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［摘要］　目的：观察肾透明细胞癌中是否存在类似肿瘤干细胞（ＴＳＣ）特性的细胞，并探讨这部分细胞对干扰素及化学治疗肾

透明细胞癌疗效的影响。方法：选用高转移性肾透明细胞癌细胞株ＲＣＣ０５ＴＸＪ、低转移性肾透明细胞癌细胞株ＲＣＣ０５ＺＹＪ、

临床原位肿瘤样本培养的低代数非转移性肾透明细胞癌细胞（来自男、女性患者各１例）。采用流式细胞术及免疫组化法检测

上述４种细胞干细胞标志物ＣＤ１３３的表达情况；采用α干扰素、５ＦＵ分别处理４种细胞，用 ＭＴＴ法检测药物处理前后细胞

存活率。结果：流式细胞术检测结果发现转移性的 ＲＣＣ０５ＴＸＪ及 ＲＣＣ０５ＺＹＪ细胞有ＣＤ１３３表达，男、女性原位癌细胞

ＣＤ１３３几乎不表达；免疫组化结果显示ＲＣＣ０５ＴＸＪ及ＲＣＣ０５ＺＹＪ在细胞膜上局部表达ＣＤ１３３，男、女性肾透明细胞癌细胞几

乎不表达ＣＤ１３３；化疗药和干扰素干预组ＲＣＣ０５ＴＸＪ、ＲＣＣ０５ＺＹＪ均出现撤药后２４ｈ细胞存活率明显反弹现象，而男、女性原

位癌细胞在撤药后细胞存活率持续降低。结论：肾透明细胞癌中存在少数ＣＤ１３３阳性具ＴＳＣ特性的细胞，这些细胞可能是

影响干扰素及化疗效果的原因之一；针对这部分细胞的治疗有望成为今后临床药物治疗的新方向。
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　　肿瘤化疗、免疫治疗无效的主要原因是药物错
误的靶向治疗。肿瘤干细胞理论提示必须重新评价
抗肿瘤药物的作用机制和治疗靶位。近年来许多学
者［１６］从神经上皮肿瘤和胶质瘤细胞系中分离出

ＣＤ１３３＋肿瘤干细胞（ｔｕｍｏｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＴＳＣ），提出

ＴＳＣ致瘤模型和ＴＳＣ耐药模型。ＴＳＣ耐药模型很
好地解释了目前胶质瘤药物治疗后肿瘤复发的原

因。该理论已在乳腺癌［７］、脑肿瘤［６］、肺腺癌［８］、前
列腺肿瘤［９］、胰腺癌［１０］、卵巢癌［１１］、部分消化道肿瘤
细胞系［１２］中得到了证实。笔者推测肾癌中也存在少
数ＣＤ１３３＋的具有ＴＳＣ特性的细胞，这部分细胞可
能是引起肾癌耐药和停药反弹的重要原因之一。本
实验采用细胞免疫组化及流式细胞术检测ＣＤ１３３
在肾癌细胞膜的表达情况，应用临床常用化疗药物
及干扰素对细胞进行干预，初步探讨肾透明细胞癌
是否也具有ＣＤ１３３＋、生物学行为类似ＴＳＣ的极少
数细胞，以及它对免疫、化疗治疗效果的影响及机
制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　２株具有转移能力或倾向的
细胞系，包括：汉族人肾透明细胞癌细胞株ＲＣＣ０５
ＴＸＪ（具有明确的转移能力）和ＲＣＣ０５ＺＹＪ（具有转
移倾向），由本教研室前期建立［１３］。２株由肾原位肿
瘤（肾透明细胞癌）筛选出的不具备转移能力的细胞
株，均处在培养的第３代，分别来源于１例男性和１
例女性患者。罗扰素（α干扰素，ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎα，ＩＦＮ
α）购自罗氏公司。５氟尿嘧啶注射液（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａ
ｃｉｌ，５ＦＵ）购自上海旭东海普药业有限公司。ＭＴＴ
试剂盒购自凯基生物公司。小鼠抗人ＣＤ１３３单克
隆抗体（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ）１００μｇ／ｍｌ，使用时１１００
稀释；四甲基异硫氰酸罗丹明（ＴＲＩＴＣ）标记二抗（山
羊抗小鼠）购自北京鼎国生物技术有限责任公司，原
始浓度１．５ｍｇ／ｍｌ，使用时１１００稀释。ＤＡＰＩ和
抗荧光淬灭剂购自武汉博士德生物工程有限公司。

１．２　流式细胞术检测　４种细胞均选用含有１０％
小牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）的

ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，调整细胞状态，每种细胞准
备约１×１０７个细胞准备平行重复２～３次。细胞用

ＤＨａｎｋ液洗３遍，加入０．２５％胰蛋白酶，３７℃孵箱
消化５～１０ｍｉｎ并轻缓吹打１～２次，倒置显微镜下
观察有部分消散成单细胞或小的细胞团即可。无血
清１６４０终止消化，０．０１％ＰＢＳ洗涤，重悬，离心（离
心半径１３２ｍｍ，１０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，加入ＦＩＴＣ标
记的 ＣＤ１３３，室温避光３０ｍｉｎ，０．０１％ＰＢＳ洗涤，

０．５％甲醛固定，上机。实验中设立空白对照组。

１．３　免疫组化染色　培养细胞贴片生长，ＰＢＳ（ｐＨ
７．２～７．６）清洗３遍，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
清洗３遍，３０％Ｈ２Ｏ２＋纯甲醇１５０混合，室温浸
泡３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３遍，滴加５％ＢＳＡ封闭液，室
温２０ｍｉｎ。甩去多余液体，滴加适当稀释的ＣＤ１３３
抗体，４℃过夜。ＰＢＳ洗 ３ 次，每次 ２ ｍｉｎ，滴加

ＴＲＩＴＣ标记荧光二抗，３７℃４０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗４次，
每次５ｍｉｎ。ＤＡＰＩ染核常温５ｍｉｎ，封片。荧光显
微镜下观察。每株细胞观察５个以上视野，计算每

１００个细胞中阳性细胞数。

１．４　药物干预实验

１．４．１　实验分组　设计２组实验，分别给予ＩＦＮα
１２０００Ｕ（１００μｌ）和５ＦＵ１×１０

５
μｍｏｌ／ｍｌ（１００μｌ），

药物使用１６４０培养液稀释。每组所用４种细胞均
设立３个复孔、３个不加药物的对照孔及３个阴性对
照孔。设定药物作用的４个时间点：给药后２、１２、２４
ｈ和２４ｈ后撤药再培养２４ｈ。

１．４．２　ＭＴＴ法测定细胞存活率　以每孔１×１０４细
胞（１００μｌ）接种于９６孔培养板，置３７℃、５％ＣＯ２、

１００％湿度的条件下培养２４ｈ后细胞贴壁。按照预
先设计的药物分组、干预浓度进行实验。在预定的
药物作用时间点后每孔加１×ＭＴＴ（５ｒａｇ／Ｌ）５０μｌ，
在３７℃、５％ＣＯ２、１００％湿度的条件下孵育４ｈ；吸出
上清液，每孔加１５０μｌＤＭＳＯ，用平板摇床摇匀，酶
联免疫测试仪测定４９２ｎｍ波长下吸光度（Ｄ）值，计
算方法为：细胞存活率＝ （实验组 Ｄ 值－本底 Ｄ
值）／（对照组Ｄ值－本底Ｄ 值）×１００％（本底值为
完全培养基加 ＭＴＴ后测得，无细胞）。

２　结　果

２．１　细胞生长情况　２株有转移性的细胞，ＲＣＣ０５
ＴＸＪ细胞消化时间为２～３ｍｉｎ（０．２５％胰酶、３７℃、

５％ＣＯ２、１００％湿度），细胞贴壁时间短（２ｈ即有

５０％以上细胞贴壁），传代时间为２～２．５ｄ；ＲＣＣ０５
ＺＹＪ的生长情况与ＲＣＣ０５ＴＸＪ相似，但传代时间略
长，为３～４ｄ。２株来自肾癌原位的非转移性细胞消
化时间均超过５ｍｉｎ，贴壁时间长（５０％以上细胞贴
壁需１２ｈ），传代为５ｄ左右，来自男性肾癌患者的原
位株老化很快。

２．２　流式细胞术检测结果　药物干预实验中所用４
种细胞经流式细胞术检测发现，具有转移性的

ＲＣＣ０５ＴＸＪ及ＲＣＣ０５ＺＹＪ细胞ＣＤ１３３阳性表达较
高，男、女性原位癌细胞ＣＤ１３３几乎不表达，差异具
有统计学意义（ｔ检验，Ｐ＜０．０１，图１）。
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图１　流式细胞术检测结果分析

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
　１：ＲＣＣ０５ＴＸＪ；２：ＲＣＣ０５ＺＹＪ；３：Ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｆｒｏｍｍａｌｅ；４：Ｃａｎｃ

ｅｒｃｅｌｌｆｒｏｍｆｅｍａｌｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓＲＣＣ０５ＴＸＪ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＣＤ１３３免疫组化检测结果　在ＲＣＣ０５ＴＸＪ及

ＲＣＣ０５ＺＹＪ细 胞 爬 片 上，少 部 分 细 胞 可 与 抗

ＣＤ１３３ＴＲＩＴＣ结合，在荧光显微镜下见长满细胞的
小载玻片上有稀疏的红色荧光，与细胞膜的位置吻
合，但只在细胞膜上局部表达。用ＤＡＰＩ在同一张
细胞爬片上复染，见细胞轮廓清晰，数量密集，且染
色浓深，说明细胞活性好，且ＣＤ１３３只在少数细胞
中表达，其余的大多数细胞均不表达（图２Ａ）。男、
女性原位癌细胞爬片ＤＡＰＩ染色效果好，男性原位
癌细胞未见ＣＤ１３３阳性表达，女性原位癌细胞的载
玻片上有一处微弱的红色荧光（图２Ｂ）。ＣＤ１３３阳
性细胞计数（每１００个细胞）：ＲＣＣ０５ＴＸＪ为（５．４±
１．１４）个，ＲＣＣ０５ＺＹＪ为（４．６±０．８９）个，男性原位
肾癌细胞株为０，女性原位肾癌细胞株为（０．２±
０．４５）个，与上述流式细胞术检测结果相符。

图２　细胞免疫组化共聚焦图

Ｆｉｇ２　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆｃｅｌｌｓ（ＴＲＩＴＣａｎｄＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ，ＣＤ１３３）

Ａ：ＲＣＣ０５ＴＸＪ，Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｂ：ＰｒｉｍａｒｙＲＣＣｃｅｌｌｓ，ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ５，ｆｅｍａｌｅ，Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ａ１，Ｂ１：ＴＲＩＴＣ；Ａ２，

Ｂ２：Ｂｌａｎｋ；Ａ３，Ｂ３：ＤＡＰＩ；Ａ４，Ｂ４：ＴＲＩＴＣ＋ＤＡＰＩ

２．４　药物干预实验结果　在干扰素处理组，前３个

用药时间点（２、１２、２４ｈ）４种细胞存活率均明显下

降，但撤药２４ｈ后ＲＣＣ０５ＴＸＪ细胞存活率明显升

高为用药２４ｈ的２．１９倍，ＲＣＣ０５ＺＹＪ细胞存活率

也明显升高为用药２４ｈ的１．７２倍，而２株原位癌

细胞在撤药后细胞存活率仍持续下降（ｔ检验，Ｐ＜

０．０１，图３Ａ）。

　　化疗药处理组与干扰素组结果相似，前３个用

药时间点（２、１２、２４ｈ）４种细胞存活率均明显下降，

撤药２４ｈ后ＲＣＣ０５ＴＸＪ细胞存活率升高为用药２４

ｈ的１．２２倍，ＲＣＣ０５ＺＹＪ细胞存活率升高为用药

２４ｈ的１．１９倍，２株原位癌细胞在撤药后细胞存活

率持续下降（ｔ检验，Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。

图３　ＩＦＮα（Ａ）及５ＦＵ（Ｂ）用药后４组细胞存活率比较

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆ

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＩＦＮα（Ａ）ａｎｄ５ＦＵ（Ｂ）
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５ｖｓＲＣＣ０５ＴＸＪ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　目前在血液和实体肿瘤中的干细胞研究进展表
明，ＴＳＣ是发生肿瘤耐药的根源。ＴＣＳ对药物是天
然耐受的，它能凭借正常干细胞所赋予的自身更新
能力和处于静止期的特性而逃脱药物的杀伤作用，
从而导致肿瘤的复发和转移。ＴＳＣ可能经过基因
突变的积累把这种多药耐药机制遗传下来；或存在
基因突变和分化异常导致复发的肿瘤出现多药耐药

性［１４１６］。这就可以解释为什么本来不具有耐药性的
肿瘤在化疗后复发并获得多药耐药性。目前的化疗
药物多数是细胞周期抑制剂，而干扰素类药物也只
能通过免疫系统对处于细胞周期中的细胞起作用，
所以它们对ＴＳＣ的消除无效。

　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是泌尿
系统常见的恶性肿瘤，占全球内脏恶性肿瘤的

２．６％，发病率约占肾肿瘤的８５％，近年来 ＲＣＣ的
发病率和病死率不断上升［１７］。目前除手术治疗外，
应用较为广泛的治疗方法为化疗和免疫治疗，但这
些疗法个体差异性较大，且效果不理想，部分患者停
药后病情反弹严重。作者推测可能与ＴＳＣ耐药理论
相同，肾细胞癌中也存在少数以ＣＤ１３３为细胞表面标
志物、生物学行为与ＴＳＣ相似的细胞，正是由于这部
分细胞的存在而导致肾细胞癌的耐药和复发。证据
如下：（１）免疫组化和流式细胞术检测结果证实肾癌
细胞中也存在ＣＤ１３３＋细胞，ＣＤ１３３在细胞膜上局部
表达；（２）比较本实验所选４株细胞，ＣＤ１３３＋细胞数
量极少，但含有ＣＤ１３３＋细胞的细胞株消化、贴壁和增
殖时间短，具有较强的增殖、浸润和转移能力，而不含

ＣＤ１３３＋细胞的细胞株上述能力相对很差；（３）药物干
预实验结果证实，目前肾细胞癌治疗的常用药物只能
针对多数肾癌细胞，在多数肾癌细胞被杀灭后，

ＣＤ１３３＋细胞仍然存活，停药后这部分未被药物杀灭
的ＣＤ１３３＋细胞重新进入细胞周期，引起肿瘤复发。
以上证据均符合目前的ＴＳＣ理论。

　　 我 们 的 实 验 仅 能 证 明 肾 细 胞 癌 中 存 在

ＣＤ１３３＋、生物学特性与ＴＳＣ相似的细胞，这部分细
胞是目前药物治疗的主要障碍之一，但这部分细胞
是否是肾癌干细胞，还具有什么生物学特性，是否来
源于正常干细胞基因突变等一系列问题，仍需进一
步研究。

　　总之，肾细胞癌的异质性决定了肿瘤组织中仅
存在小部分的类ＴＳＣ对化疗、免疫治疗产生持续的
内在耐药性。作者认为，肾癌治疗的关键是以这部
分细胞为治疗靶点，即新的肾癌药物应可选择地消

除这部分具有ＴＳＣ特性的细胞而不损伤正常的干
细胞，同时杀死静止期和增殖期的肿瘤细胞，达到治
愈肿瘤的目的。ＴＳＣ耐药理论有助于目前在肿瘤
治疗研究方面观念的转变及对肿瘤耐药本质的解

释，为临床上肾细胞癌的综合治疗提供新的思路和
治疗靶点。
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