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摘　要：细胞永生化培养技术一直是个难点，条件性重编程技术 (conditional reprogramming, CR) 可能解决

这个问题。CR 技术通过将铯源 γ 射线辐照过的 Swiss-3T3-J2 小鼠成纤维细胞和人正常细胞或肿瘤细胞共培

养，向共培养体系中加入 Rho 相关蛋白激酶 (Rho-associated kinase, ROCK) 抑制剂 Y-27632，使人正常细胞

或肿瘤细胞获得部分干细胞特性和在体外无限制扩增的能力，并且撤除 J2 细胞和 ROCK 抑制剂之后，细

胞能够重新定向分化为原细胞。CR 技术在再生医学、药物敏感性测试、基因表达谱分析和异种移植研究等

领域具有广阔的发展前景，但目前尚不清楚其具体机制。现从 CR 技术的研究现状、可能机制和实验方法

进行综述，以期为 CR 技术的研究和应用提供更多的理论基础。
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Abstract: Cell immortalization has been difficult. Conditional reprogramming (CR) technology might be the 
solution. CR technology enables normal human cells and tumor cells to gain partial stem cell characteristics and 
proliferate indefinitely in vitro when co-cultured with irradiated Swiss-3T3-J2 mouse fibroblast feeder cells in the 
presence of Rho kinase inhibitor Y-27632. When cells were placed in conditions which mimic their natural 
environment, they retained the capacity to fully differentiate. CR cells have various applications including in 
regenerative medicine, drug sensitivity testing, gene expression profiling and xenograft studies. However, 
mechanisms of CR mediated immortalization are still unclear. This article summarized current research progress on 
CR mechanisms and experimental methods to provide theoretical evidences for future research and application.
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在过去的几十年里，科学家一直在寻找体外扩

增原代肿瘤细胞和正常细胞的方法 [1-2]。到目前为

止，通过传统方法建立的各种细胞系已经被广泛应

用于细胞生物学、分子生物学和肿瘤生物学的研究。

然而，由于传统细胞培养方法建立细胞系的成功率

非常低，并且不同组织来源的细胞建系的成功率差

异巨大 (1%~10%)[3]，严重阻碍了细胞体外研究的发

展 [4]。2017 年 1 月，美国乔治城大学刘学峰课题组

在 Nature Protocol 杂志上发表了关于条件性细胞重

编程技术 (CR) 的研究，CR 技术是指将铯源 γ 射线

辐照过的 Swiss-3T3-J2 小鼠成纤维饲养细胞与人正

常细胞或肿瘤细胞共同培养，通过添加 Rho 相关蛋
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白激酶 (Rho-associated kinase, ROCK)抑制剂Y-27632，
使正常细胞或肿瘤细胞获得部分干细胞特性和在体

外无限制复制能力的一种细胞培养技术 [5]。CR 技

术在再生医学、药物敏感性测试、基因表达谱分析

和异种移植研究等领域具有广阔的发展前景，美国

国家癌症研究所将 CR 技术列入针对肿瘤学项目与

药物发现项目的精准医疗计划中，但目前尚不清楚

CR 技术的具体机制，国内几乎没有关于 CR 技术

研究的报道。因此，很有必要对 CR 技术的研究现

状、可能机制和研究方法进行综述，以期为 CR 技

术的研究和应用提供更多的理论基础。

1　细胞永生化技术

1.1　传统细胞永生化技术

在体外无限制地扩增哺乳动物来源的正常细

胞和肿瘤细胞对再生医学和个体化医疗极其重要，

使正常细胞获得永生化的传统方法有 SV40 病毒大

T 抗原转化法 [6]、hTERT 基因过表达转化法 [7] 和

HPV E6/E7 基因过表达转化法 [8]，但这 3 种通过基

因操纵来实现细胞永生化的方法会导致细胞基因组

不稳定，细胞内 p53 和 Rb 调节通路出现异常，增

加细胞的癌变几率。Wilding 等 [9] 研究发现，与原

始细胞相比，经过以上 3 种方法处理过的细胞虽然

会获得较强增殖能力，但是在传代的过程中会丢失

一些重要的生物学和基因特性，细胞增殖能力逐渐

降低，最终出现衰老现象 [10]。2015 年，发现胚胎

干细胞 (embryonic stem cells, ESCs) 和诱导性多能

干细胞 (induced pluripotent stem cells, iPSCs) 能够在

体外大量扩增并且保持稳定核型，也能够通过诱导

分化为多种胚层的细胞，在再生医学领域具有巨大

的潜在应用价值 [11-12]。iPSCs 是通过向正常小鼠胚

胎成纤维细胞或人成纤维细胞内导入 Oct3/4、
Sox2、c-MYC 和 Klf4 等外源转录因子基因，使正

常细胞获得干细胞特性，增殖能力明显增强并具有

多向分化潜能的一类基因工程细胞 [12]。但Lister等 [13] 
发现，外源基因会改变细胞的基因组，包括基因的

甲基化异常和组蛋白异常修饰，增加细胞基因突变

风险。Taylor 等 [14] 发现，外源转录因子会改变

iPSCs 的免疫原性，使得 iPSCs 在临床上的应用存

在很大风险。ESCs 来源于早期胚胎或原始性腺，

具有分化为机体几乎所有细胞类型的潜力，但

ESCs 的临床应用存在伦理问题，伦理争论的焦点

主要集中在关于人类胚胎道德地位的争论和干细胞

研究是否应该规范化的争论 [15]。除此之外，目前的

技术水平尚未达到定向诱导 ESCs 和 iPSCs 分化为

特定细胞的水平，以上因素严重限制了 ESCs 和
iPSCs 在再生医学领域的应用。

1.2　CR技术

由于传统的细胞永生化方法应用存在很多尚未

解决的重要问题，因此，急需寻求一种新的方法。

与传统方法相比，CR 技术通过将铯源 γ 射线辐照

过的 Swiss-3T3-J2 小鼠成纤维饲养细胞与人正常细

胞或肿瘤细胞共同培养，添加 Rho 相关蛋白激酶

(Rho-associated kinase, ROCK) 抑制剂 Y-27632，改

变外部培养环境使细胞获得部分干细胞特性。与病

毒大 T 抗原转化法、hTERT 转化法、HPV E6/E7 基

因过表达转化法和 iPSCs 相比，CR 技术并未改变

细胞基因，维持了细胞基因组的稳定性和细胞免疫

原性。与 ESCs 相比，CR 技术不存在伦理问题。因

此，作为一种全新的细胞体外永生化技术，CR 技

术以其独特的优势展现出了良好的发展和应用前

景。CR 技术已经被广泛应用于再生医学领域，主

要包括新细胞系的建立、组织再生医学、肿瘤个性

化治疗、药物靶点发现、新药物发现、动物疾病模

型建立、药物毒理及安全性评价的研究等。

1.2.1　细胞系的建立

CR 技术能明显提高细胞的体外增殖能力，

Reynolds 等 [16] 分别采用 CR 技术和常规细胞培养

技术培养呼吸道表皮细胞，发现在相同的培养时间

内，CR 技术产生的细胞数量是常规培养技术的 379
倍。利用 CR 技术建立细胞系是该技术应用于再生

医学的基础，Timofeeva 等 [17] 利用 CR 技术建立患

者的前列腺癌细胞系，使得前列腺癌的体外研究成

为可能。芬兰赫尔辛基大学的研究人员利用 CR 技

术建立首批低药物抵抗性的前列腺癌细胞系 [18]。

Yuan 等 [19] 利用 CR 技术在体外扩增来源于一名复

发性呼吸道乳头瘤患者的肺正常组织和肿瘤组织细

胞，并分别产生大量细胞群体。Crystal 等 [20] 采用

CR 技术培养并建立药物抵抗性肺癌患者的肺癌细

胞系。除了肿瘤细胞之外，CR 技术也被用来在体

外建立人耳蜗祖细胞系 [21] 和肺囊性纤维化支气管

上皮细胞系 [22]。

1.2.2　组织再生医学

特定组织细胞的鉴定和体外扩增是组织再生医

学研究的难点，而 CR 技术能够解决这个问题。

Jensen 等 [23] 采用 CR 技术在体外扩增人食管上皮细

胞 (esophageal epithelial cells)，扩增之后的细胞被

移植至食管内腔进行组织修复，用于治疗嗜酸细胞
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性食管炎等食管相关疾病。Wolf 等 [24] 利用 CR 技

术在体外扩增人呼吸道上皮细胞，用于呼吸系统疾

病的研究和治疗。Reynolds 等 [16] 采用同样方法扩

增鼻气道上皮细胞，用于气道上皮组织损伤的修复。

LaRanger 等 [25] 采用 CR 技术在体外扩增人支气管

上皮细胞，探究其对小鼠肺囊性纤维化的治疗作用。

Avramescu 等 [26] 在体外大量扩增患者来源的支气管

和鼻腔上皮细胞，探究肺囊性纤维化的潜在致病因

子。Miller 等 [27] 通过 CR 技术在体外建立肺相关疾

病模型，研究肺部疾病的发生和发展。Butler 等 [28]

首先采用 CR 技术在体外大量扩增患者呼吸道上皮

细胞，随后将扩增后的细胞植入呼吸道上皮损伤部

位进行组织修复治疗。Chu 等 [29] 通过将 CRISPR-
Cas9 基因编辑技术与 CR 技术联合应用，揭示了

MUC18 基因的促炎作用。Alwhibi 等 [30] 则利用 CR
技术在体外建立肝癌细胞系，用于研究 Glossostemon 
bruguieri 根部提取物的抗癌作用。

1.2.3　肿瘤个体化治疗

在肿瘤的治疗过程中，肿瘤细胞通常会对治疗

方法和药物产生抗性，严重限制了常规治疗方法和

药物的疗效。Crystal 等 [20] 采用 CR 技术在体外培

养来自对药物产生抗性的肺癌患者癌细胞，用不同

药物及药物组合处理癌细胞，鉴定出适合治疗该患

者肺癌的药物组合。Yuan 等 [19] 利用 CR 技术在体

外大量扩增呼吸道乳头瘤患者肺肿瘤组织细胞，

Brady 等 [31] 通过 CR 技术在体外建立患者来源的乳

腺癌耐药细胞系，用于测试和选择适合于不同患者

的治疗药物和治疗方法。Yun 等 [32] 通过 CR 技术建

立头颈部鳞状细胞癌细胞系 (head and neck squamous 
cell carcinoma, HNSCC)，揭示了 HNSCC 对 NVP-
BKM120 产生耐药性的机制。CR 技术也被用来在

体外建立原位癌和转移癌细胞低频突变位点的检测

系统 [33]。Alamri 等 [34] 在体外扩增黏液性表皮细胞

瘤和唾液腺肿瘤细胞，用于化疗药物敏感性测试。

Piotrowska 等 [35] 在体外建立 MGH176、MGH700 等

肺癌细胞系，探究肺癌对 EGFR 抑制剂 Rociletinib
产生耐药性的机制。CR 技术已被当做新一代肿瘤

功能性诊断技术而得到广泛报道和应用 [36]。

1.2.4　新药物和药物靶点发现

CR 技术被用于癌症治疗新药物发现。研究人

员利用 CR 技术建立对多种药物具有抵抗性的前列

腺癌细胞系，并鉴定出能够有效杀伤该癌细胞的药

物 [18]。Chen 等 [37] 通过采用 CR 技术建立腺样囊性

癌 (adenoid cystic carcinomas, ACC) 细胞系，鉴定出

瑞戈非尼 (Regorafenib) 是 ACC 的潜在治疗药物。

CR 技术也被用来发现药物靶点，Panaccione 等 [38]

采用 CR 技术培养腺样囊性癌组织内的肿瘤干细胞，

发现 Notch1 和 SOX10 是腺样囊性癌的潜在新靶标。

Beglyarova 等 [39] 采用同样的方法鉴定出人胰腺

癌的新靶标为 MYC 和 ERCC3 的相互作用，并且

针对该靶标进行药物研发。Yuan 等 [40] 利用 CR 技

术培养神经内分泌宫颈癌 (neuroendocrine cervical 
cancer, NCC) 细胞，发现 MYC 是 NCC 的潜在靶标。

Vondalova 等 [41] 利用 CR 技术在体外建立患者来源

的前列腺癌细胞系，发现顺铂和 LA-12 能够通过激

活线粒体途径的细胞凋亡治疗前列腺癌。Hollevoet 
等 [42] 在体外建立胰腺导管腺癌 (pancreatic ductal 
adenocarcinoma, PDAC) 细胞系 GUMC108，发现抗

间皮素免疫毒素 RG7787 可能是 PDAC 的潜在治疗

药物。除此之外，CR 技术也为罕见癌症的治疗带

来了希望 [43]。

1.2.5　建立动物疾病模型

CR 技术也被用来建立动物疾病模型，Chen 
等 [37] 采用 CR 技术扩增 ACC 细胞系，随后将 ACC
细胞移植入斑马鱼体内，建立 CR 技术 / 斑马鱼动

物模型，该模型能够有效替代小鼠移植瘤 (patient-
derived xenograft, PDX) 模型。Ellis 等 [44] 采用同样

方法扩增人前列腺癌细胞，建立 C57BL/6 小鼠前列

腺癌移植瘤模型。Borodovsky 等 [45] 分离并培养患

者组织来源的肺癌和卵巢癌细胞，在体外建立癌细

胞系，并将癌细胞接种至 B-NSG 小鼠皮下建立荷

瘤小鼠模型。Bailey 等 [46] 通过 CR 条件培养基在体

外培养原代肾癌细胞系 GEMM，并将 GEMM 细胞

移植入 SCID 小鼠皮下。小鼠表皮细胞和小鼠乳腺

瘤病毒 (mouse mammary tumor virus, MMTV) 诱导

的肿瘤细胞用 CR 技术在体外扩增之后，植入裸鼠

足垫 [47]。Brown 等 [48] 在体外培养患者组织来源的

乳腺导管原位癌 (ductal carcinoma in situ, DCIS) 细
胞，以期为 DCIS 动物体内模型的建立提供基础。

除了建立肿瘤模型之外，CR 技术也被用来在体外

培养人正常阴道表皮细胞系，建立单纯疱疹病毒感

染阴道表皮细胞模型，用于寻找抗病毒药物 [49]。

1.3　CR技术的可能机制

1.3.1　非典型β-连环蛋白的激活

β- 连环蛋白是 Wnt 信号通路下游信号转导蛋

白，通过与细胞核内淋巴细胞增强因子 (lymphocyte 
enhancer factor, LEF) 和 T 细胞因子 (T cell factor, TCF)
相互作用，促进细胞生长、增殖和分化 [50]。CR 技
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术能够提高人子宫颈细胞 (human ectocervical cells, 
HECs) 核内 β- 连环蛋白的含量 [51]，诱导 HECs 表
达表皮干细胞标志 [52]。Verheyen 等 [53] 研究发现，

蛋白磷酸酶 2A (protein phosphatase 2A, PP2A) 通过

直接结合的方式使 β- 连环蛋白去磷酸化并激活其

蛋白活性。而糖原合成酶激酶 3 (glycogen synthase 
kinase-3, GSK-3) 通过与 β- 连环蛋白和轴蛋白形成

三聚体，促进 β- 连环蛋白磷酸化并进入泛素化介

导的蛋白降解途径，抑制 β- 连环蛋白的活性。经

典的 β- 连环蛋白激活途径是指 Akt 介导 GSK-3 磷

酸化失活或 Wnt 信号通路的激活 [54] ；但 Suprynowicz
等 [52] 发现在利用 CR 技术培养细胞的过程中，CR
技术能够提高 Akt 下游 mTOR 蛋白表达水平，通过

其负反馈调节作用降低 Akt 的表达水平， Akt 磷酸

化 GSK-3 的能力被抑制，提高去磷酸化激活状态

GSK-3 的表达水平，表明 Akt 介导 GSK-3 磷酸化

失活的经典激活途径并未参与 β- 连环蛋白激活过

程；且 CR 细胞和 LGK-974 细胞膜表面受体 LRP6
磷酸化的水平并未提高，表明 CR 技术并未通过

Wnt 信号通路激活 β- 连环蛋白，但却发现 CR 技术

能够提高 PP2A 的表达水平并促进 PP2A 与 β- 连环

蛋白结合，使 β- 连环蛋白发生去磷酸化而激活。

抑制 PP2A 酶活性会同时降低活性 β- 连环蛋白和细

胞表面干细胞标志的表达水平，表明 PP2A 在激活 β-
连环蛋白的过程中扮演重要角色。除了 HECs，该

激活途径在人前列腺和乳腺细胞中也得到了证明，

提示非典型 β- 连环蛋白激活途径参与多种细胞的

永生化过程 [52]。

1.3.2　抑制细胞凋亡 
Rho/ROCK 信号通路能够调节细胞极性、运动、

增殖和凋亡等一系列的细胞活动 [55]。ROCKs 通过

使非肌球蛋白轻链 (non-myosin light chain, NMLC)
和肌动蛋白结合 LIM 激酶发生磷酸化控制肌动蛋

白 - 细胞骨架的组装和细胞收缩，介导质膜出泡、

增强肌动蛋白 - 肌球蛋白收缩和激活细胞凋亡途

径。ROCK 抑制剂 Y-27632 能够提高人胚胎干细胞

(embryonic stem cells, ESCs)[56] 和表皮干细胞 (keratinocyte 
stem cells, KSCs)[57] 在体外的增殖能力。Chapman
等 [58] 将成纤维饲养细胞与角化细胞共培养，加入

Y-27632 之后，角化细胞凋亡途径受到抑制，并获

得体外无限增殖能力。Liu 等 [59] 发现，除了角化细

胞之外，成纤维饲养细胞与 Y-27632 培养体系还能

够使其他组织来源的正常细胞和肿瘤细胞获得体外

无限增殖的能力，ROCK 抑制剂 Y-27632 能够抑制

Rho 激酶活性，抑制 Rho/ROCK 介导的细胞凋亡途

径，提高表皮细胞在体外的存活和增殖能力。c-Myc
在细胞生长、分化和凋亡中扮演重要角色，低表达

c-Myc 能够促进细胞增殖，而高表达或异常表达

c-Myc 会通过提高 p53 蛋白表达水平促进细胞发生

凋亡 [60]。Dakic 等 [61] 通过向高表达 c-Myc 的人角

化细胞中加入 ROCK 抑制剂 Y-27632，发现 ROCK
抑制剂能够通过降低 p53 蛋白丝氨酸磷酸化水平，

降低 p53 蛋白下游目标基因 p21 和 DAPK1 的表达

水平，抑制 c-Myc 介导的细胞凋亡，表明 CR 培养

体系内的 ROCK 抑制剂 Y-27632 可能通过抑制

c-Myc 介导的细胞凋亡，与 c-Myc 联合参与角化细

胞永生化的过程。失巢凋亡 (anoikis) 是细胞脱离细

胞外基质的黏附，丧失细胞间与细胞和基质间的信

号传递而诱导细胞发生的一种程序性细胞死亡过

程 [62]。Zhang 等 [63] 研究发现，ROCK 抑制剂能够

通过抑制小鼠前列腺干 / 祖细胞的失巢凋亡提高细

胞的存活率，促进细胞增殖。

1.3.3　调控细胞内基因表达水平

在 CR 培养体系中，Ligaba 等 [64] 发现 J2 饲养

细胞能够调节角化细胞内约 215 个基因的表达，

Y-27632能调节约 293个基因的表达。Reynolds等 [16]

采用全转录组测序发现 ROCK 抑制剂 Y-27632 能够

改变呼吸道上皮细胞的多种基因表达，主要包括基

底细胞骨架相关基因、细胞与细胞连接相关基因和

细胞与细胞外基质作用相关基因。KRTs 是一种中

间纤维基因，广泛表达于呼吸道基底细胞内 [65]，

Y-27632 能够使基底细胞内 KRTs 基因表达水平提

高 10 倍以上，提示 Y-27632 可能通过 KRTs 介导的

细胞骨架改变促进呼吸道基底细胞增殖 [16] ；但

Bove 等 [66] 发现 Y-27632 并不能提高人Ⅱ型肺泡细

胞内 KRTs 基因的表达水平，提示 Y-27632 可能仅

能提高呼吸道基底细胞内 KRTs 表达水平，而对其

他细胞无作用。在人的呼吸道中，基底细胞通过桥

粒蛋白与基底膜紧密连接，而管腔细胞则通过紧密

连接蛋白使细胞之间相互连接 [67]。Vermeer 等 [68] 研
究发现，细胞与细胞、细胞与细胞外基质的相互作

用在细胞增殖和损伤修复中扮演重要角色。Y-27632
能够提高呼吸道细胞内桥粒基因表达水平，同时降

低几种与呼吸道表皮细胞紧密连接关键基因的表达

水平，提高呼吸道内管腔细胞和基底细胞的增殖能

力，但目前尚不清楚其具体机制。Y-27632 还能够

下调 SPDEF 转录因子 (SAM pointed domain-containing 
Ets transcription factor) 和几种分化的上皮细胞表面
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标志 [16]。CR 培养体系还能够影响细胞周期进程，

Ligaba 等 [64] 研究发现，由于辐照过的 J2 细胞会分

泌肝素结合性表皮生长因子 (hepafin-binding epidermal 
growth factor, HB-EGF) 及其他生长因子，提高细胞

表面 EGFR、VEGFR2 和 HER2 的表达水平，因此，

J2 细胞能够提高 Cyclin A 和 Cyclin E 的表达水平，

J2 与 ROCK 抑制剂联合应用能够提高 Rb 和 CDK1
磷酸化水平，进而诱导细胞内增殖基因表达。

1.3.4　抑制细胞分化

除了影响细胞的增殖能力之外，CR 培养体系

还能够降低人角化细胞分化相关基因的表达 [69]，使

细胞保持低分化状态 [70]。Notch 信号通路在细胞分

化和胚胎形态发生过程中扮演重要角色，被激活之

后，Notch 释放其细胞内部结构域 (notch intracellular 
domain, NICD)，NICD 与转录抑制因子 RBP-J 结合，

进一步激活 Hes 和 Hey 等一系列基因发挥功能 [71]。

Ligaba 等 [64] 发现 CR 培养体系促使细胞分化程度

的降低和 Notch 抑制剂 CHAC1 的高表达与 Hes4 基

因的低表达具有相关性。Notch 介导的细胞分化的

信号通路被抑制之后，外皮蛋白 (involucrin) 表达水

平降低，p63 基因表达水平升高 [72]。由于 Notch 信

号通路在细胞分化过程中扮演极其重要的角色，J2
饲养细胞和 RCOK 抑制剂 Y-27632 可能通过抑制

该信号通路，维持细胞处于低分化状态。TGFβ/
Smad 信号通路在细胞增殖 [73] 和维持胚胎干细胞

(embryonic stem cell, ESC) 干性 [74] 中扮演重要角色，

TGFβ 和其相关配体能够通过 Smad 调节细胞增殖、

分化和凋亡，维持组织稳态；而 Ligaba 等 [64] 发现

CR 技术能够抑制 TGFβ 信号通路，提示 TGFβ 信

号通路被抑制可能在 CR 技术介导的细胞增殖中扮

演重要角色。虽然研究表明 CR 培养体系对 Notch
信号通路和 TGFβ/Smad 信号通路的抑制在促使细

胞处于低分化状态的过程中扮演重要角色，但具体

机制尚不清楚，仍需进一步研究。

2　CR技术的实验方法

目前 CR 技术主要有两种细胞培养方法，即传

统的饲养细胞培养法和条件培养基培养法 (conditional 
medium, CM)。
2.1　饲养细胞培养法

饲养细胞培养法通过将肿瘤组织和正常组织来

源的目的细胞与铯源 γ 射线辐照过的 J2 饲养细胞

共同培养，向培养体系中添加ROCK抑制剂Y-27632
构建 CR 培养体系。大量扩增后利用两种细胞具有

不同的贴壁能力的特性，采用酶消化法分离饲养细

胞和目标细胞 [5]。具体实验步骤如下：(1) 制备 500 
mL DMEM 完全培养基：500 mL DMEM + 50 mL 
FBS + 5.5 mL L-谷氨酰胺+ 5.5 mL青霉素和链霉素。

4 ℃可储存 4 个月。制备 500 mL 完全 F 培养基 (1×)：
373 mL DMEM 完全培养基 + 125 mL DMEM Nutrient 
Mix F12，12.5 μg 皮质醇 (hydrocortisone)，62.5 ng 
EGF，0.5 mL胰岛素，0.5 mL两性霉素B (amphotericin)，
0.5 mL 庆大霉素 (gentamicin) 和 4.3 μL 霍乱毒素

(cholera toxin)，10 μmol/L 的 ROCK 抑制剂 Y-27632，
用 0.2 μm 的无菌过滤器过滤培养液，并将其储存于

4 ℃条件下，最多可储存两周。(2) Swiss-3T3-J2 小

鼠成纤维细胞的培养：J2 细胞用完全 DMEM 培养

液培养于 37 ℃，5% CO2 培养箱内，每周传代 2~3次。

(3) J2 细胞的辐照：当细胞密度达到 90% 左右，弃

去培养基，用 PBS 洗细胞两次，用 0.05% EDTA 胰

酶在室温下消化细胞 20 s，倒置显微镜下观察细胞

消化情况，当细胞变圆并且将要离开培养瓶底部的

时候，轻拍培养瓶底使细胞悬浮。加入 4 mL 完全

DMEM 培养基终止消化，4 ℃，300 g/min 离心 5 min，
弃上清。用 10 mLDMEM 培养液悬浮细胞，用铯源

辐照器辐射悬浮细胞，剂量为 30 Gy (= 3 000 rad)，
时间为 1 h。(4) 组织分离原代细胞：用完全 F 培养

基稀释胶原酶和透明质酸酶，按 3:1 的比例加入中

性蛋白酶。将组织切碎并置于含有胶原酶、透明质

酸酶和中性蛋白酶的 15 mL 离心管内，37 ℃条件

下消化 1~3 h。4 ℃ 500 g/min 离心 5 min，弃上清。

用 10 mL 完全 DMEM 培养基重悬细胞，100 μm 的

细胞滤器过滤细胞悬液，4 ℃ 500 g/min 离心 5 
min，弃上清。(5) 共培养：用完全 F 培养基将辐照

的 J2 细胞立即与从组织中分离出的目的细胞在

37 ℃ 5% CO2 条件下混合培养。(6) 细胞分离：用

PBS 清洗细胞，0.05% EDTA 胰酶在室温下消化细

胞 20 s，用相差显微镜观察细胞消化情况，当 J2 细

胞变圆立即轻拍培养瓶，使其脱离培养瓶壁，用

PBS 终止消化，此时贴壁能力强的目的细胞仍处于

贴壁状态。去除饲养细胞之后采用胰酶 /EDTA 消

化表皮细胞 5 min，通过这种方法分离饲养细胞与

表皮细胞。分离出的表皮细胞可冷冻低温 (-80 ℃ )
保存。

2.2　条件培养基培养法

传统的饲养细胞培养法主要利用培养的目的细

胞与 J2 饲养细胞具有不同的贴壁能力，采用酶消

化不同时间的方法来分离细胞，但这种方法并不适
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用于与 J2 饲养细胞具有相近贴壁能力的细胞，在

应用上有很大的局限性；且即使 J2 饲养细胞与目

的细胞的贴壁能力有明显差异，酶消化法也无法使

这两种细胞完全分离，导致分离出的目的细胞内会

混杂有少量 J2 饲养细胞，严重阻碍扩增后的目的

细胞在科研和临床上的应用。Palechor-Ceron 等 [75]

研究发现，由于 CR 培养体系促使细胞永生化仅仅

需要饲养细胞产生的细胞因子，而不需要饲养细胞

与目的细胞的直接接触作用，因此可以通过 J2 饲

养细胞条件培养基 (conditional medium, CM) 培养

法，即先将铯源 γ 射线辐照过的 J2 细胞在完全 F
培养基内培养 48~72 h，待细胞分泌足够的细胞因

子之后，采用 0.22 μm 过滤器除去培养液内的 J2 细

胞并制成条件培养基。最后采用条件培养基培养目

的细胞，使 J2 饲养细胞与目的细胞在程序上得到

分开，并且培养效果与传统的饲养细胞培养法无显

著区别。具体实验步骤如下：(1) CR 条件性培养基

制备：用完全的 F 培养基将照射过 (30 Gy, 1h) 的
J2 细胞浓度调整为 (1 × 107~1.5 × 107)/30 mL, 培养

细胞于 T175 培养瓶内。将 J2 细胞在 37 ℃，5% 
CO2 条件下孵育 72 h，收集培养基上清，将其转移

到 50 mL 离心管中，4 ℃，1 000 g 离心 5 min，收

集上清即为条件性培养基，并采用 0.22 μm 过滤器

过滤条件性培养基。将条件性培养基分装于 15 ml
离心管中，使用时将条件性培养基与新鲜的 F 培养

基按照 3:1 的比例混合，并加入 10 μmol/L Y-27632。
所获得的 CM 能够在 4 ℃条件下储存一周，在 -80 
℃条件下储存 6 个月。(2) 细胞培养 ：用上步所得

到的条件培养基培养从组织中分离出的细胞，其他

细胞培养方法与饲养细胞培养法一致。

3　研究展望

CR 技术为细胞永生化的研究带来了希望，在

再生医学、药物敏感性测试、基因表达谱分析和异

种移植等研究领域展现出了巨大的应用前景。目前

CR 技术已被广泛应用于再生医学领域，包括新细

胞系的建立、组织再生医学、肿瘤个性化治疗、药

物靶点发现、新药物发现、动物疾病模型建立、药

物毒理及安全性评价的研究等，但尚不清楚 CR 技

术的具体机制，其可能机制是 ROCK 抑制剂和 J2
饲养细胞能够调节目的细胞内约 508 个基因的表达

水平，进而调控非典型 β- 连环蛋白的激活、细胞

凋亡和细胞分化等细胞生命活动，最终影响目的细

胞在体外的增殖和存活能力，但具体调控机制仍需

进一步探究。

目前 CR 细胞培养方法主要有传统的饲养细胞

培养法和条件培养基培养法。饲养细胞培养法最主

要的缺点是在细胞培养过程中，由于细胞酶消化分

离法的局限性，导致饲养细胞与目的细胞的完全分

离非常困难，给细胞建系和应用带来了极大的不便。

与饲养细胞培养法相比，条件培养基培养法将 J2
饲养细胞与目标细胞在细胞培养程序上分离，不仅

解决了饲养细胞与目标细胞无法彻底分离的问题，

而且由于条件培养基储存和运输更加便捷，条件培

养基培养法更适合推广应用。

然而，在原代培养肿瘤细胞的过程中，CR 技

术仍有很大的局限性，主要存在以下3个问题：首先，

虽然 CR 培养体系能够提高肿瘤细胞等大多数细胞

的增殖能力，但却对成纤维细胞的增殖能力具有抑

制作用
[76]，导致在药物敏感性分析研究中无法确定

成纤维细胞对肿瘤细胞生长和肿瘤细胞耐药性的影

响；其次，由于 Y-27632 会影响肌动蛋白和中间纤

维的表达水平和蛋白质活性，进而影响细胞的运动

和迁徙，这些干扰因素使得 CR 培养体系并不适合

进行肿瘤细胞迁徙实验；最后，由于肿瘤组织内细

胞具有异质性，因此分离出来的细胞同时含有肿瘤

细胞和正常细胞，而 CR 培养体系对细胞不具备选

择性，会同时促进正常细胞和肿瘤细胞增殖，严重

影响肿瘤细胞或肿瘤组织内正常细胞系的建系过

程。为了解决以上问题，一方面需要病理医生能够

正确判断和选择正常或肿瘤组织；另一方面，也需

要采用血清或细胞表面标志物等方法
[17,37] 特异性分

离正常或肿瘤原代细胞，提高目的细胞的纯度。尽

管如此，同一 CR 培养体系也不可能同时适用于多

种不同组织来源细胞的扩增培养，CR 技术的培养

条件也应根据不同组织类型进行调整和优化。目前

国内尚未有关于 CR 技术系统性的报道，因此，很

有必要对该技术进行综述，阐明该技术的分子机制

和应用前景，推广该技术在国内的研究和应用。
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