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黑素瘤细胞诱导人胚上皮干细胞的恶性转化

孙红玉，胡凯猛，刘厚奇

（第二军医大学基础部组织胚胎学教研室，发育生物学研究中心，上海２００４３３）

［摘要］　目的：探索体外肿瘤微环境中正常成体干细胞是否可以发生恶性转化而具有相关肿瘤学特性。方法：利用共培养

池建立黑素瘤Ａ３７５细胞诱导表皮干细胞转化的模型，应用相差显微镜观察诱导前后表皮干细胞形态变化，免疫荧光法检测

诱导后表皮干细胞Ｅ钙黏着蛋白、肿瘤相关抗原Ｐ５３突变蛋白的表达变化和双层软琼脂实验鉴定诱导后表皮干细胞克隆形成

能力情况。结果：７ｄ后与黑素瘤细胞Ａ３７５直接接触共培养的表皮干细胞开始克隆样生长，细胞Ｅ钙黏着蛋白表达下降，部

分细胞表达Ｐ５３突变蛋白，软琼脂培养克隆形成率为０．５５％。结论：表皮干细胞经黑素瘤细胞直接诱导后，可以具有肿瘤细

胞的相关生物学特性。结果表明，肿瘤微环境可以造成干细胞自我更新能力的失控。

［关键词］　黑素瘤；表皮干细胞；肿瘤干细胞；钙黏着蛋白；蛋白质Ｐ５３；突变
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　　目前已在白血病［１］、乳腺癌［２］、脑胶质瘤［３］、黑

素瘤［４］和前列腺肿瘤细胞系［５］中证实存在肿瘤干细

胞。随着对肿瘤干细胞研究的不断深入，越来越多

的证据提示肿瘤中某些细胞具有干细胞特性，并提

出了肿瘤干细胞的学说，认为肿瘤是干细胞异常增

殖分化并逃避机体免疫识别而形成的细胞群体。尽

管大多数肿瘤转化突变的靶细胞并不清楚，但是已

有相当多的证据表明某些结肠癌［６］和白血病［７］产生

于积累多次突变的干细胞。此外，肿瘤干细胞理论

的一个关键点是细胞微环境（ｃｅｌｌｎｉｃｈｅ）的改变是干

细胞分化受阻的主要原因［８］。细胞微环境改变后可

能会导致基因的突变，故倾向于认为是微环境破坏

而使维持正常干细胞分化的调控发生紊乱受阻并导

致增殖信号的加强。在本研究中我们探讨黑素瘤

Ａ３７５细胞对表皮干细胞的诱导作用，以期为干细

胞在肿瘤微环境中分化失常理论提供一定的依

据。　　　　　

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　Ａ３７５黑素瘤细胞株购自中国

科学院上海细胞生物学研究所，该细胞株用含１０％
新生牛血清 ＤＭＥＭ培养液于３７℃、５％ＣＯ２条件下

培养。人胚表皮干细胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＨＥＥＳＣ）由本室保存，用无血清培养基
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（ＫｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅＳＦＭ，ＫＳＦＭ）培养。其中，ＤＭＥＭ
培养液、胰蛋白酶、ＫＳＦＭ 均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。

山羊抗人Ｅ钙黏着蛋白单克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司，兔抗人Ｐ５３单克隆抗体购自武汉博士德公司。

ＢＤ公司ＦａｌｃｏｎＴＭ细胞培养池（ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｉｎｓｅｒｔｓ），

其多孔ＰＥＴ膜有效直径２３．１ｍｍ，厚１３μｍ，与６
孔板底间距离０．９ｍｍ；膜孔直径０．４μｍ。

１．２　共培养模型的建立　将 Ａ３７５和 ＨＥＥＳＣ分

别种植于ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｉｎｓｅｒｔｓＰＥＴ膜的两侧，作为直

接接触共培养组；将 Ａ３７５种植于放有ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ

ｉｎｓｅｒｔｓ的６孔板上，然后ＰＥＴ膜内面种植ＨＥＥＳＣ，

作为间接接触共培养组；将 ＨＥＥＳＣ单独种在ＰＥＴ
膜一侧，作为阴性对照组。

１．３　模型的检测

１．３．１　形态学观察　相差显微镜下每天观察 ＨＥ

ＥＳＣ的生长状态情况，并进行必要的拍照。

１．３．２　Ｅ钙黏着蛋白表达　在共培养７ｄ后，用镊

子从ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｉｎｓｅｒｔｓ上撕下多孔ＰＥＴ膜，接触

共培养组需用棉签迅速拭去膜Ａ３７５细胞，用免疫

荧光法检测 ＨＥＥＳＣＥ钙黏着蛋白的表达情况，方

法如下：ＰＢＳ迅速洗２～３次；置－１０℃～－２０℃冷

丙酮中，细胞面向上，７ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；加

一抗（羊抗多克隆抗体，１５０稀释）５０μｌ于盖玻片

上，阴性对照用５０μｌ抗体稀释液代替一抗，湿盒内

４℃过夜；ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；加二抗（ＴＲＩＴＣ标记

鼠抗山羊ＩｇＧ，１５０含１％ＢＳＡ的ＰＢＳ稀释）５０μｌ

于盖玻片上，湿盒内３７℃５０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３
次；（Ｒ）ＤＡＫＯＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＭｏｕｎｔｉｎｇＭｅｄｉｕｍ封

片，４℃避光存放，１个月内荧光显微镜观察。

１．３．３　Ｐ５３突变蛋白表达　共培养７ｄ后，免疫荧

光法检测 ＨＥＥＳＣ 的 Ｐ５３突变蛋白的表达。如

１．３．２项下方法，一抗为兔抗多克隆抗体（１１００稀

释），二抗用ＴＲＩＴＣ标记鼠抗兔ＩｇＧ显示（１５０稀

释）。

１．３．４　转化能力　双层软琼脂克隆形成实验鉴定

共培养后 ＨＥＥＳＣ是否具有恶性转化的能力。方法

如下：按１１混合１．２％的琼脂和２×ＤＭＥＭ，然后

取２ｍｌ注入直径约３．５ｃｍ平皿中令其凝固，置５％

ＣＯ２ 孵箱中备用，作为琼脂底层。按１１混合

０．７％琼脂和２×ＤＭＥＭ，然后加入待检测的细胞悬

液，使其细胞终密度为每毫升约含３５０个待检测细

胞，充分混匀后，向含有１．２％琼脂底层的平皿中注

入２ｍｌ，使其形成琼脂层。待上层琼脂凝固后，置

３７℃，５％ＣＯ２ 孵箱中，培养１０～１４ｄ。观察细胞集

落：集落形成率＝形成集落数／接种细胞数×１００％。

２　结　果

２．１　细胞形态的变化　相差显微镜下观察到共培

养４ｄ时有克隆出现，７ｄ时可见明显的克隆；直接

接触共培养７ｄ后的 ＨＥＥＳＣ于正常培养基中贴壁

后可见部分细胞变为梭形，说明Ａ３７５诱导后 ＨＥ

ＥＳＣ接触抑制开始丧失（图１）。

图１　共培养４ｄ（Ａ）和７ｄ（Ｂ）后ＨＥＥＳＣ形成的克隆及其对照组（Ｃ）

Ｆｉｇ１　ＣｏｌｏｎｉｅｓｆｏｒｍｅｄｂｙＨＥＥＳＣ４ｄ（Ａ），７ｄ（Ｂ）ａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｎｏｔｆｏｒｍｅｄｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｃ）（×１００）

２．２　共培养后 ＨＥＥＳＣ的 Ｅ钙黏着蛋白鉴定结

果　免疫荧光法显示Ａ３７５诱导后 ＨＥＥＳＣ表达Ｅ

钙黏着蛋白的阳性信号比诱导前明显减弱（图２），提

示Ｅ钙黏着蛋白表达量下降，说明其黏附能力下降。
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图２　阴性对照组（Ａ）和共培养组（Ｂ）及其相差显微镜下（Ｃ）ＨＥＥＳＣＥ钙黏着蛋白免疫荧光检测结果

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ），

ａｎｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ（Ｂ），ＣｗａｓＢｕｎｄｅｒｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×４００）

２．３　共培养后 ＨＥＥＳＣ的Ｐ５３鉴定结果　免疫荧
光法显示Ａ３７５诱导后有部分 ＨＥＥＳＣ的Ｐ５３呈现

核阳性信号（图３），这说明转化后 ＨＥＥＳＣ部分细胞

Ｐ５３蛋白发生突变。

图３　阴性对照组（Ａ）及其相差显微镜下（Ｂ），共培养组（Ｃ）ＨＥＥＳＣＰ５３的免疫荧光检测结果

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＰ５３ｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ）

ａｎｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ（Ｃ），ＢｗａｓＡｕｎｄｅｒｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×１００）

２．４　转化能力的检测结果　３次软琼脂克隆形成
实验数据显示接触共培养组克隆形成率为０．５５％，
间接共培养组克隆形成率为０．０１％，对照组克隆形

成率为０％（图４）。０．５５％细胞能在双层软琼脂生
长，说明这部分细胞已获得恶性转化。

图４　接触共培养组（Ａ）、间接共培养组（Ｂ）和对照组（Ｃ）ＨＥＥＳＣ的软琼脂克隆形成实验结果

Ｆｉｇ４　Ｉｍａｇｅｓｏｆｓｏｆｔａｇａｒｃｏｌｏｎｙａｓｓａｙｉｎｃｏｎｔａｃｔｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ（Ａ），

ｉｎｄｉｒｅｃｔｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ（Ｂ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｃ）（×４０）
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３　讨　论

　　近年来，随着对干细胞和肿瘤研究的深入，越来

越多的证据表明干细胞和肿瘤有很多共同的特点：

都具有自我更新和分裂增殖的能力，有高端粒酶活

性以及共享一些信号转导通路［９］。但是干细胞与肿

瘤细胞最大的差别是生长是否受到严格调控，因此

有理由怀疑干细胞在肿瘤微环境中是否失去自身的

调节能力，向肿瘤细胞方向靠近或者促进肿瘤的生

长［１０］。

　　同时，人们逐渐认识到存在于上皮组织的成体

干细胞与皮肤发生、修复、改建以及上皮源性肿瘤有

密切关系［１０］。因此表皮干细胞逐渐成为研究热

点。　　　　　

　　本研究中我们用黑素瘤细胞来诱导表皮干细

胞，发现接触共培养组中表皮干细胞形成克隆，细胞

形态变为梭形，说明表皮干细胞间的接触抑制开始

丧失。只有接触组共培养组形成克隆，这提示黑素

瘤细胞和表皮干细胞间的接触是必要的，至于发生

的机制需要进一步探讨。

　　Ｅ钙黏着蛋白介导细胞与细胞之间的黏附维持

细胞结构和形态的稳定，其表达下降可影响细胞间

的黏附使细胞容易分离。本研究结果表明转化后的

表皮干细胞Ｅ钙黏着蛋白表达量下降，说明其黏附

能力下降。最近发现黑素瘤细胞表达 Ｎ钙黏附蛋

白、ＰＣ４２及 ＭＥ１ＭＥ６等新的钙黏附分子，但Ｅ和

Ｐ钙黏附蛋白的表达却减少［１１］，这提示诱导后的表

皮干细胞和肿瘤细胞的相关生物学特性一致。

　　抑癌基因ｐ５３突变后即具有癌基因的作用，可

导致多种肿瘤的发生和恶化。本研究中经黑素瘤细

胞诱导后有部分细胞Ｐ５３抗体免疫荧光染色呈核阳

性，说明该部分细胞Ｐ５３蛋白已发生突变。Ｓｔｒｅｔｃｈ
等［１２］报道黑素瘤常发生Ｐ５３突变，这提示诱导后的

表皮干细胞和肿瘤细胞的相关生物学特性一致。

　　软琼脂克隆形成实验从功能上证明表皮干细胞

在黑素瘤的诱导下可获得恶性转化能力。

　　总之，黑素瘤细胞诱导表皮干细胞后，部分表皮

干细胞获得了肿瘤细胞的相关生物学特性，说明微

环境破坏可使表皮干细胞分化的调控发生改变。即

细胞微环境的改变可引发细胞与细胞、细胞与间质

信号交流的异常，从而造成了细胞失控性增殖，这为

干细胞在肿瘤微环境中分化调控能力失调提供了一

定的依据。
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