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Abstract
AIM: To conduct the serum-free culture and pre-
liminary identification of gastric cancer cells.

METHODS: We used serum-free DMEM/F12 
medium to culture gastric cancer cell line 
SGC7901 and screened the stem cells of gastric 
cancer cell line. Tumorospheres were counted 
by random counting method. CD24+, CD44+ and 
Snail+ cells in tumorosphere were detected by 
flow cytometry, and expression of Snail protein 
in tumorospheres was detected by Western blot.
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胃癌细胞的无血清悬浮培养与初步鉴定

吴丽霞, 王绪明, 张尚昆, 刘丽江

®

■背景资料
胃癌是我国消化
系最常见的恶性
肿 瘤 之 一 ,  预 后
差. 近年有关胃癌
肿瘤干细胞的研
究虽有报道, 但如
何获得和鉴定胃
癌干细胞及胃癌
肿瘤细胞球仍是
实验研究所面临
的问题. 

RESULTS: After gastric cancer cell line SGC7901 
was maintained in serum-free medium for about 
a week, the largest number of tumorospheres 
formed. The numbers of CD24+, CD44+ and 
Snail+ cells in tumorospheres were significantly 
more than those in the control cells (P < 0.05). 
Snail protein was highly expressed in tumoro-
spheres.

CONCLUSION: Serum-free suspension culture 
method allows to obtain gastric tumorospheres. 
Snail+ cells and expression of Snail significantly 
increased in tumorospheres in which the num-
ber of CD24+/CD44+ cells has a remarkable in-
crease.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨胃癌细胞的无血清悬浮培养与初
步鉴定. 

方法: 应用无血清DMEM/F12培养基悬浮培
养胃癌细胞系SGC7901, 通过随机计数法计数
不同时间窗形成的肿瘤细胞球数. 应用流式
细胞技术检测肿瘤细胞球中CD24+、CD44+和
Snail+细胞的含量及Western blot技术检测Snail
蛋白在肿瘤细胞球中的表达. 

结果: 胃癌细胞系SGC7901在无血清悬浮培养
大约1 wk时形成肿瘤细胞球且数量最多, 肿瘤
细胞球中CD24+、CD44+和Snail+细胞含量明
显高于对照组的贴壁培养细胞(P <0.05), 并且
Snail蛋白在肿瘤细胞球中高表达. 

结论: 胃癌细胞在无血清悬浮培养下可形成

■同行评议者
唐世刚, 教授, 湖
南省人民医院
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■研发前沿
在体外更好的培
养和分离纯化胃
癌肿瘤细胞球是
进行肿瘤干细胞
研究的主要步骤, 
将为进一步探索
胃癌侵袭转移的
机制提供帮助.

肿瘤细胞球, 这类CD24+/CD44+细胞含量明显
增多的肿瘤细胞球中Snai l+细胞的含量及其
Snail蛋白的表达较对照细胞均有显著升高.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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胞球  

核心提示: 应用无血清培养基以及超低吸附培养

皿悬浮培养胃癌细胞, 可以稳定有效的获得高表

达CD24/CD44及Snail的肿瘤细胞球.
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0  引言

胃癌为我国消化系最常见的恶性肿瘤之一, 一经

发现多为进展期, 常伴有淋巴结及远处转移, 5年
生存率低[1]. 肿瘤干细胞(cancer stem cells, CSCs)
是指具有自我更新能力且可不定向分化的肿瘤

细胞[2], 是存在于肿瘤组织中的少量恶性细胞, 
与干细胞有着许多相似的特征[3]. 最近的研究证

实, 形成球型集落的肿瘤干细胞具有更强的转移

及侵袭能力[4]. Mani等[5]研究发现高表达Snail的
细胞可通过促进上皮间质转化(epithelial-mes-
enchymal transition, EMT), 使肿瘤细胞具有更

强的致瘤性、并表现出干细胞样的特性. 近年

研究发现, 人胃癌细胞株(MKN-45、MKN-74、
NCI-87、AGS、HGC-27、MGC-803)中存在胃

癌干细胞[6-8]. 但是, 如何获得更多的胃癌干细胞, 
如何鉴定胃癌干细胞仍是实验研究所面临的问

题. 为进一步探索胃癌的侵袭和转移以及肿瘤

干细胞的作用机制, 我们应用无血清悬浮培养

的方法, 并对肿瘤细胞球进行鉴定, 以期在体外

得到比较多的具有胃癌干细胞特性的肿瘤细胞, 
为深入研究打下基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系SGC7901(由华中科技大

学同济医学院免疫学教研室馈赠). 优质胎牛血

清、DMEM和DMEM/F12培养基均购自Hyclone
公司; EGF购自Gali-Bio公司; 碱性成纤维细胞

生长因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)购
自PeproTech公司; B27购自Gibco公司; 氢化可

的松购自Sigma公司; 超低吸附培养皿100 mm
购自Corning公司; Snail抗体购自Abcam公司; 
CD24、CD44购自BD公司; FITC-标记山羊抗兔

购自Thermo公司; β-actin购自Santa Cruz公司; 山
羊抗小鼠IgG/辣根酶和山羊抗兔IgG/辣根酶购

自Jackson公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞系和培养基: 细胞系为人胃癌细胞系

SGC7901. 含血清培养基(Serum containing me-
dium, SSM)为含有10%胎牛血清的DMEM. 无
血清培养基(serum free medium, SFM)为含有

2%B27、0.5 µg/mL氢化可的松, 20 ng/mL的EGF
和20 ng/mL bFGF的DMEM/F12(1∶1). 
1.2.2 肿瘤细胞球培养: 取长至培养瓶80%的

SSM中培养的SGC-7901细胞, 用1×PBS洗涤2
次后, 经胰酶-EDTA消化至轻轻晃动细胞可完全

脱落再放置1 min后, 加入SSM终止消化, 机械吹

打数次收集细胞1200 r/min离心3 min, 去上清后

加入SFM轻轻吹打成单细胞悬液. 取100 μL细胞

悬液加900 μL 1×PBS稀释, 用血球计数板计数

后重悬于SFM中, 以5×103/mL接种于100 mm超

低吸附培养皿中, 补充SFM至总培养液体积为10 
mL. 放入37 ℃、5%CO2、95%湿度的培养箱中

培养至第4天换液. 
1.2.3 肿瘤细胞球的收集与鉴定: 当培养皿中形

成肿瘤细胞球后, 计数并在倒置显微镜下拍照. 
收集细胞球, 低速离心去上清液, 加入新鲜配

制的4%多聚甲醛固定30 min, 涂在事先用0.5%
明胶处理好的载玻片上, 自然晾干. 滴加适量

hoechst33258(Beyotime)染色10 min, 1×PBS洗3
遍, 每次5 min后于荧光显微镜下拍照. 
1.2.4 流式细胞仪检测肿瘤细胞球的干细胞标志

物: 无血清悬浮培养1 wk的肿瘤细胞球收集后

经胰酶-EDTA消化成单细胞悬液, 以106个/100 
μL浓度准备5组细胞样品. 于空白管和同型对照

管加入20 μL细胞洗液(含2%BSA的PBS), 待测

管分别加入浓度为20 μL/mL的CD24、CD44和
Snail抗体, 4 ℃孵育30 min, 加入细胞洗液, 1200 
r/min离心10 min, 反复洗涤2次. 于空白管加入

细胞洗液, 同型对照管及待测管中加入浓度为

20 μL/mL的荧光素FITC标记的二抗, 4 ℃避光

孵育30 min后洗涤2次, 控干后加入1%多聚甲醛

的PBS混匀后上流式细胞仪检测. 取对照的贴壁

培养细胞, 用同样的方法检测CD24+、CD44+和

Snail+细胞含量. 
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■相关报道
从胃癌细胞AGS
中获取CD24 +、
CD44+细胞, 并将
其接种到裸鼠体
内, 发现具有较强
的致瘤性.

1.2.5 Western blot检测肿瘤细胞球中Snail的表达: 
无血清悬浮培养1 wk的肿瘤细胞球收集后, 使用

含1%PMSF的细胞裂解液(Thermo)冰上提取蛋

白. 使用BCA蛋白浓度试剂盒(Thermo), 酶标仪

A 492波长测定蛋白浓度, 加入6×Loading buffer, 
混匀煮沸8 min. 将蛋白上样于10%SDS-PAGE胶
孔中, 每孔上样60 μg, 边缘孔中加入1×Loading 
buffer. 40 V电泳30 min后120 V电泳1 h. PVDF膜
450 mA转膜, 70 min. 5%脱脂奶粉37 ℃封闭1 h. 
由牛奶封闭液稀释的一抗(Snail 1∶500; β-actin  
1∶1000)4 ℃孵育过夜. 牛奶封闭液稀释的二抗

(1∶1000), 37 ℃孵育1 h. 显影液(TianGEN)于暗

室中显影. 采用Biostep Photoimpact凝胶分析系

统软件测量各组Snail与β-actin条带的平均光密

度值, 计算两者的比值, 进行相对定量. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件对全部

数据进行统计分析, P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 肿瘤细胞球 利用随机计数法计数第5、7、9

天肿瘤细胞成球情况. 肿瘤细胞球为约50-100个
细胞聚集成球型, 边界清楚(图1). 悬浮培养后第

7天的肿瘤细胞球数量最多(图2). 
2.2 肿瘤细胞球中CD24+、CD44+细胞含量 取
SFM悬浮培养1 wk的肿瘤细胞球, 检测CD24+、

C D44 +细胞含量 ,  分别为23.5%和15.9%(图
3A), 明显高于对照的贴壁培养的细胞(9.8%和

6.4%)(P <0.05)(图3B, C). 
2.3 肿瘤细胞球中Snail+细胞含量及Snail蛋白

的表达  应用流式细胞仪检测中无血清悬浮

培养的细胞和对照的贴壁培养的肿瘤细胞中

Snail+细胞含量, 发现悬浮培养中的Snail+细胞

数量为40.1%, 明显高于对照的贴壁培养的细胞

(0.3%)(图4A, B), 两者比较差异有统计学意义

(P <0.05)(图4B). 提取悬浮培养和对照的贴壁培

养的细胞, 应用Western blot技术检测发现, 悬浮

培养的肿瘤细胞球中Snail蛋白的表达, 明显高

于对照的贴壁培养的细胞(P <0.05)(图4C, D). 

3  讨论

1959年Makino等[9]首次指出肿瘤可能由肿瘤干

细胞产生, 提出了肿瘤干细胞的假说. 1997年
Bonnet等[10]首次在人急性髓性白血病的细胞中

证实了CSCs的存在. 之后, 在许多实体肿瘤中也

证实了CSCs的存在. 近年胃癌干细胞的研究也

取得了一定进展, Takaishi等[6]发现在人胃癌细

胞株(MKN-45、MKN-74、NCI-87)中存在干细

胞特性的胃癌干细胞. 然而, 在体外如何获得更

多的胃癌干细胞, 是研究胃癌重要生物学行为

所面临的实际问题. 
我们在乳腺癌MCF7细胞中获得肿瘤干细胞

样细胞培养的经验[11], 应用无血清以及超低吸附

培养皿悬浮培养胃癌细胞系SGC7901, 形成肿瘤

细胞球的成球最佳时间大约在1 wk左右. 通过对

2014-04-18|Volume 22|Issue 11|WCJD|www.wjgnet.com

A B C

图  1  肿瘤细胞球. A: 悬浮培养的肿瘤细胞球镜下为50-100个细胞聚集成立体的球型, 边界清楚(×40); B: 培养1 wk细胞球

涂片用hoechst33258染色的肿瘤细胞球(×10); C: 图1B中箭头所指hoechst33258染色高倍镜下肿瘤细胞球(×40).
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■创新盘点
本研究应用无血
清超低吸附悬浮
培养的方法, 可稳
定获得胃癌肿瘤
细胞球. 联合应用
CD24/CD44/Snail
鉴定肿瘤细胞球, 
未见相关文献的
报道.

肿瘤细胞球的检测发现, 肿瘤细胞球中CD24+、

CD44+细胞含量与对照的贴壁细胞中CD24+、

CD44+细胞含量比较差异有统计学意义. 
Zheng等[12]同样用无血清培养法在胃癌细

胞系SGC7901中分选出悬浮细胞, 检测结果发现

CD44在悬浮细胞与贴壁细胞中的表达没有明显

的统计学差异. 而Zhang等[7]在胃癌细胞系AGS
中证实CD24+/CD44+细胞植入NOD/SCID鼠体

内具有较强的致瘤性以及Song等[8]在HGC-27、

MGC-803和MKN-45这3种细胞系中的研究, 结
果发现CD24+/CD44+在悬浮细胞球中高表达. 与
此相一致, 我们的结果显示, 胃癌肿瘤细胞球中

CD24+和CD44+的细胞数量明显高于对照的贴壁

生长的细胞. 与乳腺癌不同(CD24-/CD44+)[11]. 因
此, 我们认为CD24+和CD44+可作为鉴定胃癌肿

瘤干细胞的标志之一. 
另外, 我们还应用流式细胞仪检测胃癌肿

瘤细胞球中的Snail, 发现Snail+细胞含量明显增

2014-04-18|Volume 22|Issue 11|WCJD|www.wjgnet.com
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图  3  肿瘤细胞球中CD24+、CD44+细胞含量. A: 悬浮培养肿瘤细胞球中CD24+、CD44+细胞含量; B: 对照的贴壁培养细胞

中CD24+、CD44+细胞含量; C: 悬浮培养的肿瘤细胞球中CD24+、CD44+细胞含量和对照的贴壁培养细胞的比较, aP<0.05 vs  

SGC7901 control.
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高, 与贴壁细胞中Snail+细胞含量比较具有差异

性. 同时, 我们检测两者中Snail蛋白的表达, 也
存在统计学差异. Snail为锌指蛋白超家族的第

一个成员, 在转录调控、形成抑制性染色质结

构、细胞信号和发育过程中发挥积极作用. 同
时, Snail可促使EMT及E-cadherin和桥粒芯糖蛋

白的降解[13,14], 被认为是促进肿瘤侵袭转移的重

要因素之一[15]. 有研究发现Snail通过调节IL-8和
其他基因的表达, 以诱导肿瘤干细胞的活性[16]. 
由此我们推测, Snail可能也可作为胃癌肿瘤干

细胞的标志物, 与CD24/CD44一起鉴定肿瘤细

胞球细胞. Snail蛋白作为参与肿瘤侵袭与转移

的重要分子, 其在胃癌细胞中的侵袭与转移中

的作用及机制有待进一步研究.  
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