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基于原代细胞培养的三维肿瘤药筛模型的初步研究
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【摘要】 目的 以原代培养的肺癌肿瘤细胞为基础，建立一种体外肿瘤药筛模型。方法 通过将分离得到的

肿瘤细胞与饲养层细胞共培养，使肿瘤细胞在体外得到初步扩增。培养得到的肿瘤细胞与海藻酸钠溶液混合后滴

进氯化钙溶液中形成稳定的海藻酸钙凝胶微球(水凝胶)，凝胶微球为细胞提供一个模拟的三维生长环境，通过传统

的CCK8细胞毒性实验进行药物筛选。结果 基于原代细胞培养建立的三维模型中，形成的海藻酸钙凝胶微球大

小均一，形态完整，该凝胶微球可用CCK8细胞毒性实验进行药物筛选，细胞毒性实验提示顺铂、卡铂及盐酸吉西他

滨对该原代细胞的抑制率相对较高。结论 海藻酸钙凝胶微球三维体系的形成表明基于原代培养的三维肿瘤模

型已初步建立，并且该模型可用作药物筛选，为临床用药提供一定的指导。
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【Abstract】 Objective To establish a model for tumor drug screening in vitro based on primary lung cancer cell

culture. Methods By co-culturing the isolated tumor cells with feeder cells, the tumor cell were amplified in vitro
firstly. The cultured tumor cells were mixed with sodium alginate solution and then dropped into calcium chloride solu-

tion to form stable calcium alginate gel microspheres (Hydrogels), which provided a three-dimensional growth environ-

ment for the cells and could be used for drug screening by traditional CCK8 cytotoxicity test. Results In the three-di-

mensional model based on the primary cell culture, calcium alginate gel microspheres were uniform in size and complete

in shape, and these gel microspheres can be used for drug screening in CCK8 cytotoxicity test. The cytotoxicity test indi-

cated that cisplatin, carboplatin and gemcitabine hydrochloride had a relatively high inhibited rate to the primary cells.

Conclution The formation of calcium alginate gel indicated a three-dimensional model based on primary cell culture was

preliminarily established, which also could be used as a drug screening model to provide guidance for clinical medication.
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研究表明，肿瘤的发生及发展与肿瘤所处的微

环境有着直接必然的联系[1]，体外肿瘤细胞的三维培

养技术，能够更好地模拟肿瘤细胞在体内的真实状

态 [2-3]。肿瘤细胞三维培养体系的建立涉及到细胞生

物学和组织工程学的交叉结合，相对于传统的平面培

养，三维培养可为肿瘤的体内实验搭建一个桥梁 [4]。

在肿瘤研究的基础领域，三维培养体系的建立对于临

床前体外药物的筛选、肿瘤干细胞的维持和分化以及

信号的异常传导都有着非常重要的研究意义[5-6]。特

别是针对一些少见的恶性肿瘤，临床前的药敏实验和

药物筛选、三维培养体系的建立将会为不必要的Ⅰ、

Ⅱ期临床实验提供有价值的引导，有效减少资金和资

源的浪费[7]。因此本实验在平面培养的基础上，尝试

建立一个稳定有效的体外三维筛药模型，并且通过试

用不同化疗药物对该模型进行了初步试验。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 标本来源 肿瘤组织标本来源于2020年1
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月至 2020年 7月在深圳市人民医院胸外科接受手术

切除的肿瘤患者。

1.1.2 主要试剂和药物 完全培养基F培养基成

分包括 DMEM、F-12 nutrient mix、FBS、L-glutamine、

hydrocortisone epidermal growth factor (EGF)、insulin、

ROCK inhibitor (Y-27632)、青霉素/链霉素；胰酶包括

0.05%的 Trypsin/EDTA、0.25%的 Trypsin/EDTA；主要

化疗药物有顺铂、卡铂、培美曲塞和盐酸吉西他滨；其

他还有海藻酸钠溶液、氯化钙。

1.2 方法

1.2.1 肿瘤原代细胞培养 将胸外科手术取下

的肺癌组织标本转移至组织保护液中，并放置在冰上

取回至实验室。肿瘤组织块转移至6 cm的培养皿中用

磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗三次，洗去组织块上的血水，

用已经高压灭菌消毒的手术剪刀将组织剪成1 mm3小

的组织碎块，消化酶重悬转移至 15 mL 的离心管，固

定于 37℃培养箱中消化 0.5~3 h。在 500×g、4℃离心

5 min，弃去上清。沉淀用完全培养基重悬，100 μm的

滤膜过滤后300×g、4℃离心5 min。细胞沉淀用F培养

基重悬后铺板在含有饲养层细胞的培养板中，于

37℃、5%的CO2培养箱中培养。

1.2.2 原代细胞免疫荧光鉴定 将 105的细胞接

种在含有细胞爬片的24孔板中，第二天细胞贴壁后用

PBS冲洗两次，洗去培养基和漂浮的死细胞后用4%的

多聚甲醛室温固定 30 min。PBS 冲洗两次后加入

0.5%的Triton-X-100，室温使其通透 15 min，再用PBS

冲洗两次；用5%的BSA室温封闭30 min，一抗分别为

CK7、NapsinA、TTF-1 和 Ki67，按照 1∶200 的稀释比

加入，4°C过夜孵育。PBS冲洗 3次，每次 3~5 min，二

抗1∶500稀释，室温孵育1 h后PBS洗3次，充分洗去

抗体残留。复染细胞核 DAPI，以 1∶1 000 稀释后常

温孵育10 min以后PBS漂洗3次，每次5 min。滴加抗

淬灭剂，封片，荧光显微镜镜检。

1.2.3 原代肺癌细胞的三维培养及药物敏感性

测试模型构建 将分离得到的原代肺癌细胞与海藻

酸钠溶液均匀混合(每毫升海藻酸钠溶液中加入106个

细胞)；利用锐孔挤压法(将混合液吸入1 mL的无菌注

射器中)控制力度均匀滴入 100 mmol/L 的 CaCl2溶液

中，钙化 30 min使之形成粒径均一的凝胶微球；生理

盐水清洗两次，培养基再清洗一次，将包埋癌细胞的

海藻酸钙凝胶微球转移至培养基中培养 10 d，使之形

成三维细胞团；转移相同个数的细胞团至 96孔板中，

分别加药处理48 h和72 h。

1.2.4 CCK8法检测细胞毒性 每孔加入10%的

CCK8新鲜培养基，37℃培养箱中孵育 2 h，酶标仪检

测450 nm处的OD值。

2 结果

2.1 肿瘤组织收集及病理鉴定 收取的组织标

本石蜡切片病理判定结果为浸润性肺腺癌，腺泡型(约

50%)+实体型(约 40%)+乳头型(约 10%)，免疫组化结

果显示CK (+)，NapsinA (+)，TTF-1 (+)。

2.2 原代肺癌细胞平面生长情况 分离得到的

肿瘤细胞与饲养层细胞共培养，培养3~7 d换液，在显

微镜下可观察到明显的细胞克隆，肿瘤细胞贴壁聚

集，紧密排列，成鹅卵石铺路石状，见图 1A；在共培养

体系中，清晰可见岛状细胞团，并被饲养层细胞紧密

包裹生长，饲养层细胞呈梭形状，与上皮细胞可明显

区分，见图1B。

2.3 免疫荧光鉴定 培养的细胞用免疫荧光法

进行鉴定，如图 2 所示，免疫荧光结果显示 CK7 为强

阳性，NapsinA 和 TTF-1 均为阳性表达，Ki67 细胞增

殖为强阳性。免疫荧光抗体表达结果与患者肿瘤组

织的病理结果一致，提示培养的原代细胞为肺腺癌肿

瘤细胞。

图1 原代肺癌细胞生长形态

注：A，原代细胞(×100)；B，原代细胞(×40)。

图2 原代肺癌细胞免疫荧光鉴定
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2.4 原代肺癌细胞在三维培养体系中的培养 海藻

酸钠溶液与细胞混合，滴进氯化钙溶液中会形成海藻

酸钙凝胶微球，微球讲细胞包裹形成一个三维体系，

可以让细胞在立体三维空间中持续生长，图 3A为一

个海藻酸钙凝胶微球，该微球大小均一，形态完整；图

3B是单个凝胶微球中细胞的生长状态，单个细胞在微

球中会形成小的细胞团，细胞团悬浮生长，形成了一

个封闭的三维环境。

2.5 原代肺癌细胞在三维培养体系中的药物敏

感性检测 肺腺癌的临床化疗药物主要包括顺铂、卡

铂、培美曲塞和盐酸吉西他滨等，通过CCK8法检测肺

腺癌原代细胞在该三维体系中的抑制率，如图4所示，

药物作用时间为 48 h时，药物抑制率为卡铂>吉西他

滨>顺铂>培美曲塞；药物作用时间为72 h时，顺铂>卡

铂>吉西他滨>培美曲塞。此株原代细胞对培美曲塞

的敏感性相对较低，对顺铂、卡铂及吉西他滨的敏感

性相差不大，在临床上可选择联合用药以提高对病情

的控制程度。

图3 原代细胞肺癌细胞的三维培养

注：A，海藻酸钙凝胶微球(×40)；B，海藻酸钙凝胶微球中细胞生长形

态(×100)。

图4 不同化疗药物对肺癌原代细胞的抑制率

3 讨论

肺癌是我国在世界范围内发病率和死亡率最高

的恶性肿瘤之一[8]。临床医生对于肺癌的化疗用药多

限于经验给药，这种用药模式会造成患者出现多重耐

药、不良反应、效果欠佳等后果。有研究表明，有药敏

实验结果指导的临床治疗效果要明显优于无药敏实

验指导的治疗[9]。因此建立一种更接近体内的成熟的

体外药筛模型，是非常重要的。在体外细胞培养的研

究中，研究者主要是在坚硬的塑料或玻璃表面进行2D

培养，主要是因为2D培养简单、方便和有高效的细胞

增殖速度[10]。2D培养的细胞模型会与细胞真实的生

存环境和生长方式有很大的不同，与3D培养相比，可

以发现有明显的生物学变化，包括免疫系统激活、防

御反应、细胞黏附和组织发育[11-13]。因此，3D系统特别

是 3D 细胞培养体系在生物学上具有非常重要的意

义，比如更经济高效的新药开发、癌症患者体外药敏

实验及发育生物学和细胞分化机制的基础研究[10]。

目前三维培养主要有：三维成球培养(静止性悬浮

成球培养[14]、滴滴悬挂培养[15]、机械运动式培养[16])凝胶

包埋培养(胶原[17]、藻酸盐[18]、Matrigel [19])、三维组织工

程支架培养[4，20]。水凝胶是亲水聚合物交联在一起的

一种三维网络，可以吸收大量的生物液体和水而膨

胀，同时可以保持自己的网络结构，就像一个活体组

织一样具有高水容量、渗透力和一致性[21]。在生物医
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学领域中，水凝胶在药物输送载体、创面材料和3D打

印中的巨大应用潜力和价值已得到证实[21]。

本实验研究首先用与饲养层细胞共培养的2D培

养体系在体外迅速获得大量的原代肺癌细胞，然后利

用海藻酸钠水凝胶在 3D培养体系方面的应用，将得

到的原代肺癌细胞与海藻酸钠混合培养形成稳定的

海藻酸钙凝胶微球，初步构建了一个基于原代培养的

3D肿瘤药筛模型，并用此模型进行了化疗药物筛选的

初步试验。实验结果显示该3D模型形成的细胞微球

大小均一，形态完整，细胞生长状态良好；与其他的3D

模型相比，该模型在药物筛选时可以通过准确地控制

细胞球数量来统一细胞量进行药物敏感性实验，四种

化疗药物处理结果提示，该细胞对顺铂、卡铂及吉西

他滨的敏感性比培美曲塞的敏感性高。综上所述，该

三维模型的建立，方法简单，易于操作，成功率高，可

为临床上体外药物筛选提供一定的基础。
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