
第 28 卷　第 10 期
  2019 年 10 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.28　No.10
Oct.　2019

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net1253

人结直肠癌肿瘤干样细胞生物学特性及其与细胞自噬关系
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摘   要 目的：探讨人结直肠癌肿瘤干样细胞的生物特性及其与自噬发生的关系。

方法：采用无血清培养法从人结直肠癌 HCT116 细胞中获取 HCT116 球细胞（结直肠癌肿瘤干样细胞）；

分别用克隆集落形成实验、成球实验、Transwell 实验检测 HCT116 细胞与 HCT116 球细胞的增殖能力、

自我更新能力及侵袭和迁移能力，用免疫荧光法检测两种细胞中自噬标志物 LC3B 的荧光表达，并用

RT-PCR 和 Western blot 分别检测两种细胞中 LC3B 及自噬相关基因 ATG5、ATG7 的 mRNA 与蛋白表达。

结果：HCT116 球细胞克隆形成能力、新成球能力以及侵袭与迁移能力均较 HCT116 细胞明显增强（均

P<0.05）。HCT116 球细胞中 LC3B 的荧光表达强度较 HCT116 细胞明显增高（P<0.05）；HCT116 球

细胞中 LC3B、ATG5、ATG7 的 mRNA 和蛋白表达量较 HCT116 细胞均显明显升高（均 P<0.05）。

结论：结直肠癌肿瘤干样细胞较结直肠癌细胞具有更强的自我更新和体外增殖能力，以及更强的侵袭

和迁移能力，该生物学特性可能与其高自噬活性密切相关。
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Abstract Objective: To investigate the biological characteristics of human colorectal cancer stem-like cells and their 

relationship with autophagy. 

Methods: HCT116 sphere cells (colorectal cancer stem-like cells) were dissociated from the human colorectal 

cancer HCT116 cells by culture with serum-free medium. The proliferative and self-renewal abilities as well as the 

invasion and migration abilities of HCT116 cells and HCT116 sphere cells were detected by colony formation 

assay, sphere-forming assay, and Transwell assay respectively. In addition, the fluorescence expressions of the 

autophagy marker LC3B in the two types of cells were detected by immunofluorescence assay, and the mRNA 

and protein expressions of LC3B and autophagy-associated genes ATG5 and ATG7 in the two types of cells were 
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肿瘤干细胞（cancer stem cells，CSCs）是肿

瘤 内 少 数 具 有 长 期 克 隆 生 长 、 自 我 更 新 和 多 向 分

化 能 力 的 特 殊 肿 瘤 细 胞 亚 群 ， 与 肿 瘤 的 生 长 、 侵

袭、转移及复发关系密切[1]。但因为CSCs含有量很

少、较难获得且费用高昂，所以使得建立CSCs的

扩增模型更具必要性。有幸的是Cariati等[2]发现，

利用无血清培养液培养出的肿瘤球细胞具有CSCs

样特点，从而为CSCs的研究提供了广阔的空间。

CSCs的恶性程度与其自我更新、增殖、侵袭和转

移等生物特性密切相关 [3-4]，因此抑制其恶性生物

学特性表达成为了CSCs治疗的重要策略之一。自

噬（autophagy）是细胞内一种高度保守的、受基

因 调 控 的 代 谢 过 程 ， 其 通 过 供 能 、 清 除 异 常 细 胞

器 和 蛋 白 质 、 防 止 染 色 体 异 常 ， 在 维 持 细 胞 的 自

稳 态 、 生 长 分 化 以 及 对 抗 环 境 压 力 等 过 程 中 发 挥

重要作用[5]。而目前，细胞自噬在结直肠癌CSCs上

述 生 物 学 特 性 中 可 能 具 有 的 作 用 还 未 曾 探 索 。 因

此 ， 本 实 验 用 无 血 清 培 养 法 培 养 人 结 直 肠 癌 肿 瘤

球 细 胞 （ 结 直 肠 癌 肿 瘤 干 样 细 胞 ） ， 并 探 索 结 直

肠癌细胞及其球细胞自我更新、增殖、侵袭和迁移

能力，以及自噬在上述两种细胞中发生的差异。

1　材料与方法

1.1  主要材料、试剂和设备

主要材料和试剂：人结直肠癌HCT116细胞系

购 于 美 国 模 式 菌 种 收 集 中 心 （ A T C C ） ， D M E M /

F -12培养基、McCoy ' s  5a培养基、无血清培养基

添 加 因 子 （ B 2 7 ） 和 牛 血 清 白 蛋 白 （ B S A ） 均 购

于 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司 ， 生 长 因 子 购 于 美 国

PeproTech公司，Gibco胎牛血清购于美国赛默飞

世尔科技公司，4%多聚甲醛购于北京索莱宝科技

有限公司，兔抗人LC3B（microtubule-associated 

p r o t e i n  1  l i g h t  c ha i n  3β，微管相关蛋白1轻链

3β）、ATG5（autophagy related gene 5，自噬相

关基因5）、ATG7（autophagy  re la ted  gene  7，

自噬相关基因7）和羊抗兔二抗均购于美国CST公

司，CY3红色荧光羊抗兔二抗购自上海优宁维生物

科技公司，RT-PCR试剂盒购自Takara公司，PCR

引 物 （ F / R ） L C 3 B ： G A G  A G C  A G C  A T C  C A A 

C C A  A A / C T G  A G A  T T G  G T G  T G G  A G A  C G ；

ATG5：GAA GCT GTT TCG TCC TGT GG/TCT 

GTT GGC TGT GGG ATG AT；ATG7：TTC TGC 

AAT GAT GTG GTG GC/CAA GAG AGG TTG GAG 

GCT CA购自上海生物工程有限公司，Western blot试

剂盒和结晶紫染液购于上海碧云天生物技术公司。

主要设备：BIO -RAD电泳仪及Biorad Trans -
blo t  SD Semi -Dry  Trans fe r  Ce l l转膜仪均系Bio -
Rad中国公司产品，Vilber  Fus ionSolo4显影成像

系统系北京VILBER公司产品，实时定量荧光PCR

仪购自ROCHE公司，免疫荧光激光共聚焦仪购自

OLYMPUS科技公司，DMIL Leica显微镜购于徕卡

显微镜中国有限公司，CCL -170B -8 ESCO恒温箱

购于艺斯高上海贸易有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养　HCT116 细 胞 的 培 养：HCT116

细胞复苏后接种于培养瓶中，加入含 10% 胎牛血

清的 McCoy's 5a 培养基，放置于 CO2 恒温孵箱培

养，待培养瓶中细胞贴壁 70%~80% 活性较高时进

行消化传代。HCT116 球细胞的培养：在 HCT116

细 胞 活 性 状 态 较 高 时 弃 原 培 养 液， 更 换 为 不 含 血

清的培养基饥饿培养 24 h，消化离心、调整密度，

最 终 以 3×104/mL 的 细 胞 密 度 悬 浮 培 养 HCT116

细胞以获得其球细胞，隔日添加含生长因子的无血

determined by RT-PCR and Western blot respectively.
Results: The colony formation and sphere formation abilities as well as invasion and migration abilities of 
HCT116 sphere cells were significantly stronger than those in HCT116 cells (all P<0.05). The fluorescence 
intensity of LC3B in HCT116 sphere cells was significantly enhanced compared with HCT116 cells (P<0.05). 
The mRNA and protein expressions of LC3B, ATG5 and ATG7 in HCT116 sphere cells were significantly higher 
than those in HCT116 cells (all P<0.05).
Conclusion: Colorectal cancer stem-like cells have enhanced self-renewal and proliferative abilities as well 
as increased invasion and migration abilities in vitro compared to colorectal cancer cells, and these biological 
characteristics may be closely related to their autophagic activities.

Key words Colorectal Neoplasms; Neoplastic Stem Cells; Autophagy; Neoplasm Invasiveness 
CLC number: R735.3
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清培养基 2 mL，共培养 2 周。

1.2.2  肿 瘤 细 胞 克 隆 集 落 形 成 实 验　 分 别 取 对

数 期 的 HCT116 细 胞 和 HCT116 球 细 胞 进 行 消

化、 离 心， 吹 打 分 散 为 单 细 胞 悬 浮 液， 最 终 均 以 

500 个细胞 / 孔的密度分别接种于含血清培养基的

6 孔板中（每组 3 个复孔）。放置入恒温孵箱中培养，

待形成肉眼可见的细胞集落时停止培养，4% 多聚

甲醛固定，结晶紫染色，拍照并计数。

1.2.3  成 球 实 验　 取 对 数 期 的 HCT116 细 胞 和

HCT116 球细胞进行消化、离心，加入含生长因子

的 无 血 清 培 养 基 并 吹 打 分 散 为 单 细 胞 悬 浮 液， 最

终每孔含有 4 mL 无血清培养基和 1×103 的细胞数

目（每组 3 个复孔），放置于恒温孵育箱中培养，

显微镜下观察并计数每视野下形成的细胞球。

1.2.4  Transwell 细 胞 侵 袭 和 迁 移 实 验　 取

Mateigel 胶置于 4 ℃冰箱溶解并稀释至 10 mg/mL

的浓度，加入稀释后的胶于 Transwell 小室的上室

内 震 荡 铺 平， 恒 温 孵 箱 中 3 h 凝 固 成 胶（ 迁 移 实

验 省 略 此 步 骤）。 分 别 取 对 数 期 HCT116 细 胞 和

HCT116 球细胞进行消化、离心，吹打分散为单细

胞悬浮液并调整密度为 5×105 个 /mL 待用，最终

Transwell 小 室 上 室 加 入 200 µL 体 积 约 105 个 的

HCT116 细 胞 和 HCT116 球 细 胞，Transwell 小 室

下 室 加 入 700 µL 含 10% 胎 牛 血 清 的 McCoy's 5a

培养基（每组 3 个复孔），置于恒温孵箱中继续培

养 48 h（迁移实验 24 h）后取出小室清除上层凝胶，

4% 多聚甲醛固定，结晶紫染色，倒置显微镜下拍

照、计数。

1.2.5  免 疫 荧 光 激 光 共 聚 焦 实 验　 取 对 数 期 的

HCT116 细 胞 和 HCT116 球 细 胞 消 化、 离 心， 吹

打 均 匀 调 整 细 胞 密 度， 取 少 量 细 胞 均 匀 涂 抹 于 防

脱 片 载 玻 片 上， 滴 加 遇 冷 的 4% 多 聚 甲 醛 固 定，

0.2%Triton X-100 增 加 细 胞 膜 通 透 性，0.5%BSA

液封闭，继而滴加 LC3B 一抗 4 ℃冰箱过夜，CY3

荧光二抗再次孵育，最后于激光共聚焦显像系统下

拍照。

1.2.6  RT-PCR 实验　 提 取 对 数 期 的 HCT116 细

胞 和 HCT116 球 细 胞 的 RNA， 进 行 浓 度 和 纯 度 检

测后逆转录合成 cDNA，并以 cDNA 为模板加入合

成 的 LC3B、ATG5、ATG7 等 特 异 引 物 置 于 实 时

荧光定量 PCR 仪中进行 PCR 扩增，每个样本设置 

3 个复孔，重复 3 次，采用 2-ΔΔCT 算法计算目的基

因 mRNA 的相对表达量。

1.2.7  Western blot 实验　提取对数期的 HCT116

细胞和 HCT116 球细胞的蛋白质，利用 BCA 法进

行 测 定 蛋 白 浓 度 测 定。 采 用 聚 丙 烯 酰 氨 凝 胶 行 蛋

白电泳，以半干转法行蛋白转膜，再加入 LC3B、

ATG5、ATG7 等 兔 抗 人 单 克 隆 抗 体 和 羊 抗 兔 二 抗

进行抗体孵育，最后成像系统曝光显影。以目的蛋

白条带和内参 GAPDH 条带灰度值的比值作为目的

蛋白的相对表达水平，其中 LC3B 的蛋白表达水平

由 LC3II/LC3I 的比值表示。

1.3  统计学处理

采用GraphPad prism 7.0和Image J统计软件进

行数据分析，计量资料采用均数±标准差（x±s）

表示，两组间比较采用t检验，以α=0.05作为检验

水准。

2　结　果

2.1  HCT116 细胞和 HCT116 球细胞的培养结果

HCT116细胞在含血清的普通培养液中的生长

状态表现为分叉且不规则的贴壁生长（图1A），

而在含生长因子的无血清培养基中，HCT116球细

胞则表现为聚集成球的球团样生长（图1B）。

图 1　HCT116 细胞及 HCT116 球细胞的生长状态（×200）　　A：HCT116 细胞；B：HCT116 球细胞
Figure 1　Growth status of HCT116 cells and HCT116 sphere cells (×200)　　A: HCT116 cells; B: HCT116 sphere cells

A B
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2.2  HCT116 细胞和 HCT116 球细胞的增殖能力

采 用 平 板 克 隆 集 落 形 成 实 验 检 测 细 胞 在 体

外 增 殖 能 力 ， 结 果 显 示 ： H C T 1 1 6 球 细 胞 形 成 的

克隆集落数目为（154.7±4.63）个，而HCT116

细 胞 形 成 的 克 隆 集 落 数 目 为 （ 4 1 . 0 ± 1 . 5 3 ） 个 ，

HCT116球细胞的克隆形成数明显多于HCT116细

胞（t=22.57，P<0.05）（图2）。

2.3  HCT116 细胞和 HCT116 球细胞的自我更新

能力

采 用 成 球 实 验 检 测 细 胞 自 我 跟 新 能 力 ， 结

果 显 示 ： H C T 1 1 6 球 细 胞 形 成 新 的 细 胞 球 数 目 为

（3.2±0.2）个，HCT116细胞形成新的细胞球数

目为（1.4±0.24）个，HCT116球细胞具有更强的

自我更新能力（t=4.81，P<0.05）（图3）。

2.4  HCT116 细胞和 HCT116 球细胞的侵袭、迁

移情况

T r a n s w e l l 侵 袭 、 迁 移 实 验 结 果 显 示 ：

HCT116细胞和HCT116球细胞侵袭细胞数分别为

（10.66±2.16）个、（28.50±0.56）个，差异有

统计学意义（ t=17.05，P<0.05）；侵袭细胞数分

别为（41.17±2.30）个、（156.5±4.87）个，差

异有统计学意义（t=21.39，P<0.05）（图4）。

H
C

T1
16

细
胞

H
C

T1
16

球
细

胞

图 2　HCT116 细胞与 HCT116 球细胞的克隆集落形成情况
Figure 2　Colony formations of HCT116 cells and HCT116 sphere cells

图 3　HCT116 细胞与 HCT116 球细胞新形成细胞球的情况（×400）　　A：HCT116 细胞；B：HCT116 球细胞
Figure 3　Newly formed spheres from HCT116 cells and HCT116 sphere cells (×400)　　A: HCT116 cells; B: HCT116 sphere cells

A B
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2.5  自噬相关基因 LC3B 的荧光表达情况

L C 3 是 自 噬 相 关 基 因 A T G 8 的 哺 乳 动 物 类 似

物 ， 可 以 始 终 与 自 噬 体 膜 结 合 ， 是 自 噬 过 程 中 膜

动 力 学 的 重 要 标 志 物 ， 也 是 目 前 被 确 认 最 肯 定 的

自 噬 体 标 志 物 [ 6 ]， C Y 3 二 抗 发 出 的 红 色 荧 光 可 显

示目的蛋白LC3B的表达强弱。本研究结果显示，

HCT116球细胞的红色荧光强度较HCT116细胞明

显升高（t=3.52，P<0.05）（图5）。

2.6  自噬相关基因的 mRNA 表达情况 

A T G 5 、 A T G 7 与 L C 3 B 一 样 是 自 噬 发 生 相 关

的 重 要 基 因 ， 它 们 参 与 了 自 噬 体 的 形 成 和 延 伸

等 重 要 过 程 ， 也 是 自 噬 发 生 良 好 的 标 志 物 [ 7 ] 。 

RT -PCR结果显示，HCT116球细胞组中自噬相关

基因LC3B、ATG5、ATG7等mRNA的表达明显较

HCT116细胞组更高（P<0.05）（图6）。

40

30

20

10

0

细
胞

侵
袭

数
目

HCT116 细胞 HCT116 球细胞

P<0.05HCT116 细胞 HCT116 球细胞

细
胞

侵
袭

情
况

200

150

100

50

0

细
胞

迁
移

数
目

HCT116 细胞 HCT116 球细胞

P<0.05
HCT116 细胞 HCT116 球细胞

细
胞

迁
移

情
况

图 4　HCT116 细胞与 HCT116 球细胞侵袭、迁移的发生情况（×200）
Figure 4　Invasion and migration abilities of HCT116 cells and HCT116 sphere cells (×200)

图 5　两种细胞中 LC3 的 CY3 红色荧光表达情况（×400）　　A：HCT116 细胞；B：HCT116 球细胞
Figure 5　Expressions of CY3 red fluorescence in the two types of cells (×400)　　A: HCT116 cells; B: HCT116 sphere cells
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图 6　HCT116 球细胞和 HCT116 细胞 LC3B、ATG5、ATG7

的 mRNA 表达情况
Figure 6　The mRNA expressions of LC3B, ATG5 and ATG7 in 

HCT116 cells and HCT116 sphere cells

2.7  自噬相关基因的蛋白表达情况

W e s t e r n  b l o t 结 果 显 示 ， 与 H C T 1 1 6 细 胞 组

相比，HCT116球细胞组中自噬相关基因LC3B、

A T G 5 、 A T G 7 等 的 蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 增 高

（P<0.05）（图7）。
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图 7　HCT116 球 细 胞 和 HCT116 细 胞 中 LC3B、ATG5、

ATG7 的蛋白表达情况
Figure 7　The protein expressions of LC3B, ATG5 and ATG7 in 

HCT116 cells and HCT116 sphere cells

3　讨　论 

结 直 肠 癌 作 为 世 界 上 最 常 见 的 消 化 系 统 恶 性

肿 瘤 之 一 ， 其 发 病 率 、 病 死 率 已 分 别 高 居 世 界 恶

性肿瘤第3位和第2位，并且其不断上升的发病趋

势也给人们的生命健康带来了重大风险[8]。目前，

结 直 肠 癌 的 治 疗 措 施 主 要 采 用 手 术 切 除 或 联 合 放

化 疗 ， 但 是 部 分 患 者 的 临 床 预 后 却 不 甚 理 想 。 近

年 来 的 研 究 [ 9 - 1 0 ]表 明 ， 结 直 肠 癌 较 差 的 临 床 预 后

可能与结直肠癌CSCs的持续存在有密切关系，因

此，针对结直肠癌CSCs的治疗策略被认为可能是

从根本上治愈结直肠癌的重要方法。

自 2 0 世 纪 9 0 年 代 B o n n e t 等 [ 1 1 ]首 次 从 白 血 病

患 者 的 血 液 中 获 取 白 血 病 干 细 胞 以 来 ， 诸 如 乳 腺

癌、肝癌、宫颈癌等多种实性肿瘤组织中的CSCs

也被不断发现和证实[12-14]。而Ricci-Vitianil等[15]在

2007年首次分离出并证实了结直肠癌CSCs的存在

后，从而也开启了对结直肠癌CSCs的研究步伐。

CSCs拥有特殊的生长方式，其在含有生长因子的

无血清培养液中可以悬浮生长并形成CSCs球团，

而 普 通 肿 瘤 细 胞 则 由 于 不 能 贴 壁 生 长 而 发 生 失 巢

性凋亡 [ 16]。研究发现，在无血清培养基中培养的

肿 瘤 球 细 胞 较 普 通 肿 瘤 细 胞 更 加 接 近 C S C s 的 特

性，而且能够高表达如CD133、CD44等CSCs特异

性表面标记物[17-18]，除此之外，多位学者[19-21]在把

无 血 清 培 养 法 与 流 式 细 胞 术 或 免 疫 磁 珠 筛 选 法 进

行比较后发现，上述3种方法筛选获得的肿瘤细胞

均 可 展 现 出 较 强 的 干 细 胞 特 性 ， 从 而 进 一 步 肯 定

了无血清培养法富集筛选CSCs的价值[22-23]。

由于CSCs具备较强的恶性生物学特点，如更

强 的 致 瘤 能 力 、 更 高 的 侵 袭 和 迁 移 能 力 ， 其 恶 性

程度影响着治疗效果[1,24]，因此，探索影响CSCs恶

性 生 物 学 特 性 的 潜 在 机 制 具 有 重 要 意 义 。 自 噬 本

质 上 是 一 种 细 胞 内 的 代 谢 过 程 ， 负 责 细 胞 内 的 各

组 分 循 环 利 用 ， 与 正 常 组 织 相 比 ， 实 体 肿 瘤 处 于

缺氧、高乳酸、细胞外低pH值和营养物质高消耗

的 微 环 境 下 ， 而 自 噬 则 可 通 过 提 高 细 胞 内 代 谢 活

性 和 物 质 利 用 效 率 进 而 增 强 肿 瘤 细 胞 适 应 外 部 微

环 境 的 压 力 。 近 年 来 ， 国 内 外 学 者 不 断 的 研 究 发

现[25-26]，自噬参与了对肿瘤细胞增殖、分化、凋亡

和 药 物 抵 抗 的 调 节 ， 以 促 进 肿 瘤 细 胞 的 生 存 。 在

此基础上，部分学者探索了自噬与CSCs的关系，

他 们 发 现 自 噬 可 能 以 某 种 机 制 同 样 地 参 与 了 对 干

细 胞 增 殖 、 分 化 、 干 性 表 达 及 凋 亡 发 生 的 调 控 过
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程，并影响CSCs对放化疗药物的敏感性从而致使

抗癌治疗失败[27-29]。同时，Zhai等[30]在动物学实验

中发现，在扰乱结直肠癌CSCs中自噬的表达后，

裸 鼠 形 成 的 种 植 性 肿 瘤 体 积 更 小 ， 并 且 更 不 易 形

成 肝 肺 的 转 移 性 肿 瘤 ， 说 明 了 自 噬 可 能 具 有 促 进

结直肠癌CSCs的增殖和转移的作用。然而令人遗

憾 的 是 ， 目 前 从 细 胞 生 物 学 角 度 对 C S C s 和 自 噬

的 关 系 研 究 还 相 对 不 足 ， 而 对 于 自 噬 与 结 直 肠 癌

CSCs生物学行为的关系研究更是缺乏。故本次实

验 以 结 直 肠 癌 肿 瘤 球 细 胞 为 基 础 ， 从 细 胞 学 角 度

进一步探索自噬与结直肠癌CSCs恶性生物学行为

的关系。

本 次 实 验 通 过 成 球 实 验 和 克 隆 集 落 形 成 实

验，比较了HCT116细胞和HCT116球细胞自我更

新和体外增殖能力，采用Tranwell侵袭和迁移实验

比 较 了 它 们 发 生 侵 袭 和 迁 移 的 能 力 ， 结 果 显 示 ：

⑴ HCT116球细胞形成新细胞球的数目较HCT116

细胞明显增多，表明HCT116球细胞具有更强的自

我更新能力；⑵ HC T116球细胞形成的细胞集落

数目明显高于HCT116细胞，表明HCT116球细胞

具有更强的体外增殖能力；⑶ HC T116球细胞较

HCT116细胞穿透基底膜侵袭到小室下层或直接迁

移到下层的细胞数目显著增多，提示HCT116球细

胞 具 有 更 强 的 侵 袭 和 迁 移 能 力 。 上 述 的 结 果 不 同

程度的表明了HCT116球细胞具有更强的恶性生物

学行为能力。同时，通过Western  b lo t和RT -PCR

实验检测出在HCT116球细胞中自噬特异标记基因

LC3B、自噬相关基因ATG5、ATG7均呈现显著的

高表达，而HCT116球细胞中LC3B也具有较高的荧

光表达强度，上述结果均显示出HCT116球细胞中

自噬的表达具有更高的活性。

本 实 验 结 果 表 明 ， 细 胞 自 噬 在 具 有 更 高 恶 性

生物学行为能力的HCT116球细胞中的表达显著高

于HCT116细胞，提示出较高的自噬活性可能与人

结直肠癌HCT116球细胞较高的自我更新、致瘤、

侵 袭 和 迁 移 能 力 有 关 ， 抑 制 自 噬 可 能 具 有 降 低 结

直肠癌CSCs生物学恶性程度的作用，自噬或许能

够成为未来针对结直肠癌CSCs治疗的重要靶点。
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