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摘 要!%目的& 从人胰腺癌细胞系
)*+,"'

中分离并鉴定胰腺癌干细胞'%方法&用无血清培养基培养人
胰腺癌

)*+,"'

得到肿瘤细胞球' 将肿瘤细胞球传代扩增"观察各传代后细胞成球能力#并用含血清培
养基诱导促使其分化#蛋白印迹法测定肿瘤干细胞特异性转录因子

-,."/

蛋白表达情况"并将肿瘤细
胞球细胞植入

0-123,41

小鼠皮下"观察移植瘤的形成' %结果&在无血清培养基中"

)*+,"'

细胞能形
成少量肿瘤细胞球"具有很强的自我更新能力"成球能力随着球体细胞传代次数的增加而增加'在含血
清环境中"球体细胞逐渐分化而呈贴壁生长' 肿瘤细胞球

-,."/

蛋白表达明显高于
)*+,"'

贴壁细胞'

$#$"

/ 个球体细胞即能在
0-153,41

小鼠皮下成瘤' %结论&无血清培养能够有效的分离和扩增人胰腺
癌细胞系

)*+,"'

的肿瘤干细胞'

关键词!胰腺癌#肿瘤干细胞#无血清培养#
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肿瘤干细胞*
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,3,

$学说认为"

肿瘤组织中并非所有的肿瘤细胞都具有恶性特征"

只有
,3,

具有自我更新和分化潜能"成为肿瘤增殖

生长+转移和复发的根源%

$

&

'

,3,

的研究目前几乎涵

盖了恶性肿瘤的所有研究领域"包括肿瘤发生+发展

及转移机制+治疗靶点选择和新药研发等"是当前的

研究热点之一' 然而"肿瘤干细胞的培养+分离及生

物学性质的鉴定一直是制约肿瘤干细胞研究的瓶

颈'目前"肿瘤干细胞分选方法众多"比如免疫学!流

式或免疫磁珠,分选或功能学*

@BILSNJ'''/!

"侧群

细胞,分选"但是所得细胞数量极少"难以进入下一

步研究' 本研究采用无血清培养方法培养胰腺癌细

胞系
)*+,"'

"以期从中分离出胰腺癌干细胞相关亚

群"并对其生物学特性进行验证'

论 著//$
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材料与方法
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材 料

人胰腺癌细胞系
&'()!*

为本室保存! 胎牛血

清 "

+&,

# "
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#$

B5C5<+$!

"
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#$

8G!HI

胰酶
J8G8$ICBKL

"

96&):

#$表皮生

长因子"

3M>N3F@A0 ?F1OEP QA/E1F

$

C9+

#和碱性成纤维

细胞生长因子 "
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$

R+9+

#

"

62D>EF1?32

#$
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添加剂 "

62D>EF1?32

#$ 抗
9L(B-

%

:)K!7

一抗和兔抗人二抗"

/300 S>?2A0>2? E3/P2101?.

#!

U:B<,)6B

小鼠$ 购自复旦大学医学院动物实

验中心$

%

周龄$体重
#VW!!?

$雌性$饲养于
,(+

级

环境中!

!"#

方 法

$G!G$

细胞培养

人胰腺癌细胞系
&'()!*

用含
$"X

胎牛血清%

#I

青
<

链霉素的
4(56#%78

培养基"

S3FY@!/12EA>2>2?

@3N>Y@

$

,)5

# 在
*T"

$

HI):

!

饱和湿度条件下培

养$ 当细胞融合达
THIWV8I

时$

8G!HI

胰蛋白酶消

化$

##*

传代!

#G!G!

肿瘤细胞球单克隆形成实验

无 血 清 培 养 基 "

S3FY@!QF33 @3N>Y@

$

,+5

# 由

B5C5<+#!

"

# ##

#%

&!T

"

# #H8

#%

C9+

"

!82?<@0

#%

R+9+

"

!82?<@0

#组成! 将肿瘤细胞球
&'()!*

细胞或处于

对数生长期的贴壁
&'()!*

细胞消化% 离心$

(&,

清

洗
!

次$ 用
,+5

重悬$ 稀释单细胞悬液至
H88

个
<

@0

$取
!"0<

孔加入超低粘附
Z%

孔板中$即每孔
#

个

细胞$并加入
#88"0 ,+5

培养基! 在
Z%

孔板板底标

记上含有单个细胞的孔$于
*T"

$

HI ):

!

饱和湿度

条件下培养$隔天观察并记录肿瘤细胞球形成数目!

肿瘤球细胞第
#

次% 第
*

次传代所得的细胞重复上

述实验$观察肿瘤细胞球形成率的变化!

#G!G*

肿瘤细胞球的传代!扩增

培养条件同上$ 以
H$#8

7

<@0

浓度用
,+5

重悬

&'()!*

细胞$ 将细胞置于超低粘附六孔板中$

!@0<

孔$每
*N

加入
H88"0 ,+5

!

#8N

后收集细胞球$吹散

后按
##!

传代$以后每
*N

加入
H88"0 ,+5

$

#8N

传代

继续培养扩增! 记录传代%扩增相关情况!

#G!G7

肿瘤细胞球诱导分化实验

将生长良好的第
*

代肿瘤细胞球置入
,)5

中

培养$ 倒置显微镜观察细胞贴壁过程中的形态变化

并摄片!

#G!GH

动物体内成瘤实验

将肿瘤细胞球
&'()!*

细胞和贴壁
&'()!*

细

胞消化吹散制成单细胞悬液$用
(&,

洗
!

次后$

(&,

重悬$调整浓度为
#$#8

H

<@0

$取两种细胞各
#88"0

对

称注入
U:B<,)6B

小鼠左右上肢肩胛骨处皮下$观

察移植瘤形成时间及生长速度!每周称量体重
#

次$

隔日观察
#

次! 持续
%

周$处死取瘤!

#G!G% -C

染色

脱颈处死小鼠$ 取
U:B<,)6B

小鼠皮下瘤块$

#8I

甲醛固定$石蜡包埋%切片%

-C

染色$镜下观察

瘤块病理表现!

#G!GT

蛋白质印迹法

收集提取细胞蛋白$

=1OF.

法检测蛋白质浓度!

[3SE3F2 &01E

&固定&蛋白质进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳
\(L9C]

并从凝胶上转移到
(^B+

膜上'封闭 &取

下
(^B+

膜$

K&,K

清洗
H@>2$*

次$在盛有封闭液的

玻璃平皿中室温平缓摇动
!P

' 一抗
7"

孵育过夜'

K&,K

清洗
H@>2$*

次后室温与二抗孵育
$P

' 显色&

将
(^B+

膜放入
K&,K

中平衡
H@>2

$根据
C)=

试剂

盒说明$于暗室中显影$

=AS7888

摄片!

!"$

统计学处理

采用
,(,,$%G8

统计软件进行数据分析$实验结

果用均数
%

标准差表示$ 两组资料比较采用
E

检验$

(&8G8H

为差异有统计学意义!

!

结 果

#"!

胰腺癌肿瘤细胞球形成情况

胰腺癌
&'()!*

细胞接种于
,+5

后
!W*N

$大部

分细胞散在悬浮于培养基中$少量细胞球形成$细胞

数目数个至数十个不等$另一部分细胞凋亡崩解!第

%WVN

时$类圆形或椭圆形细胞球逐渐增大$细胞数

目增多$边界清晰$细胞间连接紧密$不能准确区分

细胞与细胞间界限$ 随着时间的延长生长速度逐渐

减慢"图
$

#! 随着培养时间的延长$有一些处于短暂

增殖期细胞形成的肿瘤细胞球进一步凋亡崩解! 新

生单个细胞常以(出芽)的方式连接在球体上!

#"#

肿瘤细胞球细胞具有更强的成球能力

贴壁
&'()!*

细胞成球率为
7GH8X%8GZ7X

$第
$

论 著 77!
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代! 第
&

代肿瘤细胞球通过胰酶消化法和机械吹打

法分离成单细胞悬液" 传代后肿瘤细胞球细胞形成

的肿瘤球较贴壁
'()*!&

细胞形成的肿瘤细胞球数

目明显增多"形成时间亦较前缩短"但仍有部分肿瘤

细胞球细胞未能形成新的肿瘤细胞球"第
$

代!第
&

代 肿 瘤 细 胞 球 细 胞 成 球 率 为
&+,-./ "$,0%/

和

+0,&!/"",.%/1 )#2,2-3

# 见图
!

!

&

$

!"# 4*5

对胰腺癌细胞球的诱导分化

将胰腺癌细胞球置于
4*5

中"

$!6

后可见肿瘤细

胞球周边细胞贴壁"中央仍可见球体结构"贴壁细胞

呈梭形或不规则形"随着培养时间的延长"贴壁细胞

逐渐增多"肿瘤细胞球体逐渐缩小$

4*5

培养
&7

后"

基本形成贴壁单细胞层"肿瘤细胞球完全消失%图
$

&$

!"$

肿瘤细胞球细胞具有强致瘤能力

在
89:;4*<:

小鼠上肢肩胛骨处皮下接种
'(!

)*!&

肿瘤细胞球细胞
#%#2

= 个"

=

周后即可观察到

形成明显的移植瘤"成瘤率
#22>

%

&;&

&"而接种贴壁

'()*!&

细胞的
89:;4*<:

小鼠移植瘤形成不明显"

成瘤率为
2

%

2;&

&$ 当接种细胞数上升至
#&#2

% 时"贴

壁
'()*!&

细胞方可成瘤$ 贴壁
'()*!&

细胞和成球

'()*!&

细胞所形成的瘤块病理
?@

染色镜下类型

相似"均可见核大!多核的肿瘤组织%粗黑箭头&"凝固

性!含有炎性细胞浸润的坏死组织%细黑箭头&%图
'

&$

!"%

蛋白质印迹

采用蛋白质印迹法对肿瘤细胞球
'()*!&

细胞

和贴壁
'()*!&

细胞干细胞相关核转录因子
9*A!=

蛋白进行检测"结果显示'

'()*!&

肿瘤细胞球
9*A!

=

蛋白表达明显高于贴壁
'()*!&

细胞%图
%

&$

图
#

倒置显微镜镜下
'()*!&

肿瘤细胞球形态图
1&!223

图
&

不同传代数肿瘤细胞球细胞成球率变化

图
!

倒置显微镜下单个
'()*!&

细胞
形成肿瘤细胞球过程

1&#223

#22

.2

%2

=2

!2

2

成
球

率
%

>

&

贴壁
'()*!&

第
#

代
'()*!&

球体细胞传代
数

第
&

代
'()*!&

球体细胞

图
$ 4*5

中不同时间点胰腺癌细胞球分化!

贴壁情况
1&#223

论 著==&
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图
%

干细胞相关核转录因子
&'(!)

蛋白表达情况

*+,-.

为内参!

/0

指
/1,'!2

肿瘤细胞球细胞!

/1

指贴壁
/1,'!2

细胞"

2

讨 论

肿瘤干细胞#

345367 0869 36::0

$

';'

%学说认为&

肿瘤组织中并非所有的肿瘤细胞都具有恶性特征$

只有
';'

具有自我更新和分化潜能$成为肿瘤增殖

生长'转移和复发的根源 (

$

)

*

';'

的研究目前几乎

涵盖了恶性肿瘤的所有研究领域$包括肿瘤发生+发

展及转移机制'治疗靶点选择和新药研发等$是当前

的研究热点之一,因此$分离并鉴定肿瘤干细胞是首

要任务, 目前比较公认的肿瘤干细胞分离方法是利

用细胞表面抗原进行免疫学#流式或免疫磁珠%分选

或功能学#

.<63=08222)!

$侧群细胞%分选,

>66

等 (

!

)

利 用 流 式 细 胞 仪 成 功 分 离 人 胰 腺 癌 组 织 中 的

'-))?'-!)?@;+?

细胞$但其比例仅为
AB!CD"BEC

,

.679455

等 (

2

)采用另一细胞表面抗原
'-$22F

分离

人胰腺癌组织中的肿瘤干细胞$ 所得细胞比例同样

很低 , 各胰腺癌细胞系中侧群细胞约占
"BG$CD

%B)$C

(

)

)

, 这些方法分离所得的目标细胞数量极少$

而研究所需的细胞数量极大$ 这一矛盾大大限制了

肿瘤干细胞研究的发展,

长期研究发现
@*H

和
IH*H

的无血清培养基

可利于正常干细胞体外扩增, 大量研究证实含生长

因子的无血清培养可分离出各种实体瘤中的肿瘤干

细胞(

JD$K

)

, 因此$本研究利用含有
@*H

'

IH*H

和
/!G

添加剂的无血清培养条件分离胰腺癌细胞系
/1,'!

2

中的肿瘤干细胞$ 并对其干细胞特性进行了一系

列验证, 一小部分单个贴壁
/1,'!2

细胞在
;HL

条

件下形成肿瘤细胞球$成球率约为
)BJ"C""BM)C

!随

着培养时间的延长$球体体积不断增大$说明
/1,'!

2

细胞中存在某一细胞亚群$ 这类细胞具有自我更

新能力, 形成的肿瘤细胞球可大量传代'扩增, 随着

肿瘤细胞球传代次数的增多$ 传代后细胞成球率明

显升高$第
$

代'第
2

代肿瘤细胞球细胞成球率分别

为
2GBJEC"$BM%C

和
GMB2!C""BE%C

$提示
;HL

培养

可富集这类型的细胞$ 且此类细胞在传代富集过程

中不断纯化, 这类肿瘤细胞球一旦置于
;'L

中$迅

速贴壁生长$分化'增殖$直至恢复成与原贴壁
/1!

,'!2

细胞相同的细胞形态,

理论上讲$肿瘤干细胞具有成瘤能力$而非肿瘤

干细胞因其有限增殖能力难以形成肿瘤,

>66

等(

!

)研

究提示只需
$""

个
'-))N'-!)N@;+N

胰腺癌细胞

就能形成具有典型胰腺癌病理学特性的肿瘤, 与预

期结果相同$ 本研究中肿瘤细胞球细胞表现出更为

强大的致瘤能力$ 只需
$#$"

) 个肿瘤细胞球细胞即

能在
O&-P;'Q-

小鼠皮下成瘤$ 而贴壁细胞成瘤至

少需
#$#K

% 个细胞$并且两者瘤块病理学特征相似,

这些结果均表明肿瘤细胞球细胞富集了肿瘤干细

胞,

&'(!)

是一种干细胞相关核转录因子$ 是胚胎

干细胞
R 69I7S<5T3 0869 36::0

$

@;'U

自我更新的调控

开关$在
@';

维持自我更新和全能性分化中起关键

作用 (

$$

)

, 我们利用蛋白质印迹法检测贴壁
/1,'!2

图
%

贴壁
/1,'!2

!

+

"细胞与
/1,'!2

肿瘤细胞球细胞
!

/

"形成瘤块镜下表现
V.@$$AAU

+

/

&'(!)

*+,-.

/0 !"
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中国肿瘤
!"#!

年第
!$

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,-+*./01+-23/14

细胞和
&'()!*

肿瘤细胞球中
+),!-

蛋白表达情

况!结果显示后者表达明显高于前者" 提示
&'()!*

肿瘤细胞球细胞是肿瘤干细胞"

总之!

&'()!*

细胞中的一小部分能在
./0

中

存活并能自我更新形成肿瘤细胞球! 这类肿瘤细胞

球细胞具有更强的成瘤能力! 且高表达干细胞核转

录因子
+),!-

"无血清培养法是一种高效#便捷的胰

腺癌
&'()!*

肿瘤干细胞富集方法! 为肿瘤干细胞

研究奠定了基础"
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