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非贴壁微球体培养法分离T-淋巴细胞瘤干细胞及鉴定
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摘要      通过非贴壁微球体无血清培养法, 体外构建并鉴定了T-淋巴细胞瘤干细胞。采用

细胞球悬浮培养方法富集 T-淋巴细胞肿瘤干细胞, 利用抑制分化作用的抑制剂CHIR99021和
PD173074(2i)进行肿瘤干细胞的筛选, 采用RT-PCR法检测Sox2、Oct4、Nanog、Klf4、Bmi1、C-Myc
干细胞特征基因的表达, 进一步采用Western blot验证Oct4蛋白水平表达, 流式细胞术分析CD34、
CD44抗体表达情况, 用PI检测细胞周期, 用CFSE观察细胞增殖能力, 并将富集的T-淋巴细胞肿瘤

干细胞进行裸鼠异体移植实验。在细胞球悬浮培养法基础上, 利用具有抑制分化作用的抑制剂

CHIR99021和PD173074, 成功富集出Hut-102干细胞球。经RT-PCR鉴定, Hut-102干细胞球的其干

细胞特征基因Sox2、Oct4、Nanog、Klf4、Bmi1、C-Myc表达均显著性高于Hut-102细胞并且高表

达Oct4蛋白; 经流式细胞术分析CD34、CD44抗体表达, 有74.20%的Hut-102干细胞球表现为CD34+, 
有90.82%的Hut-102干细胞球表现为CD44+, 证明抑制分化药物应用于细胞球悬浮培养方法中 , 能
够有效富集出具有CD34+CD44+表型特征的Hut-102干细胞球; 用PI检测细胞周期, 富集的Hut-102干
细胞球中处于G1/G0期的细胞为64%, 处于S期的细胞为30.56%, 表明该细胞暂不增殖或处于休止状

态; 用CFSE检测到富集的Hut-102干细胞球分化增殖能力显著高于Hut-102细胞。在NON/SCID裸

鼠中, 分别移植Hut-102细胞球和Hut-102细胞, 结果显示, 前者检测到67.74%±5.32%的淋巴细胞表

达Hut-102细胞特异性标记物(CD3), 而后者的裸鼠中未检测到, 说明Hut102细胞球在NON/SCID裸

鼠体内表现了T-淋巴细胞肿瘤干细胞特点和移植能力。首次在传统的非黏连微球体无血清培养法

中加入两种抑制剂(CHIR99021和PD173074), 富集出大量的微球体, 通过干细胞特征鉴定及裸鼠移

植实验, 证明Hut-102细胞球具有T-淋巴细胞肿瘤干细胞特性。

关键词      CHIR99021; PD173074; 肿瘤干细胞; T-淋巴细胞瘤(Hut102); CD34; CD44; 裸鼠移植
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Abstract       In this work, we established a serum-free culture method for non-adherent microspheres of 
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human T-cell lymphoma (Hut-102) stem cells, and identified them. Enrichment of sphere cells with stem-like 
properties from human T-cell lymphoma lines were grown in a defined serum-free medium (SFM) with two 
differentiation inhibitor, CHIR99021 and PD173074 (2i). The expressions of Sox2, Oct4, Nanog, Klf4, Bmi1, C-Myc 
were measured by RT-PCR. The antigen effect of CD34, CD44 was analyzed by flow cytometry. The cell cycle of 
Hut-102 cancer stem cells was assessed by PI and nude mouse xenograft assay. Hut-102 sphere enriched in SFM 
with 2i expressed cancer stem cells markers, including Sox2, Oct4, Nanog, Klf4, Bmi1, C-Myc, the over-expression 
of Oct4 protein, and high expressions of CD34, CD44 (74.20%, 90.82%). By observing the cell cycle, we found 
that most cells in the enriched spheres were in G1/G0 phase (64%), and less cells in S phase (30.56%) compared to 
the Hut-102 cells. In the T-cell lymphoma derived from caudal vein injection of Hut-102 spheres in athymic nude 
mice, 67.74%±5.32% of cells expressed Hut-102 specific surface marker (CD3). We reported for the enrichment 
and characterization of sphere-propagating cells with stem-like properties from Hut-102 cell lines in non-adherent 
sphere culture with two differentiation inhibitor such as CHIR99021 and PD173074.
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全球每年约有700万人是因癌症而死亡, 中国

因癌症而死亡的人数占到了其中的24%。目前, 癌
症患者生存和治愈的比例还不高, 我国仅为13%[1]。

成人T细胞淋巴瘤又名逆转录病毒相关T细胞白血

病(adult T cell leukemia, ATL)。它的产生与一种反

转录病毒HTLV-1的感染有关。此病预后甚差, 无论

以何种化疗组合其缓解期均十分短暂, 且大部分病

人于诊断确立后十二个月内死亡[2-3]。Cuzman等[4]研

究表明, 人白血病干细胞对阿糖胞苷的抵抗力强于

其他白血病细胞。传统治疗方法均主要针对大部分

没有增殖和自我更新能力的肿瘤细胞, 不能够有效

杀死肿瘤干细胞, 每次治疗后残存的肿瘤干细胞成

为肿瘤复发和转移的根源, 这可能是目前大部分肿

瘤无法根治的原因[5-9]。George等[10]证实, 表面标记

物为CD34+CD38–的白血病干细胞对柔红霉素的敏

感性明显低于CD34–CD38+的肿瘤细胞。肿瘤干细

胞学说使人们对肿瘤的认识提高到一个新的水平, 
在肿瘤研究中的地位显得越来越重要。

目前, 常选用分选技术来富集出肿瘤干细胞, 
它能够一次性进行多标志分选, 而且能够选择荧光

强度大的肿瘤细胞, 分选纯度高、特异性强, 但需要

具备分选功能的流式细胞仪, 并且无菌操作过程相

对繁琐, 且拘束于肿瘤干细胞表面标记物的识别。

SP分选干细胞基于ABC转运蛋白家族ABG2的外排

药物能力, 和耐药性有一定关系, 但和干细胞的其他

特性没有必然联系, 目前还没有研究证明所有肿瘤

的 SP细胞都是干细胞。而且此方法同样具有细胞

分选流程带给细胞的物理伤害, 不利于后续实验。

我们采用的细胞球悬浮培养被认为是一种富集肿

瘤干细胞的最简单最有效的方法, 此方法培养的细

胞能够保持多向分化的潜能, 其干细胞比率可达到

4%~20%。近年的研究表明, 通过非贴壁微球体无

血清培养可以富集出乳腺癌和前列腺癌等多种实体

瘤的干细胞 /前体细胞[11-14]。与干细胞分选富集方法

相比, 悬浮培养方法简单、方便、成本小、对细胞

基本无毒害作用。现在也成为肿瘤干细胞研究中富

集干细胞常用和主要的方法。

CHIR99021是GSK-3β的抑制剂, 而GSK-3β与
WNT信号通路相关。WNT信号通路已经被证明与干

细胞的自我更新能力相关。Ying等[15]采用三种化学

小分子: CHIR99021、PD184352和SU5402, 分别抑制

小鼠的胚胎干细胞GSK3、Mitogen-activated protein 
kinase(MEK)和Fibroblast growth factor(FGF)受体酪

氨酸激酶这三个与细胞分化相关的信号通路后, 发
现小鼠胚胎干细胞可长期保持自我更新而不需要促

进细胞自我更新相关的信号。在这其中, CHIR99021
抑制GSK3后激活Wnt信号通路可能与细胞代谢以及

ERK等信号受到抑制后细胞的生长有关。这种三个

化学小分子抑制剂可以用于大鼠胚胎干细胞株的分

离建株。Hanna等[16]也发现, CHIR99021抑制GSK3
有助于Nonobese Niabetic(NOD)鼠系早期胚胎干细

胞及重编成的多功能干细胞多能性的维持。小鼠、

大鼠和人的胚胎干细胞通过抑制GSK3信号都能够

长期地维持多能性状态和自我更新能力, 提示它们

存在着共同的调控通路。还有研究发现, 通过联合

使用CHIR99021和 PD0325901抑制剂进一步增强
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自我更新, 这两种抑制剂分别抑制GSK-3和ERK1/2
信号通路。GSK-3是复杂激酶, 涉及AKT、Wnt和
Hedgehog通路, GSK-3抑制剂通过调控Wnt/β-catenin
或PI3K信号通路刺激ES细胞自我更新, 调节下游因

子, 例如β-catenin和c-Myc。PD173074是TGF-β抑制

剂, 竞争FGFR3胞内结构域ATP结合位点。根据报

道[17], 通过PD173074诱导使得表达突变FGFR3的细

胞被显著抑制。

迄今为止的研究中, 没有人将抑制剂CHIR99021
和PD173074用于T淋巴细胞肿瘤干细胞的筛选和培

养, 本研究首次将两种抑制剂用于Hut-102肿瘤干细

胞筛选 , 通过研究两种抑制剂加入后细胞富集差异, 
鉴定加入两种抑制剂后富集出的细胞与肿瘤干细胞

的关系。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      人T-淋巴细胞瘤株Hut-102购自美国

细胞库(American Type Culture Collection, ATCC)(TIB-
162), 在含10%胎牛血清的DMEM培养基, 37 °C、5% 
CO2饱和湿度条件下培养, 每2~3 d换液传代, 实验选

用处于对数生长期的细胞。

1.1.2   试剂      DMEM培养基(北京钮因华信科

技有限公司), 胎牛血清(PAA公司), 分化抑制剂

CHIR99021和PD173074(Stemgent公司), 抗生素、

DMSO、B27(Gibco公司), 胰岛素(insulin)、表皮生

长因子(EGF)、成纤维生长因子(bEGF)(Promega公
司), Trizol(Invitrogen公司), PI、CFSE(Sigma公司),  
Anti-human CD34 FITC、Anti-human CD44 PE、
Anti-human CD3 PE(BD公司), NON/SCID裸鼠(北京

维通利华有限公司), Real-time PCR试剂盒 (TaKaRa
公司), Anti-Oct4 antibody(Abcam公司), Anti-β-actin 
antibody(Sigma公司)。
1.2   方法

1.2.1   Hut-102体外微球体培养及传代      细胞生长

至对数期, 观察细胞状态是否良好。将细胞重悬, 制
成单细胞悬液, 计数, 1×106/孔接种于6孔板中, 使用

HEScGRO™培养基, 加入B27、10–7 mol/L CHIR99021、
10–7 mol/L PD132074、100 nmol/L DEX、5 μg/mL 
insulin、10 ng/mL EGF, 每隔2 d换液1次, 培养7 d后, 
细胞球长至半径达到60 μm后收集细胞球, 入无菌离

心管中, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, PBS清洗1次, 
用 trypLE express消化5 min, 并用微量加样器吹打。

待细胞球明显被吹散后, 1 000 r/min离心5 min, 弃上

清, 用上述培养基进行重悬, 计数, 1×106/孔接种于6
孔板中, 置于37 °C、5% CO2的细胞培养箱中培养。

7 d、14 d后计数其中的微球体(大于60 μm)数目, 并
计算微球体形成效率 (微球体形成效率=微球体数目

/接种细胞数×100%)。
1.2.2   RT-PCR法检测Sox2、Oct4、Nanog、Klf4、
Bmi1、C-myc基因表达      从Hut-102细胞、14 d的
Hut-102干细胞球中提取总RNA。细胞用Trizol裂解, 

表1   PCR引物序列

Table 1   PCR primer sequence

基因

Gene
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

退火温度(°C)
Annealing 
temperature (°C)

PCR产物(bp)
PCR product 
(bp)

循环数

Cycles

β-actin
Forward primer: AGC GAG CAT CCC CCA AAG TT
Reverse primer: GGG CAC GAA GGC TCA TCA TT

60 283 40

Oct4
Forward primer: AGA AGG ATG TGG TCC GAG TGT
Reverse primer: CCA GAG TGG TGA CGG AGA CAG

60 251 40

Nanog
Forward primer: TTC GCC TAT GCC TGT GAT TTG T
Reverse primer: CTC CAG AAG TGG GTT GTT TGC C

60 482 40

Sox2
Forward primer: CAG CCC CCC TGT GGT TAC CTC TTC C
Reverse primer: CTC TAT TGC ACC CCT CCC ATT TCC C

60 287 40

KIF4
Forward primer: TGG TGA TGA TGA TGA GGG
Reverse primer: GTG GCA CAG ACG GGA TTA

60 306 40

C-myc
Forward primer: TAC CCT CTC AAC GAC AGC AGC TCG CCC AAG TCC T
Reverse primer: TCT TGA CAT TCT CCT CGG TGT CCG AGG ACC T

60 478 40

Bmi1
Forward primer: AAG TCT TGC CTG CTT TCC AA
Reverse primer: CAG CGG TAA CCA CCA ATC TT

60 316 40
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RNA释放到溶液中, 使用逆转录酶试剂盒和适当的

逆转录溶液将总RNA逆转录成cDNA, 样品在42 °C
孵育1 h, 95 °C加热5 min, RNA完整性用1%琼脂糖

凝胶电泳检测。

所有反应体系为20 μL, 使用ABI PRISM 7500 
PCR仪检测, 每个反应体系包含10 μL的2×TaqMan 
PCR mix, 10 μmol/L引物和cDNA。94 °C变性5 min, 
40个循环(94 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s), 72 °C延
伸7 min, 4 °C保存。并设有非模板对照组, 排除试剂

影响。

1.2.3   Western blot检测Oct4蛋白表达情况      收集

14 d的细胞球, 提取蛋白, 进行 10% SDS-PAGE电
泳, 转至PVDF膜; 加入含 5%脱脂奶粉的TBS缓冲

液封闭; 加入兔抗人OCT4多克隆抗体, 4 °C过夜; 
洗膜30 min, 经HRP标记的羊抗兔二抗室温孵育2 h, 
经化学发光法检测蛋白条带并在化学发光仪采集图

像, 并用 Image Lab software分析光密度。内参采用

β-actin。用Hut-102细胞作为对照细胞。此实验重复

三批实验。

1.2.4   流式细胞术分析CD34、CD44抗体表达      收
集14 d的细胞球, 入无菌离心管中, 1 000 r/min离心

5 min, 弃上清, PBS清洗1次, 用trypLE express消化

5 min, 并用微量加样器吹打。待细胞球明显被吹散

后 , 1 000 r/min离心5 min, 弃上清 , 用PBS清洗2次 , 
加入1% BSA封闭液重悬细胞 , 制成1×106/mL细胞

悬液 , 4 °C放置30 min, 加入1% BSA稀释的带荧光

一抗, 每1×106细胞加入20 μL, 室温避光放置30 min, 
1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 用PBS清洗2次, 用含

1%多聚甲醛的PBS重悬, 流式细胞仪BD FACSCali-
bur检测分析。

1.2.5   PI染色检测细胞周期      收集14 d的细胞球, 
入无菌离心管中, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, PBS
清洗1次, 用trypLE express消化5 min, 并用微量加样

器吹打。待细胞球明显被吹散后, 1 000 r/min离心

5 min, 弃上清, 用预冷的PBS清洗2次, 加入预冷的70%
乙醇, 于4 °C固定过夜, 离心收集细胞, 1 mL PBS洗
细胞1次, 加入500 μL PBS(含50 μg/mL PI, 100 μg/mL 
RNase A, 0.2% Triton X-100), 4 °C避光孵育30 min, 
流式细胞仪BD FACSCalibur检测分析。

1.2.6   CFSE标记观察细胞增殖能力      收集14 d的细

胞球, 入无菌离心管中, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 
PBS清洗1次, 用trypLE express消化5 min, 并用微量加

样器吹打。待细胞球明显被吹散后 , 1 000 r/min离心

5 min, 弃上清, 用PBS清洗2次, 在15 mL管中用含有

5 μmol CFSE的1 mL PBS(pH7.4)重悬细胞, 37 °C孵
育10 min, 期间轻轻混匀2次。加入8 mL冰冷的含

10%胎牛血清的DMEM培养基 , 轻轻混匀1 min, 然
后1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 将细胞重悬, 制成

单细胞悬液, 计数, 1×104/孔接种于6孔板中, 使用含

10%胎牛血清的DMEM培养基, 每隔2 d换液1次, 培
养1, 3, 5 d, 用荧光显微镜观察细胞增殖能力 , 并进

行计数。用Hut-102细胞作为对照细胞。

1.2.7   观察Hut-102细胞球体内移植能力      CD3分
子表达在人全部T-淋巴细胞上 , 是鉴定T-淋巴细胞

的重要标记。所以采用CD3标记物检测人外周血T-
淋巴细胞瘤 (Hut-102), 观察在NON/SCID裸鼠体内

Hut-102细胞和Hut-102细胞球移植情况。

NON/SCID裸鼠, 分别尾静脉注射Hut-102细
胞和Hut-102细胞球, 均接种1×106, 空白对照组接种

PBS。喂养两周后, 取20 μL全血, 提取淋巴细胞, 用
流式细胞仪、免疫组化检测外周血人淋巴细胞表面

抗原(CD3)表达量。

2   结果
2.1   Hut-102微球体富集

倒置显微镜下观察, 单个肿瘤细胞接种在普通

培养基下培养, 仍保持单个细胞状态; 接种在干细胞

培养基培养24~48 h后, 细胞分裂增殖, 形成2~3个细

胞构成的漂浮小球体 , 随后肿瘤球体逐渐增大 ; 7 d
后, 形成微球体细胞数目达到20个左右, 约60 μm, 微
球体形成数量约为60~66个, 肿瘤球体呈悬浮生长 , 
微球体内细胞排列紧密、透亮、富有折光性 , 类似

干细胞球体; 14 d后, 形成微球体细胞数目达到50个
左右, 约80 μm, 微球体形成数量约为50~66个, 明显

看到紧实的细胞球的形成(图1、表2)。进行传代培养, 
仍可形成类似于原代的肿瘤干细胞球。

2.2   Hut-102细胞球干细胞特征基因的表达情况

为了验证干细胞培养基富集出微球体的方

法是富集干细胞可靠的途径, 我们对干细胞培养

基中细胞球的干细胞特征基因的表达情况进行验

证。结果发现, 在14 d的Hut-102细胞球中, 特征基因

Sox2、Oct4、C-myc、Klf4、Nanog、Bmi1高表达; 
而在Hut-102细胞系中, 呈低表达, 且有显著性差异

(P<0.05, 图2)。
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2.3   Western blot检测Oct4蛋白表达情况

进一步验证了表达干细胞特征基因的微球体

对蛋白水平表达的影响。结果显示, 14 d的Hut-102
细胞球高表达Oct4蛋白, 与Hut-102细胞相比提高3
倍左右, 且差异显著(P<0.01, 图3)。
2.4   流式细胞术检测Hut102细胞球表面标记

为了进一步验证14 d的Hut-102细胞球是否具

有肿瘤干细胞特征, 我们进行了CD34、CD44抗体

鉴定。CD34、CD44是被广泛证明的Hut-102肿瘤干

细胞特征表面标记 , 在Hut-102肿瘤干细胞中CD34、
CD44表达特征为CD34+CD44+。流式分析结果表示, 
在Hut-102细胞中, 2.24%表现为CD34+, 4.8%表现为

CD44+; 在Hut-102细胞球中, 74.20%表现为CD34+, 
90.82%表现为CD44+(图 4A), 并且Hut-102细胞球

CD34+CD44+的表达显著高于Hut-102细胞 (P<0.01, 
图4B)。
2.5   Hut-102细胞球细胞周期检测

Hut-102细胞球中处于G1期的细胞为 64.09%, 

表2  微球形成效率(MFE)(≥60 μm)
Table 2  Mammosphere formation efficiency (MFE) (≥60 μm)
微球体                                        

Mammosphere
微球体形成率(%)

MFE (%)

Hut-102 spheres (cultured after 7 d) 1.93±0.12

Hut-102 spheres (cultured after 14 d) 2.53±0.14

A: Hut-102细胞, 10%胎牛血清培养基中, 正常培养4 d; B: Hut-102细胞球, 加入抑制剂CHIR99021和PD173074的无血清培养基, 培养7 d; C: Hut-
102细胞球, 加入抑制剂CHIR99021和PD173074的无血清培养基, 培养14 d。
A: Hut-102 cell, medium containing 10% fetal bovine serum, cultured for 4 d; B: Hut-102 mammospheres, serum-free medium with two differentiation 
inhibitor, CHIR99021 and PD173074, cultured for 7 d; C: Hut-102 mammospheres, serum-free medium with two differentiation inhibitor, CHIR99021 
and PD173074, cultured for 14 d.

图1  细胞形态观察

Fig.1  Cell morphology observation

A B C

50 μm 50 μm 50 μm

A: RT-PCR电泳结果, a: 10%胎牛血清培养下的Hut-102细胞, 培养7 d; b: 加入抑制剂CHIR99021和PD173074的无血清培养基下富集14 d的Hut-
102细胞球; B: RT-PCR定量分析结果。*P<0.05, 与Hut-102细胞组比较。

A: result of RT-PCR, a: Hut-102 cells were cultured in medium containing 10% fetal bovine serum after 7 d; b: enrichment of sphere cells from Hut-102 cells 
in a defined serum-free medium with two differentiation inhibitor CHIR99021 and PD173074 for 14 d; B: result of  RT-PCR assay. *P<0.05 vs Hut-102 cells 
group.

图2  干细胞特征基因的RT-PCR结果

Fig.2  The mRNA expressions of festure genes from stem cells detected by RT-PCR 
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A: Western blot结果。a: 10%胎牛血清培养下的Hut-102细胞, 培养7 d; b: 加入抑制剂CHIR99021和PD173074的无血清培养基下富集14 d的Hut-
102细胞球; B: 用Image Lab software分析光密度的结果。**P<0.01, 与Hut-102细胞组比较。

A: result of Western blot, a: Hut-102 cells were cultured in medium containing 10% fetal bovine serum after 7 d; b: enrichment of sphere cells from 
Hut-102 cells in a defined serum-free medium with two differentiation inhibitor, CHIR99021 and PD173074, after 14 d; B: result of the optical density 
with Image Lab software analysis. **P<0.01 vs Hut-102 cells group.

图3  Western blot检测OCT4蛋白表达

Fig.3  The expressions of OCT4 detected by Western blot
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A: CD34、CD44表面抗原流式结果。a、c: 在含10%胎牛血清的DMEM培养基中培养7 d的Hut-102细胞; b、d: 加入抑制剂CHIR99021和
PD173074的无血清培养基中富集14 d的Hut-102细胞球; B: CD34、CD44表面抗原统计结果。**P<0.01, 与Hut-102细胞组比较。

A: flowcytometric analysis of CD34、CD44. a,c: Hut-102 cells were cultured in medium containing 10% fetal bovine serum after 7 d; b,d: enrichment 
of sphere cells from Hut-102 cells in a defined serum-free medium with two differentiation inhibitor, CHIR99021 and PD173074, after 14 d; B: the 
statistical result of CD34 and CD44. **P<0.01 vs Hut-102 cells group.

图4  流式细胞术检测细胞表面CD34、CD44表达结果

Fig.4  The expressions of CD34 and CD44 detected by flow cytometry
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A: 细胞周期检测结果。a: 10%胎牛血清的DMEM培养基中培养的Hut-102细胞; b: 加入抑制剂CHIR99021和PD173074的无血清培养基中富集

14 d的Hut-102细胞球。B: 细胞周期统计结果。*P<0.05, 与Hut-102细胞组比较。

A: the detection of cell cycle. a: Hut-102 cells were cultured in medium containing 10% fetal bovine serum after 7 d; b: enrichment of sphere cells from 
Hut-102 cells in a defined serum-free medium with two differentiation inhibitor, CHIR99021 and PD173074, after 14 d; B: the statistical result of cell 
cycle. *P<0.05 vs Hut-102 cells group.

图5  PI染色法检测Hut-102细胞球细胞周期

Fig.5  Cell cycle profiles of Hut-102 sphere cells by PI staining
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A: 荧光显微镜观察结果。a: 10%胎牛血清的DMEM培养基中培养7 d的Hut-102细胞; b: 加入抑制剂CHIR99021和PD173074的无血清培养基中

富集14 d的Hut-102细胞球。B: 细胞计数统计结果。*P<0.05, **P<0.01, 与Hut-102细胞组比较。

A: the observations of fluorenscence, a: Hut-102 cells were cultured in medium containing 10% fetal bovine serum after 7 d; b: enrichment of sphere 
cells from Hut-102 cells in a defined serum-free medium with two differentiation inhibitor, CHIR99021 and PD173074, after 14 d; B: the statistical re-
sult of cell counts. *P<0.05, **P<0.01 vs Hut-102 cells group.

图6  Hut-102细胞球标记CFSE观察细胞增殖能力

Fig.6  Cell proliferation ability of Hut-102 sphere cells by CFSE staining
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A: CD3表面抗原流式结果。a: 尾静脉注射PBS; b: 尾静脉注射1×106 Hut-102细胞; c: 尾静脉注射1×106由于加入抑制剂CHIR99021和PD173074
富集的Hut-102细胞球; B: CD3表面抗原统计结果。**P<0.01, 与Hut-102细胞组比较。C: CD3表面抗原免疫组化结果。

A: flowcytometric analysis of CD3. a: PBS injected to the caudal vein of mice; b: Hut-102 cells (1×106 cells/mouse), injected to the caudal vein of mice; c: 
enrichment of sphere cells from Hut-102 cells in a defined serum-free medium with two differentiation inhibitor, CHIR99021 and PD173074 (1×106 cells/
mouse), injected to the caudal vein of mice; B: the statistical result of CD3. **P<0.01 vs Hut-102 cells group; C: the immunohistochemistry of CD3.

图7  观察Hut-102细胞球在NON/SCID裸鼠体内移植能力

Fig.7  In vivo ability of Hut-102 sphere cells transplantation in NON/SCID mice
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Hut-102细胞中处于G1期细胞为29.06%; Hut-102细
胞球中处于S期的细胞为30.56%, 而Hut-102中处于S
期细胞为57.71%(图5A), 并且Hut-102细胞球与Hut-
102细胞比较, G1期有显著性提高, S期有显著性降低

(P<0.05, 图5B)。
2.6   CFSE标记观察细胞增殖能力

荧光染料CFSE是一种可穿过细胞膜的染料, 常
被用来做活细胞检测和观察细胞长期活动, CFSE进
入细胞后可以不可逆地与细胞内的氨基结合偶联到

细胞蛋白质上, 只有当细胞分裂时, CFSE标记荧光

才平均分配至两个子代细胞中。

将14 d的Hut-102细胞球, 消化成单个细胞, 用
CFSE标记后, 培养1, 3, 5 d, 用荧光显微镜观察细胞

增殖速度 , 并进行计数。用Hut-102细胞作为对照细

胞。结果显示, Hut-102细胞球分化后细胞增殖速度

明显高于Hut-102细胞(图6A), 计数得到Hut-102细
胞球分化后细胞与Hut-102细胞相比数量增加15倍
(P<0.01, 图6B)。
2.7   观察Hut-102细胞球体内移植能力

在NON/SCID裸鼠中, 分别接种Hut-102细胞、

Hut-102细胞球, 均接种1×106, 喂养两周后, 取20 μL
全血, 提取淋巴细胞, 用流式细胞仪、免疫组化检测

Hut-102细胞特异性表面标记物(CD3)表达量。

流式结果显示, 空白对照组, CD3表面抗原表

达量是5.12%; Hut-102细胞组, CD3表面抗原表达量

是6.15%; Hut-102细胞球组, CD3表面抗原表达量是

67.74%(图7A)。同时, 移植Hut-102细胞球的NON/
SCID裸鼠CD3+的表达量显著高于Hut-102细胞组

(P<0.01, 图7B)。
通过流式 –荧光抗体检测蛋白水平, 检测了

NON/SCID裸鼠移植Hut-102细胞球两周后, Hut-102
肿瘤干细胞特异性表面标记物 (CD3)表达。细胞免

疫荧光法检测CD3细胞表面蛋白在裸鼠外周血中表

达, 可见移植Hut-102细胞球的外周血中布满红色荧

光, 而移植Hut-102细胞组和空白对照组未见红色荧

光(图7C)。

3   讨论     
CHIR99021和 PD173074分别是 GSK-3β、

TGF-β抑制剂, 与 WNT和 TGF信号通路相关, 而
WNT和TGF信号通路参与细胞生长、发育、再生、

代谢、分裂和自我更新过程, 也是肿瘤干细胞自我

更新和致瘤过程中的重要信号通路, 可以起到调控

肿瘤干细胞的作用 [18-21]。本研究在传统的非黏连微

球体无血清培养法中加入了上述两种抑制剂, 发现

Hut-102细胞在普通非黏连细胞球无血清培养条件

下, 富集成功率低, 仅为15%, 而加入了两种抑制剂

CHIR99021和PD173074以后, 富集细胞球数量高达

60%以上。将富集出的Hut-102细胞球进行肿瘤干

细胞基因(Sox2、Oct4、Nanog、KLF4、Bmi1、C-
myc)、肿瘤干细胞蛋白(Oct4)、肿瘤干细胞表面抗

原(CD34、CD44)及细胞周期、细胞增殖检测, 发现

高表达肿瘤干细胞特征基因, 并具有肿瘤干细胞表

型特征。通过测定肿瘤细胞体内移植能力是鉴定肿

瘤干细胞最具说服力的方法, 肿瘤干细胞具有繁殖

能力, 对肿瘤的发生、侵袭、转移和播散起着决定

性作用。在NON/SCID裸鼠中, 分别移植Hut-102细
胞球和Hut-102细胞, 两周后 , 通过检测肿瘤干细胞

特异性标记物, 发现Hut-102细胞球在裸鼠体内增殖

60%, 并有 (67.74±5.32)%的淋巴细胞表达Hut-102细
胞特异性标记物(CD3), 而后者的裸鼠中未检测到。

传统的肿瘤化疗药物的选择主要考虑是否能

迅速缩小瘤体, 而忽视了肿瘤干细胞和非致瘤肿瘤

细胞药物敏感性的不同, 使药物未能充分杀伤肿瘤

干细胞, 这些残余的肿瘤干细胞极可能导致肿瘤复

发, 这也解释了为什么目前的药物治疗不能根除实

体肿瘤。我们的研究为提高富集肿瘤干细胞的效率

提供了一种新方法, 为将来Hut-102肿瘤干细胞的自

我更新、耐药及致癌能力的具体机制的研究奠定了

一定的基础。
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