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!!'摘要(!目的!研究细胞密度是否会对从人卵巢透明细胞癌系9H:"和卵巢腺癌细胞U"S(%中分离的癌干细

胞产生影响*方法!将9H:")U"S(%细胞置于含生长因子)牛血清白蛋白和人胰岛素的无血清培养基中培养#采用

连续传代诱导培养癌干细胞*观察不同细胞密度下9H:")U"S(%细胞形态变化#流式细胞术分别检测含血清培养

基!HHN"组)无血清培养基!HLN"组细胞诱导前后细胞表面标志*W!'')*W&&表达的改变*软琼脂克隆形成实验

检测不同诱导条件下9H:"癌干细胞球生长速度和成瘤能力*结果!"l!%& ;[h!
密度下#9H:"细胞能在HLN 中

存活#但不能形成癌干细胞球&)l!%&)!l!%& ;[h!9H:"细胞能在HLN中存活)增殖并形成癌干细胞球*与贴壁

的细胞及诱导前相比#诱导后形成的癌干细胞球!!l!%) ;[h!
组))l!%) ;[h!

组"高表达*W!''p )*W&&p !B$

%#%)"#传代后具有更高的增殖能力和克隆形成能力#且)l!%& ;[h!
密度下#癌干细胞球成瘤能力更强*U"S(%细

胞分别以!l!%&)'l!%&))l!%& ;[h!
的密度接种于HLN 中#!%/后#!l!%&)'l!%& ;[h!

组中形成细胞团#但

'l!%& ;[h!
组中形成的细胞团更大#透光性更强#细胞更致密#)l!%& ;[h!

组未形成细胞悬浮球*流式细胞术发

现U"S(%细胞'l!%& ;[h!
组中细胞与!l!%& ;[h!

组相比#*W!''p
细胞阳性率更高#差异有统计学意义!B$

%#%)"*'l!%& ;[h!
组的细胞生长速度最快*结论!细胞密度)l!%& ;[h!

和'l!%& ;[h!
分别是诱导9H:")

U"S(%细胞株卵巢肿瘤干细胞球的合适条件*

'关键词(!卵巢腺癌!卵巢透明细胞癌!癌干细胞!悬浮球!诱导
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!!上皮性卵巢癌是女性生殖道恶性肿瘤中死亡率

第一位的疾病#S%P以上的患者首次就诊即为晚期#

尽管采用了手术)化疗)免疫疗法等综合治疗#但是

大部分患者会复发#只有!%P"'%P患者可以获得

长期生存
,!-*癌症复发转移与肿瘤内的癌干细胞具

有巨大的增殖潜力和自我更新能力有关#目前卵巢

癌干细胞也成为了研究的热点
," )-*但是在研究卵

巢癌的起源和发病机理的过程中#最大的困难就是

它的异源性#仅仅上皮性肿瘤组织学上就表现为多

种亚型#如浆液性)黏液性)透明细胞型等#而每一种

类型都有其独特的临床病理特点*因此#很可能每

一种类型都有其不同的细胞起源或者癌干细胞*

卵巢透明细胞癌是一种恶性度很高的卵巢上皮

性肿瘤#发病率占上皮性卵巢癌的)P"!'P
,"-*

其预后差)复发率高)对化疗药物高度耐受#是临床

治疗中的难点*因此我们也高度怀疑卵巢透明细胞

癌中存在肿瘤干细胞的可能*目前为止#尚未有研

究卵巢透明细胞癌系中肿瘤干细胞的报道*本研究

探索了不同细胞密度下#卵巢透明细胞癌细胞系

9H:"的癌干细胞球形成过程#同时对比了卵巢腺癌

细胞系U"S(%癌干细胞球的形成#为建立可靠高效

的卵巢癌干细胞研究模型合适的细胞密度条件#希

望为卵巢透明细胞癌干细胞研究及卵巢透明细胞癌

治疗提供初步的理论依据*

1!材料与方法

1@1!主要试剂和仪器

人卵巢透明细胞癌9H:")卵巢腺癌U"S(%细胞

为本实验室保存#购于UJ**细胞库*WQ9N0L!"

培养基)ZBN]:!$&%培养基!31GA4公司"#表皮生长

因子!93L")碱性成纤维生长因子!GL3L"!H1.;2

公司"#U-81:*W&&:L]J*)U-81:*W!'':B9!优宁维公

司"#WUB]!H1.;2公司"#%@%)P胰酶)胎牛血清

!31GA4公司"#低熔点琼脂糖!]-C1854.,-"*含血清

培养基!6,50;:6077<,;,-8,/;,/10;#HHN"为含

!%P胎牛血清的ZBN]:!$&%培养基#无血清培养基

!6,50;:>5,,;,/10;#HLN"由WN9N0L!")93L)

GL3L和[:谷氨酰胺组成*

1@/!方法

1@/@1!从细胞系9H:")细胞系U"S(%中诱导癌干

细胞!将卵巢癌9H:")U"S(%细胞分别接种于HHN

中#传代培养*待细胞处于对数增长期#留取其中一

部分细胞#继续在HHN中培养#作为同代对照!普通

肿瘤细胞"#用于!#"#'流式细胞检测和!#"#&

U"S(%癌干细胞球生长曲线测定&另一部分细胞用

BMH液清洗#胰酶消化#重悬于HLN 中!诱导后形

成的肿瘤干细胞"*台盼蓝染色计数活细胞后#分别

将!l!%)))l!%&)"l!%&;[h!
密度的9H:"细胞和

!l!%&0;[#'l!%&0;[#)l!%&0;[密度的U"S(%

细胞于HLN中进行传代培养#显微镜下观察9H:")

U"S(%细胞在HLN中形成肿瘤干细胞球的过程并

摄片*

1@/@/!软琼脂克隆形成实验检测不同9H:"癌干细

胞密度下生长速度和成瘤能力!取诱导后第)代

9H:"肿瘤干细胞#在$孔板中灌制终浓度为%@$P

的琼脂胶!!@"P的琼脂糖胶与"l培养基!o!混

合#每孔";[#室温放置直至凝固"#将%@SP的琼脂

糖胶与"lZ]BU:!$&%培养基!o!混合#放入温度

&%n的水浴锅备用&收集HHN组和HLN组肿瘤干

细胞诱导前后的9H:"细胞#胰酶消化)漂洗并离心

后#重悬于BMH中#台盼蓝染色后计数细胞#接种于

%@')P的上层胶中混合均匀#$孔板中每孔接种

"%%%细胞#每种细胞设置'个平行孔&培养'周后

结晶紫染色观察细胞克隆形成情况*

1@/@J!流式细胞仪检测9H:")U"S(%癌干细胞表

面抗原!*W!''p
和*W&&p

高低是肿瘤细胞恶性化

程度的标志物*将)l!%& ;[h!
密度的 9H:")

'l!%& ;[h!
密度的U"S(%细胞分别在HHN组!同

代对照"和HLN 组传代培养#在HLN 组诱导形成

肿瘤干细胞球后#收集第一代肿瘤干细胞球#消化后

调整细胞密度为!l!%S ;[h!#进行 U-81:*W&&)

U-81:*W!''标记#流式细胞仪检测HLN 组诱导前

后和HHN组*W!''p )*W&&p
细胞的比例*流式检

测均重复'次*

1@/@3!不同细胞密度诱导后U"S(%癌干细胞球生

长曲线测定!取!@"@!中的!l!%& ;[h!
组#'l

!%& ;[h!
组#)l!%& ;[h!

组 U"S(%细胞#经过

HLN培养基诱导!%/后取肿瘤干细胞球#和处于

对数生长期原始未诱导的U"S(%细胞#各自用HHN

培养基培养#隔天台盼蓝染色计数细胞#以检测细胞

生长速率变化*HHN是U"S(%细胞的通用培养基*

如果诱导后的肿瘤干细胞仅在HLN 培养基中表现

出生长速度快等性状#在HHN培养基中未表现出同

样的性状#说明其并非肿瘤干细胞*

1@/@5!统计学方法!数据以&Of;表示*均数之间

比较采用4检验#B$%@%)为差异有统计学意义*

/!结果

/Z1!不同细胞密度下卵巢透明癌."O/细胞肿瘤干

Y)S
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细胞球形成的差异

9H:"细胞分别以"l!%&))l!%&
和!l!%);[h!

的密度接种于HLN中#"/可见'组细胞中大多数细

胞呈悬浮状生长#少数细胞贴壁#细胞形态变圆*

"l!%& ;[h!
组细胞慢慢皱缩#S/出现成团的死细

胞#没有形成饱满的有规则形状的肿瘤干细胞球*

)l!%& ;[h!
组的细胞#"/后可以看到正在分裂的细

胞#有多个二细胞团和四细胞团#接种)/后形成饱

满有折射光的细胞球#细胞间结合紧密&S/后可见致

密的葡萄状细胞球#球体折光性更强*!l!%) ;[h!

组细胞#接种"/后绝大多数细胞悬浮生长#有少量

皱缩的贴壁细胞&接种)/后形成的细胞球球体直径

偏小#且形态略欠规则#S/后细胞球球体直径增加#

但细胞间界限不是很分明#折光性略低于)l

!%& ;[h!
组!图!"*细胞球传代后#)l!%&;[h!

组传

代第"天即可看到明显的细胞分裂#与!l!%) ;[h!

图1!倒置显微镜下观察不同密度."O/细胞!7")7/240细胞!P"诱导后肿瘤干细胞球形态!!!图/!."O/细胞软琼脂克隆形成实验检测

连续传代5次后肿瘤干细胞球成瘤能力

F#:1!K,BB?;=Q%;B;:E;@."O/!7"'(-7/240!P";G8,=*,-@=;??#$=;8$;Q,'@>,=$,BB#(-&$>#;(&(-,=-#@@,=,(>-,(8#>E!!!F#:/!)8#(:8;@>

':'=,XQ,=#?,(>>;>,8>>%,'G#B#>E;@$B;(,@;=?'>#;('@>,=5O>#?,Q'88':,

"U$)l!%&;[h!.5407&"M$!l!%);[h!.5407

组相比#细胞更致密#形状更规则*

/Z/!软琼脂克隆形成实验检测不同细胞密度下

."O/肿瘤干细胞球成瘤能力

)l!%& ;[h!
组和!l!%) ;[h!

组中诱导形成

的癌干细胞球均能传代#传代)次后#将两组细胞分

别等量接种于软琼脂上#观察克隆形成的时间*

!&/后)l!%& ;[h!
组已经形成大量肉眼可见的克

隆#!l!%) ;[h!
组仅可隐约看到零星克隆#说明

)l!%& ;[h!
组密度下诱导的干细胞球具有更强的

增殖能力和致瘤性#见图"*

/ZJ!流式细胞术检测."O/在不同细胞密度下诱导

可后K933和K91JJ的表达

流式细胞术分析发现#诱导后的)l!%& ;[h!

组和!l!%);[h!
组都可检测到*W&&p )*W!''p

表

达的细胞#且阳性表达率均显著高于正常贴壁细胞

和本组诱导前的细胞!B$%#%)"#)l!%& ;[h!
组中

细胞与!l!%);[h!
组相比#*W!''p

和*W&&p
细胞

阳性表达率更高#差异有统计学意义!B$%@%)"#见

图'*

/Z3!不同细胞密度下7/240形成癌干细胞能力的

比较

U"S(%细胞分别以!l!%&)'l!%& ;[h!
和)l

!%& ;[h!
接种于HLN中#!/后可见细胞中大多数

细胞呈悬浮状生长#少数细胞贴壁#细胞形态变圆&

)/后#!l!%&)'l!%& ;[h!
组中有部分细胞慢慢皱

缩#少 部 分 细 胞 形 成 有 透 光 性 的 细 胞 团#)l

!%& ;[h!
组中细胞慢慢开始贴壁#虽有少量变圆#

但是圆形细胞紧贴贴壁细胞生长!图未示"&!%/

后#!l!%&)'l!%& ;[h!
组中形成紧密的有透光性

的细胞团#但'l!%& ;[h!
组中形成的细胞团更大#

%$S
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透光性更强#细胞更致密#)l!%& ;[h!
组细胞呈梭

形#没有形成成团的细胞球*见图!M*

/Z5!流式细胞术检测7/240细胞不同细胞密度细

诱导前后K933和K91JJ的表达

流式细胞术检测发现#诱导后!l!%& ;[h!
组

和'l!%&;[h!
组都可检测到*W&&p )*W!''p

表达

的细胞#且阳性表达率均显著高于正常贴壁细胞#

'l!%& ;[h!
组与!l!%& ;[h!

组相比#*W!''p
细

胞阳性表达率更高#差异有统计学意义!B$%@%)"*

在U"S(%细胞中#不同细胞密度对*W&&p
细胞的阳

性表达率没有显著影响!B%%#%)"*见图&*

/Z6!不同细胞密度诱导后7/240癌干细胞球生长

速率的比较

! ! 细 胞 计 数 结 果 显 示 #!l!%& ;[h!
组 )'l

图J!."O/细胞K91JJ和K933在"F+组分化前后和""+组的表达情况!!!图3!7/240细胞K91JJ和K933在"F+组分化前后和""+

组的表达情况

F#:J!<%,,XQ=,88#;(B,*,B8;@K91JJ'(-K933#(."O/$,BB8$&B>&=,-#("F+'(-""+G,@;=,'(-'@>,=$,BB#(-&$>#;(!!!F#:3!<%,,XQ=,88#;(

B,*,B8;@K91JJ'(-K933#(7/240$,BB8$&B>&=,-#("F+'(-""+G,@;=,'(-'@>,=$,BB#(-&$>#;(

" B$%#%)

!%& ;[h!
组的U"S(%细胞生长速度快于未诱导的

细胞#)l!%& ;[h!
组的 U"S(%细胞生长速度慢于

未诱导的细胞#该密度下U"S(%细胞不能形成癌干

细胞*见图)*

图5!7/240细胞不同密度下的干细胞球生长曲线

F#:5! =̂;I>%$&=*,8;@7/240&(-,=-#@@,=,(>-,(8#>E'@>,=$,BB

#(-&$>#;(

J!讨论

目前体外分选和富集肿瘤干细胞的方法主要有

以下方式$'表面标记分子筛选法#肿瘤干细胞有阳

性表面抗原#通过流式或免疫磁珠分选,$-&(功能分

选#肿 瘤 干 细 胞 高 表 达 耐 药 蛋 白 而 将 核 染 料

4̀,A+68'''&"排除出细胞外#可用流式筛选,$ S-&

)药物分选#肿瘤干细胞药物耐受#可利用药物压力

筛选出
,)-&*在加了生长因子的无血清培养基中培

养形成细胞球
,$#(-*第!种方法最大的技术瓶颈在

于卵巢癌缺乏特异性的细胞标记物*第"种方法和

第'种方法最大的技术瓶颈是 4̀A+,68'''&"染料

以及一些药物对细胞具有一定的毒性#后续实验困

难*更重要的是肿瘤干细胞在肿瘤组织中稀少#根

据估算#大鼠*$胶质瘤细胞系中侧群细胞仅占细

胞总数的%@&P
,$-#上述方法应用前景不是非常广

阔#最终我们选择在加了生长因子的无血清培养基

中诱导肿瘤干细胞球的方法*

目前对卵巢透明细胞癌干细胞的研究文献相对

较少#我们尚未找到从9H:"细胞中诱导肿瘤干细胞

球的文献* ẐX*R9̂ 和 DUQ3 等
,Y !%-

综述了

各种肿瘤干细胞表达的不同抗原标记#认为*W&&

和*W!''是卵巢癌细胞较特异性的表面抗原*因

此我们选择了 *W&&和 *W!''为 N25?,5进行鉴

定*结果发现与贴壁细胞和HLN 中未分化的细胞

!诱导前的细胞"相比#9H:"肿瘤干细胞球*W&&和

*W!''的阳性率更高*为了检测不同密度下培养

得到的细胞球可否传代增殖#是否有成瘤性#是否具

!$S
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有肿瘤干细胞的特性#在传代)次后#我们利用软琼

脂克隆形成实验检测不同密度下诱导得到的细胞形

成克隆数目*发现在)l!%& ;[h!
密度下诱导的

9H:"细胞具有更强的成瘤能力*为了确认细胞密

度对肿瘤细胞球诱导的影响#我们又在U"S(%细胞

系中进行验证*但因 U"S(%经诱导后形成的癌干

细胞生长速度快#普通 U"S(%细胞生长速度慢#经

过"代后已经形成代差#同时获得传代)次的

U"S(%和U"S(%癌干细胞很困难#因此用了测定生

长曲线的方法替代软琼脂克隆形成实验*实验结果

显示#诱导后U"S(%形成的癌干细胞生长速度远高

于诱导前*

目前对卵巢癌干细胞形成的机制尚不明确*卵

巢癌干细胞与卵巢癌的形成)发展)复发)转移和耐

药等密切相关#它们之间的具体作用机制#如何高效

地从卵巢癌中分离和纯化卵巢癌干细胞仍须进一步

改进和完善*我们在实际操作中发现能影响诱导的

因素还有很多#未来会继续摸索和优化其他影响卵

巢癌肿瘤干细胞形成的条件#以期为成功获得卵巢

透明细胞癌干细胞做好基础工作#利于将来更好的

完成后续靶向研究和治疗探索*
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