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［摘要］　目的：通过双重免疫荧光染色法检测人肺腺癌组织标本中 ＡＣ１３３以及上皮细胞黏附分子（ＥｐＣＡＭ）的表达，并以流

式细胞术分选ＡＣ１３３＋ＥｐＣＡＭ＋细胞，为后续人肺腺癌干细胞研究提供实验基础。方法：取人肺腺癌组织标本，冰冻切片，进

行双重免疫荧光染色，通过激光共聚焦显微镜检测腺癌组织内ＡＣ１３３和ＥｐＣＡＭ的表达。以胶原酶和分散酶将新鲜肺腺癌组

织标本制为单细胞悬液，滤除其中的胶原并去除红细胞后，以 ＡＣ１３３和ＥｐＣＡＭ 共同标记单细胞，上流式细胞仪进行分选。

结果：在人肺腺癌标本中具有ＡＣ１３３和ＥｐＣＡＭ的表达；通过流式细胞术可分选到 ＡＣ１３３和ＥｐＣＡＭ 共表达细胞。结论：

验证了人肺腺癌组织中ＡＣ１３３和ＥｐＣＡＭ的表达情况；通过流式细胞术分选获得ＡＣ１３３和ＥｐＣＡＭ双标记阳性细胞，可为人

肺腺癌干细胞的后续研究提供实验基础。
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　　肺腺癌是最常见的肺部恶性肿瘤，但是这种类
型肿瘤细胞的细胞起源和进展还不完全清楚。近年
来，肿瘤干细胞学说成为肿瘤生物学领域非常重要
的研究进展，该理论不但提供了肿瘤生成的可能原
因，更解释了肿瘤产生抗药性导致难以治愈的可能
原因。因此，对于各种肿瘤干细胞的鉴定以及相关
生物学的研究成为当前的研究热点［１４］。Ｅｒａｍｏ
等［５］的研究表明，人肺腺癌细胞中存在有少量未分

化ＣＤ１３３＋（ＡＣ１３３＋）细胞，此类细胞可在无血清培
养液中产生肿瘤分化球，而且少量的此类细胞就可
以在免疫缺陷鼠成瘤，提示此类细胞为人肺腺癌中
的肿瘤干细胞。目前，我们也对人肺腺癌干细胞开
展了相关研究。我们首先检测了人肺腺癌组织中

ＡＣ１３３的表达，并引入了特异性肿瘤标志物上皮细
胞黏附分子（ＥｐＣＡＭ）以去除癌组织中其他 ＡＣ１３３
阳性细胞（如造血干细胞）的影响；同时通过流式细
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胞术分选了ＡＣ１３３和ＥｐＣＡＭ 双阳性细胞，为后续
研究人肺癌干细胞特性提供了实验基础。

１　材料和方法

１．１　标本来源　人肺腺癌组织标本来自第三军医
大学新桥医院手术切除标本。所有患者（男３例，女

７例）均知情同意。

１．２　主要试剂和仪器　分散酶、胶原蛋白（Ｓｉｇｍａ
公司），胶原酶（罗氏公司），藻红蛋白（ＰＥ）标记的

ＡＣ１３３单抗 （ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司），异硫氰酸荧光
素（ＦＩＴＣ）标记的ＥｐＣＡＭ 抗体（Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），

４′，６二 脒 基２苯 基 吲 哚 （ＤＡＰＩ，罗 氏 公 司），

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），氢化可的松
（ＳｔｅｍＣｅｌｌ公司），白血病抑制因子（ＬＩＦ，上海欣百
诺生物公司），乳腺上皮细胞培养液（ＳｔｅｍＣｅｌｌ公
司），台式低温高速离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ公司），流式细
胞分选仪（ＦＡＣＳＡｒｉａＴＭＣｅｌｌＳｏｒｔｅｒ，ＢＤ公司），激光
共聚焦显微镜 （ＬｅｉｃａＳＰ５，第三军医大学中心实验
室提供），其余试剂均为国产分析纯。

１．３　人肺腺癌组织标本 ＨＥ染色　经常规方法制
备冰冻切片和石蜡切片，厚度５μｍ；切片在二甲苯
中脱蜡５～１０ｍｉｎ，移入二甲苯和纯乙醇（１∶１）混合
液中约５ｍｉｎ；逐级通过１００％、９５％、８５％、７０％乙
醇溶液脱水，各级为２～５ｍｉｎ；最后经蒸馏水转入染
液，苏木精染色５～１５ｍｉｎ，０．５％～１％盐酸乙醇
（７０％乙醇溶液配制）分色片刻，镜检控制，直至细胞
核及核内染色质清晰为止；约３０ｓ，流水冲洗１５～３０
ｍｉｎ，０．１％～０．５％伊红染色１～５ ｍｉｎ，依次经

７０％、８５％、９５％、１００％乙醇溶液脱水，二甲苯透明
（２次），封片。

１．４　人肺腺癌单细胞培养　将人肺腺癌组织剪成

１ｍｍ３大小的碎块，ＰＢＳ反复漂洗；加入０．２５％分散
酶１．５ｍｌ、０．４％胶原酶 ０．５ｍｌ、５０μｌ胎牛血清
（ＦＣＳ）消化，４℃过夜１２～１６ｈ，再置于３７℃孵箱中
消化５０～６０ｍｉｎ；４００目尼龙筛网过滤，含５％ＦＣＳ
的ＰＢＳ悬浮细胞；１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ（离心半径

１０ｃｍ），调整有核细胞密度为１×１０８／ｍｌ。将上述细
胞按３×１０４／ｃｍ２的密度接种于培养板中，加入含有

５％ＦＣＳ和氢化可的松的乳腺上皮细胞培养液，每孔

０．５ｍｌ，３７℃、５％ＣＯ２孵箱中孵育２４ｈ，使细胞贴壁。

２４ｈ后吸出培养液，去除未贴壁细胞，加入含有ＬＩＦ
和氢化可的松的无血清乳腺上皮细胞培养液，继续
培养。

１．５　细胞免疫荧光染色　０．２５％胰酶消化各种培
养肺癌细胞，按合适的密度接种细胞，进行爬片培

养。冰丙酮固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤。正常兔血清室
温孵育 ３０ ｍｉｎ，加入 ＡＣ１３３（１１００）和 ＦＩＴＣ
ＥｐＣＡＭ（１１００）４℃过夜孵育，以ＰＢＳ代替一抗作
为阴性对照。ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ，共３次，缓冲甘油封
片后激光共聚焦观察。

１．６　激光共聚焦显微镜检测双阳性细胞肺腺癌组
织中的分布　用眼科剪剪除肿瘤标本外围癌旁组
织，留取肿瘤组织（约１ｃｍ×１ｃｍ×０．５ｃｍ），放入液
氮做 冰 冻 切 片。将 冰 冻 切 片 置 常 温 解 冻；将

ＰＥＡＣ１３３和ＦＩＴＣＥｐＣＡＭ 按１５０稀释于 ＰＢＳ
中，制备抗体稀释液０．５ｍｌ；将抗体稀释液滴加于切
片上，常温避光孵育２０ｍｉｎ；以ＰＢＳ洗涤３次，晾干；
甘油封片；激光共聚焦显微镜下观察。

１．７　流式细胞术分选 ＡＣ１３３＋ＥｐＣＡＭ＋细胞　制
备小鼠肺组织单细胞悬液，方法同前。取制备好的
肺单细胞悬液４×１０７，加入ＢＤ公司专用试管中，加
入 ＰＥ 标记的 ＡＣ１３３ 抗体 ２０μｌ、ＦＩＴＣ 标记的

ＥｐＣＡＭ抗体８０μｌ，混匀，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
漂洗后，上流式细胞分选仪分选 ＡＣ１３３＋ＥｐＣＡＭ＋

细胞，即人肺腺癌干细胞，收集待用；采用 ＷｉｎＭＤＩ
２．９软件分析流式细胞仪数据。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件包对
数据进行统计学分析，两组间比较采用ｔ检验，结果
均以双侧Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结　果

２．１　人肺腺癌组织标本 ＨＥ染色结果　肺腺癌手
术切除标本组织切片的 ＨＥ染色结果（图１）显示，
细胞多成团，有的呈乳头状或腺腔样排列、边界较清
楚，核大较为圆形或月牙形、染色质成颗粒状，核仁
明显，符合肺腺癌的 ＨＥ染色特点。

２．２　细胞免疫荧光染色结果　ＡＣ１３３、ＥｐＣＡＭ 在
人肺腺癌组织存在表达，主要表现为于肺癌组织细
胞胞膜、胞质色素颗粒沉积，以肿瘤细胞游离缘明显
（图２）。

２．３　双阳性细胞在肺腺癌组织中的分布　肺腺癌
中双阳性细胞胞核 ＤＡＰＩ染色浓集，胞膜分别被

ＡＣ１３３和ＥｐＣＡＭ染成红色和绿色，位置不固定（图

３），肺泡腔和支气管肺泡连接区均可见；细胞数量
少，每个视野只有１～２个。

２．４　流式细胞仪分选双阳性细胞的结果　进行电
压调节和荧光补偿后开始分选细胞，通过前向角和
侧向角射门选定待研究细胞群Ｒ１，再从Ｒ１细胞群
中设定 ＡＣ１３３＋ＥｐＣＡＭ＋ 细胞群为 Ｒ２、ＡＣ１３３－

ＥｐＣＡＭ－ 细 胞 群 为 Ｒ３。分 别 把 分 选 出 来 的
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ＡＣ１３３＋ＥｐＣＡＭ＋ 和 ＡＣ１３３－ＥｐＣＡＭ－ 收集待用。
独立３次重复实验后结果均相似，在肺腺癌单细胞

悬液中 ＡＣ１３３＋ＥｐＣＡＭ＋ 细胞占肺细胞总数的

０．７％～１．１％（图４）。

图１　肺腺癌ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图２　激光共聚焦显微镜显示人肺组织单细胞ＡＣ１３３和ＥｐＣＡＭ的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣ１３３ａｎｄＥｐＣＡＭｉｎｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｌａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
Ａ：ＲｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣ１３３；Ｂ：ＧｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｐＣＡＭ；Ｃ：Ｔｈｅｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅ

ｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌ

图３　激光共聚焦显微镜显示肺腺癌组织中双阳性细胞的分布

Ｆｉｇ３　Ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｂｙｌａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
Ａ：ＮｕｃｌｅｉａｒｅｓｔａｉｎｅｄｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｂｙＤＡＰＩ；Ｂ：ＧｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｐＣＡＭ；Ｃ：Ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆＡＣ１３３；ＤＥ：Ｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗ）ｉｓｎｏｔｉｍｍｏｂｉｌｅ

３　讨　论

　　制备人肺腺癌单细胞悬液时，我们采用了分散

酶和胶原酶混合消化的方式。分散酶具有纤维结合

素酶和Ⅳ型胶原酶的活性，是一种可快速、温和、有

效分离上皮和上皮下组织的中性蛋白酶；胶原酶对

细胞间质有很好的消化作用，可使上皮细胞与胶原

分离而不受损伤。因此，通过分散酶和胶原酶混合

消化的方式，能够得到活性好且纯度高的肺腺癌单

细胞［６］。
图４　流式细胞仪分选双阳性细胞结果

Ｆｉｇ４　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈＦＡＣＳ
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　　肺腺癌是常见的恶性疾病，其发病率呈逐年上
升趋势。由于早期不易发现、对传统治疗反应差、术
后易转移等因素的存在，肺腺癌的预后很差。基于
肿瘤干细胞的相关研究有望为肺癌的早期诊断和治

疗带来新的突破。以往认为肿瘤细胞具有功能同质
性，传统的肿瘤治疗方法针对的是所有的肿瘤细胞。
如果肿瘤是源于肿瘤干细胞的一种干细胞疾病，我
们先前诸多关于肿瘤发生发展机制、细胞信号途径
等的研究成果可能需要重新评价。肿瘤干细胞的生
物学行为与其他肿瘤细胞可能存在质的差别，以肺
癌为例，传统治疗虽能使肿瘤体积缩小甚至消失，但
肺癌干细胞比普通肺癌细胞更能耐受放疗和化疗，
使得肺癌干细胞的残存成为复发和转移的根源。因
此，针对肺癌干细胞的治疗可能使治疗效果更持久，
同时可阻止肿瘤的转移，这对于肺癌的治疗具有深
远的意义。ＡＣ１３３是乳腺癌、脑胶质瘤、肝癌、结肠
癌、前列腺癌等多种实体瘤的肿瘤干细胞标记
物［７８］。Ｅｒａｍｏ等［５］报道在不同类型人非小细胞肺

癌组织中存在数量极少（约０．３２％～１．１３％）的

ＣＤ１３３＋（ＡＣ１３３＋）细胞。在此基础上，他们还成功
实现了ＣＤ１３３＋肺癌细胞的分选和体外扩增，体外
扩增的ＣＤ１３３＋肺癌细胞具有类似神经干细胞球的
生长特性、多向分化及自我更新能力；更为重要的是

ＡＣ１３３＋肺癌细胞较 ＡＣ１３３－肺癌细胞具有更强的
致瘤能力。该研究为 ＡＣ１３３作为肺癌干细胞标记
物提供了实验依据。为了使分选的肺腺癌干细胞更
加纯净，我们在实验中增加了特异性的内皮细胞

ＥｐＣＡＭ分子作为分选标记，而且在实验中验证了

ＡＣ１３３阳性细胞也同时表达ＥｐＣＡＭ分子。

　　通过本研究不仅对人肺腺癌干细胞的鉴定和流
式分选建立了技术平台，更重要的是为后续研究人
肺癌干细胞的相关生物学特性提供了实验基础。
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邓晓群

·书　讯·

《现代临床骨科学》丛书已出版

　　由刘尚礼教授任总主编的《现代临床骨科学》丛书，分为骨科学总论（刘尚礼、勘武生等主编，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８９２３，１６
开，定价：８０．００元）、创伤骨科学（张铁良、马金柱等主编，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８９３０，１６开，定价：８５．００元）、关节外科学（刘尚

礼、马少方等主编，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８９７８，１６开，定价：５５．００元）、骨病与骨肿瘤（林建华、杨迪生等主编，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０

８９４７，１６开，定价：１１８．００元）、脊柱外科学（贾连顺、李健等主编，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８９５４，１６开，定价：９８．００元）以及小儿骨

科学（贾卫斗、程开明等主编，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８９６１，１６开，定价：６５．００元）６个分册。全书系统地介绍了骨科发展的概况，

骨科疾病的分类、流行病学、解剖学、临床表现、影像学诊断与鉴别诊断、病理学检查、临床分期、各种治疗方法与进展、骨科康

复等。这套丛书是将骨科学基础理论与临床实践相结合的专业性学术著作，详细地阐述了近年来在骨科基础和临床研究方面

的新进展、新理论、新方法和新技术，在某种程度上填补了我国骨科基础紧密结合临床著述的空白。

　　《现代临床骨科学》丛书内容紧紧围绕临床诊断与治疗编写，使之贴近临床而更具实用价值。资料来源于长期从事骨科基

础研究与临床工作者，理论紧密结合临床实际是本书的特点，尤其是书中展示了大量的临床病例及图片，对初级骨科医师的临床

实践更具指导意义。丛书内容新颖、翔实、条理清晰、图文并茂，为各级骨科医师提供了一本实用性和综合性都很强的参考书。
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