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无血清悬浮培养舌鳞癌Tca81 13细胞系及肿瘤干细胞样亚群筛选 

孙守娟，季 平，邹 波，邓 诚，杨 晶 

(重庆医科大学附属口腔医院颌面外科，重庆 401147) 

【摘 要】目的：比较有血清培养基(Serum—supplemented medium，SSM)培养的细胞中和无血清培养基(Serum-free medium， 

SFM)培养的肿瘤干细胞球体中肿瘤干细胞样亚群的比例，以期获得较好富集肿瘤干细胞的方法。方法：SFM培养细胞，观察形 

成肿瘤干细胞球过程中的细胞形态；更换培养基为SSM诱导其分化；流式细胞仪检测 SSM组细胞和SFM培养的肿瘤干细胞 

球分化前、后醛脱氢酶(Aldehyde dehydrogenase，ALDH)的表达。结果：Tca8113细胞能在SFM中存活、增殖并形成肿瘤干细胞 

球 ；SFM和 SSM培养的细胞中ALDH 细胞比例分别为 0．297 0±0．009 0和 0．010 7±0．002 5，差异有统计学意义(P<0．05)；诱 

导分化后细胞与SSM组细胞形态上无明显差异。结论：用SFM培养舌鳞癌Tca8113细胞可形成肿瘤干细胞球，而且这种细胞 

球富集了肿瘤干细胞。 
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Serum-free suspension culture system and screening of stem Iike 

SubpOpUIatiOn in Tca81 1 3 eelI Iine of squamous cell carcinoma 
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(Department ofOral and Maxillofacial Surgery，the Affiliated Stomatology Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To compare the proportion of stem like cells from serum-supplemented medium(SSM)culture with those from 

serum-free medium(SFM)culture in order to obtain better methods for enriching tumor stem cells．Methods：Tca8113 cells were 

cuhivated in SFM．The cells were morphologically observed under optical microscope．To induce the differentiation of spherical cells， 

tumor spheres were cultivated in SSM．The expression of aldehyde dehydrogenase(ALDH)of undifferentiated sphericM cells，post— 

differentiated spherical cells and SSM cells were detected by the fluorescence-activated cell sorting．Results：In SFM consisting of 

EGF，bFGF，and B27，a minority of Tca8113 ceils could survive，proliferate，and form the suspended tumor spheres．The tumor spheres 

highly expressed ALDH(0．297 0±0．009 0：0．010 7 4-O．002 5)and also displayed differentiation-induced abilities．No significant 

difference in morphology was found between the post-diferentiated spheres cells and routine cultured Tca8113 cells． Conclusion： 

Tumor spheres with enriched cancer stem cells can be generated under serum-free culture condition with EGF，bFGF，and B27． 

【Key words]tongue squamous cell carcinoma Tca8113；tumor spheres；aldehyde dehydrogenase；serum-free medium 

头颈部鳞癌，包括口腔鳞癌，是全球第 6种最常见的肿 

瘤，在发展中国家排第 3。尽管当前针对肿瘤的治疗方法有 

了很大改善，但是5年生存率仍然很低，约50％。肿瘤干细胞 

理论认为，肿瘤细胞中存在一小群具有自我更新和分化能力 

的细胞，即肿瘤干细胞，这群细胞往往是肿瘤发生、发展 、转 

移和复发的根源[11。因此，肿瘤干细胞成为近几年的研究热点 

之一。但是，肿瘤干细胞在癌细胞或癌组织中的含量极小(占 

细胞总数的0．01％一4％)圜，不便于提取细胞的RNA和蛋白 

质．这就限制了对肿瘤干细胞的进一步研究。 
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本实验主要通过含生长因子的无血清培养基(Serum-free 

medium，SFM)培养舌鳞癌Tca8113细胞，分离和扩增出肿瘤 

干细胞球体：以在骨髓13]和脐带血嗍干细胞中高表达同时在很 

多肿瘤(乳腺癌、肝癌、结肠癌、肺癌和头颈部鳞癌口，61)干细胞 

样亚群中的表达高于在非肿瘤干细胞样亚群中表达的醛脱 

氢酶(Aldehyde dehydrogenase，ALDH)为检测指标，利用流式 

细胞仪检测常规有血清培养的细胞和无血清培养的肿瘤干 

细胞球体细胞中ALDH~Sh细胞的比例．从而探索能较好富集 

肿瘤干细胞的方法，为分选干细胞提供方便。 

1 材料与方法 

1_1 实验材料 

1．1．1 细胞 人舌鳞癌 Tca8113细胞系(重庆医科大学提供， 

原由上海交通大学医学院附属第九人民医院口外肿瘤实验 
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干细胞的未分化状态和促进肿瘤干细胞增殖⋯ 。这可能与 

细胞的失巢凋亡(Anoikis)有关，失巢凋亡是细胞程序性死亡 

的一种，是由于与细胞外基质和其他细胞脱离接触而诱发 

的。然而部分肿瘤细胞具有失巢凋亡抗性．即肿瘤细胞从原 

发组织脱落，游走、迁移到远端组织，并种植生长，这往往引 

起肿瘤的远端转移和复发[t3·14]。肿瘤细胞无血清悬浮培养，作 

为失巢凋亡抗性研究的体外模型[151．使得细胞之间不能相互 

接触，细胞也不能与培养瓶底接触，所以只有能克服失巢凋 

亡的干细胞才能存活下来． 

因此，选择含适合生长因子的SFM，生成富集肿瘤干细 

胞的肿瘤干细胞球 ，再进一步通过免疫法或功能法纯化肿瘤 

干细胞是一种行之有效的方法。 

本实验主要进行了以下研究：①SFM中最初时只添加 

EGF、bFGF生长因子，结果只能形成肿瘤细胞积聚体，大约 1 

周后细胞全部分解死亡，未能形成肿瘤干细胞球体。后来根 

据相关文献报导增加了B27，随着培养时间的延长，可以形 

成肿瘤干细胞球体。关于球体形成的条件目前尚不十分清 

楚，在 pince头颈部鳞癌[91的研究中通常应用 EGF、bFGF诱 

导球体形成。一些报道中还添加了B27、胰岛素、N1等。②随 

着SFM培养时间的延长，微球体体积逐渐增大；更换为SSM 

培养基时，细胞从微球体中移出，10 d后与正常Tca8113细 

胞相比，细胞形态上无明显差异；流式细胞仪检测肿瘤干细 

胞球SSM培养过程中ALDH~细胞比例结果显示，随着时间 

的延长比例越来越小．由此推测ALDH~细胞可能分化为 

ALDH~细胞和 ALDH~细胞。这几点即部分证明了肿瘤微 

球体具有自我更新和分化能力。依据肿瘤干细胞理论(肿瘤 

细胞中具有自我更新和分化能力的细胞称为肿瘤干细胞)． 

所以肿瘤微球体被称为肿瘤干细胞球亦算是名副其实。③用 

流式细胞仪检测肿瘤细胞球体形成过程中ALDH岫细胞的 

比例，数据显示SFM培养的前20 d，ALDHh~细胞比例随着 

SFM培养天数的延长逐渐升高；到第 20天时 ALDHh~细胞 

比例最高为0．2970±0．009 0；20 d以后逐渐降低，这可能与 

肿瘤干细胞球体体积过大，使得球体中央细胞缺少营养供应， 

导致中央细胞死亡有关。由此推测用 SFM培养20 d时，此刻 

即是细胞传代也是ALDH 细胞分选的最佳时间。④常规 

SSM培养的细胞中ALDHr~h细胞的比例为0．010 7±0．002 5， 

与其在头颈部鳞癌中的比例相一致 。⑤流式细胞术分析显 

示 SSM培养的细胞和 SFM培养 20 d后形成的肿瘤干细胞 

球中AI H 细胞比例分别为0．010 7±0．002 5和0．297 0± 

0．009 0，由此显示出无血清培养可以大大富集ALDH 细胞。 

推测无血清培养的优势可能与肿瘤干细胞样细胞具有失巢 

凋亡抗性有关。 

总之，在优化培养条件后成功富集得到舌鳞癌Tca81 13 

细胞系微球体，并能在体外稳定传代，大量扩增。同时微球体 

被证实具有肿瘤干细胞特性。高表达干细胞表面标记分子 

ALDH，可以认为微球体富含舌鳞癌干细胞，为分选干细胞提 

供方便。 
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