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　　近年来正常食管上皮细胞恶性转化导致食管癌发生逐

渐引起人们重视，体外正常食管上皮细胞的原代及传代培养

成为研究正常食管上皮细胞增殖、分化及恶性转化的必要条

件。国内关于人正常食管上皮细胞体外培养的研究罕见。我

们参考国外学者的研究［１］，成功建立了人正常食管上皮细胞

原代和传代培养的方法，获得了一些经验和体会，总结如下。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　无血清角化细胞培养基 Ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ

ＳＦＭ、ＲＰＭＩ１６４０ 培 养 基、胎 牛 血 清、０．２５％ＤｉｓｐａｓｅⅡ、

０．２５％胰蛋白酶／ＥＤＴＡ均为美国Ｇｉｂｃｏ公司产品。二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）购自Ｓｉｇｍａ公司。青霉素钠、硫酸链霉素购自

华北制药股份有限公司。０．０５％洗必泰由长海医院药学部

提供。冻存液由ＫＳＦＭ和１０％的ＤＭＳＯ配成。

１．２　主要仪器　 一次性塑料６孔板、２５ｃｍ２及７５ｃｍ２一次

性塑料培养皿、冻存管均为美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司产品。细胞培

养箱为 Ｈｅｒａｅｕｓ公司产品。１００目和２００目不锈钢滤网购自

上海不锈钢厂。倒置相差显微镜为日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。

１．３　人正常食管上皮细胞的分离、原代及传代培养　标本

取自食管中段癌患者（男，６０岁）术后０．５ｈ内远离癌组织５

ｃｍ的食管上皮。取材前经患者及家属知情同意。将食管标

本沿长轴纵行切开、展平，用０．９％生理盐水反复冲洗内腔表

面，无菌条件下剪取远离癌组织的正常食管上皮，长约３ｃｍ，

生理盐水冲洗后放入４℃ＰＢＳ（含２００Ｕ／ｍｌ青霉素、２００μｇ／

ｍｌ链霉素）中立即带回实验室。去掉血块和坏死组织，修剪

去除皮下结缔组织和肌肉，交替使用０．０５％洗必泰和ＰＢＳ
反复冲洗上皮，共计６次，每次冲洗１ｍｉｎ。将上皮剪成碎

块，每块大小约１ｍｍ２，收集碎块放入５０ｍｌ无菌离心管中，

加入１０ｍｌ０．２５％ＤｉｓｐａｓｅⅡ混匀，３７℃水浴振摇消化３ｈ。

消化完毕室温下直接离心，１５００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ，去上清，加

入１０ｍｌ０．２５％胰蛋白酶／ＥＤＴＡ与组织碎块混匀，３７℃水

浴振摇消化１５ｍｉｎ。加入含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培

养液１０ｍｌ终止消化，经１００目和２００目不锈钢滤网去除组

织碎块，收集滤过后的细胞悬液，放入新离心管中，室温下离

心，１５００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ，弃上清，用ＰＢＳ重悬细胞洗涤２次。

用ＫＳＦＭ 培养液重悬配制成细胞悬液，锥虫蓝拒染法检测

细胞活力。将细胞接种于６孔板中，置于３７℃、５％ＣＯ２细胞

培养箱中培养，接种后２４ｈ半量换液，之后２～３ｄ换液。当

细胞生长至８０％～９０％融合时按１２传代。传代时，用吸

管吸出培养液，ＰＢＳ洗涤板孔２次，加入０．２５％胰酶／ＥＤ

ＴＡ３７℃消化约１～２ｍｉｎ，倒置相差显微镜下见大部分细胞

变圆脱壁后加入含血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液终止消化，吸

管反复吹打板底使细胞脱壁均匀悬浮，取细胞悬液，室温下

离心１５００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ，弃上清，用 ＰＢＳ重悬细胞洗涤１
次，用ＫＳＦＭ混悬细胞，调整细胞密度传代培养于新的培养

瓶中。细胞再次融合后（３～５ｄ），１２传代（第３代）。冻存

细胞时，将所需细胞按照上述方法消化离心后用预冷的１ｍｌ
冻存液混悬收集于１．５ｍｌ冻存管中，按标准程序梯度降温，

最后置于液氮中保存。

１．４　原代培养细胞的形态学观察及鉴定　在倒置相差显微

镜下观察食管上皮细胞生长状态、形态变化。采用两步法行

正常食管上皮细胞角蛋白免疫组化染色，主要步骤为室温下

９５％乙醇固定生长于无菌盖玻片表面的细胞３０ｍｉｎ，蒸馏水

洗涤１次，ＰＢＳ洗涤２次，加入鼠抗人广谱角蛋白单克隆抗

体室温下孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，加入辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记的兔抗鼠二抗室温下孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次

后ＤＡＢ显色１０ｍｉｎ，再用苏木精衬染细胞核１０ｍｉｎ，流水冲

洗，盐酸分化、温水返蓝，３～５ｍｉｎ后观察。胞质棕黄色表明

细胞角蛋白阳性。用ＰＢＳ代替一抗作空白对照，用人成纤维

细胞作阴性对照。

２　结　果

２．１　形态学观察　采用０．２５％ ＤｉｓｐａｓｅⅡ和０．２５％胰蛋白

酶／ＥＤＴＡ联合消化法成功获得食管上皮细胞。锥虫蓝拒染

法显示细胞成活率在８０％以上。原代培养的细胞为均一的

食管上皮细胞，无成纤维细胞混杂，目前细胞已传至第７代，

隔代收集细胞作液氮冻存。倒置相差显微镜下观察刚接种

时细胞形态多样，单个散在分布或成数个细胞团，有成熟的

鳞片状上皮细胞和体积较小的类圆形细胞，２４ｈ后部分细胞

贴壁。原代培养的贴壁细胞在倒置相差显微镜下观察，细胞

体积较小，轮廓清晰，立体感强，呈多角形，散在分布，胞核

大，圆形或卵圆形，１～３个核仁，核质比例正常，培养１２ｄ细



·１０４２　 · 第二军医大学学报　２００６年９月，第２７卷

胞生长融合达到８０％～９０％，细胞排列紧密，呈“铺路石”样

排列、区域性生长（图１），给予传代。传代后的上皮细胞１２ｈ
即完全贴壁伸展，单层生长，呈多角形，大小均一，３～５ｄ后

即呈铺路石样外观，可再次传代。４代之前细胞形态、大小均

一，４代之后随传代次数增加细胞变大出现多形性，核内颗

粒增多，可见核内空泡，但细胞增殖能力无明显减弱。６代之

后部分区域细胞扁平，核内颗粒增多，分裂像减少，生长缓

慢，贴壁生长能力下降。液氮冻存的食管上皮细胞复苏后细

胞成活率达９０％。

图１　培养１２ｄ的原代人正常食管上皮细胞

细胞为多角形，胞质丰富，镶嵌排列（×２００）

２．２　免疫组化检查　细胞角蛋白免疫组化染色显示原代培

养的食管上皮细胞胞质呈棕黄色（图２），高倍镜可见胞质内呈

棕黄色网状角蛋白颗粒，空白对照和阴性对照组细胞不着色。

图２　原代培养的人正常食管

上皮细胞表达细胞角蛋白（×４００）

３　讨　论

　　目前国内报道人正常食管上皮细胞体外培养的文献较

少，国外的文献所采用的方法较多，我们根据国外文献进行

了实验条件的摸索，成功培养出人正常食管上皮细胞。本实

验所采用标本来自于１例６０岁食管癌患者正常食管上皮，

取材培养过程中，切取部分组织制成石蜡切片镜检证实为正

常鳞状上皮组织。此后我们相继做了６例相同实验，年龄最

小４５岁，最大６４岁，培养食管上皮细胞均获成功，说明本实

验所采用方法方便可行。

　　正常食管上皮细胞培养首先需要注意污染问题。食管

与外界相通，黏膜表面通常附有细菌或霉菌，因此培养前需

要作预处理。为此，我们在取材时先将食管剖开，内腔使用

无菌生理盐水反复冲洗，将所需标本取下后再次冲洗，然后

浸入无菌的含青霉素、链霉素的ＰＢＳ中放置于冰盒内带回实

验室。在超净台内交替使用洗必泰和ＰＢＳ反复冲洗标本，冲

洗过程中注意将食管上皮展平，减少褶皱，以保证冲洗效果。

经上述处理后再将标本剪碎依次使用ＤｉｓｐａｓｅⅡ和胰蛋白酶

消化，接种培养。目前我们共计培养６例正常食管上皮，经

上述预处理无１例出现细菌和霉菌污染。

　　原代细胞培养多采用组织块法、酶消化法或机械分离

法［２］。组织块法可用于培养食管上皮细胞［３］，本实验采用

ＤｉｓｐａｓｅⅡ和胰酶联合消化法成功培养出正常食管上皮细胞。

与组织块法比较，本方法不易造成细胞污染，操作方便，收获

细胞时间短，细胞融合快，是目前国外同类研究最常用的方

法。各家报道使用酶的浓度不同，我们经过摸索，使用

０．２５％ ＤｉｓｐａｓｅⅡ和０．２５％胰蛋白酶／ＥＤＴＡ适合于细胞分

离培养，严格掌握消化时间不致于对细胞造成损伤，完全满

足细胞培养需要。本实验所采用ＤｉｓｐａｓｅⅡ是从多粘芽孢杆

菌培养液中提取的中性蛋白酶，选择性地分解纤维结合素和

Ⅳ型胶原，可以有效、作用温和地分离上皮和皮下组织，保存

上皮细胞活力，再使用胰酶可以破坏桥粒和半桥粒，从而获

取上皮单细胞。

　　正常上皮细胞的培养需要注意避免成纤维细胞的污染

和过度增殖，因为血清常含有对上皮细胞生长起抑制作用的

ＴＧＦβ１等因子，所以本实验采用无血清角化细胞培养液

ＫＳＦＭ，抑制成纤维细胞生长促进上皮细胞的增殖［４］，保证

了本实验获得的上皮细胞纯度高。我们实验中发现，单纯使

用无血清培养基４代之前上皮细胞生长良好，增殖旺盛，此

后细胞生长、增殖能力有所减退，因此４代之前上皮细胞用

于相关研究最佳。国外研究报道 ＫＳＦＭ 中加入表皮生长因

子（ＥＧＦ）、小牛垂体提取物（ＢＰＥ）等因子食管上皮细胞可连

续传代超过３０次而细胞生长增殖能力无衰减［５］。

　　本研究建立了人正常食管上皮细胞原代及传代培养的

方法，使用ＤｉｓｐａｓｅⅡ和胰酶联合消化收获食管上皮细胞，方

法简便宜行，效果确切，使用无血清角化细胞培养基加适当

生长因子可满足上皮细胞连续传代的需要。
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