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[摘要] 目的 研究人胃癌BGC-823肿瘤细胞系中是否存在悬浮生长的肿瘤球，检测前胃泌素(progastrin，Pro-GRP)在肿瘤球中的表

达。方法 取贴壁生长的BGC-823细胞，用有限稀释法和无血清培养法培养，并利用软琼脂克隆形成实验证实BGC-823中存在悬浮生长

的具有干细胞特性的肿瘤球，流式细胞仪（FCM）检测该肿瘤球中ABCG2、CD44、CD166的表达。ELISA、细胞免疫荧光、FCM方法

比较血清Pro-GRP分别在肿瘤球和贴壁细胞中的表达差异。结果 有限稀释法和无血清培养法均在BGC-823细胞系中培养出了悬浮生长

的肿瘤球；克隆形成能力显示：肿瘤球为（37.63±5.99），贴壁细胞为（10.75±3.37），二者间有统计学差异（P=0.007）；FCM显示肿

瘤球ABCG2的表达率（57.17±3.49）明显高于贴壁细胞（8.67±0.77）（P=0.000）；血清Pro-GRP在肿瘤球中的表达(73.37±9.42)明显高于

贴壁细胞(5.11±1.03)(P=0.002)。结论 人胃癌BGC-823 细胞系中存在悬浮生长的肿瘤球，Pro-GRP的表达与肿瘤球有很高的相关性。
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[Abstract] Objective：To explore whether suspension tumor spheres exist in human gastric cell line BGC-823 or not，

and investigate the expression of progastrin(Pro-GRP) in tumor spheres。Methods: Adherent cells were cultured by limit
diluting assay and serum-free culture assay, then confirmed the existence of suspended cells that possessed the characteristic
of stem cells by colony formation capability assay in BGC-823. FCM has been applied to detected the expression of
ABCG2. Compare the different expressions of Pro-GRP between tumor spheres and adherent cells by ELISA，
immunofluorescence and FCM. Results: The suspended tumor spheres were formed by limit diluting assay and
serum-free culture assay. The difference of colony formation capability between suspended tumor spheres (37.63±5.99) and
adherent cells(10.75±3.37) is significant(P=0.007). The expression of ABCG2 in suspended tumor spheres (57.17±3.49)
was obviously higher than adherent cells(8.67±0.77)(P=0.000) by FCM. The expression of Pro-GRP in suspended tumor
spheres (73.37±9.42) was markedly higher than adherent cells (5.11±1.03) (P=0.002). Conclusions: Tumor spheres exist in
human gastric cell line BGC-823 and there is high relationship between Pro-GRP and tumor spheres.
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胃癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，严重威胁人类生命，在我国胃癌发病率一直高居不下，尤其在我省河西走

廊一代更是居于首位。胃癌的发生很可能起源于正常胃干细胞，但一直缺乏客观可靠的直接证据。胃癌起源的最新

研究认为胃癌源于骨髓细胞中的间充实干细胞[1]。Goodell等[2]首次于骨髓细胞中发现了一群染色很浅的细胞，称为

侧群(side population，SP) 细胞，体积较小。有研究证明SP细胞具有干细胞的自我更新和多向分化潜能，在一定

程度上可以代表干细胞[3-5]。近些年,在实体肿瘤中也发现了SP细胞的存在[5-6]。

胃泌素是一种重要的胃肠激素[7]，它对于食物的消化有着很重要的调节作用，并且可以促进胃肠道上皮细胞的

再生。前胃泌素 (progastrin ，Pro-GRP)是胃泌素释放肽（GRP）的前体结构。Pro-GRP在近几年被研究者发现可

以作为一些肿瘤的标记物[8-10]，在小细胞肺癌，结直肠癌[10]的患者血样中Pro-GRP异常增高，而在正常人抽样血样中，

其含量很低，将患者的肿瘤组织切除后，其血中Pro-GRP的含量明显下降，这也暗示肿瘤组织是Pro-GRP的来源。

近些年，有学者已经在结直肠癌中发现了血清前胃泌素对CD133+的干细胞的生长起到非常关键的作用[10]，提示

前胃泌素与干细胞之间存在着一定的关系。既然前胃泌素产生在胃部，本研究采用什么方法…..？？怎么样。。。。，

旨在观察前胃泌素与胃癌BGC-823细胞中干细胞的关系。

1 材料与方法

1.1材料

人胃癌细胞系 BGC-823 为本实验室保存。DMEM/F12 细胞培养液（Gbico 公司），胎牛血清(杭州四季青公司)、B27、表皮生长因子
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( epidermal growth factor，EGF)、碱性成纤维细胞生长因子( basic fibroblast growth factor, bFGF) ( Gibico 公司)、胰岛素( 江苏万邦公司)、

100U/ml青霉素、80 mg/ml链霉素、L-谷氨酰胺(Sigma)，胰蛋白酶(武汉博士德公司)。ABCG2 兔抗人 mAb，Pro-GRP 兔抗人 mAb（上

海蓝基生物科技有限公司），FITC 标记山羊抗兔，DAPI/PI（武汉博士德公司），Pro-GRP-ELISA 试剂盒（上海江莱生物科技有限公司），

FACS Aria 型流式细胞仪(BD公司)，倒置相差荧光显微镜（尼康公司）。

1.2方法

人胃癌细胞株 BGC-823，用含 10%胎牛血清、100 U/ml 的青霉素和 80mg/ml 链霉素的 DMEM/F12培养液，在 37 ℃、

含 5%CO2、饱和湿度条件下培养。0.25 g/L的胰蛋白酶消化、传代。实验选取对数生长期细胞。

1.2.1 无血清培养法培养 BGC-823肿瘤细胞球 按照 bFGF：10 ng/ml、EGF：20 ng/ml、B27：10μl/ml和胰岛素 5μg/ml的剂量将

各生长因子加入到经过过滤除菌的 DMEM/F12 培养液中。胰酶充分消化贴壁培养的 BGC-823 细胞成为单个散在的细胞，收集细胞，

PBS洗涤离心 2 次后，重置与上述无血清培养基中，配成细胞浓度为 1×103 /ml的细胞悬液。

1.2.2有限稀释法 选取对数生长期的贴壁细胞，胰酶消化成单细胞悬液，收集后，台盼蓝染色作活细胞记数（活细胞比率>95%），

一部分细胞移入有血清培养基中混匀，另一部分细胞移入配好的无血清培养基中混匀，将两组细胞悬液分别加入到 96孔板中，每孔 1

μl，平均每空 1个细胞显微镜下确认只含有 1个细胞的空，并作标记。在有血清培养的单细胞孔中添加 150μL 的有血清培养基，在无

血清培养的单细胞孔中添加 150 μl的无血清培养基，观察其生长。1周后换液，当单个细胞长成集落，覆盖到孔的 1/2时，消化吸出移

至 24孔板扩大培养，依次逐级扩大培养。

1.2.3 软琼脂克隆形成能力实验 取对数生长期细胞，用 0.25%胰蛋白酶消化并轻轻吹打，使之成为单细胞，作活细胞计数，用含 20%

胎牛血清的 DMEM/F12 培养液调整细胞密度至 1×106 /L。然后根据实验要求作梯度稀释。用蒸馏水分别制备出 1.2%和 0.7%两个浓度

的低溶点琼脂糖液，高压灭菌后，维持在 40℃中不会凝固。按 1:1比例使 1.2%的琼脂糖和 DMEM/F12 培养基(含有双抗和 20%的胎牛

血清)混合后，取3 ml混合液注入直径 6cm平皿中，冷却凝固，可作底层琼脂置CO2温箱中备用。按1:1比例让0.7%的琼脂糖和DMEM/F12

培养基(含有双抗和 20%的胎牛血清)在无菌试管中相混以后，再向管中加入 0.2mL的细胞悬液，充分混匀，注入铺有 1.2%琼脂糖底层

平皿中，逐形成双琼脂层。待上层琼脂凝固后，置入 37℃，5%CO2温箱中培养 10～14d，把平皿放置在倒置显微镜下，观察并计算克

隆形成率。

1.2.4 ELISA 测定 Pro-GRP 胰酶分别充分消化贴壁细胞和悬浮细胞球成单个散在细胞，对二者分别进行细胞计数，调成 1×103/m;。

将贴壁细胞重置于含 10%FBS 的 DMEM/F12 培养液中，悬浮细胞重置于上述无血清培养基中。24、48、72 h 时分别吸取上述两组细胞

的细胞上清液，离心后用 ELISA 的试剂盒进行前胃泌素的测定，以空白孔调零，450nm 波长依序测量各孔的光密度值[D(450)]。

1.2.5细胞免疫荧光染色 贴壁细胞组将细胞悬液接种到放有盖玻片的 6孔板上铺片，加入完全培养液，放置在 37℃、饱和湿度、含

5%CO2条件下培养，2d后观察确认细胞大部分已贴在盖玻片上，拿出细胞至室温，将其置于载玻片上。悬浮细胞组当出现明显的肿瘤

球时，离心收集肿瘤球，做细胞涂片。分别对两种细胞用 PBS 洗 3次，4%多聚甲醛溶液固定，封闭，加入 Pro-GRP mAb(1:150)，4℃

过夜。次日加 FITC 标记的山羊抗兔二抗（1:150），37℃ 30min，用 PI/DAPI复染细胞核。

1.2.6流式细胞仪检测 ABCG2、CD44、CD166和 Pro-GRP 将 1×106个贴壁细胞和悬浮细胞分别于 4℃离心后弃上清液重悬于 100 μl

冰浴过的含 2 %FBS 的 PBS中。分别加入 5μl ABCG2、CD44、CD166、Pro-GRP抗体,摇匀后冰浴 20min，加入 1 ml冰浴过的含 2 %FBS

的 PBS，4℃离心弃上清，重复该步骤 1 次。重悬于 100 μl冰浴过的含 2 %FBS 的 PBS 中。加入 5 μl FITC 标记二抗，摇匀后避光冰

浴 20 min 。加入 1ml冰浴过的含 2 %FBS 的 PBS，4℃离心弃上清，重悬于 400μl冰浴过的含 2 %FBS 的 PBS中经流式细胞仪检测。

1.3 统计学处理

采用 SPSS11.3统计软件，各组数据以 x±s表示，组间比较用独立样本 t检验。

2 结果

2.1 悬浮细胞的培养

将处于对数生长期的贴壁细胞用胰酶消化，离心收集，加入到含各种生长因子的无血清培养基中。48h有少量细胞能够悬浮生长。

5d时，形成大小不一的，细胞较密实，遮光性较强的肿瘤球，14d后，肿瘤球逐渐增大，细胞之间更加致密，遮光性更强（图 1）。



A：48h； B： 5d；C： 14d

图1 无血清培养不同时间观察BGC-823形态的？？变化 (倒置相差显微镜？？×100)

2.2有限稀释法分离细胞观察克隆形成能力

将稀释好的细胞悬液移入 96孔板后，显微镜下选取只含有 1个细胞的孔做标记，1周后，在有血清培养的 50个单细胞空中，有

44个孔的细胞死亡，6个孔的细胞成活形成了 3～4个细胞，半量换液后培养至第 2周后，其中有 3个孔中的细胞增殖成边界规则，透

光性强的肿瘤球（图 2），其余 3个孔的细胞增殖分化能力下降，没有形成肿瘤球。在有血清培养组的 50个单细胞孔中，培养出 3 株

细胞亚群，百分比是 6%。在无血清培养组的 50个孔中，培养出 2株细胞亚群，百分比是 4%。

为了比较贴壁细胞和肿瘤球细胞的克隆形成能力，分别将两组细胞置于含有 200 μl无血清培养基的 96孔板中，每组 30个孔，

每个孔 1×102个细胞。3d后半量换液 ，1周后观察并计数肿瘤球数。贴壁细胞形成(7.67±2.08)个肿瘤球，悬浮细胞形成(36.33±3.51)

个肿瘤球，明显多于贴壁细胞组（P=0.016）。见表 1。

图2 有限稀释法形成的肿瘤球(倒置相差显微镜？？×100)

表1.贴壁细胞和肿瘤球细胞分别形成肿瘤球数(χ̄ ±S，n=30)

组别 贴壁细胞 肿瘤球细胞 P值

肿瘤球数 7.67±2.08 36.33±3.51 0.016

2.3软琼脂克隆形成能力实验

在制备好的双层软琼脂中分别培养贴壁细胞和悬浮肿瘤球细胞，每组同时做 5个平行孔，取平均数静置培养 14d后，倒置显微

镜观察形成的肿瘤球数目。贴壁细胞形成肿瘤数目（10.75±3.37），悬浮细胞形成（37.63±5.99），两组之间差异有统计学意义(P=0.007)。

表2. 贴壁细胞和肿瘤球细胞分别形成克隆数目(χ̄ ±S n=5)

组别 贴壁细胞 肿瘤球细胞 P值

肿瘤球数目 10.75±3.37 37.63±5.99 0.007

2.4流式细胞仪检测贴壁细胞和肿瘤球细胞 ABCG2、CD44、CD166和 Pro-GRP 的表达

流式细胞仪检测结果显示，肿瘤球细胞中 ABCG2、CD44 的表达与贴壁细胞中 ABCG2、CD44 的表达差异有统计学意义

（P<0.01）。分别对两组细胞测定 Pro-GRP 的表达，肿瘤球细胞的表达率高于贴壁细胞（P=0.002），表明 Pro-GRP 的表达与 BGC-823

细胞中悬浮肿瘤球有较高的相关性。见表 3。



A: ABCG2在贴壁细胞中的表达 9.42% B: ABCG2在肿瘤球细胞中的表达58.07%

C: CD44在贴壁细胞中的表达6.19% D: CD44在肿瘤球细胞中的表达72.44%

E: CD166在贴壁细胞中的表达64.27% F: CD166在肿瘤球细胞中的表达0.70%

G: Pro-GRP在贴壁细胞中的表达6.17% H: Pro-GRP在肿瘤球细胞中的表达79.30%

图 3 贴壁细胞和肿瘤球细胞中ABCG2、CD44、CD166、Pro-GRP的流式检测

表3 贴壁细胞和肿瘤球细胞ABCG2、CD44、CD166、Pro-GRP的表达情况（% n=3）

组别

细胞表型

ABCG2 CD44 CD166 Pro-GRP

贴壁细胞 8.67±0.77 6.53±0.43 68.58±6.00 5.11±1.03

肿瘤球细胞 57.17±3.49 68.35±5.19 73.33±9.88 73.37±9.42

P值 0.000 0.000 0.44 0.002

2.5ELISA 测定贴壁细胞和悬浮细胞中 Pro-GRP 的表达

收集 24、48 h和 72 h贴壁细胞与肿瘤球细胞的细胞上清液，离心后用 ELISA 试剂盒测定两组细胞在不同时间 Pro-GRP 的表达结

果显示：3个时间段肿瘤球细胞细胞均高于贴壁细胞，其中 72 h两组间比较有统计学意义（P=0.001）。见表 4。

表4 ELISA于不同时间测定两组细胞Pro-GRP的表达情况[D(450)]

贴壁细胞 肿瘤球细胞 P值

24h 0.32±0.08 0.48±0.03 0.27

48h 0.37±0.12 0.61±0.02 0.18

72h 0.39±0.03 0.83±0.07 0.001

2.6贴壁细胞与悬浮肿瘤球免疫荧光染色

Pro-GRP 免疫荧光染色结果显示，贴壁细胞只有少量的细胞表达 Pro-GRP，而在肿瘤球细胞消化后再次形成的肿瘤球中，大部分

细胞表达 Pro-GRP（图 4）。

A： B：
图 4
3讨论

在过去的十几年间，有学者认为肿瘤组织都来源于干细胞亚群。1994年，Lapidot 等[11]报道的具有 CD34+/CD38−
表型的细胞具备同样的分化、增殖以及自我更新能力，能够在免疫缺陷小鼠体内导致急性髓性白血病，这是人类恶

性肿瘤干细胞的首次报道。1996年 Goodell 等[2]首次用 Hoechst33342染色在骨髓细胞中发现了一群染色很浅的细

胞（SP 细胞），体积较小，表面具有干细胞通用标记物 Bcrp1/ABCG2[2]，占整体细胞的很少一部分，其余绝大多

数称为 non-SP细胞。近些年，Patrawala[5] 、Haraguchi 等[6]运用无血清法在实体肿瘤中发现了 SP细胞。本实验选

取胃癌细胞系 BGC-823，采用无血清培养法和有限稀释法培养出悬浮生长的肿瘤球。软琼脂克隆能力形成实验证实

该肿瘤球具有较高的干细胞克隆增殖能力。FCM检测该肿瘤球中 SP细胞的特异性表面抗体 ABCG2（57.17±3.49）
及干细胞标记 CD44（68.35±5.19）的表达，与贴壁细胞 ABCG2（8.67±0.77）、CD44（6.53±0.43）相比有差异，具

有统计学意义(P<0.05)。CD166的表达在两组细胞中没有统计学差异 (P>0.05)，以上的研究结果证实 BGC-823中存

在悬浮肿瘤球细胞，该肿瘤球具备干细胞的克隆特性。肿瘤球细胞 ABCG2的高表达提示其很可能是 SP细胞。

1905年，人们首次证实对于胃酸分泌至关重要的激素，胃泌素，它可以促进胃酸的分泌，胃窦收缩和消化道粘

膜生长等生理作用，近十几年，众多研究[7-10]将胃泌素与肿瘤联系在了一起。前胃泌素释放肽Pro-GRP可以促进胃肠

道细胞的增生，抑制凋亡。在结肠癌和早期的结肠息肉患者血清中，发现了高含量的Pro-GRP，而在正常健康人和



手术切除肿瘤、息肉后的病人血清中，Pro-GRP的含量很低[10]，提示肿瘤可能是Pro-GRP升高的原因之一。同时，在

Pro-GRP转基因小鼠中，发现血清前胃泌素的高表达导致小鼠的胃肠道癌症的发病率要明显高于野生型小鼠[11,13]。本

试验中，ELISA证实在BGC-823细胞系中有Pro-GRP的表达。Ciccotosto[14]和Siddheshwar等[9]分别于1995年和2001年

证实在结肠癌中前胃泌素起到了促进增殖，抑制凋亡的作用。Audrey Ferrand[8]首次将前胃泌素对结肠癌CD133+细

胞的作用以及信号通路给予了详尽的研究。本研究中将前胃泌素和悬浮肿瘤球结合在一起，FCM显示BGC-823在无血

清培养中形成的悬浮细胞肿瘤球中Pro-GRP的表达（73.37±9.42），贴壁细胞为5.11±1.03（P=0.002）；ELISA测

定72h结果显示悬浮肿瘤球Pro-GRP（0.83±0.07）明显高于贴壁细胞（0.39±0.03）；免疫荧光在贴壁细胞中发现

只有少数细胞表达Pro-GRP，而悬浮肿瘤球中大多数均表达。以上结果证实Pro-GRP在肿瘤球高表达，提示Pro-GRP

可能与胃癌BGC-823中SP细胞有较高的相关性，Pro-GRP很可能是BGC-823中干细胞表达的一个特异蛋白标记物。但

无血清培养的肿瘤球是否确实是SP细胞，还有待于利用流式分选进一步予以证实；SP细胞是否确实是胃BGC-823的

肿瘤干细胞、Pro-GRP是否在胃癌细胞系和胃癌组织中广泛表达，还有待于更加深入的研究与探讨。本研究尚处在

初级阶段，Pro-GRP对于肿瘤干细胞是否有促进其增殖、抑制凋亡、转移等作用以及胃泌素、前胃泌素对肿瘤的发

生发展过程中各自起到什么作用、通过什么信号通路发挥其作用等有待进一步研究。
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