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新辅助化疗后乳腺导管癌干／祖细胞克隆形成观察

陈元文１，乔正荣１，吴诚义２△，董华英２（１．重庆市第五人民医院普外科　４０００６２；２．重庆医科大学附属

第一医院普外科，重庆　４０００１６）

　　【摘要】　目的　观察人乳腺癌新辅助化疗后干／祖细胞的生存及克隆形成情况。方法　应用非黏附性乳腺癌

细胞微球（ＭＳ）悬浮培养法获取乳腺癌干／祖细胞；通过连续的单克隆实验检测乳腺癌细胞球细胞的克隆形成和自

我更新能力，血清诱导检测其分化能力；裸鼠模型检测 ＭＳ细胞移植瘤生长能力。结果　化疗后乳腺癌组织内存留

丰富的细胞集落，与非黏附性乳腺癌细胞微球一样，可在无血清培养基中连续传代、自我更新，能经血清诱导多向分

化，还能在裸鼠体内形成与原发瘤性质相同的移植瘤，表现出干细胞样特性。结论　少次化疗后乳腺癌分化细胞可

被有效杀灭，但干／祖细胞仍部分存留，甚至富集，并在组织内形成乳腺癌细胞微球。
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　　肿瘤干／祖细胞具有无限的扩增和自我更新能力，对化疗

药物有天然的抵抗力，是影响乳腺癌化疗效果的重要因素之

一，也是乳腺癌复发的根源［１］。为了揭示乳腺浸润导管癌干／

祖细胞在化疗后的变化及机制，本研究通过人乳腺癌原代细胞

无血清悬浮培养，研究新辅助化疗后乳腺导管癌干／祖细胞克

隆形成情况，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００８年４月至２０１１年３月重庆医科大

学附属第一医院收治的经病理检查确诊为乳腺浸润性导管癌

的住院患者５５例，根据是否化疗分为两组，化疗组２５例，术前

接受新辅助化疗方案（多西他赛＋表柔吡星＋环磷酰胺），接受

１个疗程化疗５例、２个疗程５例和３个疗程１５例。未化疗组

３０例，未接受过化疗。标本的收集征得患者及家属同意，并在

血供阻断前从新鲜肿瘤组织边缘，无囊变、坏死、钙化及电凝的

部位小心、无菌取材，所取组织立即置于由ＤＭＥＭ／Ｆ１２加抗

菌药物制成的标本取样液中，于１５ｍｉｎ内送至细胞培养室立

即处理，如不能立即处理则保存于４℃冰箱，２４ｈ内完成接种。

手术过程中获取５５例乳腺癌活体标本。

１．２　仪器与试剂　胎牛血清购自杭州四季青公司；ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；血管内皮生长因子、碱性成纤

维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；Ｂ２７添加剂购自

Ｇｉｂｃｏ公司；鼠抗人ＣＤ３４单克隆抗体、鼠抗人ｎｅｓｔｉｎ抗体及抗

ＥＳＡ抗体购自迈新生物技术公司；红细胞裂解液购自碧云天

生物公司。本实验在重庆市眼科学重点实验室完成。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养与传代　标本在无菌条件下剪成约１ｍｍ
３

大小组织块，吸管反复吹打，２００目细胞筛滤过、１０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，加入红细胞裂解液离心，去除红细胞、死细胞及其他

组织碎片，除去上清液。经此处理，未化疗标本可获取大量单

细胞悬液，化疗后标本则获取的是细胞集团，为表述方便称之

为“化疗细胞微球”。用含有２０Ｕ／ＬＥＧＦ、２０Ｕ／ＬｂＦＧＦ和

２％Ｂ２７添加剂的ＤＭＥＭ／Ｆ１２无血清培养基重新悬浮，并接

种于培养瓶。３～５ｄ换液１次。每日在相差显微镜下观察非

黏附性乳腺癌细胞微球（ＭＳ）的形成和生长过程。待培养瓶内

背景干净后，收集 ＭＳ，离心后去除上清液，加入含０．２５％胰

酶ＥＤＴＡ的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）缓冲液，室温下孵育１０ｍｉｎ，
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并用巴氏管轻轻吹打，将 ＭＳ酶解成单细胞，４００×ｇ离心

５ｍｉｎ，收集单细胞，并以 ＤＭＥＭ／Ｆ１２重悬，４００目（孔径４０

μｍ）细胞筛滤过，取１滴细胞悬液加入４％台盼蓝细胞染色，检

测细胞活性，红细胞计数器下计数细胞数。制作的单细胞悬液

供后面实验用。

１．３．２　免疫荧光分析乳腺癌微球细胞表型鉴定　将单细胞悬

液涂抹到多聚赖氨酸处理过的载玻片上，制作细胞涂片；略干

后以 ４％ 多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ备用；０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ穿孔

１５ｍｉｎ；吸取１％山羊血清滴加其上，置于染色湿盒中，３７℃孵

育３０ｍｉｎ；加入１％ＢＳＡ稀释的一抗（抗 ＣＤ３４、抗ｎｅｓｔｉｎ、抗

ＥＳＡ），于３７℃孵育２ｈ；加入１％ＢＳＡ稀释的二抗（抗ＩｇＧ

ＦＩＴＣ或抗ＩｇＧＲｈｏｄａｍｉｎｅ），于３７℃杂交１ｈ；每步间以ＰＢＳ

漂洗２次，每次５ｍｉｎ。缓冲甘油封片剂封片。荧光显微镜下

观察。

１．３．３　二次非黏附性乳腺细胞微球培养和单克隆形成实验　

将化疗组原代细胞球和未化疗组第１代乳腺球单细胞，以含生

长因子的无血清培养液重悬，细胞计数后以每孔１００个细胞接

种于２４孔培养板，进行第２次非黏附性乳腺球培养。培养箱

内培养３周，每周观察克隆形成情况，以检测自我更新能力和

克隆形成能力。

１．３．４　乳腺微球细胞的诱导分化和逆向分化　取生长状况良

好的细胞微球，重悬于含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养

基中，以１×１０６／孔接种于放有经多聚赖氨酸预处理盖玻片的

６孔板中培养，３～５ｄ更换培养基１次，于倒置相差显微镜下

动态观察细胞分化和生长情况。培养１０ｄ后取出盖玻片。

１．３．５　乳腺球细胞体内成瘤能力分析　参照平轶芳等
［２］的方

法。实验用动物为４～６周无胸腺雌性裸鼠。动物分为化疗接

种组、未化疗接种组和分化细胞接种组（对照组），每组５只。

取化疗组“化疗细胞微球”、未化疗组的乳腺球细胞和血清诱导

分化的乳腺癌细胞，经０．２５％胰酶消化、ＰＢＳ洗涤２次后，用

ＰＢＳ调整密度为１×１０６／ｍＬ。按每只裸鼠０．１ｍＬ（１×１０５ 细

胞）细胞悬液接种于裸鼠左前胸部皮下，各随机接种５只裸鼠。

继续饲养并观察成瘤情况及肿瘤生长情况。每周测量移植瘤

的最长径（Ｌ）和最宽径（Ｗ）并依据公式计算移植瘤的体积

（Ｖ）：Ｖ＝Ｌ×Ｗ／２。术后６周处死取材，经１０％中性甲醛溶液

固定，常规石蜡包埋，做４μｍ切片，用于ＨＥ染色，做组织学检

查及光镜观察。

２　结　　果

２．１　大体形态比较　未化疗组标本切面呈灰白色，组织鲜活，

细胞生长旺盛。接受一个疗程化疗的乳腺癌标本，可见大片坏

死组织和存活组织共存。２个疗程化疗后标本，肿块明显缩

小，坏死组织较少；３个疗程化疗标本肿块进一步缩小，结构纤

维化，质地变硬。

２．２　新辅助化疗后乳腺癌组织富含乳腺癌干／祖细胞球　免

疫荧光检测ＣＤ３４、ｎｅｓｔｉｎ蛋白和上皮特异性抗原ＥＳＡ，结果显

示所有标本的ＣＤ３４和ｎｅｓｔｉｎ蛋白均未见明显表达，而上皮特

异性抗原ＥＳＡ则呈强阳性表达。标本经机械剪切和２００目细

胞筛滤过后，重悬并接种于培养瓶中，立即镜下观察细胞状态。

显微镜下可见未化疗组以单细胞为主，亦可见极少量外形不规

则的细胞团，团内细胞直径小，细胞间连接松散，间有结缔组织

（图１）；接种２～３ｄ后，细胞团均崩解、消失，单细胞大部分死

亡，只有少量体积较大、较亮的细胞呈悬浮性生长，并开始分裂

形成细胞微球；术前接受新辅助化疗的２５例标本，其中，经３

个疗程化疗的８例标本镜下鲜见存活的肿瘤细胞，未能获得足

够的细胞进行培养。另外标本，镜下所见单细胞较少，但可见

大量细胞团，呈球形，外形规则，团内细胞大，细胞间连接紧密，

很多细胞尚处在分裂过程中，细胞间未见明显的纤维结缔组

织，形态与未化疗组形成的细胞微球极其相似（图２）。这种

“化疗细胞微球”在不含生长因子的无血清培养基中可继续存

活，表面少部分细胞死亡，大部分细胞则持续保持活力。

图１　未化疗患者乳腺癌细胞被分解为单细胞（光镜×２００）

图２　化疗后患者乳腺癌内的癌细胞集落（光镜×４０）

２．３　化疗组原代细胞球内细胞具有自我更新能力和克隆形成

能力　化疗组的“化疗细胞微球”和未化疗组第１代乳腺微球

制作成单细胞后，均可在无血清培养基中继续生长，再次形成

细胞微球，表现出自我更新和克隆形成能力等干细胞特性。

２．４　化疗组原代细胞球具有多向分化潜能　用胎牛血清对化

疗组“化疗细胞微球”和未化疗组乳腺癌细胞微球的细胞诱导

分化，两者均可贴壁分化形成扁平的多突起形细胞。收集这些

贴壁细胞制作成单细胞悬液，进行无血清培养，可再次形成

ＭＳ。

２．５　移植裸鼠的形态学观察　注射“化疗细胞微球”和未化疗

组的乳腺球细胞２周后，触摸注射部位形成结，突出于皮下；

３～４周，大体观察隆起物逐渐变大；６周时处死动物获取标本，

见标本呈灰白色，质韧，较小，约０．５～１．０ｃｍ，包绕一层疏松

结缔组织。类似于乳腺腺体样组织。对照组的分化细胞未见

转移瘤形成。

３　讨　　论

Ｄｏｎｔｕ等
［３］借鉴培养神经干细胞的神经细胞球法发展了

ＭＳ培养体系。在这种含ｂＦＧＦ、ＥＧＦ的无血清培养液构成的

非黏附、非分化的培养环境中，乳腺细胞可继续存活并扩增成

被称作 ＭＳ的非黏附性细胞集落，其内的细胞不表达分化腔上

皮、肌上皮等分化标志物，在分化条件下培养具有多系分化的

能力，致瘤性也明显提高，提示其内的细胞为乳腺干／祖细胞，

即乳腺细胞球是一种乳腺干／祖细胞集落，非黏附性乳腺细胞

微球悬浮培养法也成为乳腺干／祖细胞体外培养的一种常规
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方法［４５］。

本研究观察到，接受新辅助化疗的标本，组织内的肿瘤细

胞主要以由多细胞组成的“化疗细胞微球”形式存在，单细胞很

少。这种细胞微球不同于离解不完全的细胞团，主要表现在以

下几方面，（１）外形不同：细胞团不规则，团内细胞直径小，细胞

间连接松散，间有较多结缔组织。“化疗细胞微球”呈球形，外

形规则，团内细胞大，细胞间连接紧密，很多细胞尚处在分裂过

程中，细胞间未见明显的纤维结缔组织。（２）在无血清培养基

中生长状况不同。（３）构成细胞不同：未化疗组细胞团的主体

是分化细胞，而化疗组细胞团以未分化细胞为主。“化疗细胞

球”可稳定传代形成克隆，经血清诱导可贴壁分化，１０００个细

胞可在裸鼠体内形成肿瘤，证明其具有自我更新能力、分化能

力和成瘤能力等干细胞特性。因此，“化疗细胞球”富含未分化

的干／祖细胞。分析其原因，肿瘤干细胞通过不对称性分裂产

生大量分化细胞，以对称性分裂进行自我复制。未化疗肿瘤组

织内的细胞大部分为分化细胞，干细胞数量极少。由于肿瘤干

细胞大多处于细胞周期中的Ｇ０ 期休眠状态，且高表达多药耐

药蛋白和ＡＴＰ结合盒式蛋白，能将进入细胞内的化疗药物泵

出；高表达ｂｃｌ２和ｓｕｒｖｉｖｉｎ等抗凋亡蛋白
［６７］，这些特点使得

肿瘤干细胞对化疗药物有天然的抵抗力，对常规化疗不敏感。

占肿瘤细胞主体的分化细胞，很容易被化疗药物杀灭，肿瘤干

细胞得以保留。同时，不对称性分裂方式被抑制，对称性分裂

被保留，进行自我复制，形成干／祖细胞集落，即本研究观察到

的“化疗细胞球”。

同时本研究还观察到，经过两个疗程化疗的乳腺癌组织内

“化疗细胞球”最丰富，３个疗程后则明显下降。表明化疗药物

对乳腺癌干／祖细胞仍有抑制作用，其作用机制可能是对干／祖

细胞的杀伤，但更可能是破坏了干／祖细胞生存的微环境［８］，如

血管的破坏与纤维化等。因此，少次化疗可有效富集乳腺干／

祖细胞，不仅提高实验获取干／祖细胞的效率［９］，还可应用于判

断化疗的效果。

本研究显示，３个疗程的化疗虽然有效杀灭了乳腺癌肿瘤

分化细胞，但干／祖细胞仍部分存留，提示乳腺癌化疗应坚持３

个疗程以上。
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