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【摘要】 目的 建立稳定的 9L/F344大鼠脑肿瘤干细胞颅内肿瘤模型。方法 采用无血清悬浮培

养法培养大鼠 9L胶质瘤细胞，立体定向法于近交系 F344大鼠右侧尾状核分别接种 9L胶质瘤细胞和 9L
肿瘤球细胞，观察大鼠存活状态，免疫组织化学染色检测肿瘤细胞 CD133和巢蛋白表达变化。结果 9L
胶质瘤细胞在无血清培养基中呈悬浮生长，形成的悬浮肿瘤细胞球表达 CD133和巢蛋白。9L胶质瘤细

胞组和 9L肿瘤细胞球组大鼠肿瘤均呈浸润性生长、无明显包膜；后者肿瘤内新生血管更丰富，出血性坏

死更明显。两组肿瘤细胞均表达 CD133和巢蛋白，且组间差异无统计学意义（均 P > 0.05），但 9L肿瘤细

胞球组细胞更具侵袭性。接种 9L肿瘤球细胞的大鼠中位存活期为 15 d（95%CI：15.219 ~ 15.781），明显

短于接种 9L胶质瘤细胞大鼠的 21 d（95%CI：20.395 ~ 21.605；χ2 = 12.800，P = 0.000）。结论 9L/F344大

鼠脑肿瘤干细胞颅内肿瘤模型的成功建立，为进一步研究脑肿瘤干细胞提供了实验基础。
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【Abstract】 Objective To establish the 9L/F344 rat intracerebral glioma model of brain tumor stem
cells. Methods Rat 9L gliosarcoma stem ⁃ like cells were cultured in serum ⁃ free suspension. The
expression of CD133 and nestin were tested by immunohistochemistry. A total of 48 inbredline male F344
rats were randomly divided into 2 groups, and 9L tumor sphere cells and 9L monolayer cells were
respectively implanted into the right caudate nucleus of F344 rats in 2 groups. Survival time was observed
and determined using the method of Kaplan ⁃ Meier survival analysis. Fourteen days after implantation or
when the rats were dying, their brains were perfused and sectioned for HE staining, and CD133 and nestin
were detected by immunohistochemistry. Results Rat 9L tumor spheres were formed with suspension
culture in serum ⁃ free medium. The gliomas formed in both groups were invasive without obvious capsule.
More new vessels, bleeding and necrosis could be detected in 9L tumor spheres group. The tumor cells in
both groups were positive for CD133 and nestin. There was no significant difference in the expression of
CD133 and nestin between 2 groups (P > 0.05, for all). According to the expression of nestin, the tumors
formed by 9L tumor sphere cells were more invasive. The median survival time of the rats bearing 9L
tumor sphere cells was 15 d (95%CI: 15.219-15.781), and the median survival time of the rats bearing 9L
monolayer cells was 21 d (95%CI: 20.395-21.605). There was significant difference between 2 groups (χ2 =
12.800, P = 0.000). Conclusions 9L/F344 rat intracerebral glioma model of brain tumor stem cells is
successfully established, which provides a glioma model for the future research.
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随着肿瘤干细胞（TSCs）研究的不断深入，提出

了脑肿瘤干细胞（BTSCs）学说，认为脑肿瘤中仅有

小部分肿瘤细胞具有无限增殖、自我更新、多向分

化潜能和致瘤性；大部分肿瘤细胞无增殖能力或仅

有短暂性增殖能力，而不具致瘤性。这部分具有干

细胞特性的细胞即称为脑肿瘤干细胞［1⁃3］。根据脑

肿瘤干细胞理论，此类细胞为脑肿瘤发生、发展和

复发之根源，只有充分认识脑肿瘤干细胞生物学特

性，方有利于开发靶向性杀灭肿瘤干细胞的治疗策

略。在本实验中，我们选择近交系 F344 大鼠 9L 胶

质瘤细胞系，通过立体定向技术成功建立 9L/F344
脑肿瘤干细胞模型，为脑肿瘤干细胞的进一步研究

提供稳定且可靠的动物模型。

材料与方法

一、实验材料

1. 细胞系来源 大鼠 9L 胶质瘤细胞系为化学

致癌剂 N⁃甲基亚硝基脲（MNU）注射至近交系 F344
大鼠体内诱发的胶质瘤细胞［2］，由广州军区总医院

王伟民教授惠赠。

2. 实验动物 无特定病原体（SPF）级近交系

F344 8周龄大鼠 48只，体重 200 ~ 250 g、平均（220 ±
20）g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供。于万级屏障系统喂以洁净饲料，自由摄食、饮

水，室温（22 ± 3）℃、相对清晰度（60 ± 10）%、相对湿

度 40% ~ 70%，12 h昼-12 h夜光照条件。

3. 主要试剂与药品 DMEM/F12培养基和质量

分数为 0.25%胰蛋白酶购自美国 Gibco 公司。胎牛

血清（FBS）购自美国Hyclone公司。B27添加剂购自

美国 Invitrogen 公司。碱性纤维母细胞生长因子

（bFGF）和表皮生长因子（EGF）购自美国 Peprotech
公司。小鼠抗大鼠巢蛋白（nestin）抗体（1∶100）为

美国 Chemicon 公司产品，兔抗大鼠 CD133 抗体（1∶
200）由美国 Santa Cruz公司提供；Alexa Fluor 594标

记的山羊抗兔和 Alexa Fluor 488标记的山羊抗小鼠

IgGⅡ抗（均 1∶200）购自美国 Molecular Probes 公

司。4’，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚（DAPI）封片剂为美国

Vector Laboratories公司产品。PV⁃9005 通用型超敏

小鼠 SP 二步法免疫组织化学检测试剂盒（试剂 1）、

PV⁃9001 通用型超敏兔 SP 二步法免疫组织化学检

测试剂盒（试剂 2）和浓缩型二氨基联苯胺（DAB）试

剂盒均为北京中杉金桥生物技术有限公司产品。

4. 主要仪器与设备 WDT⁃V 型脑立体定位仪

购自西安西北光电仪器厂。25 μl微量进样器由上

海医用激光仪器厂提供。

二、实验方法

1. 大鼠 9L 胶质瘤细胞系脑肿瘤干细胞分离培

养 参照文献［4］无血清悬浮培养法，选择含体积

分数为 10%胎牛血清 DMEM/F12培养基培养的对数

生长期贴壁的 9L 胶质瘤细胞，经 0.25%胰蛋白酶消

化，吸管吹打制成单细胞悬液，无血清培养基［含

DMEM/F12、碱性纤维母细胞生长因子 20 ng/ml、表
皮生长因子 20 ng/ml和 B27 添加剂（1∶50）］重悬细

胞，细胞计数器计数，调整细胞密度至 200 × 10 3/ml、
接种于 25 cm2培养瓶，置于 37 ℃、体积分数为 5%二

氧化碳、饱和湿度培养箱中连续培养，每 2 ~ 3 天换

半液，每 7 ~ 9天传代一次，选择传代至第 3代的肿瘤

干细胞进行实验。

2. 免疫荧光染色检测大鼠 9L 胶质瘤细胞和 9L
肿瘤细胞球 CD133 和巢蛋白表达 选择含有 10%
胎牛血清的 DMEM/F12 培养基中贴壁的 9L 胶质瘤

细胞、无血清培养基中悬浮生长状态良好的第 3 代

9L肿瘤细胞球，以磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 5 min（×
2 次），质量分数为 4%的多聚甲醛溶液固定 30 min；
以体积分数为 0.3% Triton X⁃100 破膜、室温下反应

10 min；0.01 mol/L磷酸盐缓冲液冲洗 5 min（× 3次），

体积分数为 10%的正常山羊血清封闭 60 min；滴加

Ⅰ抗（兔抗大鼠 CD133抗体和小鼠抗大鼠巢蛋白抗

体），湿盒中 4 ℃孵育过夜，剔除Ⅰ抗，0.01 mol/L 磷

酸 盐 缓 冲 液 冲 洗 5 min（× 3 次）；然 后 滴 加 Ⅱ 抗

（Alexa Fluor 594标记的山羊抗兔和 Alexa Fluor 488
标记的山羊抗小鼠 IgGⅡ抗）、37 ℃孵育 1 h，剔除Ⅱ

抗，0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液冲洗 5 min（× 3 次）；

DAPI封片剂复染细胞核、封片，荧光显微镜下观察。

3. 颅内肿瘤模型建立 （1）模型制备：收集呈对

数生长期的大鼠 9L 胶质瘤细胞和生长状态良好的

This study was supported by Technical Innovation Promotion Program of Qinghai Province (No.
2012-Z-722) and Scientific Research Foundation for Young Scholars of Qinghai University (No.
2014-QYY-6).
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9L 肿瘤细胞球，经 0.25%胰蛋白酶消化制成单细胞

悬液，倒置相差显微镜下计数并调整细胞密度至

500 × 10 3/10 μl，于 DMEM/F12培养基重悬。按文献

［5］方法，于立体定位仪下选择大鼠右侧尾状核区

（前囟中点前 1 mm、矢状缝右侧旁开 3 mm、硬脑膜

下 5 mm）为接种靶点。近交系 F344 大鼠随机分为

9L 胶质瘤细胞组和 9L 肿瘤细胞球组，每组 24 只。

参照 Olson等［6］和 Farrell等［7］的方法，以质量分数为

3.6%水合氯醛溶液（1 ml/100 g）腹腔注射麻醉大鼠，

头部水平位固定于立体定位仪上、门齿低于外耳道

连线 3 mm，常规消毒，直径 1 mm 牙钻行颅骨钻孔，

安装立体定位接种针，针头延伸至靶点并继续前进

1 mm，而后再退出 1 mm，以 1 μl/min 速度注射细胞

悬液 10 μl，拔除接种针前留针 10 min使细胞充分沉

积，颅骨骨孔以消毒骨蜡密闭、缝合头皮切口。术

后连续肌肉注射青霉素 40 × 10 3 U/d（× 3 d），观察大

鼠神态、进食和活动情况。（2）结果判定：接种后第

14天，每组分别取 3只大鼠灌注切取全脑，行脑组织

冰冻切片，层厚 10 μm，置于⁃ 20 ℃保存备用。其余

21 只大鼠行存活期观察，并于濒死前灌注切取全

脑组织，免疫组织化学染色检测 CD133和巢蛋白表

达水平。

4. 免 疫 组 织 化 学 染 色 检 测 颅 内 肿 瘤 模 型

CD133 和巢蛋白表达 脑组织切片置 0.01 mol/L 磷

酸盐缓冲液中进行湿化、复温；体积分数为 3%过氧

化氢去离子水孵育 10 min，0.01 mol/L磷酸盐缓冲液

漂洗 2 min（× 3 次）；滴加Ⅰ抗（兔抗大鼠 CD133抗体

和小鼠抗大鼠巢蛋白抗体），置湿盒中 4 ℃孵育过

夜，剔除Ⅰ抗，0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液漂洗 2 min
（× 3 次）；然后滴加免疫组织化学检测试剂 1、37 ℃

孵育 15 min，0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液冲洗 2 min（×
3 次）；再滴加免疫组织化学检测试剂 2、37 ℃孵育

15 min，0.01 mol/L磷酸盐缓冲液漂洗 2 min（× 3次）；

DAB 显色，显微镜下控制显色时间，蒸馏水洗涤以

终止反应，苏木素复染、脱水、透明、中性树脂封

片。光学显微镜下观察，于固定光照强度下对每一

标本肿瘤中心部位进行观察，随机观察 5 个高倍视

野（HPF），CD133以胞膜和胞质呈棕褐色为阳性、巢

蛋白以胞质呈棕褐色为阳性，采用 Image Pro⁃Plus软
件进行图像分析，计算每一视野光密度值（OD 值），

取平均值。

三、统计分析方法

采用 SPSS 13.0 统计软件进行数据处理与分

析。计数资料以率（%）或相对数构成比（%）表示，

存活率的比较采用 Kaplan⁃Meier模块和 Log⁃Rank检

验。计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，采用两

独立样本的 t 检验。以 P ≤ 0.05 为差异具有统计学

意义。

结 果

一、大鼠 9L胶质瘤细胞系脑肿瘤干细胞鉴定

大鼠 9L 胶质瘤细胞经无血清培养基培养 48 ~
72 h 后，部分形成肿瘤细胞球，免疫荧光染色显示，

肿瘤细胞球 CD133和巢蛋白表达阳性（图 1）。

二、大鼠 9L 胶质瘤细胞与 9L 肿瘤细胞球侵袭

性的比较

近交系 F344大鼠接种 9L胶质瘤细胞或 9L肿瘤

球细胞后 10 d，荷瘤大鼠开始出现觅食、饮水减少、

体重下降，以及反应迟钝、少动或行走不稳等症状

与体征；部分大鼠出现进行性颅内高压症状，表现

为眶周出血、眼球外突，后期出现癫 发作、偏瘫或

肌张力增高等症状与体征。Kaplan⁃Meier生存分析

显示，接种 9L肿瘤球细胞的大鼠中位存活期为 15 d
（95%CI：15.219 ~ 15.781），接种 9L 胶质瘤细胞的大

鼠为 21 d（95%CI：20.395 ~ 21.605），组间差异具有

统计学意义（χ2 = 12.800，P = 0.000；图 2）。

三、免疫组织化学检测

近交系 F344大鼠脑组织接种 9L胶质瘤细胞和

9L肿瘤球细胞第 14天，濒死前断头切取脑组织行组

织病理学观察。（1）组织学观察：9L胶质瘤细胞和 9L
肿瘤细胞球所形成的胶质瘤表型相似，均无明显包

膜，肿瘤细胞向周围脑组织呈浸润性生长，新生血

管丰富，可见出血性坏死，以 9L 肿瘤细胞球组更为

明显。（2）免疫组织化学染色：9L 胶质瘤细胞和 9L
肿瘤细胞球所形成的胶质瘤 CD133 和巢蛋白均表

达阳性，且二者表达水平组间差异无统计学意义

（均 P > 0.05；表 1，图 3）。从巢蛋白的免疫组织化学

染色可见，9L肿瘤细胞球所形成的肿瘤更具浸润性

（图 4）。

讨 论

胶质瘤是中枢神经系统常见恶性肿瘤，具有浸

润性生长、易复发和播散转移之特点，为神经外科

治疗难点。既往研究认为，所有肿瘤细胞均具有无

限增殖能力［8］。近年研究相继提出“脑肿瘤干细胞”

概念，并经实验证实了脑肿瘤及其细胞系中干细胞
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的存在，认为仅小部分肿瘤细胞具有无限增殖、自

我更新、多向分化潜能和致瘤性，并在肿瘤发生、发

展和复发过程中起决定作用［1，9⁃10］。若治疗过程中

肿瘤干细胞残留则肿瘤易复发。因此，脑肿瘤干细

胞是中枢神经系统肿瘤发生、发展和复发之根源，

只有充分认识脑肿瘤干细胞的生物学特点，才有利

于开发靶向性杀灭肿瘤干细胞的治疗策略。

传统观点认为，所有肿瘤细胞均具有致瘤性；

而肿瘤干细胞理论则认为，仅极少数肿瘤干细胞方

具有致瘤性［1，11⁃12］。Singh等［13］以 CD133作为细胞表

面标志物，采用免疫磁珠法（IMS）从髓母细胞瘤和

胶质母细胞瘤中分离获得 CD133+和 CD133-细胞，发

现 CD133+细胞具有极强的自我更新和分化能力，将

其分别植入非肥胖糖尿病（NOD）/重症联合免疫缺

陷（SCID）小 鼠 脑 组 织 内 ，12 ~ 24 周 时 仅 100 个

CD133+细胞可形成肿瘤，而移植 100 × 10 3 个 CD133-

细胞的小鼠仅在移植部位形成胶质瘢痕，表明前者

肿瘤细胞的增殖、分化和致瘤性更强。

在本研究中，我们采用无血清悬浮培养法从 9L
胶质瘤细胞获得呈悬浮球状聚集生长的肿瘤细胞

球，经免疫荧光染色均表达肿瘤干细胞特异性标志

物 CD133和巢蛋白，证实经无血清悬浮培养法可成

功培养出 9L 胶质瘤干细胞（GSCs），与 Bozzuto 等［2］

报告的结果相符。我们将 9L胶质瘤细胞和 9L肿瘤

球细胞分别植入近交系 F344 大鼠脑组织，结果显

示，9L 肿瘤细胞球生长更迅速，且荷瘤大鼠存活期

明显短于 9L 胶质瘤细胞组，由此可见，9L 肿瘤球细

胞种植于脑组织后，由于富含肿瘤干细胞，肿瘤细

胞增殖速度明显快于 9L 胶质瘤细胞；而 9L 胶质瘤

细胞组，由于肿瘤干细胞比例低，故肿瘤细胞增殖

速度相对缓慢、荷瘤大鼠存活期相对延长。

在本实验中，我们成功建立 9L/F344 大鼠脑肿
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图 1 荧光显微镜观察所见 免疫荧光染色 × 40 1a 大鼠 9L肿
瘤细胞球 CD133 表达阳性、呈红色，胞核以 DAPI 复染、呈蓝色
1b 大鼠 9L 肿瘤细胞球巢蛋白表达阳性、呈绿色，胞核以 DAPI 复
染、呈蓝色 图 2 Kaplan⁃Meier生存分析显示，9L 肿瘤细胞球组大
鼠存活期明显短于 9L胶质瘤细胞组
Figure 1 Immunofluorescence microscopy findings.
Immunofluorescent staining × 40 9L tumor spheres were positive
for CD133 (red), with blue nuclei after DAPI staining (Panel 1a). 9L
tumor spheres were positive for nestin (green), with blue nuclei after
DAPI staining (Panel 1b). Figure 2 Kaplan⁃Meier survival analysis
showed F344 rats implanted with 9L tumor spheres had shorter
survival times than those implanted with 9L monolayer cells.

1a 1b
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4a 4b

3a 3b

瘤干细胞颅内肿瘤模型，为脑肿瘤干细胞的进一步

研究提供了实验基础。
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extendedly (Panel 4b).
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由国家卫生计生委脑卒中防治工程委员会和中华预防医学会主办的“中国脑卒中大会 2015暨第五届全国心脑血管病论

坛”拟定于 2015年 5月 7-10日在北京市国家会议中心召开。

大会继续秉承权威性、前瞻性、学术性、专业性的特点，邀请相关领导和国内外心脑血管病相关领域院士、著名专家作专题

报告，为“十三五”时期心脑血管病防治布局，并发布我国近年来脑卒中筛查与干预重要数据和国内外领先学术成果。内容包

括：脑卒中基础研究；脑卒中中西医结合研究；脑卒中内科诊断与治疗；脑卒中外科干预与介入治疗；脑卒中流行病学调查；脑

卒中影像学；脑卒中检验学；血管超声、经颅多普勒超声（TCD）与脑卒中；糖尿病与脑卒中；血脂异常与脑卒中；高血压与脑卒

中；心房颤动与脑卒中；脑卒中康复治疗；脑卒中护理；医院管理；其他。欢迎全国同道积极参会，踊跃投稿，与会者将授予国家

级继续医学教育Ⅰ类学分 8 ~ 10分。

1. 征文内容 脑卒中筛查、心脑血管病基础与临床研究。

2. 征文要求 尚未在国内外学术会议和公开刊物上发表的论著、综述或个案报道摘要 1份，字数 500 ~ 1000字，要求科学

性强、重点突出、数据可靠、结论恰当、文字通顺精炼。请按照目的、材料与方法、结果、结论四部分格式书写，并于文题下注明

作者姓名（第一作者和通讯作者）、工作单位、邮政编码、联系方式和 Email地址。优秀论文将择期推荐至《中华神经科杂志》、

《中国现代神经疾病杂志》、《中国脑血管病杂志》、《中国卒中杂志》等相关学术期刊发表。

3. 投稿方式 会议仅接受 Email投稿，请以附件形式（Word文件）发送至 csc_zw@126.com，并在邮件中注明作者联系方式。

4. 联系方式 北京市西城区新街口外大街 16号 11号楼 4层。邮政编码：100088。投稿联系人：刘超（15313039686，Email：
csc_zw@126.com）；注册联系人：石文焕（13691025002，Email：csc_msc@126.com）。联系电话：（010）84022400。传真：（010）
84025262。详情请登录会议官方网站：www.cnstroke.com。

中国脑卒中大会 2015暨第五届全国心脑血管病论坛征文通知

由中华医学会、中华医学会神经病学分会主办，中华医学会神经病学分会痴呆与认知障碍学组承办，中国老年保健协会老

年痴呆及相关疾病专业委员会（ADC）、中国药理学会抗衰老与老年痴呆专业委员会、中国老年学学会老年医学委员会认知障

碍专家委员会、首都医科大学宣武医院共同协办的“第四届全国痴呆与认知障碍学术研讨会及高级讲授班”拟定于 2015年 5月

21-24日在北京国际会议中心举行。

会议内容包括：轻度认知损害早期识别；不同痴呆亚型神经心理学特点与最新研究进展；认知功能障碍神经影像学最新研

究进展；认知功能障碍最新临床诊断与治疗指南解读；变性病痴呆病因、病理学研究进展；痴呆病例分析与讨论；痴呆情绪症状

与精神行为症状治疗与管理；痴呆认知功能筛查与评价；痴呆遗传学研究新进展；痴呆诊断外周标志物新进展；痴呆康复与护

理策略；痴呆临床资料的数据统计与分析。

1. 征文内容 痴呆与认知功能障碍及相关疾病基础研究、诊断与治疗、预防、康复护理及新技术、新方法。

2. 征文要求 尚未在国内外学术会议和刊物上发表的论文摘要 1份，字数 1000字以内。请按照背景与目的、材料与方法、

结果、结论四部分格式书写，并于文题下注明作者姓名（第一作者和通讯作者）、工作单位、邮政编码、联系方式和 Email地址。

3. 投稿方式 会议仅接受网络投稿 ，请登录官方网站 www.cmancn.org.cn在线注册并投稿，并注明会议名称。

4. 联系方式 北京市东城区东四西大街 42号 226室中华医学会学术会务部。邮政编码：100710。联系人：张悦 。联系电

话：（010）85158559。 传 真：（010）65123754。 Email：zhangyue@cma.org.cn。 投 稿 联 系 人：陈 华 雷［（010）89292552 转 839，
18600959473；Email：ncn@cma.org.cn］。详情请登录会议官方网站：www.cmancn.org.cn。

第四届全国痴呆与认知障碍学术研讨会及高级讲授班征文通知
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