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ABCG2在U25 1细胞株及其干细胞中的表达及意义 

赵洪新，程 远，陈 松 

(重庆医科大学附属第二医院神经外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究ATP转运体成员ABCG2在U251细胞和U251干细胞中的表达，并分析其意义。方法：采用含EGF、bFGF、 

LIF及 B27的无血清培养基培养 U251细胞，形成 U251干细胞球后采用单细胞克隆法继续在无血清培养基中培养。应用细胞 

免疫荧光染色法对肿瘤干细胞进行鉴定 ，应用激光共聚焦和 Western blot法检测 ABCG2在 U251细胞及其干细胞中的表达 

情况。结果：在 U251细胞株中成功分离出 U251干细胞；免疫荧光染色显示 U251干细胞表达 CD133；激光共聚焦显示两种细 

胞 ABCG2均阳性表达，主要位于胞膜；Western blot显示 ABCG2在两种细胞均有表达，U251干细胞中 ABCG2表达明显高于 

U251细胞，二者差异有统计学意义(尸<O．05)。结论：ABCG2在 U251细胞株及 U251干细胞中均有表达，以 U251干细胞中表达 

量更多。 
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Expression and significance of ABCG2 in U251 cells and U251 stem cells 

ZHA0 Hong-xin，et al 

(Department ofNeurosurgery，the SecondAffiliated Hosphal，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the expression and significance of ABCG2(the G2 member of ATP—binding cassette family)in 

U25 1and its stem cel1．Methods：The U25 1 were cultured in serum-free medium with EGF，bFGF，LIF and B27．The tumor spheres 

formed and cultured continuously in the serum-free medium through the monoclonal formation experiment．Th e immunofluorescence 

staining was employed to identify the U25 1 stem cel1．The expression of ABCG2 was detected by confocal microscopy and Western blot． 

Results：The stem cells from malignant glioma cell line U251 have been successfully isolated．The cells expressed CD 133．The ABCG2 

protein positive stain was located in the cell membrane in both U25 1 cells and its stem cell with confocal microscopy method．Western 

blotting show ABCG2 was expressed in U25 1 cells and in its stem cells．The expression level in the stem cells was significantly higher than 

U25 1 cells．Conclusion：ABCG2 is expressed in U25 1 cells and in U25 1 stem cells．Th e expression level in the latter was hh er． 
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随着肿瘤干细胞研究的深入，寻找肿瘤耐药的靶细胞和 

靶分子研究已越来越引起人们的重视。ABCG2属于 ABC转 

运蛋白家族，现已发现它不仅与肿瘤的耐药相关 ，还被认为 

它是一种潜在的干细胞分子标志。有学者直接用 ABCG2作 

为干细胞或肿瘤干细胞的标志物来分离或鉴定干细胞或肿 

瘤干细胞_1l 。但是有关 ABCG2在胶质瘤及胶质瘤干细胞中 

的表达研究较少，本研究利用 Western blot和激光共聚焦等方 

法，观察ABCG2在胶质瘤U251细胞株和U251干细胞中的 

表达情况 ，为胶质瘤的靶向治疗提供实验依据。 
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1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

改良型 RPMI1640培养基 、胎牛血清、胰酶、青／链霉素均 

购 自HyClone公司。人表皮细胞生长因子(Epidermal growth 

factor，EGF)、人碱性成纤维细胞生长因子(Basic fibroblast gro— 

wth factor，bFGF)、白血病抑制因子(Leukemia inhibitory factor， 

LIF)购自Sigma公司，B27购自Gibco公司。小鼠抗人 CD133 

单克隆抗体，山羊抗人 netin单克隆抗体 ，小鼠抗人 ABCG2 

单克隆抗体均购自Santa Cruz公司。FITC标记山羊抗小鼠 

IgG，TRITC标记兔抗山羊 IgG，TRITC标记山羊抗小鼠 IgG， 

辣根酶标记山羊抗小鼠rgG购自中杉金桥公司。SDS—PAGE 
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凝胶配制试剂盒、BeyoECL Plus、RIPA裂解液(强)、PMSF、 

BCA蛋白浓度测定试剂盒(增强型)购自碧云天公司。小鼠抗 

人 B—actin，多聚赖氨酸购自博士德公司。 

1．2 仪器 

奥豪斯电子天平 SR6010，奥豪斯国际贸易上海有限公 

司。CO2恒温培养箱 ThermoForma3110，Thermo Forma公司。 

高压蒸汽消毒器YXQ·SG41·280，上海医用核子仪器厂。凝 

胶成像仪，Bio—Rad公司。双稳定时电泳仪电源DYY一6C型、 

垂直电泳槽 DYCZ一400、电转槽 DYCZ一24D，北京六一仪器 

厂。激光共聚焦显微镜 TCS sP2(德国莱卡公司)。 

l-3 U251细胞系的培养与传代 

人脑胶质瘤细胞株U25 1购自武汉大学典型培养物保藏 

中心。采用含 100 U／ml青／链霉素、10％胎牛血清的 1640培 

养液，在恒温培养箱内(条件：37~C，5％CO ，饱和湿度)培养， 

隔天换液，待细胞长至 80％融合时，0．125％胰酶消化 ，1：2传 

代于5Oml培养瓶中。 

1．4 U251干细胞的培养与传代 

将 U251细胞置于细胞培养箱中培养，待细胞处于对数 

生长期时用 0．125％胰酶消化 ，胎牛血清终止消化后吸管收 

集于离心管 ，800 r／min离心 5 min，弃上清，加入 RPMI1640 

无血清培养基(内含 EGF、bFGF各 20 ng／ml，LIF10．eCml以 

及 B27 20 1／ml，反复吹打成单细胞悬液 ，计数后以2×105 

个，瓶接种于50 ml培养瓶中，置于恒温培养箱中培养。待悬 

浮生长的细胞球出现 5 d后收集该细胞球，机械吹打并制成 

单细胞悬液，重悬于上述无血清培养基，按 1：2的比例传代 

于 50ml培养瓶。 

1．5 U251干细胞单细胞克隆 

将 U251干细胞吹散，行活细胞染色后稀释为约 100个 

／ml的细胞悬液。吸 1 ml该细胞悬液到 50 ml细胞培养瓶中 

加入 47 ml的无血清培养基 ，使总体积为 48 m1，细胞数约 

100个。于24孔板内每孔加入上述细胞悬液0．5 ml后置于 

细胞培养箱培养。镜下记录只有 1个细胞存在的培养孔 ，观 

察克隆形成情况。数天后吸取 1个培养孔内由 1个细胞分裂 

增殖形成的细胞克隆到 25 ml培养瓶中培养、扩增与传代。 

1．6 U251干细胞鉴定 

将单细胞克隆方式扩增的第3代U251干细胞爬片。玻 

片预先经无菌多聚赖氨酸处理。1 d后取出玻片，用中性树脂 

将玻片固定在载玻片上，用 0．叭 mol／ml PBS漂后 ，4％多聚甲 

醛固定 30 min，PBS反复冲洗，胎牛血清封闭 20 min，同时滴 

加稀释好的小鼠抗人 CD133抗体和山羊抗人 netin抗体，4℃ 

孵育过夜，次13 PBS充分冲洗后 ，滴加 FITC标记山羊抗小鼠 

IgG，37~C孵育30 min，PBS冲洗、晾干后，再滴加TRITC标记 

兔抗山羊IgG，37％孵育30 min，PBS冲洗、晾干后封片，置激 

光共聚焦显微镜下观察并采集图像。 

1．7 U251细胞及 U251干细胞 ABCG2的 荧光测定 

取 U251细胞及 U251干细胞分别爬片，基本操作同 1．6， 

两种细胞均滴加稀释的小鼠抗人 ABCG2，并用 TRITC标记 

山羊抗小鼠IgG孵育，在激光共聚焦下观察并采集图像。 

1．8 Western blot分析 ABCG2的表达 

取 U251细胞和 U251干细胞分别加入 RIPA裂解液。提 

取总蛋白质，BCA法测定蛋白浓度，分装后 一80％保存。配制 

浓度 6％、12％的分 离胶 和 5％的浓缩 胶 。蛋 白上 样 ， 

SDS—PAGE电泳后，使用PVDF膜转膜。将 PVDF膜浸置于 

含 5％脱脂奶粉的 PBST液中封闭 2 h，封闭后孵育小鼠抗人 

ABCG2，4~C过夜，次 日用 PBST溶液充分洗涤后，室温下辣根 

酶标记山羊抗小鼠 IgG孵育 2 h，PBST洗涤后 ，使用 ECL发 

光试剂盒，在Bio—Rad凝胶成像仪下，对PVDF膜进行图像 

采集分析。取等量的蛋白样品，通过 west~lffl blot测量 2种细 

胞中 B—actin的表达量，作为蛋白表达的内参。 

1．9 数据统计分析 

使用Quantity one软件分析蛋白条带光密度值，重复实 

验 5次，用 SPSS13．0对 2种细胞 ABCG2与 13一actin光密度 

比值进行 t检验，P<O．05具有统计学意义。 

2 结 果 

2．I U251干细胞球的形成 

将吹散的U251细胞接种于无血清培养基中，24 h后开 

始出现为数不多的悬浮小细胞团。48 h后，悬浮的球状团数 

量明显增多，形态较为规则 ，接近球状，每个细胞团有数个到 

数十个细胞不等。U251细胞株细胞在无血清的条件下生长 

会受抑制，随传代培养时间的延长和传代次数的增多而逐渐 

被清除，从而使干细胞得到纯化。而 U251细胞在 10％血清 

培养基培养时则没有悬浮细胞团产生。将 U251干细胞球接 

种于 10％血清培养基中，细胞球重新贴壁并逆转成 U251细 

胞。 

2．2 单细胞克隆脑 U251干细胞与传代 

在形成 U251干细胞球后，用有限稀释法可以观察到吹 

散的单个细胞可以增殖形成细胞克隆，吹散的单个细胞会重 

复从单细胞生成细胞球的过程，该过程于单个 U251细胞到 

生成 U251干细胞球的过程相似。干细胞的增殖速度很快，在 

48 h内已由单细胞增殖形成由数十个细胞构成的细胞团。 

通过单细胞克隆方式扩增的干细胞球的形态和生长速度与 

原代基本一致。此后每4～7 d传代 1次，连续传代 10次的 

U251干细胞仍然保持着较为旺盛的生长态势。 

2．3 U251干细胞免疫荧光鉴 定 

对 U251干细胞球行 CD133和 nestin免疫荧光染色， 

U251干细胞呈现绿色和红色两种染色，表明该细胞 CD133 

和 nestin染色阳性(图 1)。CD133被认为是最重要的干细胞 

标志物唧，Nestin为神经干细胞或者前体细胞中表达阁，激光 

共聚焦软件将2种标志物叠加后成为黄色，图1—3清楚地显 

示该细胞球同时表达2种标志物，从而证明培养出的细胞球 

是 U251干细胞。 

2．4 U251细胞及 U251千细胞 ABCG2蛋白的荧光测定 

对 U251细胞及其干细胞球行 ABCG2免疫荧光染色，2 
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小鼠的造血干细胞，它们能将 DNA荧光结合染料 Hoechst 

33342主动排出细胞外 ，从而出现 Hoechst 33342拒染的情 

况。虽然它们只是骨髓细胞中的极少的一部分，却具有极强 

的造血活性【l31。后来又发现其存在于人和动物多种正常细胞 

和肿瘤中。骨髓细胞 中ABCG2是决定其 sP表型形成的因 

素，与造血细胞泵出Hoechst染料的特性有关，小鼠骨髓细胞 

ABCG2基因被敲除后 ，SP表型几乎完全丢失，故 ABCG2被 

认定为sP细胞的表型标记[61。与此同时，肿瘤非 sP细胞对常 

用的抗癌药物敏感性要大于sP细胞，提供了细胞的sP表型 

是导致其对药物敏感性的下降的直接证据。大量研究证实干 

细胞多数位于 sP表型的细胞内，甚至有学者认为实体瘤中 

的 SP细胞即为肿瘤于细胞，因此将 ABCG2作为干细胞的表 

面标志物会更易于干细胞的分离和鉴定f 41。肿瘤干细胞假说 

认为恶性肿瘤难以根除的原因之一是肿瘤干细胞的多药耐 

药现象，而干细胞细胞ABCG2的表达是重要的一个原因 。 

除此以外，ABCG2蛋白表达可以提高细胞生存能力 ，在 

氧不足环境中通过抑制比咯紫质的生成而抑制缺氧对细胞 

的毒性作用。胶质瘤随着恶性级别的增高而增殖加速，随之 

而来的是缺血、缺氧引发的坏死增加。ABCG2可以减少这些 

不利因素对细胞的毒性作用 ，同时有研究证明在脑肿瘤组织 

中，除了肿瘤实质 ，ABCG2阳性细胞还沿血管分布，说明该 

蛋白有可能参与肿瘤组织中新生毛细血管的形成，同时使药 

物进入胶质瘤组织更少，更加重了耐药[16-191。 

综上所述，胶质瘤干细胞是胶质瘤增殖的始动细胞 ，它 

不仅决定了该细胞株的自我更新 、不断增值，而且 由于高表 

达特异性 ABCG2等介导的膜泵耐药分子，使其对大多数化 

疗药物天然耐药，这可能是胶质瘤细胞多药耐药的原 因所 

在 
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