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结直肠肿瘤细胞球的干细胞相关特性研究 

贾健锋，程 勇，郑梦颖，饶明月 

(重庆医科大学附属第一医院胃肠外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：无血清悬浮培养生成5种人结直肠肿瘤细胞球，体外稳定传代培养，研究其在体外增殖、分化及转移等生物学 

特性。方法：人结直肠癌细胞 SW480、SW620、LOVO、HT29和 HCT116在添加了细胞生长因子的无血清培养基 Serum—free medi— 

um，SFM)中悬浮培养，稳定传代并诱导分化。选择其中HCT116细胞系用流式细胞技术检测单层细胞及其肿瘤细胞球干细胞标 

记分子CD133+的表达。Transwell小室实验、免疫荧光及RT—PCR分别检测HCT116单层细胞及其肿瘤细胞球的体外转移能力， 

以及间质化标记分子N—cadherin及Vimentin的表达。结果：5种人结直肠癌细胞系均在SFM中形成能稳定传代培养的肿瘤细 

胞球，其在含血清培养基(Serum supplemented medium，SSM)中重新贴壁生长并各自恢复亲代细胞的生物学特性。与HCT116单 

层细胞相比，HCT116肿瘤细胞球中 CD133+细胞比例显著增多，并具有更强的转移能力 ，以及高表达间质化标记分子 N—cad— 

herin及Vimentin。结论：通过无血清培养可以生成人结直肠肿瘤细胞球，这些球体中富含肿瘤干细胞样特性的细胞。 
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Biological characteristics of human colorectal cancer spheres cultured in 

serum-free medium 

JIA 帆币 ng，CHENG Yong，ZHENG Meng-ying，RA 0 Ming-yue 

(Department of Gastrointestinal Surgery，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To generate cancer spheres from five different colorectal cancer cell lines in serum-free medium(SFM)，stably 

subculture them in vitro，and study their biological characteristics of proliferation，differentiation and metastasis．Methods：Human 

colorectal cells SW480，SW620，LOVO，HT29 and HCT1 16 were cuhured in SFM with supplemented cell growth factors；stable 

subculture was induced to differentiate in serum supplemented medium(SSM)．The expression of CD133 in HCT1 16 monolayer cells 

and spheres were investigated by flow cytometry．Cell metastasis assay，immunofluorescence and RT—PCR were applied to examine cell 

metastasis ability in vitro and the expression of mesenchymal markers N-cadherin and Vimentin of both HCT1 16 monolayer cells and 

spheres．Results：Cancer spheres could be generated from five colorectal cancer cell lines in SFM．These spheres were stably subcuhured 

and induced to differentiate by serum supplemented medium，and these differentiated cells were in adherent growth and kept the same 

morphology with the parental cells．HCT1 16 spheres，compared with parental cells，had higher CD133 ，N-cadherin and Vimentin 

expressions as well as metastasis ability．Conclusion：Colorectal cancer spheres can be generated in SFM culture，and these cancer 

spheres are rich in cancer stem—like cells． 
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肿瘤干细胞学说认为肿瘤组织中同样存在一小部分干 

细胞 ，这小部分亚群细胞才是肿瘤复发转移的根源 】。结直 

肠癌的发病率逐年上升，严重威胁着人类的身体健康，2007年 

Ricci—Vitiani研究H发现结直肠癌中也存在 TSCs(Tumor stem 
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cells．TSCs)，故富集结直肠 TSCs并研究其生物学特性．对结 

直肠癌的诊断、治疗具有重要意义。为此，本研究通过无血清 

培养 5种人结直肠癌细胞富集 TSCs，并将其稳定传代和诱 

导分化，研究结直肠 TSCs的自我更新和分化能力；以及对其 

中 HCT116单层细胞与肿瘤细胞球的干细胞和间质化标记 

分子进行差异研究，以期为体外进一步探明人结直肠癌复发 

和转移的分子机制奠定基础。 
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1 材料与方法 

1．1 实验材料 

SW480、SW620、LOVO、HT29和 HCT1 16细胞系购 自中 

国科学院细胞库。完全培养基(SSM)为含 10％tJ~牛血清的 

DMEM培养液(Gibco，美国)。细胞在 37℃、5％CO 恒温培养 

箱内培养备用。 

1．2 实验方法 

1．2．1 结直肠癌细胞系的无血清培养 无血清培养基为 

DMEM／F12培养基中加入细胞生长因子 ：50ng／ml EGF(pe— 

protech，美国)、10ng／ml N0ggin(pepmtech，美国)、50ng／ml R— 

Spondin 1(R&D，美国)。1％琼脂糖(Agarose)附着面的制备： 

称取琼脂糖粉末 0．5 g，溶于装有 50 ml三蒸水的玻璃瓶中高 

压灭菌 ，待冷却至 50~C用移液器迅速将 1 m蚜L琼脂糖移入 6 

孔板中，晃动孔板使琼脂均匀铺满孔底后备用。取对数生长 

期的上述结直肠癌细胞，O．25％胰酶消化后吹打成单细胞悬 

液，用无血清的DMEM／F12培养基重悬．台盼蓝染色计数，以 

10 +／ml密度接种至盛有 SFM上述 6孔板中进行常规培养。 

每天置于显微镜下观察细胞球的形成情况，隔天半量换液。 

1．2．2 结直肠肿瘤细胞球传代和诱导分化 当肿瘤细胞球 

生长到 6~8 d时 。离心收集肿瘤细胞球 ，重悬于细胞离散剂 

Accutase液中，孵箱中消化 5 min后，轻轻吹打至肿瘤细胞球 

离散为单细胞，离心后按 1：2比例接种至 SFM中传代培养， 

观察细胞的自我更新情况。待 2周后收集形成的各种细胞球 

放入玻璃培养瓶中，加入含 10％小牛血清的DMEM培养液诱 

导分化 ，分别在不同时间点 24、48 h及 72 h置于显微镜下观 

察细胞形态及生长状态的变化。 

1．2．3 流式细胞检 测肿瘤细胞球 中 CD133+细胞含量 

HCT1 16单层细胞及肿瘤细胞球分别用 0．25％胰酶和 Accu— 

tase制备成细胞悬液，计数后调整细胞数量为 lxlO 个／组。每 

管中按(工作液 1：11稀释)加入鼠抗人单抗 CD133一PE(Mil— 

tenyi，德国)，对照管加入同体积的同型对照抗体，混匀，室温 

下避光孵育 20 min。PBS清洗 2次后 ，用含 1％多聚甲醛的 

PBS固定重悬细胞，上流式细胞仪检测 CD133 细胞的含量。 

1．2．4 免疫荧光检测肿瘤细胞球内 N—cadhefin及 Vimentin 

表达 将 SFM中培养形成的各结直肠肿瘤细胞球用 PBS洗 

涤离心，制成细胞球悬液，涂于防脱玻片上晾干，4％多聚甲 

醛在室温下固定后 PBS洗涤，接着用 0．3％过氧化氢灭酶后 

PBS洗涤 ，再用 0。2％TritonX一100破膜后 PBS洗涤，然后 5％ 

BSA封闭 。加入兔抗人 N—cadhefin单克隆抗体(1：50，Santa 

Cruz，美国)或鼠抗人 Vimentin单克隆抗体(1：50，Santa Cruz． 

美国)，4~C过夜 ，洗涤后加 FITC或 TRITC标记的相应二抗 ， 

室温暗处孵育，加 4，6二脒基一2一苯吲哚盐酸(4．6-diamidi— 

no一2一phenylindole hydrochloride，DAP I，Sigma，美 国)复染 5 

min，洗涤后倒置显微镜观察。同时设不加一抗的空白对照。 

1．2．5 RT—PCR实验检测肿瘤细胞球中 N—cadhe6n及 Vi— 

mentin表达 取 HCT116细胞和肿瘤细胞球．Trizol(TaKaRa 

公司)裂解细胞，提取总 RNA，紫外分光光度计定量。按逆转 

录试剂盒(TaKaRa公司)说明书进行反应．得到的cDNA一20℃ 

保存。取 1 l cDNA，分别加入N—cadhefin和Vimentin的上 

下游引物各 1 Ixl、2xTaq PCR MasterMix 12．5 l和去离子水 

9．5 l，反应体系为25 l。引物及反应条件见表 1。反应结束 

后将 3 I PCR产物加样至 2％琼脂糖凝胶样品孔中，在 1× 

TBE电泳缓冲液中鉴定 PCR产物 ，BioRad凝胶成像系统照 

相并记录，Quantity One软件分析实验结果。 

1．2．6 Transwell小室实验检测肿瘤细胞球体外转移能力 

HCT1 16单层细胞及肿瘤细胞球分别用0．25％胰酶和Accu— 

tase制备成细胞悬液，计数后调整细胞数量为 1xl0 个／rnl。 

将孔径8 1的Transwell小室(Millipore，美国)放入 24孔板 

中．下室加入 600 Ixl含 10％FBS的 DMEM培养基 。上室加入 

400 l细胞悬液 ，同时加入 0．I％BSA维持细胞悬液的渗透 

压。每组细胞设 2个复孔培养 12 h后(等同于重复 3次实 

验)，取出小室并用棉签将上室细胞擦掉，PBS清洗小室，4％ 

多聚甲醛常温下固定 20 min，PBS洗净后瑞氏染液染色 10 

min，洗净晾干后用眼科镊将滤膜揭下 ，细胞面朝下，中性树 

胶封片。显微镜下分别计数中间和四周 5个视野区的穿膜细 

胞数，取平均数表示每组细胞的迁移能力。 

1．2．7 统计学处理 使用 SPSS17．0软件对数据进行分析。 

数据采用 x~s表示 。实验组与对照组之间采用独立样本 t检 

验 ，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 结直肠肿瘤细胞球的形成、传代和诱导分化。 

5种结肠癌细胞以 10，／["／ml的密度接种于 SFM中，起初 

各细胞都单个悬浮生长，自第 1天后 HT29和 HCT1 16行成微 

小“肿瘤细胞球”，第 2～7天这些细胞球不断长大，并且形状 

变成规则的圆球体。SW480和SW620在第 1—2天开始出芽 

增殖 。到第 3天形成细胞球，此后不断长大至第 7天。LOVO 

形成细胞球最为缓慢，第 1～4天出芽增殖缓慢，第 5天基本 

形成微小的细胞球 ，此后迅速长大到第 7天后球体不再长大、 

表 1 PCR引物序列 
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3 讨 论 

干／祖细胞可以在无血清环境中悬浮生长，而分化细胞则 

会死亡[51。目前无血清培养方法已经成功应用于乳腺癌[o3、神 

经胶质瘤 、前列腺癌 及结直肠癌 等干细胞的分离培养。本 

研究通过模拟低粘附环境的无血清培养。成功从人结直肠癌 

细胞系中获得了稳定传代的肿瘤细胞球。其在添加了细胞生 

长因子的无血清环境中自我更新，表现出较强的增殖能力；细 

胞球可以通过细胞离散剂Accutase打散后稳定传代，并在无 

血清培养基中重新形成细胞球。将细胞球接种于 SSM中诱 

导分化，可重新贴壁生长增殖，其形态与单层细胞保持一致， 

这些表明肿瘤细胞球处于未分化状态，具有可塑性，可在外 

界刺激因素下定向分化为成熟细胞。 

CD133曾命名为AC133，最初在造血干 细胞中发现， 

后来研究认为 CD133也是非造血系统干细胞 的标记分子 。 

其作为一种干细胞表面标记分子已经被证实在神经胶质瘤 、 

前列腺癌【n肄干细胞中表达，与肿瘤的发生和转移具有密切 

联系。Ricci—Vitiani[~和 O’Brien[。嚯 2007年分别发表对结直 

肠癌起始细胞的研究 ．均认 为结直肠肿瘤 干细胞起始于 

CD133+细胞 ，因此本研究通过流式细胞检测 HCT1 16单层细 

胞和肿瘤细胞球中 CD133+细胞的含量 ，发现肿瘤细胞球中 

CD133 细胞数量显著增多，这表明结直肠肿瘤细胞球中富 

含有 CD133+~胞。 

肿瘤干细胞被认为是恶性肿瘤发生转移的根源。其转移 

特性与上皮一间质转化(Epithelial—mesenchymal transition． 

EMT)密切相关悯。EMT是指上皮细胞在特定的因素作用下， 

失去细胞极性及细胞间的紧密连接和粘附连接，而获得了浸 

润性和游走迁移能力，变成具备间质细胞形态和特性的细胞． 

这一过程在肿瘤发生侵袭转移中具有重要作用。N—cadherin 

及Vimentin是EMT中重要的蛋白分子，其在细胞中的高表 

达说明细胞呈间质化状态，具有极强的侵袭转移能力㈣。本研 

究通过免疫荧光技术检测到间质化标记分子 N—cadhefin及 

Vimentin表达于球体细胞的胞浆中 ，同时采用 RT—PCR检 

测其 mRNA，发现相 比较于单层细胞，细胞球 中 N—cadherin 

及 Vimentin mRNA水平表达上调，并通过 Transwell小室实验 

检测到HCT1 16肿瘤细胞球具有更强的转移能力。这些结果 

同时证明了肿瘤细胞球转移性增高存在的可能分子机制，及 

该球体中含有肿瘤干细胞样特性的细胞。其具有很强的转移 

能力。 

综上所述 ，本研究应用无血清悬浮培养人结直肠癌细胞 

系成功生成了肿瘤细胞球 ，并证实该细胞球具有自我更新及 

诱导分化的潜能。通过对 HCT1 16单层细胞和肿瘤细胞球的 

比较，发现球体中CD133+细胞数量明显增多，并高表达间质 

化标记分子N—eadhefin及 Vimentin，以及具有更强的转移能 

力，这些结果表明肿瘤细胞球中富含肿瘤干细胞样特性的细 

胞。目前有学者认为啕肿瘤细胞球是肿瘤生长体外模型．通 

过对结直肠肿瘤细胞球生物学特性的研究 。将可能从全新的 

角度阐明结直肠癌复发转移的可能机制。 
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