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结直肠癌细胞系肿瘤干细胞相关 群初步研究 

胡 祥，程 勇，王吉明，刘 彬 
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【摘 要】目的：检测不同结直肠癌细胞系中存在肿瘤干细胞样亚群，探讨初步富集肿瘤干细胞相关亚群的方法。方法：采用流 

式细胞术检测结直肠癌细胞系 L0v0、sw480、HcT116中的侧群细胞(side p【1l】ulation，sP)细胞，添加生长因子的无血清培养基 

(semm—fTee medium，sFM)培养sw48O初步分离，富集肿瘤干细胞样亚群，有限稀释实验，诱导分化，传代更新，含血清，无血 

清培养基交替培养证实肿瘤干细胞相关亚群的存在。结果：I 0V0、sw480、HcT116细胞系中含 sP细胞分别为 1．0％，1．2％和 

1．3％；sw480细胞中约含有 0．54％～0．62％的细胞能够在无血清培养基中能够存活、增殖，形成悬浮的肿瘤细胞球；在 SFM中加 

人血清可促使肿瘤干细胞相关细胞分化 ；肿瘤干细胞相关细胞可以连续传代 ，并可交替培养于含 10％小牛血清培养基 

(sen】m—supplied medium，ssM)和sFM中。结论：结直肠癌细胞系 I 0v0、sw480、HcTl16中含 sP细胞，sw480中的肿瘤干细 

胞相关亚群可以无血清培养基富集 
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【Ahstract】O自 c￡ e：T0 investigate the c0ntent nf cancer stem一1ike cells in dif rent human col0rectal cancer ce11 lines and 

explore the meth0ds fnr enriching(．ancer s m—likP cells in SW480． 0ds：The pe entage 0f side p0pulation cells(SP)in 

human c0l0rectal cancer cell lines L0V0，SW480，HCT1 16 were detected hy n0w cytometry．SW480 cell 1ine was cultivated in 

semm—free me小um(SFM)supplemented wi【h gmwth facf0rs and can er stem—like ells refnrming int0 n0atingspheres were 

is01ated．The is0lated cancer stem—like ells weI identi ed hy limiting—diluti0n assay，dif rentiation assay，self_renewal assay， 

altemative cultivation assay． ∞ ￡括：The pe entage 0f SP cells was 1．O％ in L0V0，1-2％ in SW480 and 1_3％ in 

HCTl16．In the a1)sen e of semm，a minority(0．54％～0．62％)0f cancer stem—like cells in SW480 cells survived，prI1li rated and 

assemhled int0 the suspended tumor ell spheres． SW480 ancer stem—like cells possessed pmli rative，self-renewal and 

diff rentiati0n p0tentia1，which were resp0nsible fnr the f10ating tumor c】0ne． Sen】m additi0n int0 SFM I sulted in the 

pm1i rati0n 0f cancer stem—like ce1ls；af|er several generations and a1temated cultivatj0n in SSM and SFM，cancer stem—like 

cells maintained their characters．( )视c s 07z：I 0V0，SW480 and HCT1 1 6 cell n̈es contain a tiny min0rity 0f SP cells with 

stem cell pmpenies．The cancer stem—like cells in SW480 line can he maintained in SFM using a n0ating cultuIe method． 
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2001年 Reya和 M0rrison等通过对造血干细胞 

与血液系统肿瘤研究的回顾性分析，提 完整的肿 

瘤干细胞学说llj，到目前包括血液系统 ，实体瘤中 

的乳腺癌 、中枢神经胶质瘤 6]、前列腺癌[ 及结肠 

癌网等肿瘤干细胞的分离成功，肿瘤干细胞学说得 

作者介绍：胡 祥(1983一 )，男，硕士， 

研究方向：胃肠道肿瘤的基础临床研究 

通讯作者：程 勇，男，副教授，E—mail：chengyongcq@yaho0 m 

课题基金：重庆市自然科学基金资助项目(csTc，2【)(】8BB5230)。 

到不断证实、完善。当前认为肿瘤干细胞是肿瘤发 

生、发展、转移、复发的根源。结直肠癌发病率 日益 

增高，即使手术根治切除，其复发率仍有40％～50％， 

对结直肠癌肿瘤于细胞的研究将对结直肠癌的治 

疗更具特意靶向意义，我们采用流式细胞术检测 

L0v0、Sw480、HCTl16中的fJ几0群细丹包(Side—popu— 

lation，sP)，通过无血清培养基培养sw480细胞系， 

克隆分离肿瘤细胞侧群，并从形态学、分化、自我更 

新、交替培养等方面进行鉴定。 
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1 材 料 与 方 法

1 ． 1 细 胞 系 ， 试 剂 和 仪 器

L O V O 、 S W 4 8 0 、 H C T l 16 细 胞 系 ( 重 庆 医 科 大学 基 研 所 细

胞 库 ) ， R P M l l 6 4 0 培 养基 ( G I B I C O ) ；特级 新 生 小 牛血 清( F B S )

( 杭 州 四季青 ) ；E D T A 、 胰 蛋 白酶粉 ( 北 京鼎 国 ) ；H o e e h s t 3 3 3 4 2 、

P I(南京凯基生物 ) ；维拉帕米(B i o m a l )；无 血清培养基 S e m m — fl e e

m e d i u m ， S F M )为不 含牛血 清 的 R P M l l 6 4 0 培 养基 ， 并添 加重 组

表皮生 长凶子 E G F ( 2 0 ¨ g ／L ， P e p r o T e c h ) 、 碱性 成纤 维 生 长 因

子 b F G F ( 10 耻 g门L ， P e p r o T e e h ) 10
’

U ／L 青 霉 素 G 和 1 0 0 m g ／L

链 霉 素 ( 华北 制 药 ) 。 流 式 细 胞 仪 ( 美 同 B D 公 司 ) ， 超 净 工 作

台( A I R T E C H ) 、 C O ： 恒 温 细 胞 培 养箱 ( t h e r m o 公 司 ) ， 离 心 机

( S I G M A 公 司 ) ． 倒 置 显 微 镜 ( O l y m p u s 公 司 ) ， 3 7 ℃ 恒 温 水 浴

箱 ( P o l y s e i e n e e s 公 司 ) 。

1 ． 2 细 胞 系培 养

L O V O 、 S W 4 8 0 、 H C T l l 6 细 胞 系 以 含 10 ％ 小 牛 血 清 的

R P M l l 6 4 0 培 养 基 ( S S M ) 置 于 3 7 ℃ 、 5 ％ C O ! 培 养 箱 内培 养 。

用 含 0 ． 2 5 ％ 胰 蛋 白酶 和 0 ． 0 2 ％ E D T A 的 消 化 液 消 化 传 代 细

胞 。 选 用 对 数 生 长期 细 胞 实验 。

1 ． 3 S P 细 胞 比 例 检 测

3 种 细 胞 系 分 别取 对 数 生 长 期 细 胞 ， 制 成 单 细 胞 悬 液 ，

调 整 细 胞 密度 为 1 0
一

个 ／m l ， 各设 实验 管 和 对 照 管 。 实验 管加

入 H o e c h s t 3 3 3 4 2 ( 终浓度 为 5 ¨ g ／m 1 ) ， 对 照 管 同时再 加 入 维

拉帕米 ( 终浓 度 为 5 0 ¨ g ] l l l l ) ， 3 7 ％ 水浴 9 0 m i n ， 每 2 0 m i n 振

荡混 匀 1 次 ， 最 后 低 温 离心 机 离 心 5 ra i n 弃上 清 ， 用 4 ℃ P B S

洗 2 遍 。 重 悬 于 4 ℃ 含 1 ％ 胎 牛 血 清 的 P B S 液 中 。 F A C S 流式

细胞 仪 紫色激 光 ( 4 0 7 n m )检测 3 种 结 直肠 癌 细 胞 系 中 s P 细

胞 比例 。

1 ． 4 肿 瘤 干 细 胞 相 关 亚 群 的 分 离培 养 ， 传 代

选 择 S W 4 8 0 对 数 生 长期 的细 胞 ， 用 P B S 液 清洗 ， 胰 蛋 白

酶 消化 ， 重 悬 于 S F M ， 台 盼 兰 染 色 并 计 数 ， 以 5 × 1 0 ‘
个 细 胞

接种 于 10 0 m l 培 养 瓶 巾 ， 继 续 在 3 7 ℃ ， 5 ％ C O ： 培 养 箱 巾培

养 。 待增 殖 形 成 细胞 球 3 ～ 4 d 后 ， 将其收 集于 离心 管 中 ， 自然

沉 降 2 0 ra i n 弃 去半量 陈 旧 上 清 ， 加入 等量 新 鲜 S F M 并 机 械

吹扣
’

成单 细胞悬 液 ， 重 悬 于 S F M ， 按 1 ： 2 的 比例传 代于 培 养

瓶 中 。

1 ． 5 肿 瘤 干 细 胞 相 关 亚 群 交 替 在 S S M 和 S F M 培 养基 中培

养

按 照 1 ． 4 的方 法 ， 待 S W 4 8 0 细胞 系在 S F M 中形 成 细胞 球

2 d 后 ， 收集 并重 悬 于 S S M 液 中 ， 待 其呈 单 层 细 胞 生 长 后 ， 再

收集 并 重 悬 于 S F M 液 中 ， 呈 细 胞 球 样 悬 浮 生 长 ， 如 此 反 复 3

次 。

1 ． 6 有 限 稀释 法

有 限稀 释 采 用 B e l l o w s 等 is I
， T r o p e p e 等 I m I的方 法 ， 将 贴 壁

生长于 S S M 中的 S W 4 8 0 细胞经 胰酶消化 ， 吹打成单细胞悬 液 ，

计 数 后 重 悬 于 S F M ， 按 每 孑L 2 0 0 斗 1 培 养 液 分 别 接 种 3 2 0 、

1 6 0 、 8 (】、 4 0 、 2 0 、 和 1 0 个 细 胞 于 9 6 孑L板 ， 以 每 个 浓 度 未 形 成

肿瘤球 的孔 的 百 分 比 为应 变 量 ， 以 每孑L 中接 种 的细 胞 数 为 自

变量 ， 作直 线 回 归分 析 ， 回 归 方 程 中与 以 应 变 3 7 ％ 相 对 应 的

自变量 值就是 要 形 成 1 个 肿瘤球所 需 的接种 细胞量 ， 因为 每

个肿瘤 细胞 球 均 有 1 个 肿瘤 干细胞 形 成 ， 所 以 根 据 这 1 细胞

量求 出肿瘤 十 细胞 在细胞 系 中的 比例 。 此 试 验 重 复 5 次 。

2 结 果

2 ． 1 不 同 细 胞 系 中 S P 细 胞 检 测

s P 细 胞 亚 群 即 位 于 H o e c h s t 3 3 3 4 2 红 光 ／蓝 光

双 参 数 图左 下 角荧 光 阴性 或 弱 阳 性 区 域 。 L O V O 、

S W 4 8 0 、 H C T l l 6 细 胞 系 中 s P 细 胞 的 比 例 分 别 为

1 ． 0 ％ ， 1 ． 2 ％ 和 1 ． 3 ％ ， 经 维 拉 帕米 阻 断 后 明 显 减 少

( 图 1 ) 。

A ． L O V O 中 s P 细 胞 含 1 ． 0 ％ ；B ． S W 4 8 0 中 s P 细 胞 占

1 ． 2 ％ ；C ． H C T l l 6 中 s P 细胞 占 1 3 ％ ；D ． 对 照组 ( 维拉 帕米 )

H C T I 16 巾 S P 细 胞 占 0 ． 1 ％

图 1 不 同细 胞 系 中 S P 细 胞 的含量

2 ． 2 肿 瘤 细 胞 球 的 形 成

S W 4 8 0 在 S F M 中培 养 2 4 ～ 4 8 h 后 可 产 生 少 量

体 积 较 小 松 散 的 悬 浮 肿 瘤 球 ( 图 2 A ) ，
7 2 h 后 肿 瘤

球 体 积 增 大 ， 随 着 时 间 的延 长 ， 在 1 周 左 右所 形 成

的 肿 瘤 球 数 量 增 多 ， 形 态 大 小 各 异 ， 较 前 致 密 ( 图

2 B ) ， 3 周 左 右 均形 成致 密 的形 态 一 致 的肿瘤球 ( 图

2 C ) ， 而 且 经 过 传代后 肿瘤球 的总数量 大量 扩增 。 而

用 S S M 培养 的 S W 4 8 0 时 ， 接种后 数小 时开 始解 聚细

胞球 ， 没 有 悬 浮 细胞 团产 生 ( 图 2 D ) 。
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2 _3 肿瘤 干 细 胞 相 关 细 胞 的 自我 更 新 与 分 化

S W 4 8 0 细胞 在 S F M 培养形成肿 瘤球后 ， 经 机

械 吹打后 培养 于 S F M 中 ， 1 - 2 周后 仍可 形 成肿瘤细

胞 球 和 一 些 单 细胞 ， 其形 态 与原 代相 同( 图 3 A ) ， 而

单细胞则不具有这种功能 ， 只能形成单细胞 ( 图 3 B ) ；

血 清促使 s P 细胞分化 ， 当形成肿瘤球后 ( 图 3 c ) ， 在

S F M 中逐 渐 滴加 F B S ， 并 隔 13 补 充 ， 2 4 h 肿 瘤 球 开

始 变小 ， 单 细胞 增 多 ， 7 d 左 右 时肿 瘤 球 消 失 ， 均 为

单细胞 ， 且 多为粘附生 长 ( 图 3 D ) 。

2 ． 4 肿 瘤 干 细 胞 相 关 细 胞 在 S S M 和 S F M 两 种 培 养

基 中交 替 转 化

肿瘤球 接种 于 S S M 中 ， 1 2 h 内细胞 贴 壁 ， 细胞

平贴培养板底 ( 图 4 A )并 逐 渐形成单细胞层 ， 显 微镜

下 与传统培养形成 的单细胞层 无 明显 差 异 ( 图 4 B ) ；

消化 单层 细胞 ， 重 新 培 养于 S F M 中 ， 仍 可 形 成 细胞

球 ， 其形态 与原代相 同( 图 4 C ) 。

2 ． 5 S W 4 8 0 细 胞 中含 有 0 ． 5 4 ％ ～ 0 ． 6 2 ％ 的 具 有 形 成

肿 瘤 球 能 力 的 肿 瘤 干 细 胞

采用 B e l l o w s 等 、 T r o p e p e 等的方法 ， 经 有 限稀释 、

单 克 隆形 成 试 验 和 直 线 回 归 分 析 ， 在 用 S F M 培 养

S W 4 8 0 时 ， 要 形 成 1 个 肿 瘤 细胞球 所需 的细 胞 数 为

1 7 2 ． 2 6 ± 1 1 ． 5 0 ， 这 证 明 了 S W 4 8 0 中 有 0 ． 5 8 0 ％ ±

0 ． 0 3 5 ％ 能够形成肿瘤细胞球 的肿瘤干细胞 ， 而 其他

大多数细胞不 具备这种能力 ( 图 5 、 表 1 ) 。

焱 。懑憋

A S F M 中培养 2 4 ～ 4 8 h ( 2 0 0 × ) B S F M 中培养 1 周 ( 1 0 0 X ) C S F M 中培养 3 周 ( 2 0 0 × ) D S S M 中培养 6 h ( 10 0 × )

图 2 S W 4 8 0 中肿瘤 细 胞 球 的形 成 过 程

A ． S P 细胞 ( 10 0 × ) ； B ． 单 细胞 ( 2 0 0 X ) c ． 4 h 内( 4 0 0 × ) D ． 7 d ( 2 0 0 × )

图 3 s w 4 8 0 中 S P 细胞 的 自我更 新 及 在 加 有血 清 的 S F M 中的分 化 过 程

A ． 肿瘤球接种 于 S S M 中，
1 2 h 内( X 2 0 0 ) B ． 4 8 h 后 ( × 2 0 0 )

图 4 S W 4 8 0 在 S S M 和 S F M 两 种培 养基 中交 替 转 化
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一

兰

求
血

兹
型
恩
留

醴
米

有 限稀 释试 验

接 种 细 胞数

� 系 列 1

� 系 列 2

� 系 列 3

系 列 4

x 系 列 5

一 线 性 ( 系 列 I )
一 一 线 性 (系 列 2 )
⋯ 线 性 ( 系 Ⅻ 3 )
一 � 线 性 ‘系 列 4 )
⋯ ～ - 线 性 ( 系 列 5 )

注 ：以 每7 L 中接 种 的细胞 数 为 白变量 ， 以 每个 浓 度未彤 成肿瘤球 的孑L的 百分 比为应 变量 ， 作 回 归直线

以 应变量 3 7 ％ 相对应 的 自变 量 的值就是要 形成 一 个肿瘤球所需 的细胞数

图 5 有 限 稀 释 试 验 单 克隆试 验 的直 线 回 归分 析

表 1 S W 4 8 0 中肿瘤 干 细 胞 的 比例

注 ：每次试 验 的 回 归 直线 见 图 5 ， R
z 为直线 回归 的决定 系数

3 讨 论

肿瘤干 细胞 学说 的提 出为肿瘤 生 物学 ， 肿 瘤 的

诊 断 、 治疗 及 预 后 都 提 供 了新 的思 路 ， 预 示 着 基 于

肿 瘤 细 胞 随 机 化 理 论 的传 统 肿 瘤 研 究 将 转 变 到 以

针对 为数极 少 的 一 亚 群肿瘤干 细胞 上 来 。 肿瘤 的靶

向治 疗 无 疑 会成 为未 来肿 瘤 治疗 的 发 展 方 向 ， 肿 瘤

干 细胞 将成 为未来 肿 瘤研 究 的众 矢 之 的 ， 而 肿 瘤 干

细胞 的表 型 、 富集 、 分离 即 为进 一 步研 究 奠定 基 础 。

结直肠 癌 的高发病 率 ， 高复发 率 ， 5 年 短 生 存率 既 生

活 质量 极 度 恶 化 等特 点 吸 引 了 数研 究 者 的 目光 ， 其

肿 瘤 细 胞 体 外 培 养 基 础 研 究 中 ， L O V O 、 S W 4 8 0 、

H C T l 1 6 细胞 系研 究得 最 为广 泛 透 彻 ， 加 之 国 内王

锡 山 等⋯ 也 间接 证 明 了 L O V O 细 胞 系 中 S P 亚 群 的

存在 ， 故我们借此 对 三 种 细 胞 系 的肿瘤干 细 胞 相关

亚 群进行初步探讨 。

荧 光 染 料 H o e e h s t 3 3 3 4 2 能 与 核 D N A 结 合 ， 在

4 2 4 ～ 4 4 4 n m 之 间 可 以 检 测 到 发 光 值 。 在 利 用

H o e c h s t 染料进 行造 血 干 细胞 的流式分析时 ， 常会发

现 一 群 分 布 特 殊 的细胞 ， 经 过 紫外 激 发 后 用 双 波长

( 4 5 0 n m 和 6 7 5 n m 以 上 波长 )监 测 ， 在 流 式 二 维 分

析 点 阵图上 ， 可 以 观 察 到这 群 细胞 发 出微弱 的蓝 色

和 红 色荧光 ， 呈 彗 星 状 分 布 在 主 群 的 一 侧 ， 因 此 被

称 s P 细胞 [12 1
。 A B C 转 运 蛋 白相 关 基 因 A B C G 2 高表

达 被认 为是 肿瘤 干 细胞 的 一 主 要 特征 ， A B C G 2 可 高

效外 排 D N A 荧光 染 料 H o e c h s t 3 3 3 4 2 ， 从 而 能 通 过 流

式 分选 分 析 系统 分 选 出 S P 细 胞 。 决 定 所 分 选 的 细

胞系中是 否含有 S P 细胞 ， 在 于 是否 有对染料 H o e c h s t

3 3 3 4 2 拒染 或 淡 染 的细胞 亚 群 且 可 被 维 拉 帕米所 阻

断 。 在 国 内 ， 我 们 首 次 真 正 意 义上 检 测 到 L O V O 、

S W 4 8 0 、 H C T l l 6 细 胞 系 中 S P 细 胞 及 其 含 量 ， 并 把

S W 4 8 0 细胞 系培养于 无 血 清细胞 培养基 中 ， 分离呈

悬 浮肿瘤球生 长 的s P 细胞 ， 利用 有 限稀 释试 验计算

出肿瘤干 细胞细胞 大约 占 0 ． 5 8 0 ％ ± 0 ． 0 3 5 ％ ， 并进 一

步 通 过 自我 更 新 、 分 化 能 力 、 交 替 生 长 来 鉴 定 了其

具 有 干 细胞 特 性 。 为 了有 效 的分离肿 瘤 干 细 胞 ， 通

过 经 验 [13 , 14 I
， 我们在无 血 清培养基 中加人 E G F 、 b F G F ，

i ； ^ ^ ^ ) )
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可以有效的从 sw480中培养分离呈悬浮细胞球样 

生长的细胞，这部分肿瘤细胞球我们称之为肿瘤干 

细胞相关细胞(富集肿瘤干细胞)，剩余的大多数肿 

瘤细胞即肿瘤组成细胞(Bulks cancer cells)呈现粘 

附状态，增殖能力有限和不具有分化的能力。本实 

验 Sw480中的sP细胞具有以下特征：呈悬浮样生 

长，并能形成克隆性的细胞球 一肿瘤干细胞样细胞 

球，并能连续传代；随着时间的延长，其肿瘤细胞球 

的数量增加，体积增大，体现出sP细胞的快速增殖 

性；sP形成的肿瘤细胞球制备成单细胞后仍可以形 

成肿瘤细胞球，其他不具有这样的能力；Sw480细胞 

能够在传统的含血清培养基中长期培养，也能在无 

血清培养基中长期增殖 、传代；并且观察到随着培 

养基和培养方式的更换，能在悬浮的肿瘤细胞球和 

贴壁的单细胞层之间转换。但同时我们也发现，在 

肿瘤干细胞球经多次传代增殖过程中，到一定阶段， 

细胞球数目并不继续持续增加，且单个细胞开始增 

多，表现出细胞分化的特点，这与相关报道不符⋯呵 

能与培养液中白血病抑制因子缺乏而肿瘤干细胞 

富集过多有关，我们将继续探索能富集，稳定持续培 

养肿瘤干细胞的方法，尝试肿瘤干细胞系的建立。 

本次试验，我们从常用的几种结直肠癌肿瘤细 

胞系中通过紫色激发光的流式设备检测到边缘细 

胞的存在，其数量差异不显著，结合本试验采用的 

三种肿瘤细胞系皆有高侵袭，高转移，高度恶性的 

生物学特性，我们大胆猜测这是否验证了与细胞系 

中肿瘤干细胞存在有关，但本实验中的流式散点图 

中SP亚群偏宽，究其原因，sP分离的最优化的条件 

是用 35 nm左右的紫外光激发，我们根据 自身条件， 

利用 407 nm的紫光作为激发光源，这是与紫外光波 

长最接近的可见光。Telfnrd等 噌用小鼠骨髓细胞 

比较了370 nm紫外光和408 nm紫光在 sP分选中 

的异同，发现紫光也可以分离出sP亚群，缺点是紫 

光激发出的发射光效率低，强度弱于紫外光，点阵图 

中的sP峰较钝，sP比例相对较高，特异性较紫外光 

差。但是对于不具备紫外光分选的条件下，也可以 

作为一种研究干细胞的手段，结直肠癌细胞系中真 

正肿瘤干细胞的含量，我们将继续探求。我们首次 

在国内检测出L0V0、sw480、HCTl16细胞系中sP 

细胞及其含量，并通过形态 、分化、自我更新、交替 

培养和 Hoechst染色试验说明了 Sw480细胞系中 

含有少量能够在无血清培养基中存活、增殖，自我更 

新并呈悬浮细胞球生长的干细胞样细胞。我们应该 

进一步纯化 sP细胞，以便更好的研究肿瘤干细胞的 

特性。 
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