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［摘要］　目的：体外分离肾细胞癌原代侵袭性和非侵袭性细胞。方法：消化法或植块法对３２例临床新鲜肾细胞癌进行原代

培养。在预实验确定铺胶浓度、消化回收时间的基础上，采用涂有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ对３例原代培养的肾细胞癌细胞进行

体外侵袭实验，分离回收侵袭性和非侵袭性细胞。结果：（１）原代培养成功率为９０．６％（２９／３２）。（２）以１．０ｍｇ／ｍｌ、２０μｌ／孔

对Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ铺胶，固定细胞悬液密度（５×１０５／ｍｌ），第５天消化回收细胞较为理想。非侵袭性细胞散在生长，侵袭性细胞多呈

克隆样生长。侵袭性细胞倍增时间为３６．１ｈ，非侵袭性细胞为５０．６ｈ。结论：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ可体外快速分离及回收、培养不同侵

袭性的肾癌原代细胞群。用原代肿瘤细胞进行体外侵袭实验代表性好，但难以突破肿瘤细胞的有限生存期。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是源于肾实质的

恶性肿瘤，约占肾肿瘤的９０％～９５％。肾细胞癌临床症状不

典型，２５％～３０％的患者初诊时即发现转移，转移后平均生

存期仅为８～１０个月。ＲＣＣ对放疗、化疗、内分泌治疗等多

种常规肿瘤治疗手段不敏感［１］。寻找特异的肿瘤转移标志

是有效预防和治疗ＲＣＣ的前提。分离人新鲜肾癌转移（侵

袭）性细胞和非转移（侵袭）性细胞亚群是研究ＲＣＣ转移特

性的相关基因分子基础。由于目前尚难肯定在长期培养中

的癌细胞的生物学性状与体内时仍完全相同，且临床上难于

在同一个ＲＣＣ患者中得到原发肿瘤和转移肿瘤，故本研究

拟通过临床肾癌患者ＲＣＣ细胞的原代培养，采用体外原代

ＲＣＣ细胞侵袭实验得到遗传背景较一致的侵袭性和非侵袭

性细胞，为克隆差异表达基因奠定基础。

１　材料和方法

１．１　标本来源　汉族人ＲＣＣ新鲜组织，取自就诊于长海医

院泌尿外科的原发性肾癌手术患者，共３２例。

１．２　细胞培养和染色体分析　１１例标本采用消化法、２１例

标本采用植块法进行原代培养，原代培养细胞进行常规染色

体分析［２］。

１．３　ＲＣＣ原代细胞体外侵袭实验　挑选３例供体年龄小、

原代培养生长旺盛的 ＲＣＣ，采用涂有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ（１０ｍｇ／ｍｌ，

ＢＤ，３５４２３４）的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（Ｃｏｒｎｉｎｇ，３４２２）进行体外侵袭实

验筛选侵袭性和非侵袭性细胞。

１．３．１　趋化剂　收集ＮＩＨ３Ｔ３培养上清。挑选处于对数生

长期的 ＮＩＨ３Ｔ３细胞（来源 ＡＴＣＣ，长海医院实验诊断科馈

赠），无血清ＲＰＭＩ１６４０洗涤３次后，以无血清 ＲＰＭＩ１６４０
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于ＣＯ２培养箱（３７℃，５％ＣＯ２，９５％湿度）继续培养２４ｈ后，

收集上清。１８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集离心上清，０．２２μｍ
微孔滤膜过滤，冻存。使用时，配以３００ｍｇ／Ｌ谷氨酰胺，５０

μｍｏｌ／Ｌ２巯乙醇，１１０ｍｇ／Ｌ丙酮酸钠，１５％小牛血清。

１．３．２　细胞悬液密度　由于国内外体外侵袭实验研究对象

均为细胞系，且不同种类的细胞系细胞大小不同，穿膜效率

并不一致，细胞悬液密度１０５～１０８／ｍｌ不等［３～６］。鉴于本研

究采用原代ＲＣＣ作为实验对象，将细胞悬液密度定为５×

１０５／ｍｌ。

１．３．３　铺胶浓度　进行预实验对经原代培养的ＲＣＣ细胞

体外侵袭实验的铺胶浓度进行摸索。参照有关说明，薄胶涂

层５０μｌ／ｃｍ
２，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（Ｃｏｒｎｉｎｇ，３４２２）规格为０．３３

ｃｍ２／孔，所以铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ体积为１６．５μｌ／孔，便于操作取整

２０μｌ／孔，又优化的铺胶浓度为８５μｇ／ｃｍ
２，所以理论上胶最

终稀释的浓度为１．７ｍｇ／ｍｌ。故取１．０、２．０、２．５ｍｇ／ｍｌ进

行预实验。按１．０、２．０、２．５ｍｇ／ｍｌ，２０μｌ／孔铺胶，每种浓度

铺２孔，以５×１０５／ｍｌ、０．１ｍｌ／孔加入ＲＣＣ细胞悬液。待下

室有个别细胞漏下，经消化回收后，光镜下每孔随机挑选３
个视野计数侵袭性细胞。

１．３．４　最佳消化回收时间　国内外体外侵袭实验的观察时

间范围为４～７２ｈ［７，８］。通过预实验动态观测计数侵袭细胞

的数量，寻找其达到高峰的时间，并结合原代ＲＣＣ细胞倍增

时间确定侵袭细胞回收时间。按预实验选定的铺胶浓度，２０

μｌ／孔铺胶，铺１２孔，以５×１０
５／ｍｌ、０．１ｍｌ／孔加入ＲＣＣ细胞

悬液。从第２天起，每日消化回收２孔，光镜下每孔随机挑

选３个视野计数侵袭细胞数量，并按侵袭性、非侵袭性细胞

分别培养。

１．３．５　体外侵袭实验及回收过程　按预实验选定的铺胶浓

度，２０μｌ／孔铺胶，铺６孔，以５×１０
５／ｍｌ、０．１ｍｌ／孔加入ＲＣＣ

细胞悬液至上室，加ＮＩＨ３Ｔ３培养上清０．６ｍｌ／孔至下室，进

行体外侵袭实验。观察一个最佳消化回收时间后，回收侵袭

性、非侵袭性细胞。回收具体过程：无菌眼科镊夹住 Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ插件边缘将其放入盛有ＤＨａｎｋ’ｓ的小烧杯中，反复清

洗１～２ｍｉｎ，注意勿使滤膜的上下表面受到损伤。无菌棉签

快速刮除滤膜上表面的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ层。吸除下室 ＮＩＨ３Ｔ３培

养上清，加入０．２５％胰酶０．６ｍｌ／孔。将清洗好的插件对应

放入各室，并于上室中加入０．２５％胰酶０．１ｍｌ／孔，消化贴于

滤膜上下表面的细胞（ＣＯ２培养，３７℃，５％ ＣＯ２，９５％湿度）。

待镜下观察滤膜上表面细胞变圆（约６～７ｍｉｎ），并可见下室

已有滤膜下表面消化脱落的细胞时，盖好Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ外盖，用

手指轻弹Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ边缘，以使滤膜下表面消化变圆的细胞

落入下室。下室加入１．５ｍｌ／孔完全培养基，上室加入０．１

ｍｌ／孔完全培养基终止消化。无菌镊夹住插件反复上下提升

若干次，进一步使滤膜下表面消化的细胞脱落，进入下室。

反复吹打下室细胞悬液，１８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集侵袭细

胞。弃上清，ＲＰＭＩ１６４０完全培养基（１０％小牛血清）吹打形

成单细胞悬液移至２４孔培养板（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ去除插件）中培

养。同样方法处理上室细胞。２４孔培养板置 ＣＯ２培养箱

（３７℃，５％ＣＯ２，９５％湿度）中继续培养。观察细胞学形态，

测定倍增时间。

１．４　统计学处理　采用第二军医大学卫生勤务学系统计学

教研室ＳＡＳ９．１２软件，进行多个样本均数比较的方差分析，

检验水准为α＝０．０５。

２　结　果

２．１　ＲＣＣ的原代细胞培养 　消化法和植块法原代培养情

况见表１。植块法培养周期长，但游出的细胞增殖能力较强，

传代次数相对较多，一般形成较明显的克隆。培养细胞进行

染色体分析，染色体众数为４８条，提示所培养的细胞以肿瘤

细胞为主。在以往的研究中我们应用免疫组化等方法证实

了该原代培养获得肿瘤细胞［９］。

表１　ＲＣＣ细胞原代培养情况

Ｔａｂ１　ＣｕｌｔｕｒｅｏｆｐｒｉｍａｒｙＲＣＣｃｅｌｌｓ
［％（ｎ／Ｎ）］

Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｒａｔｅｏｆｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅ

Ｆ０ Ｆ１ Ｆ２ Ｆ５
Ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ

Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ９０．９（１０／１１） ８１．８（９／１１） ６３．６（７／１１） ９．１（１／１１） １６
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ９０．５（１９／２１） ７６．２（１６／２１） ３３．３（７／２１） ２３．８（５／２１） １１４
Ｔｏｔａｌ ９０．６（２９／３２） ７８．１（２５／３２） ４３．８（１４／３２） １８．８（６／３２） １１４

２．２　铺胶浓度　次日光镜下观察上室细胞已贴壁，并渗入

Ｍａｔｒｉｇｅｌ层中，下室无细胞漏下。第６天各孔均有个别细胞

漏下。经消化回收后，１．０、２．０、２．５ｍｇ／ｍｌ浓度下侵袭细胞

数分别为４８．５０±５．０１、５０．６７±９．６５、５１．８３±７．６３，差别无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。因此在以下实验中按照１．０ｍｇ／ｍｌ
铺胶。

２．３　最佳消化回收时间　侵袭细胞数量随回收时间的延长

而变化的趋势见图１。第１、２孔曲线趋势相同，第３次消化

回收由于终止消化时反复吹打产生过多泡沫，影响了视野选

择和计数，反映在图１则出现了一个低峰。从第４次消化回

收开始，侵袭细胞数量没有明显变化（Ｐ＞０．０５），即第４、５、６
次消化回收的细胞数量差别无统计学意义，反映在图１则曲

线自消化回收第４天起趋向平缓。所以侵袭细胞数量达到

高峰的时间很有可能位于在第４次消化回收时间附近，即实

验第５天。由此可见在实验第５天后进行消化回收比较有意

义，回收效率较高。此外还应考虑到原代 ＲＣＣ细胞的倍增

时间，侵袭过膜时间不宜过长以免影响细胞状态，因其不能

及时得到传代而老化。
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图１　ＲＣＣ穿膜侵袭细胞数量随时间变化的趋势

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＲＣＣｃｅｌｌｓｉｎｖａｄｉｎｇ
ｍｅｍｂｒａｎｅｗｉｔｈｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｔｉｍｅ

２．４　体外侵袭实验及回收　实验第２天上室细胞贴壁，已

渗入Ｍａｔｒｉｇｅｌ层。第６天每孔均有个别细胞漏下。于第６天

消化回收，８ｈ后观察：非侵袭性细胞６０％～７０％已贴壁，侵

袭性细胞贴壁较少（３０％～５０％），多数细胞沉于孔底平面

上，尚未变形。第７天观察：非侵袭性细胞散在生长，侵袭性

细胞贴壁者多呈克隆样生长（图２）。侵袭性细胞倍增时间为

３６．１ｈ，非侵袭性细胞的倍增时间为５０．６ｈ。

图２　侵袭性细胞与非侵袭性细胞形态学比较

Ｆｉｇ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｎｖａｓｉｖｅ

ａｎｄｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓ（×１００）

Ａ：Ｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓ，ｆｏｃａｌｇｒｏｗｔｈ；Ｂ：Ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓ，ｓｃａｔｔｅｒｅｄ

ｇｒｏｗｔｈ

３　讨　论

　　本实验在体外ＲＣＣ原代培养的基础上，针对３例标本进

行了侵袭性、非侵袭性细胞的体外初筛。该法通过采用Ｔｒ

ａｎｓｗｅｌｌ模拟体内运动侵袭能力较强的肿瘤细胞脱离原细胞

群，分泌或促使周围细胞分泌某些酶类降解细胞外基质成

分———Ｍａｔｒｉｇｅｌ，在某特异器官或组织（ＮＩＨ３Ｔ３无血清培养

上清）的趋化下发生侵袭的过程。转移性肿瘤细胞和少量白

细胞可通过 Ｍａｔｒｉｇｅｌ层，非转移性肿瘤细胞、成纤维细胞、表

皮细胞不能通过［１０］。查阅国内外文献，众多学者大都使用该

法鉴定细胞系的侵袭能力，而对原代培养的细胞即非细胞系

进行分离回收者较少。笔者在此方面作了初步的探索和尝

试。

　　在Ｂｏｙｄｅｎ小室侵袭实验基础上改进的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外

快速侵袭实验（以下简称Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验）弥补了以往体外侵

袭实验的不足。早期所使用的尿囊膜、羊膜等作为侵袭材

料，不仅取材比较困难、技术含量高，而且上述组织材料存在

遗传异质性致使实验结果重复性差。含有大量基底膜成分

的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ相比较而言易处理，简化了实验过程。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验结果、分离效率受众多因素的影响，例如 Ｍａｔｒｉｇｅｌ浓度

过高时，即使是侵袭性细胞也很难通过；浓度过低，则不足以

形成屏障作用，非侵袭性细胞也可通过。究竟在什么样的条

件下进行实验，使得穿过微孔滤膜的细胞尽可能多的是高侵

袭性肿瘤细胞，降低实验的假阳性，需要对铺胶浓度、体积、

细胞种类及总量、侵袭回收时间等参数进行摸索。这是Ｔｒ

ａｎｓｗｅｌｌ实验的前提，也是难点所在。

　　首先，有关胶浓度、胶体积、胶总量的设定，各类文献报

道不一致，标准范围有所出入。依据 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的使用说明，

Ｍａｔｒｉｇｅｌ在可凝固的前提下，有两种稀释范围分别适用于侵

袭实验（５０μｌ／ｃｍ
２）和细胞的三维培养（１５０～２００μｌ／ｃｍ

２），

即薄胶涂层和厚胶涂层。笔者采用薄胶涂层５０μｌ／ｃｍ
２。又

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（Ｃｏｒｎｉｎｇ，３４２２）规格为０．３３ｃｍ２／孔，所以铺 Ｍａ

ｔｒｉｇｅｌ体积为１６．５μｌ／孔，便于操作取整２０μｌ／孔。选取文献

中常用的３种浓度：１．０ｍｇ／ｍｌ、２．０ｍｇ／ｍｌ、２．５ｍｇ／ｍｌ，此时

胶总量依次为２０μｇ、４０μｇ、６０μｇ。其中６０μｇ远远超过了

推荐的标准范围２１．４５～４１．２５μｇ，胶的量过高。所以从理

论角度来看，２．５ｍｇ／ｍｌ不可取，但预实验还是选取了上述３
种浓度进行观察。结果发现３种浓度下ＲＣＣ细胞穿膜数量

没有统计学差别，即胶浓度至少在１～２．５ｍｇ／ｍｌ对实验结

果没有明显影响。但实际操作中以２．５ｍｇ／ｍｌ铺胶时，由于

胶滴的表面张力，胶不易展开铺平，可能造成局部的“漏洞”，

使实验假阳性升高。采用１．０ｍｇ／ｍｌ、２．０ｍｇ／ｍｌ铺胶时未

遇到上述问题，但铺胶是否均匀，肉眼很难辨认，最佳方案是

进行均质性检验，如考马斯亮兰染色［１１］。此步本实验未进

行，这是本实验不足之处。

　　其次，关于侵袭回收时间点的选取。相关文献报道４～
７２ｈ不等。由于本实验采用 ＲＣＣ原代培养的细胞，细胞来

源复杂，含有一定比例的非肿瘤细胞，所以为保证实验结果

的阳性率，我们在以往１×１０５／ｍｌ基础上增至５×１０５／ｍｌ，由

此通过动态观察细胞侵袭数量确定最佳回收时间点。图１
显示自第４次消化回收开始，细胞数量未发生统计学意义上

的变化，所以实验第５天可考虑回收ＲＣＣ侵袭性、非侵袭性

细胞。此外，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验周期不宜过长。一方面，时间过

长，非侵袭性细胞也会因 Ｍａｔｒｉｇｅｌ已经降解而突破屏障漏入

下室；另一方面，无论滤膜上表面还是下表面，细胞的分裂增

殖不易观察，时间过久，一旦细胞由传代期进入衰退期，回收

再培养的成功率会严重受到影响。因此笔者建议原代培养

的细胞进行体外侵袭实验特别是需要回收时，应将原代培养

细胞的倍增时间作为重要的参考指标。实验中可使用同一

批ＲＣＣ细胞做对照，提供传代时间参考。笔者于实验第６天

回收细胞，目前细胞生长状态良好（图２）。

　　与以往国内外文献报道的体外侵袭实验所不同的是：第

一，本实验未进行有关侵袭百分率及侵袭指数的计算。对于

细胞系的体外侵袭能力的鉴定，侵袭百分率和侵袭指数是常
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规的衡量指标。侵袭百分率是细胞降解 Ｍａｔｒｉｇｅｌ穿过滤膜

的个数与细胞运动（不涂 Ｍａｔｒｉｇｅｌ）穿过滤膜的个数的百分

比。侵袭指数是实验细胞系与对照非侵袭性细胞系侵袭百

分率的比值。在细胞来源比较单一或者说是细胞系的情况

下计算上述指标比较有参考价值。若为原代培养的细胞，细

胞种类繁杂，各类细胞倍增时间并不一致，加之侵袭回收周

期较长，无论是侵袭性还是非侵袭性细胞都已经发生不同程

度的分裂增殖，此时计算两个指标已没有实际意义，误差较

大。近来也有文献将细胞系的群体倍增时间考虑进去，从而

修正上述两个指标。而本实验旨在经过体外侵袭实验反复

筛选高侵袭性细胞，不是单纯评价细胞群体的侵袭性，所以

实验的侧重点未放在此处。第二，本实验采用的是原代培养

的ＲＣＣ细胞而非细胞系。在肿瘤细胞转移的过程中，肿瘤

细胞与周围基质的相互作用举足轻重。这个过程不仅仅是

指肿瘤细胞克服周围基质的阻碍和屏障发生转移，更重要的

是肿瘤细胞通过某些信号途径促使周围正常细胞分泌因子

协同转移。所以使用细胞系不能完全代表肿瘤细胞的侵袭

特性，基于原代培养的肿瘤细胞更加模仿体内环境，从而提

高了实验结果的真实性与可靠性。另一方面也应看到，原代

培养的细胞虽然代表性好，但分裂增殖不稳定，不能突破细

胞的有限生存期。这即是采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ进行 ＲＣＣ原代体

外筛选的瓶颈所在。筛选的结局是细胞的老化，例如两次预

实验进行初筛后，细胞经过增殖分裂期后停止生长，细胞的

数量达不到再次筛选的标准，使得反复筛选难以进行，后续

实验受到影响。
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