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食管鳞状细胞癌组织体外3D培养
梁亚冰1  张满2  杜华3  杨凌1*

(1内蒙古医科大学附属医院临床医学研究中心, 呼和浩特 010050; 2内蒙古医科大学附属医院胸外科, 
呼和浩特 010050; 3内蒙古医科大学基础医学院病理学教研室, 呼和浩特 010050)

摘要      该文将新鲜的食管鳞状细胞癌组织剪成细小的碎块, 和基质胶(matrigel)混合在96孔
板中进行培养。在培养2、4、6、8、10、12、14、16、18天时取出并固定、石蜡包埋、切片, 进
行HE染色和Ki-67、P63、P40、细胞角蛋白5/6免疫组织化学实验。HE染色显示, 培养的肿瘤组织

与原组织基本相同。随着培养时间的延长, 组织块变得小, 且肿瘤组织有萎缩和退化的现象。随体

外培养时间的增加, P40和P63蛋白在肿瘤细胞中的表达变少。Ki-67蛋白在肿瘤组织中表达的强度

和比率都随着培养时间的延长而减弱。综上所述, 食管鳞状细胞癌的一部分特性会随着体外培养

时间的延长而发生变化, 所以体外培养天数越短越好。

关键词       食管鳞状细胞癌; 3D培养; Ki-67; P63; P40; 细胞角蛋白5/6

In Vitro 3D Culture of Esophageal Squamous Cell Carcinoma
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Abstract       The fresh esophageal squamous cell carcinoma tissue was minced into tiny pieces and mixed 
with matrigel, the mixture was cultured in the 96-well plate. The cultured mixture was taken out at the 2nd, 4th, 6th, 
8th, 10th, 12th, 14th, 16th, 18th day, and fixed, embedded in paraffin. The sections were stained with hematoxylin 
and eosin, and performed immunohistochemistry with Ki-67, P63, P40 and cytoheratin5/6 antibody. HE staining 
showed that the cultured tumor tissue was basically the same as the original tissue. However, with the extension 
of culture, tissue blocks became small and tumor tissue showed atrophy and degeneration. The expression of P40 
and P63 protein in tumor tissues decreased with the increase of culture time in vitro. The intensity and ratio of Ki-
67 protein in tumor tissues decreased with the increase of culture time. In conclusion, part of the characteristics of 
esophageal squamous cell carcinoma changes with the extension of the culture time in vitro, therefore, the shorter 
the time tissue cultured in vitro.

Keywords       esophageal squamous cell carcinoma; 3D culture; Ki-67; P63; P40; cytokeratin 5/6

食管癌是常见的消化道恶性肿瘤, 目前在全球

肿瘤死亡率中位于第6位。我国是食管癌的高发国

家之一。目前食管癌的治疗包括手术、术前放化疗

和术后放化疗。食管癌预后差, 2012年时5年存活约中
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为20.9%[1]。目前, 铂类药物联合紫杉醇广泛用于食

道癌的化疗。对于一线治疗后仍需治疗的患者, 目
前尚无标准的治疗方案, 近年来部分研究认为, 以伊

立替康为基础联合奥沙利铂或是5-氟尿嘧啶(5-FU)
的化疗方案可作为晚期食道鳞状细胞癌患者的新选

择[2-3]。

伴随肿瘤化疗药物的不断出现和治疗手段的

多样化, 如何选择治疗方案, 是目前面临的挑战, 但 
我们往往难以根据大多数患者自身特点选择相应化

疗药物, 只能依据化疗评效来评估每一个方案的有

效性。因此, 若能建立一个临床用药前的个体化的

体外化疗药物筛选平台, 将能有效地解决这个问题, 
为临床的药物选择提供参考, 从而提高化疗的有效

性, 减轻患者的痛苦和负担。然而, 肿瘤组织体外培

养后, 肿瘤组织性质和肿瘤细胞增殖是否会有很大

的变化, 以及最佳的培养天数均需要实验进行探索。

本文将使用3D培养的方法在体外培养食管鳞状细

胞癌组织, 对培养的组织的性质、肿瘤细胞的增殖

以及最佳培养天数进行研究。

1   材料和方法
1.1   实验材料

胎牛血清、DMEM/F12培养液购自Gibco公司。

基质胶(matrigel)和96孔板购自Corning公司。即用

型一抗Ki-67、P63、P40、细胞角蛋白5/6和免疫组

织化学试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公

司。蛋白质提取试剂盒购自Invent Biotechnologies
公司。BCA蛋白浓度测定试剂盒购自北京索莱宝科

技有限公司。一抗P63、P40、细胞角蛋白5/6和二

抗抗兔IgG H&L(Alexa Fluor® 790)购自Abcam公司。

GAPDH购自Proteintech Group公司。

1.2   食管鳞状癌组织3D培养

取手术废弃的食管鳞状细胞癌组织, 冷PBS清
洗1次, 用眼科剪刀将肿瘤组织剪成细小的碎块, 和
基质胶(matrigel)进行混合, 整个过程在冰上进行。

将组织和matrigel混合物放在96孔板中, 加入含有

20%胎牛血清的DMEM/F12培养液进行培养。培养

2、4、6、8、10、12、14、16、18天时取出, 然后

固定、石蜡包埋和切片后进行后续实验。

1.3   HE染色

组织切片在二甲苯中脱蜡、梯度酒精复水, 分
别在苏木精和伊红中进行染色, 再经过梯度酒精脱

水, 二甲苯透明、封片, 以备观察。

1.4   免疫组织化学

组织切片二甲苯脱蜡、梯度酒精复水, 3%过

氧化氢封闭内源生物素, 按照抗体使用说明进行抗

原修复, 即用型一抗Ki-67、P63、P40和细胞角蛋白

5/6于4 °C孵育过夜, PBS清洗后滴加二抗室温孵育, 
PBS清洗后滴加DAB显色液进行显色, 苏木精复染, 
再经过梯度酒精脱水, 二甲苯透明、封片, 以备观察。

染色结果由病理医师进行观察。

1.5   Western blot
组织培养2、6和12天后提取总蛋白, 使用

BCA方法进行定量。加入5×蛋白质上样缓冲液, 
煮沸10 min, 上样进行SDS-PAGE电泳和Western 
blot检测。采用Odyssey双色红外激光成像系统(美
国LI-COR公司)对蛋白印迹条带进行定量。目标蛋

白的相对表达量用目标蛋白测定值与GAPDH蛋白

测定值的比值进行计算。

2   结果
2.1   3D培养食管鳞状细胞癌组织HE染色

在3D培养的食管癌组织中, HE染色显示, 培养

的肿瘤组织与原组织基本相同。随着培养时间的延

长, 组织块变得小, 且肿瘤组织有萎缩和退化的现象

(图1)。
2.2   3D培养食管鳞状细胞癌组织中P63、P40和
细胞角蛋白5/6的表达

从第2天到第18天, 3D培养的食管癌组织均表

达P63、P40和细胞角蛋白5/6蛋白。随体外培养时

间的增加, P40和P63蛋白在肿瘤细胞中的表达变少, 
P40蛋白在培养第18天时表达很弱, 且细胞核表达不

明显。在体外培养过程中, 细胞角蛋白5/6的表达没

有明显的变化(图2)。可见在体外培养的过程中, 食
管鳞状细胞癌的一部分特性会随着体外培养时间的

延长而发生变化。

将第2、6和12天的培养组织提取的总蛋白进行

Western blot检测, 观察P63、P40、细胞角蛋白5/6在
培养组织中的表达。结果显示, 随着培养时间的延

长P63和P40蛋白的表达下降(图3A和图3B)。在培养

第2天的组织中, P63和P40蛋白均有杂带, 但是在培

养第6天和第12天的组织中相同位置却没有杂带, 我
们推测, 这可能是非特异性条带, 也可能是异构体或

是蛋白修饰。由于第6天和第12天P63和P40蛋白量
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图1   肿瘤组织与体外培养第2、6、12、18天肿瘤组织的HE染色

Fig.1   HE staining of tumor tissue and ESCC tissue cultured in vitro for 2nd, 6th, 12th, 18th day
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图2   体外培养第2、6、12、18天肿瘤组织的P40、P63和细胞角蛋白5/6的免疫组织化学染色

Fig.2   Immunohistochemistry staining of P40, P63 and cytokeratin 5/6 in ESCC tissue cultured in vitro for 2nd, 6th, 12th, 18th day
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减少, 极其少量的异构体或是修饰蛋白也检测不到

了。细胞角蛋白5/6的表达在第6天和第12天时几乎

检测不到(图3A), 这和免疫组化的结果不同。我们

推测, 可能与检测的方法和两种实验过程中使用的

抗体不同有关。

2.3   3D培养食管鳞状细胞癌组织中Ki-67的表达

在3D培养的食管癌组织中, 从第2天到第18天, 
我们均发现, Ki-67蛋白在癌组织中有表达, 但Ki-67
蛋白在肿瘤组织中表达的强度和比率都随着培养时

间的延长而减弱(图4)。

3   讨论
食管癌是常见的消化道恶性肿瘤, 根据2013年

全国347个肿瘤登记处的数据进行统计, 我国2013年
食管癌的发病率排名第五, 新发病例约为276 900, 
死亡率排名第四, 死亡病例约为206 500[4]。农村地

区食管癌的发病率与死亡率均高于城市地区, 男性

食管癌的发病率与死亡率均高于女性。由于早期症

状不典型, 大部分食管癌患者就诊时已属晚期, 患者

无法接受手术治疗; 还有一部分患者在手术和放化

疗后出现复发及远处转移。伴随肿瘤化疗药物的不

断出现和治疗手段的多样化, 如何选择治疗方案以

及在耐药出现后及时调整治疗方案, 同时适时停止

无效治疗以规避药物副作用, 是临床医师所面临的

重要挑战。目前临床中常用的食管鳞状细胞癌化疗

药物有铂类、紫杉醇、5-FU、吉西他滨和伊立替

康, 由于不知道患者对何种药物敏感, 我们难以根据

大多数患者自身的临床特点选择相应化疗药物, 只
能依据化疗评效来评估每一个方案的有效性, 这样

患者可能面临经历多个无效化疗方案的痛苦。因此, 
建立一个临床用药前的体外个体化的化疗药物筛选

平台是亟需解决的问题。

3D细胞组织培养是将细胞、组织培植在一定

的细胞外基质中, 细胞外基质蛋白充当生长支架所

创建的生长环境, 最大程度地模拟体内环境。3D细

胞组织培养作为体外二维单层细胞系统的研究与组

织器官及整体研究的桥梁, 显示了它既能保留体内

细胞微环境的物质及结构基础, 又能展现细胞组织

培养的直观性及条件可控性的优势。

3D培养技术已应用于生物学、医学研究和药
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A: Western blot检测体外培养第2、6和12天肿瘤组织的P63、P40、细胞角蛋白5/6在培养组织中的表达; B: P63和P40蛋白的相对表达量。

A: Western blot results of P40, P63, cytokeratin 5/6 in ESCC tissue cultured in vitro for 2nd, 6th, 12th day; B: the relative expression levels of P63 and 
P40 were measured with GAPDH as an internal control.

图3  体外培养组织的Western blot结果 
Fig.3   The results of Western blot in cultured ESCC tissues

图4   体外培养第2、6、12、18天肿瘤组织的Ki-67的免疫组织化学染色

Fig.4   Immunohistochemistry staining of Ki-67 in ESCC tissue cultured in vitro for 2nd, 6th, 12th, 18th day
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物开发等领域。人们利用3D培养技术建立了多种

体外组织培养和疾病模型, 包括肝、胰腺、小肠[5]、

胃[6]和乳腺[7], 研究组织发育过程、疾病发生和进展

过程和对药物的反应。3D培养技术在肿瘤学研究

中不仅可以用于寻找癌细胞形成的相关通路[8], 而
且可以用于监测癌细胞对抗癌药物的应答, 致力于

推进精准治疗[9-11]。在多种肿瘤包括肺癌[12]、胰腺

癌[10]、前列腺癌[13]和结直肠癌[9]中人们均建立了体

外3D培养的模型。虽然现在体外3D培养要运用于

临床检查还有很多问题, 诸如还未实现自动化的高

通量、费用过高等, 但是, 我们应该看到3D细胞组

织培养技术有可能填补从癌症基因组学到患者临床

前实验的空白, 也可能完善了从细胞系到异种移植

模型的药物研究过程, 使个体化治疗方案的建立成

为可能。

所以本实验采用3D培养的方法在体外培养食

管鳞状细胞癌组织, 对培养的组织的性质、肿瘤细

胞的增殖以及最佳培养天数进行研究。结果显示, 
体外培养的食管鳞状细胞癌组织表达鳞状细胞癌的

标记蛋白, 肿瘤细胞中发现Ki-67的表达, 但是随着

培养时间的加长, 培养的肿瘤组织变小, HE染色发

现有萎缩和退化的迹象, P40、P63和Ki-67的表达均

随着培养时间的增加而减弱。所以, 可以将体外培

养的食管鳞状细胞癌组织用于化疗药物的筛选, 且
体外培养天数越短越好。已有的研究在体外培养

结直肠癌6天时, 使用多种药物处理培养物并利用

CellTiter-Glo试剂检测样本的活性, 以确定培养物对

药物的敏感性。结果显示, 培养物对药物的反应一

致性很好, 重复性也很高[9]。所以, 本研究小组计划

在后期药物筛选中采用药物处理6天, 现有的预实验

显示, 食管鳞状细胞癌组织在体外培养6天时, 使用

几种化疗药物处理和对照组织中的ATP活性是有显

著差异的, 说明培养6天时可以区分加药的效果和对

照。本实验结果和其他研究小组已有的研究结果为

下一步进行体外的化疗药物筛选奠定基础。 
实验结果中, 免疫组织化学和Western blot两种

方法中细胞角蛋白5/6的表达结果有差异, 这可能是

两种实验方法造成的结果的差异, 或是进行这两种

实验时使用的一抗不同造成了表达的差异。本研

究的不足之处是, 未在包埋之前将基质胶消化掉, 使
得培养的肿瘤组织在包埋时很分散, 不能准确地判

断癌组织中Ki-67表达的阳性率, 虽然我们试图使用

Western blot来进一步阐明这个问题, 可是多次实验

后, 仍没有得到Ki-67的阳性信号, 这个问题需要在

后续的研究中进行改善。总之, 我们的实验建立了

短期的体外培养食管鳞状细胞癌组织的3D模型, 在
后续的实验中可以用来对常规化疗药物进行敏感性

的检测。
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