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肺癌细胞株侧群细胞的分选及干细胞特性的鉴定

度
!

蔚!陈昭颖#

"武汉市精神卫生中心检验科
!

*(++&'
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!!

摘
!

要"目的
!

探讨分选肺癌细胞株侧群细胞"

=0

细胞%及鉴定干细胞特性&方法
!

选择肺癌细胞株
=.9

"Y=9&

和
-!/9b*,+

!通过流式细胞仪对
=0

与非
=0

"

-=0

%细胞进行分选!然后进行培养并且传代!选择的培养

基分别为正常情况及干细胞培养基当中!对细胞分化能力与表型进行观察#通过电镜对细胞进行观察!了解其

超微结构#利用免疫荧光对干细胞标志物
!S**

的表达进行检测#利用
!!.9A

法对细胞增殖能力进行检测!采

用平板克隆'裸鼠成瘤实验及
FK%5;O#II

侵袭实验对细胞进行了解!明确其恶性程度&结果
!

初次分选
-!/9

b*,+

和
=.9"Y=9&

细胞株
-=0

和
=0

细胞百分比!以及再纯化
-=0

和
=0

细胞百分比的比较!差异无统计学

意义"

D

%

+)+C

%&在干细胞培养基中!

-=0

和
=0

细胞都无法形成干细胞球!但具有较快的增殖速度&

-=0

细

胞表现出的是接触抑制的单层生长!

=0

细胞表现出的是集聚生长&当培养到第
C

代时!

=0

细胞与
-=0

细胞分

别表现出的是不显著的变化及混杂表型&电镜下
=0

细胞核质比较高!

-=0

细胞核质比低&

-!/9b*,+

和
=.9

"Y=9&

细胞株
=0

细胞能够对
!S**

高表达!组间比较!差异无统计学意义"

D

%

+)+C

%&对比
-!/9b*,+

和
=.9

"Y=9&

细胞株
=0

细胞与
-=0

细的细胞增殖活力!在第
'

'

C

和
@

天时的数据情况!前者明显比后者高!差异有

统计学意义"

D

$

+)+C

%&

-!/9b*,+

和
=.9"Y=9&

细胞株
=0

细胞克隆形成率和平均克隆数明显比
-=0

细胞

高#在侵袭过膜方面!平均细胞数有所提高!成瘤裸鼠的数量也有所增加!差异均有统计学意义"

D

$

+)+C

%!都没

有转移灶!瘤体
bY

与免疫组织化学染色都得到了证实!均属于典型肺癌细胞&结论
!

肺癌细胞株
=0

细胞具

有干细胞特性!在肿瘤的侵袭'增殖及分化等方面都有参与&

关键词"肺癌细胞#

!

侧群细胞#

!

肿瘤干细胞
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!!

肺癌的发病率和病死率居我国恶性肿瘤首位#有

A+Z

的患者为非小细胞肺癌$

-=!Q!

&#在诊断时#

@+Z

的
-=!Q!

患者都已经达到晚期#

C

年生存率较

低,

&

-

(肺癌的复发和转移成为患者长期生存的重要

因素,

'

-

(有研究显示#在肿瘤的发生)发展过程中#肿

瘤干细胞$

!=!

&具有非常重要的作用(此种细胞是

指具有多向分化潜能)无限自我更新的干细胞生物学

特性的一种细胞群体,

(

-

(侧群细胞$

=0

细胞&是在流

式细胞实验中发现的一组细胞亚群#含有丰富的造血

重建细胞#存在较为明显的干细胞特性,

*

-

(研究发

现#大部分肿瘤
=0

细胞中可能含有大量的肿瘤起始

细胞#在实验过程不仅在体外表现出显著的增殖活

力#而且在体内异种移植瘤实验中也表现出较强的成

瘤能力#比非
=0

细胞$

-=0

细胞&明显较强,

C

-

(针对

此种情况#本研究旨在对分选肺癌细胞株
=0

及鉴定

其干细胞特性进行分析#从而更好实施肺癌的预后评

估以及靶向治疗(

$

!

材料与方法

$)$

!

材料来源
!

肺癌细胞株
-!/9b*,+

和
=.9"Y=9

&

购买自中国科学院细胞库#在常规复苏结束之后通

过
>0"/&,*+

培养基进行培养#其中还包括了链霉素

&++

+

7

"

LQ

)青霉素
&++U

"

LQ

和
&+Z

的胎牛血清(

然后将培养基放置在
(@k

#

!?

'

饱和湿度为
CZ

的培

养箱中进行培养#定期更换培养液#进行传代培养(

选择从上海生工动物实验中心购买的
&A

只
ÊQ̂

"

!

裸小鼠进行裸鼠成瘤实验#小鼠均为雌性#且均为
*

周龄大小#正常的方式进行饲养#适应
&

周(

$)/

!

方法
!

通过流式细胞仪对
=0

与非
=0

细胞进行

分选#然后进行培养并且传代#选择的培养基分别为

正常情况及干细胞培养基(对细胞分化能力与表型

进行观察%通过电镜对细胞进行观察#了解其超微结

构%利用免疫荧光对干细胞标志物
!S**

的表达进行

检测%利用
!!.9A

法对细胞增殖能力进行检测#平板

克隆)裸鼠成瘤实验及
FK%5;O#II

侵袭实验对细胞进

行了解#明确其恶性程度(

$)/)$

!

流式细胞仪分选
=0

细胞
!

选择对数生长期

细胞#然后采取胰酶消化并进行离心操作#选择含
'Z

胎牛血清的
>0"/&,*+

培养液重悬#制备浓度为
&i

&+

,

"

LQ

单细胞悬液(加入
bG#<J;$C

+

7

"

LQ

和维拉

帕米
C+

+

LGI

"

Q

#采取水浴孵育的方式#温度设定为

(@k

#时长为
,+L:5

%当染色完成后马上放置在冰

上#然后停止染色操作#进行离心#并且充分的洗涤与

重悬后#将
&

+

7

"

LQ

的碘化丙啶加入其中#放置
(+

L:5

%选择美国
Ŝ

公司生产的流式细胞仪进行分选#

按照加维拉帕米组的流式#即*门+的图形来设定未加

维拉帕米组流式图形的
=0

区域(

$)/)/

!

观察细胞表型和分化能力
!

对干细胞培养基

进行配置!

S"Y"

"

&̀'

$

&d&

&培养基
m

表皮细胞生长

因子$

'+

+

7

"

Q

&

m

重组$人&碱性成纤维细胞生长因子

$

'+

+

7

"

Q

&

m '̂@

$

'Z

&#培养基选择
>0"/&,*+

培养

液#其中加入
&+Z

胎牛血清#重悬细胞浓度为
&i&+

C

"

LQ

%选择直径为
,<L

的培养皿#定期更换培养液#进

行传代培养(培养
(3

之后#通过倒置显微镜对细胞

形态进行观察并拍照#然后重复
(

次实验(进行连续

培养直到第
C

代#然后对
=0

细胞的分化能力与比例

进行检测(

$)/)'

!

电镜观察超微结构
!

单细胞悬液的标准为

&i&+

,

"

LQ

#然后进行离心运动#转速为
&+++K

"

L:5

#

时长为
CL:5

#然后进行洗涤#结束之后继续进行离心

操作%通过乙醇进行固定#然后进行离心操作等一系

列过程中#最终进行充分的洗涤%进行离心操作#在

*k

环境下#在
&Z

四氧化锇的环境中固定
'J

%首先

进行脱水操作#然后利用
,&A

号树脂进行包埋处理#

再者通过
>#:<J#K

超薄切片机进行切片#最后利用

0J:I:

P

;!"&'+

透射电镜进行观察(

$)/)1

!

免疫荧光检测
!S**

的表达
!

选择标准为
'i

&+

*

"

LQ

的细胞#然后接种在培养皿中进行细胞爬片#

培养
(3

后通过免疫荧光进行检测%首先进行洗涤处

理#然后放置在
*Z

多聚甲醛进行固定#时长为
(+

L:5

#然后继续洗涤#然后加入
&+Z

封闭液放置在室温

环境中
(+L:5

%通过滴加的方式加入美国
=:

7

L%

公司

生产的鼠抗人单克隆一抗#标准为
&d'+++

#放入到

(@k

环境中进行孵育#时长为
'J

#然后放入到
*k

环

境中过夜%通过滴加的方式加入美国
=:

7

L%

公司生产

的羊抗鼠多克隆抗体
/

7

_

二抗#标准为
&d'+++

#放

入到
(@k

环境中进行孵育#时长为
*CL:5

#采取闭关

处理%选择的标准为
&+

+

7

"

LQSE0/

#放入到
(@k

环

境中进行孵育#时长为
&+L:5

#然后进行洗涤处理#烘

干操作%最后盖上玻璃片进行封片处理#通过荧光显

微镜进行观察并且拍照(

$)/)2

!

细胞增殖能力和恶性程度
!

!!.9A

法!选择

具有
B,

个孔的孔板进行接种#每孔接种的细胞数量

标准为
&i&+

*

"

LQ

#接种结束后通过
!!.9A

试剂分

别对第
'

)

C

和
@

天的情况进行检测#通过光吸收度值

$

E8

值&来衡量活细的胞增殖速度(每个组中设置有

重复孔#具体数量为
C

#重复
(

次实验取得平均值(

平板克隆!

&i&+

*

"

LQ

重悬细胞#培养板为
,

孔#

选出
&++

+

Q

进行接种#选择的培养液为
>0"/&,*+

#

其中加入了
&CZ

胎牛血清#培养液的容量为
(LQ

#每

个组中设置有重复孔#具体数量为
(

#然后将培养基放

置在
(@k

#

!?

'

饱和湿度为
CZ

的培养箱中进行培

养#时长为
'

周%结束后#每孔加入的染液标准为

&d&+_:#L;%

#在室温环境下进行染色#时长为
&+

L:5

#对克隆的形成过程进行观察并计数(

FK%5;O#II

侵袭实验!创造出人工重组基底膜#对

细胞浓度进行调整#具体标准是
&i&+

,

"

LQ

#把
FK%59

;O#II

小室的上室浸入到下室培养液当中#上室中加

入细胞悬液#容量为
&++

+

Q

#在下室中加入培养液

'

''C(

'
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年
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月第
&C

卷第
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期
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>0"/&,*+

#容量为
,++

+

Q

#培养液中还加入了
'+Z

胎牛血清%小室放置在培养箱中进行孵育#时长为

'*J

#然后进行充分的洗涤#利用浓度为
@CZ

的乙醇

进行固定#时长为
&+L:5

#然后
*Z

台盼蓝进行染色#

时长为
&+L:5

#继续洗涤#然后通过
'++

倍光镜对微

孔滤膜下室面侵袭的肿瘤细胞数进行计数#每张膜选

择上)中)下)左)右
C

个不同的视野#选择平均值(重

复
(

次实验(

裸鼠成瘤实验!通过随机数字表法将衳鼠进行分

组#共包括
(

组#每组
,

只#每组接种的细胞数量分别

为
&+

*

)

&+

C 和
&+

, 个(然后#通过
>0"/&,*+

培养液

和
"%$K:

7

#I

混合液$

&d&

&重悬细胞为
Ci&+

*

"

LQ

)

Ci&+

C

"

LQ

和
Ci&+

,

"

LQ(

个浓度(浓度为
&+Z

的

水合氯醛#共
@C

+

Q

对裸鼠进行麻醉#在腋下皮下进

行注射细胞悬液#容量为
'++

+

Q

#

A

周后将裸鼠处死#

对转移及成瘤的情况进行观察#取出瘤体行
bY

和免

疫组织化学染色(

$)'

!

统计学处理
!

采用统计软件
=0=='+)+

进行分

析(计量资料采用
OlF

表示#组间比较采用
:

检验%

以
D

$

+)+C

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/)$

!

流式细胞仪分选
=0

细胞
!

初次分选
-!/9b*,+

和
=.9"Y=9&

细胞株
-=0

和
=0

细胞所占百分比#与

再纯化细胞株
-=0

和
=0

细胞所占百分比进行比较#

差异均无统计学意义$

D

%

+)+C

&#见表
&

(

表
&

!!

流式细胞仪分选两种肺癌细胞株中
=0

细胞百分比

!!!

和再纯化百分比#

Z

)

OlF

%

细胞株
=0 -=0 =0

再纯化
-=0

再纯化

=.9"Y=9& ()CCl+)*( BC)A*l+)(@BB)(Cl+)'@BB)&Al+)(C

-!/9b*,+ ()*,l+)(A B,)+'l+)(CBB)*'l+)'CBB)''l+)(,

: +)&+' +)&(' +)+AB +)&'&

D +)A,@ +)A'* +)B+C +)A,*

/)/

!

细胞表型和分化能力
!

在干细胞培养基中#

-=0

和
=0

细胞都无法形成干细胞球#然而增殖速度

较快(

=0

细胞具有较小的胞体#存在折光性及较长

的神经丝样突起#表现集聚生长%

-=0

细胞具有较大

的胞体#存在扁平的特征#以及没有神经丝样突起#表

现接触抑制的单层生长(当培养到第
C

代时#

=0

细

胞与
-=0

细胞分别表现出的是不显著的变化及混杂

表型(其中#当培养到第
*

代的时候#

-=0

细胞表现

出的是一致的表型#逐渐表现出分化能力#见图
&

(

/)'

!

电镜观察超微结构
!

电镜下
=0

细胞具有较大

的核体)细胞质较少#即具有较高的核质比%

-=0

细胞

具有较小的核体)较多的细胞质#具有较低的核质比(

从细胞器方面进行比较#

=0

细胞质显著少于
-=0

细

胞#见图
'

(

!!

注!

E

为
=0

细胞表型%

^

为
-=0

细胞表型

图
&

!!

光镜下观察
=0

和
-=0

的细胞表型#

i'++

%

!!

注!

E

为
=0

细胞超微结构%

^

为
-=0

细胞的超微结构

图
'

!!

电镜观察
=0

和
-=0

的细胞超微结构#

i&+++

%

/)1

!

免疫荧光检测
!S**

的表达
!

-!/9b*,+

和

=.9"Y=9&

细胞株
=0

细胞能够对
!S**

高表达#组间

比较差异无统计学意义$

D

%

+)+C

&#见表
'

(

表
'

!!

免疫荧光检测两种肺癌细胞株中
=0

和
-=0

!!!

细胞
!S**

的表达#

Z

)

OlF

%

细胞株
=0 -=0 : D

=.9"Y=9& @C)Al&+)C '&)ClA)@ 'C),'* +)+++

-!/9b*,+ @,)'l&')' '()'l@), '()'*& +)+++

: +)'(C +)'&(

D +),A* +)@+'

表
(

!!

两种肺癌细胞株
=0

和
-=0

细胞不同培养时间的细胞增殖能力比较#

OlF

%

细胞株
'3

=0 -=0

C3

=0 -=0

@3

=0 -=0

=.9"Y=9& +)(Cl+)+A

2

+)&'l+)+* +)@Al+)&C

2#

+)((l+)&'

#

+)B'l+)'&

2"

+)CCl+)&*

"

-!/9b*,+ +)((l+)+@

2

+)&&l+)+( +)@Bl+)&,

2#

+)(Cl+)&(

#

+)B*l+)'(

2"

+)C*l+)&,

"

!!

注!与同细胞株同时间
-=0

细胞比较#

2

D

$

+)+C

%与同细胞株同细胞第
'

天比较#

#

D

$

+)+C

%与同细胞株同细胞第
C

天比较#

"

D

$

+)+C

/)2

!

细胞增殖能力
!

对比
-!/9b*,+

和
=.9"Y=9&

细胞株
=0

细胞与
-=0

细的
E8

值在第
'

)

C

和
@

天

时的数据情况#前者明显比后者高#差异有统计学意

义$

D

$

+)+C

&#见表
(

(

/))

!

细胞恶性程度
!

=.9"Y=9&

和
-!/9b*,+

细胞

株
=0

细胞平均克隆数和克隆形成率显著高于
-=0

细胞#侵袭过膜的平均细胞数增加#成瘤裸鼠数目增

多#均无转移灶#瘤体
bY

和免疫组化染色证实为典

型肺癌细胞#见表
*

(

'

('C(

'

检验医学与临床
'+&A

年
&'

月第
&C

卷第
'(

期
!

Q%2"#3!I:5

!

S#<#L2#K'+&A

!

8GI)&C

!

-G)'(



表
*

!!

两种肺癌细胞株
=0

和
-=0

细胞的细胞恶性程度比较

细胞株
克隆数$

OlF

&

=0 -=0

克隆形成率$

Z

#

OlF

&

=0 -=0

侵袭细胞数$

OlF

&

=0 -=0

成瘤裸鼠数目,

)

$

Z

&-

=0 -=0

=.9"Y=9& *,ClCA

2

*Al&C C,)@l&C)*

2

&+)'l()* @,)Cl&C),

2

(C)*l&+)' &*

$

@@)A

&

2

+

$

+)+

&

-!/9b*,+ *@'l,@

2

C(l&@ CA)(l&,)@

2

&()(l()C @A)(l&@)C

2

(()Cl&&)( &C

$

A)(

&

2

+

$

+)+

&

!!

注!与
-=0

细胞比较#

2

D

$

+)+C

'

!

讨
!!

论

!!

实验表明#大部分肿瘤细胞系和肺癌组织都具有

=0

细胞#且存在类干细胞特性,

,

-

(然而对于肺癌
=0

细胞而言#在生物学特性方面至今都没有给予肯定(

本研究表明#经过初次分选之后#所得两种不同的肺

癌细胞株
=0

达到
()CZ

#再纯化之后具有较高的百分

比#传代培养细胞具有良好的生长状况(在干细胞培

养基中#

-=0

和
=0

细胞都无法形成干细胞球#但具有

更快的增殖速度%

=0

细胞表现出的是集聚生长#

-=0

细胞表现出接触抑制的单层生长%在传代培养过程

中#

=0

细胞变化表现不显著#当培养到第
C

代时#

-=0

细胞表现出混杂表型#以及一定的分化潜能%通过电

镜进行观察#从细胞核质方面进行分析#

=0

细胞较

高#而
-=0

较低(这些都反映出
=0

细胞具有肿瘤的

分化与增殖能力,

@

-

(从
!=!

学说的角度进行研究#它

们一方面启动了肿瘤的生长和形成#另一方面还对肿

瘤的复发与转移具有重要的意义#是导致肿瘤异质性

一项重要因素,

A

-

(

=0

细胞中富含
!=!

#

=0

分选技术

已成为富集
!=!

十分简单)有效方法(

=0

细胞具有

高致瘤性)自我更新)多向分化)耐药潜能#这些特性

与
!=!

十分相似#已成为研究
!=!

的重要切入点(

通过深入研究得知#

=0

细胞能够对
!S**

高表

达#从增值能力进行对比发现
=0

细胞明显比
-=0

细

胞高#克隆形成率和平均克隆数明显提高(在侵袭过

膜方面#平均细胞数有所提高#成瘤裸鼠的数量也有

所增加#都没有转移灶#瘤体
bY

与免疫组织化学染

色都得到了证实#均属于典型肺癌细胞(需要注意的

是肺癌细胞株
=0

细胞具有干细胞特性#在肿瘤的侵

袭)增殖及分化等方面都有参与,

B9&+

-

(目前#在多种肿

瘤细胞系如
-=!Q!

)胃癌)肝癌)鼻咽癌)结肠癌)乳

腺癌)子宫内膜癌等#和多种肿瘤组织如肝癌)胶质母

细胞瘤)平滑肌瘤)骨髓等中成功分离得到
=0

细胞(

在悬浮肿瘤细胞球的形成能力方面#在无血清培养基

中
=0

细胞比
-=0

细胞更强%在
=0

细胞中
Ê !_'

和

!S&((

的表达强度比
-=0

细胞更强%

=0

细胞的耐药

存活能力及体外增殖能力比
-=0

以及未分选出的细

胞更强%在体外
=0

细胞能够发生分化现象#变成
-=0

细胞#然而
-=0

细胞无法分化成
=0

细胞#在裸鼠体

中
=0

细胞的致瘤性非常强(

综上所述#本研究证实肺癌细胞中的确存在
=0

细胞#并且存在干细胞促瘤特性#为更好地研究肿瘤

的靶向治疗及发生机制提供了依据(
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