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(57)摘要

本发明提供一种用于培养原代乳腺上皮细

胞的、含有双向调节素的原代细胞培养基和使用

了该原代细胞培养基的培养方法。所述培养方法

中，使用上述原代细胞培养基在包被有细胞外基

质胶的培养器皿上培养原代细胞，原代细胞生长

在细胞外基质胶包被的培养器皿上，在原代细胞

培养基所含营养因子和细胞外基质的共同作用

下快速增殖。由本发明的原代细胞培养基和原代

细胞培养方法得到的细胞模型，能够用于药物的

疗效评估和筛选。
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1.一种用于培养原代乳腺上皮细胞的原代细胞培养基，其特征在于：

含有双向调节素、表皮生长因子、胰岛素、B27、ROCK激酶抑制剂Y27632、神经调节素1、

成纤维细胞生长因子7、TGFβI型受体抑制剂A8301和P38/MAPK抑制剂SB202190，且不含血

清、牛垂体提取物、Wnt激动剂、R‑spondin家族蛋白、BMP抑制剂、成纤维细胞生长因子10、烟

酰胺和N‑乙酰半胱氨酸，

所述双向调节素的含量为10ng/ml～100ng/ml；

所述表皮生长因子的含量为2.5ng/ml～20ng/ml；

所述胰岛素的含量为1μg/ml～10μg/ml；

所述B27以1:25～1:100的终浓度稀释；

所述Y27632含量为5μM～15μM；

所述神经调节素1的含量为5nM～20nM；

所述成纤维细胞生长因子7的含量为2.5ng/ml～20ng/ml；

所述A8301的含量为100nM～500nM；

所述SB202190的含量为100nM～500nM。

2.如权利要求1所述的原代细胞培养基，其特征在于：

所述原代乳腺上皮细胞为乳腺癌肿瘤细胞、正常乳腺上皮细胞、乳腺上皮干细胞。

3.一种原代乳腺上皮细胞的培养方法，其特征在于，包括以下步骤：

(1)配制权利要求1或2所述的原代细胞培养基；

(2)用细胞外基质胶稀释液包被培养器皿；

(3)在包被好的培养器皿内接种原代乳腺上皮细胞，使用所述原代细胞培养基，在正常

氧气浓度条件或低氧条件下进行培养，在原代乳腺上皮细胞生长至占培养器皿底面积80％

～90％左右的细胞密度时进行消化传代。

4.如权利要求3所述的培养方法，其特征在于：

所述细胞外基质胶为低生长因子型，

采用无血清培养基对所述细胞外基质胶进行稀释，所述细胞外基质胶的稀释比例为1:

50～1:400，

包被方法为将稀释后的细胞外基质胶加入培养器皿内，使其完全覆盖培养器皿底部，

静置包被30分钟以上。

5.一种用于治疗乳腺疾病的药物的筛选方法，其特征在于，包括以下步骤：

(1)根据权利要求3或4所述的培养方法培养得到乳腺上皮细胞；

(2)选定需要检测的药物；

(3)所述药物以其最大血浆浓度Cmax为参考，以2～5倍Cmax为起始浓度，稀释成不同的药

物浓度梯度；

(4)将步骤(1)培养得到的乳腺上皮细胞消化成单细胞悬液，并用含有细胞外基质胶的

权利要求1或2所述的原代细胞培养基将单细胞悬液进行稀释，按每孔1000～10000个细胞

的接种密度将稀释后的细胞悬液加入多孔板内，进行过夜贴壁；

(5)对步骤(4)中得到的贴壁细胞添加梯度稀释后的所述药物；

(6)进行细胞活力检测。

6.如权利要求5所述的筛选方法，其特征在于：
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所述细胞活力检测中，向每孔加入细胞活力检测试剂，震荡均匀后，用荧光酶标仪测量

各孔的化学发光强度值，根据测得的数值绘制药物量‑效曲线，计算各个药物对细胞的增殖

的抑制强度。
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原代乳腺上皮细胞培养基、培养方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于医药技术领域，具体而言，涉及用于在体外培养或扩增原代乳腺上皮

细胞的培养基及培养方法，还涉及培养得到的细胞在药物的疗效评估和筛选中的方法和应

用。

背景技术

[0002] 乳腺癌是影响女性健康的最主要的恶性肿瘤之一。最新的统计结果显示，在全球

范围内，乳腺癌的发病率和死亡率分别位列女性恶性肿瘤发病率和死亡率的第一位和第二

位。近年来，尽管人们对乳腺癌的分子分型和发病机制的研究取得了很多进展，目前针对乳

腺癌的标准药物治疗方法仍以激素类和细胞毒性类药物为主，缺乏个性化的精准用药指

导。因为乳腺癌分型的多样性和复杂性以及其高度的异质性，仅凭分子或基因诊断而不辅

助于功能性测试，很难真正预测临床用药的疗效(Adam  A.Friedman等，Nat  Rev  Cancer，15

(12):747‑56，2015)。

[0003] 功能性测试是指在体外对抗肿瘤药物在癌症患者细胞上的敏感性进行检测的方

法。应用这一方法的关键在于开发生长周期短且能够代表乳腺癌患者自身生物学特性的肿

瘤细胞模型。另外，所述细胞模型应操作便捷以快速高效地预测临床用药的疗效，从而及时

给予癌症患者精准用药指导。然而，取自癌症患者的原代肿瘤细胞在体外建立细胞模型成

功率往往很低，生长周期长，并存在成纤维细胞等间质细胞过度增殖等问题，制约着这一领

域的发展。目前有两种培养原代上皮细胞/干细胞的技术在肿瘤细胞功能性测试应用领域

发展得相对成熟，一种是使用经辐射的饲养细胞和ROCK激酶抑制剂Y27632来促进原代上皮

细胞的生长以考察个体患者的药物敏感性的技术，即细胞条件重编程技术(Liu等，Am  J 

Pathol，180：599‑607，2012)。另一种技术是体外3D培养成体干细胞从而获得类似于组织器

官的类器官技术(Hans  Clevers等，Cell，11；172(1‑2):373‑386，2018)。

[0004] 然而，这两种技术都存在一定的局限性。细胞重编程技术是一种将患者自体原代

上皮细胞与鼠源性饲养细胞共培养的技术，然而，在对患者原代细胞进行药物敏感性测试

时，这些鼠源性细胞的存在会干扰患者自体原代细胞的药物敏感性检测结果；但如果撤除

鼠源性饲养细胞，病人自体原代细胞就脱离了重编程环境，细胞的增殖速率和细胞内信号

通路会发生明显的改变(Liu等，Am  J  Pathol，183(6):1862‑1870，2013；Liu等，Cell  Death 

Dis.，9(7):750，2018)，从而使患者自体原代细胞对药物的响应结果因此受到较大影响。类

器官技术是将患者自体原代上皮细胞包埋在细胞外基质内进行体外三维立体培养的技术，

该技术无需饲养细胞，因此不存在鼠源性饲养细胞的干扰问题，但是类器官技术的培养基

内需添加多种特定的生长因子，成本昂贵，不适于普及到临床进行大规模应用。另外，类器

官在整个培养过程中均需将细胞包埋在细胞外基质胶中，其细胞接种、传代和药物敏感性

测试的铺板步骤相较于2D培养操作繁琐费时，且该技术所形成的类器官大小尺寸不好控

制，易出现部分类器官生长过大而导致内部发生坏死的情况，因此，类器官技术相较于2D培

养技术可操作性和适用性不强，需要专业技术人员操作，不适合大规模广泛应用于临床体
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外药物敏感性检测(Nick  Barker，Nat  Cell  Biol，18(3):246‑54，2016)。

[0005] 鉴于以上技术的局限性，临床上需要开发一种原代乳腺上皮细胞培养技术，其培

养周期短，成本可控，操作便捷，不受外源性细胞干扰。在将该技术应用于构建原代乳腺癌

肿瘤细胞模型时，所培养的乳腺癌肿瘤细胞能代表乳腺癌患者自身的生物学特性。通过体

外评估抗肿瘤药物在不同癌症患者个体所衍生的细胞模型上的敏感性，来提高临床上抗肿

瘤药物的响应率，减少不合适的药物给患者造成的痛苦及医疗资源的浪费。

发明内容

[0006] 本发明旨在针对现有技术的不足，提供一种用于培养原代乳腺上皮细胞的原代乳

腺上皮细胞培养基以及使用该培养基的原代乳腺上皮细胞的培养方法，采用本发明的原代

乳腺上皮细胞培养基和培养方法，能够达到体外培养周期短、成本可控、操作便捷并不受外

源性细胞干扰的目的。在该技术应用于构建原代乳腺癌肿瘤细胞模型时，能够获得具有乳

腺癌患者自身生物学特性的原代乳腺癌肿瘤细胞，并能够应用于新药筛选和体外药物敏感

性检测。

[0007] 本发明的一个方面在于提供一种用于培养原代乳腺上皮细胞的原代细胞培养基，

其含有双向调节素(Amphiregulin)。其中，优选双向调节素的含量为10ng/ml以上，从成本

上考虑，优选为10ng/ml～100ng/ml。

[0008] 本发明的原代细胞培养基优选还含有：表皮生长因子(EGF)、胰岛素(Insulin)、

B27、ROCK激酶抑制剂Y27632、神经调节素1(Neuregulin1)、成纤维细胞生长因子7(FGF7)、

TGFβI型受体抑制剂A8301和P38/MAPK抑制剂SB202190中的一种或多种或全部。其中，优选：

所述EGF的含量为2.5ng/ml～20ng/ml；胰岛素的含量为1μg/ml～10μg/ml；所述B27以1:25

～1:100的终浓度稀释；所述Y27632含量为5μM～15μM；所述神经调节素1的含量为5nM～

20nM；所述FGF7的含量为2.5ng/ml～20ng/ml；所述A8301的含量为100nM～500nM；所述

SB202190的含量为100nM～500nM。

[0009] 该培养基配方成分与细胞条件重编程培养基和乳腺上皮细胞类器官培养基成分

相比，添加了双向调节素，不包含血清、牛垂体提取物等不确定成分，也不包含Wnt激动剂、

R‑spondin家族蛋白、BMP抑制剂等类器官培养所必须的龛因子，并且不包含成纤维细胞生

长因子10(FGF10)、烟酰胺(Nicotinamide)和N‑乙酰半胱氨酸(N‑Acetylcysteine)，从而大

大降低了培养基的成本，简化了配制培养基的操作流程，实现了成本可控和操作便捷的原

代乳腺上皮细胞的体外培养。

[0010] 本发明中，原代乳腺上皮细胞可以为乳腺癌肿瘤细胞、正常乳腺上皮细胞、乳腺上

皮干细胞。

[0011] 本发明的一个方面在于提供一种原代乳腺上皮细胞的培养方法，其包括以下步

骤：

[0012] (1)按上述配方配制本发明的原代细胞培养基。

[0013] (2)用细胞外基质胶稀释液包被培养器皿。

[0014] 其中，该细胞外基质胶使用低生长因子型细胞外基质胶，例如，可采用市售的

Matrigel(Corning：354230)或BME(Trevigen：3533‑010‑02)。更具体而言，用无血清的培养

基稀释细胞外基质胶，培养基可以是本发明的原代细胞培养基，也可以是DMEM/F12
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(Corning：R10‑092‑CV)。细胞外基质胶的稀释比例为1:50‑400，优选为1:100‑200。包被方

法为将稀释后的细胞外基质胶加入培养器皿内，使其完全覆盖培养器皿底部，静置包被30

分钟以上，优选在37℃条件下静置包被，优选包被30～60分钟。包被结束后吸弃多余的细胞

外基质胶稀释液，培养器皿备用。

[0015] (3)从乳腺组织分离得到原代乳腺上皮细胞。

[0016] 原代乳腺上皮细胞例如可以来源于乳腺癌组织样本和癌旁组织样本。乳腺癌组织

样本例如来源于进行过说明并获得同意的乳腺肿瘤患者手术切除癌组织样本，癌旁组织样

本采集自离乳腺癌组织距离至少5cm以上的乳腺组织。在患者手术切除或活检后的半小时

内进行上述组织样本的收集。更具体而言，在无菌环境下，切取非坏死部位的组织样本，其

体积在0.5cm3以上，将其置于预冷的10‑50mL  DMEM/F12培养基中，培养基盛在塑料无菌带

盖离心管内，冰上运输至实验室；其中，DMEM/F12培养基中含有50‑200U/mL(例如100U/mL)

青霉素和50‑200U/mL(例如100U/mL)链霉素(以下简称运输液)。

[0017] 在生物安全柜内，将组织样本转移至细胞培养皿内，用运输液润洗组织样本，将组

织样本表面的血细胞清洗掉，并剔除组织样本表面的皮肤、筋膜等不需要的组织。

[0018] 将润洗后的组织样本转移至另一个新的培养皿内，加入5‑25mL运输液，用无菌手

术刀片和手术镊将组织样本分割为直径小于1mm3的组织碎块。

[0019] 将组织样本碎块转移至离心管内，用台式离心机以至少1000转/分钟离心3‑10分

钟；然后用移液器小心移除离心管内上清，再用5‑25mL含胶原酶II(0.5‑5mg/mL，例如1mg/

mL)和胶原酶IV(0.5‑5mg/mL，例如1mg/mL)的无血清DMEM/F12培养基重悬，置37℃恒温摇床

上进行振荡消化，时间为至少1小时(消化时间取决于样本大小；如果样本大于1g，则消化时

间增至1.5‑2小时)；之后用台式离心机以至少300g/分钟离心3‑10分钟，弃去上清液，消化

后的组织细胞用5‑25mL含例如10％小牛血清的DMEM/F12培养基重悬，研磨过筛，细胞筛孔

径为例如100μm，将过筛的细胞悬液收集于离心管中；用血细胞计数板计数。

[0020] 然后将细胞悬液在离心机中以至少300g/分钟离心3‑10分钟，弃去上清，再用本发

明的原代细胞培养基重悬。

[0021] (4)在包被好的培养器皿内接种步骤(3)中分离得到的原代乳腺上皮细胞。

[0022] 更具体而言，在T12.5培养瓶中按1×103～1×105细胞/mL(例如1×104细胞/mL)的

密度接种原代乳腺癌肿瘤细胞，加入1‑10mL原代上皮细胞培养基，在例如37℃、5％CO2的条

件下于细胞培养箱中培养8‑10天，氧气浓度可为常氧(15‑20％氧气浓度)，也可为低氧(0.5

～4％氧气浓度)，期间每4天换成新鲜的原代细胞培养基，在原代乳腺上皮细胞长至占培养

瓶底面积80％～90％左右的细胞密度时进行消化传代。

[0023] 该接种步骤无需使用饲养细胞，相比细胞条件重编程技术，免去了培养和辐照饲

养细胞的操作步骤。该步骤相比类器官技术，也无需在冰上将原代细胞和基质胶混匀后形

成胶滴，并等待胶滴凝固后加入培养基，预先包被好的培养器皿可直接用于原代细胞接种，

此外，包被培养器皿仅需少量稀释后的细胞外基质胶，相比类器官技术，节约了价格昂贵的

细胞外基质胶的使用量，也简化了操作步骤。

[0024] (5)任选地，接种后的原代乳腺上皮细胞在培养4～10天后，当培养瓶内形成的细

胞克隆最大直径达500μm时，弃去上清，加入1‑2mL  0.05％胰酶(Thermo  Fisher：25300062)

进行细胞消化，室温下孵育5‑20分钟；然后用含有例如10％(v/v)小牛血清、100U/mL青霉素
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和100U/mL链霉素的培养液1‑10mL重悬消化处理后的细胞，以至少300g/分钟离心3‑10分

钟，使用本发明的原代细胞培养基将消化后的单细胞重悬，将所得到的细胞悬液置入包被

有细胞外基质胶的T25细胞培养瓶中继续扩大培养。T25细胞培养瓶的包被操作同步骤(2)。

[0025] 扩增的乳腺上皮细胞呈2D生长，避免了类器官技术扩增出现的类器官大小不均一

和生长过大的类器官出现内部坏死等情况。

[0026] 另外，由本发明的原代乳腺上皮细胞的培养方法培养得到的乳腺上皮细胞、特别

是乳腺癌肿瘤细胞能够用于药物的疗效评估和筛选，包括以下步骤：

[0027] (1)获取原代乳腺上皮细胞，特别优选获取源自乳腺癌患者的癌组织样本或活检

癌组织样本，分离得到原代乳腺上皮细胞，根据如上所述的方法培养并扩增原代乳腺上皮

细胞(特别是原代乳腺癌肿瘤细胞)达至少105数量级、优选至少106数量级的细胞数目。

[0028] (2)选定需要检测的药物。

[0029] (3)药物以其最大血浆浓度Cmax为参考，以2‑5倍Cmax为起始浓度，稀释多个不同的

药物浓度梯度，例如5‑10个、优选6‑8个药物浓度梯度。

[0030] (4)将步骤(1)中培养得到的乳腺上皮消化成单细胞悬液，用血细胞计数板进行计

数，用含有细胞外基质胶的本发明的原代细胞培养基将单细胞悬液稀释，按每孔1000‑

10000个的密度将稀释后的细胞悬液均匀地加入到多孔板内，例如每孔50μL细胞稀释液，并

进行过夜贴壁。

[0031] 该步骤避免了细胞重编程技术出现的由于饲养细胞的存在而干扰原代细胞计数

和后续的原代细胞活力检测的问题，也无需像类器官技术一样，在冰上将细胞悬液与基质

胶混合包埋再铺板的繁琐步骤，从而大大简化了操作流程，增强了技术的可操作性和实用

性。由于接种的细胞为单细胞悬液而不是像类器官一样的3D结构，所以该技术与类器官技

术相比，铺板的细胞数更加均一，铺板产生的孔间细胞数差异小，也更适合进行后续的高通

量药物筛选操作。

[0032] (5)采用高通量自动化工作站，对步骤(4)中得到的贴壁细胞添加梯度稀释后的所

选定的传统化疗药物、靶向药物、抗体药物或几种药物组合等候选药物，进行处理。

[0033] (6)加药处理数小时后，例如72小时后，采用Cell‑Titer  Glo发光法细胞活力检测

试剂盒(Promega：G7573)检测乳腺上皮细胞的存活率，进行药物活性筛选。

[0034] 具体而言，向每孔加入例如50μL  Cell  Titer‑Glo试剂(Promega：G7573)，均匀震

荡后，用荧光酶标仪测量各孔的化学发光强度，根据测得的数值，以药物浓度为横坐标，荧

光强度为纵坐标，应用GraphPad  Prism  7.0软件绘制药物量‑效曲线，计算各个药物对所测

试细胞的增殖的抑制强度。

[0035] 在本发明的原代乳腺癌肿瘤细胞在药物筛选和体外药物敏感性检测的应用中，由

于不是细胞共培养体系，所以不会出现细胞重编程技术中的饲养细胞干扰检测结果的现

象。由于细胞呈2D生长，与药物的作用时间也比类器官技术的药物检测时间短(类器官技术

的平均给药时间为6天)。

[0036] 本发明的有益效果还包括：

[0037] (1)提高原代乳腺上皮细胞培养的成功率，成功率达到90％以上；

[0038] (2)保证体外原代培养的乳腺上皮细胞能够再现原代细胞来源病人的病理表型和

异质性；
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[0039] (3)所培养的原代乳腺上皮细胞不受成纤维细胞、脂肪细胞等间质细胞的干扰，能

得到纯化的乳腺上皮细胞；

[0040] (4)培养基成分不含血清，所以不受不同批次血清质量和数量的影响；

[0041] (5)扩增乳腺上皮细胞效率高，只要有104级别的细胞数量就可在两周左右时间内

成功扩增出106数量级的乳腺上皮细胞，扩增出的乳腺上皮细胞还可以连续传代；

[0042] (6)传代步骤无需冰上操作和解离基质胶，10‑15分钟内即可完成细胞的消化传

代；

[0043] (7)培养成本可控：原代乳腺癌培养基无需加入价格昂贵的Wnt激动剂、R‑spondin

家族蛋白、BMP抑制剂、FGF10等因子，是对已有原代乳腺上皮细胞类器官培养基的简化和改

进，细胞接种也无需使用浓度较高的细胞外基质与原代细胞混合形成胶滴，而只需使用少

量细胞外基质胶制备的稀释液，节约了成本较高的细胞外基质的用量；

[0044] (8)操作便捷，该技术相比条件重编程技术，无需培养饲养细胞并对饲养细胞进行

辐射，避免了不同批次饲养细胞的质量和数量影响原代细胞培养效率的问题，药物筛选的

铺板和检测的对象只有原代乳腺上皮细胞，而不受细胞条件重编程技术所述的共培养体系

中饲养细胞的干扰；相比类器官技术，本发明采用的细胞外基质胶的包被方法，培养器皿可

预先准备，无需像类器官技术一样将细胞包埋于基质胶内，所述技术操作步骤简便易行；

[0045] (9)所述技术培养获得的乳腺上皮细胞数量大，均一化程度高，适合高通量筛选新

候选化合物和为病人提供高通量药物体外敏感性功能测试。

[0046] 采用本实施方式的细胞培养基，可培养来源于包括人的或其他哺乳动物的乳腺上

皮细胞，包括乳腺癌肿瘤细胞、正常乳腺上皮细胞、乳腺上皮干细胞、或者包含这些细胞中

的至少任一种的组织。

[0047] 此外，还可从所述细胞和所述组织中的至少一方形成类器官。

[0048] 另外，通过本实施方式的培养方法获得的细胞可应用于再生医疗、乳腺上皮细胞

的基础医学研究、药物应答的筛选、以及来源于乳腺疾病的新药研发等。

附图说明

[0049] 图1为用本发明的原代细胞培养方法对临床乳腺组织样本分离得到的细胞进行培

养所获得的原代乳腺上皮细胞的倒置相差显微镜下照片。

[0050] 图2是将从两例不同的乳腺癌临床组织样本(HMFL‑XN30，HMFL‑XN22)分离得到的

原代乳腺癌肿瘤细胞分别接种在经过细胞外基质胶包被和不经过任何包被的培养板内培

养得到的细胞镜下照片。

[0051] 图3是用于说明双向调节素对原代乳腺癌肿瘤细胞的促增殖作用的效果。

[0052] 图4是将从两例乳腺癌临床组织样本(HMFL‑XN12，HMFL‑XN21)分离得到的细胞分

别采用细胞条件重编程技术、本发明技术和类器官技术培养所获得的细胞生长曲线对比图

和培养至第27天时HMFL‑XN21的镜下照片。

[0053] 图5是将从一例乳腺癌临床组织样本(HMFL‑XN12)分离得到的细胞采用本发明技

术培养至第9天和培养至第22天的乳腺癌肿瘤细胞在倒置显微镜下的照片。

[0054] 图6是从一例乳腺癌手术切除样本分离得到的细胞(HMFL‑XN7)采用本发明技术培

养获得的乳腺癌肿瘤细胞的免疫荧光染色结果与该组织样本自身原始的组织切片免疫组
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化结果对比。

[0055] 图7是从两例乳腺癌手术切除样本分离得到的细胞采用本发明技术培养获得的不

同代数的乳腺癌肿瘤细胞的基因突变一致性分析和其中一例的染色体核型分析结果。

[0056] 图8是对来源于两例病理诊断为三阴性乳腺癌患者的癌组织的原代乳腺癌肿瘤细

胞采用本发明技术进行培养所获得的乳腺癌肿瘤细胞在小鼠体内的成瘤情况。

[0057] 图9是表示采用本发明技术培养的原代乳腺癌肿瘤细胞对不同化疗药物和靶向药

物的剂量‑效应曲线及经计算得到的半数抑制率。

具体实施方式

[0058] [实施例1]

[0059] 人原代乳腺上皮细胞的分离和原代乳腺上皮细胞培养基的优化

[0060] (1)人原代乳腺上皮细胞的分离

[0061] 乳腺癌组织样本来源于五例进行过说明并获得同意的乳腺肿瘤患者手术切除癌

组织样本，它们分别是HMFL‑XN1，HMFL‑XN3，HMFL‑XN4，HMFL‑XN6，HMFL‑XN8。下面以其中一

例样本(HMFL‑XN1)进行说明。在患者手术切除或活检后的半小时内进行上述组织样本的收

集。更具体而言，在无菌环境下，切取非坏死部位的组织样本，其体积在0.5cm3以上，将其置

于预冷的20mL  DMEM/F12培养基(Corning公司制)中，培养基盛在50mL塑料无菌带盖离心管

内，冰上运输至实验室；其中，DMEM/F12培养基中含有100U/mL青霉素和100U/mL链霉素(以

下简称运输液)。

[0062] 在生物安全柜内，将组织样本(HMFL‑XN1)转移至100mm细胞培养皿内，用运输液润

洗组织样本，将组织样本表面的血细胞清洗掉，并剔除组织样本表面的皮肤、筋膜等不需要

的组织。

[0063] 将润洗后的组织样本转移至另一个新的100mm培养皿内，加入10mL运输液，用无菌

手术刀片和手术镊将组织样本分割为直径小于1mm3的组织碎块。

[0064] 将组织样本碎块转移至50mL离心管内，用台式离心机以1200转/分钟离心5分钟；

然后用移液器小心移除离心管内上清，再用10mL含胶原酶II(1mg/mL)和胶原酶IV(1mg/mL)

的无血清DMEM/F12培养基重悬，置37℃恒温摇床上进行振荡消化，时间为1小时；之后用台

式离心机以350g/分钟离心5分钟，弃去上清液，消化后的组织细胞用10mL含10％小牛血清

的DMEM/F12培养基重悬，研磨过筛，细胞筛孔径为100μm，将过筛的细胞悬液收集于50mL离

心管中；用血细胞计数板计数。

[0065] 然后将细胞悬液在离心机中以350g/分钟离心5分钟，弃去上清，再用本发明的原

代细胞培养基重悬。

[0066] 另外四例乳腺肿瘤组织样本按照以上同样的方法进行分离。

[0067] (2)原代乳腺上皮细胞培养基的优化

[0068] 将Matrigel(注册商标)(BD生物科技公司制)使用无血清DMEM/F12培养基按1:100

稀释比例，配制成细胞外基质稀释液，在48孔培养板内加入200μl/孔的细胞外基质稀释液

使其完全覆盖培养板孔的底部。在37℃培养箱内静置1小时。1小时后，移除细胞外基质稀释

液，得到包被有Matrigel的培养板。

[0069] 首先配置基础培养基。向市售的DMEM/F‑12培养基中以说明书浓度(1:100倍稀释)
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加入GlutaMAX‑I(Thermo  Fisher  SCIENTIFIC公司制)，以最终浓度10μg/ml的条件添加人

胰岛素(Sigma公司制)，以最终浓度10μM的条件添加ROCK激酶抑制剂Y27632(Sigma公司

制)，以1:100倍稀释比例加入青霉素‑链霉素(Thermo  Fisher  SCIENTIFIC公司制)配置得

到基础培养基。

[0070] 接着，在基础培养基内分别加入不同种类的添加剂(表1)配置成含有不同添加成

分的乳腺上皮细胞培养基，将不同成分的培养基按500μl/孔体积加入至包被有细胞外基质

胶(Matrigel)的48孔板内。将本实施例步骤(1)从乳腺癌组织分离得到的乳腺癌肿瘤细胞

(HMFL‑XN1)以1×104个/孔的细胞密度接种在Matrigel包被过的48孔培养板内，以37℃、

5％CO2浓度、20％氧浓度的条件，使等数目的新鲜分离的乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN1)在不

同的培养基配方条件下进行培养。培养开始后每4天进行一次培养基的更换。培养10天后，

进行细胞计数。其中，作为实验对照，使用未添加任何添加剂的基础培养基。其余四例乳腺

癌组织样本分离得到的乳腺癌肿瘤细胞按照以上同样的方法进行培养和计数。将实验结果

示于表1。

[0071] [表1]
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[0072]

[0073] 其中，“+”表示相比基础培养基，加入该添加剂的培养基对从乳腺癌组织分离出的

原代乳腺癌肿瘤上皮细胞中的至少三例有促进增殖的作用；“－”表示添加该添加剂的培养

基对从乳腺癌组织分离出的原代乳腺癌肿瘤上皮细胞中的至少两例显示有抑制增殖的作

用；“○”表示添加该添加剂的培养基对从乳腺癌组织分离出的原代乳腺癌肿瘤上皮细胞中

的至少三例的增殖没有明显的影响。

[0074] [实施例2]

[0075] 人原代乳腺上皮细胞的培养

[0076] (1)原代乳腺上皮细胞培养基的制备

[0077] 首先，按照实施例1的步骤(2)同样的方法制备基础培养基。向基础培养基中以最

终浓度20ng/ml的条件添加人双向调节素(R&D  systems公司制)，以最终浓度10ng/ml的条

件添加EGF(Peprotech公司制)，以1:50比例稀释条件添加B27(Thermo  Fisher  SCIENTIFIC

公司制)，以最终浓度10nM的条件添加人神经调节素1(Peprotech公司制)，以最终浓度
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10ng/ml添加FGF7(R&D  systems公司制)，以最终浓度500nM条件添加TGFβ1抑制剂A8301

(MCE公司制)，以最终浓度500nM条件添加P38/MAPK抑制剂SB202190(MCE公司制)，制备原代

乳腺上皮细胞培养基。

[0078] (2)乳腺癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞和癌旁组织来源的乳腺正常上皮细胞

的培养

[0079] 使用与实施例1的步骤(1)同样的方法分别从同一乳腺癌患者的癌组织和癌旁乳

腺组织分离获得癌组织来源的乳腺上皮细胞及癌旁组织来源的乳腺上皮细胞。其中，癌旁

乳腺组织样本采集自离乳腺癌组织距离至少5cm以上的乳腺组织。接着，将癌组织来源的乳

腺癌肿瘤细胞用血细胞计数板进行计数，然后按4×104个/孔密度接种至Matrigel(注册商

标)(BD生物科技公司制)包被处理过的12孔板内。向12孔板中添加2mL制备好的原代乳腺上

皮细胞培养基，在37℃以5％CO2浓度、20％氧浓度的条件进行培养。

[0080] 图1的(A)是从一例临床手术切除的乳腺肿瘤样本分离的乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑

XN11)自接种开始后培养至第7天的镜下照片(50倍倒置相差显微镜下)。镜下观察可见，所

培养的癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞纯度较高，不含有成纤维细胞等间质细胞。图1的

(B)是从与HMFL‑XN11来源相同的病人的癌旁组织样本分离的原代乳腺正常上皮细胞

(HMFL‑XN11‑N)按4×104个/孔密度接种至Matrigel包被处理过的12孔板，自接种后培养至

第7天的镜下照片(50倍倒置相差显微镜下)。图1的(A)和(B)说明采用本发明的原代乳腺上

皮细胞培养基和培养方法对乳腺癌组织来源的乳腺癌肿瘤细胞和癌旁组织来源的乳腺正

常上皮细胞均可以实现高效的体外培养。培养出的原代细胞均不含成纤维细胞等间质细

胞。

[0081] 图1的(C)和(D)是另一例从临床手术切除的乳腺癌组织样本分离的原代乳腺癌肿

瘤细胞(HMFL‑XN15)按4×104个/孔密度接种至Matrigel包被处理过的12孔板，自接种后培

养第4天的镜下照片和自接种后培养第10天的镜下照片对比(100倍倒置相差显微镜下)。其

中，图1的(D)表示采用本发明的原代细胞培养基和培养方法可培养出构成乳腺的两种不同

的细胞亚群：管腔细胞和肌上皮细胞，实现了保持肿瘤样本异质性的体外培养。对比图1的

(C)和(D)可确认采用本发明的培养基和培养方法对乳腺癌组织样本分离、接种和培养，在

接种并培养的第4天即可有明显的乳腺上皮细胞克隆形成，培养至第10天时，细胞数目实现

了指数级的扩增，提示本发明技术是一种高效的体外扩增乳腺上皮细胞的技术。

[0082] (3)原代乳腺上皮细胞在正常氧气浓度条件和低氧条件下的培养

[0083] 使用与实施例1的步骤(1)同样的方法从一例乳腺癌患者的癌组织中分离获得乳

腺癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN30)。接着，将等细胞数目(4×104个/孔)的

原代乳腺癌肿瘤细胞HMFL‑XN30接种至Matrigel(注册商标)(BD生物科技公司制)包被处理

过的12孔板。向12孔板中添加2mL制备好的原代乳腺上皮细胞培养基，分别以氧浓度20％的

条件(正常氧气浓度条件)和氧浓度2％的条件(低氧条件)对等数目的乳腺癌肿瘤细胞进行

培养。培养至第7天时的镜下照片(100倍倒置相差显微镜下)。图1的(E)和(F)是癌组织来源

的乳腺上皮细胞分别在常氧和低氧条件下培养所得到的细胞镜下的对比。由图1(E)和(F)

可确认，采用本发明的培养基和培养方法既可以在常氧条件下(20％氧浓度)也可以在低氧

条件下(2％氧浓度)对癌组织来源的原代乳腺上皮细胞进行高效培养。

[0084] (4)乳腺癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞在包被细胞外基质胶和不包被细胞外
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基质胶的条件下培养效果的比较

[0085] 使用与实施例1的步骤(1)同样的方法从两例乳腺癌患者的癌组织中分离获得癌

组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN30，HMFL‑XN22)。接着，将等数目(4×104个/孔)

的原代乳腺癌肿瘤细胞HMFL‑XN30分别接种至Matrigel(注册商标)(BD生物科技公司制)包

被处理过的12孔板和未经过任何处理的12孔板中。向12孔板中添加2mL制备好的原代乳腺

上皮细胞培养基，以氧浓度20％的条件对等数目的原代乳腺癌肿瘤细胞进行培养。培养10

天后，进行拍照。HMFL‑XN22(P3)为HMFL‑XN22自分离后分别在包被Matrigel和不包被

Matrigel的条件下连续培养至第三代的乳腺癌肿瘤细胞，其余步骤和HMFL‑XN30操作步骤

相同。

[0086] 图2是乳腺癌组织源性原代乳腺癌肿瘤细胞HMFL‑XN30和HMFL‑XN22(P3)分别在包

被Matrigel和不包被Matrigel的条件下培养至第10天的细胞的镜下照片。根据图2可以确

认，采用Matrigel包被处理培养板较未经过任何处理的培养板，更有利于乳腺癌肿瘤细胞

的增殖。

[0087] [实施例3]

[0088] 双向调节素对乳腺癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞的促增殖效果

[0089] (1)使用与实施例2的步骤(1)同样的方法制备原代乳腺上皮细胞培养基。另外，在

原代乳腺上皮细胞培养基的配方中去除双向调节素，配制另一种不含双向调节素的原代培

养基。

[0090] (2)使用与实施例1的步骤(1)同样的方法获得两例不同的乳腺癌患者手术切除癌

组织样本来源的原代乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN2，HMFL‑XN12)和一例乳腺癌患者穿刺样本

的原代乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN13)。

[0091] 将手术切除癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN2)按照同样的接种密度

(5×104个/孔)分别接种至Matrigel(注册商标)(BD生物科技公司制)包被处理过的12孔板

内。使用含双向调节素的本发明原代乳腺上皮细胞培养基和不含双向调节素的原代培养基

在37℃以氧浓度20％的条件分别对细胞进行培养，每组两个复孔。图3的(A)为将源自同一

例乳腺癌患者所分离的细胞(HMFL‑XN2)按照等细胞数目(5×104个/孔)接种，在不含双向

调节素和含双向调节素的原代培养基培养6天后所形成的肿瘤细胞克隆的显微镜照片(100

倍倒置相差显微镜下)。

[0092] 图3的(B)为三例乳腺癌组织来源的乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN2，HMFL‑XN‑12和

HMFL‑XN13)分别使用不含双向调节素和含双向调节素的原代培养基培养10天后的细胞计

数结果，每组两个复孔。由图4可知，以不含双向调节素的培养基组所培养出的细胞作为对

照，添加双向调节素能够促进原代乳腺上皮细胞的增殖，添加该成分可增加至少50％、高达

250％的促进原代乳腺上皮细胞增殖的效果。

[0093] [实施例4]

[0094] 乳腺癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞的持续培养及生长曲线绘制

[0095] (1)使用与实施例2的步骤(1)同样的方法制备原代乳腺上皮细胞培养基。作为对

照，另外制备细胞条件重编程技术用培养基(以下也称“细胞条件重编程技术培养基”)，配

制步骤参见(Liu等，Nat  Protoc.，12(2):439‑451，2017)，培养基配方见表2。此外，作为另

一对照例，制备乳腺类器官的培养基(以下也称“类器官技术培养基”)，配制步骤参见(Hans 
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Clevers等，Cell，11；172(1‑2):373‑386，2018)，培养基配方见表3。

[0096] [表2]

[0097] 细胞条件重编程技术培养基成分

[0098] 培养基成分 供应商 货号 终浓度

DMEM培养基 Corning 10‑013‑CVR 65％

胎牛血清 Gibico 16140‑071 10％

Ham’s  F12营养液 Gibico 11765‑054 25％

氢化可的松 Sigma‑Aldrich H‑0888 25ng/ml

表皮生长因子 R&D 236‑EG 0.125ng/ml

胰岛素 Sigma‑Aldrich I‑5500 5μg/ml

两性霉素B Sigma‑Aldrich V900919 250ng/ml

庆大霉素 Gibico 15710‑064 10μg/ml

霍乱毒素 Sigma‑Aldrich C8052 0.1nM

Y27632 Enzo 270‑333M025 10μM

[0099] [表3]

[0100] 类器官技术培养基成分

[0101] 培养基成分 供应商 货号 终浓度

R‑Spondin  1条件培养基 自制 / 10％

或R‑Spondin  3重组蛋白 R&D 3500‑RS/CF 250ng/ml

神经调节素1 Peprotech 100‑03 5nM

成纤维细胞生长因子7 Peprotech 100‑19 5ng/ml

成纤维细胞生长因子10 Peprotech 100‑26 20ng/ml‑

表皮生长因子 Peprotech AF‑100‑15 5ng/ml

Noggin Peprotech 120‑10C 100ng/ml

A83‑01 Tocris 2939 500nM

Y‑27632 Abmole Y‑27632 5mM

SB202190 Sigma S7067 500nM

B27 Gibco 17504‑44 1x

N‑乙酰半胱氨酸 Sigma A9165‑5g 1.25mM

烟酰胺 Sigma N0636 5mM

谷氨酰胺添加剂100x Invitrogen 12634‑034 1x

Hepes缓冲液 Invitrogen 15630‑056 10mM

青霉素/链霉素 Invitrogen 15140‑122 100U/ml

Primocin Invivogen Ant‑pm‑1 50mg/ml

高级DMEM/F12培养基 Invitrogen 12634‑034 1x

[0102] (2)使用与实施例1的步骤(1)同样的方法获得两例乳腺癌组织来源的原代乳腺癌

肿瘤细胞(HMFL‑XN12和HMFL‑XN21)。接着，HMFL‑XN12和HMFL‑XN21按照相同的密度(4×104

个/孔)分别在以下三种培养条件下培养：

[0103] A.本发明技术：按4×104个/孔接种密度将原代乳腺癌肿瘤细胞接种至Matrigel
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(注册商标)(BD生物科技公司制)包被处理过的12孔板内，采用2mL的本发明的原代乳腺上

皮细胞培养基进行培养；

[0104] B.细胞条件重编程技术：按4×104个/孔接种密度将原代乳腺癌肿瘤细胞接种至

铺有受γ射线辐照过后的小鼠成纤维细胞系J2细胞(购自Kerafast公司)上，采用细胞条件

重编程技术培养基在12孔板中进行培养(具体步骤参见Liu等，Am  J  Pathol，183(6):1862‑

1870，2013)；

[0105] C .按4×104个/孔接种密度将原代乳腺癌肿瘤细胞接种至Matrigel(注册商标)

(BD生物科技公司制)包被处理过的12孔板内，采用2mL的类器官技术培养基在12孔板中进

行培养。

[0106] 上述三种培养中，每4天对三种培养条件下培养的细胞进行换液。

[0107] (3)对于采用本发明技术培养的原代乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN12和HMFL‑XN21)，

分别在培养板内生长达到约80％板底面积时，弃去原12孔板内的培养基上清，加入1mL 

0.05％胰酶(Thermo  Fisher：25300062)对细胞进行消化，37℃下孵育15分钟，15分钟后，用

含有10％(v/v)小牛血清、100U/mL青霉素和100U/mL链霉素的DMEM/F12培养液5mL重悬消化

处理后的细胞并收集至离心管内，以350g/分钟转速离心5分钟，使用本发明的培养基重悬

离心后的细胞沉淀，细胞计数板对细胞悬液进行计数，按4×104个/孔密度将细胞接种置另

一包被有细胞外基质胶的12孔培养板中继续培养。

[0108] 另两种培养条件下培养的细胞采用如上述同样的操作方式进行消化传代和计数，

并按照实施例4的步骤(2)中所述的B或C步骤分别进行细胞接种。

[0109] 当传代后的细胞在培养板内生长再次达到约80％板底面积时，再次按上述操作方

法消化收集所培养获得的细胞并计数。同样按4×104个/孔密度接种并持续培养。

[0110] 以下为原代乳腺上皮细胞在不同技术培养条件下细胞的群体倍增数的计算公式：

[0111] 细胞群体倍增数＝[log(N/X0)]/log2

[0112] 其中，N为传代时的细胞数目，X0为初始接种时的细胞数目(参见Greenwood等，

Environ  Mol  Mutagen  2004，43(1):36‑44)。

[0113] 图4的(A)和(B)是以培养天数为横坐标，细胞群体倍增数为纵坐标，采用Graphpad 

Prism7.0软件绘制的三种不同技术培养条件下的两例细胞的生长曲线。由图4的(A)和(B)

可以确认本发明技术培养的乳腺上皮细胞的增殖速度优于细胞条件重编程技术，和类器官

培养技术相近。

[0114] 图4的(C)的细胞照片为HMFL‑XN21在三种不同的培养条件下培养至第三代(第27

天)时的镜下照片(50倍倒置相差显微镜下)。

[0115] 图5是对HMFL‑XN12采用本发明的培养基培养培养至第9天时的镜下照片和培养至

第22天时的镜下照片对比(100倍倒置相差显微镜下)。由图5可以确认本发明技术可以对原

代乳腺上皮细胞进行持续培养，且多次传代并持续培养的细胞形态和未传代前的细胞形态

相比，未发生明显改变。

[0116] [实施例5]

[0117] 癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞免疫标记物的鉴定

[0118] (1)使用与实施例2的步骤(1)同样的方法制备原代乳腺癌肿瘤细胞培养基。

[0119] (2)从一例乳腺癌患者的临床手术切除样本取出约黄豆粒大小的癌组织，浸泡在

说　明　书 12/16 页

15

CN 112779209 B

15



10mL  4％多聚甲醛中固定。剩余癌组织使用与实施例1的步骤(1)同样的方法获得乳腺上皮

细胞(HMFL‑XN7)。使用实施例4的步骤(3)中本发明技术同样的方法将HMFL‑XN7持续培养至

第三代。

[0120] (3)采用免疫荧光法检测人乳腺癌肿瘤细胞上与癌症相关的重要生物标记物的表

达。所用的一抗为CK8(Abcam公司制)，CK14(Abcam公司制)，ER(Cell  Signaling 

Technology公司制)，PR(Cell  Signaling  Technology公司制)，HER2(Cell  Signaling 

Technology公司制)，Ki67(Cell  Signaling  Technology公司制)。所用的二抗为Anti‑

Rabbit  IgG(H+L) ,F(ab')2Fragment(Alexa 488Conjugate)(Cell  Signaling 

Technology公司制)，Anti‑Mouse  IgG (H+L) ,F(ab’)2Fragment(Alexa

594Conjugate)(Cell  Signaling  Technology公司制)。其中，ER、PR是预测患者是否可接受

内分泌治疗的重要指标；HER2是预测患者是否可接受抗HER2靶向治疗的重要指标；Ki67是

判断乳腺癌恶性程度和预后的指标；CK8和CK14是上皮细胞的生物标志物，也用于乳腺癌的

鉴别诊断。

[0121] 将按本发明技术培养至第三代的乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN7)接种于包被有

Matrigel的载玻片上，包被方式同实施例1的步骤(2)。采用本发明的原代乳腺上皮细胞培

养基进行培养，使细胞在载玻片上生长。用PBS缓冲液润洗细胞2次后，采用4％多聚甲醛将

细胞固定15分钟，随后用含1％BSA、1％Triton  X‑100的TBST(TBS+0.1％Tween  20)在室温

下孵育细胞一个小时，PBS缓冲液冲洗3次，每次3分钟。除去PBS液，在载玻片上滴加50μL一

抗稀释液(按抗体说明书配置)，室温下孵育60分钟，PBS冲洗三次，每次3分钟；滴加二抗稀

释液(按抗体说明书配置)，室温下孵育60分钟，PBS冲洗三次，每次3分钟。用1μg/mL的DAPI

染料(Sigma公司制)孵育细胞10分钟。用PBS漂洗细胞一次。用一滴封片剂(Thermo  Fisher 

Scientific公司制)封闭盖玻片后，拍摄细胞上ER、PR、HER2、CK8、CK14和Ki67这些与乳腺癌

相关的生物标记物的表达(400倍荧光显微镜下)。结果如图6的(A)所示。免疫荧光染色结果

显示采用本发明技术培养至第三代的乳腺上皮细胞为ER(+)、PR(+)、HER2(‑)、Ki67阳性细

胞数约为20％。

[0122] (4)采用免疫组化法检测HMFL‑XN7细胞来源的原始组织内与乳腺癌相关的重要生

物标记物的表达。4％多聚甲醛固定后的组织，经石蜡包埋，用切片机切成4μm厚的组织切

片。随后进行常规的免疫组织化学检测(具体步骤参见Yu等，Science，345(6193):216‑220，

2014)。所使用的一抗同免疫荧光法所用的一抗。拍摄细胞上ER、PR、HER2、CK8、CK14和Ki67

与癌症相关生物标记物的表达(200倍生物显微镜下)结果如图6的(B)所示。其中，免疫组化

结果显示患者为ER(+)、PR(+)、HER2(‑)、Ki67阳性细胞数约20％。

[0123] 由图6的(A)和(B)可以确认，采用本发明技术培养的乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN7)

培养至第三代时细胞上与乳腺癌相关的生物标记物的表达情况与细胞来源的原始组织切

片的标记物表达情况一致。说明采用本发明技术所培养的细胞保持了乳腺癌病人癌组织的

原始病理特性。

[0124] [实施例6]

[0125] 癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞的基因突变及核型分析

[0126] (1)基因突变分析：采用实施例4的步骤(3)中本发明技术同样的方法将乳腺癌肿

瘤细胞(HMFL‑XN10，HMFL‑XN12)进行持续培养，将体外培养并传代3次的乳腺癌肿瘤细胞
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(P3)和乳腺癌病人直接来源的未经过传代的癌肿瘤细胞(P0)离心收集后，使用DNeasy 

blood&tissue  kit(QIAGEN公司制)提取细胞的基因组DNA。收集细胞来源患者的外周血

2mL，采用同样的方法提取基因组DNA作为背景对照。随后，对细胞和血液样本的基因组DNA

进行全外显子组测序(具体操作步骤参见Hans  Clevers等，Cell，11；172(1‑2):373‑386，

2018)，并对测序结果进行肿瘤高频突变基因分析。使用MuSiC软件进行肿瘤高频突变分析，

MuSiC以该肿瘤样本来源的患者外周血基因突变为背景，对基因上的各个突变类型进行统

计检验，检测出显著高于背景突变率的基因。所得分析结果如图7的(A)所示。图7的(A)中维

恩图显示采用本发明技术培养获得的不同代数的乳腺癌肿瘤细胞所携带的高频基因突变

数目的比对。HMFL‑XN10(P3)是对用本发明培养方法培养了3代的乳腺癌病人的乳腺癌肿瘤

细胞进行的肿瘤高频突变分析，HMFL‑XN10(P0)是对同一例乳腺癌患者来源的初始分离的

未 经 过 传 代 的 乳 腺 癌 肿 瘤 细 胞 的 分 析 。上 述 分 析 结 果 使 用 h t t p s : / /

bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html软件制作。肿瘤高频突变分析结果显示

二者的高频突变基因基本一致。HMFL‑XN12与HMFL‑XN10细胞采用同样的方法平行操作。经

图7的(A)确认了本发明技术所培养的癌组织来源的乳腺癌肿瘤细胞能够保持病人癌组织

内原始的基因突变特性。

[0127] (2)染色体核型分析：采用实施例4的步骤(3)中本发明技术同样的方法将乳腺癌

肿瘤细胞(HMFL‑XN10)持续培养至第三代(P3)，在收集细胞的前一天在培养基中加入0.1μ

g/mL的秋水仙胺(Gibico公司制)，16小时后，消化收集细胞并用75mM的低渗透性KCl处理细

胞，将细胞用3:1的甲醇︰冰醋酸溶液固定30min。将固定后的细胞均匀地滴加在载玻片上，

并使其干燥，再使用5mg/ml的DAPI(Sigma公司制)对细胞核染色15分钟，使用激光共聚焦显

微镜(购自Leica公司)拍摄细胞中期分裂相，并对染色体进行配对排列。

[0128] 图7的(B)显示对HMFL‑XN10采用本发明技术培养至第三代的乳腺癌肿瘤细胞的染

色体形态和数目正常，没有出现多倍体或低倍体，但核内的染色体复制了两次，且多条染色

体彼此靠近，与肿瘤细胞核型特征一致，提示该细胞染色体异常，具有肿瘤细胞特征。由图7

的(B)可以确认本发明的培养方法所培养的癌组织来源的乳腺癌肿瘤细胞能够保持乳腺癌

病人的染色体核型特性。

[0129] [实施例7]

[0130] 癌组织来源的原代乳腺癌肿瘤细胞在小鼠体内的异种移植成瘤实验

[0131] 使用与实施例1的步骤(1)同样的方法从两例病理诊断为三阴性乳腺癌患者的癌

组织中分离获得乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN5，HMFL‑XN29)，按照实施例2的步骤(2)的方法分

别对HMFL‑XN5和HMFL‑XN29进行培养，待乳腺癌肿瘤细胞数量达到1×107个时，采用实施例

4的步骤(3)中本发明技术同样的方法对乳腺癌肿瘤细胞进行消化，并收集，采用本发明的

乳腺癌肿瘤细胞培养基和Matrigel(注册商标)(BD生物科技公司制)按照1:1混匀，并吸取

100μL与Matrigel混匀后的培养基将5×106个乳腺癌肿瘤细胞重悬，分别注射入6周大的雌

性高度免疫缺陷小鼠(NCG)小鼠(购自南京模式动物研究所)的乳腺脂肪垫和右前肢腋下部

位，每三天观察一次乳腺癌肿瘤细胞在小鼠体内形成肿瘤的体积和生长速率，并记录拍照。

[0132] 由图8可以确认，在肿瘤细胞接种后的第13天即可观察到小鼠的两处肿瘤细胞接

种部位均有瘤体形成，自第13天起至第22天，小鼠体内肿瘤增殖明显。说明采用本发明的培

养方法所培养的癌组织来源的乳腺癌肿瘤细胞在小鼠体内具有成瘤性。
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[0133] [实施例8]

[0134] 癌组织来源的乳腺癌肿瘤细胞的药物敏感性功能测试

[0135] 下面以乳腺癌患者手术切除样本为例，说明由病人来源的乳腺癌肿瘤样本培养得

到的乳腺癌肿瘤细胞可以用于检测病人肿瘤细胞对不同药物的敏感性。

[0136] 一、原代乳腺癌肿瘤细胞的铺板：将通过实施例4的步骤(3)中本发明技术同样的

方法得到的乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN5、HMFL‑XN7、HMFL‑XN10、HMFL‑XN12和HMFL‑XN29)的

单细胞悬液，按3000～5000个/孔密度接种于384孔板中，使细胞贴壁过夜。

[0137] 二、药物梯度实验：

[0138] (1)采用浓度梯度稀释的方法配制药物贮存板：分别吸取10μL的待测药物母液(药

物母液浓度按2倍于该药物在人体中的最大血药浓度Cmax配制)，加入到含20μL的DMSO的

0.5mL的EP管中，再从上述EP管中吸取10μL到第二个已装有20μL的DMSO的0.5mL的EP管中，

即按照1:3稀释药品。重复以上方法，依次稀释，最后得到加药所需的7种浓度。将不同浓度

的药物加入384孔药物储存板中。溶剂对照组各孔加入等体积的DMSO作为对照。本实施例

中，待测药物为表柔比星(MCE公司制)、拉帕替尼(MCE公司制)、多西他赛(MCE公司制)和他

莫昔芬(MCE公司制)。

[0139] (2)使用高通量自动化工作站(购自Perkin  Elmer公司)将384孔药物贮存板内的

不同浓度药物和溶剂对照加入到铺有乳腺癌肿瘤细胞的384孔细胞培养板中，药物组和溶

剂对照组都各设3个复孔。每孔加入药物体积为100nL。

[0140] (3)细胞活性检测：给药72小时后，用Cell  Titer‑Glo检测试剂(Promega公司制)

检测加药培养后细胞的化学发光数值，化学发光数值的大小反映细胞活力以及药物对细胞

活力的影响，每孔加入配制好的Cell  Titer‑Glo检测液，混匀后使用酶标仪检测化学发光

数值。

[0141] 使用Graphpad  Prism  7.0软件作图并计算半数抑制率IC50。

[0142] (4)药物敏感性测试结果如图9所示。

[0143] 图9的(A)～(D)分别表示从五个不同的乳腺癌患者的手术切除癌组织样本所培养

获得的乳腺癌肿瘤细胞对两个化疗药物表柔比星和多西他赛的药物敏感性、对内分泌治疗

药物他莫昔芬的敏感性和对靶向药物拉帕替尼的敏感性。结果显示，同一病人的细胞对不

同药物具有不同的敏感性，不同病人的细胞对同一药物的敏感性也不同。

[0144] 其中，源自激素受体阳性、HER2受体阴性的乳腺癌患者的乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑

XN7)对内分泌治疗药物他莫昔芬较其他病人敏感，半数抑制率为0.98μM；而对HER2靶向药

物拉帕替尼的敏感性较低，半数抑制率为2.5μM。源自HER2阳性乳腺癌患者的乳腺癌肿瘤细

胞(HMFL‑XN12)的测试结果则显示对抗HER2靶向药物拉帕替尼较其他病人敏感，半数抑制

剂量为0.92μM。另外，一例源自三阴性乳腺癌患者的乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN29)对内分泌

治疗药物他莫昔芬和抗HER2靶向药物拉帕替尼的敏感性较其他病人的乳腺癌肿瘤细胞的

敏感性偏低。而另一例三阴性乳腺癌患者的乳腺癌肿瘤细胞(HMFL‑XN5)则对四种所测试的

药物均不敏感。

[0145] 根据图9确认，本发明技术所培养的乳腺癌病人癌组织来源的乳腺癌肿瘤细胞对

化疗药物和靶向药物的敏感性测试结果与病人的临床病理分子分型相符，提示本发明技术

所培养的乳腺癌肿瘤细胞在预测乳腺癌患者临床用药疗效方面具有应用潜力。
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[0146] 虽然，上文中已经用一般性说明及具体实施方案对本发明作了详尽的描述，但在

本发明基础上，可以对之作一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。因

此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范围。
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