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　　［摘要］　目的　对４２个常见的肿瘤细胞株进行筛选，明确细胞株中是否存在ＣＤ１３３＋可能的肿瘤干细胞。方法　取对
数生长期的肿瘤细胞株，ＣＤ１３３抗体标记后用流式细胞仪检测，观察ＣＤ１３３＋细胞的比例。结果　４２个肿瘤细胞株中，肝癌
细胞株ＳＫＨＥＰ１、ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、Ｌ２２１５、ＰＬＣ／ＰＲＦ５，胰腺癌细胞株ＰＡＮＣ１、ＢＸＰＣ１，结肠癌细胞株ＳＷ６２０、ＨＴ２９，鼻咽

癌细胞株ＣＮＥ２，共１０个细胞株ＣＤ１３３＋细胞数与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　４２个肿瘤细胞株中检
出１０个细胞株存在ＣＤ１３３＋可能的肿瘤干细胞亚群。
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　　大多数肿瘤细胞群中存在肿瘤干细胞，在肿瘤发生、发

展、转移及复发中起关键作用［１］。肿瘤干细胞的概念从根本

上改变了人们对肿瘤的认识，是肿瘤治疗可能的新靶标，但

一直没有找到特异的肿瘤干细胞标志物。ＣＤ１３３是人类干／

祖细胞膜上发现的一种跨膜糖蛋白抗原，常表达于神经原始

细胞、上皮／内皮祖细胞谱系、造血干／祖细胞等，是目前用来

标记或分选干／祖细胞的最常用的膜表面标志，采用ＣＤ１３３
抗体可以部分分离和鉴定肿瘤干细胞［１５］。本研究采用

ＣＤ１３３抗体标记的流式细胞术，对常见的一些肿瘤细胞株进

行筛选，旨在明确这些细胞株是否存在ＣＤ１３３＋细胞，为后续

研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　细胞株来源及培养　细胞株：人胃癌细胞株ＢＧＣ８２３、

ＭＫＮ４５、ＭＫＮ２８、ＳＨ２８８、ＳＧＣ７９０１，人肺癌细胞株 Ｈ４６０、

Ｈ４４６、ＡＳＰＣ１、Ｈ１２９９、Ａ５４９，人肝癌细胞株 ＳＫＨＥＰ１、

Ｈｅｐ３Ｂ、ＨｅｐＧ２、ＰＬＣ／ＰＲＦ５、７７０１，人乳腺癌细胞株 ＭＢＤ

２３１、ＭＣＦ７、ＢＴ５４９、ＢＴ４８３、ＢＣａｐ３７、ＳＫＢＲ３、ＭＤＡＭＢ

４５３，人卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３，人胰腺癌细胞株ＰＡＮＣ１，

人结肠癌细胞株 ＨＴ２９、ＳＷ６２０，人鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ１、

ＣＮＥ２，人黑素瘤细胞株Ａ３７５，人骨肉瘤细胞株 ＭＧ６３、Ｕ２

ＯＳ，人膀胱癌细胞株Ｔ２４、２５３Ｊ，人肾癌细胞株７８６０，人宫颈

癌细胞株 ＨｅＬａ，均购于美国 ＡＴＣＣ公司。人肝癌细胞株

ＳＭＭＣ７７２１、７４０２、７４０４、Ｌ２２１５、人胃癌细胞株 ＨＧＣ２７、

人胰腺癌细胞株ＢＸＰＣ１购于中国科学院上海细胞生物学

研究所。

　　所有细胞株均在３７℃、５％ＣＯ２的条件下贴壁培养，培养

液中含１００μｇ／ｍｌ庆大霉素、１０％胎牛血清（ＦＢＳ），０．２５％胰

酶消化细胞传代。收集对数生长期肿瘤细胞，以 ＥＤＴＡ

Ｈａｎｋｓ液消化、吹打收集，ＰＢＳ洗涤后离心（１２５×ｇ，５ｍｉｎ）２
次后备用。调整细胞密度为１０６个／ｍｌ。

１．２　 主 要 试 剂 　ＣＤ１３３ＰＥ 购 于 德 国 Ｍｉｌｔｅｎｙ 公 司；

ＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ１６４０、ＭＥＭ、Ｍ５ＡＭ 培养液、ＦＢＳ、新生牛血

清（ＮＣＳ）均购于美国Ｇｉｂｃｏ公司。

１．３　流式细胞计量仪检测　取收集的肿瘤细胞（每个细胞

株各５组，每组细胞数为１０６），每组各加入１００μｌＰＢＳ重悬，

再加入１０μｌＣＤ１３３ＰＥ（１１１），４℃避光反应１５ｍｉｎ。ＰＢＳ
洗涤后离心（１２５×ｇ，１０ｍｉｎ）１次，ＰＢＳ调整细胞密度为１０６

个／ｍｌ，每个离心管共５００μｌ细胞悬液，上机检测。对照组为

同样方法处理的不加ＣＤ１３３ＰＥ的细胞悬液。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，组间比较采

用单因素方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

　　在４２个肿瘤细胞株中，发现肝癌细胞株ＳＫＨＥＰ１、

ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、Ｌ２２１５、ＰＬＣ／ＰＲＦ５中ＣＤ１３３＋细胞分别约

为３．２４％、１０．０％、６０．１０％、７５．８０％、４５．８０％；胰腺癌细胞

株ＰＡＮＣ１、ＢＸＰＣ１中ＣＤ１３３＋细胞约为１．１０％；结肠癌细

胞株 ＳＷ６２０、ＨＴ２９ 中 ＣＤ１３３＋ 细 胞 分 别 约 为 ３２．８％、

３１．６４％；鼻咽癌细胞株ＣＮＥ２中ＣＤ１３３＋细胞约０．９０％，与

对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表１）。

３　讨　论

　　人实体肿瘤中是否存在肿瘤干细胞，是近年来肿瘤研究

的热点［１］。Ｓｅｔｏｇｕｃｈｉ等［２］发现，很多肿瘤细胞系中持续存

在肿瘤干细胞；Ｐａｔｒａｗａｌａ等［３］也证实人类多种肿瘤细胞系

中存在干细胞样细胞。大多数肿瘤细胞群中的确存在肿瘤

干细胞，这为肿瘤的基础和临床研究开辟了一条新的途径。
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但肿瘤干细胞的研究仍处于起步阶段，尚有许多问题有待探

索和解决。其中，如何分离肿瘤中存在的肿瘤干细胞依然缺

乏有效的手段。

表１　ＣＤ１３３抗体对肿瘤细胞株的筛选结果
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，％）

细胞株 对照组 实验组

肝癌

　　ＨｅｐＧ２ ０．１０±０．００ １０．００±０．１６

　　Ｈｅｐ３Ｂ ０．２０±０．００ ６０．１０±２．１３

　　Ｌ２２１５ ０．２０±０．０７ ７５．８０±０．６１

　　ＰＬＣ／ＰＲＦ５ ０．２０±０．００ ４５．８０±０．１２

　　ＳＫＨＥＰ１ ０．４０±０．１５ ３．２４±０．１９

胰腺癌

　　ＰＡＮＣ１ ０．０８±０．０８ １．１０±０．１２

　　ＢＸＰＣ１ ０．０８±０．１３ １．１０±０．０７

结肠癌

　　ＳＷ６２０ ０．１２±０．０８ ３２．８０±２．７７

　　ＨＴ２９ ０．０４±０．０５ ３１．６４±３．３１

鼻咽癌

　　ＣＮＥ２ ０．０８±０．０８ ０．９０±０．０７

　Ｐ＜０．０１与对照组相比

　　目前分离肿瘤干细胞主要采用荧光激活细胞分选术

（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ，ＦＡＣＳ）和磁珠分离技术

（ｍａｇｎｅｔｉｃａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｃｏｒｔｉｎｇ，ＭＡＣＳ）。这２种分离技术

均有赖于肿瘤干细胞表面标志物的识别。由于细胞所表达

的表面分子众多，并因细胞种类不同而各有特点，特异性的

肿瘤干细胞分子标志比较匮乏。要确定用哪几种特异的表

面分子进行肿瘤干细胞的筛选，目前存在相当难度。现行技

术常借助于正常干细胞的相关方法来筛选肿瘤干细胞。因

此，要使肿瘤干细胞得到有效分离和鉴定，还有赖于更有效

的分子标志的出现及对干细胞研究的进一步发展。

　　ＣＤ１３３是人类干／祖细胞膜上发现的一种抗原，为跨膜

糖蛋白，表达于神经原始细胞、上皮／内皮祖细胞谱系、造血

干／祖细胞［５］，是公认的一种干／祖细胞表面抗原标志。近年

对多种类型的肿瘤细胞株研究发现，ＣＤ１３３还是一种新的肿

瘤干细胞的表面标志［６１１］。已有不少研究将ＣＤ１３３抗体作

为肿瘤干细胞初筛的标志［１２１３］，所筛选出的ＣＤ１３３＋细胞均

表现出具有自我更新能力、高致瘤潜能、多向分化能力的干

细胞特性。本实验用ＣＤ１３３抗体筛选了４２种常见肿瘤细胞

株，发现其中１０种细胞株表达高水平的ＣＤ１３３，以肝癌细胞

株系 ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、Ｌ２２１５、ＰＬＣ／ＰＲＦ５和结肠癌细胞株

ＳＷ６２０、ＨＴ２９表达水平最明显。虽然在肝癌细胞株 ＳＫ

ＨＥＰ１、胰腺癌细胞株 ＰＡＮＣ１、ＢＸＰＣ１及鼻咽癌细胞株

ＣＮＥ２检出的ＣＤ１３３＋肿瘤细胞比例偏低，但经过统计学分

析也存在显著性差异。值得注意的是，在被筛选的１０种肝

癌细 胞 株 中，Ｈｅｐ３Ｂ、Ｌ２２１５、ＰＬＣ／ＰＲＦ５ 三 种 细 胞 株

ＣＤ１３３＋细胞分别为６０．１％、７５．８％、４５．８％，其ＣＤ１３３＋细

胞比例处于较高水平，与文献［９］报道的结果类似。在被筛选

的２种结肠癌细胞株ＳＷ６２０和 ＨＴ２９中，ＣＤ１３３＋细胞分别

为３２．８％、３１．６４％，与 Ｏ’Ｂｒｉｅｎ等［１２］对结肠癌新鲜标本检

测的水平一致。

　　根据肿瘤干细胞理论，肿瘤干细胞在细胞群中应该是数

量较少的一个亚群，因此，目前还不能认定本实验所筛选的

所有ＣＤ１３３＋肿瘤细胞都是肿瘤干细胞，仍需对各种肿瘤中

分选出来的ＣＤ１３３＋细胞进行干细胞特性的检测，以进一步

确定其是否属于肿瘤干细胞亚群。
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