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Abstract
AIM: To investigate whether colon cancer cell 
line Lovo contains side population (SP) with 
cancer stem cell-like properties.

METHODS: Lovo cell line was cultivated in 
serum-free medium and SP cells reforming into 
floating spheres were isolated. The isolated SP 
cells were identified by limiting-dilution assay, 
differentiation assay, self-renewal assay, alterna-
tive cultivation assay and immunocytochemical 
staining with anti-Mus-1 assay�.

RESULTS: In the absence of serum, a minority 
(0.54%-0.62%) of SP cells in Lovo cells survived, 
proliferated and assembled into the suspended 
tumor cell spheres. Lovo SP cells possessed pro-
liferative, self-renewal and differentiation po-
tential, which were responsible for the floating 
tumor clone. Serum addition into SFM resulted 
in the proliferation of SP cells; after several gen-
erations and alternated cultivation in SSM and 

SFM, SP cells maintained their characters. The 
stem cell surface marker Mus-1 was observed in 
Lovo SP cells after Musashi-1 staining.

CONCLUSION: Lovo cell line contains a tiny 
minority of SP cells with stem cell properties 
that can be maintained in SFM using a floating-
culture method for a long time.

Key Words: Lovo colon cancer cell line; Side popu-
lation; Tumor stem cells; Serum-free culture me-
dium; Floating-culture system
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摘要
目的: 应用无血清培养液(SFM)培养Lovo细胞
系, 克隆分离具有干细胞样特性SP细胞. 

方法: 应用SFM培养Lovo细胞, 分离成球样生
长的细胞群作为SP细胞, 并通过有限稀释, 分
化, 自我更新, 含血清培养基(SSM)和SFM交替
培养及Musashi-1化学染色方法来鉴定SP细胞. 

结果: Lovo细胞中约含有0.54%-0.62%的SP能
够在无血清培养基中能够存活、增殖, 形成悬
浮的肿瘤细胞球; 在SFM中加入血清可促使
SP细胞分化; SP细胞可以连续传代, 并可交替
培养于SSM和SFM中, 细胞形态无明显变化; 
SP细胞Musashi-1染色阳性.

结论: 应用SFM可从Lovo细胞中分离出极少
量的具有干细胞特性的SP细胞.

关键词: Lovo大肠癌细胞系; 细胞亚群; 肿瘤干细

胞; 悬浮培养; 无血清培养基
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0  引言

癌症细胞和干细胞一样具有无限增殖的能力. 
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■背景资料
肿瘤细胞与干细
胞具有许多相似
的特殊特性. 他们
均为不死细胞, 并
具有良好的分化
能力. 而且, 器官
形成和癌发生具
有相似的过程. 最
近, 越来越多的证
据显示肿瘤是一
种干细胞疾病, 是
由具有成瘤能力
的肿瘤细胞增殖
发育而成的异常
组织. 目前在白血
病、乳腺瘤、脑
肿瘤和胰腺癌中
已经论证了肿瘤
干细胞的存在. 



近年来, 在白血病[1-2]和一些实体肿瘤中, 包括乳

腺癌[3]、胰腺癌[4]、头颈鳞状细胞癌[5]、肝癌[6]

和脑肿瘤[7-10]中已发现了具有干细胞特征的细

胞, 我们称之为癌症干细胞(CSCs). 虽然这种细

胞的数量极少, 但能够瘤性克隆生长, 从而产生

不同表型的癌细胞亚群[11-12]. 当前认为在经过

放化疗后, CSCs是导致肿瘤复发的原因[1,3]. 因
此, 研究CSCs有利于更好的理解肿瘤复发、转

移和耐药性产生的机制, 从而制定更为合理的

治疗方案. 大肠癌是一种常见肿瘤, 其生物学行

为较其他消化道肿瘤的恶性度低, 术后5 a生存

率较高, 但是仍有40%-50%的患者因为复发而

需放化疗. 研究CSCs可以提高治疗的针对性和

有效性, 具有更为实际的意义. 我们通过无血清

培养基培养Lovo细胞系, 克隆分离癌细胞亚群

(side-population, SP), 并从形态学、分化、自我

更新、交替培养以及细胞化学免疫等方面进行

鉴定.

1  材料和方法

1.1 材料 细胞株为大肠癌细胞系Lovo(黑龙江

省肿瘤研究所提供). 传统含血清培养基(serum-
supplemented medium, SSM)为含100 mL/L胎
牛血清的DMEM/F12(1∶1, invitrogen-gibco)
培养基, 并添加L-谷氨酰胺(Sigma) 2 mL/L, 胰
岛素(Sigma) 4 U/L, 青霉素G 105 U/L和链霉素

100 mg/L. 无血清培养基(serum-free medium, 
SFM)为不含牛血清的DMEM/F12(1∶1)培养

基, 并添加重组表皮生长因子E G F(20 μ g/L, 
PeproTech)、碱性成纤维生长因子bFGF(20 μg/
L, PeproTech)和白血病抑制因子LIF(20 μg/L, 
PeproTech), 以及1 mg/L胰岛素, 1×10-7 mol/L
地塞米松(Sigma), 10 mmol/L尼克酰胺(Sigma), 
2 mmol/L L-谷氨酰胺(Sigma), 50 μmol/L 2-巯基

乙醇(Sigma), 5 mmol/L HEPES, 105 U/L青霉素G
和100 mg/L链霉素.
1.2 方法 
1.2.1 SP的培养分离和传代 先将Lovo细胞系接种

于传统SSM中, 在培养瓶中传代. 选择对数生长

期的细胞, 用D-Hanks液清洗, 胰酶(2.5 g/L)消化, 
重悬于SFM, 台盼兰染色并计数, 以1×105/孔接

种于6孔板中, 继续在37℃, 50 mL/L CO2培养箱

中培养. 待增殖形成细胞球3-4 d后, 将其收集并

机械吹打成单细胞悬液, 重悬于SFM, 按1∶4的
比例传代于6孔中.
1.2.2 有限稀释法 有限稀释采用Bellows et al [13], 
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Tropepe et al [14]的方法, 将贴壁生长于SSM中的细

胞经胰酶消化, 吹打成单细胞悬液, 计数后重悬

于SFM, 按每孔200 μL分别接种320, 160, 80, 40, 
20, 10和5个细胞稀释, 接种于96孔板. 以每个浓

度未形成肿瘤球的孔的百分比为应变量, 以每孔

中接种的细胞数为自变量, 作直线回归分析并用

方差分析作拟和优度检测. 回归方程中与以应变

量37%相对应的自变量值就是要形成一个肿瘤

球所需的接种细胞量, 因为每个肿瘤细胞球均有

一个肿瘤干细胞形成, 所以根据这一细胞量求出

肿瘤干细胞在细胞系中的比例. 此试验重复5次.
1.2.3 SP细胞的自我更新与诱导分化 在Lovo细胞

培养于SFM的第7天, 分别分离细胞球和单细胞, 
并将细胞球机械吹打成单细胞悬液, 分别重悬于

SFM液中, 培养于37℃, 50 mL/L CO2培养箱中. 
在原发肿瘤干细胞球形成的第2天, 吸出肿瘤球, 
分别平铺于放有涂有多聚赖氨酸的盖玻片24孔
板中, 换成添加100 mL/L FBS的SFM培养液, 7 d
后进行免疫荧光化学染色. 
1.2.4 SP交替在SSM和SFM培养基中培养 按照

1.2.1的方法, 待Lovo细胞系在SFM中细胞球2 d
后, 收集并重悬于SSM液中, 待其呈单层细胞生

长后, 再收集并重悬于SFM液中, 呈细胞球样悬

浮生长, 如此反复3次.
1.2.5 Musashi-1细胞化学染色 把SP形成的的肿

瘤球吸出, 平铺于放有涂有多聚赖氨酸的24孔板

中, 培养于添加100 mL/L FBS的SFM中4 h, 在室

温下用40 g/L多聚甲醛-PBS固定20 min. 用冷2 g/
L TritonX-100/PBS在4℃下透膜10 min, 然后在

4℃下与Musashi-1 mAb过夜(1∶200; Chemicon). 
用冷2 g/L TritonX-100/PBS 4℃下冲洗5 min, 冲
洗3次, 再用含有30 g/L牛血清白蛋白的冷2 g/L 
TritonX-100/PBS 4℃下冲洗5 min. 用FITC抗兔

IgG1检测一抗. 然后用含有PI的封固剂复染鉴定

细胞核, 在荧光倒置显微镜(Nikon)下观察. 同理

在分化的第7天和贴壁培养的第2天进行免疫化

学染色.

2  结果

2 .1  肿瘤细胞球的形成  L o v o在S F M中培养

24-48 h后可产生少量体积较小的悬浮肿瘤球

(图1A), 72 h后肿瘤球体积增大, 随着时间的延

长, 在1 wk左右所形成的肿瘤球一部分肿瘤球

较松散, 此为黏附细胞团, 一部分肿瘤球形态较

一致且比较致密(图1B), 3 wk左右均形成致密

的形态一致的肿瘤球(图1C), 而且经过传代后

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前尚不能从形
态学来鉴定肿瘤
干细胞, 而是用功
能学方法, 即对其
自我更新能力和
分化潜力两个主
要特征进行评价. 
当今研究主要集
中在耐药性、基
因表达差异以及
表型鉴定等方面. 
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肿瘤球的总数量大量扩增. 这部分肿瘤球细胞

我们称之为SP细胞. 剩余的大多数肿瘤细胞即

N-SP(non-side population)呈现黏附, 不具有增殖

和分化的能力. 而用SSM培养的Lovo时, 接种后

数小时内开始贴壁, 48 h后形成单层贴壁细胞层, 
没有悬浮细胞团产生(图1D). 
2 .2  L o v o细胞中含有0 .54%-0 .62%的具有形

成肿瘤球能力的SP细胞 采用Bellows et al [13], 
Tropepe et al [14]的方法, 经有限稀释、单克隆形

成试验和直线回归分析, 在用S F M培养L o v o
时 ,  要形成一个肿瘤细胞球所需的细胞数为

173.68±11.02(SD), 这证明了Lovo中有0.58%±

0.04%(SD)的能够形成肿瘤细胞球的SP细胞, 而
其他大多数细胞不具备这种能力(图2, 表1).
2.3 SP细胞的自我更新 我们观察到Lovo细胞在

SFM培养形成肿瘤球后, 经机械吹打后培养于

SFM中, 1-2 wk后仍可形成肿瘤细胞球和一些单

图  1  Lovo中肿瘤细胞球的形成过程. A: 

在SFM中培养24-48 h(×100); B: 在SFM

中培养1 wk左右(×100); C: 在SFM中

培养3 wk左右(×400); D: 在SSM中培养

48  h(×100).

A B

C D

图  2  有限稀释试验单克隆试验的直线回
归分析. 以每孔中接种的细胞数为自变量, 

以每个浓度未形成肿瘤球的孔的百分比为

应变量, 作回归直线, 以应变量37%相对应

的自变量的值就是要形成一个肿瘤球所需

的细胞数.

表  1  Lovo细胞系中肿瘤球的比例

     
                                         形成一个肿瘤球时     肿瘤球的

                                         每孔所需的细胞数       比例(%)

实验1             0.926              175.70                  0.57

实验2             0.860              157.73                  0.63

实验3             0.897              168.73                  0.59

实验4             0.944              179.63                  0.56

实验5             0.971              186.61                  0.54

mean±SD                     173.68±11.02       0.58±0.04

每次试验的回归直线见图2, R2为直线回归的决定系数, 接近于

1. 每次试验均用方差分析作拟和优度检验(P<0.05).
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■创新盘点
本文优化配制了
胃肠道肿瘤干细
胞培养基, 成功分
离培养出悬浮样
生长的肿瘤干细
胞球, 并首次鉴定
出这种细胞球表
达Musashi-1, 这
被认为是胃肠道
肿瘤干细胞的标
记物. 
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细胞, 其形态与原代相同(图3A), 而单细胞则不

具有这种功能, 只能形成单细胞(图3B).
2.4 血清促使SP细胞分化 当SP细胞形成肿瘤球

后, 在SFM中滴加FBS, 并隔日补充, 24-48 h内肿

瘤球无明显变化, 单细胞黏附生长明显(图4A), 
72 h肿瘤球开始变小, 单细胞增多, 第5天时肿瘤

球开始裂解成多个小细胞团(图4B), 7 d左右时

肿瘤球消失, 均为单细胞, 且多为黏附生长(图
4C).
2.5 Lovo在SSM和SFM两种培养基中交替转化 
将上述方法获得的肿瘤球重铺于SSM中, 12 h内
细胞贴壁, 细胞平贴培养板底(图5A), 24 h左右

细胞数量增多并形成小片状细胞岛(图5B), 48 h
后细胞岛扩大, 并开始与邻近的细胞岛融合, 并

图  3  Lovo中SP细胞的自我更新(×100). 
A: SP; B: 单细胞.

A B

A B C

图  4  Lovo中SP细胞在加有血清的SFM中的分化过程(×100). A: 24-48 h内; B: 5 d; C: 7 d左右.

图  5  Lovo在SSM和SFM两种培养基中
交替转化. A: 将肿瘤球重铺于SSM中, 

12  h内(×200); B: 24 h左右(×200); C: 

48 h后(×200); D: 消化单层Lovo细胞, 

重新培养于SFM中, 仍可形成肿瘤细胞

球(×100).

A B

C D

■应用要点
本试验优化配置
了 干 细 胞 培 养
基 ,  并 鉴 定 出 肿
瘤干细胞球表达
Musashi-1, 为胃
肠道肿瘤中是否
存在干细胞提供
了证据, 可以为癌
症的诊断和治疗
提供更为有效的
方法. 



www.wjgnet.com

王锡山, 等. 大肠癌细胞系Lovo中亚群(SP)细胞的分离培养和鉴定                                                                                    957

逐渐形成单层的Lovo细胞层, 显微镜下与传统

培养形成的单细胞层无明显差异(图5C). 消化单

层Lovo细胞, 重新培养于SFM中, 仍可形成肿瘤

细胞球, 其形态与原代相同(图5D).
2.6 SP细胞Musashi-1染色 我们首先对SSM培养

下的Lovo细胞进行染色, 我们发现在Lovo中只

有极少量的细胞表达 Musashi-1, 细胞核较圆, 并
且比较小(图6A), 而Musashi-1阴性的肿瘤细胞

核呈长椭圆形, 核较大(图6B). SP细胞形成的肿

瘤细胞球表达Musashi-1(图6C), 而SP细胞经分

化7 d后则不表达(图6D).

3  讨论

SP细胞的分离最初主要应用于鉴定造血干细胞, 
并且通常认为在不同的组织和器官中均富含有

干细胞[15-16]. 目前认为在癌细胞中也存在着干细

胞样肿瘤细胞, 富含于SP细胞中[17-18]. Haraguchi 
et al [19]指出, 在不同的胃肠道癌症细胞系中鉴定

出含有0.3%-2.2%的SP细胞, 在干细胞培养基中

一般呈悬浮的肿瘤球样生长. 在国内, 我们首次

把Lovo细胞系培养于干细胞培养基中, 分离呈

悬浮肿瘤球生长的SP细胞, 利用有限稀释试验

计算出SP细胞大约占0.54%-0.62%, 并进一步通

过自我更新、分化能力、交替生长和Musashi-1
免疫化学染色试验来鉴定其是否具有干细胞特

性.  
为了有效的分离SP细胞, 我们首先优化配

制肿瘤干细胞培养基. 无血清培养基能够使胚

A B

DC

→

→

图  6  SP细胞Musashi-1染
色结果(×400). A: Lovo细胞

在SSM中培养24 h后, 只有极

少量的细胞表达Musashi-1, 

细胞核较圆, 并且比较小; B:

Lovo细胞在SSM中培养24 h

后, Musashi-1阴性的肿瘤细

胞核呈长椭圆形, 核较大; C: 

Lovo中SP细胞在SFM中培养

形成的肿瘤球表达Musashi-1; 

D:  SP细胞分化培养7 d后, 

Musashi-1呈阴性表达.

胎干细胞处于未分化状态, 有助于培养人类胚

胎干细胞[20]. 在SFM中额外加入bFGF和EGF能
够诱导神经干细胞的多能增殖、自我更新和扩

张[21-22]. Kondo et al [7]指出了胶质瘤C6 SP细胞生

长在加有bFGF和PDGF的无血清培养液中, 10 d
以后呈现悬浮和神经样细胞集落生长现象; 并
进一步说明了bFGF能够维持C6 SP细胞的生

长和扩增, 但是PDGF刺激这些细胞进行增殖. 
Haraguchi et al [19]指出在加有bFGF和EGF的无血

清培养基中额外加入LIF能够有效的扩增HuH7 
SP细胞. 通过论证, 我们在无血清培养基中加入

EGF, bFGF和LIF, 可以有效的从Lovo中培养分

离呈悬浮细胞球样生长的SP细胞. 
Singh et al [23]通过原代培养分离出的SP细

胞具有快速增殖和自我更新的能力, 并论证了

SP细胞在无血清培养基中呈悬浮球样生长, 并
且随着时间的延长, SP所占的比例增加. 本实验

Lovo中的SP细胞具有以下特征: 在SFM中呈悬

浮样生长, 并能形成克隆性的细胞球-肿瘤干细

胞球, 并能连续传代; 随着时间的延长, 其肿瘤

细胞球的数量增加, 体积增大, 体现出SP细胞的

快速增殖性; SP形成的肿瘤细胞球制备成单细

胞后仍可以形成肿瘤细胞球, 但是N-SP不具有

这样的能力. Lovo细胞能够在传统的含血清培

养基中长期培养, 也能在无血清培养基中长期

增殖、传代, 使细胞系得以长期维持; 并且观察

到随着培养基和培养方式的更换, 能在悬浮的

肿瘤细胞球和贴壁的单细胞层之间转换. 这样, 

■名词解释
肿瘤干细胞: 肿瘤
细胞中仅有极少
数的细胞具有成
瘤潜能, 他们数量
虽少, 但具有干细
胞特征, 可无限增
殖, 并可以不对称
分裂. 他们在肿瘤
的形成和生长过
程中起到了决定
性作用.
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我们可以根据需要进行培养. 
Musashi-1是种RNA连接蛋白, 可以标记增

殖神经祖细胞包括中枢神经系统的干细胞 [24]. 
Musashi-1通过抑制特异的mRNAs转录来维持

干细胞状态、分化和肿瘤发生, 在哺乳动物中, 
Musashi-1则主要是通过抑制m-Numb激活Notch
信号[25]. 目前, 越来越多的证据显示Musashi-1可
以作为肠道干细胞的标记[26-29]. 朱永良 et al [30]从

人胚肠中分离正常大肠干细胞, 用RT-PCR检测

示该细胞株表达Musashi-1 mRNA, 存在非对称

性有丝分裂. 在本实验里, 我们发现, 在SFM培

养的细胞中, 并非所有的细胞球均染色阳性, 这
种细胞球可能为细胞黏附团, 也可能是肿瘤细

胞球并非均含有肿瘤干细胞; 部分悬浮的单个

细胞染色也可阳性, 这可能是因为肿瘤干细胞

正处于不同的生长周期, 也可能说明了SP细胞

中富含有干细胞, 但并不是唯一所在[31]. 但是, 在
SFM中额外加入FBS后, 可以促使单细胞黏附, 
肿瘤细胞球逐渐分裂、变小, 直至最后变为没

有增殖、分化以及自我更新能力的N-SP细胞, 
其Musashi-1染色阴性. 这与Tomita et al [32]观察结

果相似. 
总之, 我们通过形态、分化、自我更新、

交替培养和细胞化学染色试验说明了Lovo细胞

系中含有少量的能够在无血清培养基中存活、

增殖, 自我更新并呈悬浮肿瘤细胞球生长以及

Musashi-1阳性的SP细胞. 我们应该进一步纯化

SP细胞, 以便更好的研究癌症干细胞的特性. 
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2007 年协和肝脏外科新技术学习班通知

本��刊�讯 为了提高我国肝脏外科学临床与研究水平, 学习该领域国际先进技术和理念, 促进学术交流和学科发

展, 由洛克菲勒基金会设立的CMB基金会资助, 中国医学科学院、中国协和医科大学、北京协和医院主办, 天

津第一中心医院东方器官移植中心、中山大学第一附属医院器官移植中心协办, 中国医学科学院国际会议中

心承办的“07年协和肝脏外科新技术学习班”将于2007-04下旬在北京市中国协和医科大学新科研教学楼举行. 

培训班将邀请国内外肝脏外科领域著名专家黄洁夫教授、钟守先教授、芝加哥大学移植中心主任Mi-

chael Millis教授、瑞典Lund 大学肝外科主任Bengt Jeppsson教授、香港范上达教授、冷希圣教授、叶胜龙教

授、沈中阳教授、何晓顺教授、朱继业教授、戴朝六教授等任教. 培训班除邀请国内知名专家作专题学术讲

座外, 还有机会在天津第一中心医院东方器官移植中心进行临床肝移植的学习和观摩; 本培训班的另一个特

点是参加培训的学员有申请CMB基金会合作课题并得到适当的基金资助的机会; 培训班将给予国家级继续教

育学分10分. 我们真诚欢迎各位肝脏外科领域的同仁参加培训班, 共同促进和加强肝脏外科学的学术交流与合

作, 推动我国肝脏外科学的发展.  

收费标准: 培训费680元/人(含材料费和讲课费, 食宿自理)

通讯地址: 北京东城区东单三条9号中国医学科学院/中国协和医科大学国际合作处 邮编: 100730 联系人:  

乔楠、蒋育红 电话: 010-65105934, 65105935, 65253447 传真: 010-65124876 E-mail: jiangyuhong@yzjg.pumc.

edu.cn; dakuansun@yahoo.com.cn.


