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"摘要#

!

目的
!

从人卵巢上皮细胞癌建系的
5cV+"

细胞中分离出
Q9-""Q9--A

表型卵巢癌干细胞!探讨其

相关生物学特性$方法
!

利用免疫磁珠技术分选出
Q9-""Q9--A

癌细胞!继而进行平皿'软琼脂克隆形成试验!无

血清培养试验和致瘤试验探讨其初步功能%采用反转录聚合酶链反应检测癌细胞
a=?!3

基因表达水平$结果
!

表

型
Q9-""Q9--A

癌细胞在平皿'软琼脂和无血清培养基中克隆形成能力明显强于
Q9-""

h

Q9--A

h癌细胞%同时表

现出较强致瘤性%

a=?!3

基因在不同表型癌细胞中存在差异表达$结论
!

卵巢癌细胞中存在干细胞样癌细胞!利用

磁珠分选得到的
Q9-""Q9--A

癌细胞具有干细胞的相关特性!为卵巢癌干细胞生物学特性的研究及靶向治疗提供

依据$
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卵巢癌在妇科生殖系统恶性肿瘤中发病率*复发率高#

#

年生存率仅
-#T

!

3#T

#其病死率在妇科恶性肿瘤中占据首

位)近年来#癌干细胞$

Q5Q

%学说的提出#引起了研究者的关

注)学者认为手术*放疗及化疗等手段不能彻底地清除肿瘤细

胞#是由于肿瘤细胞中存在极少的
Q5Q

#这类特殊细胞具有自

我更新*分化*转移*耐药的干细胞生物学活性+

-!3

,

)而卵巢癌

干细胞$

VQ5Q7

%的存在可能是造成卵巢癌高复发率*病死率的

重要原因#但目前卵巢癌特有的标记物并没有得到证实)因此

VQ5Q7

分离鉴定及功能探讨是研究卵巢癌发生机制*耐药性

及抗肿瘤药物开发的前提)本实验拟对卵巢癌细胞表面相关

抗原
Q9-""Q9--A

进行筛选#通过克隆集落形成试验*致瘤试

验*癌细胞
a=?!3

基因表达对其生物学功能及基因表达水平

进行初步探讨+

"!$

,

)为今后
VQ5Q7

分离*鉴定*耐药性及靶向

治疗等研究提供理论和实验依据#现报道如下)

$

!

材料与方法

$.$

!

材料来源
!

$

!

&

周
*IEN

"

0

小鼠
-&

只#购于扬州大学动

物实验中心)人卵巢癌细胞株
5cV+"

由东南大学微生物免

疫学实验室提供)反转录聚合酶链反应$

RC!PQR

%试剂盒购

自上海生工公司#

Q9-""

*

Q9--A

抗体购于美国
1*<>70<1=01

公司)

$./

!

方法

$./.$

!

免疫磁珠法
!

选取对数生长期单层细胞制成单细胞悬

液后活细胞计数(用
*/GG1@

缓冲液进行重悬#镜下计数收集

-%

A 个细胞#离心后
3%%

"

(

缓冲液重悬#按抗体*细胞悬液一

定比例混匀#冰上孵育
"%;<=

#加入缓冲液充分洗涤离心
3

次#

细胞沉淀用
#%%

"

(

缓冲液重悬#磁珠分选获取
Q9-""Q9--A

和
Q9-""

h

Q9--A

h细胞)

$././

平皿克隆形成试验
!

将分选的细胞悬液按每皿
-%%

个

细胞接种于培养皿中)在
"AW

*

#TQV

3

环境下培养#当培养

皿中出现肉眼可见的细胞克隆后终止培养#甲醇固定后染色计

数#用肉眼直接计数克隆数#或显微镜下计数大于
#%

个细胞的

克隆数)克隆形成率
g

克隆数"接种细胞数
]-%%T

)

$./.'

!

软琼脂克隆形成试验
!

3$

孔培养板中每孔分别浇入

含
%.#T

低熔点琼脂的底层琼脂
%.X;(

及含
%."T

琼脂和一

-

&&-

-

检验医学与临床
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年
-

月第
-"

卷第
3

期
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基金项目!安徽省教育厅高校自然科学基金资助项目$
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定细胞密度的上层琼脂
%.X;(

#置于室温使琼脂凝固)在
"A

W

*

#TQV

3

培养)镜下计数含
#%

个细胞以上的克隆#并计算

克隆形成率)

$./.1

!

致瘤试验
!

-]-%

$

"

-%%

"

(Q9-""Q9--A

和
-]-%

#

"

-%%

"

(

的
Q9-""

h

Q9--A

h细胞#皮下注射随机分组$

-

*

3

组注

射
Q9-""Q9-AA

#

"

*

$

组注射
Q9-""

h

Q9-AA

h

%的
$

!

&

周龄

*IEN

"

0

小鼠)观察各组小鼠肿瘤生长情况#肿块体积)

$./.2

!

RC!PQR

检测癌细胞
a=?!3

基因表达
!

参照
21=

*I=H

登录的小鼠的
a=?!3

基因碱基序列#应用
P@<;1@P@1;<1@

#.%

软件#于基因不同外显子上设计正反引物$

#f!C226Q6

2QC2Q2 662 CC6 C!"f

#

#f!66Q 66QQQ6 262 2CQ

Q62C!"f

%)按设定反应体系进行
a=?!3

的
RC!PQR

#以甘油

醛
!"!

磷酸脱氢酶$

26P9)

%作为内参对照)

/

!

结
!!

果

/.$

!

平皿克隆形成试验
!

Q9-""Q9--A

细胞克隆形成率为

-&

"

-%%

$

-&T

%#

Q9-""

h

Q9--A

h 细胞克隆形成率为
#

"

-%%

$

#T

%)见图
-

)

!!

注!

6

为
Q9-""Q9--A

细胞(

*

为
Q9-""

h

Q9--A

h细胞)

图
-

!

平皿克隆形成试验

!!

注!

6

为
Q9-""Q9--A

细胞克隆(

*

为
Q9-""

h

Q9--A

h细胞克隆)

图
3

!

软琼脂克隆形成试验

!!

注!

6

*

*

分别为
Q9-""Q9--A

和
Q9-""

h

Q9--A

h细胞在无血清培

养基中第
-

天(

Q

*

9

分别为
Q9-""Q9--A

和
Q9-""

h

Q9--A

h细胞在无

血清培养基中第
A

天)

图
"

!

Q9-""Q9--A

和
Q9-""

h

Q9--A

h细胞

分别在无血清培养基中生长状态

/./

!

软琼脂克隆形成试验
!

Q9-""Q9--A

细胞克隆多呈现层

叠*集中的球形#而
Q9-""

h

Q9--A

h细胞克隆形态扁平#多数

呈梭形#且排列松散)

Q9-""Q9--A

细胞克隆形成率明显高于

Q9-""

h

Q9--A

h

)见图
3

)

/.'

!

无血清培养试验
!

Q9-""Q9--A

细胞在含生长因子的无

血清培养基中悬浮*存活*增殖#形成漂浮的细胞球(而

Q9-""

h

Q9--A

h细胞在第
A

天后出现凋亡#不能在无血清培养

基中存活和增殖)见图
"

)

/.1

!

致瘤性比较
!

肿瘤长出后第
$

*

-%

天#注射
Q9-""Q9--A

的小鼠肿瘤体积明显大于注射
Q9-""

h

Q9--A

h的肿瘤体积)

见图
$

)

!!

注!

-

*

3

组分别为注射
Q9-""Q9--A

细胞
"]-%

#

*

-]-%

# 个(

"

*

$

组分别为注射
Q9-""

h

Q9--A

h细胞
"]-%

#

*

-]-%

#个)

图
$

!

Q9-""Q9--A

和
Q9-""

h

Q9--A

h细胞

小鼠肿瘤体积大小比较

/.2

!

RC!PQR

扩增
a=?!3

检测结果
!

见图
#

)

Q9-""Q9--A

及
Q9-""

h

Q9--A

h细胞中均存在
a=?!3

基因的表达#在相同

细胞数量及实验条件下#

3

泳道$

Q9-""Q9--A

细胞区带%较
-

泳道$

Q9-""

h

Q9--A

h细胞区带%明亮)

!!

注!

-

为
Q9-""

h

Q9--A

h细胞泳道(

3

为
Q9-""Q9--A

细胞泳道(

U

为
9:6

相对分子质量标准)

图
#

!

Q9-""Q9--A

和
Q9-""

h

Q9--A

h细胞
a=?!3

基因表达

'

!

讨
!!

论

卵巢癌属于高发病率的妇科肿瘤#目前的主要治疗手段是

通过手术切除*药物#但以上治疗方法并不能有效控制肿瘤细

胞扩散#因此预后差#复发率较高)而
Q5Q

理论的提出#拓宽

了卵巢癌研究的视野#为研究卵巢癌发生机制及干细胞靶向治

疗提供了新的思路和靶标+

-

,

)

由于
Q5Q

存在#可能是造成肿瘤生长*蔓延的主要原

因+

#!A

,

)随着白血病*脑癌*乳腺癌等
Q5Q

不断深入地研究#结

果证实不同的肿瘤所特有的
Q5Q

标志物也不尽相同)而如何

有效地针对不同肿瘤找出其特定的
Q5Q

标志物#将是
Q5Q

靶

向治疗及抗耐药药物研究的基础+

X!-%

,

)

Q9-""

是细胞表面结合胆固醇的糖蛋白#高表达于肿瘤细

胞中#且具有单细胞形成克隆的能力#是目前研究最广泛的

Q5Q

标记物)在
3%%B

年有研究就证实
Q9-""

_卵巢癌细胞较

Q9-""

h细胞具有更强的成瘤能力#且
Q9-""

_细胞的抗药性

-

A&-

-

检验医学与临床
3%-&

年
-

月第
-"

卷第
3

期
!
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M
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明显高于
Q9-""

h细胞)而在
3%--

年#

5<EJI

等+

--

,利用联合标

志物
Q9-""

与
6(9)

_进行卵巢癌干细胞功能研究#其结果

表明
Q9-""

与
6(9)

_ 癌细胞较
6(9)

h 细胞致瘤明显)

Q9--A

是近年来被研究的另一种标记物+

-3

,

#其存在于多种肿

瘤癌蛋白中#属一类跨膜的酪氨酸激酶受体)陈峻崧等+

-"

,以

Q9$$

*

Q9--A

等标记作为靶点对卵巢癌进行抗药性研究#为

VQ5Q7

的耐药性及相关生物学功能的研究提供了可靠的

依据)

目前
Q5Q

表面标志物的分离方法包括包括荧光激活细胞

分类法和免疫磁珠细胞分选法)本实验通过免疫磁珠技术从

卵巢上皮癌细胞
5cV+"

株中分离出
Q9-""Q9--A

细胞#继而

进行克隆集落形成试验#比较
Q9-""Q9--A

细胞和
Q9-""

h

Q9--A

h细胞在平皿*软琼脂及无血清培养基中克隆形成能力#

结果显示
Q9-""Q9--A

细胞克隆形成能力明显强于
Q9-""

h

Q9--A

h细胞#具有干细胞基本的生物学活性)同时作者比较

了
3

种细胞在小鼠中的致瘤性#结果存在差异)这提示
VQ!

5Q7

的一些特性不仅与
Q9-""Q9--A

相关#可能有其他的表面

标记分子参与#需要进一步对其研究)

a=?

"

'

!0I?1=<=

信号通路不仅能活化增殖和抑制凋亡#也

可以维持
Q5Q

的自我更新#增强
Q5Q

的抗药性#是典型的癌细

胞标记+

-$

,

)本研究利用
RC!PQR

检测结果发现#

Q9-""Q9--A

和
Q9-""

h

Q9--A

h细胞均有
a=?!3

基因的表达#说明
a=?

信

号通路可能在
VQ5Q7

的生长*转移*耐药机制中发挥重要作

用#同时发现
a=?!3

基因在
Q9-""Q9--A

细胞中的表达略高

于
Q9-""

h

Q9--A

h 细胞#但由于未进一步做荧光实时定量

PQR

#缺乏有效*可靠的定量数据进行比较)

如何进一步分离和鉴定相关表型干细胞样卵巢癌细胞#将

对
VQ5Q7

抗药性+

-#

,

*抗放射性+

-&

,

*信号传导通路分子的调

控+

-A!-X

,及靶向治疗+

-B!3-

,等深入研究奠定基础)可见#本研究

通过免疫磁珠技术筛选的
Q9-""Q9--A

表型
VQ5Q7

具有干细

胞基本生物学特性#为今后进一步深入研究卵巢癌提供了科学

依据和基础数据)
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