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磁珠分选U251细胞系中的CD133
+细胞及其生物学特性**★ 
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Biological characteristics of CD133+ cells in U251 cell line sorted by magnetic-activated cell 

sorting    

Deng Yong-wen1, Huang Meng-yi1, Shu Yu-gao1, Yang Zhuan-yi2, Zhang Ming-yu2, Fang Jia-sheng2 

文章亮点： 

运用磁珠分选技术分选后得到具有特异性标记物的脑肿瘤干细胞，并通过一系列实验证实了新的分选方法得到的 

细胞即脑肿瘤干细胞，且细胞纯度高。 

 

Abstract 

BACKGROUND: The theory of brain tumor stem cells reports that brain tumor stem cell is the seed cell among brain 

tumor cells and is the key cell to occurrence, infiltration and recurrence of brain tumor.  

OBJECTIVE: To investigate the biological characteristics of CD133
+
 cells in U251. 

METHODS: CD133
+
 and CD133

-
 subpopulation cells in the human GBM U251 cell line were sorted by magnetic-activated 

cell sorting. The purification of CD133
+
 subpopulation was performed by flow cytometry. MTT and monoclone forming rate 

assay were performed to investigate the capacity of self-renewal and clonogenic potential of the subpopulation cells. 

Immunofluorescence staining was performed to investigate the multidiferentiation of CD133
+
 cells. The tumorigenic 

potential of the two subpopulation cells in vivo was investigated by xenografting in BALB/c nude mouse brain.  

RESULTS AND CONCLUSION: Only 4.5% cells were CD133
+
 in the total population of U251 cell line. The CD133

+
 cells 

exhibited powerful proliferation capacity. The single CD133
+
 cell, rather than CD133

-
 cells, could proliferate and form 

typical brain tumor spheres. Cell growth curve showed that CD133
+
 cells proliferated remarkably faster than CD133

-
 cells 

while cultured in serum-free medium. Monoclone forming rate of CD133
+
 and CD133

-
 cells was 78.5-92.4% and 0.8-2.4% 

respectively. Immunofluorescence staining showed that CD133
+
 cells could be induced to differentiate into mature 

neurocyte cells. Xenograft assay showed that CD133
+
 cells had tumorigenic potential in vivo, while CD133

-
 had not. The 

U251 cell line contained a small proportion of CD133
+
 cells, which had the capacity for proliferation and multi- 

differentiation, and tumorigenic potential in vivo. The subpopulation of CD133
+
 cells was the brain tumor stem cell 

subpopulation in U251. 

 

Deng YW, Huang MY, Shu YG, Yang ZY, Zhang MY, Fang JS. Biological characteristics of CD133
+
 cells in U251 cell line 

sorted by magnetic-activated cell sorting.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(32): 6014-6018.     

[http://www.crter.org/crter-2012-qikanquanwen.html] 

 

摘要 

背景：脑肿瘤干细胞理论认为，脑肿瘤干细胞是脑肿瘤细胞中“种子”细胞，是脑肿瘤发生、浸润和复发的关键细胞。 

目的：观察人多形性胶质母细胞瘤 U251 细胞系中 CD133+细胞的增殖、分化及体内致瘤性等生物学特性。 

方法：运用磁珠分选技术分选 U251 细胞系中的 CD133+和 CD133
-
细胞亚群；MTT 法绘制两个亚群细胞的生长曲线；

单克隆形成率实验检测 2 个亚群细胞的增殖能力；免疫荧光检测 CD133+细胞亚群的多向分化能力；裸鼠移植实验检

测 2 个亚群细胞在裸鼠体内致瘤性的差异。 

结果与结论：U251 细胞系中只有约 4.5%的 CD133+细胞；分选后的 CD133+细胞能增殖形成典型的脑肿瘤干细胞球，

生长曲线显示 CD133+细胞增殖能力明显强于 CD133
-
细胞；单克隆形成率实验显示 CD133+细胞能形成脑肿瘤干细胞

球的细胞比率达到 78.5%~92.4%，而 CD133
-
细胞仅有 0.8%~2.4%；CD133+细胞能分化为具有 GFAP 和 NeuN 成

熟表型的肿瘤细胞；CD133+的致瘤率为 71.42%，而 CD133
-
细胞无致瘤性。提示 U251 细胞系中存在少量具有增殖、

多向分化与体内致瘤能力的 CD133+细胞，CD133+细胞是符合肿瘤干细胞定义的细胞亚群。 

 

关键词：脑肿瘤干细胞；磁珠分选；增殖；分化；致瘤性；干细胞 
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0  引言 

 

脑肿瘤干细胞理论认为，脑肿瘤干细胞是

脑肿瘤细胞中一类特殊亚群的细胞，是脑肿瘤

的“种子细胞”，其在增殖、分化、信号通路等

与其他亚群细胞存在明显的差异性，它们是脑

肿瘤发生、浸润和复发的关键细胞
[1-5]

。实验运

用磁珠分选技术对U251细胞系中的CD133
+
细

胞进行分选，旨在观察其在增殖、分化及移植

致瘤方面的特性。 

 

1  材料和方法 

 

设计：观察性实验。 

时间及地点：实验于2007-07/2008-07在

湘雅医院神经外科实验室完成。 

材料：U251细胞系由中南大学细胞中心

实验室提供，BALB/c-nu裸鼠购自中国科学院

上海实验动物中心，鼠龄五六周，体质量19~ 

22 g。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

U251细胞系的培养：将细胞培养于含体积分

数为10%胎牛血清的PRMI1640培养基中，于

体积分数5%CO2、37 ℃饱和湿度的培养箱中

培养，每两三天换液、传代。 

SABC法检测U251细胞系中CD133的表达：将

U251细胞接种到培养皿中的小盖玻片上，洗

涤，固定，封闭，加入鼠抗人单克隆抗体CD133，

4 ℃孵育12 h，PBS洗涤，加入羊抗鼠IgG工作

后，PBS洗涤加入羊抗鼠CY3，室温暗处孵育  

2 h，荧光显微镜下观察。 

免疫磁珠技术分选U251中CD133
+
与CD133

-
细

胞：按1∶11的稀释比例加入PE标记的小鼠抗

人CD133抗体，4 ℃避光孵育后，用缓冲液洗

涤细胞2次。缓冲液重悬细胞，按1∶5的稀释比

例加入抗PE磁珠，混合均匀后4 ℃避光孵育 

15 min，加入缓冲液洗涤，1 000 r/min离心   

10 min，弃上清，重新用缓冲液重悬细胞。缓冲

液洗柱后，将细胞悬液过柱。1 mL缓冲液洗柱，

用泵加压，收集洗液即为阳性部分细胞。取分选

后的细胞用流式细胞仪检测CD133的表达率。 

CD133
+
细胞的体外生长曲线绘制：参照司徒

镇强等
[6]
，将分选的阳性和阴性细胞调整细胞

浓度为1×10
8
 L
-1
，种入96孔板中，每组细胞种

10孔，10
3
个/孔，然后加入含B27、20 μg/L碱

性成纤维细胞生长因子和20 μg/L表皮生长因

子的DMEM/F12细胞培养液至0.2 mL。同时设

只加培养液、不加细胞的空白组用于调零。于

培养箱中培养1，3，5，7 d后，用MTT比色法

测定细胞增殖状态，并绘制生长曲线。 

单克隆形成率实验：将分选的 CD133
+
/ 

CD133
-
细胞，以每孔100 μL无血清培养基中含

5活细胞/孔接种于96孔板。5~7 d后记录所有孔

中肿瘤干细胞球的数量。计算阳性和阴性细胞

中具有形成单细胞克隆能力的细胞百分率，实

验重复3次，取3次实验的结果均值做统计分析。 

CD133
+
细胞多向分化实验：将分选出的

CD133
+
细胞接种到包被多聚赖氨酸的小盖玻

片上，并置于含有血清培养基的培养皿中培养，

分别于第1天和第7天行NeuN、GFAP的免疫荧

光染色。 

CD133
+
/CD133

-
细胞的体内致瘤性实验：

CD133
+
、CD133

-
细胞以1×10

3
个/只的细胞数

量移植至BALB/c裸鼠脑内，操作方法参照文献

[7]。40 d后处死裸鼠，解剖取裸鼠全脑，进行

病理切片检查。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS For 

试剂及仪器 来源 

PRMI1640 的完全培养基、 

DMEM/F12(1∶1) 

人表皮生长因子、人碱性成 

纤维细胞生长因子  

特级胎牛血清  

免疫磁珠细胞分选试剂盒  

小鼠抗人 CD133 单克隆抗体、 

小鼠抗人 NeuN 单克隆抗体  

 

兔抗人 GFAP 单克隆抗体、FITC 

标记羊抗小鼠 IgG、CY3 标记 

羊抗兔 IgG、FITC 标记羊抗 

兔 IgG  

CY3 标记羊抗小鼠 IgG 

CO2水套培养箱 

FORMA3111 SeriesⅡ  

荧光显微镜  

倒置相差显微镜 Nikon TMS-F 

CD133 免疫磁珠细胞分选系统 

FACS Vantage 流式细胞仪  

  

美国 GIBCO 公司 

 

英国 PeproTech 公司 

 

美国 Hyclone 公司 

德国 Miltenyi 公司 

英国 R&D System 公司 

(Chemicon 

International，Inc) 

武汉博士德生物 

工程有限公司 
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美国 Thermo  

Electron 公司 
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Windows 13.0软件完成统计处理，数据以x
_

±s表示，组

间均数比较采用t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  U251细胞中CD133表达情况  细胞爬片后，免疫

组织化学及免疫荧光均显示CD133在U251上的表达，

CD133主要表达于U251的细胞膜，阳性表达低，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  分选阳性率  分选前，流式细胞仪测试CD133
+
细

胞的百分比为4.5%，表明CD133
+
细胞是U251中含量极

少的细胞亚群；分选后，流式细胞仪测试CD133
+
细胞

群的CD133阳性百分比为92.4%。 

2.3  分选后CD133
+
/CD133

-
细胞的增殖能力  初分选

的CD133
+
细胞呈单个细胞分散存在，接种于无血清培

养基后，培养24~48 h开始形成悬浮生长的细胞球，即

脑肿瘤干细胞球。CD133
-
细胞初分离时与CD133

+
细胞

形态相似，培养后部分细胞形成细胞球，但细胞球数量

明显少于CD133
+
，接种于无血清培养基培养7 d后，贴

壁生长的细胞稀疏，且死细胞明显增多。 

在MTT实验中，CD133
+
在无血清培养基中的增殖

能力最高，其在第7天和第9天的A值明显高于CD133
-

细胞(P < 0.05)。而在有血清培养基中，CD133
+
细胞的

增殖能力亦高于CD133
-
细胞，但两者差异无显著性意义

(P > 0.05)。提示无血清培养基中的表皮生长因子与碱

性成纤维细胞生长因子对CD133
+
增殖能力有刺激作

用，见图2。 

    单克隆率实验中，阳性分选细胞中具有增殖形成脑

肿瘤干细胞球能力的脑肿瘤干细胞比率达到78.5%~ 

92.4%，而阴性分选细胞中仅有0.8%~2.4%。细胞增殖

率与单克隆率的差异提示CD133
+
细胞具有很高的细胞

增殖能力，而CD133
-
细胞的增殖能力很低，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  CD133阳性细胞的异常分化及多向分化  免疫荧

光检测表明，脑肿瘤干细胞球中的脑肿瘤干细胞也有类

似的多向分化能力。脑肿瘤干细胞球在含血清培养基中

贴壁14 d后，即使干细胞球未能完全消失，其中CD133

表达也较未分化状态明显降低；而脑肿瘤干细胞球内

NeuN、GFAP表达明显增高，与未分化状态时对比明显；

且在干细胞球周围也出现大量NeuN和GFAP阳性细胞。

脑肿瘤干细胞球一般在接种有血清培养基14~21 d内可

完全消失并转变成单细胞层；此时单细胞层中CD133表

达较脑肿瘤干细胞球显著降低，阳性细胞稀少；而GFAP

和NeuN阳性细胞在单细胞层中占主要比例，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

将CD133
+
细胞直接接种于有血清培养基中，细胞

在接种后2 h开始贴壁，发出突起。1 d后行免疫荧光检

测，贴壁细胞主要以表达CD133
+
为主，而表达NeuN与

表 1  CD133
+
/CD133

-细胞单克隆形成率 
Table 1  Comparison of monoclone forming rate (MFR) formed 

by CD133
+
/CD133

-
 cells                   (x

_

±s, %) 

a
P < 0.05, vs. CD133

+
 group 

Group  First experiment  Second experiment Third experiment 

CD133
+
  78.53±2.45 92.45±3.26 80.40±1.84 

CD133
-
     1.25±2.26

a
     0.82±1.68

a
    2.39±2.85

a
 

 

a: U251 cell line after passage 

(×40) 

Figure 1  Cells seeded in PRMI1640 and CD133 expression 
图 1  U251 细胞在 PRMI1640 培养基中的生长情况及 

CD133 的表达 

b: CD133 expression in U251 

cell line (immunohistochemical 

staining, ×40) 

Figure 2  Growth curve of CD133
+
 and CD133

-
 cells cultured 

in medium with and without serum 
图 2  CD133

+
/CD133

-细胞在无血清培养基及有血清培养
基中的生长曲线 
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A
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Time (d) 
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+
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-
 

a: Differentiated cells migrated out of brain tumor stem cell spheres 

2 h after the brain tumor stem cell spheres adhered to the coverslip; 

b: Differentiated cells formed monolayer around the brain tumor 

stem cell spheres 14 days later 

c: Expression of glial fibrillary acidic protein in the differentiated 

monolayer cells (immunofluorescence) 

d: Expression of NeuN in the differentiated monolayer cells 

(immunofluorescence) 

 

 
Figure 3  Differentiation of brain tumor stem cell spheres in 

serum-containing medium (×40) 
图 3  脑肿瘤干细胞球在有血清培养基中的贴壁分化(×40) 
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GFAP的细胞比较零散，表明细胞还处于未完全分化状

态；在有血清培养基中培养7 d后，再次行免疫荧光检

测，此时的贴壁细胞表达NeuN与GFAP明显增加，表达

CD133的细胞则减少，此时的细胞以分化细胞为主，表

明了在有血清培养基中，CD133
+
细胞向成熟表型的细

胞分化，且具有多向分化的潜能，见图4a~d。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  CD133
+
/CD133

-
细胞体内致瘤性  接受CD133

+
细

胞注射的裸鼠大脑均出现明显肿瘤块，组织病理学检测证

实为肿瘤组织；而接受CD133
-
细胞注射的裸鼠中，注射

部位在40 d后仍观察不到有新生肿瘤块出现，见图5~7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

Vescovi等
[8]
提出了脑肿瘤干细胞的定义，并得到了

大多数学者的认同：脑肿瘤干细胞是脑肿瘤内一个特殊

的亚群细胞，并同时具有如下特征：①在体外和体内自

我更新与增殖能力。②异常分化特性，多向分化能力。

③移植致瘤能力。④分化产生终末细胞能力。实验证明

了通过免疫磁珠分选U251细胞系中的CD133
+
细胞亚

群是符合上述定义的脑肿瘤干细胞。 

细胞免疫组织化学及免疫荧光实验表明，CD133在

部分U251细胞中有表达。流式细胞仪的定量分析说明，

U251细胞中含有约4.5%的CD133
+
细胞。表明CD133

+

细胞是U251细胞中含量极少的一个亚群。 

CD133
+
细胞具有自我更新与增殖能力。实验将分

选后的细胞接种于含表皮生长因子和碱性成纤维细胞

生长因子的无血清培养基中，CD133
+
细胞逐渐增殖形

成了细胞球，呈悬浮生长，增殖活跃，与传统的悬浮培

养的脑肿瘤干细胞球及神经干细胞球相似
[9]
。说明

CD133
+
细胞有类似于神经干细胞受诱导增殖的特性。

CD133
+
细胞在含生长因子无血清培养基中的增殖速度

明显高于相同环境下的CD133
-
细胞，也高于在含血清培

养基中培养的CD133
+
细胞；在含血清培养基中，

CD133
+
细胞的增殖速度亦高于CD133

-
细胞。从单克隆

形成实验中观察到有将近90%的单个CD133
+
细胞可以

形成干细胞球，而CD133
-
细胞在相同环境下生长缓慢，

其只有不到3%的细胞可以形成克隆。 

移植致瘤是肿瘤干细胞在体内具有增殖与分化能

力的表现。实验将CD133
+
和CD133

-
细胞移植入裸鼠体

内，发现CD133
+
细胞有71.24%的裸鼠致瘤率，而

 

a: Expression of NeuN in CD133
+
 cells at 1 d after culture in 

serum-containing medium;  

b: Expression of NeuN increased 7 d later; 

c: Expression of glial fibrillary acidic protein in CD133
+
 cells 1 d after 

culture in serum-containing medium; 

d: Expression of glial fibrillary acidic protein increased 7 d later 

 

Figure 4  CD133
+
 cells can differentiate into cells with 

phenotypes of neurons and glial cells after 
inoculation into serum-containing medium 
(immunofluorescence,×40) 

图 4  CD133
+细胞接种于有血清培养基贴壁后分化成具有

神经元和胶质细胞表型的细胞(×40) 

a: No tumor formation after 

injection of CD133
-
 cells into 

nude mouse brain  
  

Figure 6  CD133
-
/CD133

+
 cells transplanted into the nude 

mouse brain (gross sample) 
图 6  CD133

-
/CD133

+细胞移植裸鼠脑内(大体标本) 

Figure 7  Histomorphological observation of tumors formed by 
CD133

+
 cells in nude mouse brain by hematoxylin- 

eosin staining 
图 7  CD133

+细胞裸鼠移植瘤的苏木精-伊红染色 

a: Tumor developed locally, tumor 

tissue showed hemorrhage and 

necrosis and swelling surrounded 

the tumor tissue (optical 

microscope, ×40)  

b: Tumor cells exhibited various 

morphological changes, with large 

and dark stained nuclei, high 

karyoplasmic ratio, obvious 

nucleolus, visible karyokinesis 

(optical microscope, ×200) 

Figure 5  CD133
-
/CD133

+
 cells in serum-free medium before 

transplantation (phase contrast microscope, ×40) 
图 5  CD133

-
/CD133

+细胞移植前在无血清培养基中的生
长状态(相差显微镜，×40) 

b: CD133
+
 cells formed brain 

tumor stem cell spheres  

a: CD133
-
 cells grew in 

single-cell manner  

b: Tumor tissue occupied the right 

cerebral hemisphere and cerebral 

cortex was soft with obvious necrotic 

tissue after injection of CD133
+
 cells 

into nude mouse brain 
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CD133
-
细胞却无一例致瘤。表明CD133

+
是U251细胞系

中致瘤性细胞亚群，是具有在体内增殖能力的直接表

现。同时，从移植瘤中分离培养的肿瘤干细胞与直接从

U251细胞系中培养的肿瘤干细胞的生物学特征十分相

似。Singh等
[10]

由此认为CD133
+
细胞极有可能是脑肿瘤

的起源细胞，Beier等
[11]

与Wu等
[12]

的研究中亦得到相同

的结论。体外体内试验表明，在U251细胞系中，CD133
+

细胞是其增殖活力的主要来源。 

多向分化是干细胞重要的内在特性。将在含生长因

子的无血清培养基培养形成的脑肿瘤干细胞球置入撤

除生长因子的含血清培养基中，脑肿瘤干细胞球的脑肿

瘤干细胞可分化产生具有神经元、星形胶质细胞等成熟

神经细胞表型的子代肿瘤细胞，同时表达CD133阳性的

细胞则减少，表面标记物的变化显示了在脑肿瘤干细胞

球中的细胞具有多向分化特征
[1，5，13-18]

。实验亦证明

CD133
+
细胞形成的脑肿瘤干细胞球具有此特征。实验

还将CD133
+
细胞直接接种于撤除生长因子的含血清培

养基中，可以观察到神经元和星形胶质细胞表型细胞的

增加，此结果更为直接和客观地证实了脑肿瘤干细胞所

具有的多向分化潜能。 

异常分化可能是脑肿瘤干细胞更具特征的内在特

性。双标免疫荧光检测CD133
+
细胞在SCF中贴壁分化

中发现，有的分化细胞同时表达星形胶质细胞和神经元

标志物。而此现象在正常神经干细胞分化过程中是没有

的
[1，13]

，这个现象反映了脑肿瘤干细胞的异常分化程序

的激活。Singh等
[1]
认为它们是具有双重分化潜能的肿瘤

前体细胞。Galli等
[14]

认为这种异常分化细胞的存在与脑

肿瘤干细胞的增殖能力相关，可能反映了脑肿瘤干细胞

的异常分化程序的激活。再如肿瘤干细胞存在“逆分化”

的现象
[14-15]

，提示了肿瘤干细胞分化的不彻底性。 

综上所述，磁珠分选的CD133
+
细胞具有体外及体

内增殖能力、异常分化特性与多向分化能力及体内致瘤

等特征，是符合肿瘤干细胞定义的亚群细胞。同时也证

明了，运用磁珠分选系统以CD133作为细胞表面标记物

来分选脑肿瘤干细胞的可行性，这将为深入研究脑肿瘤

干细胞及将脑肿瘤干细胞理论及技术应用于临床提供

了基础
[16]

。 
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