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分选卵巢癌腹水中癌细胞的实验研究 *

邢宝玲 1，郭存存 1，唐正华 1，董一善 2，葛素梅 1

（南京医科大学附属常州市妇幼保健院 1. 病理科，2. 妇科，江苏 常州 213003）

摘要 ：目的  探讨免疫荧光细胞化学法（ICC）联合荧光原位杂交法（FISH）分离卵巢癌腹水中癌细

胞的可行性。方法  复制卵巢癌腹水模型，分阴性对照组和 4 个阳性组（A、B、C、D 组），即 4 ml 良性腹

腔冲洗液中分别有 0、5、10、20 和 40 个标记线粒体绿色荧光（Mito-Tracker Green）的卵巢癌 SKOV3 细胞，

每组样本制备 3 份。复制卵巢癌裸鼠原位移植模型，分阳性组和阴性对照组，每组 6 只 BALB/c 裸鼠，阳性组

裸鼠在卵巢接种 SKOV3 细胞，各组分别在接种后 4、6 和 8 周取 2 只裸鼠收集腹水。采用磁激活细胞分选法

富集癌细胞，用 ICC-FISH 鉴别分离样本中的癌细胞，以 8 号染色体探针（CEP8）信号 >2 个为 FISH 阳性标准，

规定 DAPI+/EBA-1+/Mito-Tracker Green+/CEP8+ 细胞为检测癌细胞。结果  腹水模型 ：阴性对照组和阳

性组均可见 EBA-1 阳性细胞，阳性组均有标记的 SKOV3 细胞，癌细胞的回收率为 20% ～ 50%，12 个阳性样

本中 9 个样本的检测率为 100%。裸鼠模型 ：在 200 倍显微镜视野下，4、6 和 8 周每个视野的 SKOV3 细胞数

最多分别为 3、8 和 15 个。结论  将卵巢癌腹水磁富集后，ICC-FISH 可以准确地识别其中的癌细胞，该方法

为研究和治疗卵巢癌提供了新思路。
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Establishment of methodology of sorting tumor cells from ovarian 
cancer peritoneal fluids*
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Abstract: Objective To investigate the viability of the protocol to sort tumor cells from ovarian 
cancer peritoneal fluids by combining immunocytochemistry (ICC) and fluorescence in situ  hybridization 
(FISH). Methods The ovarian cancer peritoneal fluid model was established and divided into a negative control 
group and four positive groups by adding 0, 5, 10, 20 and 40 ovarian cancers SKOV3 cells marked by Mito-Tracker 
Green into 4 ml benign peritoneal washing fluid respectively, 3 duplications per group. The nude mouse model bearing 
orthotopically transplanted human ovarian cancer SKOV3 cells was established, including the negative control group 
and the positive group, with 6 BALB/c nude mice per group and 2 nude mice at each time point. Peritoneal fluids of 
the nude mice in the positive group were collected at the 4th, 6th and 8th w after transplanting SKOV3 cells under 
the capsule of the left ovary. SKOV3 cells were enriched from the peritoneal fluids by magnetic activated cell sorting 
(MACS). Then, the cancer cells were identified exactly by EBA-1-ICC and CEP8-FISH (Chromosome Enumeration 
Probe). The cells with the characteristic of DAPI+/EBA-1+/Mito-Tracker Green+/CEP8+ were classified as detected 
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卵巢癌是死亡率最高的妇科肿瘤，>75% 卵巢癌

发现时已是进展期，腹腔液中是否有癌细胞对判断卵

巢癌分期、制定治疗方案及监测复发有重要价值 [1-2]。 

目前，检测腹水中恶性细胞主要依靠光镜下的细胞识

别和免疫细胞化学技术，当细胞量少时，易出现漏诊或

过诊断，而且不能分离癌细胞，以检测生物学特性 [3]。 

本研究采用磁激活细胞分选法（magnetic activated cell 

sorting, MACS）富集腹水中的卵巢癌细胞，用免疫荧

光细胞化学法（Immunocytochemistry, ICC）联合荧光

原 位 杂 交 法（fluorescence in situ hybridization, FISH）

识别癌细胞，旨在探讨新方法对精准分离恶性腹水中

癌细胞的可行性。

1    材料与方法

1.1    材料与试剂

10% 胎 牛 血 清（fetal bovine serum, FBS）（ 美 国

Gibco 公司），RPMI 1640（美国 Hyclone 公司），CD326

磁珠分选试剂盒（德国美天旎公司），EpCAM 荧光

抗 体（EBA-1）（ 美 国 BD 公 司 ），8 号 染 色 体 探 针

（chromosome enumeration probe 8, CEP8）（美国雅培公

司），线粒体绿色荧光探针（Mito-Tracker Green）（英

国 Shandon 公司），卵巢癌 SKOV3 细胞（上海诺辰生

物公司），7 周龄雌性 BALB/c 裸鼠（常州卡文斯实验

动物公司）。

1.2    仪器与设备

细胞培养箱（英国 Thermo 公司），光学显微镜

XDS-1A（上海精美仪器公司），倒置显微镜 IX71（日

本 Olympus 公司），低速离心机 TDZ4B-WS（上海卢湘

仪离心机仪器公司），共聚焦显微镜（德国 Leica 公司）。

1.3    体外卵巢癌腹水模型的复制

1.3.1      细胞培养    SKOV3 细胞在含有 10% FBS 的

RPMI 1640 培养基，37℃、5% 二氧化碳 CO2 的饱和湿

度恒温培养箱中培养。

1.3.2      Mito-Tracker Green 标 记 SKOV3 细 胞     用

细 胞 培 养 液 稀 释 Mito-Tracker Green 至 终 浓 度 为

100 nmol/L，加入培养的细胞中，37℃条件下孵育

45 min，形成 Mito-Tracker-Green-SKOV3 细胞，去除

Mito-Tracker Green 染色工作液，加入 37℃预温育的

新鲜细胞培养液。

1.3.3      体外卵巢癌腹水模型    收集江苏省常州市妇

幼保健院子宫平滑肌瘤患者的腹腔冲洗液，将 Mito-

Tracker-Green-SKOV3 细胞浓度调整为 1×104 个 /ml，

取 100μl 细胞悬液加入 96 孔板，经反复稀释并计数

后，加入腹腔冲洗液中，将阳性组按加入细胞数目的

不同分为 A、B、C、D 组，同时设立阴性对照组（见

表 1），每组样本制备 3 份。

1.4    卵巢癌裸鼠原位移植模型的复制

1.4.1    分组    15 只 7 周龄雌性 BALB/c 裸鼠在无特定

病原体环境下饲养。阳性组和阴性对照组各 6 只，分

别在卵巢注射 SKOV3 细胞悬液后 4、6 和 8 周各处

死 2 只 ；空白对照组 3 只，不做处理，分别在 4、6 和 

8 周各处死 1 只。

1.4.2      卵巢癌裸鼠原位移植模型的复制    乙醚麻醉

裸鼠后，从背部开口，找到左侧卵巢。阳性组用微量

cancer cells by the positive standard of CEP8 >2. Results In the peritoneal fluid model, the EBA-1-positive cells 
were found in the negative control group and all SKOV3 cell-positive groups, the marked SKOV3 cells were found 
in all SKOV3 cell-positive groups and their recovery rates were 20%-50%, the detection rates in 9 of 12 SKOV3 
cell-positive samples were 100%. In the nude mouse model, under every 20×10 microscopic field, the maximum 
number of SKOV3 cancer cells was 3, 8 and 15 respectively at the 4th, 6th and 8th w. Conclusions The protocol 
of combining ICC and FISH can exactly identify cancer cells from ovarian cancer peritoneal fluids which have been 
enriched by MACS. The technique provides new ideas for studying ovarian cancers.

Keywords:  ovarian cancer; ascites; cancer cell; immunocytochemistry; fluorescence in situ  hybridization

表 1    体外卵巢癌腹水模型

组别 SKOV3 细胞 / 个 腹腔冲洗液 /ml

阴性对照组 0 4

A 组 5 4

B 组 10 4

C 组 20 4

D 组 40 4

邢宝玲，等 ：分选卵巢癌腹水中癌细胞的实验研究
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注射器向卵巢内接种 2μl SKOV3 细胞悬液（浓度

1×107 个 /ml）；阴性对照组注射 2μl RPMI 1640 培养

基，缝合背部伤口，正常饲养。

1.4.3    腹水收集    水合氯醛麻醉裸鼠后，打开腹腔，

收集腹水 ；无腹水者收集 0.9% 生理盐水的腹腔冲洗

液 2ml。

1.5    MACS 技术富集腹腔液或腹水的 SKOV3 
细胞

采 用 MACS 技 术 富 集 腹 腔 液 或 腹 水 的 SKOV3

细 胞。 离 心 腹 腔 液 或 腹 水， 取 细 胞 5×107 个， 加

入 100μl FcR 封闭液后混匀，加入 100μl CD326 磁

珠，混匀后 4℃条件下放置 30 min，洗涤、离心后用

500μl 缓冲液重悬细胞。将细胞悬液加入磁力架的

MS 分选柱中，待细胞悬液流净后用缓冲液洗涤柱子，

将 MS 分选柱从磁力架中取出，放置于收集管中，用

适量的缓冲液将柱子上标记的 CD326 细胞洗涤下来，

再次洗涤、离心后用 50μl 缓冲液重悬，涂片。

1.6    ICC-FISH

1.6.1    涂片固定    室温下丙酮固定细胞涂片 10 min，

晾干。

1.6.2    ICC    涂片上加藻红蛋白（Phycoerythrin, PE）

标记的 EBA-1 抗体，4℃过夜，4℃条件下磷酸盐缓冲

溶 液（phosphate buffer saline, PBS） 洗 涤 3 次，0.1% 

Triton 室温作用 5 min，PBS 室温洗涤 3 次，70%、85%

和 100% 冰冷酒精梯度脱水，在甲醇、冰醋酸（比例

3 ∶ 1）液中固定 10 min，蒸馏水冲洗。4℃条件下用

1% 多聚甲醛（2×SSC 缓冲液，pH 7.6）固定 10 min，

蒸馏水冲洗，70%、85% 和 100% 冰冷酒精梯度脱水，

晾干。

1.6.3    FISH    将橙色荧光标记的 CEP8 1μl、双蒸水

2μl 及 Buffer 7μl 混匀，将 10μl 探针液加于涂片的

待杂交区，盖上盖玻片封片，放于 72℃水浴锅 8 min，

然后置于 37℃的湿盒 16 h。

1.6.4       洗片     去 除 盖 玻 片， 将 涂 片 置 于 65 ℃ 的

0.4×SSC 缓冲液或 0.3% 吐温中洗涤 2 min，再置于室

温 2×SSC 缓冲液或 0.1% 吐温中洗涤 1 min，风干。

1.6.5    复染    涂片上滴加 10μl 4'，6- 二脒基 -2- 苯

基吲哚（4'，6-diamidino-2-phenylindole, DAPI）于杂

交区，15 min 后在激光扫描共聚焦显微下观察。

2    结果

2.1    体外卵巢癌腹水模型的检测结果

阴性对照组和阳性组可见 EBA-1 阳性细胞，D

组 EBA-1 阳性细胞数量最多。阴性对照组无 Mito-

Tracker Green 阳 性 细 胞， 阳 性 组 均 见 Mito-Tracker 

Green 阳性细胞，随着各组癌细胞数量增多，Mito-

Tracker Green 阳性细胞数量呈增多趋势，共计 73 个。

按 公 式 ：回 收 率 =Mito-Tracker Green 阳 性 细 胞 数 /

SKOV3 细胞数，计算各样本 SKOV3 细胞的回收率为

20% ～ 50%。以 CEP8>2 个为 FISH 阳性标准，规定

DAPI+/EBA-1+/Mito-Tracker Green+/CEP8+ 细胞为癌

细胞，阴性对照组和 1 个 A 组（5 个癌细胞）样本为

FISH 阴性，其他阳性组均见 FISH 阳性细胞，共 69 个，

比 Mito-Tracker Green 阳性细胞少 4 个，4 个未检测到

的细胞中，1 个细胞见 2 个着丝粒，1 个细胞见 1 个着

丝粒，2 个细胞的荧光信号模糊不清，无法判读。按

公式 ：检测率 =FISH 阳性细胞 /Mito-Tracker Green 阳

性细胞，12 个 SKOV3 细胞阳性样本中有 9 个样本的

检测率为 100%。见表 2。

表 2    卵巢癌腹水模型的检测结果

组别
EBA-1 阳性

细胞 / 个

Mitro-Tracker 

Green 阳性 

细胞 / 个

FISH 阳性

细胞 / 个

回收率 / 

%

检测率 / 

%

阴性对照组

 1 20 0 0

 2 12 0 0

 3 18 0 0

A 组

 1 16 1 1 20.0 100.0

 2 10 1 0 20.0 0.0

 3 20 2 2 40.0 100.0

B 组

 1 12 4 4 40.0 100.0

 2 18 5 5 50.0 100.0

 3 10 5 5 50.0 100.0

C 组

 1 23 7 5 35.0 71.4

 2 28 6 6 30.0 100.0

 3 20 8 8 40.0 100.0

D 组

 1 34 11 10 27.5 90.9

 2 40 13 13 32.5 100.0

 3 41 10 10 25.0 100.0
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A：DAPI 染色（蓝色）；B：EBA-1-PE 免疫荧光染色（红色）；C：Mito-Tracker Green 标记（绿色）；D：CEP8-FISH（桔色）； 

E：叠加图像

图 1    D 组的 SKOV3 细胞    （ICC-FISH×100）

A                                                                  B                                                               C

D                                                                    E

A：1 个；B：2 个；C：3 个

图 2    SKOV3 细胞 8 号染色体着丝粒信号    （ICC-FISH×400）

A                                                                  B                                                               C

以 D 组为例，在涂片上可见单个和簇状排列的

细胞，簇状细胞的荧光信号较弱，而单个细胞的荧光

信号较强，Mito-Tracker Green 阳性细胞为单个排列

的细胞，即 SKOV3 细胞，其 DAPI 和 EBA-1-PE 染

色均为阳性，且多数细胞有≥ 3 个 8 号染色体着丝

粒信号。Mito-Tracker green 阴性细胞多数呈簇状排

列，DAPI 和 EBA-1-PE 染色为阳性，一般可见 2 个

8 号染色体着丝粒信号，被判读为良性上皮细胞。见

图 1。

大 多 数 Mito-Tracker Green 阳 性 的 SKOV3 细 胞 

有≥ 3 个 8 号染色体着丝粒信号，但有 1 个 SKOV3

细胞仅见 1 个信号，另 1 个细胞见 2 个信号。见图 2。

2.2    卵巢癌裸鼠原位移植模型的检测结果

阳性组裸鼠注射 SKOV3 细胞 4 周后腹部增大，

收集到 2 ml 血性浑浊腹水。随着饲养时间延长，阳性

组裸鼠腹围不断增大，逐渐消瘦，6 周收集的腹水量

3.5 ～ 4.0 ml，8 周收集的腹水量约 5 ml 左右。阴性对

照组裸鼠与空白对照组裸鼠一样，生长良好，无腹水，

以 2 ml 腹腔冲洗液替代腹水。

随着实验时间延长，阳性组裸鼠腹水中的细胞总

数不断增多，分离出的 SKOV3 细胞数量也逐渐增多。

在显微镜下，4、6 和 8 周每个视野的 SKOV3 细胞数

最多分别为 3、8 和 15 个。阴性对照组和空白对照组

未分选出 CD326 和 EBA-1 阳性细胞。见图 3。

邢宝玲，等 ：分选卵巢癌腹水中癌细胞的实验研究
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图 3    卵巢癌裸鼠原位移植模型腹水中的 SKOV3 细胞    （ICC-FISH×200）

DAPI                                 EBA                                      CEP8                                        Merge

4 周

4 周

6 周

6 周

8 周

8 周
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3    讨论

迄今为止，尚无行之有效方法可降低卵巢癌、输

卵管癌、腹膜癌的致死率。卵巢癌被发现时，往往已

形成较大肿块或处于进展期，盆腹腔内除肉眼可见的

转移灶外，还会有广泛的微转移，这些病灶不可能被

切除，致使 2 ～ 3 年后疾病复发，故需要更详尽地了

解卵巢癌种植转移情况。卵巢癌的发生、发展具有复

杂的遗传学及微环境因素。卵巢癌起源于输卵管伞端

的脱落上皮细胞或癌细胞，与大多数其他实体瘤不同，

卵巢癌较少血行转移，多数为腹腔种植转移。其腹腔

种植的早期事件是在蛋白酶的介导下，单个癌细胞或

细胞球脱离进入腹腔，黏附于间皮被覆的腹膜或器官，

扎根于间皮下基质并形成继发性肿瘤。卵巢癌播散性

转移与腹水的产生密切相关，腹水的微环境有利于单

个或簇状癌细胞的种植转移 [4]，而种植转移直接影响

患者的死亡率。所以，腹腔液是研究卵巢癌及其微环

境的良好取材来源，可以提供癌细胞及其他细胞，以

了解卵巢癌转移过程中的细胞分子改变 [5]。

液体活检是一种新型的无创检测技术，是通过采

集患者的体液对体内肿瘤进行检测的方法，在科研和

临床上广泛用于检测外周循环血癌细胞的数量及其分

子病理特征，其包括分离富集、分析检测 2 个步骤。

分离富集通常基于癌细胞的物理性质（密度和大小）

或免疫学特征（分子特征），包括梯度离心法、过滤

法、免疫磁性分选法等 ；分析检测可分为细胞计数法

和核酸检测法，如免疫细胞化学法、逆转录聚合酶链

反应等 [6]。已经有一些学者用免疫磁珠富集胸腹水中

的癌细胞 [7-8]。KIMURA 等 [7] 用 CD45+ 免疫磁珠负分

选卵巢癌腹水后，用 FACS 鉴定分选后的癌细胞纯度，

然后用纯化的癌细胞提取癌细胞溶解产物，以制备肿

瘤特异性疫苗。HUANG 等 [8] 用 Immunomagnetic Flow

系统检测外周血中游离叶酸受体和叶酸受体阳性的癌

细胞，证明该系统可以用于检测卵巢癌腹水中的叶酸

受体阳性细胞。伴随着组织学分析、重要生物学检测

等发展，从体液中分选细胞的关键挑战不再是分选效

率，而是目的细胞的高纯度 [9]。纯度好的癌细胞被分

离后，可精确了解癌细胞的生物学特性及治疗变化等。

AHMED 等 [10] 分离了未化疗卵巢癌和复发后化疗耐药

患者的腹水癌细胞，用蛋白组学技术识别到癌细胞上

的 353 种蛋白，发现这两组细胞在免疫监视、DNA 修

复机制、细胞骨架重排、细胞间黏附、细胞周期、细

胞运输等的蛋白编码上有很大的不同 ；其路径分析显

示，耐药癌细胞具有丰富的新陈代谢途径、DNA 修复

机制及能量代谢途径。

文献报道 EpCAM 在 87% ～ 100% 的癌性腹水中

表达，高表达 EpCAM 的癌细胞是化疗耐药细胞，这

些细胞是化疗后复发的根源，与患者预后差相关 [11]。

CD326 和 EBA-1 都是 EpCAM 的单克隆抗体。根据癌

性腹水或腹腔冲洗液量多的特点，本实验采用 MACS

技术，用 CD326 免疫磁珠进行正分选，除去腹水中的

炎症细胞、间皮细胞及纤维细胞等，使 CD326 阳性细

胞富集，以适用于后继的纯化或鉴定过程。既往实验

显示，恶性腹腔液正分选后的液体中既有良性的上皮

细胞又有癌细胞 [3]。因此识别肿瘤相关上皮性抗原的

技术不能精确地鉴定分离腹腔液中的癌细胞，而文献

报道卵巢癌频繁出现 8 号染色体多倍体 [12]，针对以上

特点，本实验选择 ICC-FISH 来区分癌细胞与良性上

皮细胞。实验结果显示，阴性组和阳性组均有 EBA-1

阳性而 Mito-Tracker Green 无着色的细胞，再次验证

腹水中存在较多的良性上皮细胞，这些上皮细胞黏附

性好，在涂片上主要呈簇状排列，Mito-Tracker Green

着色的 SKOV3 细胞主要呈分散单个排列。以观察到

的 Mito-Tracker Green 标记细胞为准，SKOV3 细胞的

回收率为 20% ～ 50%，为提高癌细胞的回收率，实验

使 SKOV3 细胞与 CD326 免疫磁珠充分混匀孵育，并

控制进入 MS 柱子的细胞的浓度，务必使连接了癌细

胞的免疫磁珠与柱子充分结合，以提高正分选的效

率。可能在磁珠富集和后续鉴定操作过程中的细胞损

失太多，也可能是正常上皮细胞对少量癌细胞的干扰

太大，所以本实验难以像分选外周血循环细胞一样回

收到仅 1 个癌细胞 [12-14]。FISH 检测结果显示，大多数

SKOV3 细胞有 3 个 CEP8 信号，仅少数细胞可见 1 或

2 个 CEP8 信号，9/12 个 SKOV3 细胞阳性样本的检测

率为 100%，说明用 FISH 检测多倍体细胞来识别卵巢

癌细胞是可行的。但是，如果用既表达 EpCAM 抗原，

且 CEP8>2 的标准来鉴定癌性腹水富集液，可能会导

致癌细胞的遗漏。另外，EpCAM 抗体不能捕获或检

测到发生上皮间质转化的癌细胞，这种癌细胞最易从

癌灶脱落进入腹腔或脉管，所以应设计对卵巢癌腹水

更特异的免疫磁珠或荧光抗体，如选用 CD45+ 免疫磁

珠进行负分选，根据不同卵巢癌的特征搭配叶酸受体、

P53、Pax8 等抗体进行特异的癌细胞分选。

卵巢癌裸鼠原位模型复制了卵巢癌的发生、发展

过程，其恶性腹水的产生也经历了从无到有，到量多

邢宝玲，等 ：分选卵巢癌腹水中癌细胞的实验研究
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的过程。由于卵巢癌患者早期无明显症状，本实验选

择裸鼠腹围出现肉眼可见的增大时开始收集腹水。实

验证明，ICC-FISH 在腹水中癌细胞量少或量多时都

能可靠地分离出癌细胞，与分离循环血癌细胞相似 [12]。

与腹腔镜下活检相比，从腹水或腹腔冲洗液中分

离并检测癌细胞，损伤小、可重复，腹水中的癌细胞

有上皮样表型，也有发生上皮间质转化的表型，这些

细胞高表达肿瘤干细胞标志物，具有强大的自我更新、

转移和肿瘤形成能力 [15]，分离腹水中的癌细胞可以实

时了解肿瘤的生物学特性，从而更有机会辨识和确定

药物治疗靶点及预后标志物 [16]。本实验结果证明，将

恶性腹水磁富集后，ICC-FISH 可以稳定、敏感地分

离其中的少量癌细胞，该方法为卵巢癌的早期发现、

监测复发及指导治疗提供新思路。
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