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■背景资料
大肠癌对人类健
康危害巨大, 原代
细胞由于更接近
体内状态, 更具研
究意义. 所以, 探
索出一套简便有
效的大肠癌原代
培养方法有着重
要的理论意义及
实用价值.
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Abstract
AIM
To investigate methods of primary culture 
of human colorectal cancer cells in vitro by 
application of improved tissue piece enzyme 
digestion method.

METHODS
Human colorectal cancer cells were cultured by 
improved tissue piece enzyme digestion method, 
which combines the tissue explant method with 
Ⅳ collagenase digestion method. Colorectal 
cancer cells were obtained by optimizing culture 
conditions, promoting adherence, controlling 
pollution, and purifying the cells. Wright Giemsa 
staining and immunocytochemistry were used to 
identify the cells. 
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结论
改良的组织块酶消化法在培养方法改良、
促进贴壁、控制污染和去除杂细胞四方面
进行了改进, 既可快速获得游离细胞, 又充
分利用了未彻底消化的组织块. 采用该改良
的组织块酶消化法原代培养细胞成功率高, 
所培养的细胞进行初步鉴定证明为大肠癌
细胞. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本研究利用改良的组织块酶消化法
体外培养人大肠癌原代细胞, 并通过细胞形态
学及细胞免疫学方法鉴定所得细胞.
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0  引言

大肠癌包括直肠癌和结肠癌, 是目前常见的恶

性肿瘤, 严重危害人类健康[1-4]. 大肠癌细胞多

以商品化的细胞株为材料, 然而, 相比之下, 原
代培养的肿瘤细胞离体时间短, 变异少, 生物

特性更接近体内状态, 对大肠癌防治的研究更

有参考意义. 截至目前, 国内外已有较多关于

大肠癌原代培养的报道, 但成功率极低且成本

高[5-7]. 在前人工作的基础上, 本研究对部分方

法做了改良, 以期找到更优化的培养条件, 提
高大肠癌原代培养的成功率, 为大肠癌原代细

胞培养提供一种成功率高且成本较低的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料
1.1.1 实验样本: 收集于云南省第一人民医院普

外科手术切除的新鲜大肠癌组织样本, 患者术

前均未接受放化疗. 收集的所有组织样本均经

病理检查证实. 本研究获得了云南省第一人民

医院伦理委员会的批准, 同时样本采集得到了

患者的知情同意. 
1.1.2 主要试剂: Ⅳ胶原酶、透明质酸酶、DNA
酶、胰岛素均购自Sigma公司; Trypsinase、
R P M I 1640培养基、胎牛血清和红细胞裂

RESULTS
Wright Giemsa staining of the cells showed 
karyomegaly and purple red-stained colorectal 
cancer cells. Immunocytochemistry staining 
showed that the cells were carbohydrate antigen 
19-9 (CA19-9) positive and the cytoplasm was 
brown.

CONCLUSION
We have improved the tissue piece enzyme 
digestion method, which allows to obtain 
free cells quickly and make full use of the 
tissue pieces which have not been digested 
completely. The improved tissue piece enzyme 
digestion method has a high success rate, and 
cultured cells have been identified as colorectal 
cancer cells. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
探讨应用改良的组织块酶消化法体外培养
人大肠癌原代细胞的方法.

方法
应用结合组织块法和Ⅳ胶原酶消化法的改
良的组织块酶消化法体外原代培养人大肠
癌细胞, 通过对培养条件、促进贴壁、控
制污染、细胞纯化等方面的探索得到了大
肠癌细胞, 并最终用形态学方法(瑞姬氏染
色)、和免疫学方法(免疫细胞化学)鉴定所
得细胞. 

结果
经改良的组织块酶消化法体外培养的人大
肠癌原代细胞, 瑞姬氏染色进行细胞形态
学鉴定, 结果显示胞核呈紫红色, 核质比明
显增大, 符合肿瘤细胞特征; 细胞胃肠癌相
关糖链抗原19-9(carbohydrate antigen 19-9, 
CA19-9)进行细胞免疫学鉴定, 结果显示胞
浆呈棕色, 细胞CA19-9阳性. 
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■研发前沿
关于大肠癌细胞
的原代培养, 较多
学者已做过探索, 
但操作繁琐、成
功率低, 仍是亟待
解决的问题.

■相关报道
关于大肠癌细胞
的原代培养, 目前
应用较多的方法
是组织块培养法
和酶消化培养法. 
而对于培养过程
中细胞的纯化, 较
多学者应用胰酶
消化法、反复贴
壁法、机械刮除
法等方法去除成
纤维细胞.
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解液均购自G I B C O公司 ;  成纤维细胞抑制

剂购自齐氏生物科技有限公司 ;  糖链抗原

19-9(carbohydrate antigen 19-9, CA19-9)抗
体购自Abcam公司; 抗生素/抗霉菌药物溶液

(青霉素/链霉素/两性霉素B)、青链霉素购自

HyClone公司; 瑞姬氏染色液、免疫细胞化学

相关试剂等购自福州迈新生物技术有限公司. 
实验过程中各个步骤所用的主要试剂配方如

表1. 
1.2 方法
1.2.1 肿瘤组织标本的收集和处理: 患者手术切

除的新鲜大肠癌组织, 找到肿瘤细胞最丰富的

部位, 取1-3 cm3大小的组织样本, 放入装有取

组织用液的无菌离心管, 于冰上迅速带至实验

室, 使组织浸泡于取标本用液中10-20 min, 尽
快开始后续操作. 
1.2.2 原代培养: 以下步骤均在超净工作台内操

作, 必须严格遵循无菌操作要求, 同时, 所用到

的手术器材(手术剪、手术镊、玻璃皿等)均经

过高压灭菌处理: (1)将取回的组织置于玻璃皿

内, 用洗组织用液清洗组织7-10次; (2)用剪刀剪

去组织周围脂肪组织、坏死组织以及肠膜部

分; (3)洗组织用液适量, 处理组织5 min; 75%酒

精适量, 处理组织1 min; 弃去酒精, 加洗组织用

液适量, 处理组织5 min; (4)将组织块置于玻璃

器皿内, 剪碎至1-3 mm3大小. 将组织碎块收集

至无菌离心管, 加适量洗组织用液, 1000 r/min, 
5 min, 重复几次, 直到上清透亮即可, 弃去上

清; (5)加入适量红细胞裂解液重悬, 置于4 ℃, 
8 min; 1000 r/min, 5 min, 弃去上清; 洗组织用

液清洗一次, 弃去上清; (6)根据组织碎块的量

添加消化酶: 每1 mL组织碎块, 加入1 mL胶原

酶、100 μL透明质酸酶及20 μL DNA酶. 轻轻

震荡混匀, 于37 ℃震荡消化2-4 h; (7)消化结束

后, 可看到离心管内消化液已变浑浊. 加入适

量洗组织用液, 1000 r/min, 5 min, 清洗数次, 至
上清透亮即可, 弃去上清; (8)向离心管内加入

少量完全培养基, 用吸管吹打数次. 用吸管将

消化后所得部分(组织碎块和游离细胞)放入培

养皿, 再向培养皿内加入1-2 mL完全培养基(不
宜太多, 尽量使组织碎块黏附附于底部); (9)在
保证未污染的前提下, 静置细胞3 d(此时不宜

反复观察, 以免影响细胞及组织块贴壁). 
1.2.3 细胞处理: (1)换液: 静置3 d后, 适当补加

完全培养基(动作务必轻缓, 避免剧烈晃动). 培
养初期, 细胞生长较慢, 可4-5 d左右换液1次. 
培养至第10天左右, 贴壁的组织块周围有细胞

游出, 且密度明显高于其他部位; (2)传代: 大
肠癌细胞较难消化, 但为了保证后续培养过程

中的细胞活力, 应掌握好消化时间, 切勿消化

过度. 
1.2.4 大肠癌原代细胞鉴定: (1)形态学观察: 做
细胞爬片, 用瑞姬氏染色液染色, 观察细胞形

态; (2)免疫学鉴定: 做细胞爬片, 用免疫细胞化

学方法. 由于CA19-9与胃肠癌密切相关[8-10], 故
检测细胞CA19-9. 

2  结果

2.1 原代培养细胞形态 培养至第10天左右, 显
微镜下观察, 贴壁的肿瘤组织块周围可见有细

胞游出(图1).
2.2 原代细胞鉴定结果 瑞姬氏染液染色后, 胞
核呈紫红色, 胞浆呈浅蓝色, 核质比明显增大

(图2A), 符合肿瘤细胞特征. 免疫细胞化学检

测胃肠癌相关抗原CA19-9, 阳性细胞的胞浆被

染成棕色(图2B). 

3  讨论

3.1 大肠癌细胞体外原代培养的组织块酶消
化法 大肠癌细胞的原代培养是极具技术性和

     实验步骤 试剂名称 试剂配方

肿瘤组织的处理 取组织用液 Hank's液+10倍抗生素/抗霉菌药物溶液

肿瘤组织的清洗 洗组织用液 PBS+5倍青链霉素

肿瘤组织的消化 组织消化液 Ⅳ胶原酶+透明质酸酶+DNA酶

肿瘤组织碎块和游离细胞的培养 完全培养基 RPMI 1640培养基+10%胎牛血清+1%双抗+0.5 μg/mL胰岛素+成

纤维细胞抑制剂

组织消化液中消化酶的终浓度为0.1%的Ⅳ胶原酶, 0.01%的透明质酸酶, 0.02%的DNA酶.

表  1  实验过程各步骤所用的试剂配方■创新盘点
组织块酶消化法
多见于牙周膜细
胞的原代培养, 本
研究将该方法改
良后应用于人大
肠癌细胞的原代
培养, 并取得较好
的效果.
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挑战性的工作, 影响实验成败的因素众多. 所
以, 找到更优化的培养条件对提高实验成功率

至关重要. 本研究在培养方法、促进细胞的贴

壁、污染的控制和去除如成纤维细胞等杂细

胞这四方面均做了一些改良: (1)培养方法: 目
前, 文献报道的大肠癌细胞原代培养方法主要

为酶消化法和组织块培养法[11-13], 但两种方法

各有优缺点. 酶消化法, 一般用胶原酶消化、

过滤后可直接得到单细胞悬液, 但往往浪费了

残留的组织碎块, 其中仍含有大量肿瘤细胞. 
另有研究表明, 细胞间的相互接触可以减少细

胞凋亡, 利于保持细胞的固有特性[14,15]. 组织块

培养法, 操作简便, 但需要较长时间才可看到

有细胞爬出. 组织块酶消化法可以结合两者的

优点, 效果更好. 本研究中, 将三种方法做了对

比, 培养至10 d左右时, 发现酶消化法贴壁细

胞少、组织块法游出细胞少, 均不能进一步增

殖, 但组织块酶消化法可以较快速的得到大肠

癌细胞. 目前, 组织块酶消化法已被很多学者

用于人牙周膜细胞、血管瘤内皮细胞等的原

代培养[16-19], 但大肠癌细胞原代培养方面报道

尚少见. 大剂量的胰岛素往往对细胞不利, 而
低剂量时则可促进细胞的生长, 本研究采用的

胰岛素浓度为文献报道的0.5 µg/mL, 发现细胞

在该胰岛素浓度下生长状态良好[20-22]; (2)促进

贴壁: 组织块的贴壁对细胞迁出十分重要, 所
以培养初期在保证未污染的前提下, 保持绝对

静置3-4 d. 待组织块中细胞贴壁稳定后, 方可

补加培养基, 以免冲散刚贴壁的组织块, 导致

重新漂浮, 而影响成活. 补液后继续静置, 进一

步促进细胞贴壁生长. 大量学者证明, 用鼠尾

胶原包被过的培养瓶培养, 可显著提高细胞的

贴壁效率[23-25]. 我们在培养初期, 只加入1-2 mL
培养基, 该“干涸法”也可达到促进贴壁的目

的; (3)污染的控制: 由于肠道本身的开放性, 且
内部微生物种类丰富、数量庞大[26-28], 所以污

染是大肠癌原代培养最常见的问题之一. 取标

本时尽量剪取靠近癌灶内部的部分. 我们在取

组织用液和洗组织用液中都加入了高浓度的

抗生素, 结果表明, 用高浓度抗生素多次冲洗

之后, 基本可避免污染. 实验过程所用到的手

术器材必须经过高压灭菌, 严格遵守无菌操作; 
(4)去除杂细胞: 成纤维细胞生命力强、生长速

度快, 是大肠癌原代培养中最常见的杂细胞来

源. 不少文献中报道, 利用成纤维细胞与上皮

细胞贴壁速度差异和对胰酶敏感性的差异, 可
用反复贴壁法或者胰酶消化法对细胞进行纯

化; 也有学者将细胞稀释后用96孔板进行单细

图  2  原代细胞瑞姬氏染色和免疫细胞化学检测CA19-9结
果. A: 瑞姬氏染液染色结果, 胞核呈紫红色, 胞浆呈浅蓝色, 
核质比明显增大; B: 免疫细胞化学检测CA19-9, 阳性细胞

的胞浆被染成棕色(A, B: ×400). CA19-9: 糖链抗原19-9.

A

B

图  1  原代培养至第10天时游出细胞的形态. A, B均为贴
壁肿瘤组织块周围有细胞游出. 图中上方黑色阴影部分为

大肠癌肿瘤组织块, 下方为游出的细胞(A, B: ×100). T: 肿
瘤组织块; C: 游出的细胞.

B

T

C

A T

C

■应用要点
本文利用酶消化
组织块法进行了
大肠癌的原代培
养, 结果可供科研
工作者借鉴参考.
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胞克隆培养, 从而筛选出目的细胞, 但往往操

作繁琐且效果有限[29-32]. 本研究中, 我们分别尝

试进行了反复贴壁法和胰酶消化法以期去除

成纤维细胞, 但经细胞爬片染色、观察, 仍有

大量成纤维细胞存在, 未达到理想效果. 最终

通过向培养基中加入成纤维细胞抑制剂, 即可

有效控制成纤维细胞的生长, 得到纯度较高的

肿瘤细胞. 
3.2 体外原代培养的大肠癌细胞生长特征及鉴
定结果分析 利用组织块酶消化法培养的细胞

瑞姬氏染液染色观察细胞核大呈紫红色, 胞浆

呈浅蓝色, 核质比明显增大, 具有肿瘤细胞的

典型特征. 免疫细胞化学检测细胞中胃肠癌相

关抗原CA19-9, 表明CA19-9阳性, 证明该细胞

簇来源于肠道的肿瘤细胞. 以上实验初步鉴定

所培养的细胞为大肠癌细胞. 
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■同行评价
原代培养的肿瘤
细胞 ,  其生物特
性更接近在体肿
瘤 .  如何稳定、
高效获得大肠癌
原代肿瘤细胞仍
亟待研究 .  该论
文探讨应用结合
组织块法和Ⅳ胶
原酶消化法的改
良的组织块酶消
化法体外原代培
养人大肠癌细胞, 
通过优化细胞培
养方法、促进贴
壁措施、控制污
染和减少杂细胞
等手段 ,  可较短
时间获得游离的
肿瘤特征性细胞, 
值得进一步探索
比较研究. 
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