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Abstract 

BACKGROUND: The hypothesis of tumor stem cells posited that tumor stem cells are the root of tumor proliferation constantly 

and closely related to tumor biological behaviors such as infiltration, metastasis and drug-resistant.  

OBJECTIVE: To investigate the proliferation characteristics of tumor stem cells in MCF7 cell line in vitro by studying the 

tumorigenic-colony forming rate at single cell level.  

METHODS: Tumor stem cells proportion in MCF7 cell line was detected at series timing after passaged culture by 

single-cell-transplanting and tumorigenic-colony forming assay. The proportion of the CD44+/CD24
-/low subset was detected by 

flow cytometry at the same time.  

RESULTS AND CONCLUSION: The proportion of tumor stem cells and the CD44+/CD24
-/low subset in MCF7cell line both varied 

regularly after passaged culture. But the variation of CD44+/CD24
-/low (from 36.84% to 81.95%) subset was more drastic than that 

of tumor stem cells proportion,which only fluctuated in a limited range from 38.54% to 47.39%. The proportion of tumor stem cells 

was steady in MCF7 cell line after passaged culture, owing to the property of tumor stem cells to modulate and balance the 

proportion by itself. CD44+/CD24
-/low subset neither represented nor enriched tumor stem cells subset in MCF7 cell line.    

 

Huang MW, Lu YF. Proliferation characteristics of tumor stem cells in MCF7 cell line.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu 

Linchuang Kangfu. 2011;15(45): 8404-8407.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：肿瘤干细胞学说认为，肿瘤干细胞是肿瘤不断增殖的根源，并与肿瘤的浸润转移、耐药现象密切相关。 

目的：在单细胞水平研究体外传代培养的MCF7细胞中肿瘤干细胞含量变化规律，认识肿瘤干细胞在体外培养环境下的增殖

特点。 

方法：利用单细胞分离种植-成瘤性克隆方法对传代培养后不同时间点 MCF7 细胞中肿瘤干细胞的比例连续检测，流式细胞

仪同步检测相应细胞样本中 CD44
+
CD24

-/low
亚群的含量变化。 

结果与结论：传代后培养的 MCF7 细胞在不同时间点其肿瘤干细胞比例及 CD44
+
/CD24

-/low
亚群比例均呈现有规律的变化。

但 CD44
+
/CD24

-/low
亚群变化更为显著(36.84%到 81.95%)，而肿瘤干细胞含量仅在小范围波动(38.54%~47.39%)。结果提示

传代培养的 MCF7 细胞中，肿瘤干细胞具有通过调节自身增殖来保持其比例相对稳定的特点；CD44
+
/CD24

-/low
亚群并不代

表或者富集 MCF7细胞株中的肿瘤干细胞亚群。 

关键词：肿瘤干细胞；成瘤性克隆；MCF7细胞株；增殖；CD44
+
/CD24

-/low
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0  引言 

 

肿瘤干细胞(tumor stem cells，TSCs)学说认

为，肿瘤干细胞是肿瘤不断异常增殖的根源
[1]
，

同时可能与肿瘤的复发、耐药密切相关
[2-3]
。然而，

至今人们尚未发现任何肿瘤干细胞的形态特征

及特异性生物标记，对于肿瘤干细胞的生物学

行为和相关的分子机制也是知之甚少
[4]
。虽然目

前缺乏有关肿瘤干细胞的特异性标志物，并且原

代肿瘤干细胞的分离提纯及鉴定方面也是困难

重重
[5]
，但是体外培养的肿瘤细胞株为肿瘤干细

胞的生物学行为研究提供了相当便利的条件
[2]
。

肿瘤细胞株是永生化细胞，在体外培养可以无

数次传代，且不同肿瘤细胞传代后其生长率、

生长速度具有一定的规律性。肿瘤干细胞学说

提出后，人们意识到肿瘤细胞株的生长同样依

赖肿瘤干细胞的存在
[2，6]
。而肿瘤干细胞在体外

培养过程其增殖情况究竟如何目前未见报道。

为此，本文采用单细胞分离种植-成瘤性克隆的

鉴定模式对MCF7细胞株传代培养后其中的肿

瘤干细胞比例进行动态研究，并同步对照检测

CD44
+
/CD24

-/low
亚群的比例，初步探索肿瘤干

细胞在体外培养环境中的含量变化规律从而了

解其增殖特点，并分析CD44
+
/CD24

-/low
表型是

否代表或富集MCF7细胞株中肿瘤干细胞。 

 

1  材料和方法 

 

设计：按照随机、重复原则设计的体外细

胞学实验。 

时间及地点：实验于2008-09/2010-08在
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广西医科大学基础医学院中心实验室完成。 

材料：MCF7细胞系购自中科院上海细胞

库，实验用的MCF7细胞株为MCF7单细胞来源

的亚株。RPM1640培养基购自Hyclon公司，普

通胎牛血清购自上海生工生物工程有限公司；

单细胞分离种植装置为自行研制。CD24-PE和

CD44-FITC抗体购自BD公司；流式细胞仪为

BD公司的FACSCalibur。 

方法： 

培养基的配制：常规培养基为含体积分数为

10%胎牛血清的RPM1640培养基，适应培养基

为 含 体 积 分 数 为 20% 胎 牛 血 清 的 新 鲜

RPM1640培养基和陈旧培养基(即培养细胞换

液时过滤收集的培养基)按1︰1比例配制。 

细胞培养及分组：常规消化收集平台期细胞，

以相同细胞密度 0.2×10
4
/cm

2
传代至 20个    

50 mL(25 cm
2
)培养瓶中，使细胞均匀分布，加

5 mL完全培养基(含体积分数为10%胎牛血

清)。培养过程为保证培养环境的相对稳定，每隔

12 h换液1次。传代后即按0，12，24，36，48，

60，72，84，96，120 h各时间点收集细胞，每

个时间点随机收集两瓶细胞并混合(收集前PBS

洗涤尽量去除漂浮的死细胞，胰酶消化务必细

心，谨防消化过度对细胞活力造成影响)。 

成瘤性克隆率检测：采用改进的显微操作法

进行单细胞分离并种植到96孔板中观察单细胞

克隆的形成率
[7]
，成瘤性克隆的纳入标准为

[8]
：

①单细胞种植后1周即形成细胞数>50个的克

隆，细胞大小形态正常，大部分细胞状态良好。

②第2周观察时克隆迅速扩增至300~1 000个细

胞以上，细胞状态好，克隆中心可有(或无)少量

细胞凋亡。由于成瘤性克隆扩增移植形成的肿瘤

来源于单细胞，而成瘤性克隆实验本身说明了那

些能够形成成瘤性克隆的单个肿瘤细胞具有连

续形成肿瘤的功能，即具备无限自我更新的干细

胞特征。因此通过研究成瘤性克隆形成率的方式

即可反映细胞株中肿瘤干细胞或肿瘤起始细胞

的含量。利用上述技术方法，在0，24，48，72，

96，120 h各时间点收集细胞后立即进行单细胞

分离种植，每个种2块96孔板，重复实验2次。

种板后按照成瘤性克隆的实验要求记录每个单

细胞克隆的特征，2周后统计成瘤性克隆率。 

CD44
+
/CD24

-/low
亚群比例检测及与肿瘤干细胞相

关分析：所有时间点收集的细胞样本及时标记

CD24-PE和CD44-FITC抗体，4 ℃孵育30 min，

送流式细胞仪检测CD44
+
/CD24

-/low
亚群。采用

Spearman相关分析方法分析CD44
+
/ CD24

-/low

亚群与肿瘤干细胞的相关性。 

细胞生长率测定：以0.2×10
4
/cm

2
的细胞密度

接种到24孔板中，MTT法检测细胞的生长率，

并绘制曲线。 

统计学分析：应用SPSS 13.0统计软件，

采用Spearman方法进行相关分析。 

   

2  结果 

 

2.1  成瘤性克隆率及CD44
+
/CD24

-/low
亚群检

测结果  MCF7细胞传代培养后0~120 h其成

瘤性克隆率及CD44
+
/CD24

-/low
亚群的比例见

表1。根据3次不同实验数据及其平均值绘制比

例-时间曲线，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  MCF7细胞传代后不同时间点CD44
+
/ 

CD24
-/low
亚群流式检测结果  从流式分析图中

可见MCF7细胞表面抗原CD44的表达率几乎

均达到100%，并且表达率很稳定，不随培养时

间的改变而变化。而CD24表达率则变化相当明

显且敏感，在不同培养时段其表达率均出现明

显波动，见图2。 

2.3  CD44
+
/CD24

-/low
亚群与肿瘤干细胞亚群

相关性分析  由于MCF7细胞传代后不同时间

点 其 成 瘤 性 克 隆 率 及 相 对 应 的

CD44
+
/CD24

-/low
亚群比例数据均属于偏正态

分布资料，对两者的相关性分析宜采取

Spearman相关分析方法。从图3可以看出，瘤

性克隆率及相对应的CD44
+
/CD24

-/low
亚群比

例大体上呈正相关关系。进一步分析结果显示

两者的相关系数为0.748，P < 0.001。

表 1  不同培养时间点MCF7细胞成瘤性克隆形成
率与 CD44

+
/CD2

4-/low
亚群比例 

Table 1  Tumorigenic-colony forming rate and the 
CD44

+
/CD24

-/low
subpopulation proportion in 

MCF7 cell line at different time points after 
passage culture  

Percentage in the table is the average data obtained from 

three repeated experiments 

Time (h) 

CD44
+
/CD24

-/low
 

subpopulation 

proportion (%) 

Implanted single cells 

number/ Tumorigenic- 

colony number(%) 

 

0 

 

62.35 

 

576/258(44.79) 

12 66.47 - 

24 81.95 576/273(47.39) 

36 78.66 - 

48 55.79 576/243(42.18) 

60 42.76 - 

72 36.84 576/225(39.06) 

84 42.46 - 

96 54.87 576/222(38.54) 

108 60.44 - 

120 64.12 576/249(43.22) 

Total average 58.79 576/245(42.53) 
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3  讨论 

 

肿瘤干细胞学说提出距今已逾10年，但关于肿瘤干

细胞的增殖情况尚未清楚。本文利用自创的单细胞分离

装置进行单细胞移植，通过计算成瘤性克隆率的方法动

态研究人乳腺癌MCF7细胞传代培养后不同时间其中肿

瘤干细胞的比例，以了解肿瘤干细胞的增殖特点，为进

一步研究肿瘤干细胞的生物学行为奠定基础。研究结果

表明MCF7细胞成瘤性克隆率平均值高达42.53%，这说

明在体外培养环境中肿瘤干细胞(或称为肿瘤起始细胞、

干细胞样肿瘤细胞)具有极高的比例，与Meng等
[9]
对肺

癌细胞株的研究结果接近。 

关于肿瘤干细胞比例的问题一直存在争议。受正常

干细胞研究及早期肿瘤干细胞研究条件的影响，传统的

肿瘤干细胞学说认为肿瘤干细胞是肿瘤中少数的特殊

细胞亚群，其比例在0.000 1%~0.1%之间
[10-13]

。然而

Kelly等
[14]
及Quintana等

[15]
的研究结果却对传统的肿瘤

干细胞学说关于肿瘤干细胞比例的问题产生颠覆性的

影响，尤其是后者使用免疫力更低的NOD/SCID Il2rg
-/-

鼠代替之前实验使用的NOD/SCID鼠作为研究黑色素

瘤肿瘤干细胞的移植模型，结果证实黑色素瘤中肿瘤干

细胞比例达到惊人的27%。而且人们相信，如果采用更

理想的移植模型会有更高比例肿瘤细胞可以成瘤。因此

作者认为，经过体外培养环境筛选的肿瘤细胞株中包含

有高比例的肿瘤干细胞并不足为奇。对传代培养后不同

时间的MCF7细胞进行研究时作者发现，其成瘤性克隆

率在很小的范围(38.54%~47.39%)内波动。这说明在相

对稳定的培养条件下MCF7肿瘤干细胞可能通过调节自

身增殖来保持其比例的相对稳定，这一特征与正常干细

胞具有自我调节的功能特征相符合
[16]
。而生长环境的变

化则可能是影响肿瘤干细胞增殖的主要因素
[17-18]

。 

CD44
+
/CD24

-/low
亚群被公认为乳腺癌干细胞的表

型
[13]
，然而，由于肿瘤干细胞在生长发展的过程受到复

杂环境的影响，其分子表型可能会出现变化，固定的分

子表型是否可以作为肿瘤干细胞的特异标记仍然存在

争议
[19]
。为了解CD44

+
/CD24

-/low
亚群与肿瘤干细胞亚群

的关系，本文同时进行CD44
+
/CD24

-/low
亚群比例测定，

结果显示MCF7细胞表面抗原CD44的表达率几乎均达

到100%，并且表达率很稳定，不随培养时间的改变而

变化。而CD24表达率则变化相当明显且敏感，在不同

培养时段、不同培养条件下其表达率均出现明显波动，

与李治等
[20]
的研究结果一致。因此传代后培养的MCF7

细胞在不同时间点CD44
+
/CD24

-/low
亚群比例变化非常

显著(36.84%~81.95%，平均值58.79%)。本文实验结

果发现MCF7细胞传代培养后CD44
+
/CD24

-/low
亚群比

例呈有规律的变化，其波动幅度远大于通过成瘤性克隆

Figure 2  Identification of the CD44
+
/CD24

-/low
 subpopulation in 

MCF7 cell line by flow cytometry at different time 
points after passage culture 

图 2  MCF7细胞传代后不同时间点 CD44
+
/CD24

-/low
亚群流

式检测结果图 

50

45

40

 

30     40    50     60     70                                80                              90 

CD44
+
/CD24

-/low
 subpopulation proportion

In this figure the curve with □ show that the CD44
+
/CD24

-/low
 

subpopulation proportion(average of three repeat experimental results) 

changed with culture time, the proportion was ascended in the first 0 h 

to 36 h, then fell sharply and touch bottom at 72 h, then ascended 

again gradually until appear platform period. The curve with △ 

showed that the tumorigenic-colony forming rate(average of three 

repeat experimental results) changed with culture time(but the forming 

rate at 12 h, 36 h, 60 h, 84 h and 108 h was the average calculated 

according to data anteroposterior respectively. The curve with ○ 

showed that the normal growth curve of MCF7 cell line 

Figure 1  Change and growth curve of tumorigenic- colony 
forming rate and the CD44

+
/CD24

-/low
 subpopulation 

proportion in MCF7 cell line 
图 1  MCF7细胞成瘤性克隆形成率与 CD44

+
/ CD24

-/low
亚群

比例变化曲线及生长曲线 
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Figure 3  Scatter diagram of relevance between 
tumorigenic-colony forming rate and the 
CD44

+
/CD24

-/low
 subpopulation proportion 

图 3  成瘤性克隆率与 CD44
+
/CD24

-/low
亚群比例相关性散点

图 
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率测定的肿瘤干细胞比例，而且CD44
+
/CD24

-/low
亚群比

例并非任何时候都大于或等于肿瘤干细胞的含量。这说

明在MCF7细胞中，CD44
+
/CD24

-/low
亚群并不代表或者

富集肿瘤干细胞亚群。在实验过程发现，CD44
+
/ 

CD24
-/low
亚群比例总是在传代培养后24 h左右出现高

峰值，肿瘤干细胞比例也有所升高，两者存在一定相关

性(相关系数为0.748，P < 0.001)。根据MCF7细胞的分

裂周期特点(即大约24 h完成一次分裂)，作者推测

CD44
+
/CD24

-/low
亚群可能与新分裂的子代细胞有关。而

CD44
+
/CD24

-/low
亚群与肿瘤干细胞亚群之所以存在较

高的相关性可能正是由于肿瘤干细胞在肿瘤分裂增殖

中起到主导作用的缘故。 
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5  异体骨髓间充质干细胞移植治疗大鼠脊髓

损伤 

阮  智(新疆石河子大学医学院第一附属医院

骨一科，新疆维吾尔自治区石河子市  832008) 

推荐理由：脊髓损伤的修复目前尚无良好

的治疗手段，细胞移植能促进神经轴突再生及

脊髓功能恢复，为治疗脊髓损伤提供了可能，

但关于细胞移植在损伤区的作用机制仍存在较

大争议。实验将异体大鼠骨髓间充质干细胞植

入脊髓损伤模型，观察骨髓间充质干细胞移植

对脊髓损伤的修复作用。 

结果显示，异体骨髓间充质干细胞移植明

显下调胶质纤维酸性蛋白的表达，显著减少胶

质细胞的增生和胶质瘢痕的形成，缩小脊髓损

伤后囊腔面积，减轻神经轴突损伤，为脊髓损

伤后神经再生创造有利的微环境，促进神经元

轴突的再生与修复。而百分之几的轴突再生，

即可明显提高患者的生活质量，见2010年36期

6729页。 

 

6  嗅鞘细胞移植修复大鼠脊髓损伤的组织病

理学变化 

王国毓(西安交通大学第二医院骨二科，陕西省

西安市  710004) 

推荐理由：对于脊髓损伤，目前临床尚无

有效的治疗对策，但也不是毫无希望，近年来

嗅鞘细胞移植对脊髓损伤取得了一定的进展。

嗅鞘细胞具有分泌神经生长因子、细胞外基质、

黏附分子、促进轴突生长、穿过胶质瘢痕等作

用。 

实验发现在脊髓损伤动物模型中，被移植

到大鼠脊髓损伤区的嗅鞘细胞能与宿主的神经

组织融合为一体，帮助再生神经轴突穿越抑制

屏障和胶质瘢痕组织，并伴随再生的神经轴突

伸延到相应靶点。因此，脊髓损伤后立即植入

嗅鞘细胞，可以抑制胶质细胞的增生，促进轴

突再生，见2010年6期1053页。 
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入成瘤性克隆的概念从而实现单细胞水平研究体外传代培
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