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［摘要］　目的：取汉族人临床标本，建立肾透明细胞癌（ｃｃＲＣＣ）细胞系，初步研究该细胞系的生物学特性。方法：２００５～２００７
年间共采集４３例ｃｃＲＣＣ新鲜手术标本（包括肾原位肿瘤、骨转移、淋巴结转移肿瘤及癌栓），于手术后３０～６０ｍｉｎ内用植块法

进行体外培养，记录传代超过５０代的细胞株的生长曲线，测定集落形成率，对细胞进行染色体分析，病理学检查，流式细胞术

检测及ＮＯＤＳＣＩＤ鼠荷瘤实验。结果：绝大部分原代细胞传代次数在５代内，其中５例可连续传代５代以上，４例传代超过

１０代。仅１例来源于骨转移组织的原代细胞（命名为ＲＣＣ０５ＴＸＪ）及１例来源于原位ｃｃＲＣＣ的原代细胞（命名为 ＲＣＣ０５

ＺＹＪ）可稳定连续传代。ＲＣＣ０５ＴＸＪ经历２１个月传１１０代，群体倍增时间１９．２ｈ，染色体众数为７５，集落形成率为４１％；

ＲＣＣ０５ＺＹＪ经历１８个月传１６０代，群体倍增时间为１６．５ｈ，染色体众数为５５，集落形成率为３７％。免疫组化显示ＣＡ９及

ＣＤ１３３阳性，流式细胞术分析发现随细胞传代增多ＣＡ９及ＣＤ１３３表达明显增高（Ｐ＜０．０５）。两株细胞在 ＮＯＤＳＣＩＤ鼠体内

均有良好的致瘤及转移性，但是转移倾向明显不同。结论：应用汉族人肾透明细胞癌组织成功建立了２个转移潜能不同的细

胞系，随着传代次数增加，肿瘤干细胞比例增加。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是最常见
的肾脏肿瘤，约占成人肾肿瘤的８５％。近３０年

ＲＣＣ的发病率和病死率持续上升［１５］。近３０％的

ＲＣＣ患者初诊时即发现转移，其平均生存期为６～
１２个月，２年生存率为１０％～２０％［６］。ＲＣＣ患者术
后１年转移发生率为５９％，２年为８３％，３年为

９３％［７］。１９６２年，Ｉｓｈｉｈａｒａ等［８］报道了世界上第一

个“人肾细胞癌细胞系”。至今已有许多实验室建立
了不同病理类型的肾癌细胞系，包括来自原发及转
移部位，它们在研究肾癌的发生、发展、转移中发挥
了重要的作用。采用细胞系作为研究对象进行体外
实验及体内动物模型的构建逐渐成为研究惯例。但
是，由于全世界人种的遗传背景和生活条件的差异，
肿瘤发病率和病死率也有所不同。对汉族人新鲜肾
癌细胞的培养是研究中国人ＲＣＣ转移特性的相关
基因分子基础的最重要步骤。在此基础上建立起来
的中国人肾细胞癌转移遗传流行病学研究无论是对

ＲＣＣ的流行因素的预防还是治疗都具有重要意义。
为此，本室应用体外细胞培养技术建立了转移性肾
透明细胞癌（ｃｃＲＣＣ）细胞系及低转移细胞系，现将
结果报告如下。

１　材料和方法

１．１　标本来源　透明细胞癌标本均来源于２００５年

１月至２００７年９月第二军医大学长海医院及长征医
院泌尿外科肾癌根治手术的患者以及长征医院骨科

转移癌切除标本，共采集４３例，其中肾原位肿瘤２８
例，骨转移３例，淋巴结转移５例及癌栓７例。男性
患者３３例，女性患者１０例，平均年龄为（５０．３±
１３．３６）岁，最小年龄为２９岁，最大为７３岁，经病理
证实，均为肾透明细胞癌。

１．２　细胞培养方法　采用植块法无菌条件下取新
鲜肿瘤组织（取下后均在１ｈ内进行培养），将其切
成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小的组织块，用ＤＨａｎｋｓ
液清洗离心２遍，用含２０％胎牛血清（杭州四季青）

的ＲＰＭＩ１６４０培养基１．５ｍｌ悬浮，放入培养瓶中。
在３７℃、５％ＣＯ２、１００％湿度的条件下培养。２４ｈ后
换液。

１．３　绘制生长曲线　将对数生长期细胞３×１０４个
种于２４孔板中，加２ｍｌ培养液。从第２日起，每日
计算４个孔中的细胞数，取平均值作细胞生长曲线，
计算群体倍增时间。

１．４　软琼脂集落形成率测定　用０．６％软琼脂

ＲＰＭＩ１６４０培养基覆盖２４孔板孔底，凝固后再注入
含细胞（１×１０３／孔）的０．３％软琼脂ＲＰＭＩ１６４０培
养基，在３７℃、５％ＣＯ２的培养箱内培养１２ｄ，共计算

６孔集落形成率。集落形成率＝集落数／接种细胞
数×１００％。

１．５　染色体核型分析　在肿瘤细胞液中加入终浓
度为０．０４～０．１μｇ／ｍｌ的秋水仙素放入培养箱中培
养６ｈ，收集分裂细胞，离心１４０００×ｇ，１０ｍｉｎ，加

３７℃的０．０７５ｍｏｌ／Ｌ的ＫＣｌ溶液１００ｍｌ，２０ｍｉｎ，再
加５ｍｌ甲醇冰醋酸固定１７ｍｉｎ，离心再重复固定２
次。滴冰载玻片，干燥后Ｇｉｅｍｓａ染色。显微镜下数

１００个细胞染色体数目。

１．６　动物实验　细胞悬液（２×１０６个细胞）分别注
射４只５周龄ＮＯＤＳＣＩＤ鼠（第二军医大学肿瘤研
究所提供）背部皮下，观察注射处肿瘤生长状况。当
瘤体长到约１ｃｍ３处死 ＮＯＤＳＣＩＤ鼠并做病理检
查。将移植瘤原位移植，即Ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ移植，是在充
分考虑肿瘤与微环境相互作用的基础上，将人癌细
胞移植到受体动物对应的组织或器官，以期得到较
高的成瘤率及自发转移率。

１．７　冻存与复苏　按常规方法进行。

１．８　病理学检查　ＨＥ染色，免疫组化分别作ＣＡ９
及ＣＤ１３３（ＤＡＢ染色）并分析结果。

１．９　流式细胞仪分析　分别取两细胞系高代数及
低代数细胞，流式细胞仪（高低代数差异超过６０代）
分析ＣＡ９及ＣＤ１３３表达情况，为确保实验稳定性重
复１次。
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２　结　果

２．１　培养细胞生长情况　大部分组织培养后２～３
ｄ，开始有细胞贴壁生长，２周后细胞长满培养瓶底，
培养发现９３％原代细胞传代困难且在传代培养过程
中出现静止状态，其中１例原代培养最长时间达２
个月左右。８８．４％的细胞在原代培养的过程中出现
细胞老化，消化困难，无法贴壁及受到成纤维细胞的
干扰导致无法继续传代。５株原代细胞可连续传代

５代以上，４株连续传代超过１０代的细胞，其供体年
龄均在５０岁左右。其中１例来源于骨转移组织的
原代细胞（ＲＣＣ０５ＴＸＪ）可稳定传代，该株细胞传

４～５代后细胞生长相对稳定，平均５～６ｄ传代１次，
第５代开始冻存部分细胞，１０代左右出现生长缓慢
趋于静止状态，传代２～３次后该现象消失，４５～５０
代细胞生长速度加快，传代时间由５～６ｄ减少到３ｄ
左右，５０代后趋于稳定，现已连续传代１１０代。另１
例来源于肾原位肿瘤的原代细胞（ＲＣＣ０５ＺＹＪ）也可
稳定传代，该株细胞传４～５代后细胞生长相对稳
定，平均３～４ｄ传代１次，第５代开始冻存部分细

胞，无生长缓慢情况，随传代次数增加，传代时间缩
短为２～２．５ｄ，现已连续传代１６０代。

２．２　形态学观察　人原代ＲＣＣ细胞于光学显微镜
下观察，细胞均呈贴壁生长，局部有组织重叠现象，
失接触抑制（图１Ａ）。大多数肿瘤细胞呈上皮型细
胞形态（图１Ｂ），也有少部分呈现成纤维型细胞形态
（图１Ｃ），或与正常肾上皮细胞的轮状生长相似（图

１Ｄ）。细胞呈圆形、梭形及多边形等。同一培养瓶内
常可见到生长形态不同的细胞群（图１Ｅ），部分可见
到小空泡（图１Ｃ）。５０代前 ＲＣＣ０５ＴＸＪ细胞体积
大，形态不规则，细胞轮廓不明显（图１Ｆ），５０代后

ＲＣＣ０５ＴＸＪ细胞体积明显减小，细胞核膜、核仁轮
廓明显，核仁清晰，胞质少，核糖体颗粒丰富，大部分
细胞双核或多核，核质比例倒置。随着代数的增加，
细胞形态由大部分细胞呈椭圆形偏圆、小部分三角
形及小菱形逐渐变为不规则型且体积减小，周边有
少量的细胞分泌物（图１Ｇ）。ＲＣＣ０５ＺＹＪ细胞体积
相对ＲＣＣ０５ＴＸＪ略小且随传代次数增加无明显变
化，形态为不规则形，其他特性与ＲＣＣ０５ＴＸＪ基本
一致（图１Ｈ）。

图１　培养过程中细胞形态学观察

Ｆｉｇ１　Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
Ａ：Ｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌｓｗｉｔｈｌｏｓｓｃｏｎｔａｃｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ；Ｂ：ＰｒｉｍａｒｙＲＣＣｃｅｌｌｓｗｉｔｈｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；Ｃ：ＰｒｉｍａｒｙＲＣＣｃｅｌｌｓｗｉｔｈｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；Ｄ：ＲｉｎｇｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｐａｔｔｅｒｎｏｆｐｒｉｍａｒｙＲＣＣｃｅｌｌｓ；Ｅ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈｓｈａｐｅｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｐｒｉｍａｒｙＲＣＣｃｅｌｌｓ；Ｆ：ＲＣＣ０５ＴＸＪ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ５；Ｇ：ＲＣＣ０５ＴＸＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ８９；Ｈ：ＲＣＣ０５ＺＹＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ１３５．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　倍增时间及生长曲线　４３例原代细胞倍增时
间１４．５～１０１ｈ。ＲＣＣ０５ＴＸＪ５０代前接种第４日
进入指数生长期，第７日生长最快，之后逐渐减慢。

５０代后细胞生长趋于稳定，接种第３日进入指数生

长，第５日生长最快，之后逐渐减慢。细胞倍增时间
为１９．２ｈ。ＲＣＣ０５ＺＹＪ生长相对稳定，接种第３日
进入指数生长，第４日生长最快，之后逐渐减慢。细
胞倍增时间为１６．５ｈ。生长曲线见图２。
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图２　细胞生长曲线

Ｆｉｇ２　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ

２．４　集落形成率　两细胞系分别计算６个孔内集

落形成率，集落形成率较稳定，ＲＣＣ０５ＴＸＪ为４１％，

ＲＣＣ０５ＺＹＪ为３７％。

２．５　染色体分析　对１００个处于分裂中期的细胞

染色体进行计数，ＲＣＣ０５ＴＸＪ细胞系染色体数主

要集中在６０～８０之间，染色体众数为７５，ＲＣＣ０５

ＺＹＪ细胞系染色体数主要集中在５０～７０之间，染色

体众数为５５。提示两者均存在超二倍体等情况。

２．６　动物实验　两细胞系均具有良好的原位致瘤

效率，ＲＣＣ０５ＴＸＪ 接 种 ９０ ｄ 后 形 成 １ｃｍ ×

１．２ｃｍ×１ｃｍ左右的移植瘤。处死实验动物见肿瘤

呈鱼肉状，质软，无坏死。ＲＣＣ０５ＺＹＪ接种４５ｄ后

形成１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ 左右的移植瘤，质较

ＲＣＣ０５ＴＸＪ所致肿瘤略硬，其余特征与 ＲＣＣ０５

ＴＸＪ所致肿瘤相似。两种肿瘤组织体外培养细胞形

态与原细胞株一致。两细胞系所成移植瘤均在鼠间

传代６代，ＲＣＣ０５ＴＸＪ成瘤时间由皮下接种时９０ｄ
减少到７ｄ，在鼠间传代中自第４轮起出现肺部白色

结节，取出白色结节，病理证实为肾癌肺转移（图

３），ＲＣＣ０５ＺＹＪ成瘤时间由皮下接种时４５ｄ减少到

７ｄ，第３轮起出现局部转移灶，其中一轮出现肺门

淋巴结转移。

图３　肺转移病理切片

Ｆｉｇ３　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．７　复苏　复苏率达８０％以上，复苏后的细胞生

长状态与原培养细胞一致。

２．８　病理学检查　ＨＥ染色见ＲＣＣ０５ＴＸＪ核质

比例失调，核异形、双核；ＲＣＣ０５ＺＹＪ核大深染（图

４）。两细胞系免疫组化分析ＣＡ９、ＣＤ１３３均呈强阳

性（图５、图６）。

图４　ＲＣＣ０５ＴＸＪ（Ａ）及

ＲＣＣ０５ＺＹＪ（Ｂ）ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ４　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＲＣＣ０５ＴＸＪ（Ａ）

ａｎｄＲＣＣ０５ＺＹＪｃｅｌｌｓ（Ｂ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图５　ＲＣＣ０５ＴＸＪ免疫组化染色结果

Ｆｉｇ５　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆ

ＲＣＣ０５ＴＸＪｃｅｌｌｓ（ＤＡＢｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：ＣＡ９；Ｂ：ＣＤ１３３．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图６　ＲＣＣ０５ＺＹＪ免疫组化染色结果

Ｆｉｇ６　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｏｆ

ＲＣＣ０５ＺＹＪｃｅｌｌ（ＤＡＢｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：ＣＡ９；Ｂ：ＣＤ１３３．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００
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２．９　流式细胞仪分析ＣＡ９、ＣＤ１３３的表达　随着
细胞代数的增加 ＣＡ９及 ＣＤ１３３的表达明显增加

（Ｐ＜０．０５），重复结果较稳定（图７、图８）。

图７　流式细胞术检测图

Ｆｉｇ７　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ａ：ＲＣＣ０５ＺＹＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ２５（ＣＡ９）；Ｂ：ＲＣＣ０５ＺＹＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ１３５（ＣＡ９）；Ｃ：ＲＣＣ０５ＺＹＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ２５（ＣＤ１３３）；Ｄ：ＲＣＣ０５ＺＹＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

１３５（ＣＤ１３３）；Ｅ：ＲＣＣ０５ＴＸＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ１８（ＣＡ９）；Ｆ：ＲＣＣ０５ＴＸＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ８８（ＣＡ９）；Ｇ：ＲＣＣ０５ＴＸＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ１８（ＣＤ１３３）；Ｈ：ＲＣＣ０５

ＴＸＪｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ８８（ＣＤ１３３）

图８　流式细胞术分析检测结果

Ｆｉｇ８　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ａ：ＲＣＣ０５ＴＸＪ，Ｐ＜０．０５ｖｓｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ１８；Ｂ：ＲＣＣ０５ＺＹＪ，Ｐ＜
０．０５ｖｓｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ２５．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　肿瘤细胞的生长与体内微环境存在密切关系，

但是在体外培养的过程中无法提供与体内相似的微

环境，这给体外细胞建系工作带来很大的困难。

Ｍａｔｓｕｄａ等［９］认为在培养过程中细胞形态学的异质

性有利于细胞的生长。本研究中发现细胞培养过程

中细胞增殖活力很不一致，大部分原代细胞在传代

培养过程中都会出现静止状态从而使传代无法进

行，形态学较一致的原代细胞更容易生长和传代。

目前细胞建系成功的关键还不是非常明确，就本室

４３例原代细胞培养以及２例成功建立的细胞系来

看，肾癌原代细胞的培养与以下因素有关：（１）供体

肿瘤发现的年龄，发生时间较早且带瘤生存时间长

者转移细胞株的培养相对容易，培养过程中细胞状

态较好，老化相对较慢。但是如果供体年龄过于年

轻，其恶性程度较高，组织坏死较多，有活性的肿瘤

细胞不易找到，反而不易培养。（２）文献报道的

ＲＣＣ男女发病率比例２１，ＡＴＣＣ现存的肾癌细胞

系供体也均为男性，本实验室培养的原代细胞传代

在５代以上者仅１株供体为女性，这与肾癌发病的

性别比例及在培养过程中供体为女性的原代细胞具

有原代培养时间长、细胞贴壁困难、增殖周期长、传

代时不易消化、细胞容易老化等特点有关，故考虑供

体的性别与原代细胞的培养可能存在一定联系。

（３）培养过程中形态学较一致的原代细胞较易建系

成功。细胞形态学上异质性很高的原代细胞相对容

易老化，不易消化且贴壁困难。（４）在培养过程中成

纤维细胞增殖迅速无法消除是导致培养失败的另一

重要原因。

　　目前认为，肿瘤群体中只有干细胞具有很强的
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迁徙运动能力，很强的自我更新和分化特质，因此

（至少在部分肿瘤中）转移瘤的形成应当主要由干细

胞完成。研究发现ＣＤ１３３是干细胞的较特异性的

细胞表面标志物［１０］，表达于神经元干细胞，也表达

于肝细胞癌、结肠直肠癌及前列腺癌等肿瘤干细胞

表面［１１１２］。由于我室建立的细胞系在传代过程中逐

渐具有转移潜能或现有转移的细胞转移倾向日趋明

显且 经 流 式 细 胞 仪 分 析 显 示 ＲＣＣ０５ＴＸＪ 及

ＲＣＣ０５ＺＹＪ细胞系在传代的过程中肾透明细胞癌

转移特异性标志物ＣＡ９［１３］的表达明显增高，故本课

题组推测肾癌细胞体外传代及建系的过程可能是干

细胞不断自我筛选和富集的过程。经流式细胞仪分

别检测两系低代数和高代数细胞表面干细胞特异性

标志物ＣＤ１３３表达量差异明显，高代数细胞表达明

显升高，提示随着代数的增加该系具有干细胞特性

的细胞逐渐增多。

　　本室所建立的两细胞系在形态学及病理学上均

具有明显的恶性肿瘤特征；动物实验结果表明

ＲＣＣ０５ＴＸＪ及 ＲＣＣ０５ＺＹＪ具有良好的成瘤性，可

形成稳定的免疫缺陷动物原位模型；ＲＣＣ０５ＴＸＪ细

胞系具有向肺部转移的特性，ＲＣＣ０５ＺＹＪ细胞系经

不断传代及动物实验发现其逐渐具有转移倾向，有

望建立免疫缺陷动物的转移模型；流式细胞仪结果

提示在建系的过程中肾癌干细胞逐渐富集。实验证

实两细胞系不仅能够提供与临床肿瘤较为相似的内

环境，可用来研究正常肾细胞与肿瘤细胞在生物学、

免疫、代谢及遗传学方面的差异，也可以为肾癌的实

验及临床研究提供稳定的材料来源。
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