
人阑尾粘液腺癌细胞系(AP-213)的建立及其生物擎特性

祝庆手 黄豆青香

( Í(JÌ(O放军总医院 )

阑尾用!而少见，其组织类型与大肠腺癌基 在尸检同时 ， 选lTz了小块腹腔转移1'8 í:~Wl织用作

本相同 [1 ， 2)0 1984 年 3 月 10 日， 我们在-例 细胞珩养。

阑尾粘液腺痛腹腔广泛转移病例尸检时 ， 选取

了小块腹的转移癌作癌细胞培 养 ， 历时已两

年，传代 135 次，细胞生长稳定， 多次冻存，

复苏 、 Lf-: -r::良好 ， 已定名为 AP-2 13 ， 国内 尚

未见休外建立阑尾粘液腺癌细胞系的报告，

AP-213 细胞系的建立， 将为肠癌的研究提供

一个实验材料[3 J 。

材料

钱某， 男 ， 45 岁 ， 3 年前曾因腹股沟处局部院起

就诊， 疑于-JJiÌí囊脂肪嵌顿， 未作处置， 2 年前因发

烧， 疑为到1褒内容感染， 行手术摘除， 病理证实为粘

液腺癌， 经 B 型超声检查， 腹腔尚有多个瘤块， 已无

手术治疗指征， 行保守治疗， 19 84 年 3 月 ]0 日 病故 ，

于死后，. 9 小时尸检(A 2258) , 见腹腔充满胶冻状肿瘤

组织 ， 呈"腹脱假粘液瘤 "改变， 尸检i日，实为阑尾粘液

腺痛扩散所致， 根据如下:

1. 子育肠浆膜侧阑尾部位查见一个 拳头大小的

瘤块， 尚可以辨认管'腔闭锁的阑尾根部， 镜下为分化

较好的粘液}刷品 癌细胞形态与大肠及阑尾的腺上皮

相似，高铁二胶及 Alcian blue 染色 (HIDjAB)证实癌

细胞内含有硫酸粘液(棕黑色)及唾液酸粘液 〈蓝色〉两

种粘液成分， 以硫酸粘液为辛辛 ， 与大肠、 阑尾上皮及

其腺癌的粘液特征相符。

2 . 除阑尾以外， 从食管至旺门消化道 全程粘膜

均完好， 米再查见肿瘤， 虽然大网膜及腹腔脏器均被

腹腔扩散的胶冻状肿瘤粘附或相互 粘连， 经逐一分

离 ， 也未奇见可疑的原发癌。

3. CEA t;'[体免疫酶标染色， 癌细 胞 旦 阳性反

应， 也支持肿瘤系发生子肠道上皮并排除了间皮瘤的

可能。

总之， 本例诊断的根据是充分的。

建系经过

将选取的癌组织用 Hank's 液洗涤 3 次 ， 剪成

1 mm3大小的碎块，用弯头吸营'将它们均匀接种子培养

瓶内窍， 干贴约 1 小时后， 力日 子可有 15%新生牛JÍIL清的

RPMI 164 0 培养液 ， pH 7. 2, 置 37 'C混箱内培养，

至第 30 天， 其中两块组织长出细胞晕， 第 36 天换液

一次， 第 40 天吸::l:l其中一个细胞晕的细胞传至另­

方瓶， 因细胞景少， 至第 9 6 天细胞才铺满瓶底， T'; 

用腺蛋白酶消化， 开始传代培养， 一瓶传两瓶，以后

每 4 天传一代， 一瓶传三瓶， 不再需腆酶消化， 现已

历时 2 年余， 细抱生长稳定， 从未发生污染， 多次冻

存， 复{jj~及生长均佳， 支原休校委阴性(扫描电镜观

察， Hoachst 33258 染色 ， 荧光显微镜观察〉。

生物学特性

1. 细胞形态 倒置显微镜观察 ， 活细胞

大多为卵圆形，部分为梭形， 呈单层上皮样生

长 ， 细胞表面可见多种伪足。将培养不同天数

的窄条盖片经固定所进行了多种染色观察 : 经

H.E 染色的癌细胞大部为卵困或阅形， 部分

为梭形， 大小不一，核 大深染， 核仁明显，

核分裂中目易见，有的胞浆较宽 ， 核偏于一侧 ，

Alcian blue 染色胞浆内有明显的蓝染物 ， PAS 

染色胞浆内有少许红染颗粒， ABjPAS 复染则

呈蓝紫色， 以上染色结果与人休肿瘤相同，

HIDjAB 染色 则蓝染的涎酸粘液较若， 不似1体

内肿瘤以棕黑色的硫酸粘液较著。

2. 细胞生长速度 将第 20 代和 106 代生

长旺盛的细胞分别制备成每毫升 3. 6 万和 3.0

万的细胞悬液各 30 瓶， 第 3 日 起隔 日换液，
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图 1 2 13 细胞系生长曲线图
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图 2 213细胞系分裂指数

于接示IJ次 H 开始，每日各]衣 3 Jf[ 1'r:细胞计数，

I仅每毫升细胞数的平均值， 连续 10 天 ， 绘成
曲线(图 1 )，见第 1 天增贿均较慢，以后即直

线上升， 第 9 天达最高峰 ， 第 10 天开始下降 ，
达最高峰时细胞数分别为按手I jl n .j- 的 27 . 3 及 27

倍。
才良扣H，'}:\i;月 时. r~ 1 == 0 . 301 T + (logN 2 -logN 1) 

的公式推算[ 4) ， 1H 20 代细胞 1-3 天倍增时间

为 30. 1\ 小 时， 多户Î 4-6 天为 42 小 n，[ ， 1-6 天

平均倍增时间为 35. 4 小时， 第 106 代细胞的

培增时间基本相似。

3. 细胞分裂指数取第 25 代和第 58 代

细胞各 8 万， 置于有盖玻)-jl· 的 小瓶内，隔日

换液，每 天取盖片 2 张， H.E 染 色，计数

2 ， 000 个细胞的核分裂相 ， 第 25 代细 胞的分

裂指数平均为 15.8%0' 第 5 天分裂相最多 ， 分

裂指数为 29 %0( 图 2 ) 。
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图 3 213 细胞系 1 75 个染色体众敏分析

图 4 213 细胞系法色体组裂

4. 集落形成率 将第 50 代和 11 4 代细胞

市1\备的细胞悬液， 按每瓶 150 个细胞各 接 种
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表 1 动物接种载瘤情况

z必物品种
k中l ' ~IU Jl也数 t 生长 , 动物 ! 肿瘤半均大小 | 最大肿瘤大小

( X I0 4
) ! 二k数 只数 ! ( cm) (cm ) 

380 10 -1 [ 川 0 . 4 8 x 0. 45 1. 0 x 0. 8 x 0.7 

上海小(lhL I 7 I 2 1 1. 0 X1. 1X O.5 I J. Ox 1. 2 x O.5 
(试验前-. J] 1 一一一 斗一一一 ι一一一一一一 一一 ! 
接受 300rad 500 | 10 ; 2 | 1 、 O x 1. 2X O . 85 I 1. 0 X1.5X l. O 

附) I 13 1 1. 0xO . 8 x O.7 1. 0 x O.8 XO . 7 

600 82 1 0.6 XO. 8 XO.8 I 1. 0 x O. 8x l. O 

裸小 以 i 50 0 二」一 2 1. 8 比如 1. 0 2 . 0 x 1. 5 x l， 。

表 2 几种检晶的 CEA 值

一户土气」 一 一- ? 卫一米 源 __.__.__ ____ __ _ __ _. __ __ 1 三叫 ng/ml 一
1 | AP-213 细胞 5x 川 离心弃上洁，加 1 ml 蒸锚水 3 州洛， 取上情检测 I 0. 84 

←二」土巴!三明培养第 2 :;1三哩些二三122±l坚旦芒1JJ!u 一一一 1____ _._ 7:_~~ 吨 一一-
3 I 阳-斗圳80

2 4 i 未使剧的培养浓2 含小牛血洁 1. 42 

」二二.l比J丰dtJi兰史纣Jfl (1旦旦二芝艺色巳巳...-_.二_..工:丑:巳5巳-;jA:古1::lfiL坐旦T芝;二→--_一一一一一一←一一吨……町~叩…一甲 一…一一一}………叫……._ __. 1_-_' ___~…… 
10 瓶， 培养 1 0 天后侦弃培养液， 经由l庄和

Giemsa 染色后，计数细胞集蓓， 集落形成率

分别为 45%及 63.7 % 。

5. ~k 色体分析 m 第 55 代平IJ 102 代传

代第 3 天生长旺盛的细胞 ，于试验前-天换液 ，

试验当 日加入伙 7[(仙京 ， {j 1民主差，固定及气干

等步骤 ;!jlJ 片 ， Giemsa 染色 ， 对染色 体 -ì:1 敖 、

分初 ， 染[立体众数;值为 84 ( 因 3 )。 扶

Denver 系统分析， 各:L[染色体数目 均有增加

(2.6-6 陆;不等 ) 以 D.B.P.G 各组 尤为明显，

染色体形状亦有抖常;可见坏化 ， 具近仁1:1 着丝
}~及共顶端着丝点的大染也休，只顶端着丝点

的大染色体出现半达 91% ， 可视为本细胞系

的标记染也休(图 4 )。

6. 动物接利i 将传代第 3 天生民旺盛的

细胞11jlJ成悬液，才去种于出佳 20 天的上海雄性

小白鼠前肢附近皮下， 按利li拍一日小鼠:岳王了

300 rad 的照射， 此外，还接利1了 2 只 视小鼠 ，

结果儿古 1 , JN 'h坦斗达 100% ， ì~:小 riW! ' î自己1:

民最i灾最大 ( 1到版i刽 1 )，镜下， 移出瘤细胞排

列呈不规则之索片状， 有的呈j尿告状排列 (国

版图 2 ) ， 分化远较人体肿幅为追击。

7. 培养细胞的免挝学检测

(1)抗 细胞角股蛋白单克隆抗体 CAM

5 . 2 15 1 兔反过氧化物Wij染缸)J 1511 t 1: ; 细胞角质
蛋白)J 中等纤维的一种，存在于各种上皮细胞

内 ， 阳性~ii :';1 ~ í'r作为上j支 kl V)J\ (i甘ìJ E掘。

(2) j岳阳; Hc ~;i. (CEA) 1'10 恰如l~ : 
A. 抗 CEA j立体免挺过 轼化物酶 ~~包为

lílJ tL 1 51J 性反应物主监1位于细胞胆附近， 鼠 dic

CEA 抗 l1Íl. i肯及兔抗鼠 IgG 均为北本生物 íhlJ 川

所提供[6 1 。

B. CEA 合泣 的检测= 川 J CEA-EIA 药

盒〈的测定各种待怆Juli 的 CEA 值，结果表明 ，

AP一213 细胞内 CEA 值明显岗于对照捡1171 ， 检

品 2 的 CEA 值明显i旬出于检 Ói'l 1 ，也说明了

位于细胞膜附近的 CEA 是极易分泌于细胞之

外 1:1江(~~ 2 )。
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8. 远射 电镜观察培养细胞在 电镜下可

见明暗两型细胞，细胞大小形态不一， 核大，

不规则， 核仁明显， 细胞表面可见微绒毛，月包

浆内游离核糖体及线粒体较多 ， 并见分泌空j包

〈图版图 4 ) ， 裸小鼠移植瘤在电镜下除见以上

结构外，尚可见到瘤细胞间的细胞连接，如桥

站立等( 图版图 5 )。

9. 扫描电镜观察 将在盖片上生长旺盛

的细胞， 经国定、 喷镀 后， 在 H-500 型扫描

电镜下观察细胞的表面特征z 见胞核大， 有的

胞浆呈膜状铺展， 可见微绒毛及丝状突起，有

的细胞表面有成簇较大的泡状突起， 可能是该

细胞的粘液泡(图版国 3 )。

讨 论

以上各项实验结果表明 ， AP-213 细胞系

是共有恶性生物学行为和形态芋特征， 并能产

生癌胚抗以(CEA)的腺癌细胞， 其封二物学特征

与该细胞JW来自的人阑尾+I~ii夜腺屈相似，但分

化却较体内肿蜡为差 p 如细胞异形性较明显，

大多不形成腺官结构等， 这种差异的出现， 既

可能与肿瘤的异质性有关，也不排除较长时 间

的体外培养促成细胞发生变异的因素 ， AP一213

人阑尾柏液腺癌细胞系的建立， 为肠癌的7iJf究

提供了-个实验材料。

摘要

AP-213 细胞系是从一例阑尾 ;h' i液腺届尸

检病例取材培养足系的， 已历时 2 年余，传代

135 次，细胞生长稳定， 多次冻存， 复苏生长

良好， 细胞培增时间 35.4 小时j 分裂指数

29%0' 染色体为超 3 倍休， 井有二巨大具顶端

着丝点的标记染色体， 异种动物接种致癌率为

100 %，并具有产生 CEA 的能力 ， 其生物学特

性与体内肿瘤相似，但分化较差， 该细胞系的

建立， 为肠癌的研究提供了一个实验材料 。
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去运赖氨酸与版原对培养的鸡胚大脑皮层细胞的影响

王天佑 l司军采实居 俐

(~仁}~{-rlJ 丰Ij1经外科研究所)

随着细胞1击手'r技术的发展， 现在巳能做到

由中枢神经组织选择性地培养某一类型细胞 ，

称为单一型培养(Monotypic Culture) [l)。通常

有两种方法可以得到以神经细胞为主的培养

物。一种是用胶原做支持物，但因胶原有利于

星形细胞增植，所以须用抗有丝分裂药物JCP制

其增殖 [2) 。 另一种方法是j il 养前用聚赖氨酸处

理拍J;" Jm~ lit i ， IIJ 捎回J细胞贴 IVj，j 而不利于星形

细胞增殖[ 3 )。 本文拟比较这两种方泌的优缺点 ，

从而了解它们的实用意义。

材料和方 法

1. 组织米源 : 8 天来亨鸡胚， 取双和!II大脑半球

本工作得到军事医学科学院赵林酱 、 !ljι华 ， 北

京医科大学吴希如 ， 中国药品生物制品价在所徐锡浆

等同志指导 ， q:j此 !cy: ì射。
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