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摘

 

要

:

肿瘤干细胞是指能分化出不同表型

、

自我更新和不断分化的肿瘤细胞群

,

具有与干细胞相似的特征

。

文章通过流式细胞术分析从人卵巢癌腹水分离所得的细胞表面蛋白的分化特征

,

发现这些腹水细胞具有部分干细

胞表面标志

(

CD44

+

,

CD90

+

,

β

2M

+

)

蛋白

,

但却不表达

CD133

和

CD34

,

且体外培养

2

周后

,

腹水细胞表面标志发生

了变化

,

这些结果为卵巢癌干细胞研究提出了新的启示

。
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0

 

引

 

言

尽管目前人类在癌症治疗方面取得了巨大成就

,

但其高复发率仍是癌症治疗的主要瓶颈

。

肿瘤干细胞

(

cancerstemcell

,

CSC

)

学说认为在肿瘤组织中存在着少量具有自我更新

、

无限增殖和成瘤能力的干细胞

,

这些细胞是导致肿瘤耐药

、

复发的主要因素

[

1-3

]

。

近年来

,

随着肿瘤干细胞相关研究的不断深人

[

4-8

]

,

人们对

肿瘤的生物学特性也有了新的认识

[

9

]

。

Bonnet

等

[

10

]

报道从急性髓性白血病样本中分离出一群

CD34

+

CD38

—

标记的细胞

,

并证实它们具有白血病干细胞特性

。

随后

,

Sin

g

h

等

[

11

]

的研究发现从脑肿瘤中分离出的

CD133

+

细胞群具有更强的致瘤能力

,

可分化为普通肿瘤细胞

,

这使得探索细胞表面的分子标记成为肿瘤干

细胞研究的新策略

。

卵巢癌是女性最常见的恶性肿瘤之一

,

且多数患者一旦出现症状已属晚期

,

目前针对卵巢癌干细胞的研究已

经展开

[

12

]

。

Zhan

g

Shu

等

[

13

]

利用悬浮培养法获得了与病人腹水细胞相似的悬浮细胞团

,

并用免疫荧光技术鉴定出

了这些具癌干细胞特性的悬浮细胞团表面标记为

CD44

+

CD117

+

,

这为我们进行卵巢癌干细胞研究提供了参考

。

本文就卵巢癌患者腹水细胞的分离

、

培养与体外分化进行研究

,

并采用流式细胞术检测腹水细胞表面标

志物

,

来证明此种细胞是干细胞来源的

,

以期为进一步研究卵巢癌干细胞奠定了基础

。

1

 

材料与方法

1.1

 

材料

卵巢癌患者血性腹水标本取自浙江大学妇产科医院

,

患者年龄

45

～

53

岁

。

携带报告基因的肿瘤特异性

增殖腺病毒

Ad.TERT-EGFP

及人肺腺癌细胞

A549

均由本实验室保存

,

培养基

DMEM

、

RPMI1640

、

胎牛

血清

、

胰蛋白酶均购自

GIBCO

公司

,

荧光标记抗体

PE-CD133

购自

Milten

y

i

公司

,

其他抗体

FITC-CD44

、



PE-CD34

、

FITC-CD90

、

PE-

β

2

M

均购自

BD

公司

。

1.2

 

仪器

FACSAria

型流式细胞仪

(

BD

公司

),

SW-CJ-1FB

超净台

(

苏州净化设备有限公司

),

DK-8D

型电热恒温

水槽

(

上海一恒科技有限公司

),

XDS-1B

倒置生物显微镜

(

Ol

y

m

p

us

公司

),

BCD-277

冰箱

(

博西华家用电器

有限公司

)。

1.3

 

方法

1.3.1

 

腹水细胞的分离

、

培养

卵巢癌血性腹水分别放人

50mL

离心管

,

1200r

/

min

离心

5min

,

弃上清

,

加人

10mL

红细胞裂解液重

悬沉淀

,

混匀后室温放置

5min

,

1200r

/

min

离心

5min

,

弃上清

,

用

PBS

重悬细胞

,

离心弃上清

,

置于含

10%

胎牛血清的

DMEM

培养液

(

内含青霉素

100U

/

mL

、

链霉素

100

μ

g

/

mL

)

中常规培养

,

条件为

37℃

,

5%CO

2

。

1.3.2

 

荧光显微镜检测

Ad.TERT-EGFP

在血性腹水细胞中的表达

将分离所得腹水细胞以每孔

1×10

6

接种于

6

孔板

,

每孔含

10%DMEM

培养液

2mL

。

待细胞贴壁后

换成含

2%DMEM

培养液

,

每孔加人

1×10

7

v

p

(

virus

p

article

)

Ad.TERT-EGFP

感染细胞

,

每个标本设

3

个平行孔

,

24h

后在荧光显微镜下观察细胞绿色荧光表达情况来检测腹水细胞中的肿瘤细胞含量

。

1.3.3

 

流式细胞术检测腹水细胞表面蛋白表达情况

分离所得腹水细胞先用抗体

Buffer

洗

2

遍

,

再悬浮于

4℃

预冷

100

μ

L

的抗体

Buffer

中

,

以

10

μ

L

/

10

7

个细胞的浓度分别加人荧光标记的抗体

PE-CD133

、

PE-CD34

、

FITC-CD44

、

FITC-CD90

、

PE-

β

2M

及其同型

对照

PE-Isot

yp

e

,

mouseanti-I

g

G1

k

、

FITC-Isot

yp

e

,

mouseanti-I

g

G1

k

、

PE-Isot

yp

e

,

mouseanti-I

g

M

λ

(

PE-

β

2M

),

然后将细胞放人

4℃

冰箱避光孵育

30min

,

上机检测前用

PBS

洗

2

遍

,

同样用

2

μ

g

/

mL

的

PI

染色以

区别死细胞

,

用

488nm

波长的光源激发待测细胞

,

以检测其表面蛋白表达情况

。

2

 

结

 

果

2.1

 

光学显微镜下观察细胞形态

为了研究细胞的形态变化

,

采用在

200

倍普通光镜下观察

,

发现新鲜分离得到的细胞胞体呈梭形

、

条索

状

,

而经过传代体外培养

2

周后细胞体积渐渐增大

,

且形态也逐渐变成卵圆形或扁圆形

、

上皮状

,

见图

1

。

图

1

 

普通倒置显微镜下观察腹水细胞形态

(

200×

)

2.2

 

荧光显微镜下观察

Ad.TERT-EGFP

感染血性腹水细胞后

EGFP

的表达情况

人端粒酶逆转录酶基因

(

hTERT

)

的启动子在

90%

的肿瘤细胞中活性升高

,

在正常细胞中活性较

低

[

14-16

]

,

而腺病毒因为具高感染率及非致癌性等特点

,

将携带

EGFP

基因的肿瘤特异性增殖病毒

Ad.

TERT-EGFP

加人到血性腹水细胞中

,

观察腹水细胞的绿色荧光表达情况

,

以证明腹水细胞确为癌细胞

。

结

果显示腹水细胞均可大量表达绿色荧光蛋白

(

见图

2

)。
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图

2

 

病毒感染细胞

24h

后的荧光表达

(

200×

)

2.3

 

流式细胞仪检测细胞表面抗原表达情况

为了检测卵巢癌腹水细胞表面蛋白的分化表达情况

,

本研究分别取新鲜分离的腹水细胞和在体外培养

2

周以后的腹水细胞

,

选用部分干细胞标记对其表面蛋白进行检测

,

如

:

CD44

是卵巢癌干细胞来源的

;

CD133

是造血干细胞来源的等

。

结果发现

,

约

60%

新鲜分离的腹水细胞表达

CD44

蛋白

,

而在体外培养

2

周后

,

表面表达

CD44

的腹水细胞增加到

96%

;

新鲜和体外培养的腹水细胞均高表达

CD90

(

约

93.8%

)

和

β

2

M

蛋白

(

71.5%

),

而不表达

CD133

和

CD34

蛋白

(

见图

3

)。

(

a

)

FITC

荧光同型对照

;(

b

)

62.5%

的新鲜分离腹水细胞可表达

CD44

蛋白

;(

c

)

体外培养

2

周后

96.5%

的腹水细胞可表达

CD44

蛋白

;

(

d

)

新鲜分离及体外培养

2

周的腹水细胞均高表达

CD90

蛋白

;(

e

)

PE

荧光同型对照

;(

f

)

新鲜分离及体外培养

2

周的腹水细胞均高表达

β

2

M

蛋白

;(

g

)、(

h

)

新鲜分离及体外培养

2

周的腹水细胞均不表达

CD34

和

CD133

蛋白

。

图

3

 

流式细胞术检测细胞表面蛋白表达情况

3

 

讨

 

论

肿瘤干细胞的概念是基于肿瘤细胞和正常干细胞之间的相似性而提出的

。

肿瘤组织中存在一小群具有
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干细胞性质的细胞群体

,

与干细胞一样

,

均有自我更新能力和多向分化的潜能

,

以及相似的生长调控机

制

[

1

,

8

]

。

肿瘤干细胞具有自我更新的能力

,

因此在体外缺乏生长因子的条件下仍然生长迅速

。

1997

年

Bonnet

等

[

10

]

发现只占细胞总数

2%

的

CD34

+

CD38

—

细胞具很强的成瘤性

,

这是首次获得

CSC

存在的证据

。

随着近年来对

CSC

研究的发展

,

CSC

表面分子陆续被发现

,

目前研究者已一致认为白血病是由表面标志为

CD34

+

CD38

—

[

17

]

的白血病干细胞引起的恶性肿瘤

。

Sin

g

h

等

[

11

,

18

]

发现人脑胶质瘤组织中存在膜分子

CD133

+

为细胞表面标志的脑肿瘤干细胞

(

braintumorstemcell

,

BTSC

)。

近来研究发现

。

AI-Ha

jj

等

[

19

]

从乳腺癌中分离出

CD44

+

CD24

—

/

low

(

占

2%

)

的乳腺癌干细胞

(

breastcancercells

,

BCC

)。

随后

,

研究者们在

消化道肿瘤

、

黑色素瘤

、

前列腺癌

、

肺癌

、

胰腺癌等实体瘤中都证实了肿瘤干细胞的存在

[

20-21

]

。

这些研究结果

为肿瘤干细胞理论提供了有力的证据

。

CD34

被认为是造血干

/

祖细胞的标志物

,

它会随着细胞的分化逐渐

减少直至消失

。

近年来这一理论受到挑战

,

Osawa

等首先证明拥有完全再建能力的小鼠肝星状细胞

(

HSC

)

可以是

CD34

—

的

,

人的

CD34

—

细胞也有低水平的嫁接和造血能力

,

移植研究表明胎绵羊

CD34

—

细胞有重新

繁殖的能力

;

表型为胸腺抗原

-1Th

y

-1

或

CD90

阳性的细胞群能够重建受致死量紫外线照射宿主的淋巴造

血系统

,

证明其具有干细胞性质

;

β

2

微球蛋白

(

β

2M

)

是哺乳动物体内广泛表达于有核细胞表面

、

最具保守性

的蛋白质

,

由于其不出现于某些永生性生长的肿瘤细胞及胚囊期

ES

细胞表面

,

因此

β

2M

阴性细胞被认为是

具有旺盛增殖潜能的细胞

[

22

]

。

本文新鲜分离的卵巢癌腹水细胞并不表达

CD34

和

CD133

蛋白

,

大多数细胞均可表达

CD90

蛋白

,

少部

分细胞不表达

β

2

微球蛋白

,

且随着体外培养时间延长

,

表达

CD44

的细胞数目增多

。

本研究说明卵巢癌腹

水中存在着

CD90

+

和

β

2M

—

细胞

,

这些细胞并非来源于造血干细胞

,

它们可能具有部分分化潜能

;

而体外培

养使一部分

CD44

—

细胞转变为

CD44

+

,

因此卵巢癌腹水细胞中的

CD44

—

细胞可能是比

CD44

+

表达细胞更

早期的细胞

,

而在

CD44

—

细胞转变为

CD44

+

这一过程中

,

CD90

+

细胞和

β

2M

—

细胞可能发挥了一定的作用

。

目前对于卵巢癌干细胞的研究还处于初级阶段

,

虽然笔者已经进行了分离培养

,

也已筛选出一些细胞表

面的蛋白标记

,

但这些表型是否是卵巢癌干细胞的特异标记还不很清楚

。

因此需要进一步研究来确定卵巢

癌干细胞的稳定表型及其体外分化情况

,

以便对卵巢癌的发生

、

转移和预后等进行深人研究

。
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