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［摘要］目的 探讨经纤支镜活检取材并进行原代肺癌细胞培养的方法，以提高培养成功率．方法 30例经

纤支镜活检肺癌组织进行原代细胞培养，对肿瘤组织形态与原代细胞培养成功率相关性进行分析．结果 30例

经纤支镜取材肺癌细胞培养病例，原代培养成功 17例，占总例数的 56.67%．纤支镜下呈菜花样生长肺癌组织培

养成功率 84.62% （11/13）；肿瘤沿管壁生长管腔狭窄表面有或无突起的培养成功率分别为 66.67% （2/3） 和

37.5%（3/8）；球状肿块质硬培养成功率 16.67%（1/6），菜花状与其他采用确切概率法比较，差异有统计学意义

（＜0.05）．结论 经纤支镜活检肺癌组织体外原代细胞培养简单易行，阳性率可达 56.67%，且原代培养成功率

与纤支镜下肿瘤组织形态相关．
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［Abstract］ Objetive To investigate a method of collecting lung cancer cells with bronchofibroscopic biopsy

for primary culture and to improve the success rate of primary culture. Methods Thirty lung cancer specimens were

obtained through bronchoscopic biopsy for primary culture. The correlation of cancer morphology under bronchofi-

broscopy and success rate of primary culture was analyzed. Results Among the lung cancer specimens obtained

through bronchoscopic biopsy， primary culture was successful in 17 of 30 cases （56.67%） . The success rate of

cauliflower-like tumor mass under bronchofibroscopy was 84.62% （11/13） . The success rate of infiltrating tumor

mass under bronchial mucosa with luminal stenosis with or without cristate were 66.67% （2/3） and 37.5%

（3/8）， respectively. The primary culture of a globular and stiff tumor mass was successful only 1 in 6 cases

（16.67%） ．Conclusions The primary culture of lung cancer cells obtained from bronchofibroscopic biopsy is

simple and effective with a total success rate of 56.67%. Furthermore， the success rate of primary culture is signifi-
cantly correlated with the cancer morphology under bronchofibroscopy.
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肿瘤细胞原代培养的成功与否常常是有关肿瘤

细胞研究的关键，同时大量纯化的肿瘤细胞和原代

培养的肿瘤细胞又是肿瘤遗传学、肿瘤分子生物

学、肿瘤免疫学以及抗肿瘤药物等学科研究的重要

对象[1]．纤维支气管镜（纤支镜）检查是确诊肺癌

最重要手段之一，可以在段及亚段水平直视支气管

粘膜，并且通过活检获得肿瘤组织标本[2，3]．笔者对

纤支镜活检肺癌组织进行原代细胞培养的方法进行

探讨，并对纤支镜下肺癌组织生长类型与活检组织

原代培养的成功率的相关性进行研究．

1 资料与方法

1.1 肺癌组织取材
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图 1 纤维支气管镜检像

Fig. 1 Bronchofibroscopic images

A:菜花样肿块；B:沿气管壁浸润生长肿块

B

A

图 2 纤维支气管镜活检组织

Fig. 2 Bronchofibroscopic biopsy
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收集昆明医科大学附属甘美医院 2011年 5月

至 2013年 5月接受纤支镜检查的肺癌患者，年龄

在 50～79 岁，平均 65 岁．男性 25 例，女性 5

例．经纤支镜术前麻醉后，使用奥林巴斯 CV-260

电子纤维支气管镜进行检查，发现管内新生物后取

材．将纤支镜钳取的肿瘤组织浸入 4℃含有 100

U/mL 青霉素、0.1 mg/mL链霉素的无血清 LHC 培
养基（Invitrogen）中，立即送往实验室．

1.2 原代肺癌细胞培养

将肿瘤组织置于 50 mL离心管内，加入 I型胶

原酶溶液 5~10 mL（Invitrogen） （胶原酶 I 溶解在

LHC培养基中，终浓度为 1 mg/mL），在 37℃水浴

箱中振荡、温浴 1 h．含 10%胎牛血清 （fetal

bovine serum，FBS）、青 /链霉素的 LHC 培养基混

匀细胞并将细胞接种至 24 孔培养板中，放入 37

℃、5%CO2、饱和湿度培养箱中，每 2～3 d观察

细胞生长状态并半量换液．

1.3 统计学处理

采用 SPSS统计软件分析数据，各组间肺癌细

胞原代培养成功率采用确切概率法比较， ＜0.05

为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 经纤支镜肺癌组织取材

影响肺癌原代培养成功的最主要因素是活检组

织所含活细胞太少和伴随的微生物污染[4，5]．对于呈

菜花样生长肿块，其顶部多为坏死组织，活检阳性

率不高，应在肿瘤基底部活检（图 1A）；而对于沿

气管壁浸润生长的肿块，其底部较宽大而不易活检

的病灶，应采用在不同部位多次取材（图 1B）．

纤支镜经鼻顺利插入后钳取约 3～5块组织，钳取

肺癌组织块大小 2 mm×4 mm×1 mm～3 mm×5

mm×2 mm（图 2）．
2.2 原代培养肺癌细胞

本实验中原代肺癌细胞生长良好并可以传代至

少 1 代视为培养成功．30 例标本中 17 例培养成
功，失败 13例，其中 7例因细胞数太少，6例因

微生物污染．6例微生物污染均为霉菌污染．组织

块经胰酶消化后镜下呈大小不等细胞团，3 d后细

胞贴壁，高倍镜下可见大量核分裂相；之后细胞分

裂、增殖，至 10～14 d时细胞融合率 >80%，此时

可传代（图 3）．肺癌细胞原代培养成功率与纤支

镜下肿瘤组织形态相关，菜花状肿块培养成功率最

高达到 84.62%；沿管壁生长管腔狭窄表面有小突

起肿块成功率为 66.67%；沿管壁生长管腔狭窄、

无小突起肿块成功率 37.5%；球状、质硬肿块培养

成功率最低为 16.67%，菜花状与其他采用确切概

率法比较（＜0.05），见表 1．

3 讨论

文献报道经纤支镜肺癌细胞培养由于取材少培

养成功率低（＜30%），目前国内外已较少采用[2，3].

原代肺癌细胞体外培养成功率与下列因素有关[6，7]：

所取肿瘤组织的多少；在原代培养中，成纤维细胞

的排除是肺癌细胞培养能否成功的关键之一；取材

新鲜与否；肺癌细胞体外培养要尽量模拟体内的营

养环境，使细胞在接近人体内环境的环境中生长；



肺癌细胞所处的体外环境需保持无菌；培养基中添

加适量的血清可能会对细胞的贴附有利[8，9]．针对以

上肺癌细胞原代培养的关键环节，本研究在以下几
个方面进行了改进：合理选择病人；活检前无菌生

理盐水冲洗活检钳以降低活检组织污染几率；取材

后放于专用组织保存液中并在 10 min 内送培养；

改良了培养方法．经过上述取材及培养方法的改

进，笔者在每次取材 2 钳子，使用平均大小约 3

mm×4 mm×2.5 mm的组织块进行培养的情况下，

培养成功率得到了明显的提高，达到 56.67%．经

过统计分析发现菜花状包块培养成功率最高达到

84.62%；其它形态组的培养成功率为 35.29% （沿
管壁生长管腔狭窄表面有小突起者；沿管壁生长管

腔狭窄、无小突起者以及球状肿块质硬者），2组

经统计学比较有显著性差异（ ＜0.05）．因此笔

A C

B D

肿瘤组织形态 总例数（n） 占受检总数的比例（%） 培养成功例数（n） 培养成功比例（%）

菜花状，质地松软 13 43.33 11 84.62

8 26.67 3 37.5*

3 10 2 66.67*

6 20 1 16.67*

合计 30 17 56.67*

沿管壁生长管腔狭窄，无小突起

沿管壁生长管腔狭窄，有小突起

球状肿块质硬

图 3 原代培养肺癌细胞
Fig. 3 Primary culture of lung cancer cells

A:经胰酶消化活检组织（10×）；B:贴壁原代肺癌细胞（3 d，10×）；
C:原代肺癌细胞（箭头示核分裂相，40×）；D:原代肺癌细胞（10 d，10×）

表 1 纤支镜下肿瘤组织形态与原代培养成功率

Tab. 1 Cancer morphology under bronchofibroscopy and success rate of primary culture

与菜花状，质地松软组比较，* ＜0.05．

者得出如下结论：在不增加取材风险的前提下经过

改良取材和培养方法可使经纤支镜取材肺癌细胞培

养的阳性率大幅度提高；纤支镜下呈菜花样生长较

浸润型生长肿瘤组织原代培养成功率高．经纤支镜

取材肺癌细胞培养的优点是快速、简便、成功率

高，而且成本较低，对肿瘤细胞损伤小，可大量获

得纯化的肿瘤细胞，提高了肿瘤细胞原代培养的成

功率，可为肿瘤遗传学、肿瘤分子生物学、肿瘤免

疫学以及抗肿瘤药物等研究提供非常有用的研究材
料[10]．
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文应用免疫组化检测了 78 例宫颈癌组织中

Vimentin 的表达，发现 78 例宫颈癌组织中

Vimentin的阳性表达率 30/78（38.5%），淋巴转移

阳性者 Vimentin的阳性表达率显著高于淋巴转移

阴性患者；宫旁浸润阳性患者 Vimentin的阳性表

达率显著高于宫旁浸润阴性者．说明 Vimentin与

宫颈癌淋巴转移和宫旁浸润有关，检测 Vimentin

可有效预测宫颈癌宫颈癌淋巴转移和宫旁浸润，

为宫颈癌患者个体化治疗方案选择提供有效的监测

手段．
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