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!技术方法!
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!摘要"!目的"建立人肺鳞癌细胞系!探讨其生物学特性"方法"取人肺鳞癌新鲜手术标本!经组织块体外培养并克隆建系!命名
为7898:3"采用光镜#电镜#染色体核型分析及异种移植瘤实验对细胞系生物学特性进行观察"结果"原位肿瘤#细胞系及移植瘤
标本经光镜#电镜证实该细胞系具有鳞状上皮性恶性细胞特征!并观察了其体外生长曲线#倍增时间和分裂指数$染色体核型分析众

数为;/!;2!为亚三倍体$裸鼠皮下异种移植形成移植瘤"结论"根据细胞系特征显示该细胞系是一新建的肺鳞癌细胞系"
!关键词"!鳞癌$细胞系$肺
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!!肺癌是我国十大恶性肿瘤之一%其死亡率在癌症总死亡

率中占第4位&3’%近年来%虽然其诊治水平有了较大的提高%

但5年生存率仍不高&.’)而建立肺癌细胞系对于研究肺癌癌

变*侵袭转移*多药耐药的分子机制*生物学特征%以及开发抗

肺癌新药等均有十分重要的理论和临床意义&4’)肺是一个开

放性器官%其肿瘤组织易受细菌*霉菌的污染%较难培养)我

们利用3例肺鳞癌的手术标本%采用原代培养方法建立了一

个新的细胞系7897:3%为肿瘤研究工作提供重要的材料)

%!材料和方法

3>3!标本来源!标本取自我科52岁男性患者)病理诊断(

左肺上叶低至中分化鳞状细胞癌)支气管断端+[,%肺门淋

巴结*第3/组淋巴结癌转移+\,)

3>.!培养方法!将肿瘤标本浸入含双抗的<](@3;6/%送实

验室)在无菌条件下%用含有双抗的 ]̂&冲洗%剔除血管*包

膜和坏死组织后剪成约3OO4的组织块%充分洗涤)在无菌

条件下%将剪好的组织块贴于少量培养液的.5O*培养瓶壁

上%每瓶3.块%置于40_ 7F. 孵箱)6C后接触培养液%使组

织块浸于培养液中&6’)6$后半量换液)./$后出现细胞克隆%

将克隆挑出%胰酶消化传代3次)细胞长至2/‘左右传代)

3>4!生长曲线!细胞悬液接种于.6孔板内%接种数量以

0!3/$能长满但不发生生长抑制为度)隔天取出4个孔的

细胞进行计数)以培养时间为横轴%细胞数为纵轴%连接成

生长曲线&5’)

3>6!分裂指数!细胞悬液接种于事先放置有小盖玻片的;
孔板内%接种要求同生长曲线)每.6C取出一个玻片%甲醇

固定%E)’OQ#染色)逐日计数.///个细胞中的中期分裂

数%持续分析3周)分裂指数a分裂象细胞数平均值-总细

胞数平均值)

3>5!克隆形成率!接种分散均匀的细胞于;孔板中%每孔

3///个细胞%静止培养.!4周)当培养板中出现肉眼可见

的克隆时%终止培养)甲醇固定加适量E)’OQ#染色%计数克

隆数)克隆形成率a克隆数-接种细胞数b3//‘)

3>;!染色体分析!取对数生长期的细胞经秋水仙素作用;

C%经/>/05OA*-9c7*低渗处理)甲醇:冰醋酸固定处理%冰
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湿片滴片%室温老化后用胰酶处理%E)’OQ#染色%油镜下观

察染色体数目及形态)

3>0!裸鼠成瘤实验!取2代细胞悬液/>3O*接种于5只裸鼠

背部皮下%接种细胞量为5b3/;-只%后于5/代以5b3/;-只*

3b3/;-只接种于3/只裸鼠背部皮下%观察瘤结节形成情况)

F!结!果

.>3!形态现察

.>3>3!活细胞形态!倒置显微镜下细胞大小不等%癌细胞

呈团块状分布%细胞体小%呈圆形%细胞铺满瓶底后有重叠现

象)细胞多呈不规则多角形%少数为梭形或圆形%生长旺盛%

可见多个分裂象%核仁明显"图3#)

图%!细胞多呈多角形#少数为梭形或圆形

G,4%!@1’(6/++’H/7/I1+J410)+)0A)

2/HH/7/’I,0A+/177130A$KFLL%

.>3>.!电镜!扫描电镜显示细胞表面有皱褶%周边有微绒

毛或指状突起)透射电镜显示细胞外形不规则%核大有畸

变%核质比例增大%核膜有凹陷%有多个核仁%胞质内有丰富

的游离核糖体*线粒体*内质网*溶酶体等细胞器%清晰可见%

细胞表面有微绒毛"图.#%可见细胞间紧密连接)

图F!细胞表面可见微绒毛

G,4F!@,671?,++3’106/++’372)6/$;&@#K%LLLL%

.>.!生长情况!生长曲线见图4)在生长曲线的对数生长
期取细胞数成倍生长的两个点作垂直线测定时间%细胞群体
倍增时间为.6>2C)分裂指数在培养4$细胞达最高峰%为

6=‘)克隆形成率为6.‘)

.>4!染色体分析!在显微镜下选择分散良好且比较完整的
第3.代中期分裂象进行观察%计数3//个分裂象的染色体
数目)观察到染色体数目主要分布于50!;;%染色体众数为

;/!;2%多为亚三倍体)

图M!细胞生长曲线图

G,4M!N71H(-637?/126/+++,0/!"#!$%

.>6!异种移植!接种35只裸鼠3/$后在接种处见长出黄

豆大小的肿块%质软%呈圆形结节状%裸鼠6周时的成瘤性见

图6)病理组织学检查可见癌细胞生长旺盛呈片状%核分裂

象多%细胞核不均匀增大"图5#%与该患者原肿瘤标本病理结

果基本一致)

图O!裸鼠细胞接种后形成的皮下瘤结节

G,4O!;3.17,4/0,6,(J(/’(12!"#!$%,0

03A/.,6/’-1H,04)217./A(3.17

图P!移植瘤癌细胞生长旺盛

G,4P!Q,41713’471H(-12

(7)0’I+)0(/A(3.176/++’$"$&#KOLL%

M!讨!论

!!应用体外建立的肿瘤细胞系进行研究%对揭示肿瘤的发

病机制%寻找诊断肿瘤的有用指标和探索实验性的治疗方案

都能提供十分有价值的参考资料)然而%成功建立一个原发

肿瘤的永生化细胞系是很困难的)统计结果显示%在肺癌中

建立原发肿瘤细胞系的成功率仅为4‘&;’)

!!本实验应用组织块法获得肺鳞癌原代细胞%为建立细胞

系奠定基础)本研究显示我们所建7898:3细胞系具有典

型的恶性上皮细胞形态特点!裸鼠经接种细胞后产生移植
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瘤%其组织病理学特征与原发肿瘤特征一致!经长期传代培

养其形态学*细胞动力学及染色体众数等指标无显著改变%

表明该细胞系生长稳定%符合一般体外培养细胞系标准)

!!人肺鳞癌细胞系7898:3的建立可为深入研究肺鳞癌的

发病机制*生物学行为提供细胞学实验模型%并为进一步开展

分子生物学*免疫学及临床诊断*治疗等研究提供有利条件)
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!个案报告!
精索多形性恶性纤维组织细胞瘤一例报告
R+/1.17I-,6.)+,40)0(2,*713’-,’(,16J(1.)12’I/7.)(,6617A&)6)’/7/I17(

卞!琦!杨林军!傅国平!任媛媛!张颖一!李!平"

"第二军医大学长海医院肿瘤科%上海.//644#

!关键词"!精索$组织细胞瘤!纤维$病例报告
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%!临床资料!患者%男%;.岁)因+左下腹部胀痛不适6年

余%加重3$,于.//0年0月36日入院)查体(左腹股沟下部

可触及约4"Ob4"O肿物%实性%平卧后包块不消失%表面

光滑%质中%轻度压痛)盆腔7R提示(左侧阴囊肿块%考虑起

源于左侧附睾%左侧精索及阴茎海绵体受累及)穿刺活检提

示(左侧睾丸外侧恶性肿瘤)充分术前准备后%于.//0年0
月30日行肿物切除术%术中在阴囊左侧外上方腹股沟内侧

左侧精索残端寻及肿瘤%呈浸润性生长%与周围组织粘连%内

下侧与阴茎及尿道海绵体严重粘连%完整分离出肿瘤%外可

见包膜%大小约6"Ob4>5"O)术后病理报告("左腹股沟

区#肉瘤%倾向于未分化高级别多形性肉瘤-多形性恶性纤维

组织细胞瘤)免疫组化(波形蛋白 d@"\#%肌动蛋白结合蛋

白7!9]"e#%巨噬细胞标志71;2"[#%1’"[#%横纹肌核

蛋白 (KA13"[#%溶菌酶9KQA"[#%平滑肌肌动蛋白&(!
"[#%&:3//"[#%c):;0"$#)患者术后恢复良好)

F!讨!论!恶性纤维组织细胞瘤"O#*)B,#,NP)SMAHQC)QN)A"K:

NAO#%(X8#是一种间叶源性恶性肿瘤%在软组织恶性肿瘤中

发病率居首位%可发生于任何部位%好发于肢体近端的深部*腹

膜后和躯干%内脏少见)恶性程度高%易发生扩散*转移)目前

认为%(X8是一种定义不明确的组织细胞形态分化)最新版

f8F分类将其与未分化多形性肉瘤视为同义词%成为一种排

除性诊断%占成人肉瘤的5‘以下)多形性 (X8为 (X8中

少数未分化高级别多形性肉瘤)其病理诊断是经充分取材和

谨慎使用各种辅助检查手段之后%作出的一种排除性诊断%目

前的技术水平尚不能确定其分化方向)目前普遍认为所谓多

形性 (X8的形态结构可见于多种低分化恶性肿瘤%而且这些

肿瘤没有真性组织细胞性分化的证据)当有纤维母细胞性或

肌纤维母细胞性分化的多形性肉瘤的诊断标准能够确定时%

多形性 (X8这一名称可能会完全消失)

!!本研究中的原发性精索多形性恶性纤维组织细胞瘤非常

少见%其发生年龄与其他部位类似%常发生于6/岁以上的成年

人)病变大多数位于深部"筋膜下方#软组织%而%3/‘的病变

原发于皮下组织)约有52‘的精索多形性 (X8患者发现时

即伴有卫星病灶&3’)大体病理检查%多为局限性*膨胀性生长

的肿物%可有假包膜)肿瘤切面表现多样%可有白色纤维区域

或肉质感区%并可混合有坏死*出血和黏液变区)主要治疗是

以根治性睾丸切除术为主的综合治疗)如果术中可见卫星子

灶%则提示预后不良!术后的局部复发率4/‘!6/‘%远处转

移率4=‘!02‘&3’%常见的转移部位为肺和肠系膜)因此%对

于精索恶性纤维组织细胞瘤的患者提倡给予腹膜后淋巴结清

扫&.’)手术切除联合局部放疗可以减少局部复发率&3’)精索

多形性(X8生存期较长%局部淋巴结转移少见&.’!.年生存率

可达3//‘&3’%对于根治术后的患者%术后辅助化疗的必要性

及有效性仍在进一步探讨中)希望通过对该病例的回顾和复

习%能够对该疾病的诊治有所借鉴)
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