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大肠癌细胞原代培养方法的研究进展

高丽萍 １），白 松 ２），杨丽娟 １），邹英鹰 １），王 芳 １）

（1） 昆明医科大学基础医学院病理学教研室，云南 昆明 650500；2） 昆明医科大学第一附属医院干疗

科，云南 昆明 650032）

［摘要］ 大肠癌细胞原代培养目前尚未建立一种合理、稳定、高效的培养模式，通过查阅国内外关于大肠癌

细胞原代培养方法的文献，对常用方法及最新方法进行概括、分析和总结，得出结论：目前常用的组织块法、机

械分离法、胰酶消化法和胶原酶消化法培养效果均不理想，而 Liberase DH 消化法有望成为一种大肠癌细胞原代

培养的有效方法，但可行性有待进一步探究．
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［Abstract］ A rational，stable and efficient method for primary culture of colorectal cancer cells has not been

established. By reading the latest domestic and international literature on the primary culture methods of colorectal

cancer cells，we generalize，analyze and summarize the commonly used methods and the latest methods，and

provide new ideas for establishment of primary culture model of colorectal cancer. So common methods such as tissue，

mechanical separation，trypsin digestion and collagenase digestion on colorectal cancer cells in primary culture are

not good ideal，and Liberase DH is expected to become effective method，but the feasibility needs to be further

explored.
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大肠癌是消化系统肿瘤中常见的恶性肿瘤之

一[1]．为研究其发病机制和治疗，国外已建立了大

肠癌细胞株，但经过长期培养，其生物学特性易

发生变异而不利于发病机制和治疗的研究 [2]．因

此，建立合理、稳定、高效的大肠癌细胞原代培

养模式已成必然[3]．目前常用的大肠癌细胞原代培

养方法有组织块法、机械分离法、胰酶消化法和

胶原酶消化法．本文对以上几种方法进行分析、

概括和总结，并介绍国外最新的 Liberase DH 消化

法．

1 大肠癌细胞原代培养的常用方法

1.1 消化方法

1.1.1 组织块法 （1） 用 HBSS 液反复洗涤组织块，

直至将坏死组织、脂肪组织和血细胞洗净[4]．由于

大肠癌细胞易受肠道细菌的污染，因此，Danielle[5]

等常在洗涤过程中适当加入青霉素、链霉素、庆大



霉毒和两性霉素 B 等抗生素； （2） 将组织块剪

碎，用 HBSS 液反复吹打组织块，使其充分分散；

（3） 将组织块转至加有 HBSS 液的离心管中； （4）

离心后弃去上清液； （5） 重复 （3） 和 （4） 两次；

（6） 将组织块转至含完全培养基的离心管中，离心

弃上清； （7） 将组织移入培养瓶中，加完全培养

基，放入培养箱中倒置 2～4 h 后，翻转培养瓶继

续培养．通常完全培养基是由基础培养基、抗生

素、胎牛血清 （FBS） 和生长因子等配制[6]．国内

学者培养大肠癌细胞所用基础培养基通常为 1640

培养液[3，7，8]，而国外学者常用 DMEM 培养液 [9，10]．

Chailler [11]等在培养 CRC 时在培养基中加入了 EGF、

胰岛素、转铁蛋白和谷氨酰胺．鄢[12]等通过实验证

实，预先用鼠尾胶原处理培养瓶，能增强细胞的贴

壁效果，有利于细胞的生长； （8） 24 h 后取出培

养瓶，再加入完全培养基，放入培养箱继续培养 2

d； （9） 3 d 后取出培养瓶，弃悬浮物，继续加入

完全培养基培养．

虽有文献报道[13]，组织块培养法获得大肠癌细

胞的成功率较高，但该方法存在以下弊端： （1）

培养出的细胞不够纯，含杂细胞较多，尤其是成纤

维细胞[4]．有学者指出 [3]，一定浓度的 FBS 可抑制

成纤维细胞的生长； （2） 组织大小不易掌握．一

般将组织剪碎至 0.5～1 mm，剪得过小易损伤细

胞，反之，则不利于细胞的游出．

1.1.2 机械分离法 （1） 同组织块法步骤的 （1）

~ （5）； （2） 将组织碎块移入不锈钢滤网中，研

磨并将研磨液于转入离心管中； （3） 在离心管中

加入等体积肿瘤细胞分离液； （4） 离心并收集中

间层于另一个离心管中； （5） 加入 HBSS 液，离

心后移除上清液； （6） 用 HBSS 液重悬，重复步

骤 （5） 一次； （7） 加入完全培养基重悬； （8）

将悬液移入预先用鼠尾胶原处理过的培养瓶[14]，将

培养瓶放入 37℃含 5％CO2 的培养箱中培养．

该方法通过剪碎、挤压、研磨来破坏组织细胞

间的连接，使细胞充分散开，从而获得单个细胞．

虽然在理论上解决了组织块培养法不利于细胞游出

的问题，但研磨毕竟会对组织细胞产生一定程度的

损伤，收集到的细胞活性很低，因此成功率很低

（18.3％） [3]，因此，在实际培养中很少用到这一方

法．

1.1.3 胰酶消化法 （1） 同组织块法步骤的 （1） ~

（5）； （2） 将组织碎块移入无菌离心管中，加入胰

蛋白酶消化液，放入 37℃恒温箱中，不断震荡，

收集消化液于离心管中； （3） 离心并弃上清液，

收集细胞沉淀后，用 HBSS 液重悬，置于 4℃冰箱

中，直至充分消化； （4） 将细胞悬液通过无菌的

不锈钢滤网，收集滤液于无菌离心管中； （5） 同

机械法步骤的 （3） ~ （8） ．

胰酶消化法一般用 0.25%的胰酶作用于细胞

间，用化学方法使细胞间连接断开来获得单个细

胞，解决了机械分离法对细胞的损伤．因此，该方

法在细胞培养中受到研究者的青睐，特别是在细胞

传代时[15]用的较多．但有利必有弊，不同细胞的消

化时间不同、消化不充分和消化过了都不利于细胞

生长．CRC 细胞一般消化 1～5 min，至显微镜下

观察到细胞变圆脱落，加入适量血清终止消化[16]．

1.1.4 IV 型胶原酶消化法步骤 （1） 同组织块法

的 （1） ~ （5）； （2） 将组织块移入无菌离心管

中，加入 IV 型胶原酶消化液，放入 37℃恒温箱

中，不断震荡，直至组织块充分弥散开为消化结

束； （3） 将消化液连同组织碎块一起移入不锈钢

滤网，收集滤液于无菌离心管中；（4）同机械法步骤

的（3）~（8）.

IV 型胶原酶消化法特异性的水解细胞间天然

胶原蛋白的三维螺旋结构 [17]而不损伤蛋白质和组

织，终止消化同样用血清．

1.2 传代方法

当细胞覆盖瓶底 80％ [18]左右进行传代． （1）

弃培养液，用 PBS 液清洗两回，加入胰蛋白酶，

置于 37℃恒温箱中； （2） 显微镜下观察，当细胞

开始变圆并脱落，可向离心管中加入等体积培养液

以终止消化； （3） 离心，弃上清液； （4） 加入完

全培养基重悬．分别移入 2 个预先用鼠尾胶原处理

过的培养瓶中，即为 P1 代； （5） 将培养瓶放入

37℃含 5％CO2 的培养箱中继续培养．

2 国外近年来的原代培养新方法—Liberase

DH消化法[9，19]

2.1 消化方法

（1） 同组织块法步骤的 （1） ~ （5）； （2） 将

碎组织块转入 50 mL 离心管内，用消化液 A 重悬

［含 100 U/mL 青霉素，100 滋g/mL链霉素和 0.28

滋/mL Liberase DH （05401054； Roche） 的 20 mL

DMEM］ 用搅拌器充分搅拌，置于 37℃的水浴箱

内边震荡边消化 2 h； （3） 消化完毕后从水浴箱中

取出，直接在 4 ℃离心机 1 000 r/min 离心 5 min

（Liberase DH 消化法全程离心都在 4℃离心机上进

行），弃上清液； （4） 用洗液 B （含 100 U/mL 青

霉素，100 滋g/mL 链霉素的 20 mL HBSS） 旋转震

荡清洗组织碎块； （5） 用 500 滋m 的不锈钢滤网
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过滤组织； （6） 将滤液转入 50 mL 离心管中，再

用 40 滋m 的滤网过滤； （7） 将 40 滋m 的滤网完全

浸入加有 30 mL HBSS 的组织培养皿内，轻微搅

拌，移除直径＜40 滋m 的组织碎片、细胞团块和单

个细胞； （8） 用自动转液器收集残留在 40 滋m 滤

网上的组织块，在 4℃离心机中 1 000 r/min离心 5

min．弃上清液； （9） 用洗液 B 旋转震荡清洗组

织，再在 4℃离心机上 1 000 r/min离心 5 min，弃

洗液；（10）将组织碎块转入25 cm培养瓶内，加入完

全培养基含8 ng/mL bFGF（13256-029；Invitrogen）[20]，

0.1 mM 2-mercaptoethanol（137-06862；Wako），100

U/mL青霉素，100 滋g/mL链霉素和25 滋g/mL两性霉素

B（541-01961；Wako）的4 mL Serum-free cell medium

（Stempro hESC SFM））[21]；（11）放入37℃含5％CO2的

培养箱中培养24 h．

2.2 传代方法

按 比 例 配 制 好 胶 原 液 ： A:B:C=7:2:1 ［A：

Cellmatrix type I-A （Nitta Gelatin）；B： 5xDMEM

（12100-038；Gibco）；C：reconstitution buffer （50

mmol NaOH， 260 mmol NaHCO3， 200 mmol

Hepes）］ ．将配置好的胶原液存放于冷环境中，避

免形成凝胶： （1） 吸取 100 滋L 的胶原液于培养

瓶内，置于 37 ℃无菌环境中 30 min，使其形成凝

胶，凝胶形成后将培养瓶置于冷环境中； （2） 再

在形成的凝胶表面加入 30 滋L的胶原液，置于 37

℃无菌环境中 30 min 后，再将培养瓶置于冷环境

中； （3） 在显微镜下将之前的组织轻轻移入刚刚

形成的凝胶中，使其表面平坦，加入 3 mL 的完全

培养基 （同前），置于 37℃含 5％CO2 的培养箱中

培养 2～3 d 换液； （4） 2~3 周后，弃培养基，用

加有 0.2 mg/mL Ⅳ型胶原酶 （4186；Worthington）

的 3 mL DMEM （11965-092；Gibco） 在 37℃环境

中消化 1 h，不断震荡，使其充分消化； （5） 充分

消化后转入 50 mL无菌离心管，并加入 10 mL PBS

液，混合均匀，1 000 r/min离心 2 min，弃上清液；

（6） 转入无菌培养瓶，加 3 mL 的完全培养基，置

于 37℃含 5％CO2 的培养箱中培养．

3 小结

为了获得更好的培养效果，还应注意以下几

点： （1） 取材：取材的好坏直接关系到细胞的成

活率与生长状况．因此取材应注意：①选未经放射

治疗的大肠癌手术患者[3]；②尽量避开坏死区；③

常规培养法取材后应立即置于完全培养基中，而

Liberase DH 消化法取材后置于含 100 U/mL 青霉

素，100 滋g/mL 链霉素，100 滋g/mL两性霉素 B 的

20 mL DMEM 中．④将组织块保存于 4°环境中[22]，

尽可能在 30 min 内处理组织块 [3，23]； （2） 在培养

基中加人适量抗生素可有效防止细胞污染[15]； （3）

若培养瓶内有成纤维细胞，可用胰蛋白酶消化去

除．数量较多，可直接在显微镜下，用机械刮离法

将成纤维细胞刮除[24]； （4） 国外许多学者的经验

表明，CRC 原代培养时，由于细胞刚脱离正常组

织，可加入 15%～20%的高浓度 FBS，以满足细胞

对营养的需要．待细胞稳定传代后 FBS 可降至

10%[20]．

综上，CRC 的原代培养是非常精细和难度较

大的基础工作，我们迫切希望在不断完善和总结经

验的基础上建立一套真正适合 CRC 的合理、稳定、

高效的培养模式，为研究大肠癌发病机制、预防和

治疗做出卓越贡献．
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为进一步支持和推动昆明医科大学学科建设的发展，使 《昆明医科大学学报》 的学术质量得到进一步
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