 S-100 蛋白染色均为阳性，

也证明该细胞系来源于神经蜡上皮组织。有人

报道[町， S-100 蛋白无论对有色素和无色素黑

色素瘤均呈阳性反应，故有诊断价值。我们的

观察也获得同样的结果。

在透射电镜下，活检组织和 5 代前的培养

细胞，黑色素小体易见(图版图 3 )。当培养到

20 代后的细胞和梅鼠的移植瘤组织，未见到

黑色素小体，见线粒体和洛酶体丰富，高尔基

氏器较发达。这可能与培养代数的增多细胞分

化低有关。

扫描电镜下见细胞表面微绒毛丰富，有突

起和丝状突起。 15 代细胞在扫描电镜下及 45

代细胞用 Hoechst 33258 DNA 荧光染色，均

未见有支原体污染。
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染色体分析为多倍体，众数在 59-""7~1 之

间，真中一个细胞中有 60 条染色体出现的频

率最高，占 17%(图 1 )。染色体组型: 80% 

的分裂细胞中有 A1 号大染色体， F组和 G

组数目增多，还有异位、双着丝点及短臂缺失

现象(图 5 )。

培养细胞的增磕速度 z 在第 8 天生长达高

峰，为接种数的 52.5 倍(图 2)。根据倍增

时间= 0.301 T + (logNz -logN1 ) 的公式推

算内，第 15 代细胞的倍增时间是 28.1 小时，

40 代是 33.7 小时。两代细胞平均倍增时间为

30.9 小时。 15 代细胞和 40 代细胞的分裂指数

分别为 20%。和 27.5%00 (图 3 )。集落形成率 z

45 代细胞为 25% ， 5 代细胞的克隆生长数为

21% 。

上述观察和检测结果，证明 HMM-239 细

胞系具有恶性黑色素瘤的病理特征和生物学特

性。该细胞系的建立，为研究黑色素瘤的生物

学特性，化疗药物的筛选、肿瘤的转移途径，

以及研制黑色素瘤单抗等提供一个很有价值的

实验模型，同时也填补了国内建立人黑色素瘤

细胞系的空白。

摘要

本文报告了建立人黑色素细胞系的经过及

生物学特性的研究。该系在形态上呈多形性，

核大蓝染，分裂象甚多。组织化学和免疫组化

染色〈黑色素和S-100 蛋白〉均为阳性。活检组

(上接 126 页)

织和初代培养细胞电镜下易找到黑色素小体。

壤色体为多倍体，倍增时间平均 30.9 小时。

裸鼠接种 100%成瘤，部分有肺及淋巴结转

移。该细胞系的建立对研究人黑色素瘤的生物

学特性和抗肿瘤药物的筛选、细胞分化等提供

了一个很有价值的实验模型，并填补了国内

空白。

回般说明

1. 活检肿瘤组织的光镜形态(HEx 100) 。

2. 10 代第 2 天的培养细胞(HE x 250) 。

3. 活检组织中的黑色素小体刊所示， TEMx 
13000) 。

4. 大体解剖见裸鼠肿瘤及腋下淋巴结肿大
刊所示)。

5. A 1 号大染色体为该细胞系的标记染色体。
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7. 高等哺乳动物和大肠杆菌的基因中使用相同的终止密码子一一一一和一一一一。人类线粒体基因使用的

终止密码子为一一一一'一一一-，一一一一和一一一一。
8. Burkitt 淋巴瘤产生的一种原因是因为染色体异位后， c-myc 基因受一一一一后，大量表达引起-

9. 超螺旋是有一一一一性的，有一一一一超螺旋和一一一一超螺旋两种。
10. RNA 聚合静E是由一一一一种，一一一一个亚基构成的，分子量为一一一 kDa 的非对称复集体，其中

-+5' 外切酶活性是一一一一亚基的功能，由一一一一基因编码。
11. 调控蛋白包括一一一一因子和一一一一因子，通常对特异的 DNA序列具有结合能力。调控蛋白质的结

构可分为一一一一'一一一一和一一一一三类.
12. 在基因表达正控制系统中，加入调节蛋自后，基因表达活性被一一一一'这种调节蛋自被称为一一一。

在负控制系统中加入调节蛋白质后，基因表达活性被一一一一'此调节蛋白称为一一一一。
13. 交互重组指 DNA 同源重组后，→条白喃喃一一双螺旋分子和另一条一-一「分子共价相连，中间有一段
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