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摘   要	 目的：从人胆管癌细胞系 QBC-939 中分离具有干细胞特征的肿瘤细胞，为后续胆管癌干细胞的研究提

供材料。

方 法： 用 无 血 清 培 养 法 及 流 式 细 胞 分 选 法 从 QBC-939 细 胞 中 分 离 得 到 具 有 干 细 胞 特 征 的

CD133+EpCAMhigh 干 细 胞 样 细 胞， 继 续 在 无 血 清 培 养 基 中 培 养， 观 察 其 成 球 能 力， 并 比 较

CD133+EpCAMhigh 干细胞样细胞与 QBC-939 细胞单克隆形成率、耐药性，增殖能力，干细胞相关核转

录因子 OCT-4、Bmi-1、E-cadherin 蛋白表达情况，以及 BALB/c 小鼠皮下移植后的成瘤能力。

结果：在无血清培养基中，CD133+EpCAMhigh 干细胞样细胞具有较强的成球能力。与 QBC-939 细胞比

较，CD133+EpCAMhigh 干细胞样细胞克隆形成率、洛铂耐药性、增殖明显增加；干细胞相关核转录因

子 OCT-4、Bmi-1 表达明显增加，而 E-cadherin 表达明显降低；皮下移植瘤形成率明显增加。以上差

异均有统计学意义（均 P<0.05）。

结论：从人胆管癌 QBC-939 细胞中分离的干细胞样细胞具有肿瘤干细胞特性，可用于胆管癌干细胞的

研究。
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胆管癌是源自胆管上皮的恶性肿瘤[1]，由于早

期 症 状 不 典 型 ， 因 此 早 期 诊 断 的 误 诊 率 很 高 ， 导

致手术切除率低且预后较差[2]。肿瘤干细胞是肿瘤

组 织 内 能 够 自 我 更 新 并 有 能 力 再 生 肿 瘤 的 一 小 部

分 细 胞 ， 具 有 干 细 胞 的 自 我 更 新 和 分 化 特 性 ， 本

课 题 立 足 于 肿 瘤 干 细 胞 学 说 ， 通 过 无 血 清 培 养 法

及 流 式 细 胞 分 选 法 分 离 具 有 干 细 胞 特 性 的 胆 管 癌

干 细 胞 ， 并 验 证 其 干 细 胞 的 生 物 学 特 性 ， 为 将 来

针 对 胆 管 癌 干 细 胞 靶 向 治 疗 特 供 理 论 基 础 和 研 究

模型。

1　材料与方法

1.1  材料

胆 管 癌 细 胞 株 Q B C - 9 3 9 为 本 实 验 室 保 存 ，

D M E M 培 养 基 、 D M E M / F 1 2 培 养 基 、 胰 蛋 白 酶 、

双 抗 和 P B S 缓 冲 液 购 自 H y c l o n e 公 司 ， 胎 牛 血 清

购 自 杭 州 四 季 青 公 司 ， 二 甲 基 亚 砜 （ D M S O ） 购

自sigma公司，表皮生长因子（epidermal  g rowth 

factor，EGF）、碱性成纤维细胞生长因子（basic 

f i b rob las t  g row th  f ac t o r，bFGF）、干细胞培养

添 加 剂 B 2 7 购 自 S i g m a 公 司 ， 超 低 黏 附 6 孔 板 购 自

Corning公司，PE-anti  CD133购自Miltenyi公司，

FITC-anti ESA购自Biolegend公司。

1.2  细胞培养

1.2.1  普通细胞培养　使用 10% 胎牛血清 +89.5% 

DMEM+0.5% 双 抗 构 成 完 全 培 养 基， 细 胞 培 养 在

37 ℃、100% 湿度、5%（体积分数）的 CO2 培养

箱 中 培 养 胆 管 癌 细 胞 株 QBC-939， 待 细 胞 密 度 达

到 80% 时，用胰酶消化，1:3 传代。

1.2.2  无 血 清 培 养 法 悬 浮 培 养　 使 用 DMEM/

F12+EGF（20 ng/mL）+bFGF（20 ng/mL）+4%B27

配成无血清培养基，取对数生长期的胆管癌 QBC-
939 细胞，加入适量胰酶消化，机械吹打成单细胞

悬液后，经细胞计数板计数后，加入无血清培养基，

调整细胞密度为 5×103/mL，接种于超低黏附 6 孔

板， 每 孔 2 mL（ 即 每 孔 104 个 细 胞）， 使 用 倒 置

显 微 镜 每 日 观 察 细 胞 变 化， 在 400 倍 条 件 下 进 行

拍照，每 2~3 天加入无血清培养基 500 μL，10 d 后，

收集克隆细胞球，将克隆细胞球吹散，再置入超低

黏附 6 孔板中继续传代培养扩增。

1.3  胆管癌干细胞分离

收集无血清培养的克隆细胞球，1 000 r/min× 

5  m i n 离 心 ， 倒 掉 上 清 液 ， 加 入 5  m L 缓 冲 液 ， 吹

打后再次离心，倒掉上清液，加入1 mL胰酶，吹

打 成 单 细 胞 悬 液 ， 加 入 完 全 培 养 基 终 止 消 化 ， 再

次 离 心 ， 倒 掉 上 清 液 ， 加 入 3  m L 缓 冲 液 ， 吹 打

均匀后再次离心，倒掉上清液，加入100 μL缓冲

液，吹打均匀，加入10 μL PE-anti  CD133和5 μL 

FITC-anti  ESA，冰上孵育20 min，同时每种荧光

抗 体 做 荧 光 对 照 ， 上 机 做 流 式 细 胞 分 选 ， 分 选 出

CD133+EpCAMhigh干细胞样细胞。

1.4  胆管癌干细胞培养

将 分 选 的 C D 1 3 3 +E p C A M h i g h干 细 胞 样 细 胞 吹

打 均 匀 ， 使 用 细 胞 计 数 板 进 行 细 胞 技 术 ， 计 数

后 以 1 0 4 个 细 胞 接 种 在 超 低 黏 附 6 孔 板 上 ， 每 孔

加入2 mL无血清培养基，置入37 ℃，5% CO 2，

100%湿度条件下培养，每2~3天加入无血清培养基 

500 μL，10 d后，收集克隆细胞球，将克隆细胞球吹

散，再置入超低黏附6孔板中继续传代培养扩增。

OCT-4, Bmi-1 and E-cadherin, as well as the tumor formation ability after subcutaneous implantation in BALB/c 

mice were compared between CD133+EpCAMhigh stem cell-like cells and QBC-939 cells.

Results: CD133+EpCAMhigh stem cell-like cells showed a relatively strong sphere forming ability in the serum-

free medium. In CD133+EpCAMhigh stem cell-like cells compared with QBC-939 cells, the colony formation 

rate, resistance to lobaplatin, and proliferative ability were significantly increased; the OCT-4 and Bmi-1 

protein expressions were up-regulated, while the E-cadherin protein expression was down-regulated; the rate of 

subcutaneous xenograft formation was significantly increased. All the differences had statistical significance (all 

P<0.05).

Conclusion: The stem cell-like cells derived from cholangiocarcinoma QBC-939 cells possess stem cell 

properties, and can be used for cholangiocarcinoma stem cell research.

Key words	 Bile Duct Neoplasms; Neoplastic Stem Cells; Tumor Stem Cell Assay
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1.5  胆管癌干细胞鉴定

1.5.1  单克隆形成率　将处于对数生长期的胆管

癌 QBC-939 细 胞 和 CD133+EpCAMhigh 干 细 胞 样 细

胞消化，离心，加入 3 mL PBS 清洗，用无血清培

养基重悬，使用细胞计数板计数后，加入 96 孔板中，

每孔 1 个细胞，200 μL 无血清培养基，置于 37 ℃，

5%CO2，100% 湿度条件下培养，隔天观察并记录

肿瘤细胞球形成数目，观察肿瘤细胞球形成率，连

续观察 1 周。

1.5.2  生 长 曲 线　 将 处 于 对 数 生 长 期 的 胆 管 癌

QBC-939 细胞和 CD133+EpCAMhigh 干细胞样细胞消

化成单细胞悬液后使用细胞计数板进行计数，将细

胞悬浮与普通完全培养基（10% 胎牛血清 +89.5% 

DMEM+0.5% 双 抗） 中， 接 种 于 96 孔 板 中， 每 孔

200 μL，1 000 个细胞，分为 5组，每组 4 个复孔，

采用 MTT 比色法，逐日检测一组细胞吸光值。每

孔 加 入 MTT 20 μL， 置 于 培 养 箱 内 孵 育 4 h，4 h

后，小心吸去孔内培养基，加入 100 μL 二甲基亚

砜（DMSO），置摇床上低速振荡 10 min，使结晶

物 充 分 溶 解。 在 酶 联 免 疫 检 测 仪 OD490 nm 处 测

量各孔的吸光值。

1.5.3  耐 药 实 验　 将 处 于 对 数 生 长 期 的 胆 管 癌

QBC-939 细胞和 CD133+EpCAMhigh 干细胞样细胞消

化成单细胞悬液后使用细胞计数板进行计数，将细

胞 悬 浮 于 普 通 完 全 培 养 基（10% 胎 牛 血 清 +89.5% 

DMEM+0.5% 双 抗） 中， 接 种 于 96 孔 板 中， 每 孔

200 μL，104 个细胞，分为 6 组，每组 4 个复孔，

培养箱中培养 24 h 后，分别加入 0、5、10、20、

40、80 μg/mL 洛铂，置于培养箱中培养 96 h，采

用 MTT 比色法检测各组吸光值。

1.5.4  蛋白质表达检测　裂解细胞后提取收集蛋

白， 按 照 BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒（Wellbio） 使 用

说 明 操 作， 测 定 蛋 白 浓 度， 取 各 组 蛋 白 50 μg，

计 算 各 个 样 品 所 需 取 样 量， 分 离 蛋 白 后， 电 转 移

至 聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 上， 用 1×TBST 配 制 5% 脱 脂

奶 封 闭， 室 温 放 置 1 h， 加 入 一 抗 OCT-4（1:500

稀 释 ）、Bmi-1（1:500 稀 释 ）、E-cadherin 

（1:1 000 稀 释 ） 及 β-actin（1:4 000 稀 释 ）， 

4 ℃孵育过夜，TBST 洗涤后，加入稀释后的二抗

与膜共同孵育 45~60 min。孵育结束，1×TBST 洗 

3 次， 使 用 ECL 化 学 发 光 液（Thermo） 与 膜 孵 育

3 min，在暗盒内与 X 胶片曝光数秒至数分钟，显

影冲洗。

1.5.5  动物体内成瘤试验　将处于对数生长期的

胆 管 癌 QBC-939 细 胞 和 CD133+EpCAMhigh 干 细 胞

样 细 胞 消 化 成 单 细 胞 悬 液 后 使 用 细 胞 计 数 板 进 行

计数，用 PBS 洗 2 次后，PBS 重悬，将待测细胞收

集后调整至所需浓度，选取 4~5 周龄的 BALB/c 雌

性小鼠 30 只，随机分为 6 组，每组 5 只，于腹壁

皮下注射细胞悬液 100 μL，细胞数量分别为 103、

104、105 个，将小鼠饲养在 25 ℃恒温无特定病原

体（specific pathogen-free，SPF） 屏 障 系 统 内，

连续观察 8 周，比较两组小鼠肿瘤形成率。

1.6  统计学处理

应 用 S P S S  1 9 . 0 统 计 软 件 进 行 数 据 分 析 。

所 有 实 验 均 重 复 3 次 ， 试 验 结 果 用 均 数 ± 标 准

差 （ x± s） 表 示 ， 组 间 比 较 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  CD133+EpCAMhigh 干细胞样细胞生长情况

将 分 离 的 细 胞 接 种 后 ， 在 无 血 清 培 养 基 中 培

养到第10天，可观察到数十个细胞组成的细胞，

细 胞 之 间 紧 密 连 接 。 表 明 干 细 胞 样 细 胞 可 以 在 无

血 清 的 培 养 基 中 悬 浮 生 长 ， 并 随 着 时 间 延 长 ， 细

胞球逐渐增大，细胞数目逐渐增多（图1）。

图 1　细胞成球实验（×400）
Figure 1　Cell sphere forming assay (×400)

3 d 5 d 7 d 10 d
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2.2  胆管癌细胞单克隆形成率

通过1周观察，胆管癌QBC -939细胞有9个孔

（ 接 种 5 2 个 孔 ） 、 1 0 个 孔 （ 接 种 5 4 个 ） 、 9 个 孔

（接种53个孔）形成细胞球，单克隆形成率分别

为17.3%、18.5%、16.8%；而CD133 +EpCAM high

干细胞样细胞有39个孔（接种54个孔）、38个孔

（ 接 种 5 0 个 孔 ） 、 4 2 个 孔 （ 接 种 5 7 个 孔 ） 形 成

细 胞 球 ， 单 克 隆 形 成 率 分 别 为 7 2 . 2 % 、 7 6 . 0 % 、

73.7%；CD133 +EpCAM high干细胞样细胞单克隆形

成率较QBC-939细胞明显增高（P<0.05）。

2.3  生长曲线比较

通过测定每组细胞吸光值，CD133+EpCAMhigh

干细胞样细胞与胆管癌QBC-939细胞比较，吸光值

增加（P<0 .05），说明将两种细胞培养相同的时

间 ， 干 细 胞 样 细 胞 数 目 明 显 增 多 ， 提 示 干 细 胞 样

细胞增殖速率快，同样符合干细胞特性（图2）。
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图 2　细胞生长曲线
Figure 2　 Cell growth curves

2.4  耐药实验

通 过 对 比 各 组 细 胞 吸 光 值 ， 可 见 当 加 入

洛 铂 浓 度 相 同 时 （ 洛 铂 浓 度 小 于 4 0  μ g / m L ） ，

C D 1 3 3 + E p C A M h i g h 干 细 胞 样 细 胞 的 吸 光 值 明 显

高 于 胆 管 癌 Q B C - 9 3 9 细 胞 （P<0 . 0 5 ） （ 图 3 ） ，

即 干 细 胞 样 细 胞 存 活 数 目 高 于 普 通 细 胞 ， 

CD133+EpCAMhigh干细胞样细胞较胆管癌QBC-939

细胞更耐药，符合干细胞耐药特性。

2.5  干细胞相关蛋白表达分析

W e s t e r n  b l o t 法 检 测 结 果 显 示 ， C D 1 3 3 + 

E p C A M h i g h干 细 胞 样 细 胞 表 达 干 细 胞 相 关 核 转 录

因子OCT-4约为QBC-939细胞的1.62倍，Bmi-1约为 

2 . 4 倍 ， 而 E - c a d h e r i n 含 量 较 低 ， 约 为 0 . 5 1 倍 

（图4）。

图 3　细胞耐药试验
Figure 3　 Drug resistance assay
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图 4　Western blot 检测干细胞相关蛋白表达　　1：QBC-
939 细胞；2：CD133+EpCAMhigh 干细胞样细胞

Figure 4　Western blot analysis for expressions of the stem cell- 
associated proteins　　1: QBC-939 cells; 2: CD133+ 
EpCAMhigh stem cell-like cells
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2.6  致瘤性分析

将 接 种 了 肿 瘤 细 胞 的 B A L B / c 雌 性 小 鼠 连

续 培 养 8 周 后 ， 比 较 两 组 小 鼠 成 瘤 率 显 示 ， 胆

管 癌 Q B C - 9 3 9 细 胞 在 1 0 3个 细 胞 时 无 法 成 瘤 ， 而

C D 1 3 3 +E p C A M h i g h干 细 胞 样 细 胞 在 1 0 3个 细 胞 时

培 养 4 周 即 有 1 只 小 鼠 成 瘤 ， 1 0 5个 细 胞 时 成 瘤 率

1 0 0 % ， 可 见 C D 1 3 3 +E p C A M h i g h干 细 胞 样 细 胞 在

小 鼠 体 内 成 瘤 率 明 显 强 于 胆 管 癌 Q B C - 9 3 9 细 胞

（P<0.05）（表1）。

表 1　皮下移植瘤形成能力比较 [n（%）]
Table 1　Comparison of subcutaneous xenograft formation [n (%)]
　组别 2 周 4 周 8 周
QBC-939 细胞
　103 组 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0）
　104 组 0（0.0） 0（0.0） 1（20.0）
　105 组 0（0.0） 2（40.0） 3（60.0）
CD133+EpCAMhigh 干细胞样细胞
　103 组 0（0.0） 1（20.0） 2（40.0）
　104 组 0（0.0） 2（40.0） 4（80.0）
　105 组 1（20.0） 5（100.0） 5（100.0）
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3　讨　论

胆管癌在胆道系统恶性肿瘤中占据首位，因早

期症状不典型，导致误诊率很高，手术切除率低，

术后易复发，患者5年生存率低，预后较差 [2]。肿

瘤干细胞是肿瘤组织内具有自我更新和分化特性[3]

的 一 小 部 分 细 胞 ， 所 占 比 例 非 常 小 ， 一 般 只 占 细

胞总数的0.01%~2% [4]，拥有与肿瘤和干细胞相关

的 信 号 传 导 通 路 。 肿 瘤 干 细 胞 理 论 认 为 ， 肿 瘤 干

细胞比例与肿瘤恶性程度成正相关[5]，肿瘤复发、

难以根治的主要原因是肿瘤的多耐药性[6]，已有研 

究[7]证明，肿瘤干细胞具有化疗抗性，只有杀死全

部 的 肿 瘤 干 细 胞 ， 肿 瘤 才 能 被 治 愈 。 因 此 ， 针 对

干 细 胞 的 靶 向 治 疗 同 传 统 抗 癌 疗 法 相 结 合 的 治 疗

方案可能可以有效控制癌症复发。

目 前 研 究 者 常 利 用 肿 瘤 干 细 胞 表 面 特 异 性

标 记 物 来 分 离 肿 瘤 干 细 胞 [ 8 ]， 主 要 包 括 流 式 细 胞

分 选 法 （ f l u o r e s c e n c e - a c t i v a t e d  c e l l  s o r t i n g ，

FAC S）和免疫磁珠分选法（ma g ne t i c -a c t i v a t e d 

cell  sort ing，MACS），另外还有一些其他方法，

包括旁群细胞（side population，SP）分选法、无

血清培养基（serum - f ree  medium，SFM）分选法

等 ， 但 其 获 得 的 肿 瘤 干 细 胞 纯 度 、 应 用 范 围 不 如

上 述 两 种 方 法 。 迄 今 为 止 ， 已 有 多 种 肿 瘤 干 细 胞

被从肿瘤组织或肿瘤细胞株分离获得，Sell等 [9]于 

1 9 8 9 年 在 化 学 诱 导 肝 癌 大 鼠 模 型 上 提 出 了 胆 管

癌 干 细 胞 的 存 在 ， 有 研 究 [ 1 0 ]证 明 了 肝 干 细 胞 / 祖

细 胞 自 我 更 新 机 制 的 紊 乱 是 胆 管 细 胞 癌 发 生 的 一

个 早 期 事 件 。 然 而 ， 这 些 仍 不 足 以 解 释 胆 管 癌 干

细 胞 在 胆 管 癌 的 发 病 机 制 中 所 起 的 作 用 。 本 研 究

中 ， 利 用 干 细 胞 特 异 性 表 面 标 记 物 E p C A M [ 1 1 - 1 2 ]

和C D133 [ 1 3 -1 4 ]，通过无血清培养法结合流式细胞

分 选 法 从 胆 管 癌 细 胞 系 Q B C - 9 3 9 中 分 离 获 得 了

CD133+EpCAMhigh干细胞样细胞，结合了干细胞分

离的两种方法，提高了干细胞纯度。

在 单 克 隆 形 成 试 验 中 ， 胆 管 癌 细 胞 系 Q B C -
939和分离的CD133 +EpCAM high干细胞样细胞均可

以形成肿瘤细胞球，但CD133+EpCAMhigh干细胞样

细胞的单克隆形成率明显高于胆管癌细胞系QBC -
939，这证实这些细胞具有自我更新能力。通过比

较两种细胞生长曲线，不难发现CD133+EpCAMhigh

干细胞样细胞繁殖速率较胆管癌细胞系QBC-939明

显增快，符合干细胞一般特性。

肿 瘤 干 细 胞 具 有 化 疗 抗 性 [ 7 ]， 肿 瘤 干 细 胞 能

表 达 A T P 结 合 框 转 运 体 （ A T P - b i n d i n g  c a s s e t t e 

t r a n s p o r t e r ， A B C ） ， 使 其 能 泵 出 抗 肿 瘤 药 物

和 毒 性 物 质 ； 肿 瘤 干 细 胞 类 似 正 常 干 细 胞 的

活 跃 的 D N A 修 复 能 力 以 及 抗 凋 亡 能 力 同 样 有

助 于 肿 瘤 在 化 疗 中 存 活 [ 1 5 ] ， 在 耐 药 性 试 验 中 ，

CD133+EpCAMhigh干细胞样细胞对化疗药的抵抗能

力明显强于胆管癌细胞系QBC-939，同样符合干细

胞一般特性。

O C T - 4 是 一 种 干 细 胞 相 关 核 转 录 因 子 [ 1 6 ] ，

在 干 细 胞 维 持 自 我 更 新 和 全 能 性 分 化 中 起 关 键

作 用 [ 1 7 ]。 B m i - 1 在 维 持 肿 瘤 干 细 胞 的 功 能 、 更 新

中 有 重 要 作 用 ， 在 肿 瘤 形 成 、 复 发 及 转 移 中 具

有 决 定 性 作 用 [ 1 8 - 1 9 ] 。 E - c a d h e r i n 是 介 导 上 皮 黏

附 、 阻 止 肿 瘤 细 胞 脱 离 原 发 灶 ， 从 而 抑 制 肿 瘤

转 移 的 关 键 分 子 ， 是 经 典 W n t 通 路 的 关 键 因 子 ，

CD133 +EpCAM high干细胞样细胞中OCT -4、Bmi -1

表达高，E-cadherin表达低，且动物体内致瘤性明

显高于普通胆管癌细胞，这表明CD133+EpCAMhigh

干细胞样细胞侵袭能力强，具有干细胞特性[20-21]。

总之，胆管癌细胞系QBC -939中有一小部分

肿 瘤 细 胞 ， 能 够 在 无 血 清 培 养 基 中 存 活 ， 并 具 有

较 强 自 我 更 新 能 力 、 繁 殖 能 力 和 耐 药 性 ， 且 高 表

达 干 细 胞 相 关 蛋 白 ， 通 过 无 血 清 培 养 和 流 式 细 胞

分 选 法 可 以 将 这 部 分 具 有 干 细 胞 特 性 的 胆 管 癌 干

细 胞 分 离 出 来 ， 为 后 续 肿 瘤 干 细 胞 研 究 及 靶 向 治

疗奠定了基础。
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