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Abstract
AIM: To isolate and expand cancer stem cells in 
human gallbladder carcinoma cell line GBC-SD 
and to identify their biological properties.

METHODS: GBC-SD cells were cultured in 
serum-free conditions to derive tumor spheres. 
Tumor spheres were then expanded and cul-
tured in serum-containing medium to permit 
their differentiation. The proliferative capacity 
of tumor sphere-forming cells was tested by 
methyl thiazoly tetrazolium (MTT) assay. The 
tumorigenicity of tumor sphere-forming cells 
was evaluated using animal experiments. The 

expression of CD15s and CD24 on the surface 
of tumor sphere-forming cells was detected by 
flow cytometry. 

RESULTS: Small number of floating tumor 
spheres were isolated and expanded in serum-
free conditions. These tumor spheres attached 
to the bottom of culture plates and began to 
differentiate in serum-containing medium. The 
proliferation and xenograft tumorigenicity of 
tumor sphere-forming cells (80.00% vs 10.00%, 
P < 0.05) significantly increased compared with 
those cultured in serum-containing conditions. 
The percentage of CD15s-bearing cell population 
was significantly higher in tumor spheres than 
in the common GBC-SD cells (2.56% ± 0.38% vs 
10.77% ± 0.93%, t = 18.25, P < 0.05). 

CONCLUSION: The cancer stem cells in GBC-
SD cell line can be isolated and expanded in 
serum-free conditions. CD15s may be a cell sur-
face marker for these cancer stem cells. 

Key Words:Gallbladder carcinoma; GBC-SD cell line; 
Serum-free medium; Cancer stem cell; Cell surface 
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摘要
目的: 分离扩增肿瘤干细胞, 并鉴定其生物学
性质.

方法: 用无血清培养基培养人胆囊癌G B C-
SD细胞得到肿瘤细胞球. 将肿瘤细胞球传代
扩增, 并用含血清培养基培养促使其分化; 将
肿瘤球和普通GBC-SD细胞分别种入96孔板, 
MTT检测增殖能力, 并将肿瘤球和普通GBC-
SD细胞分别植入裸鼠皮下, 观察移植瘤的形
成; 流式细胞术检测CD15s和CD24在肿瘤球
细胞和普通GBC-SD细胞中的表达, 筛选细胞
表面标志物. 

结果: 在无血清培养基中, 胆囊癌细胞可以形
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■背景资料
原发性胆囊癌是
胆道系统最常见
的恶性肿瘤, 恶性
程度高, 目前的手
术治疗方法几乎
达到了极限, 术后
易复发, 而对目前
的各种化疗药物
也都不敏感, 预后
差. 近来的研究表
明, 肿瘤的发生、

发展和转移与肿
瘤中的一小亚群
细胞-肿瘤干细胞
相关, 这小群细胞
具有自我更新和
分化潜能、耐受
放化疗、高致瘤
性等特性, 是治疗
后肿瘤复发的原
因. 因此, 通过对
胆囊癌干细胞的
研究, 阐明其生物
学特性并研究其
维持机制, 是攻克
胆囊癌的关键所
在之一.

■同行评议者
吴泰璜, 教授, 山
东省立医院肝胆
外科



成少量的肿瘤细胞球, 并显示很强的自我更
新和增殖能力, 含血清环境能够诱导其分化
而贴壁生长; 在动物实验中, 肿瘤球细胞较普
通GBC-SD细胞显示更强的致瘤能力(80.00% 
vs  10.00%, P <0.05); 标志物CD15s在肿瘤球的
表达较普通GBC-SD细胞明显增高(2.56%±

0.38% vs  10.77%±0.93%, t  = 18.25, P <0.05).

结论: 人胆囊癌细胞GBC-SD的肿瘤干细胞可
以通过无血清培养环境来分离和扩增, CD15s
可能为其细胞表面标志物.

关键词: 胆囊癌; GBC-SD细胞系; 无血清培养基; 

肿瘤干细胞; 细胞表面标志物
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0  引言

肿瘤干细胞理论认为, 肿瘤中存在肿瘤干细胞, 
他们具有自我更新和无限增殖能力, 是肿瘤发

生、发展、治疗后复发和转移的根源 [1-3].  到
目前, 已经在白血病、脑肿瘤、乳腺癌、胰腺

癌、前列腺癌、卵巢癌、尤文肉瘤等[4-10]多种恶

性肿瘤中分离出肿瘤干细胞. 我们用无血清培

养基成功从人胆囊癌GBC-SD细胞中分离扩增

出肿瘤干细胞并进行生物学研究, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM/F12(1∶1)培养基(Gibco); B27添
加剂(Gibco); 人表皮生长因子(EGF, Pe-proTech); 
人碱性成纤维生长因子(bFGF, Pepro-Tech); L -
谷氨酰胺(Sigma); 特级胎牛血清(Hy-clone); 抗
CD15s-FITC(Santa Cruz); 抗CD24-PE(BD); 人胆

囊癌细胞系GBC-SD购自上海中国科学院研究

所; 实验用裸鼠由华中科技大学同济医学院实验

动物中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胆囊癌细胞系GBC-SD, 用
含100 mL/L胎牛血清、100 kU/L青霉素和100 
kU/L链霉素的DMEM/F12培养基, 在37 ℃、50 
mL/L CO2饱和湿度条件下培养, 0.2 g/L胰蛋白

酶的消化、传代, 实验选用对数生长期的细胞. 
1.2.2 肿瘤球的培养和扩增: 取对数生长期的

细胞消化后 ,  P B S洗2次 ,  用无血清培养基悬

浮培养, 无血清培养基由DMEM/F12(1∶1)、
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B27(1∶50)、EGF(20 µg/L)、bFGF(10 mg/L)、
LIF(10 mg/L)和L -谷氨酰胺(2 mmol/L)组成. 每
天加入0.25 mL无血清培养基, 观察细胞球形成

的过程, 拍照并记录. 10 d后收集细胞球吹散后

按1∶2传代, 以后每天加入0.25 mL的培养基, 7 
d传代续培养扩增. 
1.2.3 肿瘤球的分化: 将生长良好的肿瘤球置入

含100 mL/L血清的DMEM/F12中培养, 观察细胞

的生长情况, 待细胞完全贴壁后, 应用免疫细胞

化学法检测胆囊癌的分化标志物CD44s. 
1.2.4 细胞体外增殖能力检测: 将肿瘤球和普通

GBC-SD细胞制成细胞密度为1 000个活细胞

/100 µL的单细胞悬液, 接种于96孔板, 每孔加液

100 µL, 并每孔补加100 µL继续培养, 分别在培

养的0、1、3、5、7 d进行MTT比色试验. 每孔

加入MTT溶液(5 g/L)20 µL, 37 ℃孵育4 h后, 每
孔加入DMSO 150 µL震荡, 选择490 nm波长, 在
酶联免疫检测仪测定各孔的吸光度(A )值, 以时

间为横轴, A值为纵轴, 绘制细胞生长曲线. 
1.2.5 动物体内成瘤实验: 将肿瘤球和普通GBC-
SD细胞消化吹散制成单细胞悬液, 用不含血清

的PBS洗2次后, PBS重悬, 按1×104数量级分别

注入裸鼠右腹部皮下, 观察移植瘤形成时间及

生长速度的情况. 自肉眼可观察到移植瘤形成

持续观察6 wk, 测量移植瘤的大小, 并处死、解

剖裸鼠取出肿瘤. 
1.2.6 免疫组织化学: 将裸鼠皮下移植瘤甲醛固

定, 制成切片行HE染色, 部分行脱蜡、水化及抗

原修复后, 按照说明书应用免疫组织化学SP法
检测胆囊癌敏感标志物CA19-9的表达. 
1.2.7 流式细胞术检测肿瘤干细胞标志物的表

达: 将肿瘤球和普通GBC-SD细胞制成单细胞悬

液, 细胞PBS洗2次后, 用含20 mL/L胎牛血清的

PBS重悬, 调整细胞密度为1×106/mL, 分别标上

肿瘤干细胞标志物的抗体: 抗CD15s-FITC和抗

CD24-PE, 冰上避光孵育40 min后, PBS洗2次, 上
流式检测其表达.

统计学处理 应用SPSS11.0软件处理数据, 
标志物表达差异采用两样本t检验, P <0.05为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 胆囊癌细胞在无血清培养基中生成肿瘤球 
胆囊癌细胞在无血清培养基中培养48 h后, 少
部分细胞贴壁, 大部分细胞不贴壁, 可见少量细

胞球形成, 细胞数目4-8个不等, 悬浮生长, 细胞

www.wjgnet.com

■相关报道
自1997年Bonnet等
从白血病细胞中
分离出肿瘤干细
胞后, 目前人们已
经相继在多种实
体肿瘤中分离出
肿瘤干细胞, 并进
一步研究其生物
学特性的维持机
制. 目前已经证实
细胞信号通路、

microRNA等在肿
瘤干细胞生物学
特性的维持中其
重要作用, 有望成
为治疗的靶点. 
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间连接较紧密. 随着时间的延长, 细胞球渐增大, 
细胞数目增多, 培养5-7 d后, 可观察到数十个细

胞组成的细胞球, 细胞呈椭圆形或者类圆形, 随
着时间的延长生长速度渐减慢(图1). 经吹散后

继续在无血清培养基中培养, 部分细胞仍可继

续形成新的肿瘤球, 且在相同细胞密度培养的

条件下, 肿瘤球细胞形成的肿瘤球较普通GBC-
SD细胞形成的肿瘤球数目明显增多, 但仍有相

当一部分的肿瘤球细胞未能形成新的肿瘤球.
2.2 肿瘤球在含血清环境中发生分化 含血清培

养基培养6 h时候后, 肿瘤球周边可见细胞贴壁, 
贴壁细胞呈梭形, 随着时间的延长, 贴壁细胞增

多, 肿瘤渐缩小(图2A), 培养48 h后, 组成肿瘤球

的细胞基本上全部贴壁, 肿瘤球消失. 经免疫细

胞化学检测, 贴壁细胞明显表达胆囊癌分化相

关标志物CD44s(图2B).
2.3 肿瘤球细胞体外具有强增殖能力 MTT检测结

果显示, 在相同的时间内, 肿瘤球细胞的A值较普

通细胞明显增高, 显示更强的增殖能力(图3).
2.4 肿瘤球细胞具有强致瘤的能力 接种肿瘤

球细胞裸鼠在5 w k后可观察到形成明显的移

植瘤, 成瘤率80.00%(8/10), 而接种普通GBC-
SG细胞的裸鼠移植瘤形成不明显，成瘤率仅

10.00%(1/10)(图4), 差异有统计学意义(8/10 vs  
1/10, P <0.05). 移植瘤经HE染色, 可见细胞核大, 
深染, 细胞排列紊乱, 经免疫组织化学检测, 肿瘤

球细胞形成的移植瘤明显表达胆囊癌敏感标志

物CA19-9(图5).
2 .5  C D15s+细胞在肿瘤球细胞中比例增高  
CD15s在普通GBC-SD细胞和肿瘤球细胞中阳

性率的差异有统计学意义(2.56%±0.38% v s  

图  1  GBC-SD细胞在无血清培养基中形成的肿瘤球(×200).

图  2  肿瘤球细胞在含血清的环境中渐贴壁生长以及CD44s
在其中的表达. A: 肿瘤球细胞贴壁生长(×200); B: CD44s的

表达(SP×200).
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图  4  裸鼠皮下移植瘤形成比较. A: 植入肿瘤球细胞; B: 植

入普通GBC-SD细胞.

■创新盘点
本研究利用在干
细胞环境中扩增
胆囊癌干细胞, 并
根据细胞表面标
志物表达的变化
来发现可能的肿
瘤干细胞标志物, 
可有效地避开对
非特异标志物的
验 证 ,  并 首 次 以
CD15s为肿瘤干细
胞标志物来研究.
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10.77%±0.93%, t = 18.25, P <0.05), CD24阳性细

胞率差异无统计学意义(t = 1.641, P >0.05, 图6).

3  讨论

胆囊癌是胆道系统最常见的恶性肿瘤, 其难以

早期发现并极易发生侵袭转移, 确诊时多数患

者因处于晚期而丧失了最佳手术时机, 虽然近

年来胆囊癌手术切除范围不断扩大, 其总体5年
生存率仍在5%左右[11,12]. 临床实践表明, 目前的

手术治疗方法几乎达到了极限, 放疗、化疗等

综合治疗仍是有望提高患者生存率的重要手段. 
但是遗憾的是, 胆囊癌对目前的各种化疗药物

都不敏感. 近来的研究表明, 肿瘤的发生、发展

和转移与肿瘤干细胞相关, 这小群细胞具有自

我更新、耐受放化疗、高致瘤性等特性, 是治

疗后肿瘤复发的原因[13,14]. 因此, 研究胆囊癌干

细胞, 阐明其特殊的生物学特性是有效治疗胆

囊癌的关键之一. 
由于肿瘤干细胞在肿瘤组织中含量很少且

分离困难, 因而对其生物学特性的研究具有很

大难度. 在长期的研究中, 人们观察到含EGF、
bFGF、LIF的无血清培养基可以促进正常干细

胞的体外扩增而不发生分化[15], bFGF可以促进

神经干细胞进行不对称分裂, 从而实现自我更

新并产生具有对EGF反应性的干细胞, 而EGF反
应性的干细胞在EGF作用下, 通过有丝分裂进

行自我扩增, 并通过不对称分裂来生成具有对

bFGF反应性的神经干细胞. LIF有助于保持干细

胞的未分化状态, 并延长干细胞体外扩增时间. 
Singh等[5]用无血清培养基从神经上皮肿瘤中培

养出细胞球, 并证实其具有肿瘤干细胞的特性, 
在对结肠癌、骨肉瘤、肺癌、黑色素瘤、皮肤

癌等肿瘤干细胞的研究中[16-20], 人们也观察到通

过无血清培养可以分离扩增出肿瘤干细胞. 据
以上研究, 可以通过选择合适的培养基培养肿

瘤细胞球来扩增肿瘤干细胞, 并通过免疫学或

者利用细胞功能, 将肿瘤干细胞进一步分离纯

化. 在此研究中, 我们用含有bFGF、EGF、B27
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图  6  流式细胞术检测CD15s和CD24在
GBC-SD细胞中的表达. A, C: 普通细胞; B, 

D: 肿瘤球细胞; A, B: CD15s-FITC; C, D: 

CD24-PE.

图  5  裸鼠皮下移植瘤HE染色以及CA199在其中的表达. A: HE染色(×200); B: CA199的表达(SP,×200).

A B■应用要点
标志物CD15s在
肿瘤球细胞中表
达上调, 提示可能
为特异标志物, 可
尝试用来分离细
胞亚群并进行生
物学鉴定. 



www.wjgnet.com

石程剑, 等. 无血清培养胆囊癌GBC-SD细胞形成肿瘤细胞球的鉴定                                             		            869

和LIF的培养基来培养胆囊癌细胞, 观察到大部

分胆囊癌细胞不能耐受无血清培养基的环境而

停止增殖并出现相继凋亡, 少部分细胞在培养48 
h后渐出现分裂增殖, 随着培养时间的延长渐形

成细胞球并不断增大, 经吹散传10代以上仍可

以形成相同的肿瘤球, 且在相同初始细胞密度

的条件下, 肿瘤球细胞形成的肿瘤球较由非肿

瘤球GBC-SD细胞形成的肿瘤球数目明显增多, 
但仍有相当一部分的肿瘤球细胞未能形成新的

肿瘤球. 经过在含血清的环境中培养, 肿瘤球细

胞出现贴壁生长并基本上均表达胆囊癌分化标

志物CD44s[21], 说明肿瘤球中未分化的细胞发生

分化. 此外, 高致瘤性是肿瘤干细胞的另一主要

特征, 而高致瘤性主要从两个方面来评价[22], 一
是肿瘤干细胞的体外克隆形成能力, 另外是肿

瘤干细胞在免疫缺陷动物体内形成肿瘤的能力. 
在此研究中我们观察到, 来自肿瘤球的细胞体

外增殖能力明显高于普通GBC-SD细胞, 此外, 
动物实验结果也显示肿瘤球细胞具有更强的形

成移植瘤能力, 这些均支持肿瘤球中富含有肿

瘤干细胞的设想. 
在肿瘤干细胞的研究中, 难点首先在于对

肿瘤干细胞的识别, 由于在同一肿瘤中, 肿瘤干

细胞和其他普通的肿瘤细胞的形态和大小没有

明显区别, 无法从形态学上辨别. 目前很多研究

主要通过细胞表面标志物来识别和分离肿瘤干

细胞, 如前列腺癌干细胞表达CD44[23]、肝癌干

细胞表达CD90[24]、胰腺癌[25]和甲状腺癌[26]干

细胞表达CD133等. 为了检测胆囊癌GBC-SD
中高致瘤细胞的细胞表型, 我们选择CD15s和
CD24蛋白来研究, 近来研究表明CD15s和肿瘤

的发展、预后相关[27-30], CD24被证实为多种肿

瘤干细胞[6,7]的特异性表面标志. 本实验通过流

式分析显示, CD15s+在肿瘤球细胞中的比例明

显高于普通细胞, 因而认为CD15s可能为胆囊癌

肿瘤干细胞的细胞表面标记. 
据以上研究, 我们认为胆囊癌细胞系GBC-

SD中存在肿瘤干细胞, 可以通过无血清培养基

培养形成肿瘤细胞球的方法得以一定程度的扩

增, 为进一步的分离和鉴定提供条件, CD15s可
能为其特异性表面标记. 本研究为胆囊癌肿瘤

干细胞的进步一研究奠定了基础.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1 112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 

与影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)


