
gó 细胞生物学杂志 1986 年

将空气压缩机和 COl 钢瓶调到 足 庄(例如'1 ~g/ 号 低。 此时，细胞低密度培养就可以促进生 i夭。 例如石

m勺， 按一定比率(空气 : COl IOO:lj-5)的流量混合 ， 刁柏细胞在连续培养下 ，细胞密度从 5 mg D . W. j ml 

混合空气增加湿度后 ， 用过滤器<HA 型 。 . 45 μm 泌膜 降低到 2mg D. W. /ml ， 细胞倍增时间则从 5 . 8 天缩

或棉塞〉除菌，再通入培养箱、烧瓶、 振荡培养苦苦、 大 短到 1. 9 天。

型培养瓶等。 向烧瓶等培养器内直接通气， 因为易于 C. 稳定光 自 养培养的保持

混入杂菌须经二三个连续的过滤器。 适宜的通气量为 促进光自养的重要因素除上述的以外， 尚有以下

10-20 ml/min/每一烧瓶或 2-4 l/ min/20 I 容积;培养 儿点: 1. 生长素的浓度要低。 2 . 降低氧分庄。 3. 增

稽。 力H麟酸的浓度等等。 特别是在液体培养基中大量培养

b. 充足的光1!技 情况下， 呼吸活性高 ，降低 Ol 分 压对光自养培养是十

在光自养培养肘 ， 在光照的混合营养情况下须强 分重要的。

光照明， 通常需要 8000一 1 5 0001x 。但是在液体培养 (周荣仁宇i译 自 《植物细胞陆养?二 工 7 ; 11> 

申生长旺盛， 细胞相互遮蔽，光合作用的有效限量降 一书的 29~34 页"光独立荣益培蜜"一节)

人胃管状腺癌细胞系(N'GCC-831 0 )的建立

及其生物学特性的观察

陈忠英毕恙颖彩]九龙张他乾 乐美兆

(中国人民解放军第八一医院)

建立人癌细胞系， 对癌变机理的探讨， 以

及临床诊断， 药物筛选等方面的研究， 提供了

较好的细胞实验模型。国内 已有数例胃癌细胞

系建立的报告，但尚未见人体胃管状腺癌细胞

系建立的报道。我院自一九八三年十月 开展了

建立该细胞系的工作， 至今已连续体外传代培

养近 16 个月 ， 传至 118 代，细胞生长旺盛，

定名为 NGCC-8310 。

-、材料来源

肿瘤组织取自本院外科手术标本，患者仇

x X ，男性， 55 岁， X 线摄片报告为胃小弯侧

角切迹处偏后见有一个 2 x 1.5 cm 鑫影， 周围

粘膜增粗，部分粘膜破坏，消化蠕动中断，符

合溃痛型癌，范围为 6 . 5 cm。切除的肿块经病

理学检查， 诊断为胃管状腺癌。

二、建株经过

将手术切除的胃癌组织标本立即在无菌操

作下，去除结销组织和坏死组织， 用 Hank's

液 HI洗数次，置入培养皿中， 取出部分供病理

诊断， 其余肿块剪成 1一1.5 mm3 左右的小块 ，

经少量培养液湿润后，把组织块分散贴在培养

守 瓶中， 底面朝上， 同时加入 RPMI-1640 培养

液 3 ml , 内 含 20%小牛血洁， 青 、 链霉素各

100 ujml 置 3 7 0C培养箱内， 2 小时后，待组织

块粘附瓶庭后，再轻轻翻转小瓶，使组织块漫

在培养液中 ， 静置培养， 根据 pH 的变化， 更

换培液。于培养第十一天在部分组织块周围生

长出细胞晕，有的组织块周围生长出纤维样细

胞， 第二十二天纤维 样细胞铺满瓶底， 用

Hank's 液洗二次， 0. 25 %膜蛋白酶消化，进行

第-次传代。第三十天行第二代传代。第四十

四天观察到一堆生长旺盛的上皮样细胞， 细胞

轮廓清楚， 透亮，纤维样细胞粗大，内含粗颗

电镜规察得到三O二医 院梁士饵-同志 的热心指
导，谨致谢意。
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粒和空泡。细胞传至第六代已基本上呈均一的

上皮样细胞。第九十九天传至第八代，细胞生

长极其旺盛， 每小方瓶接种 20 万/3 时， 3-

4 天即可传代。目前已传至 118 代，细胞生长

迅速且稳定。

三、细胞生物学特性的观察

1.细胞形态

长成单层的细胞，用膜蛋白酶消化， 接种

在含有小盖玻片的方瓶中用光学显微镜观察 。

接种后 2 小时，细胞基本上呈圆形 ， 4 小时后，

分散的单个细胞已贴瓶， 6 小时后， 绝大多数

细胞呈卵圆形，次日可见呈岛状分布的细胞群

体， 细胞呈扁平样多角形，待长成单层后，可

见呈鳞状排列的光滑细胞和极少数圆细胞。细

胞成堆生长，表现为接触抑制消失。取出盖玻

片染色， 镜检，分裂相易见，细胞核大，浓染 ，

核仁清楚 1 - 3 个， 个别细胞可达 5-6 个。

计数 3000 个细胞按形态学分类，多角形 80% , 

纺锤形 17%，圆形1. 9%，瘤巨细胞1. 1% 。

2. 细胞生长曲线

取第十二代细胞制成 5 x 10 4/ml 悬液， 每

瓶接种 1 ml，加培养液 2 时， 共 30 瓶，隔日

换液，每日取 3 瓶， 用 0.25%膜蛋白酶消化，

血球计数板计数， 取平均值。 〈图 1 ) 

图 1 细胞生长幽能

图示接种后第二天开始，细胞增殖逐渐加快 ， 呈应
线上'升， 第八天达到高峰，第九天开始下降。 每 mI 5
万细胞的群体倍增时间 '/'] 27 .73 小时 ， 可见该细胞系
增殖快， 恶性程度大。

3 . 细胞分裂指数

将第十二代细胞制成 1 0 4 /m1 悬 液， 每瓶

(内含窄条盖玻片)接种 1 ml , ， 隔日更换培养

液， 每 日取 3 张细胞盖玻片， 连续 1 0 天，细胞

盖玻片经 Giemsa 液染色 ， 逐日计 3000 个细胞

中的分裂细胞数。 (图 2 ) 

t-k-

回 2 细胞分裂指戴

图示予培养的第 1-5 天细胞分裂达高峰 ， 分裂指
数为 42%0 。

4 . 平板集落效应

将第五十三代 45 个细胞/5 时， 接种在

6cm 直径的培 养 皿内， 共 4 只， 置 5%COz
培养箱内 ， 37 "c静置培养 20 天，吸出培养液加

10%福尔马林液固定， Giemsa 液染色，计平板

集落数， 平均集落形成率为 88%:\:7 .4 。

5. 染色体分析

将第九代、 二十七代及五十四代细胞作染

色体分析， 在传代培养第三天， 加秋水仙素，

最终浓度为 0.2 问/时， 培养 3 - 4 小时后收

集细胞， 经低渗， 固定，制 片 凉干 ， Giemsa 

液染色。 光镜检查计 100 个中期细胞分裂相，

45- 50--55----60-- 65 
w! 色体数目分布

回 3 NGCC-8 3 10 染色体数目分布
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3~ 细事胞 生物学杂 志 1986 年

观察染色休数目的分布。

观察第二十七代细;胞 100 个中期分裂 相

( 图 3 ) ， 染色体数目分布为 n一118 ， 主 dl条 占

55% ， 染色体众数为 58 条 ， 占 25% ，为超二

倍体。

按丹佛14、: íljlJ 分钮， 各组染色体分布的平均

数为:A 组 7.9 ， B 刽-1 .5 ， C 组 20 ， D 组 5.9 ，

E 组 9 .1 ， F 组 5 . 2 ， G 组 3 . 7 ， i在 G 组减 少

外， 其它各主Ll均有不同程度的增加。(图 4 ) 

臼 15

截

击 1 0
巡

因 4 染色体分布

因 5 NGCC-8310:第 2 7 代细胞染色体核型

jfl G 卅分析. 20 .个 r1' 期细胞(图 5 )发现每

个细胞 |忖染色体均见到第 9 号染包体长臂接二

条带型， 第 1 4 号和 15 号染色体随休相接， 为

本细胞系的标记染色休。另外 1 号染色体长臂

部分断裂丢失， 注玉不形染色体等畸变现象 (图

6 )。 三代细胞染色体组型基本一致 ， 本细胞系

染色休形态 i闪 弘异常， 具有恶性肿瘤细胞的特

征。

回 6 NGCC-8310 细胞系异常染色体

图 7 患者手术标本切片 示胃 管状腺籍侵及浆
自费层 HF x 75 

圈 8 第 25 代细胞动物接种有管状腺癌结构
H.E x 300 

6. 动物移植

? 将第 13 代和第 年 代生长旺盛的细胞， 每
代分别制成 107jml、和 5 x 108jml 悬液 ， 接种 8

只刚断奶、 平均休重 110 -- ] 20 克 Wistar 大自
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鼠前股皮下， 何只接种细胞悬液 0.1 ml ， 接种

前一天每只鼠接受 60Co 全身!!现射 500γ，同时

后肢肌肉注射氢化考的松 20 mgj只 ， 接种后第

4 天局部即可触及小结节， 于第 7 天、 1 4 天处 ‘

死动物， 作病理学检查。

移植的结果表明，肿瘤生长迅速， 成瘤率

100 %。病理学观察， 细胞体积大，核太深染，

染色质较粗，分布不均匀， 核分裂相多见， 胞

浆丰富， 部分病用组织学类型与原发癌组织学

类型相似。(图 7 、 8 ) 

7 . 透射电镜观察

将传代第三天生长旺盛的细胞 ， 用 Hank's

液冲洗三次，市1) J我细胞悬液， 离 心沉淀， 用

4%戊二睦经 1%饿酸双固定，用 Epon 812 包

埋 ， 超薄切片， LKBV 型超薄切片机。在国产

DXA4一10 型电镜下观察。

细胞为圆形，椭圆形及不规则形， 表面具

有较多微绒毛，细胞核大，且形状不规则，多有

较深的核切迹， 有的形似分叶状。多数细胞有

大而明显的核仁，多边集， 致密。核异染色质

少 ， 而常染色质多。核内可见假包涵休。少量

的幼稚细胞，游离核糖体丰富。 在有些细胞中

具有溶酶体，张力原纤维丝。 证明这些细胞为

上皮型细胞。未发现病毒颗粒， 支原体。(图

9 ) 

8 . 液氮冷冻与复苏

传代后第 3 - 4 天生长 旺盛的细胞， 用

1 0 %二甲亚枫制成 2 x I0 6jml 细胞悬液，分装

安凯作标记， 放入纱布袋置液 氮罐气态上 30

分钟，再置液氮 中。复苏时迅速取出安部t放

37 "C水洛中速i容，吸出悬液， 加入培养瓶中培

圈 9 细胞质中可见张力原纤维丝 x 14000 倍

养， 次日换液， 细胞成活率 85%左右 ， 复苏后

细胞形态， 染色体分析与冻存自íJ 相似。

从本资料综合观察，确定此细胞为人胃管

状腺癌细胞系证据是充分的， 本细胞系的建立

为胃癌的研究提供了一个较好的细胞实验模

型。
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