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·论著·

不同无血清培养方式提取 ＳＨＧ４４人脑胶质瘤干细胞的比较研究

孙红军，荔志云

兰州军区兰州总医院神经外科，甘肃 兰州　７３００５０

摘　要：目的　筛选较理想的 ＳＨＧ４４人脑胶质瘤干细胞的培养方法。方法　采用无血清培养基（含 ＥＧＦ、ＦＧＦ、Ｂ２７）以
培养皿、培养瓶及悬浮细胞培养板为载体培养 ＳＨＧ４４人脑胶质瘤干细胞，通过 ＣＤ１３３、Ｎｅｓｔｉｎ联合 Ｂｃｌ２标记进行免疫荧

光鉴定，并对比其倒置显微镜下细胞形态及干细胞球的形态、大小及数目。结果　培养皿和培养瓶初次富集的 ＳＨＧ４４胶

质瘤干细胞球呈较大不规则形，经二、三次纯化后发现第二与三次纯化后的大部分胶质瘤干细胞呈不规则分化状，大部

分胶质瘤干细胞球呈分散、较小、不规则形生长，但第三次比第一、二次有更少的胶质瘤干细胞球却呈更规则球形生长；

悬浮细胞培养板提取、纯化的干细胞呈类圆形，基本全部形成胶质瘤干细胞球，且第三次比第一、二次纯化的干细胞球呈

更大更规则球形生长；经统计分析悬浮培养板培养纯化的胶质瘤干细胞球较培养皿和培养瓶纯化的胶质瘤干细胞球大且

数目多（Ｐ＜０．０５）；对于悬浮培养板，随着纯化次数增加，胶质瘤干细胞球更大、数目更多（Ｐ＜０．０５），且呈更规则球形。

结论　无血清培养基以悬浮细胞培养板为载体纯化胶质瘤干细胞是较理想的方法。
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　　胶质瘤干细胞具有自我更新、无限增殖、致瘤
的能力，可分化为神经元、星形胶质细胞、少突胶

质细胞及小胶质细胞，具有天然耐药、抗拒放化疗

的特性。目前恶性胶质瘤患者的标准治疗方案包

括最大程度手术切除联合放疗及烷化剂辅助化疗，

但效果仍不佳［１］。其中胶质瘤细胞耐化疗是治疗

失败的关键，且胶质瘤干细胞可表达多种 ＡＢＣ转
运蛋白，特别是 ＢＣＲＰ及 Ｐｇｐ，可将抗肿瘤药物等泵
出细胞外，逃逸抗肿瘤药物的损伤［２］，这可能是胶

质瘤存在内在耐药性及易复发的重要原因。因此

胶质瘤干细胞耐药机制及新型靶向抗癌剂的研究

成为胶质瘤研究的重要内容。目前针对胶质瘤干

细胞的筛选方法较多，主要包括流式细胞仪分选

法、免疫磁珠法、无血清纯化法等，但由于流式细

胞仪分选法及免疫磁珠法对仪器性能、操作要求

高，筛选量少，且筛选出的干细胞在较短时间内分

化。因此，寻求更可靠、更有效、更方便的分离培

养方法成为了肿瘤干细胞研究的主要课题之一。

目前应用最广泛的肿瘤干细胞技术是干细胞无血

清富集法［３］，但不同的无血清载体在提取胶质瘤干

细胞时，其胶质瘤干细胞球呈现出不同变化。我们

通过实验摸索和总结，建立了一套有效且简易胶质

瘤干细胞分离技术，可高效扩增胶质瘤干细胞，对进

一步研究脑肿瘤的发生和发展有重要意义。

１　材料与方法
１．１　材料

人脑胶质瘤 ＳＨＧ４４细胞系来自 ＡＴＣＣ（美国组
织培养保藏中心），由上海生物细胞所提供；胎牛

血清 （Ｈｙｃｌｏｎｅ公 司）；胰 蛋 白 酶 （Ｓｉｇｍａ公 司）；
ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）；ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培
养基（Ｇｉｂｃｏ公司）；Ｂ２７添加剂、重组人表皮生长
因子（ＥＧＦ）、重组人碱性成纤维生长因子（ｂＦＧＦ）均
购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；小鼠抗人 Ｎｅｓｔｉｎ抗体（Ａｂｃａｍ公
司）；兔抗人 ＣＤ１３３抗体（Ａｂｎｏｖａ公司）；兔抗人 Ｂｃｌ
２抗体（Ａｂｃａｍ公司）；ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔二抗
（Ａｂｃａｍ公司）；ＰＥ标记的兔抗小鼠二抗（Ａｂｃａｍ公
司）；免疫染色封闭液（碧云天生物科技研究所）；抗

荧光淬灭封片液（碧云天生物科技研究所）；６０ｍｍ
细胞培养皿（康宁公司）；２５ｃｍ２细胞培养瓶（Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ公司）；悬浮细胞培养板６孔（Ｃｙａｇｅｎ公司）。
１．２　方法
１．２．１　无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基配制　
ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基１００ｍＬ，ＨｕｍａｎＦＧＦｂａｓｉｃ

终浓度为２０μｇ／Ｌ，ＨｕｍａｎＥＧＦ终浓度为２０μｇ／Ｌ，
Ｂ２７Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（５０×）２ｍＬ，双抗溶液 １００μＬ，于
４℃保存。
１．２．２　人脑胶质瘤 ＳＨＧ４４细胞在含血清培养基
中常规培养　人脑胶质瘤 ＳＨＧ４４细胞以 １０５个／
ｍＬ接种于含 １０％胎牛血清高糖型 ＤＭＥＭ培养基
中。于 ３７℃、５％ＣＯ２、１００％湿度培养箱中培养，
每２～３ｄ换液一次。待细胞长满培养皿底约８０％
时传代。

１．２．３　采用不同无血清载体悬浮培养人脑胶质
瘤 ＳＨＧ４４干细胞　将培养在含１０％胎牛血清的高
糖型 ＤＭＥＭ培养基中的对数生长期的 ＳＨＧ４４胶质
瘤细胞，弃去培养液，０２５％胰蛋白酶 ２ｍＬ置于
１００ｍｍ培养皿中消化约 １ｍｉｎ，用无血清神经干细
胞培养基 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（内含 ２％Ｂ２７、ＥＧＦ２０μｇ／
Ｌ、ｂＦＧＦ２０μｇ／Ｌ）培养终止消化，将其移至 １５ｍＬ
离心管中，反复吹打成单细胞悬液。１５００ｒｐｍ离
心 ８ｍｉｎ。弃去上清液，加入 ５ｍＬ无血清神经干细
胞培养液洗涤沉淀，１５００ｒｐｍ离心 ５ｍｉｎ。弃去上
清液，无血清神经干细胞培养液再次悬浮沉淀，形

成 １×１０４个细胞／ｍｌ的悬浮细胞液。取其 １ｍＬ
接种于悬浮细胞六孔板，加入１ｍＬ无血清培养基，
每天添加 ４００μＬ培养基；取其３ｍＬ接种于６０ｃｍ２

培养皿中，加入 ３ｍＬ无血清培养基，每天添加
１．２ｍＬ培养基；取其 ２．６ｍＬ接种于 ２５ｃｍ２细胞培
养瓶。倒置显微镜下动态观察细胞生长及胶质瘤

干细胞球形成情况，每种载体选用 ３个不同的细胞
标本，每个标本随机选取任意 ５个视野，计数克隆
球数量并拍照（×１００），做定量分析。
１．２．４　免疫荧光染色鉴定胶质瘤干细胞球　取
活力良好的胶质瘤干细胞球，接种于经多聚赖氨酸

包被的玻片上，３７℃晾干，ＰＢＳ漂洗３×５ｍｉｎ，室温
４％多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，弃去多聚甲醛，ＰＢＳ漂洗
３×５ｍｉｎ，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００３７℃透膜 １０ｍｉｎ；加
免疫染色封闭液，室温孵育 ３０ｍｉｎ；滴加稀释好的
一抗：ＣＤ１３３（１∶２００），Ｎｅｓｔｉｎ（１∶２００），Ｂｃｌ２（１∶
１００）放入湿盒 ４℃孵育过夜。弃去一抗孵育液，
ＰＢＳ漂洗 ３×５ｍｉｎ，加 １∶１００稀释的 ＰＥ标记的兔
抗小鼠二抗及 １∶１０００稀释的 ＦＩＴＣ标记的山羊抗
兔二抗，３７℃孵育４０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗３×５ｍｉｎ；４’，６
二脒基２苯吲哚盐酸（４’，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎ
ｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）封片，荧光显微镜下观察并拍照。
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１．３　统计分析
使用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析，胶质瘤干

细胞球的直径 ｄ、数目用均数 标准差（ｘ±ｓ）表示，
采用方差分析比较并生成柱形图，设置 Ｐ＜０．０５
为有统计学意义。

２　结果
２．１　人脑胶质瘤 ＳＨＧ４４干细胞在不同无血清载
体中的悬浮培养

将含血清培养基条件下培养的生长良好的

ＳＨＧ４４细胞接种到无血清的神经干细胞培养基
中，培养皿和培养瓶：１ｄ后部分细胞开始贴壁生
长，３ｄ后开始有少量细胞克隆球形成，且球体逐
渐增大，至 ７ｄ左右克隆球体积基本停滞，此即为
胶质瘤干细胞（图 １Ａ１，Ｂ１）；悬浮细胞六孔板：细
胞呈悬浮状生长，第 ３天开始细胞克隆球形成，并
逐渐增大，至 ７天左右，克隆球生长基本停滞（图
１Ｃ１）。收集不同载体内的悬浮克隆球，离心后弃
去培养液，加入胰酶消化约 ５ｍｉｎ，加无血清培养基
终止消化、重悬并吹打至单个细胞，１５００ｒｐｍ离心
８ｍｉｎ，弃去上清液；加入无血清液悬浮洗涤细胞，

１５００ｒｐｍ离心 ５ｍｉｎ，弃去上清液；无血清干细胞
培养液再次悬浮细胞后分别接种于培养皿、培养瓶

和悬浮细胞培养板中，培养皿和培养瓶：１ｄ后细
胞呈不规则分化状生长，３ｄ后细胞克隆球开始形
成，至 ７天左右细胞克隆球呈分散、较小、不规则
形生长（图 １Ａ２，Ｂ２）；悬浮细胞六孔板：细胞呈类
圆形，第 ３天细胞球开始形成，至 ７天左右细胞克
隆球呈较大规则球形生长细胞呈悬浮状生长，克隆

球生长基本停滞（图 １Ｃ２）。同样方法经第 ３次纯
化：对于培养皿和培养瓶，第三次比第一、二次有

更少的胶质瘤干细胞球却呈更规则球形生长，更多

呈分化状生长（图 １Ａ３，Ｂ３）；对于悬浮细胞培养
板，第三次比第一、二次纯化的干细胞球呈更大更

规则球形生长（图 １Ｃ３）。不同无血清培养基载体
来源的胶质瘤干细胞球，生长情况有差别。第二次

纯化开始，随纯化次数增加悬浮培养板培养纯化的

胶质瘤干细胞球较培养皿和培养瓶纯化的胶质瘤

干细胞球大且数目多（图 ２）；对于悬浮培养板，随
着纯化次数增加，胶质瘤干细胞球更大、数目更多

（图 ２），且呈更规则球形。

!" !# !$

%& %# %$

'& '# '$

图 １　不同无血清培养方式中胶质瘤干细胞球（倒置显微镜下，×１００）。Ａ１、Ａ２、Ａ３分别为培养瓶第 １次、第 ２

次及第 ３次提取纯化的胶质瘤干细胞；Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３分别为培养皿第 １次、第 ２次及第 ３次提取纯化的胶质

瘤干细胞；Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３分别为 Ｃｙａｇｅｎ悬浮细胞培养板第 １次、第 ２次及第 ３次提取纯化的胶质瘤干细胞．

比例尺：１０ｍｍ＝５０μｍ。
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２．２　胶质瘤干细胞标记物鉴定
免疫荧光染色后，荧光显微镜下观察胶质瘤干

细胞球的干细胞标记物 ＣＤ１３３、Ｎｅｓｔｉｎ表达呈阳性
（图 ３），且癌基因 Ｂｃｌ２表达呈阳性（图 ４），其中
ＦＩＴＣ标记二抗呈绿色，ＰＥ标记二抗呈红色，ＤＡＰＩ
染核呈蓝色。证实胶质瘤球细胞表达 ＣＤ１３３、Ｎｅｓ
ｔｉｎ和 Ｂｃｌ２，具有胶质瘤干细胞特点。
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图 ２　不同无血清培养方式中胶质瘤干细胞球的数目

及直径。１．第 １次纯化；２．第 ２次纯化；３．第 ３

次纯化。
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图 ３　胶质瘤干细胞球表达特异标记物 Ｎｅｓｔｉｎ、ＣＤ１３３

（×２００）。Ａ：ＤＡＰＩ染核呈蓝色；Ｂ：胶质瘤干

细胞球 Ｎｅｓｔｉｎ呈阳性表（红色）；Ｃ：胶质瘤干细

胞球 ＣＤ１３３呈阳性表达（绿色）；Ｄ：融合后的

胶质瘤干细胞球。
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图 ４　ＳＨＧ４４胶质瘤细胞及其干细胞 Ｂｃｌ２的表达情况。Ａ１、Ａ２、Ａ３（ＩＨＣ，×４００）：Ａ１．ＳＨＧ４４胶质瘤干细胞细

胞核，呈类圆形；Ａ２．ＳＨＧ４４胶质瘤干细胞膜、胞内 Ｂｃｌ２呈弥漫性分布；Ａ３为 Ａ１和 Ａ２的合成图；Ｂ１、

Ｂ２、Ｂ３（ＩＨＣ，×４００）：Ｂ１．ＳＨＧ４４胶质瘤细胞核，呈类椭圆形；Ｂ２．ＳＨＧ４４胶质瘤细胞膜、胞内 Ｂｃｌ２呈个

别散在分布；Ｂ３为 Ｂ１和 Ｂ２的合成图。

３　讨论

胶质瘤是成人最常见的原发性脑肿瘤［４］，约占

全部颅内肿瘤的 ４５％ ～５５％［５］，其中胶质母细胞

瘤（Ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ），约 占 原 发 性 脑 肿 瘤 的

１６％［６］，中位生存期为 ９～１２个月［７］。目前 ＧＢＭ

标准治疗方案是最大程度手术切除联合放疗及烷

化剂辅 助 化 疗。然 而 ＧＢＭ ５年 存 活 率 仍 低 于

１０％［８］，总体中位生存期为 １４．６个月［８］。究其原

因主要是胶质瘤细胞的分子异质性大，导致耐化疗

和抗拒放疗，并且胶质瘤干细胞是胶质瘤耐药、抗

拒放疗、复发的根源。胶质瘤病理级别越高，其胶

质瘤干细胞含量越高。对于同一级别胶质瘤组织

中胶质瘤干细胞数量和增殖存在差异，可能是由于

肿瘤异质性所致。因此，胶质瘤干细胞的鉴定可为

胶质瘤的监测和诊断提供重要标志物。而且，针对

它进行适当的药物及生物免疫治疗，可能具有决定
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性的意义。

基于胶质瘤干细胞的研究现状，本实验首先通

过含 １０％胎牛血清的高糖型 ＤＭＥＭ培养基培养
ＳＨＧ４４胶质瘤细胞至对数生长期，继而以培养皿、
培养瓶及六孔悬浮细胞培养板为载体，用无血清培

养基进行培养获得胶质瘤干细胞球，这些神经球失

去了胶质瘤细胞贴壁生长的特点，呈球形悬浮状生

长，不同载体中胶质瘤干细胞球的形状、大小无明

显差别，但培养皿和培养瓶培养的胶质瘤干细胞球

呈暗绿色，悬浮细胞培养板培养的胶质瘤干细胞球

呈透明状；经第 ２、３次纯化后，培养皿和培养瓶中
胶质瘤干细胞球呈分散、较小、不规则形生长；悬

浮细胞六孔板中细胞呈较大规则球形、悬浮状生

长。以上现象可能是由于普通培养皿和培养瓶适

用于培养贴壁细胞、具有诱导胶质瘤干细胞分化的

作用，Ｃｙａｇｅｎ悬浮细胞培养板适用于悬浮细胞，尤
其是肿瘤干细胞的培养，且肿瘤干细胞能连续传

代，不断自我更新和增殖但不分化；ＣＤ１３３联合
Ｎｅｓｔｉｎ标记进行免疫荧光鉴定，呈阳性表达，证实
此类神经球具有干细胞的特性；另外，Ｂｃｌ２癌基因
呈阳性表达，说明此类神经球具有癌细胞特征。

综上所述，本研究证明 Ｃｙａｇｅｎ６孔悬浮细胞培
养板是培养胶质瘤干细胞较理想的载体，能简易、

高效地扩增胶质瘤干细胞，为下一步研究奠定了基

础，对进一步研究脑肿瘤的发生、发展及药物筛选

有很重要的意义。
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