
浙江理工大学学报

，

第

28

卷

，

第

4

期

，

2011

年

7

月

JournalofZhe

j

ian

g

Sci-TechUniversit

y

Vol.28

，

No.4

，

Jul.2011

文章编号

：

1673-3851

(

2011

)

04-0602-04

收稿日期

：

2010-11-12

基金项目

：

国家自然科学基金面上项目

(

30872984

)；

重庆市自然科学基金计划项目

(

CSTC09BB5024

)

作者简介

：

梁

 

晨

(

1986-

)，

女

，

山东济南人

，

硕士研究生

，

主要从事肿瘤基因病毒治疗方面的研究

。

通讯作者

：

刘

 

立

，

E-mail

：

liuli7001

@y

ahoo.com.cn

肝癌细胞系

Huh7

中肿瘤干细胞分离及鉴定

梁

 

晨

 

单娟娟

 

沈俊杰

 

刘

 

立

 

钱

 

程

(

浙江理工大学生命科学学院

，

杭帅

310018

)

  

摘

 

要

：

利序肿瘤干细胞具有自我更新能力的特点

，

首次采序悬浮培养技术从

Huh7

细胞系中得到肝癌

(

干

)

细

胞球

，

并通过

RT-PCR

﹑

流式细胞术和免疫荧光等方法检测它们的干细胞标记和分化标记

。

结果显示

Huh7

(

干

)

细胞

球的干性相关基因表达上调

；

分化相关基因表达下调

；

流式细胞仪检测结果表唢

88.82%

的

Huh7

(

干

)

细胞球表达

E

p

CAM

基因

，

与正常

Huh7

细胞相比表达上调

。

表唢该方法具有富集肝癌干细胞的效果

，

为以后肝癌干细胞建立

更高效的分离方法提供了一种新的技术方法

。

关键词

：

肿瘤干细胞

；

肝癌

(

干

)

细胞球

；

生长因子

；

E

p

CAM

中图分类号

：

Q786
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0

 

引

 

言

随着对癌症发生机制的深入研究

，

肿瘤干细胞

(

cancerstemcells

，

CSCs

)

[

1-2

]

的概念被提出并逐渐成为

研究者关注的热点

。

继在急性粒细胞白血病

[

3

]

、

乳腺癌

[

4

]

、

肺癌

[

5

]

、

胶质瘤

[

6

]

等癌组织中发现具有干细胞特

征的细胞后

，

肝癌中存在干细胞这一观点也被认可

。

人们基于肝癌干细胞不同的表现特征而采取了相应的分离方法

，

常见的方法有细胞表面分子标记物分

选法

、

侧群细胞

(

side

p

o

p

ulation

，

SP

)

分选法和悬浮培养法等

。

细胞表面分子标记物分选法是通过流式细胞术

(

floWc

y

tometr

y

，

ECM

)

或免疫磁珠分选技术

(

ma

g

netic

activatedcellsortin

g

，

MACS

)

分选出具有某一特异性标记的细胞亚群

。

相继有文献报道

CD133

[

7

]

、

CD90

[

8

]

、

E

p

CAM

[

9

]

可能是肝癌干细胞的标记

，

但这些标记并不具有代表性且相互抵触

。

SP

细胞分选法是利用肿瘤干细胞具有耐药性可将小分子物质排出胞外的原理

，

采用流式细胞术将不被

荧光染料

Hoechst33342

染色或着色较浅的细胞分离出来的方法

。

Hara

g

uchi

等

[

10

]

首次分析

Huh7

、

He

p

3B

和

He

p

G2

的细胞亚群

，

发现

Huh7

和

He

p

3B

两株细胞系中存在具有很强成瘤能力和抗凋亡特征的

SP

细胞

亚群

，

但

Hoechst33342

具有细胞毒性

，

且

SP

细胞只存在于某些细胞系中

，

因而不具有普遍性

。

悬浮培养法是使用无血清培养基添加各种生长因子使贴壁生长的细胞形成球状克隆的方法

。

人们已通

过悬浮培养的方法从神经组织

[

11

]

、

乳腺

[

12

]

和皮肤

[

13

]

等组织中筛选并扩增出了成体干细胞

。

Tsuchi

y

a

等

[

14

]

使用该方法从

C57BL

/

6

鼠中成功培养出了能连续传代的胎肝干

/

祖细胞

(

he

p

aticstem

/

p

ro

g

enitorcells

)。

本文将该方法用于培养肝癌干细胞

，

获得

Huh7

细胞球并对其进行鉴定

。



1

 

材料和方法

1.1

 

材

 

料

人肝癌细胞株

Huh7

(

上海生命科学院细胞生物学研究所

)；

Dulbecco’smodifiedEa

g

lemedium

(

DMEM

)(

Gibco

)、

DMEM

/

E12

(

1:1

)(

Gibco

)、

EetalBovineSerum

(

EBS

)(

Gibco

)；

生长因子

bEGE

(

Pe

p

rotech

)，

HGE

(

Pe

p

rotech

)；

RevertAid

TM

EirstStrandcDNAS

y

nthesisKit

(

Eermentas

)；

SYBR

(

R

)

PremixExTa

q

TM

(

PerfectRealTime

)(

TaKaRa

)；

抗体

E

p

CAM

(

BD

)、

CD45

(

BD

)、

SSEA-1

(

BD

)、

CD117

(

BD

)。

1.2

 

方

 

法

1.2.1

 

贴壁培养法

六孔板每孔种

1×10

5

个

Huh7

细胞

，

同时加入

2mL10%EBS

的

DMEM

培液

，

在

37℃

、

5%CO

2

浓度

的培养箱中孵育

，

待细胞汇合度达到

70%

～

80%

，

消化细胞并种到新的六孔板中按上述条件继续培养

。

1.2.2

 

悬浮培养法

以无血清的

DMEM

/

E12

作为基础培养基

，

添加

HGE

(

10n

g

/

mL

)、

bEGE

(

20n

g

/

mL

)

等生长因子制成

标准培养基

。

六孔板

(

ultra-loW

p

lates

，

BD

)

中种

1×10

4

cell

/

孔密度的

Huh7

细胞

，

同时加入

2mL10%

EBS

的

DMEM

培液

，

在

37℃

、

5%CO

2

浓度的培养箱中孵育

，

每隔

2d

半量换入新鲜的标准培养基

，

待细胞

球直径大于

50

μ

m

时进行传代培养

。

细胞球传代时先将悬浮的球收集到离心管中

，

以

900r

/

min

的转速离心

3min

，

移除培液后加入

0.25%

胰蛋白酶和

0.02%EGTA

消化

，

再加入新鲜培液将细胞球轻轻吹打至成为单个细胞后收集到离心管中

，

以

900r

/

min

的转速离心

3min

，

移除上清后再加入新鲜的培养液

，

血球计数板计数后按原来的细胞浓度铺到

新的六孔板中

，

并按上述方法进行培养得到传代的细胞球

。

1.2.3

 

RT-PCR

法检测细胞球中的基因表达

将普通培养条件下的

Huh7

细胞和上述培养条件下得到的

Huh7

细胞球裂解后提取总

RNA

，

定量后进

行反转录成

cDNA

，

将

cDNA

样品用

ddH

2

0

稀释后进行荧光定量

PCR

实验

，

以检测干细胞标记

OCT4

、

SOX2

、

Nano

g

、

Ki

f

、

分化标记

TAT

、

G6PC

等基因在

mRNA

水平的表达情况

。

以

GAPDH

基因的表达量

为内参

，

普通培养条件下的

Huh7

细胞的表达量记为

1

。

1.2.4

 

流式细胞术检测细胞球表面标记表达

将普通培养条件下的

Huh7

细胞和上述培养条件下得到的

Huh7

细胞球按上述方法消化后制成单细胞

悬液

，

加入适量抗体

，

4℃

孵育

30min

，

900r

/

min

离心

3min

，

弃去上清

，

PBS

洗两遍

，

200

μ

LPBS

重悬细胞

，

流式细胞仪检测

。

1.2.5

 

免疫荧光法检测细胞球表面标记表达

上述培养条件下得到的

Huh7

细胞球种在盖玻片上贴壁

2h

，

4%

多聚甲醛固定

，

PBS

洗

2

遍

，

抗体

4℃

孵育

30min

，

PBS

洗

2

遍

，

甘油封片

，

激光共聚焦显微镜观察

。

2

 

结果与分析

2.1

 

悬浮培养法富集

Huh7

(

干

)

细胞球

以无血清的

DMEM

/

E12

作为基础培养基

，

添加

HGE

(

he

p

atoc

y

te

g

roWthfactor

)、

bEGE

(

basicfibro-

blast

g

roWthfactor

)

等生长因子

，

并辅以低粘附细胞培养板降低肝癌细胞的贴壁性

。

利用该条件笔者从

Huh7

肝癌细胞系中成功获得悬浮生长的肿瘤

(

干

)

细胞球

，

并可以连续传代

。

当细胞球从条件培养恢复至

正常培养条件时细胞可重新贴壁生长

，

并保持良好活力

，

结果如图

1

所示

。
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图

1

 

悬浮培养法获得的

Huh7

(

干

)

细胞球

(

放大倍数

：

100×

)

OCT4

(

octamer-bindin

g

transcri

p

tionfactor4

)；

SOX2

(

SRY

(

sexdeterminin

g

re

g

ionY

)

-box2

)；

KIF4

(

kinesinfamil

y

mem-

ber4

)；

TAT

(

t

y

rosineaminotransferase

)；

G6PC

(

Glucose-6-

p

hos

p

hatase

)

图

2

 

RT-PCR

方法检测

Huh7

(

干

)

细胞球干性相关标

记和分化标记

2.2

 

Huh7

(

干

)

细胞球特性鉴定

RT-PCR

检测悬浮培养获得的

Huh7

(

干

)

细胞球中干

细胞相关基因表达情况

(

图

2

)。

结果显示多数干细胞相关

基因在肝癌干细胞球中上调表达

：

OCT4

上调

5.53

倍

、

Nano

g

上调

3.83

倍

、

KIF

上调

3.41

倍

；

而分化基因如

TAT

、

G6PC

等表达下调

。

结果表明得到的

Huh7

(

干

)

细

胞球是有富集干细胞的能力的

。

E

p

ithelialCellAdhesionMolecule

(

E

p

CAM

)

是鉴定肿瘤

细胞成瘤能力的标记物之一

，

它在

CSCs

致瘤过程起到重要

的作用

[

9

，

15

]

。

流式细胞仪分析结果显示

88.82%

的

Huh7

(

干

)

细胞球都表达

E

p

CAM

，

免疫荧光的结果也验证了流式

细胞仪分析的结论

(

图

3

、

图

4

)。

Huh7

(

干

)

细胞球的其他一

些表面标记

CD45

、

SSEA-1

(

sta

g

e-s

p

ecificembr

y

onicanti

g

en

1

)

及

CD117

与

Huh7

细胞相比表达量略有上升

(

图

3

)。

图

3

 

流式细胞仪检测

Huh7

(

干

)

细胞球表面标

记的表达情况

   

图

4

 

细胞免疫荧光检测

Huh7

(

干

)

细胞球表面

E

p

CAM

的

表达情况

(

放大倍数

：

400×

)

3

 

讨

 

论

CSCs

在越来越多地得到人们的认可和关注的同时

，

它的分离和鉴定方法的确立变得迫切而必要

。

目前

获得

CSCs

的方法都有其缺陷

，

主要原因是人们对

CSCs

所具有的特征没有统一的答案

，

因而寻找新的标记

和

(

或

)

标记的组合是解决这一问题未来的方向和重点

。

本研究利用无血清的

DMEM

/

E12

培养基添加

bEGE

(

20n

g

/

mL

)

和

HGE

(

10n

g

/

mL

)

两种生长因子

，

在

低粘附六孔板中悬浮培养从

Huh7

细胞系中得到了肝癌

(

干

)

细胞球

。

该细胞球表现出了良好的细胞活力

，

其干性标记基因的表达都有不同程度上调

。

与其他两种分离方法相比

，

悬浮培养法有其显著优势

。

首先

，

悬浮培养法由于具有对细胞毒性小和能够

保留干细胞特征的优点

，

因而可以连续培养获得大量的细胞

，

可同时进行不同方面的研究

，

保证了实验材料

的统一性和研究结果的可靠性

。

其次

，

通过悬浮培养得到的细胞球提取核酸

，

利用基因芯片分析它与普通细
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胞系之间核酸表达谱的差异

，

从而得到更多的生物信息

，

为以后肿瘤干细胞找寻新的标记

(

或标记的组合

)

提

供参考

。

因此

，

悬浮培养法将是未来肿瘤干细胞分离研究中重要技术方法之一

。
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