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［摘要］　目的：应用ｐ７５ＮＴＲ进行人食管肿瘤干细胞的分选，并对其生物学特性进行鉴定。方法：对人食管癌标本癌细胞及食

管癌细胞株ＴＥ１、Ｅｃａ１０９进行培养，应用流式细胞仪检测ｐ７５ＮＴＲ在人食管癌细胞（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ＥＣＣｓ）中的表达，应

用磁珠分选（ＭＡＣＳ）法进行ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与阴性细胞的分选，观察ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞的增殖、分化及软琼脂克隆形成能力，并

进行裸鼠接种以观察其致瘤能力；应用化疗药物作用于ＥＣＣｓ后检测其中ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与阴性细胞存活率，以评价ｐ７５ＮＴＲ

阳性细胞对化疗药物的耐受性。结果：８个食管肿瘤细胞系（株）中，除ＳＨＥＣ１、ＳＨＥＣ５未检测到ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞外，其余６
个细胞系（株）ＳＨＥＣ４、ＳＨＥＣ６、ＳＨＥＣ７、ＳＨＥＣ８、Ｅｃａ１０９、ＴＥ１中均检测到ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞，阳性细胞比例分别为２．７１％、

０．３２％、３．３５％、１．１３％、２．１５％、０．４５％。与阴性及未分选细胞相比，ＭＡＣＳ分选后的ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞具有较强的增殖能力，

具有分化产生其他表型细胞的能力，在软琼脂中具有较强的克隆形成能力（Ｐ＜０．０１）；行裸鼠接种时，ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞表现出

较强的致瘤性，其中ＳＨＥＣ７细胞只需２×１０３个即可致瘤，其致瘤能力是未分选细胞的５０倍。化疗药物分别作用于ｐ７５ＮＴＲ阳

性细胞与阴性细胞４８ｈ后，ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞的存活比例明显高于阴性细胞（Ｐ＜０．０５）。结论：人食管肿瘤细胞中ｐ７５ＮＴＲ阳性细

胞具有自我更新、分化、增殖能力，对化疗药物具有较强的耐受性，并具有较强的致瘤能力，具有肿瘤干细胞的特性。
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　　肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）是指肿瘤

中具有自我更新、无限增殖能力与分化潜能的细胞

群，是目前肿瘤研究的热点。这部分细胞虽然只占

少数，但却是肿瘤发生、发展、转移与复发的关键［１］。

人们相继在数种肿瘤中发现了 ＣＳＣｓ，包括白血

病［２３］、乳 腺癌［４５］、脑肿瘤［６７］、前 列 腺 癌［８９］、肺

癌［１０］、肝癌［１１］、结肠癌［１２１３］及喉癌［１４］等，并对其特

性进行了研究。这些证据均有力地支持了ＣＳＣｓ学

说。本研究拟应用食管上皮干细胞的表面标志

ｐ７５ＮＴＲ对食管肿瘤细胞（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ，

ＥＣＣｓ）进行标记、检测和分选，并对分选后的细胞进

行生物学性状研究，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　ＥＣＣｓ的培养　３８例人原发食管肿瘤标本均

来源于第二军医大学长海医院胸心外科行食管癌切

除术患者的肿瘤组织（均经患者或委托人知情同

意）。所有患者术前均无放、化疗史，均经２名以上

有经验的病理科医师确诊为食管鳞状细胞癌。所有

标本均在手术切除后３０ｍｉｎ内取材并送实验室。

参照文献［４］方法将其制成单细胞悬液，加入含１０％

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ公司）置于３７℃、５％ＣＯ２培养

箱内培养，静置培养约４８ｈ后换液１次，待有细胞贴

壁生长后，用机械刮除法和反复贴壁法去除成纤维

细胞，纯化ＥＣＣｓ。每周换液２～３次，细胞生长至约

８０％汇合时，以０．２５％胰酶＋０．０２％ＥＤＴＡ消化，

按１２～１３传代。将购自中国科学院上海细胞

研究所的食管癌细胞株ＴＥ１、Ｅｃａ１０９在含１０％ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ中进行常规培养及传代。

１．２　流式细胞仪分析　将处于对数生长期的ＥＣＣｓ
以０．２５％胰酶＋０．０２％ＥＤＴＡ消化，含血清培养液

终止，ＰＢＳ洗涤，重悬，８００×ｇ离心５ｍｉｎ。重悬于

ＰＢＳ中，加入鼠抗人ｐ７５ＮＴＲ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）为一抗，

４℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤２次，８００×ｇ离心５ｍｉｎ，
去尽上清液；再加ＰＢＳ（１×１０８／ｍｌ）充分混悬细胞

后，加入标记ＰＥ的羊抗鼠ＩｇＧ为二抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司），混匀，室温下避光孵育１５ｍｉｎ；８００×ｇ离心５
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，重悬于ＰＢＳ中；用ＦＡＣＳｃａｎ流

式细胞仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）检测。对照组以

ＰＢＳ为一抗。

１．３　免疫磁珠分选　以小鼠抗人ｐ７５ＮＴＲ单克隆抗

体为一抗与肿瘤细胞结合，以包被有羊抗小鼠ＩｇＧ
（二抗）的免疫磁珠（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）与肿瘤细胞共

孵育。利用磁极（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）对悬液中的肿瘤

细胞进行分离。对照组以ＰＢＳ为一抗。

１．４　细胞体外增殖能力检测　将分选后的ｐ７５ＮＴＲ

阳性细胞与ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞重悬于含１０％ ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ培养基中，稀释为２×１０４／ｍｌ，以每孔２００μｌ
接种于９６孔培养板中，每一浓度每天测定３个平行

孔，连续测定８ｄ，即每一浓度需接种８ｄ×３孔。共

设置１个空白对照组（Ａ行，无细胞的ＤＭＥＭ 培养

基）和７个测定组（Ｂ～Ｈ行）。将接种完成的９６孔

细胞培养板置入３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度条件下进

行培养。每间隔２４ｈ测定３列。每次在测定前４ｈ，

于每孔加入２０μｌＭＴＴ，继续培养４ｈ后终止培养，

逐孔吸弃液体后加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，水平振荡仪振

荡１０ｍｉｎ，倒置显微镜下观察细胞内蓝紫色结晶完

全溶解，形成均匀的蓝紫色溶液。以空白对照组调

零，用酶联免疫检测仪（上海第三分析仪器厂）于５７０

ｎｍ 处测定各孔光密度（Ｄ）值，每种细胞每次测定３
孔，取其平均值，描绘细胞生长曲线。

１．５　细胞体外分化能力检测　将分选后的ｐ７５ＮＴＲ

阳性细胞接种于２４孔板中，加入含１０％ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ中，置３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度的培养箱中

培养，每３ｄ换液１次，在培养的０、３、６、９、１２ｄ用流

式细胞仪动态检测其中ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞的百分比变

化，观察增殖中的ＥＣＣｓ表面抗原ｐ７５ＮＴＲ表达情况，

以了解增殖中细胞的分化情况。

１．６　软琼脂克隆形成试验　将ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与

阴性细胞分别加入含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 的０．３％
琼脂培养基，置于６孔板中，每孔２ｍｌ，含细胞２００
个。“十”字方向晃动培养板，使细胞均匀分散，置

３７℃、５％ＣＯ２下培养２周。２周后，于６孔板的每个

孔内加入０．５ｍｌＭＴＴ，３７℃下孵育３０ｍｉｎ，使活细

胞着色。计数所形成细胞数在５０个以上的克隆数，

数码相机拍照。

１．７　裸鼠成瘤试验　将ｐ７５ＮＴＲ阳性与阴性细胞分

别重悬于ＰＢＳ，将不同密度细胞接种于ＢＡＬＢ／ｃ裸

鼠（购自第二军医大学实验动物中心）背部皮下，每

种细胞每个密度接种４只，对侧皮下注射等量的

ＰＢＳ作对照。观察移植瘤出现时间及数量等指标。

以引颈法将裸鼠处死，取出皮下移植瘤，以１０％甲醛

溶液固定２４ｈ，石蜡包埋，常规切片。石蜡切片常规

脱蜡至水，行 ＨＥ染色，光镜下观察，并与人原发食

管癌标本对照。

１．８　ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞对化疗药物的耐受性　将生
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长状况良好的ＥＣＣｓ接种于２４孔板，每孔１×１０５个
细胞，加入１ｍｌ含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ，置于３７℃、

５％ＣＯ２培养箱中过夜。待细胞贴壁后，将其分为：对
照组，不加化疗药物；实验组，分别加入顺铂（ＤＤＰ）、

５氟尿嘧啶（５Ｆｕ）。药物的终浓度为ＤＤＰ１μｇ／ｍｌ、

５Ｆｕ２μｇ／ｍｌ，每种药物实验设６个复孔，结果取其
平均值。在药物作用后１～７ｄ的固定时间分别将细
胞消化分离后，行一抗、二抗标记，流式细胞仪检测，
观察ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞比例的变化。将分选后的

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞分别置于含不同
浓度 ＤＤＰ、５Ｆｕ的培养液中培养，４８ｈ 后检测

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞的存活率，以评
价其对化疗药物耐受性的差异。

１．９　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示，统计学
处理采用ｔ检验。所有数据分析用ＳＰＳＳ１０．０软件
完成，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　可连续传代的食管肿瘤细胞系的建立　本研
究将３８例肿瘤标本剪碎，胶原酶消化后以含１０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液进行培养，１周后有９例肿瘤
细胞生长，纯化后连续传代。其中３例只传４～７代
即生长缓慢或停止生长而逐渐死亡，提示其中可能
不含有能够长期自我更新的细胞。另６例可进行连
续传代（分别命名为 ＳＨＥＣ１、ＳＨＥＣ４、ＳＨＥＣ５、

ＳＨＥＣ６、ＳＨＥＣ７、ＳＨＥＣ８），至今均已传４０代以
上，均为鳞状细胞癌。倒置相差显微镜下观察：细胞
主要呈三角形、多角形或短梭形，大小不等，胞质丰
富，胞核圆形、卵圆形，体积增大，核质比增大或增大
不明显（图１）。

图１　倒置相差显微镜下观察ＥＣＣｓ形态

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＥＣＣｓｕｎｄｅｒ

ｉｎｖｅｒｔｅｄｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
ＥＣＣｓｗｅｒｅｉｎｐｏｌｙｇｏｎｏｒｓｈｏｒｔｆｕｓｉｆｏｒｍｓｈａｐｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｚｅｓ，ａ

ｂｕｎｄａｎｔｃｙｔｏｐｌａｓｍ，ｎｕｃｌｅｉｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｋａｒｙｏｐｌａｓｍｉｃ

ｒａｔｉｏｏｒｎｏｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ），×４００（Ｂ）

２．２　ｐ７５ＮＴＲ在ＥＣＣｓ中的表达　以小鼠抗人ｐ７５ＮＴＲ

为一抗，以ＰＥ标记的羊抗小鼠ＩｇＧ为二抗，对照组

以ＰＢＳ为一抗；以阳性标记者为Ｂ门。将标记好一

抗、二抗的肿瘤细胞行流式细胞仪检测，在８个食管

肿瘤细胞系（株）中，除ＳＨＥＣ１、ＳＨＥＣ５未检测到

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞外，其余６个细胞系（株）ＳＨＥＣ４、

ＳＨＥＣ６、ＳＨＥＣ７、ＳＨＥＣ８、Ｅｃａ１０９、ＴＥ１中均检测

到ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞，阳性细胞百分率分别为２．７１％、

０．３２％、３．３５％、１．１３％、２．１５％、０．４５％。

２．３　ＥＣＣｓ中的ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞分选　应用免疫磁

珠分选技术分离 ＥＣＣｓ中的ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞，将

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞及ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞均加入二抗标记

后行流式细胞仪检测，以评价分选的效率。结果表

明：分选后 ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞的纯度为９０．３％～
９６．５％，ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞的纯度均为１００％。

２．４　细胞体外增殖能力检测　结果（图２）表明：在

每种ＥＣＣｓ中ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞相

比，生长速度均较快。ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞群体倍增时

间平均为（１６．５±３．２）ｈ，而ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞群体倍

增时间平均为（３６．８±７．３）ｈ，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。

图２　ＥＣＣｓ中ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与

阴性细胞分别培养时的细胞生长曲线

Ｆｉｇ２　Ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｓｅｐａｒａｔｅｄｐ７５ＮＴＲ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｅｌｌｓ
ｎ＝３０，珚ｘ±ｓ

２．５　细胞体外分化能力检测　结果表明：随着培养

时间的延长，表达ｐ７５ＮＴＲ的细胞比例逐渐减少，以前

６ｄ为显著，由９２．６８％降至４０．７２％，培养至第１２
天，ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞的比例下降至５．５３％，与分选前

比例相似。

２．６　软琼脂克隆形成试验　结果表明：ｐ７５ＮＴＲ阳性

细胞、ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞、未分选细胞在软琼脂中的克

隆形成率分别为（４５．９±８．９）％、（３．７±２．１）％、
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（１２．６±２．９）％，ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞克隆形成率明显高

于阴性细胞及未分选细胞（Ｐ＜０．０１）。

２．７　裸鼠成瘤试验

２．７．１　成瘤情况　将１０３、１０４、１０５个ｐ７５ＮＴＲ阳性细

胞与ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞分别接种于裸鼠背部皮下。所

有裸鼠观察８周后处死，解剖其背部皮下出现的移

植瘤并查看其他脏器有无转移。形成移植瘤的情况

如表１所示。所有接种ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞的裸鼠，接

种细胞量≤１０５时均未形成移植瘤。ＳＨＥＣ７中

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞的致瘤性最强，注射１０４个细胞均形

成移植瘤，但１０３个细胞均未成瘤。接下来又分别将

２×１０３、５×１０３个ＳＨＥＣ７中ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞接种

于裸鼠背部皮下，每组４只。观察８周，发现注射

５×１０３个细胞的裸鼠中有２只形成移植瘤，而接种

２×１０３个细胞的裸鼠中有１只形成移植瘤。这说明

在ＳＨＥＣ７细胞中只需２×１０３个ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞即

可在异体接种时形成移植瘤，比ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞成

瘤能力强５０倍，表现了强大的致瘤性。

表１　ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与阴性细胞接种裸鼠的成瘤情况

Ｔａｂ１　Ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓｏｆｐ７５ＮＴＲｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ

Ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ
ＳＨＥＣ４

１０５ １０４
ＳＨＥＣ７

１０５ １０４
ＳＨＥＣ８

１０５ １０４
Ｅｃａ１０９

１０５ １０４

ｐ７５ＮＴＲ（＋） ３／４ ０／４ ４／４ ４／４ ３／４ １／４ ４／４ ０／４

ｐ７５ＮＴＲ（－） ０／４ ０／４ ０／４ ０／４ ０／４ ０／４ ０／４ ０／４

２．７．２　病理学观察　将ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞在裸鼠皮

下形成的肿瘤组织块，切下后行 ＨＥ染色，显微镜

下观察，结果（图３）表明：与人原发食管肿瘤相比，６
个食管肿瘤细胞系（株）中ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞形成的肿

瘤在形态学上无明显差异。

图３　ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞接种裸鼠形成的

移植瘤组织（Ａ）及人原发食管肿瘤（Ｂ）的ＨＥ染色

Ｆｉｇ３　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｔｕｍｏｒｓｉｎ

ＢＡＬＢ／Ｃｎｕｄｅｍｉｃｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐ７５ＮＴＲｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（Ａ）

ａｎｄｈｕｍａｎｐｒｉｍａｒｙｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（Ｂ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０

２．８　ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞对化疗药物的耐受性

２．８．１　ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞比例的变化 　化疗药物

５Ｆｕ、ＤＤＰ作用１～５ｄ后，分别用ｐ７５ＮＴＲ对ＥＣＣｓ
进行标记，以流式细胞仪检测其中ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞

的比例。结果（图４）表明在化疗药物作用后ｐ７５ＮＴＲ

阳性细胞的比例有不同程度的提升，至４ｄ时达到

最大，５ｄ后亦未见明显增加。

图４　ＥＣＣｓ在含化疗药物的培养液中

培养后ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞比例

Ｆｉｇ４　Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｐ７５ＮＴＲｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＥＣＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｉｎＦＢＳ／ＤＭＥＭｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｄｒｕｇｓ
Ａ：５Ｆｕ；Ｂ：ＤＤＰ

２．８．２　细胞存活率的比较　将ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与

ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞分别在不同浓度的化疗药物中作用

４８ｈ后，应用 ＭＴＴ法检测细胞存活状况。结果（图

５）表明：较低浓度化疗药物作用后，有少量ｐ７５ＮＴＲ阴

性细胞死亡，ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞出现少量增殖；在较高

化疗药物浓度作用后，ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞表现出较强
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的耐药性，只出现少量细胞死亡，而ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞

存活明显减少（Ｐ＜０．０５）。

图５　ＥＣＣｓ中ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与阴性细胞在

化疗药物中的存活曲线

Ｆｉｇ５　Ｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｏｆｐ７５ＮＴＲｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄ

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｅｌｌｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＥＣＣｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｅｄｔｏ

ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｇｅｎｔｓ
Ｂｏｔｈｐ７５ＮＴＲｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｐ７５ＮＴＲｎｅｇａｔｉｖｅｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

ｆｒｏｍＥＣＣｓｂｙＭＡＣＳｓｏｒｔｉｎｇ．１×１０４ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌｗｅｒｅｐｌａｔｅｄｉｎ９６

ｗｅｌｌｐｌａｔｅａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ５ＦｕｏｒＤＤＰｆｏｒ

４８ｈｉｎＦＢＳ／ＤＭＥＭｍｅｄｉｕｍ．Ｐ＜０．０５ｖｓａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｐ７５ＮＴＲｎｅｇａ

ｔｉｖｅｃｅｌｌｓ；ｎ＝１８，珚ｘ±ｓ．Ａ：５Ｆｕ；Ｂ：ＤＤＰ

３　讨　论

　　ｐ７５ＮＴＲ是一种相对分子质量为７５的蛋白受体，

属Ⅰ型跨膜 ＴＮＦ受体超家族成员，可与 ＮＧＦ、

ＢＤＮＦ、ＮＴ３和 ＮＴ４等低亲合性结合，在 Ｔｒｋ存

在条件下被活化，提高对神经营养因子的反应

性［１５］，曾被用来分离神经冠干细胞［１６］等。Ｏｋｕｍｕｒａ
等［１７］研究证明正常食管上皮细胞中的ｐ７５ＮＴＲ阳性

细胞具有增殖、自我更新及多向分化能力，经鉴定为

食管上皮干细胞。ＣＳＣｓ学说认为ＣＳＣｓ可能起源

于正常干细胞的突变，那么ＣＳＣｓ就可能具有与相

应组织来源的干细胞相同的表面标志。此观点不断

得到实验证实，如急性髓性白血病（ＡＭＬ）及慢性髓

性白血病（ＣＭＬ）中的ＣＳＣｓ具有与造血干细胞相同

的标志ＣＤ３４＋ＣＤ３８－ ［２３，１８１９］；脑肿瘤干细胞具有与

神经干细胞相同的标志ＣＤ１３３［７，２０］。

　　本研究将从手术标本中获取的人ＥＣＣｓ进行原

代培养并建立可连续传代的细胞系，探讨ＥＣＣｓ表

面抗原ｐ７５ＮＴＲ的表达，并研究了ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞在

体外增殖能力、分化能力、克隆形成能力及接种裸鼠

时致瘤能力。流式细胞仪检测结果显示，ｐ７５ＮＴＲ阳

性细胞在ＥＣＣｓ中占少数，个别细胞系中未见有表

达，与文献中报道的ＣＳＣｓ表面抗原的表达情况相

符。本研究对应用免疫磁珠分选的食管肿瘤细胞中

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞的增殖能力、分

化能力及克隆形成能力进行了研究，结果显示：

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞与ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞相比，具有较强

的增殖、扩增能力，在软琼脂中具有较强的克隆形成

能力。将ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞在含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ
中进行培养，动态观察其表面标志ｐ７５ＮＴＲ的表达情

况，结果显示，随着培养时间的延长，表达ｐ７５ＮＴＲ的

细胞比例逐渐减少。结果说明ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞在细

胞增殖过程中分化产生了大量其他表型的细胞，证

实了其具有分化产生其他表型细胞的能力，从另一

侧面也说明了ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞具有自我更新能力。

Ｃｉｆｏｎｅ［２１］研究发现，干细胞能够悬浮生长或在半固

体培养基中生长，而普通细胞不附着于固体表面就

不能生长。其确切的原因尚不清楚，可能是由干细

胞非附着性生长的特性决定的。ＣＳＣｓ也具有这种

特性。本实验结果也证实了ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞能够在

软琼 脂 中 形 成 克 隆，说 明 了 其 具 有 自 我 更 新

能力。　　　　

　　ＣＳＣｓ的致瘤能力是鉴定ＣＳＣｓ最重要的环节。

本实验结果显示，所有食管肿瘤细胞系（株）中的

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞在接种１０４、１０５个细胞时均有部分

形成移植瘤，而 ＳＨＥＣ７细胞中只需２×１０３个

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞即可在异体接种时形成移植瘤，比

未分离的细胞成瘤能力强５０倍，表现了强大的致瘤

性。且所形成移植瘤的病理形态与原发人食管肿瘤

相似而所有接种ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞的裸鼠，接种细胞

量≤１０５时均未形成移植瘤。ＣＳＣｓ是造成肿瘤耐药

的最根本原因［１１］，肿瘤细胞对化疗药物的耐受性是

肿瘤治疗的主要障碍。这可以解释为什么肿瘤经过

放疗或化疗后，只能使其体积缩小而不能根除肿瘤

最终导致肿瘤复发。本实验结果表明，ＥＣＣｓ中

ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞符合我们假定的ＣＳＣｓ的特性，即对

化疗药物具有一定的耐受性，在食管肿瘤细胞抵抗

化疗药物时起了重要作用。此结果为ＥＣ的治疗提

供了新的治疗靶点，即研发针对其中ｐ７５ＮＴＲ阳性细

胞的治疗。
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　　总结本实验的结果，ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞具有如下

特性：（１）自我更新能力；（２）较快速的增殖能力；（３）

分化产生其他表型肿瘤细胞的能力；（４）较强的致瘤

性，虽然其在人ＥＣＣｓ中仅占较低比例，但其为起始

肿瘤的关键细胞；（５）ｐ７５ＮＴＲ阳性细胞对化疗药物较

强的耐受能力。因此，我们认为细胞表面抗原

ｐ７５ＮＴＲ可以作为分选、鉴定人食管ＣＳＣｓ的标志。在

本实验中，我们也观察到，ｐ７５ＮＴＲ阴性细胞在软琼脂

中也能形成少部分克隆，说明其也具有较弱的自我

更新能力，提示在此亚群细胞中仍有干细胞的存在，

ｐ７５ＮＴＲ可能并非人食管ＣＳＣｓ的唯一标志，可能还有

其他标志参与共同表达。在以后的研究中，我们将

联合其他标志进行食管ＣＳＣｓ的分离与鉴定。
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