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人肺癌Ｈ１２９９肿瘤干细胞样细胞的分离培养及鉴定

赵文思，罗　弋，黎博一，周寒静，张　涛　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院肿瘤科）

　　［摘要］　目的　从人肺癌Ｈ１２９９细胞系中分离培养肺癌干细胞样细胞，并进一步鉴定其干细胞特
性。方法　 在低黏附条件下无血清诱导培养Ｈ１２９９细胞，富集Ｈ１２９９肿瘤细胞球，利用免疫荧光、流式
细胞仪、ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干性标志物 ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２的表达，并观察克隆形成和体内致瘤能
力的改变。结果　肺癌Ｈ１２９９细胞经无血清诱导培养可形成悬浮的细胞球。与普通贴壁 Ｈ１２９９细胞
相比，细胞球具有更强的增殖能力和致瘤性，且高表达干性基因 ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。结论　运用无血清悬浮细胞球培养方法富集的肺癌Ｈ１２９９细胞系肿瘤球高表达ＣＤ１３３和
ＡＢＣＧ２，具有干细胞特性。
　　［关键词］　 肺肿瘤；Ｈ１２９９细胞；肿瘤细胞球；ＣＤ１３３；ＡＢＣＧ２
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　　肺癌是威胁人类健康和生命的常见恶性肿瘤，因
高发病率和死亡率已成为目前世界上肿瘤相关死亡的

首要原因［１－２］。由于环境污染和烟草消费加剧，世界

卫生组织预测在未来数年肺癌的死亡率还会继续增

加，尤其是在亚洲地区。因此，积极预防肺癌的同时，

深入探索肺癌复发和转移的确切机制显得尤为必要。

　　研究表明：在肿瘤细胞中存在部分肿瘤干细胞
（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）或肿瘤起始细胞（ｔｕｍｏｒｉｎｉｔｉ
ａｔｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＴＩＣｓ），他们主导了肿瘤的发生、分化、转移
和对常规放化疗的抵抗［３－４］。研究 ＣＳＣｓ的特异性有
利于进一步探索靶向性的肿瘤治疗策略，而有效地分

离和鉴定ＣＳＣｓ是开展一系列后续研究的基础。无血
清悬浮培养的肿瘤细胞球模型在 ＣＳＣｓ研究中受到了
越来越广泛的关注，并在乳腺癌、胶质瘤、卵巢癌等多

种实体瘤中得到验证［５－７］。对于肺癌 ＣＳＣｓ，目前虽然
还没有高度一致和公认的标志物，但其鉴定指标主要
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还是ＣＤ１３３＋和ＡＢＣＧ２＋［８］。ＣＤ１３３是一种转膜糖蛋
白，在许多实体瘤中，其高表达往往提示恶性生物学行

为和高复发风险［９－１１］。ＡＢＣＧ２又称乳腺癌耐药蛋白
（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ），是一种 ＡＴＰ
结合盒转运蛋白，能够介导肿瘤细胞对多种化疗药物

的抵抗，对ＳＰ表型维持也发挥着重要作用［１２］。本研

究拟通过无血清悬浮细胞球的培养方法富集人肺癌

Ｈ１２９９细胞系的肿瘤干细胞，探索两个潜在的ＣＳＣｓ标
志物ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２在Ｈ１２９９肿瘤球的表达及其与
干性特征之间的内在联系，为本课题组后续研究肺癌

干细胞的特异性靶向治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　 　 人肺癌 Ｈ１２９９细胞株由本实验室保存。
ＲＰＭＩ１６４０和ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎
牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，重组人表皮生长因子（ＥＧＦ）
和成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）购自 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，
Ｂ２７购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＡＰＣ标记的 ＣＤ１３３流式抗体
（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司），鼠抗人 ＣＤ１３３单克隆抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司），兔抗人ＣＤ１３３多克隆抗体（博奥森公司），鼠抗
人ＡＢＣＧ２单克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司），ＦＩＴＣ标记的羊
抗鼠ＩｇＧ（ＥａｒｔｈＯｘ公司），ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ５６８标记的羊
抗兔ＩｇＧ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），βａｃｔｉｎ单克隆抗体、ＨＲＰ
标记的羊抗兔和羊抗鼠 ＩｇＧ均购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，超低吸附细胞培养瓶（Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司）；ＴＲＩｚｏｌ试剂为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，逆转录试剂盒
为大连宝生物（ＴａＫａＲａ）公司产品，ＰＣＲ相关试剂为
Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　Ｈ１２９９细胞常规培养于含１０％
胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，置于３７℃、５％ＣＯ２培
养箱内。取对数生长期细胞进行实验。Ｈ１２９９细胞球
培养及诱导分化：配置无血清培养基，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基中添加 ２０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ、２０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ和 ２％
Ｂ２７。Ｈ１２９９细胞制成单细胞悬液，以１０００／ｍＬ的细
胞数种植于超低吸附培养瓶，３７℃ ５％ＣＯ２培养箱内
培养，每隔３ｄ半量更换新鲜培养基，倒置显微镜观察
球形成情况。细胞球增殖到足够大时，收集并机械分

离成单细胞悬液进行传代培养，实验取第３代细胞球。
为观察血清诱导球形成细胞的分化现象，分离的细胞

球将进一步培养于含１０％ ＦＢＳ而不添加上述生长因
子的普通培养基中。

１．２．２　免疫荧光染色　　Ｈ１２９９细胞种植于盖玻片

上，在孵箱内培养过夜完成爬片；Ｈ１２９９细胞球直接取
细胞悬液滴于载玻片上风干。４％多聚甲醛固定
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ润洗后 ０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００透膜 ５ｍｉｎ，
１０％山羊血清室温封闭３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２遍后分别
滴加一抗ＣＤ１３３（１∶２００）和ＡＢＣＧ２（１∶２００），４℃孵育过
夜。次日，ＰＢＳ洗涤玻片后分别对应滴加ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
５６８标记的羊抗兔或 ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠二抗
（１∶５００），３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，ＤＡＰＩ染核
２ｍｉｎ，再次 ＰＢＳ洗涤后滴加抗荧光淬灭剂封片，倒置
荧光显微镜观察拍照。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ和 ｑＰＣＲ　　取对数期 Ｈ１２９９细胞
和细胞球，ＴＲＩｚｏｌ法提细胞总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，
ＲＴＰＣＲ和 ｑＰＣＲ检测干性基因 ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２的
ｍＲＮＡ表达，ＧＡＰＤＨ为内参。引物序列，ＣＤ１３３上游：
５′ＧＡＧＴＣＧＧＡＡＡＣＴＧＧＣＡＧＡＴＡＧＣＡ３′，下游：５′ＡＣ
ＧＣＣＴＴＧＴＣＣＴＴＧＧＴＡＧＴＧＴＴＧ３′；ＡＢＣＧ２上游：５′ＣＡ
ＣＡＡＧＧＡＡＡＣＡＣＣＡＡＴＧＧＣＴ３′，下游：５′ＡＣＡＧＣＴＣＣＴ
ＴＣＡＧＴＡＡＡＴＧＣＣＴＴＣ３′；ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＧＡＡＧＧＴ
ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′，下游：５′ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧ
ＧＡＴＴＴＣ３′，产物大小分别为１１３、６９、２２５ｂｐ，所有引
物均委托北京华大基因公司合成。ＰＣＲ条件：９５℃
２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３２个循环；
７２℃ ３ｍｉｎ。产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳鉴定。

ｑＰＣＲ条件：９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，共４０
个循环。以２ΔΔＣｔ计算基因的表达量。
１．２．４　流式细胞仪检测　　分别收集 １×１０６个
Ｈ１２９９细胞和细胞球，ＰＢＳ洗涤２遍后加入 ＡＰＣ标记
的ＣＤ１３３及 ＦＩＴＣ标记的 ＡＢＣＧ２（１∶１００）抗体，同时
设立阴性对照和同型对照，混匀，４℃避光反应
１５ｍｉｎ。ＰＢＳ再次洗涤后，细胞重悬于１％ 多聚甲醛
溶液。流式细胞仪检测ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２的表达。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　提取Ｈ１２９９细胞和细胞
球总蛋白，ＢＣＡ法测蛋白浓度。制备蛋白样品，行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛
奶室温封闭 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ３次后分别加入一抗
ＣＤ１３３（１∶１０００），ＡＢＣＧ２（１∶１０００）和 βａｃｔｉｎ
（１∶２０００），４℃孵育过夜。次日，洗膜，加入相应ＨＲＰ
标记二抗，室温孵育２ｈ，洗涤，化学发光试剂盒（Ｂｉｏ
Ｒａｄ）显影，凝胶成像仪曝光成像，以 βａｃｔｉｎ对目的蛋
白进行标准化。

１．２．６　克隆形成实验　　收集 Ｈ１２９９细胞和细胞
球，制成单细胞悬液，以４００／孔的细胞数接种于６孔
板，每孔加入２ｍＬ培养基于３７℃、５％ＣＯ２孵箱内培
养，定期换液并观察克隆形成情况。２周后，４％多聚
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甲醛固定，结晶紫染色，拍照并计数。

１．２．７　裸鼠成瘤实验　　４～６周龄（雌雄各５只）的
ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购于重庆医科大学实验动物中心。将新
鲜分离的 Ｈ１２９９细胞和细胞球，以 １×１０６／１００μＬ
ＰＢＳ密度分别接种至裸鼠背部左右两侧，观察２组移
植瘤的生成及生长情况。处死裸鼠后，肿瘤标本进一

步行ＨＥ染色鉴定。
１．３　统计学分析
　　实验均重复至少３次。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果经Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件进行图片分析、灰度值计算。数据以 珋ｘ±ｓ表示，
计量资料分析采用独立样本 ｔ检验，计数资料用 χ２检
验，采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件。

２　结果

２．１　Ｈ１２９９肿瘤球的形成及血清诱导分化
　　与普通细胞贴壁生长方式不同，Ｈ１２９９细胞在无
血清培养基中呈悬浮生长，形成立体的细胞球。在培

养第３～４天，球体开始成形，第９～１２天球体完全形

成，最终在第１８天左右形成由大量细胞紧密结合而成
的实体结构（图１）。经过连续几代培养，细胞球的紧
密程度和体积也不断增加。而撤去生长因子并经血清

诱导培养４８ｈ后，悬浮的细胞球又能够迅速恢复其分
化能力并不断黏附到瓶壁形成贴壁细胞。

２．２　ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２在 Ｈ１２９９细胞球的 ｍＲＮＡ
表达

　　Ｈ１２９９细胞球的 ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ表达均
高于贴壁细胞（Ｐ＜０．０５，图２）。
２．３　ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２在Ｈ１２９９细胞球的蛋白表达
　　Ｈ１２９９细胞球组 ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２的蛋白表达明
显高于普通贴壁细胞组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５，图３）。
２．４　免疫荧光检测 ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２在 Ｈ１２９９细胞

球的表达

　　ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２抗原经免疫染色后在荧光显微
镜下分别发红光和绿光，与普通贴壁细胞微弱的荧光

相比，Ｈ１２９９细胞球的荧光强度明显增强（图４），表明
细胞球具有更高的ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２表达量。
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"

#

$ % &

Ａ～Ｆ：分别为Ｈ１２９９细胞球生长第１、４、７、１０、１５、１８天
图１　倒置显微镜观察Ｈ１２９９细胞球的生长　（×２００）

０１７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!"#$$ !%&$$!

'(%)) *+',&

'("))""") -.#!

*+',&"/$ -.$!

,*0(!%&&1 -.$!

!%&$$

!%&$$ !

)23

&21

&24

%21

%24

421

4

5
6
7
*
&

'
(

)
*

8

8

!

"

Ａ：ＲＴＰＣＲ检测；Ｂ：ｑＰＣＲ分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｈ１２９９细
胞比较

图２　Ｈ１２９９细胞及细胞球中ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２的
ｍＲＮＡ表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜
００５，与Ｈ１２９９细胞比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｈ１２９９细胞及细胞球中ＣＤ１３３和

ＡＢＣＧ２的蛋白表达

!

" #

$

%

&

'

(

Ａ～Ｄ：Ｈ１２９９贴壁细胞；Ｅ～Ｈ：Ｈ１２９９细胞球；Ａ、Ｅ：ＤＡＰＩ染核（蓝色）；Ｂ、Ｆ：ＣＤ１３３（红色）；Ｃ、Ｇ：ＡＢＣＧ２（绿色）；Ｄ、Ｈ：图像融合
图４　免疫荧光检测Ｈ１２９９细胞及细胞球中ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２的表达　（×４００）

２．５　流式细胞仪鉴定 ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２在 Ｈ１２９９细
胞球的表达

　　ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２在 Ｈ１２９９细胞球的表达高于普
通贴壁细胞［ＣＤ１３３阳性率：（１１．９２±３３４）％ ｖｓ
（０４６±０．２９）％，Ｐ＜０．０１；ＡＢＣＧ２阳性率：（１０．６７±
３．５７）％ ｖｓ（１．７８±１．２７）％，Ｐ＜０．０５；双阳性率：
（７７０±２．９１）％ ｖｓ（０．１７±０．０５）％，Ｐ＜００５；
图５］，也证实了以上相关实验结果。
２．６　Ｈ１２９９细胞球和贴壁细胞克隆形成能力检测
　　克隆形成实验结果（图６）显示：Ｈ１２９９细胞球形成
的克隆集落数明显多于贴壁细胞［（２７８．３±３７．４）ｖｓ
（１２３±１９．５），Ｐ＜０．０５］，表明球形成细胞的体外增

殖和自我更新能力更强，具有干细胞样特性。

２．７　Ｈ１２９９细胞球和贴壁细胞致瘤能力检测
　　通过比较２组细胞在裸鼠的成瘤率、潜伏期、生长
速度以及肿瘤体积发现：细胞球组的成瘤率更高

（５／５∶３／５），潜伏期更短，在注射肿瘤细胞后第４天就
能形成肉眼可见包块，随后肿瘤生长速度加快，体积明

显增大甚至有坏死形成；而普通贴壁细胞组在约１周后
才出现瘤体，体积相对较小，生长速度也较缓慢（图７Ａ、
Ｂ）。移植瘤进一步行 ＨＥ染色，结果显示二者的组织
学形态都呈腺癌，且细胞球组癌细胞集聚和有丝分裂

较多（图７Ｃ、Ｄ），表明Ｈ１２９９细胞球的成瘤能力更强。
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Ａ～Ｃ：Ｈ１２９９贴壁细胞；Ｄ～Ｆ：Ｈ１２９９细胞球；Ａ、Ｄ：ＡＢＣＧ２＋；Ｂ、Ｅ：ＣＤ１３３＋；Ｃ、Ｆ：双阳性
图５　流式细胞仪检测Ｈ１２９９细胞及细胞球中ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２的表达
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Ａ：裸鼠移植瘤，左箭头代表 Ｈ１２９９细胞成瘤，右箭头代表细胞球成瘤；Ｂ：肿瘤体积变化曲线　ａ：Ｐ＜０．０５，与
Ｈ１２９９组比较；Ｃ、Ｄ：瘤体病理学观察（ＨＥ×４００）　Ｃ图为Ｈ１２９９贴壁细胞成瘤，Ｄ图为Ｈ１２９９细胞球成瘤

图７　裸鼠成瘤实验
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"

Ａ：Ｈ１２９９贴壁细胞；Ｂ：Ｈ１２９９细胞球
图６　克隆形成实验

３　讨论

　　肿瘤干细胞理论近年来广受关注，探索该理论能

否应用于肺癌有望阐明导致肺癌复发转移的根本原

因，并为临床肺癌特异性靶向治疗指明方向。鉴于高

度特异性的肺癌 ＣＳＣｓ分选标志物目前尚未明确，而
肿瘤球模型却在越来越多实体瘤中成功运用，本课题

组也采用成球法来富集肺癌 ＣＳＣｓ。与流式分选 ＣＳＣｓ
特异性标志物、ＳＰ表型检测、乙醛脱氢酶（ＡＬＤＨ）活
性检测等其他 ＣＳＣｓ分离方法相比，悬浮细胞球培养
法通过在无血清培养基中补充 ＥＧＦ、ｂＦＧＦ和 Ｂ２７等
生长因子，能够在有效抑制细胞分化的同时使相对未

分化的细胞存活并不断增殖，是一个不断筛选分离的

过程，能简单、快速、经济、高效地富集到 ＣＳＣｓ［１３］。考
虑到无血清成球法可能存在的一些限制，如种植密度

过高导致细胞球与细胞黏附难以区分，以及无法排除

死亡细胞漂浮聚集的干扰，因此，我们反复优化实验条

件，最终选择以１０００／ｍＬ的较低细胞种植密度种植细

２１７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



胞，在不明显降低细胞球形成率的同时最大程度保证

一个细胞球只来源于单个细胞。此外，真正的 ＣＳＣ能
够形成二代、三代甚至以上的细胞球，为保证结果的可

靠性，本研究所有实验均采用第三代细胞球进行。

　　干性基因的表达是鉴定 ＣＳＣｓ的常用方法之
一［４］。对于鉴定肺癌ＣＳＣｓ，目前可重复性较高的基因
主要是ＡＢＣＧ２和ＣＤ１３３，他们对于 ＣＳＣｓ干性的维持
具有重要作用［１４］。本实验在成功分离培养出肺癌

Ｈ１２９９细胞球的基础上，以 ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２为指标
对其进行进一步的干性鉴定。ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和流
式检测结果均显示干性标志物 ＣＤ１３３和 ＡＢＣＧ２在
Ｈ１２９９细胞球的表达明显高于贴壁细胞。免疫荧光染
色结果也显示Ｈ１２９９细胞球高表达ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２，
且二者均定位于胞膜及胞质，双染现象提示二者在

Ｈ１２９９细胞球的共表达，可能是维持细胞球干性的一
个主要亚群。

　　干性基因在细胞球中的表达上调与其强大的自我
更新、增殖和分化能力紧密相关。克隆形成实验结果

显示Ｈ１２９９细胞球的集落形成能力明显强于普通贴
壁细胞，表明球来源细胞具有更强的体外增殖能力。

然而，肿瘤球并不是一个完全由未分化细胞组成的同

源结构，它含有更多的分化细胞。目前，还没有哪项研

究能够精确地表明肿瘤球中多少细胞是真正的 ＣＳＣｓ，
因此，检验 ＣＳＣｓ存在的金标准还是接种少量细胞到
免疫缺陷的小鼠体内观察其致瘤能力［１５］。本实验分

别接种Ｈ１２９９细胞和球来源细胞至裸鼠皮下比较二
者的移植瘤形成情况，发现 Ｈ１２９９细胞球组的成瘤能
力明显比普通细胞组要强，成瘤率高，潜伏期短，瘤体

生长快。上述各实验结果从不同角度提示：肺癌

Ｈ１２９９肿瘤球相比于普通肿瘤细胞具有更强的体内外
增殖能力，更具有干细胞特性。

　　本研究结果表明悬浮球培养是分离富集肺癌
ＣＳＣｓ的有效途径，获得的Ｈ１２９９细胞球具有肿瘤干细
胞的特征，在一定程度上代表了肺癌 ＣＳＣｓ。共表达
ＣＤ１３３和ＡＢＣＧ２的基因组成可能是 Ｈ１２９９细胞球具
有干细胞特性的真正决定因素，这也为本课题组进一

步研究以肺癌干细胞为靶点的与肿瘤发生、发展和耐

药等有关的信号机制以及探索肺癌特异性靶向治疗新

策略提供了理论依据。
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