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【摘要】 目的 建立简便易行的Ⅱ型神经纤维瘤病肿瘤性许旺细胞体外提取并纯化方法，以获取

能够满足实验需求的Ⅱ型神经纤维瘤病肿瘤性许旺细胞，提高原代培养成功率。方法 采集 6 例Ⅱ型

神经纤维瘤病患者肿瘤组织标本作为实验材料，Ⅰ型胶原酶消化培养法提取肿瘤性许旺细胞，低浓度酶

快速消化法、差数贴壁法和克隆筛选技术纯化肿瘤性许旺细胞。倒置相差显微镜观察细胞形态变化，免

疫细胞化学染色检测纯化细胞 S⁃100 蛋白表达水平，结合细胞形态鉴定经体外培养并纯化的细胞为肿瘤

性许旺细胞。结果 自 3 例肿瘤组织标本培养液中成功获得肿瘤性许旺细胞。肿瘤细胞原代培养至第

3 天，可见大量双极梭形或三角形细胞，以低浓度酶快速消化法和差数贴壁法纯化细胞；培养至第 3 代，

倒置相差显微镜观察可见 4 ~ 5 个克隆细胞，免疫细胞化学染色 S⁃100 蛋白表达阳性，肿瘤性许旺细胞纯

度 > 95%，活力良好，可以稳定传代培养。结论 应用体外原代培养方法结合低浓度酶快速消化法、差

数贴壁法和克隆筛选技术能够有效剔除纤维母细胞，获得纯度高、活力良好的肿瘤性许旺细胞，可用于

Ⅱ型神经纤维瘤病发病机制及治疗研究。
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【Abstract】 Objective To establish a simple method to extract and purify tumorigenic Schwann
cells (TSCs) from neurofibromatosis type 2 (NF2) tumor tissues in vitro, in order to improve the successful
rate of primary culture and obtain a large number of TSCs from NF2 patients for further study. Methods
Six fresh tumor tissues from patients with NF2 were obtained from 2009 to 2010 in our hospital. TSCs were
extracted after collagenase digestion, followed by cell purification through rapid digestion with low trypsin
concentration, differential detachment and clone screening. Morphological changes of TSCs were observed
under inverted microscope and cultured TSCs were identified immunocytochemically by S ⁃ 100 protein
staining. Results TSCs were successfully cultured from 3 NF2 specimens. A large number of bipolar
spindle or triangular⁃shaped cells could be seen on the third day of primary culture and 4 to 5 clones were
formed after the third passage in each successfully cultured specimen. Purified TSCs expressed S ⁃ 100
protein detected by immunocytochemistry with the rate of positive cells of above 95%, and their cell activity
was fine and were able to be passaged stably in the subculture. Conclusion It is a successful culture
method to extract and purify TSCs, combining primary culture with rapid trypsin digestion with low
concentration and differential detachment. After clone screening, the purified and energetic TSCs can be
obtained and applied to clinical study for NF2 pathogenesis and treatment. Fibroblasts (FBs) can be
removed effectively as well.
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Ⅱ型神经纤维瘤病（NF2）又称中枢神经纤维瘤 病，为一常染色体显性遗传性疾病，发病率约为

2.50/10 万［1］，主要表现为许旺细胞瘤、多发脑膜瘤、

神经纤维瘤、脊髓肿瘤、胶质瘤、神经鞘肥厚病、脑

钙化，以及晶状体后囊混浊等。致病责任基因 NF2
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为抑癌基因［2］，定位于染色体 22q12.2，全长约为

120 kb，编码产物为 merlin 蛋白，由于 NF2基因突变

造成 merlin 蛋白缺失与失活，引起细胞失控性生长，

最终导致肿瘤形成［3⁃4］。双侧前庭神经许旺细胞瘤

是其主要临床特征，该肿瘤的主要成分为肿瘤性许

旺细胞，合并少量的纤维母细胞及较少量的内皮细

胞、淋巴细胞和肥大细胞，其中许旺细胞很可能是

该肿瘤的来源细胞［5⁃8］。鉴于此，有必要从Ⅱ型神经

纤维瘤病患者肿瘤组织中提取并纯化肿瘤性许旺

细胞，进而在细胞水平对其发病机制和治疗方案进

行相关研究。由于细胞培养分离存在一定困难，目

前尚未建立Ⅱ型神经纤维瘤病许旺细胞系。本实

验通过一种简便的原代培养方法对从手术中获取

的肿瘤组织进行培养，采用低浓度酶快速消化法、

差数贴壁法和筛选克隆技术提取并纯化肿瘤性许

旺细胞，从而获得纯度高、活力佳的Ⅱ型神经纤维

瘤病肿瘤性许旺细胞。既为进一步研究个体化 NF2
基因突变建立体外实验平台，亦为寻求有效的基因

靶向治疗和药物筛查、改善患者生存质量奠定理论

基础。

材料与方法

一、材料

1. 纳入标准 组织病理取材标本来自天津医科

大学总医院神经外科 2009-2010 年住院治疗患者共

6 例，4 例为前庭神经许旺细胞瘤，2 例为上颈段脊神

经鞘瘤。均符合以下条件：（1）临床表现及影像学

资料符合 1987 年美国国立卫生研究院（NIH）提出

的Ⅱ型神经纤维瘤病诊断标准［9］。（2）手术后经病理

检查证实许旺细胞瘤诊断。

2. 典型病例 女性患者，29 岁。主因双耳听力

进行性下降 5 年余入院。头部 CT 平扫可见双侧内

耳道口扩大（图 1a）；头部 MRI 增强扫描双侧脑桥小

脑角呈明显强化肿块，双侧前庭神经增粗（图 1b）；

颈胸椎 MRI 增强扫描 C3 ~ T2椎体水平硬膜下多发异

常强化小结节，C3 椎体水平硬膜下卵圆形异常强化

影（图 1c），C4 ~ 5椎体水平脊髓内片状强化影（图 1d）；

胸腰椎 MRI 检查 T12 ~ L5 椎体水平硬膜下多发异常

强化影（图 1e）。手术后组织病理学检查证实许旺

细胞瘤诊断（图 2）。

3. 试剂与仪器 标准许旺细胞培养液［含体积

分数为 10%胎牛血清（FBS）和 50 ng/ml 神经调节蛋

白 1 ⁃β 1（NRG1 ⁃β 1）的 DMEM 培 养 液］购 自 美 国

Gibco 公司，其中体积分数为 10%胎牛血清购自美国

HyClone 公司，50 ng/ml 神经调节蛋白 1⁃β1 为美国

R&D 公司产品。Hanks 液及层黏连蛋白由北京索来

宝科技有限公司提供。质量分数为 0.25%中性蛋白

酶购自美国 HyClone 公司。Ⅰ型胶原酶购自美国

Invitrogen 公司。体积分数为 1%Triton X⁃100 购自美

国 Invitrogen 公司。免疫试剂Ⅰ抗为鼠抗人 S⁃100 蛋

白单克隆抗体（1∶500），购自美国 Santa Cruz 公司，

即用型二步法 PV⁃6001 免疫组织化学检测试剂盒

［含内源性过氧化物酶阻断剂和辣根过氧化物酶

（HRP）标记的山羊抗鼠 IgGⅡ抗（1∶1000）］，以及二

氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒均购自北京中杉金桥

生物技术有限公司。

二、实验方法

1. 肿瘤性许旺细胞的分离培养 （1）培养瓶预

处理：参照文献［10］方法，磷酸盐缓冲液溶解层黏

连蛋白至终浓度 10 mg/ml，加入培养瓶中 3 ~ 5 ml，
静置于 37℃细胞培养箱中 1 ~ 2 h，5 ml 磷酸盐缓冲

液冲洗约 1 min（× 3 次），铺被、冲洗，使用前保持培

养瓶湿润。（2）原代细胞培养：Ⅱ型神经纤维瘤病新

鲜肿瘤组织标本约 1 cm × 1 cm × 1 cm，于超净工作

台内 Hanks 液冲洗数次，无菌眼科剪剔除瘤周结缔

组织，同时切取肿瘤深部未经任何试剂或药物处理

的组织标本 0.50 cm × 0.50 cm × 0.50 cm，剪成糊状，

加入 7 ml 标准许旺细胞培养液（含体积分数为 10%
胎牛血清、50 ng/ml 神经调节蛋白 1⁃β1 的 DMEM 培

养液）及 4 ml 质量分数为 0.2%Ⅰ型胶原酶中，吹打

均匀，置细胞培养箱孵育过夜。糊状组织经Ⅰ型胶

原酶消化后轻轻吹打至细胞悬液，30 μm 尼龙布过

滤细胞，离心半径 8.50 cm、离心速度 1000 r/min 离心

5 min，细胞沉淀物接种于预涂有层黏连蛋白的培养

瓶中，加入标准许旺细胞培养液 6 ml，吹打均匀，置

于 37 ℃、体积分数为 5%二氧化碳细胞培养箱内培

养 3 d。
2. 肿瘤性许旺细胞纯化 许旺细胞经原代培养

至第 3 天，倒置相差显微镜观察细胞融合达 80% ~
90%时，吸出培养瓶上层培养液，磷酸盐缓冲液冲洗

后滴加质量分数为 0.125%胰蛋白酶 0.50 ml。倒置

相差显微镜观察双极长梭形细胞变圆、间隙增大时

加入标准许旺细胞培养液终止消化，轻轻振荡培养

瓶数次，将上层培养液移入预涂有层黏连蛋白培养

瓶（低浓度酶快速消化法）；传代时利用纤维母细胞

较肿瘤性许旺细胞更易贴壁的特性将悬浮细胞移
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入培养瓶中，每 15 ~ 20 min 轻摇 1 次，40 min 后移入

预涂有层黏连蛋白培养瓶（差数贴壁法）中。

3. 肿瘤性许旺细胞的筛选克隆 原代培养至第

2 代 的 细 胞 进 入 对 数 生 长 期 ，滴 加 质 量 分 数 为

0.125%胰蛋白酶消化为细胞悬液，稀释至 50 个/ml，
移入培养皿，置 37 ℃、体积分数为 5%二氧化碳细胞

培养箱中孵育 3 ~ 4 d，倒置相差显微镜观察可见培

养皿中出现 4 ~ 5 个克隆细胞。套环法分离克隆，倒

置相差显微镜观察克隆细胞生长情况，标记笔于培

养皿底部标记克隆细胞所在位置，超净工作台内吸

去培养液，磷酸盐缓冲液冲洗约 1 min（× 2 次），克隆

套环一端固定于克隆细胞上，滴加质量分数为

0.25%胰蛋白酶 50 μl 于克隆套环内，置 37 ℃、体积

分数为 5%二氧化碳细胞培养箱中消化约 1 min，加
入标准许旺细胞培养液 150 μl，轻轻吹打数次，吸出

细胞悬液，移入 24 孔板，培养液加至 800 μl，逐次扩

增传代，获得更加纯化的肿瘤性许旺细胞。

4. 肿瘤性许旺细胞鉴定 （1）免疫细胞化学染

色（二步法）：将经纯化的Ⅱ型神经纤维瘤病肿瘤性

许旺细胞悬液稀释至 10 × 10 3/ml，接种于有盖玻片

的 6 孔板中过夜培养 24 h，倒置相差显微镜观察细

胞融合达 60% ~ 70%时移去培养液，磷酸盐缓冲液

冲洗 3 min（× 3 次），质量分数为 3.7%多聚甲醛溶液

固定 30 min，磷酸盐缓冲液洗涤 3 min（× 3 次），体积

分数为 3%过氧化氢室温孵育 10 min，磷酸盐缓冲液

冲洗 3 min（× 3 次），体积分数为 1% Triton X⁃100 漂

洗 5 min，磷酸盐缓冲液振洗 2 min（× 3 次），体积分

数为 1%胎牛血清封闭 30 min，滴加鼠抗人 S⁃100 蛋

白单克隆抗体（1∶500），4 ℃孵育过夜，磷酸盐缓冲

液振洗 2 min（× 3 次），滴加山羊抗鼠 IgGⅡ抗（1∶
1000），室温孵育 40 min，磷酸盐缓冲液振洗 2 min（×
3 次），DAB 显色，苏木素复染，中性树胶封片，拍

照。（2）结果判定：倒置相差显微镜观察经纯化的肿

瘤性许旺细胞形态和 S⁃100 蛋白表达情况，以胞质

和胞核出现棕黄色为阳性细胞，每张盖玻片随机选

择 5 个不同视野（× 200 倍），计算 S⁃100 蛋白阳性细

图 1 影像学检查所见 1a 头部 CT 平扫显示双侧内耳道口扩大（箭头所示） 1b 头部横断面 T1WI 增强扫描显示，双侧前庭神经
增粗，脑桥小脑角明显强化肿块（箭头所示） 1c 颈胸髓矢状位 T1WI 增强扫描显示，C3 ~ T2椎体水平硬膜下多发异常强化影（箭头
所示） 1d 颈髓横断面 T1WI 增强扫描显示，C4 ~ 5椎体水平脊髓内片状强化影（箭头所示） 1e 胸腰髓矢状位 T1WI 增强扫描显示，
T12 ~ L5椎体水平硬膜下多发异常强化小结节（箭头所示） 图 2 手术后光学显微镜观察显示，典型肿瘤性许旺细胞呈细长双极梭形
紧密排列，呈束状或不规则旋涡状，胞核呈“栅栏”状 HE 染色 × 200
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胞在总细胞中所占比例，即为细胞纯度。

结 果

6 例肿瘤组织标本中 3 例成功获得肿瘤性许旺

细胞，细胞生长速度及细胞形态大致相同。倒置相

差显微镜观察显示，经体外原代培养至第 3 天的细

胞主要分为两部分：大部分细胞胞核呈长梭形，核

仁不清楚，胞体呈双极长梭形或长三角形，两端有

细长突起或 3 个突起，免疫细胞化学染色证实为表

达 S⁃100 蛋白的肿瘤性许旺细胞，细胞呈多层生长，

呈现极高的增殖活性；另有小部分细胞胞核较大、

呈椭圆形，胞体较大、呈不规则形，突起较多，分枝

状铺于培养瓶底部，为纤维母细胞（图 3a）。经胰蛋

白酶消化的悬浮细胞，部分于 30 min 后贴壁，以纤

维母细胞为主，肿瘤性许旺细胞略迟于纤维母细

胞。纤维母细胞更易呈不规则形平贴于培养瓶壁

上；而肿瘤性许旺细胞则位于其上生长，且对胰蛋

白酶十分敏感，当在培养液中加入胰蛋白酶后其胞

体迅速收缩、变圆，而纤维母细胞仍铺于培养瓶底

部。因此，利用两种细胞的生长特性采用低浓度酶

快速消化法和差数贴壁法对肿瘤性许旺细胞进行

提纯，经过初次筛选培养至第 1 代的细胞，双极梭形

或三角形细胞明显增多，而突起较多、胞体不规则

的细胞明显减少（图 3b）。

当经体外培养至第 2 代的细胞铺满培养瓶底部

达 80% ~ 90%时，加入质量分数为 0.125%胰蛋白酶

消化一定时间后反复轻轻吹打细胞至单个悬浮细

胞，加入标准许旺细胞培养液，稀释至 50 个/ml，传
代 3 ~ 4 d，倒置相差显微镜观察可见培养皿中出现

4 ~ 5 个克隆细胞（图 3c），呈“车轮”样放射状排列，

应用筛选克隆技术进一步提纯，即获得更加纯化的

肿瘤性许旺细胞（图 3d）。

S⁃100 蛋白为许旺细胞特异性标志物，存在于

胞质和胞核内，经纯化的肿瘤性许旺细胞免疫细胞

化学染色 S⁃100 蛋白表达呈强阳性，胞质和胞核均

为棕黄色，细胞呈双极梭形或三角形（图 4）；光学显

微镜下计数阳性细胞 > 95%。而纤维母细胞 S⁃100
蛋白表达阴性。

讨 论

Ⅱ型神经纤维瘤病患者中约 50%有明确的家

族遗传史，其中 50%由新发基因突变引起。双侧前

庭神经许旺细胞瘤为其主要临床特征，常见症状为

耳鸣、听力损害、眩晕及平衡障碍，逐渐导致听力下

降乃至丧失，尚可同时累及三叉神经和后组脑神

经，引起感觉功能损害但极少累及运动功能；前庭

图 3 倒置相差显微镜观察所见 3a 为
经体外原代培养至第 3 天呈双极长梭形或
长三角形的肿瘤性许旺细胞 × 100 3b
为经低浓度酶快速消化法和差数贴壁法纯
化 后 的 第 1 代 肿 瘤 性 许 旺 细 胞 × 100
3c 经体外培养至第 3 代的肿瘤细胞出现
克隆细胞 × 40 3d 为经克隆筛选后的
纯化肿瘤性许旺细胞 × 100 图 4 光学
显微镜观察显示，肿瘤性许旺细胞呈双极
梭形或三角形，胞质和胞核呈棕黄色 免
疫细胞化学染色（二步法） × 200
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神经许旺细胞瘤及颅内多发脑膜瘤进一步增大可

压迫脑干并形成脑积水；约有 2/3 患者会累及脊神

经或脊髓等［11⁃13］。由于Ⅱ型神经纤维瘤病严重影响

患者的生存质量，为了探求较为有效的治疗方法，

从细胞水平针对该病进行基因靶向治疗、药物筛查

即显得尤为重要。神经纤维瘤是由多种细胞组成

的良性异质性肿瘤，其中主要细胞成分为肿瘤性许

旺细胞和纤维母细胞，近年的研究趋向于肿瘤性许

旺细胞即为神经纤维瘤的起源细胞［3，14］。对Ⅱ型神

经纤维瘤病进行研究的前提是，经体外培养的肿瘤

性许旺细胞需达到一定数目和纯度。然而，目前国

内尚无文献报道从Ⅱ型神经纤维瘤病患者的肿瘤

组织中提取并纯化许旺细胞，亦未建立Ⅱ型神经纤

维瘤病肿瘤性许旺细胞系，鉴于此，对Ⅱ型神经纤

维瘤病患者的肿瘤组织进行原代培养、提取并纯化

肿瘤性许旺细胞至关重要。

虽然，分离许旺细胞的方法有多种，但均存在

以下问题：首先，需获得足够数目的许旺细胞；其

次，是如何剔除许旺细胞中混杂的纤维母细胞。由

于纤维母细胞的生长速度较许旺细胞迅速，故很难

达到纯化之目的［15］。目前纯化许旺细胞的方法包

括抗有丝分裂剂（阿糖胞苷）、补体参与抗体介导的

纤维母细胞自溶、重复移植法、低浓度酶消化法和

差数贴壁法，以及免疫选择方法［16］。原代培养主要

包括组织块贴壁培养法和消化培养法［17］，前者操作

过程简单，但所需培养时间较长；后者操作过程简

单且培养时间短，因此更常在原代培养中应用。细

胞纯化分为自然纯化与人工纯化［18］，前者是利用某

一细胞的增殖优势，排挤其他细胞，靠自然增殖潜

力保留生长占优势的细胞，方法简单，但无法人为

选择细胞，培养时间较长；后者是利用人为手段创

造对某一细胞生长有利的环境，抑制其他细胞，从

而达到纯化所需细胞的目的。Rosenbaum 等［19］首次

报告采用消化培养法从Ⅱ型神经纤维瘤病患者的

肿瘤组织标本中提取肿瘤性许旺细胞，并通过基因

测序发现存在 NF2基因突变。此后，相关方法学研

究相继见诸文献报道，例如应用 3⁃异丁基⁃1⁃甲基黄

嘌呤（IBMX）选择性抑制纤维母细胞生长，并通过腺

苷酸环化酶激动药 Forskolin 促进许旺细胞生长［20］；

黄体酮促进肿瘤性许旺细胞生长从而纯化许旺细

胞［21］；以 Wistar 大鼠坐骨神经作为实验材料，采用

两种不同的培养液和螯合剂乙二醇双（2⁃氨基乙基

醚）四乙酸（EGTA）分离纯化许旺细胞［16］；以乳鼠许

旺细胞作为实验材料，培养 72 h 后应用胰蛋白酶分

步多次消化分离许旺细胞与纤维母细胞［22］；通过阿

糖胞苷及差数贴壁法剔除混杂于乳鼠坐骨神经许

旺细胞中的纤维母细胞［23］；磁性活化细胞分选系统

（MACS）纯化成人周围神经来源的许旺细胞［24］；荧

光活化细胞分选系统（FACS）纯化许旺细胞［25］；以

及利用小干扰 RNA（siRNA）技术敲低人许旺细胞系

merlin 蛋白的表达，5 ⁃溴脱氧尿苷三磷酸（5 ⁃ Brd
UTP）掺入法检测细胞增殖系数，获得增殖速度较快

的类似Ⅱ型神经纤维瘤病肿瘤性许旺细胞［26］。虽

然，上述研究所获得的许旺细胞纯度达 90% ~ 99%，

但均存在实验需要特殊仪器和设备、免疫试剂昂

贵、需通过药物筛选获得所需许旺细胞、实验操作

过程复杂且易污染、细胞培养时间长等缺点；而且

经药物筛选获得的许旺细胞活力可能受到影响，使

后续的实验结果受到质疑。为此，我们以Ⅱ型神经

纤维瘤病患者的肿瘤组织标本作为实验材料，采用

消化培养法提取肿瘤性许旺细胞，倒置相差显微镜

观察可见，所获得的肿瘤性许旺细胞呈双极梭形或

三角形，胞核呈长梭形，部分可见 2 个核仁，具备肿

瘤细胞生长特性，多层生长但生长速度仍慢于纤维

母细胞；而少量纤维母细胞胞体大而扁平、呈不规

则形，细胞突起较多，胞核大、呈椭圆形，经胰蛋白

酶消化后的纤维母细胞更易贴壁，肿瘤性许旺细胞

位于其上生长且对胰蛋白酶十分敏感，加入胰蛋白

酶后胞体迅速收缩、变圆，而纤维母细胞仍铺于培

养瓶底部。上述肿瘤性许旺细胞与纤维母细胞生

长特性的不同是我们提取并纯化肿瘤性许旺细胞

的基础，实验结果证实差数贴壁法间隔 15 ~ 20 min
效果最佳，此时纤维母细胞已经贴壁，而大部分肿

瘤性许旺细胞尚处于悬浮状态。

目前主要采用细胞形态学与免疫细胞化学染

色相结合的方法对肿瘤性许旺细胞进行鉴别［16，27］。

由于许旺细胞瘤的主要成分是肿瘤性许旺细胞和

少量纤维母细胞，倒置相差显微镜观察肿瘤性许旺

细胞胞核呈长梭形，核仁不清楚，胞体呈双极长梭

形或长三角形，两端有细长突起或 3 个突起，胞质和

胞核高表达 S⁃100 蛋白；而纤维母细胞来源于中胚

层间充质细胞，胞核较大、呈椭圆形，胞体大而扁

平、呈不规则形，细胞突起较多，分枝状铺于培养瓶

底部，无论胞质还是胞核均不表达 S⁃100 蛋白。通

过上述肿瘤性许旺细胞的特性，可以鉴别体外培养

的肿瘤性许旺细胞。
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细胞克隆是由 1 个细胞扩增形成细胞团，经筛

选克隆获得的细胞纯度高、性质稳定，细胞之间相

互作用小，更易于合并生存，利于后续的实验研究，

是获取高纯度细胞的良好方法。细胞克隆技术在

神经干细胞方面应用较多，Zhang 等［28］采用有限稀

释法培养并克隆从乳鼠下颌突组织中提取的神经

嵴来源干细胞，增殖后的细胞性质较为单一。目前

鲜有文献报道采用细胞克隆技术对来源于神经纤

维瘤病患者的肿瘤组织标本进行许旺细胞纯化，我

们通过筛选克隆技术，结合两次低浓度酶快速消化

法和差数贴壁法纯化获得Ⅱ型神经纤维瘤病肿瘤

性许旺细胞，经 S⁃100 蛋白免疫细胞化学染色检测

证实纯度 > 95%，且细胞数目充足，能够满足后续的

实验研究。

本实验首次在国内通过消化培养法提取Ⅱ型

神经纤维瘤病患者肿瘤组织标本中的肿瘤性许旺

细胞，采用低浓度酶快速消化法、差数贴壁法及筛

选克隆技术纯化肿瘤性许旺细胞，获得大量活力良

好、纯度高的肿瘤性许旺细胞。该方法操作步骤简

单，所需时间短，费用低廉，无需添加任何药物改变

细胞特性，所提取的肿瘤性许旺细胞完全适用于实

验研究。随后，我们又对Ⅱ型神经纤维瘤病患者的

血液标本进行 NF2基因测序，发现 NF2基因存在多

个突变位点，已失去抑癌基因作用，导致肿瘤性许

旺细胞的异常增殖。本研究为比较全血 NF2 基因

组突变及个体化治疗提供了实验依据，为寻求针对

Ⅱ型神经纤维瘤病的有效基因靶向治疗及药物筛

查奠定了理论基础，同时对提取类似肿瘤细胞的研

究方法亦具有一定指导作用。
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