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人结直肠癌细胞系的成球培养方法及转移侵袭能力研究

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 探索人结直肠癌细胞系形成肿瘤细胞球的培养方法及球体内间质化标志物的表达检测。方法 结直肠癌细胞系
ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬＯＶＯ、ＨＴ２９及ＨＣＴ１１６在添加了不同细胞生长因子的无血清培养基（ＳＦＭ）中悬浮培养，传代更新，诱导分化。免
疫荧光技术和ＲＴＰＣＲ分别检测细胞球中间质化标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达情况。结果 ５种细胞系均能在特制的 ＳＦＭ
中形成细胞球，并稳定的传代增殖。在用血清诱导分化后，又重新贴壁生长，且与亲代细胞保持一致的细胞形态。细胞球中间质

化标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达均上调。结论 结直肠癌细胞系在低黏附及添加了细胞生长因子ＲＳｐｏｎｄｉｎ１、Ｎｏｇｇｉｎ的无血清
环境中更容易形成悬浮生长的肿瘤细胞球，细胞球细胞比亲代细胞更具有转移侵袭能力。
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１　引言

肿瘤是导致人类死亡的主要原因之一。尽管手术加化

学治疗、放射治疗等技术不断改进，但仍时常发生不可预测

的恶性肿瘤细胞远处转移，这给肿瘤的根治带来了障碍。近

年来，有研究指出无血清悬浮培养法可以使结直肠癌细胞形

成悬浮生长的肿瘤细胞球，并认为这些细胞球具有比亲代细

胞更强的耐药及转移等能力，其可能与结直肠癌的复发转移

密切相关。为此，本研究通过对５种结直肠癌细胞系无血清
悬浮培养，旨在探索出一种形成结直肠癌细胞球最佳的培养

方法，从而为体外研究结直肠癌细胞球提供良好的模型。并

通过对细胞球中间质化标志物的检测，以期为探索肿瘤易发

生侵袭转移的可能机制提供一条新思路。

２　材料与方法

２．１　实验材料
ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬＯＶＯ、ＨＴ２９和 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）结直肠癌细胞的无血清培养。
无血清培养基为：（１）ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基。（２）ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养基中加入细胞生长因子：２０μｇ／ＬＥＧＦ（ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，美
国）、１０μｇ／ＬｂＦＧＦ（ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，美国）。（３）ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
基中加入细胞生长因子：５０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ、１０ｎｇ／ｍｌＮｏｇｇｉｎ
（ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，美国）、５０ｎｇ／ｍｌＲＳｐｏｎｄｉｎ１（Ｒ＆Ｄ，美国）。１０ｇ／
Ｌ琼脂糖（Ａｇａｒｏｓｅ）附着面的制备：称取琼脂糖粉末０５ｇ，溶
于装有５０ｍｌ三蒸水的玻璃瓶中高压灭菌，待冷却至５０℃用
移液器迅速将１ｍＬ／孔琼脂糖移入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，０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１０３／ｍＬ密度接
种至盛有３种不同ＳＦＭ上述６孔板中进行常规培养，并以未
铺琼脂的培养孔做为对照。每天置于显微镜下观察细胞球

的形成情况，隔天半量换液。

２）结直肠癌细胞球的自我更新和传代。
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５ｍｉｎ后，轻轻
吹打至肿瘤细胞球离散为单细胞，离心后按１∶２～３比例接
种至ＳＦＭ中传代培养，观察细胞的自我更新情况。
３）结直肠癌细胞球的诱导分化。
待２周后收集形成的各种细胞球放入玻璃培养瓶中，加
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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。

４）结直肠癌细胞球间质化标志物的免疫荧光和 ｍＲＮＡ
检测。

将ＳＦＭ中培养形成的各结肠癌细胞球００１％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
固定在室温下固定，００１％ＰＢＳ洗涤，０３％过氧化氢灭酶，
００１％ＰＢＳ洗涤，０２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜 ００１％ＰＢＳ洗涤，
００１％ＰＢＳ洗涤，５％ＢＳＡ封闭，加入兔抗人 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ单克
隆抗体（１∶５０，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）或鼠抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克隆抗
体（１∶５０，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），４℃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２一
苯吲哚盐酸（４，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＡＰ
Ｉ，Ｓｉｇｍａ，美国）复染５ｍｉｎ，洗涤后倒置显微镜观察。

取亲代细胞和肿瘤细胞球，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－２０℃保存。
取１μｌｃＤＮＡ，分别加入Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的上下游引物
各１μｌ、２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μｌ和去离子水９５μｌ，
反应体系为２５μ。引物及反应条件见表１。反应结束后将
３μｌＰＣＲ产物及内参 ＧＡＤＰＨ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，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析实验结果。

３　结果

３．１　结直肠癌肿瘤细胞球的形成过程
５种结肠癌细胞以 １０３／ｍＬ的密度接种于 ３种不同的

ＳＦＭ中：１）未加细胞因子的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中没有肿瘤
细胞球产生。２）ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中加入２０μｇ／ＬＥＧＦ、１０
μｇ／ＬｂＦＧＦ的培养中，只有ＨＴ２９细胞形成了细胞团块聚集，
但没有形成规则的肿瘤细胞球。３）ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中加
入５０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ、１０ｎｇ／ｍｌＮｏｇｇｉｎ及５０ｎｇ／ｍｌＲＳｐｏｎｄｉｎ１。
在铺有琼脂的低黏附环境下，起初各细胞都单个悬浮生长，

自第１天后ＨＴ２９和ＨＣＴ１１６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，此后不断长大到第７天形成规则大小几乎固定的圆
球体。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，到第７天后球体也不再
长大、形状规则。

而在未铺琼脂的６孔板中，ＨＣＴ１１６及ＨＴ２９起初贴壁生
长，３～４天后有细胞球从贴壁细胞中游出，生成至稳定时，细
胞球体积较小，而ＳＷ４８０、ＳＷ６２０及ＬＯＶＯ贴壁生长后逐渐
死亡，没有细胞球形成。见图１（ａ）、（ｂ）。

表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

名称 引物序列 产物大小 温度

Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ 上游引物５ＧＣＴＧＡＴＧＴＴＴＧＴＧＧＴＡＴＧＧＡＴＧ３ ４３０ｂｐ ６０℃
下游引物５ＣＴＧＣＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＴＡＣＴＴＧＡＧ３

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 上游引物５ＧＡＡＧＡＧＡＡＣＴＴＴＧＣＣＧＴＴＧＡＡＧ３ １２２ｂｐ ５９．５℃
下游引物５ＴＴＧＡＧＣＡＧＧＴＣＴＴＧＧＴＡＴＴＣＡＣ３

ＧＡＤＰＨ 上游引物５ＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴ３ ２５９ｂｐ ５８℃
下游引物５ＧＡＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧ３

图１　结直肠肿瘤细胞球的形成与血清诱导
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｏｌｏｒｅｃｔａｌｔｕｍｏｒｓｐｈｅｒｅｓｇｅｎｅｒａｔｅｄｉｎＳＦＭａｎｄｉｎｄｕｃｅｄｂｙＳＳＭ
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３．２　结直肠肿瘤细胞球的自我更新和传代
增殖形成规则的肿瘤细胞球，生长至第７～９天各肿瘤

细胞球折光度变差，细胞球开始贴住琼脂糖开始生长，失去

悬浮球体的形态。此时球体大小稳定，加入细胞离散剂 Ａｃ
ｃｕｔａｓｅ将肿瘤细胞球打散后，按１∶２～３的比例传代，无血清
培养数天后仍可以形成与亲代肿瘤细胞球形态相同的细胞

球。

３．３　结直肠肿瘤细胞球的诱导分化情况
将５种肿瘤细胞球接种于ＳＳＭ中诱导分化，２４ｈ后开始

有肿瘤细胞球贴壁生长，形成细胞重叠叠生长的贴壁圆形

“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消化后可以吹打成细胞悬液，
可稳定的在ＳＳＭ中传代培养。并且诱导分化后的细胞接种
于ＳＦＭ后，可以重新形成肿瘤细胞球，其生长特性和形态与
各自来源的５种结直肠癌亲代细胞相同，这表明本研究采用
的培养方法的确使５种结直肠癌细胞都形成了肿瘤细胞球。
（见图１（ｃ））
３．４　结直肠肿瘤细胞球体内间质化标志物的表达

用免疫荧光技术检测５种肿瘤细胞球中间质化标志物，
发现在倒置荧光显微镜下观察所有的肿瘤细胞球都有 Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ（绿色荧光）和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（红色荧光）的表达。相比较
于单纯细胞，ＲＴＰＣＲ检测得到在 ｍＲＮＡ水平 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达上调（Ｐ＜００５），这些说明细胞球发生了 ＥＭＴ
（见图２、图３）。

４　讨论

无血清悬浮培养法最早被应用于干细胞培养，干／祖细
胞可以在无血清培养下悬浮生长，而分化细胞则会死亡［３］。

由于肿瘤干细胞学说［４］的提出，无血清悬浮培养方法被引入

到肿瘤领域的研究，目前包括乳腺癌［５］、神经胶质瘤［６］、前列

腺癌［７］及结直肠癌［８］等中都通过无血清悬浮培养得到了肿

瘤细胞球。但是，各肿瘤细胞系中无血清培养基成分配制和

培养方法并不相同［９，１０］，并且例如在结直肠癌细胞系中，有

的学者［１１］认为只有 ＨＴ２９能形成肿瘤细胞球，而 ＳＷ４８０、

ＳＷ６２０及ＨＣＴ１５却不能。因此，本研究旨在通过对结直肠
癌细胞系无血清培养方案的探索，以得到稳定形成结直肠癌

肿瘤细胞球的方法，并使其不断自我更新和传代，在数量上

大量扩增，为进一步研究肿瘤细胞球的生物学特性奠定基

础。

无血清悬浮培养的根本目的是使肿瘤细胞球稳定增殖

传代，并使其保持干性，阻止其分化［１２］。本研究采用的无血

清培养基包括基础培养基 ＤＭＥＭ／Ｆ１２，及细胞生长因子 Ｒ
Ｓｐｏｎｄｉｎ１、Ｎｏｇｇｉｎ和ＥＧＦ。ＲＳｐｏｎｄｉｎ１也被称作Ｃｒｉｓｔｉｎ３是
一种２７ｋＤａ的分泌蛋白，通过激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ调控细胞
增殖。Ｎｏｇｇｉｎ是一种４６ｋＤａ二硫化物同型二聚体，其主要通
过结合于ＴＧＦβ家族而抑制它们与信号分子的结合，发挥与
ＥＧＦ相同的抑制细胞分化作用。采用这种无血清培养基对
常见的５种结直肠癌细胞系 ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬＯＶＯ、ＨＴ２９和
ＨＣＴ１１６进行无血清悬浮培养，均得到了结合紧密的肿瘤细
胞球，并且可以稳定传代培养。但由于各个细胞株生物学特

性不同，其在形成细胞球过程中，肿瘤细胞球生成的时间、数

目及大小均存在差异。

ＳＦＭ不宜配制过久，否则会不利于肿瘤细胞球的形成和
生长，其原因可能是由于 ＰＨ值的改变及细胞因子的失活。
普通培养瓶中的生长的肿瘤细胞球有的形状极不规则，并且

在７－８天后，如不及时传代很容易贴壁分化。但在铺有１％
Ａｇａｒｏｓｅ培养板中生长，由于１％Ａｇａｒｏｓｅ可以模拟低黏附着
底面，其中生长的肿瘤细胞球比在普通培养瓶中生长的形状

更规则，发生贴壁的现象时间延迟。当在铺有１％Ａｇａｒｏｓｅ的
孔板中培养到１０～１２天，肿瘤细胞球体积不会再增大，细胞
球的光泽度会明显下降，故此时细胞球仍需用 Ａｃｃｕｔａｓｅ传代
培养。

上皮 －间质转化 （ＥｐｉｔｈｅｌｉａｌＭｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
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黏附连接，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，间质化标志物高表达说明细胞呈间
质化状态，具有极强的侵袭转移能力［１３］。肿瘤细胞球是由一

图２　间质化标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｍａｋｅｒＮｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄＶｉｍｅｎｔｉｎｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｐｈｅｒｅｓ
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（Ｐ＜０．０５）Ｍ．（ＭａｒｋｅｒＤＬ５００）；１．Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ；２．Ｖｉｍｅｎｔｉｎ；ａ．亲
代细胞；ｂ．肿瘤细胞球
图３　单层细胞及肿瘤细胞球中Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ表

达情况

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＮｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｏｎｏｌａｙｅｒ
ｃｅｌｌｓａｎｄｃａｎｃｅｒｓｐｈｅｒｅｓ

群干细胞和祖细胞 “异质性细胞团块”，其应该不表达或低

表达分化细胞的标志物［１０］，我们通过对结直肠肿瘤细胞球

中Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ及Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达情况研究发现［１２］，发现结

直肠肿瘤细胞球中高表达这两个间质化标志物，这说明细胞

球可能通过上皮－间质转化而获得更强的转移能力。
综上所述，本研究采用添加细胞生长因子 ＲＳｐｏｎｄｉｎ１、

Ｎｏｇｇｉｎ和ＥＧＦ的无血清培养基和１％Ａｇａｒｏｓｅ铺盖的培养底
面，并且利用细胞离散剂 Ａｃｃｕｔａｓｅ代替胰酶传代，成功得到
可以稳定传代培养的５种结直肠肿瘤细胞球，从而为体外研
究结直肠肿瘤细胞球提供良好的模型。上皮 －间质转化是
肿瘤细胞发生侵袭转移的重要机制，而本研究检测到结直肠

肿瘤细胞球中间质化标记物高表达，这将为探索肿瘤易发生

侵袭转移的可能机制提供一条新思路。
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