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"摘要#

!

目的
!

在人肺癌细胞系
J34.N$)2%

中分离出肺癌干细胞及鉴定$方法
!

将
J34.N$)2%

细胞在含人胰岛素%重组

人表皮生长因子"

Sce

#%重组人碱性成纤维细胞生长因子"

Cece

#%牛血清清蛋白"

ZO9

#的无血清培养基中连续培养!用紫杉醇刺

激诱导干细胞!通过流式细胞术%免疫荧光的方法分析肺癌干细胞标志物
3\$''

和
3\'1)

的表达(采用
5:.T35

和
U<+=<B,CD"=

的方法检测干细胞相关标记物
b7=0

%

J?,"

>

和
O"a.1

的表达$结果
!

经无血清连续培养结合紫杉醇诱导的
J34.N$)2%

细胞呈球

形悬浮生长!相比于有血清培养的
J34.N$)2%

细胞!其干细胞标志物
3\$''

和
3\'1)

高表达!干细胞相关标志物
b7=0

%

J?,"

>

和

O"a.1

表达水平提高"

$

$

%&%2

#$结论
!

采用体外无血清连续培养结合紫杉醇刺激诱导
J34.N$)2%

细胞能有效分离出其中干

细胞$
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肺肿瘤(肿瘤干细胞(培养基!无血清
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作为全球发病率最高的恶性肿瘤#肺癌恶性程度高且预后

差#是恶性肿瘤中致死的首要病因#对人类健康产生了严重的

危害&

$

'

*随着现代医学发展#肺癌的早期诊断和综合治疗均有

一定进步#其临床疗效也有相对的改善#但多数患者在中晚期

确诊而不能进行手术治疗#且肺癌对放)化疗有所抵抗#因此患

者总体
2

年生存率低于
$2M

&

1

'

*肿瘤干细胞理论提出肿瘤源

于肿瘤干细胞#这群细胞具有自我更新)多向分化和无限增殖

的潜能#是肿瘤对放)化疗抵抗#以及肿瘤复发和转移的根

源&

'

'

*有研究表明#肿瘤干细胞可能作为一个新的靶点在临床

上来进行治疗*但是#肿瘤组织中的干细胞水平极少#因此分

离并鉴定肿瘤干细胞能为后续研究工作提供一个良好的基础*

肺癌中同样存在这样一群干细胞#即肺癌干细胞*

N"

等&

0

'在

1%%-

年采用侧群细胞分选法有效分选出非小细胞肺癌干细

胞#证实了肺癌干细胞的存在*目前已有多种肺癌细胞株已分

选出具有干细胞特性的肿瘤细胞#如
N0))

)

920(

)

N0)%

等&

2.-

'

*肺癌的发生)发展)侵袭转移)复发)耐药等均与肺癌干

细胞相关#因此#能有效富集肺癌干细胞对肺癌的进一步研究

尤为重要*肿瘤干细胞的分离及鉴定中#通常选用细胞表面标

志物的方法*

3\$''

是公认的经典肿瘤干细胞标志物#已在肺

癌&

/

'

)前列腺癌&

(

'

)乳腺癌&

$%

'

)脑胶质瘤&

$$

'

)结肠癌&

$1

'等多种

恶性肿瘤中发现*本研究采用无血清连续培养结合紫杉醇诱

导干细胞的方法分离出干细胞#并用一系列肿瘤干细胞表面标

志物或相关标志物鉴定#现报道如下*

>

!

材料与方法

>&>

!

材料
!

细胞株!非小细胞肺癌细胞株
J34.N$)2%

购自美

国典型培养物收藏中心$

9:33

%(主要试剂!

5TP4$)0%

培养基

购自
N

G

3D",<

公司#胎牛血清$

eZO

%购自
:Z\

公司#

%&12M

胰

酶)

\PSP

"

e$1

培养基购自
N

G

3D",<

公司#重组人胰岛素购

自
O#

>

8?

公司#重组人表皮生长因子$

<

E

#!<B8?D

>

B"H=@A?7="B

#

Sce

%)重组人碱性成纤维生长因子$

C?+#7A#CB"CD?+=

>

B"H=@

A?7="B

#

Cece

%购自
T<

E

B":<7@

公司#牛血清清蛋白$

ZO9

%购自

O#

>

8?

公司(紫杉醇注射液购自山西普德药业有限公司#

3\$''

及
3\'1)

流式细胞仪抗体购自
P#D=<,

G

#

公司(

3\$''

及
3\'1)

免疫荧光抗体购自
Z#"BC

G

=

公司#异硫氰酸荧光素

$

e4:3

%及
'N.

吲哚菁类染料
3

G

'

标记的羊抗兔二抗购自碧云

天公司(逆转录试剂盒及
5:.T35

试剂盒购自
:?L?B?

公司(

//2$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$1

期

"

基金项目!国家自然科学基金青年科学基金资助项目$

/$'%1%12

%*

!

作者简介!丁曼$

$((%R

%#医师#在读硕士研究生#主要从事干细胞

相关研究*

!

#

!

通讯作者#
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!
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b7=0

抗体)

J?,"

>

抗体及
O"a.1

抗体均购自
9C7?8

公司#

#

.?7.

=#,

抗体购自碧云天公司*

>&?

!

方法

>&?&>

!

细胞培养
!

J34.N$)2%

细胞培养!细胞在
'-f

#

2M

3b

1

培养箱内饱和湿度条件下培养#培养液为
5TP4$)0%

#加

入
$%M

标准
eZO

)青霉素和链霉素*取对数生长期的细胞进

行实验*细胞球培养!取
J34.N$)2%

细胞#去掉原培养液#胰

酶$

%&12M

%消化后用原培养液终止消化#移入离心管离心$

/%%

B

"

8#,

#

28#,

%后弃去上清液*加入含有重组人胰岛素)

Sce

)

Cece

)

ZO9

及
\PSP

"

e$1

培养基的无血清培养液#制成单细

胞悬液种植在
)

孔板中$密度为
1%%%%

个"孔%#每个孔
08[

培养液*

1

!

'!

后取上清液#离心后加入无血清培养液移入

新培养瓶中#细胞成球生长#

)

孔板中继续加入无血清培养液#

1

!

'!

后再次取上清离心后移入培养瓶#并换液及传代*成

球生长细胞传代
1

次后#按照
$g$%

) 个"
8[

细胞加入
%&1,

>

"

8[

的紫杉醇培养#

10@

后离心换液*紫杉醇刺激后细胞大量

死亡#换液后每天观察细胞状态#

1

!

'!

换液
$

次#直至细胞生

长状态恢复如加紫杉醇前*实验取紫杉醇刺激后培养瓶中第

2

代细胞球*此过程细胞球均在
'-f

#

2M3b

1

培养箱内饱和

湿度条件下培养*

>&?&?

!

流式细胞检测
!

将不同代数的细胞球离心$

$%%%B

"

8#,

#

28#,

%后#调整其浓度至
$g$%

-

"

8[

#在
$%%

$

[

细胞液中

加入荧光素标记的
3\$''

抗体$鼠抗人%和
3\'1)

抗体$鼠抗

人%各
$

$

>

#于室温下放置
'%8#,

后#用
TZO

离心并洗涤
1

次#

再加入
1%%

$

[TZO

重悬细胞#即可上机检测
3\$''

及
3\'1)

的阳性率*

>&?&@

!

免疫荧光检测
!

取第
2

代细胞球#甩片离心$

/%%B

"

8#,

#

28#,

%#将细胞球甩片到玻片上#用冰冻的
0M

多聚甲醛

固定
1%8#,

#用
TZO

洗
'

次后使用
2MZO9

封闭
1%8#,

#将玻

片甩干*加入兔抗人
3\$''

一抗$

$h1%%

%或者兔抗人
3\'1)

一抗$

$h1%%

%#置入
0f

冰箱过夜孵育*次日#于冰箱中取出

玻片#室温下放置
$%8#,

#用
TZO

洗
'

次后加入
e4:3

标记或

3

G

'

标记的羊抗兔二抗$

$h2%%

%#在
'-f

避光孵育
'%8#,

*

之后用
TZO

洗
'

次#避光下用
0V

#

).

二脒基
.1.

苯基吲哚$

\9T4

%

染色
'8#,

#

TZO

洗
'

次后用抗荧光淬灭封片剂封片#最后在激

光共聚焦显微镜下观察并照相*

>&?&A

!

5:.T35

检测
!

采取
J34.N$)2%

细胞及细胞球使用

:B#K"D

法提取总
5J9

后#按照
:?L?B?

逆转录试剂盒及
5:.

T35

试剂盒说明操作*采用
1

R

##

3:法进行分析*引物由生工

生物工程$上海%股份有限公司合成#引物序列#见表
$

*

>&?&E

!

U<+=<B,CD"=

检测
!

取
J34.N$)2%

细胞及细胞球用蛋

白裂解液提取蛋白#制备成蛋白样品并用
Z39

法检测蛋白水

平*进行
$1M

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳$

O\O.

T9cS

%#经电转移至聚偏氟乙烯$

Ti\e

%膜上*

Ti\e

膜用

2MZO9

在室温下封闭
$@

#再加入兔抗人
b7=0

抗体)

J?,"

>

抗

体及
O"a.1

抗体$

$h1%%

%)鼠抗人
#

.?7=#,

抗体$

$h$%%%

%#放

置于冰箱
0f

过夜*次日用
:ZO:

洗
'

次后加入对应二抗$稀

释比例为
$h$%%%

%#在
'- f

水浴锅中孵育
'%8#,

#再次用

:ZO:

缓冲液$

:B#+.N3D

缓冲盐溶液
Y

吐温溶液%洗
'

次后用

显影剂在凝胶成像仪中曝光并记录成像*

>&@

!

统计学处理
!

所有数据采用
OTOO$'&%

统计软件分析*

计数资料用
I6"

表示#多组间均数的比较采用单因素方差分

析#以
$

$

%&%2

为差异有统计学意义*

表
$

!!

5:.T35

引物序列

基因 引物序列$

2V.'V

%

产物长度

$

C

E

%

#

.?7=#,

上游
:cc9c99c9c3:9:c9c3:c33:c 1%$

下游
c:c339339c939c393:c:c::c

b7=0

上游
9c333:39:::39339cc33 02)

下游
:ccc93:33:33ccc::::c

O"a1

上游
9:c:3339c393:9339c9c3 1))

下游
c:c:cc9:ccc9::cc:c::3:3

J?,"

>

上游
cc9ccc:cc9c:9:cc::cc 1%$

下游
:c9cc39cc9c99:cc3c:c

?

!

结
!!

果

?&>

!

J34.N$)2%

细胞及细胞球培养结果
!

J34.N$)2%

细胞

在有血清培养基培养下#在培养瓶底部呈梭形贴壁生长$图

$9

%*而在连续的无血清培养下#有少部分细胞呈圆形悬浮生

长#但细胞成球较小#细胞大小基本一致#折光性较好$图
$Z

%*

经紫杉醇刺激后多次传代#悬浮生长的细胞逐渐增多#其细胞

球体积也逐渐变大#第
2

次传代后仍保持良好的克隆形成能力

$图
$3

)

\

%*表明紫杉醇刺激后连续无血清培养能成功诱导形

成
J34.N$)2%

细胞形成悬浮生长的细胞球*

?&?

!

免疫荧光结果
!

在激光共聚焦显微镜下可见#细胞质和

细胞膜与
e4:3

标记的
3\$''

的二抗结合呈绿色荧光#即

3\$''

阳性(细胞质和细胞膜与
3

G

'

标记的
3\'1)

的二抗结

合呈红色荧光#即
3\'1)

阳性(细胞核用
\9T4

染色呈蓝色*

表明紫杉醇刺激后连续无血清培养能成功诱导形成
J34.

N$)2%

干细胞#见图
1

*

!!

9

!

J34.N$)2%

有血清贴壁生长细胞$

g$%%

%(

Z

!

J34.N$)2%

细胞球生长第
'

天$

g1%%

%(

3

!紫杉醇刺激后
J34.N$)2%

细胞球第
'

代$

g1%%

%

\

!紫杉醇刺激后
J34.N$)2%

细胞球第
2

代$

g1%%

%*

图
$

!!

显微镜下观察
J34.N$)2%

细胞及细胞球生长情况

(/2$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$1

期



图
1

!!

免疫荧光检测
J34.N$)2%

细胞球干细胞标志%

g$1%%

&

?&@

!

流式细胞结果
!

在
J34.N$)2%

细胞中#

3\$''

Y 和

3\'1)

Y双阳性细胞率仅为
$&)(M

$图
'9

%#而第
2

次传代后

的细胞球中
3\$''

Y和
3\'1)

Y双阳性细胞率为
('&1%M

$图

'Z

%#高于有血清培养的
J34.N$)2%

细胞*表明采用此种方法

能成功诱导
J34.N$)2%

干细胞*

!!

9

!

J34.N$)2%

细胞(

Z

!

J34.N$)2%

细胞球*

图
'

!!

流式细胞术检测干细胞标志

!!

?

!

$

$

%&%2

#与
J34.N$)2%

细胞球比较*

图
0

!!

b7=.0

'

J?,"

>

'

O"a.1

蛋白表达水平

?&A

!

U<+=<B,CD"=

结果
!

与
J34.N$)2%

细胞比较#

J34.

N$)2%

细胞球中
b7=0

)

J?,"

>

和
O"a.1

的蛋白高表达#二者光

密度比值比较#差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#见图
0

*

?&E

!

5:.T35

检测结果
!

J34.N$)2%

细胞的
b7=0

)

J?,"

>

和

O"a.1

的基因表达水平均低于其细胞球表达水平#见图
2

*

!!

?

!

$

$

%&%2

#与
J34.N$)2%

细胞球比较*

图
0

!!

b7=.0

'

J?,"

>

'

O"a.1

的
85J9

表达水平

@

!

讨
!!

论

!!

随着从不同肿瘤中分离得到肿瘤干细胞及鉴定的证据渐

多#肿瘤干细胞的理论也得到了更多人的认同*肿瘤组织由明

显异质性的细胞群体构成#其中的极少细胞具有干细胞的生物

学特性#即自我更新)增殖克隆)分化潜能)侵袭迁移)高致瘤

性)耐药性以及对放疗抵抗性&

$'

'

*

目前#肿瘤干细胞主要根据其表面标志物进行分选和鉴

定*

3\$''

最初是作为人造血干细胞及造血祖细胞的分子标

志物&

$0

'

#但越来越多的研究发现#

3\$''

Y肿瘤细胞也具有自

我更新等干细胞特性#因此也成为多种肿瘤干细胞的分子标志

物#包括肝癌)胰腺癌)卵巢癌等*

3\'1)

又称上皮细胞黏附分

子$

S

E

39P

%#其在肝癌)肺癌等肿瘤干细胞中呈高表达#也是

目前公认的肺癌干细胞标志物之一*因此#本研究采用这两个

%(2$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$1

期



分子标志物鉴定诱导的
J34.N$)2%

干细胞*现已有大量报道

从肺癌组织中分离干细胞#然而该方法组织来源困难#分离技

术难度高#且分选出的干细胞活性不足#限制了对肺癌干细胞

生物学特性的进一步研究*此外#还有大量报道用另一种肺癌

细胞株
920(

进行体外诱导肺癌干细胞*然而
J34.N$)2%

来

源于晚期肺腺癌患者#与
920(

相比具有更强的侵袭转移能

力#而且
J34.N$)2%

是
Sce

受体突变细胞株#诱导其干细胞

具有重要的研究价值及临床意义*

目前得到肺癌干细胞主要通过侧群细胞分选法)磁珠分选

法和无血清连续培养法#但以上方法分出细胞少)价格昂贵)分

选出后不易存活*本实验室曾用无血清连续培养的方法分离

出卵巢癌细胞株
91-/%

中的干细胞&

$2

'

#但应用此种方法诱导

J34.N$)2%

干细胞得到干细胞量少#加入紫杉醇后能明显提

高干细胞的富集*本研究采用连续无血清条件培养基结合药

物刺激的方法培养悬浮细胞球#从而富集肺癌干细胞*本研究

发现#

J34.N$)2%

中存在极少一部分具有自我更新能力的细

胞#经过无血清连续培养后可悬浮生长成为肿瘤干细胞球#其

具有形成连续克隆的能力*流式检测发现这种细胞球高表达

肺癌干细胞标志物
3\$''

和
3\'1)

#同时免疫荧光染色也发

现细胞球共表达
3\$''

和
3\'1)

*为了进一步验证细胞球的

干细胞特性#本研究采用
5:.T35

及
U<+=<B,CD"=

检测了干性

标志物
b7=0

)

O"a1

及
J?,"

>

的表达#结果发现细胞球中这
'

种分子的表达高于有血清贴壁培养的
J34.N$)2%

细胞#差异

有统计学意义$

$

$

%&%2

%#说明使用药物联合无血清培养的方

法成功诱导了
J34.N$)2%

肺癌干细胞*肿瘤干细胞已成为肿

瘤方面的研究热点#其分离和鉴定对基础及临床研究均具有重

要意义*本研究采用无血清联合药物诱导培养方法#成功诱导

出肺癌干细胞#为后续肿瘤干细胞的生物学特性研究奠定了一

定的基础*
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