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人转移性膜腺癌细胞系 (PU-pan-l )

的建立及其生物学特性

盛宏拉 *邵今- 罗江 aA ;;L i哉 因 蔡 力 行4i'守尤朱预

/ (北京协和医院外科)

膜腺癌在罔内外的发病率及死亡率逐-tf- _t

升。 在美国，膜腺癌死亡人数在恶性肿瘤中居

第五位。 由于膜j尿位于腹腔深部，阜期症状不

明显， 一旦出现梗阻黄瘟或腰背疼痛时已属晚

期， 切除率很低，五年生平安率更低。

为了探讨膜腺癌的发病机理，寻找膜腺癌

新的诊治手段，建立膜腺癌体外实验模型是很

必要的。 国外以原发肿痛或转移癌为材料已建

立了多株膜腺癌细胞系，如 SW-] 990 , HGC-

25, PANC-1 等等[1 - 4 ] 。国内尚未见报告。我

们 自 198 6 年 7 月 开始着手建系，从获得转移

性膜腺癌的町、代培养物开始， 至今~在体外稳

定传代一年余，计共 75 代，定名为 PU-pan:_1 。

一、 培养细胞的组织来源

肿瘤细织直接取自手术 1=1二l 。 患者 19 8.6 年 7

月 1 日剖腹探查时 ， 见膜头部有约 8cm 直径

肿物， 质地硬，针吸组织做细胞学检查t找到棋

细胞。胃肠道及胆囊探查均未及肿瘤，肝脏表

面有大量灰白色赘生结节， 切取结节送病理检

查， 同时进行组织培养。病理证实为来自膜腺

的转移性中度分化腺癌。 H. E. 染色切片显示

肝细织中有大小不等的癌转移结节， 大多位于

汇管区附近。转移癌细织中纤维组织大量增 .

生， 癌腺体大小不等，呈守-管样排列，偶见低

字L‘头状结构突入管腔，癌细胞呈中度异形性，

可见明显的核仁， 并可见分裂相(图 1 )。

回 1 手术标本切片示转移癌， 在肝组织中，

周跚有大量纤维组织 H.E . X100 

- 建系经过

将取下的肝脏转移癌组织用加抗菌素的
PBS(pH 7.4) 冲洗三次， 在无菌条件下用手术

刀叨成约 1 mm~ 小块， 加入少量含 20 % 胎牛

变 ' 中国协和医科大学生理教研室
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由清 (天 j宅 血 1日? 所 ) 青饪莓素各 1 00 μg/ml 的

RPM I 16/(0 :b古 飞惟 ( Difco 、 美 |卫1) , 使小组织

快均匀地灿附在塑料培养瓶底(FaJcon 、 美国 ) , 

静置 48 小H寸后，加入新鲜培养液， 在含 5%

COH 37"C泪箱内培养， 以后.每周半置换液两

次。 二周后瓶底出现较多成纤细1样细胞， 逐渐

占据大部分瓶底， 四周后一些组织块周围出现

单层贴壁的上皮样细胞，呈铺路石样向外 扩

展， 组织块周边出现乳头样生长的痛快。随着

上皮样细胞占据而积增大， 成)C'I-成纤维样细胞

中不断出现逐渐增大的上皮样细胞岛。自 二个月

后， 上皮样细胞约占据瓶底1/3 面积，。 ， 用 含

0 . 25% )国蛋白酶 及 0; 02%EDTA 的. PBS i容 液

进行消化传代，同时按照体外培养府成好!绪非l'

细胞%~~主快的特性， 将尚未贴壁的上皮扩('细胞

逐代选择转移交新的培养瓶中培养，传烹第五

代时所见几乎全部为上皮样细胞。以后可在含

10%新生牛 IÚl清 RPMI 1 640 培养液中稳定传

代， 约每四天一次。

三、形态现嚷

1. 相差显微镜观察， 细胞为椭圆形 、 梭

固 2 PU- psn- 1 日.E.袋色 x 100 

形及多边形， 大小不一，轮廓清晰、 -透亮。4 细

胞呈铺路石样排列， 铺满飞后有重费生长现象。

去m n.~l.核大， 放仁清楚而大， 气'般为 2-3 个，

胞浆相对较少， 核浆比约为' 1.:..2-3，胞 浆 内

有空泡及粗颗粒。

2 . 普通光镜观察， 将癌细胞棒种在'盖玻

片上， 贴应伸展后用 95%酒精固定， tI . E . 染

色。 光镜观察见细胞呈多边形， 大小不一， 细

1包核大;去染 ， 核仁大而色深， 细胞质较少， 核

浆比约jJ 1: 2-3, 胞浆含有l哺酸性的细颗糙，

常可见分裂相〈图 2 )。

3. 透射电镜观察， 取第 10 代及 20 代 生

长活跃 1:1S ~IU H包以 PBS 漂洗， JZ心沉淀， 用 4 %

戊二醒经 1 %锹酸双向定包埋切片。 电镜观察

见细胞外形不规则， 核大， 染色质丰富， 分布

不均匀，有多个较大的核仁， 核膜凹陷明显，

相面 l人1织网丰罚'并扩张， 胞桨J， \; Et 内有较多的

游离核糖体， 高尔基休丰富，胞浆内有分泌颗

粒(图 3 )。

图 3 PU-pan-1 遗射电镜可见分泌颗粒及扩张
的内织网 x 15000 

四、细胞生长情况

], . 分裂捐数

1夺第 10 代细!自由11戚密度为 5 x 10(/ml 的

悬液接种在带有盖玻片的平肌内， 72 小时后洗

去培养液 ， 95%酒精固定， H. E. 染色， 计

数得 72 小时的分裂捐数值 3 . 4 % 。

2 . 生长曲线

取第 10 代细胞制成密度为 5 x 10(/3 ml 的
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射电镜复核证实本细胞系无支原休污染。

八、染色体分析

将第 10 代细胞进行染色体分析，传代 培

养 72 小时后，加秋水仙胶 ， 其终浓应为 0.1μgj

时， 再培养三小时后， 用膜酶消化， 收 集细

胞， 经低惨处理及固定， Giemsa ~瓷缸 ， 1EI:J镜

计数 100 个中期细胞分裂相 ， 染色体众数为 6 4

条，占 24% ， 为亚三倍体。 染色休图 形及数

目分布分别见图 5 及图 6 。

~!: . ~工，
5:J、，μ、

ιY 

~;. • ，(，二

声4• . 物兰卡.

接种于 35 mm 平皿共 30 个，每 日 取三

油化后j刊|当 l缸球计数板计算平皿内细

取平均值绘成生长 JJll 线 ( 图 4 )。
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图 4 细胞生长曲线

按']ijl后J:，f~ -_ .天细胞数略 F 降， 第三天增殖jm快，

第六天达市岭， 第七天31二始 1了降， 群体俏增时间均为
82.9 小时。

ö ~ 

n.tfn) (灭 ，

PU-pan-l 的-个 64 条染色体细胞

1 

"‘ 

6 

5怪色体Ii:

PU-pan-l 猿色体搬回分布，众数为 64 条
主峰占 58%

第 25 代及 35 代重复染色体分析结果与第

10 代相似。

图中表明接耳11'后第一天细胞数下降， 第二

天回升， 然后增附逐渐加快， 第六 天 达到 高

峰， 第 七 天细胞 数 有所 下降。根据公式

T.lg ? 一
一←J二 计算每毫升 4 .5 万细胞的群19(N/ No) 

体倍增 llt 间为 8 2 .9 小时- 。

3. 集 j在形成 士在

取第4.0 代细胞市11备成单细胞:罢ç}夜 (50 个/

5 ml)接来11 1t三只 50 ml 培养瓶中 ， 三 周后，

吸去培养液 ， 95%酒精固定， 纤 H. E. 染色

计数， 其集湛形成率为 46% 。

五、刀豆球萤白结合试验

细胞涂j 丁绍甲醇|呵定，分另IJ 月1 刀 JJ.球蛋白

1:1000 及 1:100 00 染色 ， 结果均呈褐缸， 刀

豆球蛋白结合试验为阳性。

六 、 PAS 和卡红染色

贴附在破片上的细胞经 PAS 平1]卡红染色.

显粉红色， 提示胞质中有粘液颗粒。

七、支原体污染检查

以荧光染料. Hoechst 33258 对贴RE: 在 玻片

上的细胞进行染色， 胞质区无荧光出现。 经透
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九、 异种 fi}德

;I:~第 1 2 机; 及 25 代纠II)J也 5 X 10 6 个 注 ，(4-1于

裸鼠 NIHjnu ( 中同医学科学院功物中心提供)

肩部皮下， 两周后全部可见结节，一个月时约

0. 7 cm 直径硬结 ， 取出结节进行病理 切片检

查 . 见癌细的大多呈腺状结构排列，部分腺状

结构聚集在一起， 部分腺状结构分散在纤维组

织中 ， 有些"腺腔"中充满粘液。 癌细胞呈中度

异，形 '1尘 ， 多为长椭园形， 核染色质丰富，可见

分裂桐 ， 胞浆透明戎充满嗜酸性细颗粒， 1í)J理

组织学类型基本 _I=j JJ~培养物癌组织学类型相似

(图 7 ) 。

图 7 第 12 代细胞裸鼠皮下楼神，基本恢复原始

培养材抖的组织盎型 H.E. x ~OO , 

十 、 冷冻l?复苏

以合 10%二甲基亚枫及 20%新生牛申请

的培养液制成]_ X 106 1个细胞jml 悬液， 分装

于玻璃安瓶或塑料，冷冻管巾，逐渐降温， I以每

2-3 分钟降 1 度 ， 至j- 80 0C后，置液氮中保

存。 复苏时置 40 0C水浴迅速融化， 清洗 才- 遍

后， ，~tt iT %~ ~!~ I 击 异。怜冻一周至半年的细包均
能复苏成功。 细胞?在悉 j 生长情况以及染色体
分析与冷

讨 1 论 !
… L.~ i 什 J' L: 冉、』i
PU-pan一1 ]'f:Z材于1壳牌癌病人n-I，二转移结节。

-R ' ' :S:~‘ f ， ~q J . ~二:t.~

~ -1 卒:王

手术中见到膜腺有 8cm 直径肿窟 ， 经穿刺痛

卫llüE')~ )'~J眩，月~1 3严 ω 肝脏转移结节:航i kWüE实为)民

腺来源的转移性腺癌，肿瘤细胞呈导管样排

列，组织学表现与膜腺导管睬癌相同。根据病

史，辅助检查及手术探查， 消化道无 其他肿

瘤，因此可以认为 PU-pan-1 细胞系的原培养

组织是膜腺癌的肝转移癌灶。 PU-pan-1 细胞

具有恶性肿瘤细胞系生长的特点及腺癌细胞形

态及超微结构，能够在异种动物再现原标本的

组织学类型， 因而确定此细胞为人转移性膜腺

腺癌细胞系的根据是充分的 。 ;j立细胞系的建立

将为进一步研究膜膊膺的机理提供体外实验模

型。

摘要

PU-pan-l 细胞系取材于膜腺癌病人肝转

移结节， 在体外传代一年余， 计 75 代。 该细

胞系具有恶性肿瘤癌细胞系生长的特点， 分裂

指数为 3.4%，群体倍增时间为 82.9 小时， 当二

落形成率为 L16% ， 具有腺癌细胞形态及超 微

结构，染色体众数为 64 条 。 PU-pan-1 能够在

裸鼠再现原标本组织学类型，无支原体污染 ，

能够长期冷冻保存， 将为进一步研究膜腺癌的

机理提供体外实验模型。
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