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摘要 采用 GFP稳定表达的细胞系(293-BAC)接种裸鼠形成移植瘤．取肿瘤组织进行原代培养，通过 GFP示踪和细胞形态学
变化，观察了肿瘤组织中细胞的生长规律．肿瘤细胞释放并生长在组织块附近，向周围空间延伸．种植时散落的薄层组织细

胞则直接贴壁生长．生长的鼠源间质细胞占总细胞量的 1%～ 3%，散在或在组织新生肿瘤细胞外围集中生长．原代培养的细
胞在传代 5代以后，其中的鼠源细胞消失．经过成瘤和传代过程的肿瘤细胞生长性能稳定、来源纯净，是相关研究的好材
料．观察到的细胞生长规律可为移植瘤的相关研究提供参考．
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使用细胞接种裸鼠产生移植瘤的实验，通过观

察成瘤时间和瘤体大小等，可以用来分析细胞的转

化能力．这个方法被广泛应用于肿瘤基础研究．移

植瘤细胞不但能保留接种细胞的基本生物学特征，

而且经过成瘤过程中的选择性生长，其生长能力更

稳定，所以，使用移植瘤进行原代培养获得的肿瘤

细胞可用于深入研究．组织的原代培养与通常的细

胞系培养不一样，细胞的生长规律也不一样，而且

有宿主源细胞共存，在观察时容易混淆，也较难确

定传代中是否获得了纯净的肿瘤细胞．我们用自主

建立的一个带有绿色荧光蛋白(GFP)标记且培养特
性稳定的细胞系(293-BAC)接种裸鼠，在移植瘤组
织的原代培养中系统地观察了肿瘤细胞的生长，结

合新的细胞种鉴定方法以判断细胞来源，可为肿瘤

细胞和组织移植瘤的相关研究提供参考．

1 材料和方法

1援1 细胞系、质粒和裸鼠等材料

人胚肾上皮细胞(293)，ATCC 来源，中南大
学肿瘤研究所保存和传代，使用含 10%胎牛血清
的 DMEM 培养．含 EBV 全基因组的质粒(BAC-
EBV) p2089[1]由德国 GSF国家环境与卫生研究中心

Hammerschmidt 教授惠赠．BAC-based 空白质粒
(pM-BAC)系通过同源重组在 p2089中切除 EBV基
因组后自主构建(另文报道)．将 pM-BAC质粒按照
报道的方法[2]建立稳定转染的细胞系(293-BAC)．
4周龄 SPF Balb/c裸鼠购自上海 SLAC实验动物有
限公司．

1援2 裸鼠移植瘤实验

细胞(293-BAC)悬液接种于 4周龄 SPF裸鼠腋
窝皮下，每只 0.2 ml(含 5伊106个细胞)，共接种 5
只，观察裸鼠成瘤的日期和大小，观察 7周．
1援3 肿瘤组织原代培养

接种 7周后，将成瘤裸鼠脱颈致死，无菌剥离
肿瘤，去除外包膜，用含双抗的 D-Hank氏液浸泡
数分钟，分别将肿瘤组织剪碎至直径 2～3 mm大小
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Fig. 2 Scattered thin tissue piece cells adhered
to the flask wall and directly grew

(a, c) Phase contrast. Original magnification: 伊200 (a, b); 伊100 (c, d).

Fig. 1 Newly鄄grown cells around the tumor tissue pieces
(a) Four days after the planting. The cells were released to the out rim

and some of them began to grow in the vicinity of the tissue (arrows

indicated). (b) Eight days after the planting. (c) Thirteen days after the

planting. Original magnification: 伊100.

的小块，放置在 50 ml培养瓶中．种植培养 4瓶、
每瓶种植 7～8小块组织．加入少量的细胞培养基，
前 2～3天每天换液，以后每 2天换液．逐渐增加
培养基的量至组织块底面均浸泡在培养基中．每天

在光学和荧光倒置显微镜下观察细胞生长情况和细

胞的 GFP表达情况．
1援4 肿瘤细胞传代培养

原代培养大约 13～15天后，组织块和新生的
细胞一起消化，尽量去掉较大的组织块，细胞长满

后以 1∶2的比例分瓶进行一般的传代培养．消化
后的细胞为第 1代，每天观察细胞生长和 GFP表
达情况．第 4代分 1瓶以 1∶10进行低密度培养并
同样进行观察．

1援5 培养细胞的种源鉴定

按文献[3]报道的多重 PCR，这个新方法使用
不同的引物能从不同种属细胞 gDNA 中扩增出大
小特异的片段，并能检测到 1%以下的异种细胞污
染．PCR扩增条件在预实验的基础上与报道的方
法[3]略有不同，反应条件如下：95℃ 5 min 1个循
环；95℃ 35 s、55℃ 30 s、72℃ 40 s 30个循环、
72℃ 7 min 1个循环，最后冷却至 4℃．人源和鼠
源细胞扩增片段长度分别为 391 bp和 150 bp．

2 结 果

2援1 组织块周围的肿瘤细胞生长规律

对于直接放置在培养瓶中的组织块，由于只有

底部部分直接与培养瓶底面接触，组织块中的细胞

不能直接贴壁生长，而是逐渐从组织块向周围释

放，然后贴壁生长．组织块种植后第 3～4天可见
到新生细胞的生长．靠近组织块的新生细胞主要来

自接种裸鼠的 293-BAC细胞，由于在低密度条件
下生长，细胞的形态呈成纤维细胞样梭形，在荧光

显微镜下可见到细胞中的 GFP表达．随着培养时
间的延长，细胞生长逐渐致密，但是仍然可见部分

细胞呈梭形(图 1)．
2援2 散落的薄层组织碎片中肿瘤细胞的生长规律

由于细胞的移植瘤瘤体组织质脆，在剪碎和种

植过程中容易产生很小的薄层或少量细胞团．这种

少量的薄层细胞散落在瓶底并能直接贴壁．细胞在

生长时不需要向周围释放，而是直接沿贴壁处向

外生长．新生的细胞形态接近于 293-BAC 的形
态，或在密度低的地方呈梭形，并可见到 GFP表
达(图 2)．

2援3 鼠源细胞的生长

在肿瘤组织块内主要来源是接种的细胞，也存

在鼠源间质和血管．虽然原代培养取材时尽量避免

取到间质和血管，但是仍可见鼠源细胞的生长．在

组织块外围有一些细胞形态与 293-BAC和新生的
293梭形细胞都不一样，主要呈多角形或多角长梭
形，无 GFP表达，核(1～2个)周无色呈空泡状．
在原代培养约 13～15天，组织块周围生长的肿瘤
细胞致密以后，也可以见到鼠源细胞在外围聚集生
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Fig. 6 The growth of tumor cells during passage
(a, b) Passage 2. (c, d) Three days after culture at low density (1∶10) of

passage 4. Almost all the tumor cells showed GFP expression. Original

magnification: 伊100.

Fig. 5 Cell Species identification in different
passages by multiplex PCR

M: DL2000 marker; 1～5: Passage 1～5 of the cells after primary

culture; 6: NIH/3T3 cell line (mouse-origin control); 7: 293 cells

(human-origin control). Human: 391 bp; Mouse: 150 bp; IC: Internal

control, 70 bp.

Fig. 4 The growth of mouse鄄origin cells
during the first several passages

(a) There were some mouse-origin cells at the first passage as the arrows

indicated. (b) A few mouse-origin cells could be found at passage 4.

Original magnification: 伊200.

Fig. 3 The growth of mouse鄄origin cells
in tumor primary culture

There was no GFP expression in mouse-origin cells. (a) Some of the

mouse-origin cells were shown as the arrows indicated, with one being

shown the magnified image at the lower left corner. (a, b) The

mouse-origin cells (arrows indicated, non- fluorescence) grew among the

tumor cells. (c, d) A cluster of mouse-origin stromal cells grew at the out

rim of the newly-grown tumor cells. (a, c) Phase contrast. Original

magnification: 伊100.

长、贴在组织块的新生肿瘤细胞层之外．肿瘤细胞

的生长是沿组织块向外的垂直方向，而鼠源细胞多

为纵向生长(图 3c)．在细胞消化分散后经计数，这
种细胞占的比例大约 1%～3%，在不同肿瘤来源或
培养瓶中有差异．在显微镜下观察，第 4代时鼠源
细胞数量很少(图 4)，至第 5代已经完全消失．用
多重 PCR对传代培养的细胞进行种源鉴定，结果
与用显微镜观察的一致，在第 1～4代中能扩增到
鼠种特异片段，第 5代以后就扩增不到了(图 5)．

2援4 肿瘤细胞在传代培养中的生长

在原代培养中，肿瘤细胞的形态出现了一些变

化，所以进行传代培养以继续观察．结果显示，

293-BAC肿瘤细胞与接种前的 293和 293-BAC细
胞在形态上基本一致，但是具有肿瘤细胞的部分生

长特性，黏性比 293细胞大，可部分多层生长(图 6).
在第 1～2 代，少部分肿瘤细胞呈纤维状(GFP 阳
性)，在此后的传代中，基本形态与 293 细胞一
致．在没有筛选压力的条件下，GFP表达稳定，在
低密度培养条件下 GFP仍然稳定维持(图 6)，到第
8代，GFP表达的细胞比例几乎仍为 100%．

3 讨 论

通过移植瘤原代培养获得肿瘤细胞是肿瘤研究

中广泛应用的方法．与人肿瘤组织相比，在转染细

胞的裸鼠移植瘤模型中，形成肿瘤的细胞来源相对
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单一[4]．然而，用组织进行原代培养与一般用细胞

系进行单层培养不同，肿瘤细胞在生长时的规律也

不一样．尤其是在组织块周围，由于密度由低到高

的变化等原因，肿瘤细胞生长时的形态往往出现较

大的变化，如有的细胞呈梭形、细胞群向外空间伸

展，在显微镜下观察时，这些异形细胞容易被误认

为是非肿瘤细胞．此前没有具体描述原代培养细胞

生长规律的报道．GFP具有分子质量小、荧光稳
定、检测方便、对活细胞无伤害等优点，所以 GFP
示踪技术在细胞生物学中已得到广泛应用[5]．在肿

瘤研究中，GFP示踪被应用于观察肿瘤细胞中特定
基因的表达及肿瘤的血管生成、生长、侵袭转移和

疗效等[5-8]．本研究通过使用稳定标记 GFP的细胞，
观察和描述了移植瘤原代和传代培养中肿瘤细胞与

宿主源细胞的生长规律，这将为肿瘤细胞和组织移

植瘤的相关研究中观察细胞的生长规律及怎样获得

纯净的肿瘤细胞等提供依据．

在前期的相关研究中，我们使用了一个基于细

胞人工染色体(BAC)的 EB病毒(EBV)全基因组[2]．

在这个 EBV基因组中插入了一个 F因子及原核和
真核筛选标记的表达盒，约 11.5 kb．用带 GFP标
记的 EB病毒(EBV)基因组感染的细胞接种裸鼠，
在移植瘤细胞培养中，由于 EBV不能稳定存在于
细胞中，GFP也容易随着 EBV 一起丢失[9]，所以

不适合用来观察和判断肿瘤组织细胞原代培养的生

长规律．为了建立稳定的对照细胞，我们切除了这

个载体中的 EBV全基因组(另文报道)，用这个空
白的 BAC-based载体(pM-BAC)转染具有低致瘤能
力的 293细胞，经筛选建立细胞系(293-BAC)，该
细胞系的生长和转化能力无变化，GFP表达强度高
且稳定，在无筛选压力下低密度培养数代 GFP表
达的细胞仍能达到 100%．所以，这个细胞系适合
用于观察移植瘤细胞培养规律．由于 GFP在细胞
中是稳定表达的，也证明了原代培养观察到的无

GFP表达细胞不是接种细胞(293-BAC)来源而是宿
主细胞来源．因为所用的 293细胞系其成瘤具有剂
量依赖性，本研究中使用了前期实验证明可成瘤的

剂量接种裸鼠．在肿瘤细胞的传代培养中发现，在

没有筛选压力下，肿瘤细胞的 GFP表达仍然稳定，
即使在低密度的培养条件下也是这样．这与前期

的、含 EBV病毒基因组的细胞容易丢失 EBV基因
组不一样．因此，293-BAC和原代培养后的肿瘤
细胞也将是我们在 EBV相关研究中的很好的对照.
在组织块周围生长的细胞部分呈梭形，这是在

低密度培养的条件下生长所致，但是，其形态与鼠

源细胞的长梭形和多角状是有区别的．随着时间延

长，细胞密度加大，仍可见细胞向外周空间延伸生

长的趋势(图 1c)．传代后，形态逐渐恢复至原始形
态，与 293细胞和接种前的 293-BAC一致．种植
过程中散落的细胞一般是没有鼠基质支持的，完全

由 293-BAC细胞组成(图 2)．但是，由于培养瓶中
的培养基在观察和换液过程中发生移动，有些新生

细胞会偏离原来的位置，因此也会观察到鼠源细胞

在散落的肿瘤细胞中生长．在移植瘤的原代培养

中，可以从形态上区分鼠源间质细胞和肿瘤细胞．

非肿瘤细胞来源的鼠源细胞不能无限传代生长，在

此后的传代培养中，只有 1～4代细胞中存在鼠源
细胞．在多次的原代培养中，我们用多重 PCR检
测鼠源细胞，大多在 1～3代存在．降低 PCR的退
火温度以提高检测的敏感性[10]，有时候在第 5代能
扩增到鼠种特异性片段，但是从未在第 6代以后的
细胞中检测到．鼠源细胞在不同代次中出现的差异

与取材也有关．

经过裸鼠成瘤过程中的选择压力，肿瘤细胞生

长能力强，生物学特性稳定，而且在原代培养后经

过 5代以上的传代，细胞来源纯净，因此适合用于
进一步的肿瘤相关研究．
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The Observation of Cell Growth in The Primary Culture of
Transplantation Tumor Through GFP Readout*

ZUO Lie-Lian1, 2)**, LU Jian-Hong1)**, ***, YU Hai-Bo1), YU Zheng-Yuan1),
YAN Qi-Jia1), HE Wei1), TANG Ke1), LI Gui-Yuan1)***

(1) Cancer Research Institute, Central South University, Changsha 410078, China;
2) Department of Biology and Technology, Guilin School of Medicine, Guilin 541004, China)

Abstract The method to obtain tumor cells from the primary culture of xenograft is commonly used. As primary
culture is distinct from usual culture of single-layer cells, it also follows different patterns of cell growth. In order
to observe the cell growth law of xenograft, a cell line (293-BAC) which stably expressed GFP was firstly used to
formed transplantation tumor in nude mice. Primary culture of the tumor tissue was then conducted. Due to the
stable GFP expression in the 293-BAC cells, the cell growth was observed through GFP readout and by analyzing
the morphology of the cells from tumor tissue. Tumor cells in the masses of tissue were released to the out rim,
gradually extending to the vicinity space. Cells in thin pieces which were scattered during planting were able to
adhere to the flask wall and directly grew. There were about 1%～3% of mouse-origin cells growing among the
tumor cells or gathering at the outskirt of newly-grown tumor cells. The mouse-origin cells disappeared after 5
passages of subculture. After the process of tumor forming and serial subpassages, the tumor cells were
pure-sourced with stable growth property, thereby becoming good material for further research. Cell growth
patterns of reference value for transplantation tumor or related research were provided.
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