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Ａ５４９肺腺癌始动细胞的富集和鉴定


林　盛，张振华，饶明月，吴敬波△

（泸州医学院附属医院肿瘤科，四川泸州６４６０００）

　　摘　要：目的　利用紫杉醇联合无血清培养完成对Ａ５４９肺腺癌始动细胞的富集并鉴定富集亚群的干细胞特性。方法　对

数生长期的Ａ５４９细胞经胰酶消化，干细胞培养基重悬，得到成球状生长的细胞；传至第２代时加入紫杉醇作用４８ｈ，离心去除死

细胞和紫杉醇，换新鲜干细胞培养基培养，至存活细胞恢复克隆生长后鉴定其干细胞相关特性。结果　紫杉醇联合无血清培养方

式成功从Ａ５４９细胞中富集得到肿瘤干细胞，该群细胞高表达分化抗原簇蛋白１３３／人上皮细胞黏附分子（ＣＤ１３３／ＣＤ３２６），具有多

向分化潜能、高表达干细胞相关基因及更强的致瘤能力，具备干细胞相关特性。结论　紫杉醇联合无血清培养富集得到高表达

ＣＤ１３３／ＣＤ３２６分子的细胞亚群，该亚群具备干细胞相关特性，可用于后续肺腺癌干细胞生物学特性的研究。
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　　非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＳＣＬＣ）是

重要的恶性肿瘤致死原因。近年以来，随着诊断水平的提高和

综合治疗模式（新辅助化疗，高精度放疗以及分子靶向治疗）的

改进，使肺癌患者有所受益，但总５年生存率改善并不明显。

大量的研究证实在肿瘤组织中存在极少数的肿瘤始动细胞或

肿瘤干细胞：具备始动肿瘤发生、维持自我更新、治疗抗拒、更

强的侵袭和致瘤能力，是肿瘤复发和转移的根源。从肿瘤干细

胞层面进行研究将有利于阐明肺癌的发生、发展机制，发现新

的临床诊疗靶点以提高疗效。本研究采用紫杉醇联合无血清

逆向诱导的方法从Ａ５４９细胞株中富集肺腺癌始动细胞，进行

相关干细胞特性的验证，为后期肿瘤干细胞生物学特性的研究

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞与动物　细胞来源：Ａ５４９人肺腺癌细胞株，购自

美国ＡＴＣＣ中心；动物来源：雄性健康裸鼠６只，４周龄，泸州

医学院附属医院中心实验室代购于中国医学科学院，无特定病

原体级（ＳＰＦ）。

１．１．２　主要试剂和仪器　重组人碱性成纤维细胞生长因子、

重组人表皮生长因子购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，重组人胰岛素、牛

血清白蛋白购自Ｓｉｇｍａ公司，鼠抗人藻红蛋白标记的分化抗原

簇蛋白１３３／１（ＣＤ１３３／１ＰＥ）流式抗体、鼠抗人异硫氰酸荧光

素标记的人上皮细胞粘附分子（ＣＤ３２６ＦＩＴＣ）流式抗体，鼠源

同型藻红蛋白标记的免疫球蛋１（ＩｇＧ１ＰＥ）、鼠源同型异硫氰

酸荧光素标记的免疫球蛋１（ＩｇＧ１ＦＩＴＣ）购自 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ

公司，紫杉醇注射液购自山西普德药业有限公司，兔抗人

ＣＤ１３３购自Ａｂｃａｍ公司，山羊抗人ＣＤ３２６购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司，ＦＩＴＣ山羊抗兔ＩｇＧ购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司，ＣＹ３驴抗山羊

ＩｇＧ购自Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司，二脒基苯基吲哚（ＤＡＰＩ）工作液购自

Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司，山羊抗兔ＩｇＧ及兔抗ＣＫ８／１８工作液购自中衫

金桥生物技术有限公司，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒及免

疫组织化学试剂盒购自ＤＡＫＯ公司，抗荧光淬灭封片液购自

Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司。倒置相差显微镜、流式细胞仪及激光共聚焦

均由泸州医学院中心实验室提供。
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１．２　方法

１．２．１　Ａ５４９细胞的逆向诱导　取对数生长期 Ａ５４９细胞，胰

酶消化后离心，用干细胞培养基重悬，第２天即可见成球状生

长的细胞出现；成球细胞达到传代量（细胞密集，成球多、成球

大、致密，机械吹散成小细胞团后第２天即恢复状态）后，加入

等量的干细胞培养基，吸管反复轻柔吹散成球细胞后，吸取半

量细胞悬液至新培养瓶，完成传代。

１．２．２　紫杉醇对诱导细胞的富集　成球细胞传至第２代，细

胞达到传代量后将细胞尽量机械吹散至单个细胞；按１×

１０６／ｍＬＡ５４９细胞对应紫杉醇浓度０．１μｍｏｌ／Ｌ，作用４８ｈ后

离心换用新鲜干细胞培养基；换用培养基后第２天可见大量成

球细胞死亡，仅少数由２～３个聚成的细胞克隆存在；据成球细

胞的多少及大小使用低速离心６００～８００ｒ／ｍｉｎ，将存活的细胞

克隆选出，去除死细胞碎片，换新鲜培养基继续培养，隔天观察

细胞状态，每周对细胞进行换液（１～２次），直细胞恢复加药前

的生长状态。

１．２．２　流式细胞术检测ＣＤ１３３／ＣＤ３２６　待检细胞（Ａ５４９细

胞消化离心，悬浮细胞收集离心）用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤２次；设置同型和待检组，按照使用

说明分别加入相应的ＣＤ１３３／ＣＤ３２６流式抗体及同型（浓度按

１∶１１稀释）孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次后样本避光送检。

１．２．３　免疫荧光检测成球细胞ＣＤ１３３／ＣＤ３２６　吸取紫杉醇

处理 后 第 ４ 代 成 球 细 胞 悬 液 至 载 玻 片，涂 片 离 心 机，

８００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ后浸入４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ；０．１％

的聚乙二醇辛基苯基醚（ｔｒｉｔｏｎ）作用３ｍｉｎ后ＰＢＳ洗涤；滴加

５％的牛血清清蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）作用１０ｍｉｎ

后用吸水纸吸净。滴加１∶３００的兔抗人ＣＤ１３３和山羊抗人

ＣＤ３２６一抗，４℃避光孵育过夜。次日，将玻片常温放置３０

ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，滴加１∶４００的羊抗兔ＦＩＴＣＣＤ１３３，驴抗

山羊ＣＹ３ＣＤ３２６荧光二抗，避光孵育３０ｍｉｎ后ＰＢＳ洗涤３

次；滴加ＤＡＰＩ工作液，复染细胞核４ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，抗荧

光淬灭封片剂后送检。

１．２．４　成球细胞分化实验　将生长状态良好的成球细胞吸入

６孔板中，平板离心，１５００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃掉干细胞培养

基。重新加入含１０％标准胎牛血清的完全培养基，每孔４

ｍＬ，常规培养，每天观察细胞形态变化情况，第６天取出盖玻

片，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤后将其置入０．３％的过

氧化氢溶液处理２０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗，血清封闭处理３０ｍｉｎ，滴加

ＣＫ８／ＣＫ１８单克隆抗体，孵育过夜；ＰＢＳ漂洗后滴加二抗（山羊

抗兔）３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗，加入链霉和素生物素酶复

合物（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ，ＳＡＢＣ）后３７℃孵育３０ｍｉｎ；

ＰＢＳ漂洗，ＤＡＢ显色，苏木素复染细胞核，经分化，蓝化后，梯

度乙醇脱水处理，透明后中性树胶封片送检。

１．２．５　裸鼠成瘤实验　将生长良好的４周龄雄性裸鼠９只，

分为３个实验组，每组３只；收集生长状态良好、能进行传代的

Ａ５４９细胞及成球细胞，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；去掉上清液，

按不同细胞加入相应的培养基各１ｍＬ，充分吹散细胞，计数后

调整细胞浓度；ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋ 细胞的浓度分别为１×１０４、

１×１０５ 和５×１０３／ｍＬ对应普通 Ａ５４９细胞１×１０４、１×１０５ 和

１×１０６／ｍＬ；ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋ 细胞注射在裸鼠的左前腋下，

Ａ５４９细胞注射在裸鼠的右前腋下；观察成瘤情况，在瘤体最大

径线达到２ｃｍ后处死所有老鼠，剥离肿瘤进行病理学检查。

２　结　　果

２．１　逆向诱导联合紫杉醇的富集结果　普通Ａ５４９细胞胰酶

消化后用干细胞培养基诱导成球状生长，传代培养至第２代，

加入紫杉醇处理４８ｈ后换新鲜干细胞培养基，可见大部分成

球细胞裂解，仅有极少数的细胞克隆存活；经过约２周时间，残

存的细胞能重新恢复克隆生长，见图１。

　　ａ：Ａ５４９细胞诱导第２代；ｂ：紫杉醇处理后第４天，细胞大部分死亡；ｃ：紫杉醇处理后第１４天。

图１　　紫杉醇联合干细胞培养基逆向诱导对Ａ５４９始动细胞的富集（×２００）

　　ａ：富集细胞第４代（×２００）；ｂ：第４代富集细胞的ＣＤ１３３／ＣＤ３２６

双阳性率。

图２　　富集细胞第４代生长状态及ＣＤ１３３／ＣＤ３２６流式测定

２．２　富集细胞的ＣＤ１３３／ＣＤ３２６流式检测结果　紫杉醇处理

后的细胞恢复正常克隆生长状态后，能在体外连续的传代培

养；细胞球数目明显增多，体积变大，细胞质折光度佳。第４代

细胞ＣＤ１３３／ＣＤ３２６双阳性率在８０％～９０％，见图２。

２．３　富集细胞的免疫荧光检测结果　紫杉醇处理后第４代成

球细胞在共聚焦显微镜下可以看到绝大多数均表达ＣＤ１３３（绿

色荧光）和ＣＤ３２６（红色荧光），荧光主要分布在细胞膜上，部分

位于细胞质，见图３。

２．４　成球细胞的分化和分化抗原ＣＫ８／ＣＫ１８的表达　成球
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细胞在分化培养基条件下，１ｄ即可贴壁生长，细胞形态由圆

形逐渐变扁圆形，在第６天就和普通Ａ５４９细胞的形态基本相

似；对第６天的细胞进行免疫组织化学检测发现细胞均表达分

化抗原ＣＫ８或ＣＫ１８，证实ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋细胞亚群具备分

化功能，见图４。

２．５　裸鼠成瘤实验　ＣＤ１３３
＋／ＣＤ３２６＋细胞注射在裸鼠的左

前肢腋下，Ａ５４９细胞注射在小鼠的右前肢腋下，两种细胞悬液

浓度均为１×１０４／ｍＬ，结果显示１０４ 级的ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋细

胞即能成瘤，而１０５ 级的 Ａ５４９细胞不能成瘤，证实富集细胞

具备更强的致瘤能力，见图５。

　　ａ：ＤＡＰＩ染色显示细胞核呈现蓝色；ｂ：ＣＤ１３３的表达（绿色荧光）；ｃ：ＣＤ３２６的表达（红色荧光）；ｄ：ＣＤ１３３／ＣＤ３２６的共表达（显示为橙色荧光）。

图３　　第４代成球细胞的免疫荧光共聚焦检测（×４００）

　　ａ：成球细胞２４ｈ的生长状态；ｂ：成球细胞分化第６天；ｃ：分化第６天细胞ＣＫ８／ＣＫ１８分化抗原的表达。

图４　　成球细胞的分化及分化抗原的免疫组织化学检测（×２００）

　　ａ：ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋细胞成瘤（左前腋下）；ｂ：剥离的移植瘤；ｃ：移植瘤组织病理检测（ＨＥ染色×２００）。

图５　　裸鼠成瘤及病理检测

３　讨　　论

癌干细胞存在于大多数实体肿瘤中，并能为某些分子所标

记：乳腺癌以ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－作为干细胞分子标记
［１］，黑色素

瘤以ＣＤ１３３＋或者ＣＤ２０＋作为干细胞分子标记
［２］，其他诸如胶

质瘤、前列腺癌［３］、卵巢癌［４］、肝癌［５］、胰腺癌［６］以及结肠癌［７］

等均可以ＣＤ１３３＋作为干细胞的分子标记。但就肺癌干细胞

而言，对其确切的分子表面标记存有争议。Ｔｉｒｉｎｏ等
［８］通过体

外和体内相关实验也证实在肺癌组织中ＣＤ３４＋／ＣＤ３２６＋或者

ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋细胞亚群具备干细胞特性，但在肺癌细胞

Ａ５４９／ＣＡＬＵ１／ＬＣ１２／ＬＣ３１／ＬＣ５２中，仅 ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋ 细

胞亚群才具备干细胞特性。Ｍｅｎｇ等
［９］通过磁性活细胞分选，

得到ＣＤ１３３＋和 ＣＤ１３３－ 细胞亚群，经体内和体外实验证实

ＣＤ１３３＋和ＣＤ１３３－细胞亚群中含有等量的干细胞样细胞，说

明至少在肺癌细胞株 Ａ５４９和 Ｈ４４６中，ＣＤ１３３不能单独作为

干细胞的分子标记物；临床研究认为ＣＤ１３３的表达与肺癌的

预后也无明确的相关性［１０］。因此，本实验选择药物筛选联合
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无血清培养逆向诱导富集Ａ５４９始动细胞。

实验通过检测流式细胞表达率证实富集得到的细胞亚群

表达ＣＤ１３３／ＣＤ３２６表面分子；为了更直观地观察体外传代培

养后细胞球ＣＤ１３３／ＣＤ３２６分子的表达情况，本实验用ＦＩＴＣ

标记的绿色荧光和 ＣＹ３标记的红色荧光抗体对 ＣＤ１３３和

ＣＤ３２６进行共聚焦检测，结果显示第４代的始动细胞绝大多数

表达ＣＤ１３３／ＣＤ３２６分子，证实紫杉醇联合证实紫杉醇联合干

细胞培养基逆向诱导可有效富集 ＣＤ１３３／ＣＤ３２６细胞亚群。

多向分化潜能和更强的成瘤能力是肿瘤干细胞所具备的重要

特性，在分化实验中，ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋细胞在第２天即可以贴

壁生长，其后逐渐成扁平不规则状生长，第６天外形和普通

Ａ５４９细胞相类似，免疫组织化学结果证实分化细胞均表达

ＣＫ８／ＣＫ１８细胞角化蛋抗原，说明其有向普通肿瘤细胞分化的

潜能。成瘤实验中１０４ 级ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋ 细胞即能形成移

植瘤，而１０倍量的普通Ａ５４９细胞不能成瘤，说明富集细胞亚

群较普通的Ａ５４９细胞具备更强的自我更新增殖能力。

总之，实验证实了以ＣＤ１３３／ＣＤ３２６标记的富集细胞亚群

具备干细胞的相关特性包括连续的传代成球能力、向普通肿瘤

细胞分化的潜能、较普通细胞具备更强的成瘤能力，能够用于

肺腺癌始动细胞后期生物学特性的研究。
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Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｐｔｉｏｎｓｆｏｒｍａｌｉｇｎａｎｔｇｌｉｏｍａｓ，ｅｍｐｈａｓｉｚｉｎｇ

ｔｏｗａｒｄｓｎｅｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｉｅｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔＲｅｖ

ＯｎｃｏｌＨｅｍａｔｏｌ，２００９，６９（３）：１９９２１０．

［１５］ＶｉａｎａＰｅｒｅｉｒａＭ，ＬｏｐｅｓＪＭ，ＬｉｔｔｌｅＳ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＥＧＦＲ Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＥＧＦＲ Ｇｅｎｅ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｔｈｅＥＧＦＲｖＩＩＩＭｕｔａｔｉｏｎｉｎＰｏｒｔｕｇｕｅｓｅＨｉｇｈｇｒａｄｅ［Ｊ］．

ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，２８（２）：９１３９２０．

（收稿日期：２０１３０９０８　修回日期：２０１３１０１０）
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