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装人的细胞悬液体积: 20 mL 

细胞初始流:ì!H 15 rnL/ min 

向j先液: Eagle MEM + 10 % BcS 

收集过程 : 骨盹细胞在流速 15 mL/ min , 

转速 4 ， 032 RPM 条件 下装入询洗室。以后根

据上表条件进行收集。

f商 要

离心向洗的原理是当外向的离心力和内向

的流力与浮力之间达到平衡时，由于不同大小

的细胞具有不同的沉降系数，它们分别停留在

一定的位置，从而可通过淘洗将不同大小的细

胞分离开。 它的突出优点是 速度快(l~1. 5 

小时) ，可分离大量活细胞 (1 07~- 109 细胞) ;可以

得到各种不同周期时祀的细胞，以便进行细胞

增殖及其调控的研究。目前使用该法已经可以

分离血细胞、 骨髓细胞 、 自 然杀伤细胞、 培养

细胞 、 实体肿瘤细胞及其宿主细胞等等。 本文

主要介绍我室开展此项工作的初步结果。
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食管癌旁粘膜细胞的组织块培养法

裴许芳用 f圭农 王秀琴丁志侠吴吏

(中国医学科学院~'!J瘤研究所〉

食管癌是我国最常见的恶性肿瘤之一， 具

有明显的地区性和家族聚集性[1. 2 J。建立起人

的食管粘膜上皮培养系统，在食管癌的病因和

发病原理实验研究中具有重要的意义。但是成

人的上皮很难长期培养， 食管又是一个开放性

器官，上皮易受细菌或霉茵的污染 ，所以更难培

养。国内以往所进行的食管癌的癌旁粘膜培养

仅能使成纤维细胞获得较长期的生长[3 . 4 J。本

文参考国 内外有关食管培养方面的为数不多的

文献[5·81 ， 结合我们在胎儿肝脏组织培养中的

经验[7 ] ， 经过探索，成功地获得了成人食管粘

膜上皮细胞的较长期培养。

材料和方法

-、标本的来源及处理

以离{本 3 小时以内的食管癌病人手术切除的食管

标本为材料。 肉眼选取lEE!肿瘤边缘 4-5cm 以外的食

管粘膜，用加有庆大霉素 80μgjml 、青霉素 200 ujml 、

二性霉素 1 陆jml 的 L-1 5 培养液充分洗涤，再用锋

利的眼科剪剪成 2-3 mm 大小的组织块。

二、细胞的组织块培养法

基本方法按裴许芳等川先用新生牛血清将 60 mm 

直径的塑料培养IITl润湿 ， 再将剪好的组织块贴置平皿

中，每皿 6 一 7 块， 粘膜表面均向上。培养液为无锡

199 加氯化铝 0 .6 x 10- 3moljL、 新生牛血清 1. 25% 、

1夷岛素 5 μgj ml 、 氢化可的松 5 x 10- 7moljL、 表皮生

长因子 (EGF) 5 ngjml、 庆大霉素 40 罔jm1、 青霉素

100 ujml、二性霉素 0.2--0 .4 μgjml 、 微量元素液[7. 8]

(为美国 NCl 的 Lechner 博士所赠)、HEPES 15 x 10-3 

moljL、 pH7.2。贴壁前加入 少量的培养浓以免组织、

块漂浮。将培养皿放入可以密封的培养盒内，充以含

50%02 , 5% C01 , 45% N2 的混合气体， 置 37"<:温

室中培养。贴壁后 ， 每肌加 2 ml 培养液， 2-3 天换

液一次。组织块周围的上皮细胞晕长到一定大小，或

需要用细胞作实验时，将组织块迁移到新的平皿继续

培养z 也可收集细胞后留置组织坎以重新外长出 ι皮
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细胞。

三、分析和观察的方法，

6二倒置! _~&微镜下观察每块组织的生长晕的情况。

部分组织块用 10 %福尔马林固定、 石蜡包埋切片 、H.

E. 染色以观察培养后的组织的结构和形态。组织块周

围长出的上皮细胞则用甲醇固定 ， Giemsa 染色后镜下

观察。以放射自显影?去观察细胞 DNA 的合成: 培养

液中加 3H_TdR 2 uCi/m l ， 培养 24 小时后收集 、 洗涤

组织块， 同前?去固定、包埋及切片。切片 脱蜡后涂以

核-4 乳胶 ， 直 4 "C冰箱内曝光 2 周后显影 、 定影。 以

Philips EM-410 透射电镜观察 其超微结构， 其过程

为 z 部分培养皿的细胞用橡皮轻轻刮下， 将离心得到

的细胞回用含 4% 甲隆和 1 %戊二隘的 固定液(磷酸

缓冲液配制 ， pH 7 . 3)固定 2 小时 ， 再用 1 %四氧化

钝固定 2 小时，丙酣脱水， Epon 8 1 2 包埋， 超薄切片

经拧核酸铅及醋酸双氧铀双重固定。细胞分裂相及核

型的分析的方法是2 先将组织块移去，周围的细胞以

秋水仙素。 . 0 5ug/ml 处理 4 小时， 洗涤后继用 。 . 075

mol凡 KCI 低渗处理 40 分钟 ， 甲醇-冰醋酸(3 : 1) 固

定 1 小时 ， Giemsa 染色E 或将培养皿中经秋水仙紊

处理后的细胞用膜酶消化下来， 同前经过低渗 、 固定

后滴片及 G-;i告染色，进行核型分析。

结 果

所获 1 2 例 -0--告宿手术切除的肉眼外观"正

常"的;在旁食营粘膜 中 ， 有 1 0 例共取 1 6 块组

织于培养前作了石蜡包理切片 H. E. 染色观

察。其 rþ 2 例共 3 块组织(3/ 1 6 )显示重度增生 ，

另外 8 例共 13 块组 织显示接近正常 ( 5/ 1 6)或

轻度咱生(8/ 16)( 图版 I 囱 1 ) 。组织块绝大多

数于 ] 天们贴蛇。 3 天时， 组织块的表皮层开

始成片脱落 ， 5 天时 9 几乎所有组织块的表层

上皮均脱部殆尽，周围开始有上皮细胞向外生

长。 -周左右， 90 % 以上的组织块周围可见上

皮细胞生忙呆(382/42 0 块 ) 。 二二周后，贴壁的

组织快几乎全部长出上皮 细胞晕 (图版 I 图

2 ) ， 用血球计数板 计数，每JlJl约可获 50一60

万细胞。

组织块肉旧 的上皮细胞多为多 角形或囚

形 ， 生长旺盛。组织块附近的细胞更是增殖活

跃， 由密集成簇， 大小不甚:均一， 每视野(1 0

x 1 0) 常可见 1 0 多个分裂相 (图版 I I羽 3 、 4 ) 。

染色体核型分析的纣览表明，约 1/4 的细胞染

色体为正常二倍体( 因 1 ) ， 少数细胞的染色体

为假二倍体和非整倍休。电镜观察可见大多数

细胞的结构良好，生长旺盛，部分细胞核及胞

浆空泡退变。细胞核多为圆形王先近似圆形 ， 染色

质较均匀 ，核仁明显。胞浆内除有中等数量的线

粒体及少量粗面内质网外， 大多含有较丰富的

张力纤维丝及由其所聚集成束的张力原纤维。

细胞表面有 词二条细长的胞浆突起分布在细胞间

隙， 细胞间常可见到桥挝结构〈 图版 I 图 5 )。

充分证明这些细胞是食管的鳞状上皮细胞。

组织块周围长出的 细胞晕直径 可达 2cm

以上，一般成纤维细胞很少，有时可见一些梭

形细胞夹杂其中。当 上皮细胞晕长得较大， 或

需要用细胞作实验时， 就将组织块迁移接种到

新的平JlTl继续培养。贴壁的组织块大多数于 3

天后又长出较好的上皮细胞晕。 公(织块可多次

迁移并不断快出新的上皮细胞。 其中有 些经 8

次迁移， 历时 4 个月以上， 仍见其周围上皮细

胞生长良好。 组织学检查表明， 经培养能长出

上皮细胞晕的组织块大多数结构形态完好， 具

有 2 -3 层生长活跃的上皮细胞。 3H-TdR 掺

入放射自显影证明这些上皮细胞 DNA 合成亦

比较活跃(图版 I 图 6 ) 。

12 例食管粘膜的培 养 时间…般都在 2 个

月左右， 最长的培养时间达 4 个月 以上。移走

接种的组织块后， 细胞一般可继续培养一个月

左右， 但大多数处于静止状态， 增殖不明显并

逐渐退化死亡。 部分生长旺盛的细胞可用膜酶

消化后传代一次。

讨论

成人食管粘膜的器官培养， 国外的报道可

达半年之久[町， 国 内可达近 2 个月 ， 并且也观

察到有的组织块向外长出上皮细胞[6] 。 但是，

利用组织块培养法长期地大量地获得成人食管

粘膜上皮细胞尚未见有报道。本文中所用培养

方法及条件， 主要参照 Lechner 培养成人又气
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图 1 女 59 岁 ， 组织块培养 2 周其周围上皮细胞的染色体核型结果 46

管上皮细胞的经验 [ 8 ] 。我们曾用类似的方法在 迁移出来， 并抑制成纤维细胞的生长。

人胚肝上皮细胞的培养中获得成功 [ 7 J 。 表明降 三 、 本实验休系为进行食管上皮细胞癌变

低培养液中钙和 l血清浓度而增加一些激素和生 的研究， 提供了一个较好的体外实验系统。

长因子等， 可能有助于上皮细胞从组织块中迁

移出来。 这一i古养体 系 的主要特点是: 1.添
圄版说明

加了有助于组织块在体外长期存活的膜岛素和 图 1 未经培养的食管癌旁粘膜。上皮细胞轻度增生。

氢化可的松[町， 以及对上皮细胞有生长刺激作

用的EGF [ 町 J 2 . 培养环境中用了含氧量较高

的混合气休J 3 . 低血清浓度 的培养液抑制了

戚纤维细胞生长 J 4. 可以获得 大 量上皮细胞

以进行各种实验研究。 5. 病人的 年龄及术前

接受过放射治疗等因素对组织块外长细胞的影

响不大， 但组织的新鲜程度则比较重要。

摘 要

休夕l、培养的成人食管粘膜组织块不但

可以 l乏出许多生 民旺盛的上皮细胞， 还可经多

次迁移按平1 1培养 ，不断提供大量新的上皮细胞。

组织块的休外存活时间最长可达 4 个月以上 。
二 、 低钙、 低血清加激素及生长因子等成

份的 199 培养液， 可以促进上皮细胞从组织块

H.E . 染色 x 30 

图 2 培养 17 天的组织块及其周罔的上皮 细胞生民

晕。 Giemsa 染色 x 1. 2 

因 3 培养 1 2 天的组 织块周围生长的上皮细胞大小

不太均一， 圆形分裂细胞多见。

相差 x 33 

图 4 培养 13 天的组织块的周 网上皮细 胞染色体检

查， 可见许多细胞的中期染色体。

Giemsa 染色 x 60 

图 5 培养一个月的组织块经消化收集细胞后 12 天 ，

其周罔重又长出的上皮细胞作 l'l!.镜观察， 表现

典型鳞状上皮的特点z 胞浆内具有丰富的张力

微丝和成束的张力原纤维， 细胞间有多个桥粒

相连。 放大 24600 倍。

图 6 培养 84 天的组织块 3H-TdR 掺入放 射自显影 ，

可见组织块上皮层的细胞 DNA 合成活跃。

H . E . 染色 x 60 
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用简化的微量方法分析 EGF 受体基因在培养细胞中的表达

彭素茅江万里 徐永华

(中国科学附 j ì每细胞生物学 IÜf J'G所 )

利用放射十!:同位素 有、 i己的 基因 片段 或

cDNA 轩引进千 I 按般分子杂交是分析 基 因表达

的有效于民。:卡1. ~fn胞 DNA 或 RNA 料' 1 11 1j g5>_ J;~( JJ旨

糖 ItI胶电泳分闪!可FE f多 :;r~M'í怀纤 grj，素!皮上 ， 然

后与放射性探11-杂交 ， ~ Il Southern EjJ迹 洁和i

Northern EIJ迹法 [1 ， 2 J 巳被忻遍采用 ， 为 了简化

操作，也常使川J ( Dot Blot ) 点印迹注 [3 J。利 111 上

述技术进忖基|社或基 因产物分析 1"] ， 首先需要

从细胞分肉 、 纯化 RNA 手11 DNAl斗， 5 ] 。 如果需

要同时 分析多种细脂或细胞在牛仔IJ 给作下 1:I ~J t在

因表达 ， 那么，大量的主in )jt~ 培 养 手IJ RNA 、DNA

分离纯化步骤将 gfr工作带来不便 。

我们为 {分 析人才是 皮 生长; 因子受体

(EGFR )拉国在几株人休肿瘤细胞巾的表达 ，

采用了一个简化的分出细胞 RNA 和 DNA 的微

量方法 ， 结占}，~i. fjJ:ì韭杂交 ， 取得了讪意的结

果。该方法中每组细胞在(品只需培养一个小北

京瓶的细胞(0.5一 1 X 10 6 个细胞 ) , 简 化的

RNA 、 DNA 分出步 骤都在 eppendof 信'中 进

行，避免{超JÆ同心或多次向边 ，'.[;\i['AhllJ lj 备样

品的纯度达到实验要求， 在杂交 rx驮 11 1 获何满
意的杂交信 号。

材料和 1) 法

细 1I包J起养 2

人肝癌细胞株 74 04 、 人民咽癌细胞株 CNE ， 和 l人

表j支癌细胞株 A '3' 细胞 ， 37 0C 'ii\ 剧院 J~ 子 RPMI-

16110 j言基-10 % 小牛血清。用作 tl品íljlJ备 II才 ， 按中1 '
1- 1.5 X 1 0 S 个细胞f小北京瓶 ( . 1 x 3 cm勺， 培养 3-

5 天 2日1 JI但民主1) 0 . 5- .1 X 1 0 6 个 / jflí JlJ , '5 J- 尚 RNA 或

DNA。

正常人!在Ilriï ，1戊纤维细胞(HLE)冷谅你: (:ï'.于液氮1/ 1 ，

用作样品制备时 ， 复苏细胞， 付 一代日 . 身1]上接和1 1 0

分析高温均养 j:;' EGFR 基因炭ib时， ~iJ _1二 i音养界

咽1也细胞 (CNE， ) ， 待细胞长歪iJ 0 . 5- 1 x 1 0" 个细胞/

瓶时， 浸入 41 0C水浴， 分别 Jf;养 0 、 1 、 2 、 6 小时 ，分

离 RNA， 以分析基因表达的改变。

简化的微挝 RNA 抽J足 z

每个小北京瓶的细胞(0 . 5- 1 X 1 0 6个细胞)倒去附

养液， 用生理盐水洗三次 ， 1反尽盐水后 jJ: liIl )JJ]入盐酸

肌溶液 1 ml (7 . 6 mol /L 盐酸肌的 0 . 1 mol/ L KAC pH 

5 . 2 缓i中液 ) ， 和~i {I/;J 的古IHJJ包裂WIo液转J人 eppendorf l旨 中 ，

用'陆 21 号注射针的 2 ml 注射器版lf)(细胞裂解液 j司 19~

出 ， ~豆复 10 次 ， 以切断 DNA ， 然后川10 . 5 m1 95 % 乙

如t问斤， 丰U受平11外: r:i' I平 GiJ.ι可才( 1, 1'1: I't'J;z ff f!I m 
D)J 、 rrjJj主;新同志为本」二作报主拔 ， 斗斗此绍cìM
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