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　　摘　要：目的　比较宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中多种恶性肿瘤的侧群（ＳＰ）细胞的含量和生物学特性。方法　采用Ａｌｔｒａ流

式细胞仪分选出宫颈癌组织原代培养６代细胞和 Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ细胞，检测两种细胞的表面标记和细胞周期增殖状况。

结果　宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ细胞水平分别为（１．６２±０．４８）％和（２．７０±０．５９）％，Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ的水平明显高于

宫颈癌组织，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株ＳＰ细胞的生物学标记（ＡＢＣＧ２、ＣＤ１３３、ＣＤ４３、Ｐ６３、Ｋｉ

６７、ＭＤＲ）表达率分别为：ＡＢＣＧ２（７８．５９±５．４２）％狏狊．（８０．１７±３．６０）％，ＣＤ１３３（５１．５５±６．２９）％狏狊．（５２．８７±４．９６）％，ＣＤ４３

（６９．７３±５．７０）％狏狊．（７０．６８±５．４４）％，Ｐ６３（４７．５６±６．９２）％狏狊．（４８．０６±５．２８）％，Ｋｉ６７（１４．６９±１．６９）％狏狊．（１５．３３±１．３８）％，

ＭＤＲ（５８．３６±１１．１２）％狏狊．（５８．２４±５．３２）％，表达差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。各细胞周期时相分布分别为：Ｇ０／Ｇ１ 期

（９４．７０±１．７６）％狏狊．（９５．１０±１．５９）％，Ｓ期（３．２５±０．９９）％狏狊．（２．９２±０．８４）％，Ｇ２／Ｍ期（２．０５±１．１０）％狏狊．（１．９８±０．９５）％，凋

亡率（４．０６±０．６４）％狏狊．（３．９２±０．５９）％，坏死率（１．００±０．３８）％狏狊．（１．１２±０．３１）％，表达差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。宫

颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株两组ＳＰ细胞在生物学标记和细胞周期增殖状况的表达差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　宫颈癌

组织和 Ｈｅｌａ细胞株中都存在ＳＰ细胞且含量不同，他们均具有肿瘤干细胞的生物学特性。

关键词：宫颈肿瘤；肿瘤干细胞；侧群细胞；生物学特性

中图分类号：Ｒ７３７．３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）３２４２９７０４

犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀犪狀犱犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊犻犱犲狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀犮犲犾犾狊犻狀犫犻狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犫犲狋狑犲犲狀犺狌犿犪狀犮犲狉狏犻犮犪犾犮犪狀犮犲狉犪狀犱犎犲犾犪犮犲犾犾狊


犇狅狀犵犆犺犪狅
１，犑犻狀犆狅狀犵犵狌狅

２，犠狌犡犻狀犵狉犪狅
３，犢犪狀犵犢犻

３，犌犪狅犅犻狔犪狀
４△

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳狋犺犲犛犲犮狅狀犱犕犲犱犻犮犪犾犗狀犮狅犾狅犵狔；２．犜狌犿狅狉犐狀狊狋犻狋狌狋犲；３．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳狉犪犱犻狅狋犺犲狉犪狆狔；

４．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犗犫狊狋犲狋狉犻犮狊犪狀犱犌狔狀犲犮狅犾狅犵狔，狋犺犲犜犺犻狉犱犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犓狌狀犿犻狀犵犕犲犱犻犮犪犾

犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔／犢狌狀狀犪狀犜狌犿狅狉犎狅狊狆犻狋犪犾，犓狌狀犿犻狀犵，犢狌狀狀犪狀６５０１１８，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌ

ｃａｎｃｅｒａｎｄＨｅｌａｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＡｌｔｒａｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｓｏｌａｔｅＳＰｃｅｌｌｓｆｒｏｍｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒａｎｄＨｅｌａｃｅｌｌｓ，ｔｈｅ

ｃｅｌｌｓｍａｒｋｅｒｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆＳＰｃｅｌｌｓｉｎｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒａｎｄＨｅｌａｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

（１．６２±０．４８）％ａｎｄ（２．７０±０．５９）％，ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＳＰｉｎＨｅｌａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｉｎｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ

（犘＜０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆＡＢＣＧ２，ＣＤ１３３，ＣＤ４３，Ｐ６３，Ｋｉ６７，ＭＤＲｗｅｒｅ（７８．５９±５．４２）％狏狊．（８０．１７±３．６０）％，（５１．５５±

６．２９％）狏狊．（５２．８７±４．９６）％，（６９．７３±５．７０）％狏狊．（７０．６８±５．４４），（４７．５６±６．９２）％狏狊．（４８．０６±５．２８）％，（１４．６９±１．６９）％狏狊．

（１５．３３±１．３８）％，（５８．３６±１１．１２）％狏狊．（５８．２４±５．３２）％ｉｎｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒａｎｄＨｅｌａｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅ

ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆＧ０／Ｇ１，Ｓ，Ｇ２／Ｍｗｅｒｅ（９４．７０±１．７６）％狏狊．（９５．１０±１．５９）％，（３．２５±０．９９）％狏狊．（２．９２±０．８４）％，（２．０５±１．１０）％

狏狊．（１．９８±０．９５）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓｗｅｒｅ（４．０６±０．６４）％狏狊．（３．９２±０．５９）％，（１．００±

０．３８）％狏狊．（１．１２±０．３１）％．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ，ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｒｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅｔｗｏ

ＳＰｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒａｎｄＨｅｌａｃｅｌｌｓ（犘＞０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　 Ｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌ

ｃａｎｃｅｒａｎｄＨｅｌａｃｅｌｌｓ，ａｎｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆｔｈｅｔｗｏＳＰｃｅｌｌｓａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ．ＴｈｅｔｗｏＳＰｃｅｌｌｓｈａｖｅｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃａｎｃｅｒｓｔｅｍ
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｕｔｅｒｉｎｅｃｅｒｖｉｃａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ；ｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃｅｌｌｓ；ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

　　宫颈癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其发病率和病死率

均居女性恶性肿瘤第２位，容易复发与转移，单纯的手术切除

或手术加放化疗并不能从根本上解决宫颈癌复发和转移。肿

瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣ）是一类存量较少，同时具有

肿瘤细胞和干细胞特征的干细胞样癌细胞亚群，在肿瘤生长、

复发和转移中均起关键作用。研究表明，多种恶性肿瘤的侧群

（ｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，ＳＰ）细胞富集于ＣＳＣ，可以作为干细胞研究的

重要资源［１］。本研究采用 Ａｌｔｒａ流式细胞仪分选出人宫颈癌

组织和 Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ细胞，比较两组ＳＰ细胞的生物学标

记和细胞周期增殖凋亡的状况，探讨以侧群细胞作为宫颈癌干
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细胞研究切入点的可行性和科学依据，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）标本来源：选取２０１０年６月至２０１２年６月在

本院妇瘤科经宫颈活检确诊的宫颈癌标本６０例（均经患者或

委托人知情同意），病理类型均为鳞癌，其中年龄３３～７３岁，平

均５０．４岁。宫颈癌分期和病理分级采用国际妇产科联盟的标

准（ＦＩＧＯ，２００９年），其中ⅠＢ２期７例，ⅡＡ期８例，ⅡＢ期２９

例，ⅢＢ期１６例，临床及病理资料完整。Ｈｅｌａ细胞株来自上

海细胞库。（２）实验试剂：ＤＭＥＭ／Ｆ１２１∶１培养基购自 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清（ＦＢＳ）购自Ｇｉｂｃｏ公司，０．２５％胰蛋白酶

ＥＤＴＡ消化液、青链霉素混合液购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，碘化丙咤

（ＰＩ）、维拉帕米（ｖｅｒａｐａｍｉｌｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２、二

甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）、四甲基噻唑蓝（ＭＴＴ）和胶原酶Ⅰ购自

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ）购自贝博生物公司。

ＡＢＣＧ２ＰＥ、ＣＤ１３３ＰＥ、ＣＤ４３ＰＥ、Ｐ６３ＰＥ、Ｋｉ６７ＰＥ、ＭＤＲＰＥ

抗体均购自ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司。

１．２　方法

１．２．１　人宫颈癌细胞原代培养及细胞传代　在新鲜肿瘤组织

边缘无坏死、钙化及电凝部位无菌取材，将组织置入含青霉素

（１０００００Ｕ／Ｌ），链霉素（１０００００ｍｇ／Ｌ）的无血清ＲＰＭＩ１６４０

培养基内，并于１ｈ内处理，组织块置于培养皿中，加入ＲＰＭＩ

１６４０液，再用 ＲＰＭＩ１６４０液漂洗 ２次后剪成约 １ ｍｍ×

１ｍｍ×１ｍｍ，加入０．２５％胰蛋白酶消化液置于３７℃消化

２０～３０ｍｉｎ，细胞悬液纱布过滤后１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ离心，弃

上清液，稀释成１０５ 个／ｍＬ浓度，用含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０

培养液稀释，置于３７℃，５％ ＣＯ２ 饱和湿度的恒温箱中培养，

每２～３天换液并传代１次，以０．０２％乙二胺四乙酸二钠（ＥＤ

ＴＡ２Ｎａ）和０．２５％胰蛋白酶的１∶１混合液消化，经６次传代

选用对数生长期细胞为实验对象。

１．２．２　宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株的培养和传代　含１０％ ＦＢＳ，１００

Ｕ／ｍＬ青霉素，１００Ｕ／ｍＬ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养液为完

全培养基，在３７℃，５％ＣＯ２ 饱和湿度条件下培养。显微镜下

观察到细胞贴壁生长，用无菌０．９％生理盐水清洗２次，加入

含血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液培养。显微镜下观察到细胞贴壁

长满，倒除培养液，用无菌０．９％生理盐水清洗２次，以０．０２％

ＥＤＴＡ２Ｎａ和０．２５％胰蛋白酶的１∶１混合液２ｍＬ消化。显

微镜下观察到贴壁细胞已完全消化下，加入含１０％血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液２ｍＬ终止消化，轻轻吹打成单细胞悬液，

移一半细胞悬液至新培养瓶中，在３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度条

件下培养。

１．２．３　细胞染色　选用对数生长期细胞，ＰＢＳ洗１次，加入

ＥＤＴＡ２Ｎａ和胰蛋白酶混合消化液２ｍＬ，镜下观察细胞变圆，

加入含血清培养基中止消化，脱壁形成细胞悬液，移入无菌离

心管，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，用含１０％ＦＢＳ的

ＲＰＭＩ１６４０培养液稀释成以１０６ 个／ｍＬ浓度的细胞悬液。细

胞分为２组，各１ｍＬ，一组加入５μＬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２；二组加入

５μＬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２及２００μＬ维拉帕米。将２组细胞置于３７

℃恒温水浴振荡１２０ｍｉｎ，每１５分钟手动振荡１次。２ｈ后取

出，加入冰ＰＢＳ终止反应，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清

液。再加入冰ＰＢＳ液，尖吸管吹打，混匀。２组分别加入ＰＩ至

终浓度２μｇ／ｍＬ，立即用流式细胞仪分析。

１．２．４　Ａｌｔｒａ流式细胞仪分析ＳＰ亚群　待分选细胞用５～１０

μｇ／ｍＬ的 Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２标记，置于３７℃中摇床振荡９０～

１２０ｍｉｎ，用流式细胞仪进行分析和分组，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２的激发

光为４０７ｎｍ紫光，４５０／４０带通收集蓝光，６９５／４０带通收集红

光。ＰＩ的激发光为４８８ｎｍ 蓝光，用５７５／２６带通收集红光。

收集分选出的ＳＰ细胞悬液，离心半径６ｃｍ、１５００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，弃上清液，各加至１ｍＬ，制成单细胞悬液，各设实验管

和对照管，每管细胞数１×１０６ 个，实验管中加入 ＡＢＣＧ２ＰＥ、

ＣＤ１３３ＰＥ、ＣＤ４３ＰＥ、Ｐ６３ＰＥ、、Ｋｉ６７ＰＥ、ＭＤＲＰＥ各２０μＬ，

对照管中不加，混匀，室温下避光静置２ｈ，用流式细胞仪检测

各个管中抗体阳性表达率。

１．２．５　流式细胞仪ＴＵＮＥＬ法检测ＳＰ细胞的细胞周期时相

分布和细胞凋亡　分别收集宫颈癌组织原代培养６代细胞和

Ｈｅｌａ细胞株中８×１０６ 个ＳＰ细胞，加入５００μＬ预冷７０％的乙

醇重悬，冰上固定３０ｍｉｎ后离心细胞。同一样品分为２管，分

别加入ＴＤＴ反应液及阴性对照液各３０μＬ，放置在３７℃下，

孵育１ｈ；加入１ｍＬ含０．２％ ＢＳＡ的ＰＢＳ洗涤，７００ｒ／ｍｉｎ室

温离心３ｍｉｎ；去上清液，加入１０ｍｇ／ｍＬＲＡＮｓｅ２０μＬ、０．１％

Ｔｒｉｔｏｎ２００μＬ，放置在３７℃下，孵育１５ｍｉｎ；加入１００μｇ／ｍＬ

的ＰＩ染液１ｍＬ，避光放置１５～３０ｍｉｎ。流式细胞仪进行细胞

周期分析和凋亡检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，成组资料采用狋检验。以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ含量的测定　采用Ａｌ

ｔｒａ流式细胞仪分选出宫颈癌组织原代培养６代细胞和 Ｈｅｌａ

细胞株中ＳＰ细胞的水平分别为（１．６２±０．４８）％和（２．７０±

０．５９）％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图１、２，表１。

图１　　宫颈癌组织ＳＰ细胞水平

表１　 宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ细胞含量

　及其生物学特性比较（狓±狊，％）

项目
宫颈癌组织

（狀＝６０）

Ｈｅｌａ细胞株

（狀＝３０）
狋 犘

ＳＰ细胞含量 １．６２±０．４８ ２．７０±０．５９ ９．３１６ ０．０００

ＡＢＣＧ２ ７８．５９±５．４２ ８０．１７±３．６０ １．４４３ ０．１５２

ＣＤ１３３ ５１．５５±６．２９ ５２．８７±４．９６ １．００５ ０．３１８

ＣＤ４３ ６９．７３±５．７０ ７０．６８±５．４４ ０．７５６ ０．４５２
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续表１　 宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ细胞含量

　及其生物学特性比较（狓±狊，％）

项目
宫颈癌组织

（狀＝６０）

Ｈｅｌａ细胞株

（狀＝３０）
狋 犘

Ｐ６３ ４７．５６±６．９２ ４８．０６±５．２８ ０．３４８ ０．７２９

Ｋｉ６７ １４．６９±１．６９ １５．３３±１．３８ １．８１０ ０．０７４

ＭＤＲ ５８．３６±１１．１２ ５８．２４±５．３２ ０．０５７ ０．９５５

图２　　Ｈｅｌａ细胞株ＳＰ细胞水平

２．２　宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ细胞的生物学特性比

较　ＳＰ细胞的各项生物学标记（ＡＢＣＧ２、ＣＤ１３３、ＣＤ４３、Ｐ６３、

Ｋｉ６７、ＭＤＲ）在宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中的表达无统计学

差异（犘＞０．０５），见表１。

２．３　宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ细胞的细胞周期和细

胞凋亡比较　ＳＰ细胞在宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中各细胞

周期时相分布（Ｇ０／Ｇ１、Ｓ、Ｇ２／Ｍ 期）和细胞凋亡坏死的表达差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２，图３～６。

表２　　宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ的细胞周期

　　和细胞凋亡比较（狓±狊，％）

生物学特性
宫颈癌组织

（狀＝６０）

Ｈｅｌａ细胞株

（狀＝３０）
狋 犘

Ｇ０／Ｇ１ ９４．７０±１．７６ ９５．１０±１．５９ １．０４６ ０．２９９

Ｓ ３．２５±０．９９ ２．９２±０．８４ １．５４０ ０．１２７

Ｇ２／Ｍ ２．０５±１．１０ １．９８±０．９５ ０．３１２ ０．７５６

凋亡 ４．０６±０．６４ ３．９２±０．５９ ０．９６７ ０．３３６

坏死 １．００±０．３８ １．１２±０．３１ １．５０４ ０．１３６

图３　　宫颈癌组织ＳＰ细胞周期

图４　　Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ的细胞周期

图５　　宫颈癌组织ＳＰ细胞凋亡坏死

图６　　Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ的细胞凋亡坏死

３　讨　　论

目前，对ＣＳＣ的研究仍处于探索阶段，对大多数肿瘤而

言，迄今仍未建立较特异的分选鉴定方法，从形态学上很难区

分ＣＳＣ与肿瘤细胞间的差异，只能用功能学方法即从自我更

新能力和分化潜力来鉴定ＣＳＣ。分离ＣＳＣ主要有：ＳＰ细胞分

选、无血清培养富集干细胞和通过ＣＳＣ表面特异性标志筛选３

种方法［２］。ＳＰ法是利用ＳＰ细胞外排染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２的特

征，采用流式细胞技术将染色阴性和弱阳性的细胞分选出来，

分离正常干细胞和ＣＳＣ。目前，尚未发现ＣＳＣ特异性标志与

正常组织干细胞之间有何区分，公认的是根据共有的生物学特

性进行鉴定，如自我更新能力、表达干细胞标志、耐药基因表达

和免疫缺陷鼠体内成瘤等［３］。ＣＳＣ理论认为并非所有肿瘤均

具有无限增殖和自我更新的能力，肿瘤细胞中存在一些数量很

少但具有类似于干细胞功能的细胞，他们具备上述ＣＳＣ特性，

无论经过手术还是放疗和化疗等各种治疗的癌症患者，理论上

只要还存在ＣＳＣ就可能出现肿瘤的复发和转移
［４］。

本实验采用Ａｌｔｒａ流式细胞仪成功分选出６０例不同分期
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的宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中的ＳＰ细胞。宫颈癌组织进行

原代培养６代细胞分选出ＳＰ细胞的水平为（１．６２±０．４８）％，

较国内学者的结果略低［５］；Ｈｅｌａ细胞株中的ＳＰ细胞水平为

（２．７０±０．５９）％，较其他学者的结果略高
［６］；与同实验中ＳＰ

细胞比较，人宫颈癌组织ＳＰ水平明显低于 Ｈｅｌａ细胞株，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。多项研究表明，实体瘤中ＳＰ细胞

具有ＣＳＣ特性，即表达干细胞相关表面标志，具有自我更新、

致瘤能力强和高表达转运蛋白ＡＢＣＧ２等，ＡＢＣＧ２是 ＡＴＰ结

合盒药物转运子家族成员之一的基因，是通过水解 ＡＴＰ供能

将化疗药物泵出胞外，导致细胞耐药，这也是肿瘤耐药、复发的

重要原因之一［７８］。在宫颈癌组织和Ｈｅｌａ细胞株ＳＰ细胞ＡＢ

ＣＧ２呈高水平表达（７８．５９±５．４２）％ 和（８０．１７±３．６０）％，提

示ＡＢＣＧ２可能是参与维持肿瘤多药耐药性的一个重要生物

标志［９１０］。Ｋｉ６７抗原为人增殖期细胞特异性核蛋白，在不同

病理分级的侵袭性鳞癌中均有表达，而且表达水平与肿瘤细胞

增生密切相关，与宫颈癌分期成正相关［１１］。宫颈癌组织和

Ｈｅｌａ细胞株中ＳＰ细胞的 Ｋｉ６７的表达率分别为（１４．６９±

１．６９）％和（１５．３３±１．３８）％，明显低于其他生物学标记物的表

达，提示两种组织来源的ＳＰ细胞具有ＣＳＣ的相对静止、低增

殖和低凋亡的特征。研究显示，Ｐ６３基因对于正常上皮的发育

和维持其功能起关键作用，在调节干细胞的一致性上有重要的

作用，并在皮肤、肺、宫颈和其他部位的鳞状上皮的分化过程中

担当操纵子，Ｐ６３优先表达于宫颈储备细胞的胞核中，随肿瘤

恶性度而升高，可能是宫颈癌干细胞的标记物［１２］。本实验中

宫颈癌和 Ｈｅｌａ细胞株中 ＳＰ细胞中 Ｐ６３的表达率分别为

（４７．５６±６．９２）％和（４８．０６±５．２８）％，差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。ＳＰ细胞在宫颈癌组织和Ｈｅｌａ细胞株处于Ｇ０／Ｇ１

期比例最多，高达（９４．７０±１．７６）％和（９５．１０±１．５９）％，提示

ＳＰ细胞主要处于静止期，而凋亡和坏死比例较低。在宫颈癌

组织和 Ｈｅｌａ细胞株的凋亡表达率为（４．０６±０．６４）％和

（３．９２±０．５９）％；坏死表达率为（１．００±０．３８）％和（１．１２±

０．３１）％。进一步证实ＳＰ细胞具有ＣＳＣ的相对静止、低增殖

和低凋亡的特征。ＳＰ细胞具有ＣＳＣ的特性，可用于鉴定ＣＳＣ
［１３１４］。本研究立足于ＣＳＣ学说，应用流式细胞技术对宫颈癌

组织和 Ｈｅｌａ细胞株进行ＳＰ细胞的分离、生物学标记、细胞周

期、细胞凋亡和坏死的检测，确定了宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株

的ＳＰ细胞均具有ＣＳＣ特性。

综上所述，本研究认为人宫颈癌组织和 Ｈｅｌａ细胞株中的

ＳＰ亚群细胞富集于宫颈癌干细胞，通过流式细胞仪分选ＳＰ细

胞亚群是分离宫颈癌干细胞的一种有效方法，无论人宫颈癌组

织还是 Ｈｅｌａ细胞株中的ＳＰ细胞均可作为宫颈癌干细胞筛选

和研究的切入点，这也为进一步研究宫颈癌干细胞的特异性标

记奠定了实验基础［５，１５］。本研究选用宫颈癌原代培养细胞作

为研究对象，为研究宫颈癌化疗、放疗、分子靶向等个体化治疗

策略提供一定理论基础和科学依据。
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［５］ 宋菁华，王克芳，李斌，等．人宫颈癌侧群细胞的分选及其

生物学特性的研究［Ｊ］．首都医科大学学报，２０１２，３３（１）：

５１０．

［６］ＳｅｔｏｇｕｃｈｉＴ，ＴａｇａＴ，ＫｏｎｄｏＴ．Ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｐｅｒｓｉｓｔ

ｉｎｍａｎｙｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２００４，３（４）：４１４

４１５．

［７］ ＫａｒｌａＰＫ，ＥａｒｌａＲ，ＢｏｄｄｕＳＨ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆａｄｒｕｇｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐ（ＢＣＲＰ）ｉｎ

ｈｕｍａｎｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＥｙｅＲｅｓ，２００９，３４

（１）：１９．

［８］ ＧａｏＪＸ．Ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ：ｔｈｅｌｅｓｓｏｎｓｆｒｏｍｐｒｅｃａｎｃｅｒｏｕｓ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２００８，１２（１）：６７９６．

［９］ ＮｉｃｏｌａｚｚｏＪＡ，ＫａｔｎｅｎｉＫ．Ｄｒｕｇｔｒａｎｓｐｏｒｔａｃｒｏｓｓｔｈｅｂｌｏｏｄ

ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒａｎｄｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＢＣＧ２）［Ｊ］．ＣｕｒｒＴｏｐＭｅｄＣｈｅｍ，２００９，９（２）：

１３０１４７．

［１０］ＤｏｎｎｅｎｂｅｒｇＶＳ，ＤｏｎｎｅｎｂｅｒｇＡＤ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅｉｎｃａｎｃｅｒｒｅｖｉｓｉｔｅｄ：ｔｈｅｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ

［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００５，４５（８）：８７２８７７．

［１１］ＡｍａｒｏＦｉｌｈｏＳＭ，ＧｏｌｕｂＪＥ，ＮｕｏｖｏＧＪ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｍｐａｒａ

ｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｆａｃｔｏｒｓｗｉｔｈｔｈｅ

ｓｔａｇｅｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｉｎａＢｒａｚｉｌｉａｎｃｏｈｏｒｔ［Ｊ］．ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ，２０１３，８（３）：ｅ５７８１０．

［１２］ＭａｒｔｅｎｓＪＥ，ＡｒｅｎｄｓＪ，ＶａｎｄｅｒＬｉｎｄｅｎＰＪ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｋｅｒａ

ｔｉｎ１７ａｎｄＰ６３ａｒｅｍａｒｋｅｒｓｏｆｔｈｅＨＰＶｔａｒｇｅｔｃｅｌｌ，ｔｈｅ

ｃｅｒｖｉｃａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，２４（２Ｂ）：７７１

７７５．

［１３］ＦｏｎｇＤ，ＹｅｈＡ，ＮａｆｔａｌｏｖｉｃｈＲ，ｅｔａｌ．Ｃｕｒｃｕｍｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｔｈｅｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ（ＳＰ）ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｒａｔＣ６ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌ

ｌｉｎｅ：ｔｏｗａｒｄｓｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｗｉｔｈｐｈｙｔｏ

ｃｈｅｍｉｃａｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０１０，２９３（１）：６５７２．

［１４］ＷｕＣ，ＡｌｍａｎＢＡ．Ｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒｓ

［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２００８，２６８（１）：１９．

［１５］万丽娟，吴楠．宫颈癌干细胞表面标志物的研究进展［Ｊ］．

现代妇产科进展，２０１１，２０（１２）：９９０９９２．

（收稿日期：２０１４０７１０　修回日期：２０１４０８２２）

００３４ 重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３２期


