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无血清分离人结直肠癌细胞的体外培养形态

及标志物表达特征
贾健锋　贺长林

（都江堰市医疗中心腔镜外科，都江堰 ６１１８３０）

摘　要：目的 探讨人结直肠肿瘤干细胞在体外分化过程中细胞形态和干细胞相关标志物ＣＤ１３３的表达变化，为进
一步研究结直肠肿瘤干细胞分化走向提供实验依据。方法 取来源于人结直肠癌的细胞系 ＨＣＴ１１６，无血清培养分
离出ＣＤ１３３＋细胞，加血清诱导分化，相差显微镜下观察其形态变化；在未分化状态下无血清培养第７天和１４天与
血清诱导分化后收集细胞，利用流式细胞仪检测干细胞标志物ＣＤ１３３的表达量，采用激光共聚焦检测ＣＤ１３３表面
标记分子的表达。结果 １）细胞形态：无血清培养分离的ＣＤ１３３＋细胞，在生长过程中聚集成规则的细胞球，血清诱
导后即贴壁生长，贴壁形态与同来源细胞形态一致，且再次无血清悬浮培养后聚集成球稳定生长。２）标志物变化：
结直肠肿瘤干细胞未分化时 ＣＤ１３３表面标记分子高表达，流式细胞仪检测未分化细胞 ＣＤ１３３第７天表达率为
（２０４±０５２）％，第１４天表达率为（７８５±２８０）％，分化后表达率为（０５０±０１７）％。结论 细胞形态和标志物
表达改变均表明高表达ＣＤ１３３＋的ＨＣＴ１１６结直肠癌肿瘤干细胞可定向分化为同源的结直肠癌细胞，ＣＤ１３３＋细胞
经血清诱导后表达下调而使细胞失去干细胞特性。
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１　引言

Ｒｅｙａ等［１］报道的干细胞、肿瘤、肿瘤干细胞学

说对肿瘤的起源引起了一场空前的热议，结直肠肿

瘤干细胞的研究也随之成为重点课题。目前的争议

主要集中在用分离和鉴定胚胎干细胞的方法所获得

的结直肠肿瘤干细胞是否就是肿瘤的起源细胞，尽

管目前对体外干细胞标志物的检测及体内成瘤模型

都证明存在干细胞样细胞亚群，这一细胞亚群具有

更强的多向分化及致瘤潜能［２］。但由于确切的结

直肠肿瘤干细胞分化走向尚未阐明，肿瘤干细胞学

说仍存在不少争议［３］。本文报道了结直肠肿瘤干

细胞体外分化过程中的形态和干细胞相关标志物的
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表达变化，旨在为进一步阐明结直肠肿瘤干细胞的

分化走向和干细胞表达的变化分子机制打下基础。

２　材料与方法

２．１　实验材料
ＨＣＴ１１６细胞系购自中国科学院细胞库。完全

培养基（ＳＳＭ）为含１０％小牛血清的 ＤＭＥＭ培养液
（Ｇｉｂｃｏ，美国）。细胞在３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱
内培养备用。

２．２　实验方法
１）结直肠ＣＤ１３３＋肿瘤干细胞的无血清分离
无血清培养基（ＳＦＭ）为 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中

加入细胞生长因子：５０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ（ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，美
国）、１０ｎｇ／ｍｌＮｏｇｇｉｎ（ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，美国）、５０ｎｇ／ｍｌＲ
Ｓｐｏｎｄｉｎ１（Ｒ＆Ｄ，美国）。制作１％琼脂糖（Ａｇａｒｏｓｅ）
附着面的６孔板备用。取 ＨＣＴ１１６结直肠癌细胞，
制成单细胞悬液，用无血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基重
悬，台盼蓝染色计数，以 １０３／ｍＬ密度接种至盛有
ＳＦＭ的上述６孔板中进行常规培养。ＨＣＴ１１６细胞
无血清悬浮培养１天后即形成微小“肿瘤细胞球”，
当肿瘤细胞球生长到６～８天时，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。

２）ＣＤ１３３＋细胞诱导分化和贴壁细胞的传代培
养

待悬浮培养２周后收集形成的 ＣＤ１３３＋细胞放
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２４ｈ、４８ｈ及７２ｈ
置于显微镜下观察细胞形态及生长状态的变化，并

观察传代后的细胞贴壁生长形态。

３）肿瘤细胞球中ＣＤ１３３的细胞定位
取无血清悬浮培养７天形成的肿瘤细胞球置于

ＥＰ管中，通过４％多聚甲醛固定后 ＰＢＳ洗涤，０３％
过氧化氢灭酶后，用５％ＢＳＡ封闭，加入鼠抗人单抗
ＣＤ１３３ＰＥ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ，德国），室温下避光孵育 ２０
ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗３次后转入激光共聚焦特殊的观察
器皿中，同时设置不加一抗的空白对照，上机行断层

扫描及三维重建，观察ＣＤ１３３干细胞标记分子的细
胞定位。

４）流式细胞检测无血清培养和诱导分化后的
ＣＤ１３３＋细胞含量

ＨＣＴ１１６含血清培养细胞及无血清培养 ７天、
１４天的肿瘤干细胞样细胞分别用 ０２５％胰酶和
Ａｃｃｕｔａｓｅ制备成细胞悬液，计数后调整细胞数量为１
×１０６／组，每管中（按工作液１∶１０稀释）加入鼠抗人
单抗ＣＤ１３３－ＰＥ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ，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２０ｍｉｎ。
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，本
实验重复３次。
５）统计学处理
使用ＳＰＳＳ１７０软件对数据进行分析。数据采

用 珋ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验或方差分析，Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

３　结果

３．１　ＨＣＴ１１６肿瘤干细胞的传代培养和诱导分化
无血清培养生长至第７～９天 ＣＤ１３３＋细胞聚

集成细胞球，后细胞球开始贴住琼脂糖而失去悬浮

生长状态。此时球体大小稳定，加入细胞离散剂

Ａｃｃｕｔａｓｅ将肿瘤细胞球打散后，按１∶２的比例传代，
无血清培养后仍可形成与亲代肿瘤细胞球形态相同

的ＣＤ１３３＋细胞球。将细胞球接种于ＳＳＭ中血清诱
导分化，２４ｈ后开始有ＣＤ１３３＋细胞球贴壁生长，形
成细胞重叠生长的贴壁类圆形“细胞群”，其形态在

高倍镜下观察与各结直肠癌细胞来源完全相同。血

清诱导７２ｈ后，肿瘤细胞球完全贴壁生长并增殖。
加入０２５％胰酶 ＋ＥＤＴＡ消化后可吹打成细胞悬
液，可稳定地在 ＳＳＭ中传代培养，其生长特性和形
态与结直肠癌系ＨＣＴ１１６亲代细胞相同（见图１）。
３．２　ＨＣＴ１１６肿瘤干细胞球中ＣＤ１３３的定位

采用激光共聚焦技术扫描ＨＣＴ１１６肿瘤细胞球
为６个层面，并将各层面进行三维重建，重建图中可
见球中ＣＤ１３３定位于各个球层面的细胞膜（见图
２），并且球体的内外部均有 ＣＤ１３３的表达，这表明
无血清诱导可使ＣＤ１３３＋细胞稳定存活。
３．３　 ＨＣＴ１１６诱导分化后细胞和肿瘤细胞球中干
细胞标记分子ＣＤ１３３的检测

流式细胞检测结果显示，无血清培养第７天和
第１４天ＨＣＴ１１６肿瘤细胞球中ＣＤ１３３＋细胞含量分
别为（２０４±０５２）％与（７８５±２８０）％，明显高于
诱导分化后细胞的（０５０±０１７）％，Ｐ＜０．０１（见图
３）。这些表明无血清培养可使 ＣＤ１３３＋细胞纯化，
而采用血清诱导 ＣＤ１３３＋的 ＨＣＴ１１６细胞分化后
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ＣＤ１３３表达下调，而失去干细胞特性。

图１　ＨＣＴ１１６肿瘤干细胞的悬浮培养及血清诱导分化情况

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＨＣＴ１１６ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎＳＦＭａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＳＳＭ

图２　干细胞标记分子ＣＤ１３３在ＨＣＴ１１６肿瘤细胞球中三维重建后的定位

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｍａｒｋｅｒＣＤ１３３ｉｎＨＣＴ１１６ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｐｈｅｒｅｓ

图３　ＣＤ１３３在ＨＣＴ１１６细胞和肿瘤细胞球中检测的流式细胞图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１３３ｉｎＨＣＴ１１６ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓａｎｄｃａｎｃｅｒｓｐｈｅｒｅｓ
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４　讨论

肿瘤干细胞与正常干细胞在表型和功能上的相

似性提示肿瘤干细胞可能来源于正常干细胞的转

化［４］。ＬｕｃｉａＲｉｃｃｉＶｉｔｉａｎｉｌ等［５］和 ＣａｎｔｈｅｒｉｎｅＡ．Ｏ
Ｂｉｒｅｎ等［６］在 ２００７年分别用干细胞标记物 ＣＤ１３３
对结直肠癌进行研究，证明了结直肠癌中 ＣＤ１３３＋

细胞的存在，即在结肠癌中存在具有干细胞特性的

细胞亚群。ＣＤ１３３是一种细胞表面抗原，也称为
ｐｒｏｍｉｎｉｎ１，含有５个跨膜区域，在细胞外有一个 Ｎ
端结构域，在胞外形成２个大环结构，细胞质内形成
２个小环结构，Ｃ末端结构域在细胞质内［７］。ＣＤ１３３
已经被证实其作为一种干细胞标志物在人类白血

病、脑肿瘤、肺癌、乳腺癌干细胞中表达，与肿瘤的演

进和转移有关［８１１］。本实验重点观察人结直肠癌

ＨＣＴ１１６细胞在无血清分离的体外分化过程中形态
和干细胞相关标志物表达的变化，为进一步研究结

直肠肿瘤干细胞分化走向提供实验依据。

通过无血清悬浮培养富集肿瘤干细胞 ＣＤ１３３＋

细胞，激光共聚焦扫描 ＨＣＴ１１６细胞球的各个层面
并进行三维重建，发现ＣＤ１３３定位于球体中的细胞
膜。流式细胞仪分别检测ＨＣＴ１１６诱导分化后的细
胞和未分化状态细胞中 ＣＤ１３３＋细胞的含量，发现
无血清培养的肿瘤细胞球中 ＣＤ１３３＋细胞数量显著
增多，这些结果表明 ＨＣＴ１１６细胞球中富含有
ＣＤ１３３＋细胞，该球体具有干细胞样的特性。加入小
牛血清诱导该群 ＣＤ１３３＋细胞后，细胞可定向分化
为同源的结直肠癌细胞，其生长特性及形态一致，并

可稳定地传代培养。

综上，结直肠肿瘤细胞系的表达谱可以确定肿

瘤复发转移相关的不良预后，提示原发灶肿瘤细胞

已具有肿瘤复发的基因表达程序，肿瘤复发转移的

特性是肿瘤形成时已具有的遗传学改变，而非肿瘤

演进的晚期事件。而且，不同类型肿瘤共同拥有这

些转移相关不良预后基因，提示各种肿瘤可能存在

肿瘤复发转移的共同基因程序［１４］。从肿瘤干细胞

的理论分析，肿瘤干细胞的干细胞特性是肿瘤发生

转移的前提条件，是各种肿瘤共有的基因程序。复

发迁移性在肿瘤干细胞形成之时已具备，是肿瘤干

细胞的遗传性特征［１５］。但本研究通过对高表达

ＣＤ１３３＋的 ＨＣＴ１１６结直肠癌肿瘤干细胞形态和标
志物表达的研究，表明高表达ＣＤ１３３＋的ＨＣＴ１１６结
直肠癌肿瘤干细胞可通过血清诱导定向分化为同源

的结直肠癌细胞，且 ＣＤ１３３＋细胞可通过血清诱导
分化而使干细胞特性降低，这将为肿瘤治疗方案的

研究提供一条新的研究思路。
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