
体外小鼠胚胎性癌细胞 BEC-B7 建株和特性
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恶性畸胎癌干细胞又叫做胚胎性癌细胞

〈简称 EC 细胞 )，是一种来自生殖细胞或早期

胚胎细胞的恶性癌细胞，不仅具有类似于早期

胚胎细胞分化多能性，而且能在一定条件下失

去恶性生长性质，分化为各个胚层的正常组

织[1-3]0 EC 细胞是开展哺乳类胚胎早期发育

遗传以及癌变和癌细胞分化研究较好的实验材

料。 EC 细胞在体外可以大量培养生长， 较之

正常胚胎细胞更容易获取。我们在建立体内腹

水型 EC 细胞株(BEC 株)川[4]的基础

了具有多分化j浩E岳?怡白能B 的体夕外卡小鼠 EC 细胞株， 至

今已传 90 余代，定名为 BEC-B7。 现将建株

方法及其一些特性简要报道如下。

材料和方法

一、癌细胞来源及培养液

1. 129/SV 纯系小鼠自发辜丸畸胎癌，经同系小

鼠腹腔传至第七代的血性腹水畸胎癌干细胞[‘]。

2. 含有 10 % 小牛血洁的 RPMI-1640 培养液，

并于 1000 毫升培养液中加入 5 克葡萄糖和 300 毫克

L-谷氨耽胶， 再按常规加入抗菌素。

3 . 0.2%版酶(内含 O.l%EDTA)处理细胞，得

单个细胞悬液。

二、培养方法

无菌条件下取出含癌细胞的血性腹水，置于消毒

的维形离心管中， 加入培液并搅匀后置室温自然沉

降，反复 3 次 ， 每次 15 分钟，以去除血细胞。沉降

后离心管底部的细胞大多数是 EC 细胞和拟胚体.用

。 .2%膜酶消化 5 分钟， 得单个细胞悬液。 再加 Han

k's 液稀释， 终止消化， 500 转/分离心 5 分钟，弃上

j青液。经培液洗 3 次后再悬浮在培液中，于小北京瓶

内 37
0

C 静置培养。第二天显微镜下观察， 大多数为

贴壁细胞， 其余为飘浮的细胞及团块。细胞生长旺

盛，培养浓的 pH 明显变酸。第三天保留 1/3 旧培液，

加 2/3 新培液。第五天传代，以后每隔 2 - 3 天传代

一次。传代时接种细胞数一般为每毫升 5 万。目前生

长稳定，历时 9 个多月。

在建株过程的前 10 代， 我们用 0.2% 膜酶 消化

细胞，此后只用缺钙和钱离 子 的 Hank's 液冲散，

500 转/分离心 5 分钟，沉淀的细胞再加入适量新鲜培

液， ì中匀后于 37 "c培养箱内培养即可。

三、 EC 细胞形态与分化澄能分析

传代培养三天的 EC 细胞，作相差显微镜观察。

另一部分细胞在离心后用 Hank's 液洗涤两次， 细胞

回决经 2.5%戊二酸和 1 %钝酸双固定 ， Epon 812 包

埋作电镜观察。

不同代的培养细胞， 用 PBS 洗两次后， 注射 5x

10 5 细胞到同系成年小鼠前腋皮下， 约三星期长出大

约 1 立方厘米的瘤块。 瘤块用 Bouin 氏液固定， 常规

石蜡切片， HE 染色后镜检。

四、染色体制备

取不同代的培养细胞， 加秋水仙素， 最终浓度为

0.1 微克/毫升。 4 小时后取出细胞，用 Hank's 液洗

两次，然后于 37
0

C 中月~ O.56%KCl 低渗处理 5 - 7 

分钟，再用甲醇和冰醋酸(3 : l) j昆合液固定 20 分钟。

重复 3 次 ， 1商片，空气干燥， 姬姆萨液染色。

结果和讨论

细胞形态和超显微结构

在相差显微镜下观察，细胞大小不一，直

径范围多数为 12-16 微米;细胞为圆形，有拟

胚体， 也有少量上皮样分化细胞 (图版图 1 ，

2 )。电镜观察结果表明胚胎性癌细胞 的核呈

圆形或不规则分叶， 有分散的常染色质，并有

1-2 个大核仁。细胞质结构简单，含有大量游

离的核糖体和少量线粒体，偶见高尔基氏体复

合物，但很少有光滑的内质网系(图版，图 3 )。

本文承姚主教授指导s 包林平，季闻行和李

秀兰参加实验工作;钟逸新协助照相制作 ，

特此致谢。
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19 82 年

密度 ， 113.细胞增长数为 10 衍 ， 而且 t皮样细胞

增多，也出现较多的细胞 白 浴现象。

三、细胞分裂指数

在计算细胞生长率的同时\随机取-些细

胞用甲醇和 Î1J: illîfj. ~支 付;1)泪合液固 定。 涂片，

姬姆萨液染色。每次计数 2 ， 000 个细胞，观察

分裂相，比较 5 x 104/毫升和 10 x 104/毫升两

种不同细胞浓度的细 胞，分裂指数分别为

4.9% 和 5.3%，没有显著差异(图 2 ) 。

四、染色体计数分析

随着培养代数的增加， 染色体为 40 的众

数略有变化(表 1 )。 虽然因传{-It次数增加染色

体为 40 细胞的百分率增加或下降的规律还不

明确，但是异倍体有增加倾向，少数细胞的染

色体数可达到 70 个以上。 染色体本身结构常

出现中部着丝点， 也有标记染色体，染色体易

位，微体形成等异常现象。这 表 明 BEC-B7

细胞染色体具一般肿瘤细胞染色体的某些属

性。

细胞生物学杂志

二、 细胞生长特性

细胞在培养版内以半悬浮状态生长 : 多数

细胞贴壁，另一部分悬浮于培液中，若再将贴

壁型和悬浮型细胞分别单独培养，仍可得到上

述两类细胞。细胞接种数影响细胞生长速率。

一般细胞在第二天后开始迅速生长。细胞最适

接种数为 5 x 104/毫升，至第六天细胞数达到

75 x 104/毫升时即达到生长饱和密度(图 1) ，

这时细胞的最大增长数为 15 倍。细胞接种数

10 x 104/毫升时， 虽也在第 6 天达到生长饱和
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表 1

五、细胞分化潜能

把不同培养代数的 BEC-B7 细胞， 接种

到同系宿主皮下，均能长出瘤块，最终使宿主

死亡。肿瘤组织经切片观察，表明 BEC-B7

细胞具有多潜能发育分化的性质。在同一个肿

块中除 EC 细胞癌灶以外， 常可观察到三个胚

层的分化结构。主要有神经营、软骨、血管和

腺管等组织，也有类似肾脏的结构 (图版， 因

4-7) ，未发现分化组织的类型随着细胞传代的

增加而有所改变。在个别瘤块的连续切片中，

仅发现神经管或神经细胞。 造成 EC 细胞分化

上这种差别的原因还不清楚，可能是接种时的

EC 细胞本身分化状态或宿主环境不同所致。

通过 BEC-B7 细胞株的单克隆途径以提供更

多的证据才有可能阐明 EC 细胞差异的原因。

天)

图 2 BEC-B7 细胞栋分裂指戴

.一一.细胞接种数 10 万/毫升

。一-0细胞接种数 5 万/毫升
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