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条件重编程培养技术体外长时程分离
培养原代细胞的应用进展

叶方叠（综述） 杨 宸（审校） 姜昊文△

（复旦大学附属华山医院泌尿外科 上海 200032）

【【摘要】】 条件重编程（conditional reprogramming，CR）培养可以从人源组织中扩增原代细胞，并使得原代细胞能够

于体外永久传代培养。CR培养体系的建立的特征主要在于新鲜消化分离的人类正常细胞或肿瘤细胞和经过辐照

的小鼠成纤维细胞 3T3 滋养细胞在含有 Rho酶抑制剂（Y-27632）的培养基中共培养。CR细胞培养体系可用于多

种应用，可用于再生医学、肿瘤基因表达谱、蛋白表达谱和对药物敏感性的分析，从而提高对疾病的分子机制的认

识，以及精准指导药物个性化治疗。
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Application progress on vitro time-range separation culture of

primary cells by conditional reprogramming culture

YE Fang-die，YANG Chen，JIANG Hao-wen△

（Department of Urology，Huashan Hospital，Fudan University，Shanghai 200032，China）

【【Abstract】】 Conditional reprogramming（CR）culture can expand primary cells from human-derived
tissues and allow primary cells to be permanently subcultured in vitro. The establishment of CR culture
system was mainly characterized by co-culture of human normal or tumor cells which were digested and
isolated with irradiated mouse fibroblasts 3T3 feeder cells in a medium containing a Rho enzyme inhibitor
（Y-27632）CR cell culture system can be used in a variety of applications，including regenerative medicine，
tumor gene expression profiling，protein expression profiling，and analysis of drug sensitivity，to improve our
understanding on the molecular mechanisms of disease and precise medicine.
【【Key words】】 conditional reprogramming culture； primary cell； feeder cell； Rho-associated kinase
inhibitor
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条件重编程（conditional reprogramming，CR）
培养技术目前应用于多种原代细胞系的培养，由人

诱导多能干细胞培养体系改良，并经过试验专用于

培养动物组织来源的上皮细胞。CR培养的具体步

骤是细胞与辐射过的小鼠成纤维 J2 细胞（滋养细

胞）在 配 有 Rho 相 关 激 酶（Rho-associated kinase，
ROCK）抑制剂（Y-27632）的条件培养基中共培养。

ROCK抑制剂可提高骨髓源性间充质干细胞和人

角质形成细胞的增殖能力，诱导细胞无限增殖，故

加入 Y-27632的培养基可以用来增加患者来源的正
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常或肿瘤上皮细胞的细胞株，以及肝细胞系的存活

能力。该模型保持了原代细胞的生物学特性，含有

药物代谢酶及相应的辅助因子，可为药敏试验提供

相关信息，为研究药物代谢和药物相互作用提供了

良好的体外模型，应用于肿瘤细胞培养有较好前

景。CR细胞培养技术作为原代细胞培养技术的新

兴技术，目前仅用于膀胱癌、前列腺癌、非小细胞肺

癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）、小鼠神经

母细胞瘤等相关领域。随着技术的逐步成熟，CR
培养技术将广泛应用于各个系统肿瘤。本文对 CR
培养技术应用于不同肿瘤细胞及其在药物代谢中

的应用进展进行了综述。

CR培养体系概述 多年来科学家致力于寻找

一种能对人类正常细胞和肿瘤细胞进行永久体外

培养的培养体系［1］，但是传统的细胞体外培养方法

会改变细胞的表型、染色体组型、蛋白表达量。更

为重要的是肿瘤细胞在体外培养会丧失原代肿瘤

细胞的异质性，同时没有基因突变的正常细胞由于

端粒酶等限制无法在体外培养中长时间存活，阻碍

了对不同疾病进行分子和细胞层面的深入研究。

一般采用 SV病毒（simian vacuolating virus）大

T抗原与管家蛋白相互作用［2］诱导细胞体外永生化

或者过表达人类端粒酶逆转录酶（human telomerase
reverse transcriptase，hTERT）［3］，使细胞获得持续增

殖的生物学特性。然而，通过基因操作的方式对细

胞进行培养可能会造成染色体不稳定，比如在传代

之后造成不可逆的关键基因或者性状的丢失。大

多数原代细胞难以维持体外扩增，一般经过有限代

数就会停止生长并逐渐死亡。

CR培养技术由人诱导多能干细胞培养体系改

良并经过试验，专用于培养动物组织来源的上皮细

胞。经过 CR培养体系建立的原代细胞可以维持来

源组织的染色体特征，并保持正常组织来源的生物

学特性。例如人类前列腺癌的 CR细胞维持了来源

组织第 13号染色体的突变，故原代细胞具有在基质

胶中生长和在免疫缺陷小鼠皮下成瘤等生物学特

征［4］。CR技术用于肺部上皮、乳腺上皮［5］、结肠上

皮、食管上皮［6］、包皮上皮和子宫颈阴道部及尿液脱

落膀胱癌细胞，均获得成功［7-8］。同时，重编程培养

细胞（CR cell，CRC）在成人上皮细胞中表现出干细

胞特性［9］。不同于其他细胞模型，CR技术可以早期

建立患者来源的正常或肿瘤细胞培养株，并保持无

限扩增而无需基因处理，从而保留了原代细胞的性

状和染色体特性。Y-27632对细胞的永生化诱导和

人乳头瘤病毒（human papilloma virus，HPV-16）E6

和 E7 致癌基因诱导永生化的作用相同，E6 和滋养

细胞的作用都是激活端粒酶，然而 E7和 Y-27632都

能破坏肌动蛋白细胞骨架并使 Rho13 失活［10］。CR
培养是可逆的，将培养细胞移出 CR培养基，根据培

养条件不同，细胞停止增殖或终末分化。CRC区别

于胚胎干细胞（embryonic stem cell，EC）和诱导多

能干细胞（induced pluripotent stem cell，iPC），CRC
不是挑选的结果，也不是通过基因操作诱导的结

果。CR技术能快速建立所需细胞模型，维持原代

细 胞 的 表 型 、肿 瘤 异 质 性（主 要 指 肿 瘤 内 异 质

性）［11］、染色体组型和药物敏感性等特征。

近 年 来 ，患 者 来 源 的 异 种 移 植 物（patient-
derived tumor xenograft，PDX）逐渐发展成为更加系

统的研究肿瘤发生、发展过程的模型。泛组织来源

的 CRC可用于类器官 PDX模型的建立，因此 CR技

术具有基础研究、临床诊断、治疗和再生医学的应

用前景（图 1）。

CR应用

CR 建立稳定的患者来源的 PDX 细胞株 目前

抗肿瘤活性药物的筛查依旧使用标准的癌症细胞

系。由于肿瘤细胞系易于扩增的特性，利用这些细

胞系已经对癌症的恶变机制以及药物反应有了一

定的了解。进一步研究发现，在药物毒性作用下肿

瘤细胞系选择压力导致细胞系发生分化，故难以代

表原来肿瘤的特性。因此需要建立更多的代表肿

瘤生物学特性的细胞株，用于药物临床前期的抗癌

药效筛选及验证。

PDX是患者肿瘤和基质组织直接移植入严重

免疫缺陷小鼠，并在体内维持，可用于临床前药物

试验和转化医学试验［12］。PDX模型相比于标准癌

图 1 泛组织来源培养体系的工作流程

Fig 1 Workflow of extensive tissue-derived culture
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症细胞株，优点在于维持了肿瘤的生物学特性，缺

点是动物消耗大，培养时间长，移植率不一致，缺乏

持续的体外生长，不适合大批量使用。传统方法培

养的 PDX细胞多数停止增殖或在几代内发生凋亡。

Borodovsky 等［13］将 CR技术与 PDX技术结合，

在体外以较高成功率传代培养患者来源的 PDX组

织。标准肿瘤细胞系不能明确代表原代肿瘤的遗

传学和异质性，所以在临床药物敏感试验以及转化

医学中作用有限。作者通过 300个基因对晚期传代

的 CR-PDX细胞系进行靶向序列分析，数据显示

CR-PDX成功维持了同位基因的频率，没有发生基

因漂移，证明 CR-PDX维持了遗传学的稳定性。另

一方面，结果证明 CR-PDX与原发肿瘤的药物敏感

性相同，可以用作药物筛查试验。标准肿瘤细胞系

的优点在于能够通过靶向敲除基因改变基因表达

来判断基因型和表型的关系。用靶向或打乱的对

照小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）转染

CR-PDX细胞，通过实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）
证明敲除成功，在研究结束时评估基因敲除对存活

率的影响，研究数据显示 CR-PDX细胞可以用来进

行基因操作研究，以探讨细胞生理学，并为临床相

关细胞群的机制研究提供证据［13］。

CR 培养的尿液来源的膀胱癌细胞在精准治疗

膀胱癌中的作用 在中国，膀胱癌是泌尿生殖系统

肿瘤中最常见的肿瘤［14］。膀胱癌的症状不明显，一

经发现大部分是中晚期，膀胱癌的治疗方案不仅和

临床分期有关，而且与患者个体临床情况有关。根

据膀胱癌的不同分型，无肌层浸润膀胱癌的 5 年生

存率为 60%~70%［15］，肌层浸润性膀胱癌的 5 年生

存率仅为 35%。因此，需要一种新型无创模型来早

期诊断膀胱癌，并根据患者个体临床情况选择适当

的放化疗及手术，以提高患者生存率和改善患者生

存质量。

膀胱癌患者进行活检来获取肿瘤组织构建

PDX的药敏模型和确认膀胱癌患者的临床分期属

于有创操作。尿液病理能提供精确、动态的临床信

息，可以捕获复杂的基因突变情况以及原发或转移

肿瘤的特点，同时尿液是易于获取且无创检查，已

广泛应用于临床，通过细胞学和生物标记物来诊断

膀胱癌。因此，通过 CR技术建立的尿液来源的肿

瘤细胞培养是临床上理想的方法（图 2）。

我们实验室通过 CR技术建立源于原发肿瘤样

本和尿液的肿瘤细胞集落，并进行 3D培养形成球

体，HE染色结果显示 CRC表现出的肿瘤细胞特性

与相应的肿瘤病理切片相同；使用 IHC染色尿液中

CRC观察细胞类型特异性标记物（GATA3、P40、

P63）的表达，发现与相应原发性肿瘤细胞相一致；

对 尿 液 CRC 进 行 全 外 显 子 测 序（whole exome
sequencing，WES）分析，与相应的亲代肿瘤进行比

较 ，发现 CR 细胞与原发肿瘤组织共有 79.7%~
82.6%的变异谱。对原发肿瘤和尿液 CRC变异率

分析表明，单核苷酸变异和插入、缺失在培养过程

中保持一致［16］。因此，CR技术维持了原发肿瘤细

胞的分子特性以及遗传结构。这种快速有效建立

尿液或患者来源的膀胱癌 CRC的方法有利于进行

大范围的药物筛查试验，以及了解细胞发生耐药性

的机制，这种新颖、无创、快速建立体外膀胱肿瘤系

统的方法为特异患者的药物反应和个体化药物治

疗提供了基础［17］。

CR 用于体外长期培养原代肝细胞 尽管肝细

胞在体内拥有相当强的增殖能力，但在体外保持增

殖和分化能力相当困难，理想的培养方法应满足细

胞数量大、密度高、细胞功能强而持久、易获取等临

床应用需求。前期研究主要在于培养永生化肝细

胞，但永生化肝细胞势必会丢失一部分原代肝细胞

性状，且在体外不能维持正常增殖和功能，所以需

要一种新型技术培养非永生化肝细胞以维持原代

肝细胞基因型、表型和功能。通过评价 CYP3A4、

1A1 和 2C9 的活性以及白蛋白、s100a4、krt8、krt18、
cyp1a1、cyp3a4、cyp2b6、cyp2c8、cyp2c9 和 cyp2d6 的

mRNA表达情况来评估肝细胞功能；同时使用短串

联重复序列（short tandem repeats，STR）分析比较

这些细胞的 DNA指纹图谱：它们与原代肝组织拥

有同一组织来源［18］。来源于年轻患者的原代肝细

胞培养的 CRC能在体外培养长达 3个月，即使来源

图 2 CR原代培养在尿液中的应用

Fig 2 Application of CR culture in urine
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于年老患者的原代肝细胞培养的 CRC也能培养长

达 2~3 个月，远远超过市面上的肝细胞株，最为重

要 的 是 这 些 CRC 在 培 养 早 期 保 持 较 高 水 平 的

CYP3A4、1A1和 2C9，意味着 CRC在早期具有较强

的肝细胞功能。CR培养的成本低，耗材少，可为临

床肝病研究以及解决肝源不足提供可行的体外培

养模型（图 3）。

CR 提供去势抵抗性前列腺癌药物筛查模型

（图 4） 据统计，至 2019 年曾经被诊断患有前列腺

癌美国男性将超 360 万人，确诊患者的中位年龄为

66 岁［19］。早期前列腺癌可以通过外科手段干预治

疗，进展期前列腺癌缺乏有效的治疗手段，常规的

去势药物或者手术治疗均会导致前列腺癌发展成

为去势抵抗性前列腺癌（castration-resistant prostate
cancer，CRPC）［20］。个体化癌症治疗基于患者的肿

瘤谱系、组织病理学、表达分析和/或肿瘤 DNA或

RNA分析，因此需要一个标准的 CRPC模型来进行

药物和放疗疗效筛查［21］。不同于其他肿瘤细胞，前

列腺癌细胞不易获取，来源单一，最常见的前列腺

癌模型是 PC-3、DU145 和 LNCaP，均来源于转移

癌，既不能涵盖全部前列腺癌，也不能代表个体原

代前列腺癌细胞［22］。

人类前列腺的上皮组织有 3 种类型：分泌性上

皮细胞、基底细胞和神经内分泌细胞［23］。分泌性上

皮细胞是柱状上皮细胞，含有前列腺特异性抗原、

前列腺酸性磷酸酶和细胞标记物，如细胞角蛋白 18

（cytokeratin 18，CK18）和 雄 激 素 受 体（androgen
receptor，AR）。基底细胞位于分泌性上皮细胞下

层，表达标记物包括 CK5 和 CK14，仅表达低水平

AR，基底细胞具有干细胞功能［24］。神经内分泌细

胞是罕见的细胞类型，表达内分泌标志物，如突触

素和嗜铬蛋白 A，而不表达 AR。建立和长期维持

来源于患者的前列腺肿瘤组织样本的体外培养一

直难以实现。近年来 CR技术的诞生使原代细胞体

外培养有了突破性的进展，生成了患者来源的去势

敏感的前列腺肿瘤到去势抵抗的前列腺肿瘤的

CRC，以及正常前列腺组织来源的 CRC作为对照

组［25］。通过 qRT-PCR和流式细胞术比较源于患者

肿瘤病理标本的 CRC和已建立的前列腺癌细胞模

型 LNCaP，所有 CRC都表达高水平的基底细胞标

记物 CK5、CK14 和 TP63，几乎不表达分泌性上皮

细胞标记物（如 AR和 CK18），蛋白质表达水平与

LNCaP相似，用基因组学、蛋白组学对这些 CRC进

一步确认，表明 CR技术成功培养了细胞模型。通

过 CR技术获取的 CRC-CRPC用于药物敏感试验，

分别使用 306 种临床或新兴抗肿瘤药物，分成 5 种

浓度阶梯，在 72 h后检测细胞的生存率，以确定肿

瘤细胞对药物的敏感性［26-27］，显示出几种潜在抗肿

瘤药物的疗效，如紫杉烷类、甲帕克林、奥沙利铂和

韦 纳 托 克 拉 司 。 最 有 效 的 是 Navitoclax（ABT-

263），它与 bcl-2家族成员过表达和诱导细胞凋亡有

关。该研究建立的 CRC培养体系既验证了新兴的

抗前列腺癌药物的疗效，也为 CRPC新药的重新定

位提供了依据。CR技术可以用来对前列腺癌进行

大范围的药物筛查，以获取最好的药效学（图 4）。

CR用于人类 NSCLC建模 NSCLC占肺癌总

图 3 肝脏细胞原代培养

Fig 3 Primary culture of liver cells

图 4 CR培养在 CRPC中的应用

Fig 4 Application of CR culture in CRPC
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数 13%，NSCLC占肺癌总数 87%。肺癌诊断时多

数为中晚期，约 18%选择手术治疗，62%采取放化

疗。化疗是治疗恶性肿瘤最重要的手段之一，肿瘤

细胞对化疗药物产生耐药常常导致化疗失败。临

床前试验有助于新药的开发和个体化治疗。目前

的 NSCLC临床前模型不能很好地反映患者肿瘤内

和肿瘤间的异质性，因此以细胞为基础的 NSCLC
体外模型成为研究热点。Hynds等［28］分享了从 12

例肺腺癌患者（Ⅱ期 9 例，Ⅲ期 3 例）中获得原发性

NSCLC细胞培养的经验，以及如何提高 NSCLC体

外培养的成功率。

利用 CR技术对 NSCLC原代细胞与小鼠成纤

维细胞 J3 共培养（加入 ROCK抑制剂），获得 10 组

（83.3%）原代上皮细胞培养物。为了验证 CR技术

培养的原代肿瘤细胞是否被正常基底细胞污染，对

其中 4个细胞株进行 3D培养分化，结果显示细胞形

成管腔，形成了含有分化的气道上皮细胞类型的上

皮球状物，提示在肿瘤原代细胞培养中扩增了正常

气道基底细胞，并过度增殖。通过向免疫缺陷小鼠

注射 1×106细胞悬液进行高通量测序，仅 1 例表现

原代肿瘤细胞特性 ，表明原代肿瘤细胞培养中

NSCLC样本被正常基底细胞所污染。因此，CR技

术用于 NSCLC培养的关键在于分离肿瘤细胞和正

常基底细胞。除疾病阶段对细胞培养成功率有影

响外，肿瘤基因型可能也是培养成功的决定因素之

一。在进行肺部肿瘤原代培养时应彻底分离肿瘤

细胞和正常基底细胞，以防在细胞培养过程中因正

常基底细胞过度生长而抑制原代肿瘤细胞生长。

CR 技 术 有 望 作 为 建 立 NSCLC 模 型 的 新 手 段

（图 5）。

CR 培养的小鼠神经母细胞瘤保留了原代肿瘤

的异质性（图 6） 神经母细胞瘤是婴幼儿最常见的

颅外肿瘤，属于神经内分泌肿瘤，起源于交感神经

系统的任意神经脊部分，常见发生部位是肾上腺。

近一半的神经母细胞瘤发生于 2 岁以内的婴幼儿。

不同神经母细胞瘤患者预后差别很大，约一半的神

经母细胞瘤患者尽管接受了强化的多模式治疗，但

预后不佳，而其他患者肿瘤可自行消退或分化为良

性神经节神经瘤［29］，即神经母细胞瘤间存在广泛的

肿瘤异质性。因此，需要准确的临床前模型测试新

的治疗方法。CR技术可以利用患者来源的少量细

胞进行快速繁殖，并维持肿瘤细胞的异质性，克服

传统细胞系的缺点。现阶段 CR技术成功建立了以

TH-MYCN小鼠转基因纤维母细胞瘤模型中分离

出来的肿瘤细胞株为原代细胞的细胞系（图 6），保

留了悬浮生长的能力，并成功传代、冷冻和生物包

埋，细胞系维持了原代肿瘤细胞的异质性，有利于

解决成纤维母细胞瘤患者中广泛存在的肿瘤间异

质性的问题［30］。

CR的优缺点 CR能快速有效地体外培养原

代细胞，并且保持染色体组型的完整性，只需要微

量细胞量即可建系。CR能迅速将患者肿瘤相关信

息提供给临床，达到精准的抗肿瘤药物敏感性筛查

以及免疫治疗。对患者肿瘤穿刺标本进行 CR培

养，短时间内就能提供精确的治疗方案，即个体化

医疗。CR还可以用于扩增癌旁组织（或癌前病变

组织）、明确癌症侵袭范围及提前发现癌症。

CR技术用于 3T3 小鼠成纤维细胞引起的人基

质细胞的生长，以至于无法评估人基质细胞对肿瘤

生长发育及药物敏感性的影响。其次，Y-27632 可

能潜在干扰肿瘤细胞的迁移实验和入侵试验。第

三，人类活组织标本中含有正常细胞和肿瘤细胞，

在 CR培养时正常细胞可能生长快于肿瘤细胞，甚

至侵占整个培养基。最后，滋养细胞与目标细胞共

图 5 CR培养在 NSCLC中的应用

Fig 5 Application of CR culture in NSCLC

图 6 CR培养在 NB中的应用

Fig 6 Application of CR culture in NB

培养存在污染目标细胞的可能。

结语 CR技术作为一门新兴方法，相比于传

统细胞培养能够快速、有效地建立细胞系，为基础

和临床试验提供系统的分子模型，有助于从细胞分

子角度了解肿瘤的发病机制。科学家致力于建立

人类肿瘤样本来源相关的成纤维细胞模型，以期为

基础研究和转化研究提供一个更具潜力的癌症模

型系统，用以捕获肿瘤细胞群和基质成分（成纤维

细胞）的相互作用。目前正在尝试用 CR技术解决

疾病，如通过基因编辑技术修复 CRC，校正导致疾

病的缺陷基因，再将修复的细胞导入机体，重新生

长得到这些校正的健康细胞，由于源自自身组织，

避免了免疫排斥。
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