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摘 要!$目的% 观察体内实验中不同剂量川芎对肿瘤干细胞样细胞低氧微环境的影响& $方
法% 通过无血清培养获得的干细胞样细胞并鉴定"将已鉴定的球细胞接种于裸鼠腋下"将裸
鼠平均随机分为

.

组"即对照组'高剂量川芎组'低剂量川芎组"

!'B

后检测抑瘤率"

C:>;:D7

E4<;

检测瘤体
FGHI!

'

JKL!'!

蛋白表达"

MNOPHM

检测
JKL!'! 1MQF

表达& $结果%低剂量川
芎对

PI!G0'

干细胞样细胞具有杀伤作用"可在蛋白水平上抑制
FGHI!

的表达
RP""S*%T

&低剂
量川芎同时还可在蛋白及

1MQF

的水平上抑制
JKL!'!

的表达& $结论%低剂量川芎对肿瘤干
细胞的杀伤作用可能与其抑制

JKL!'!

蛋白表达"改善肿瘤乏氧微环境有关&
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肿瘤干细胞是目前肿瘤研究的热点之一" 理论

上认为肿瘤的复发' 转移及耐药等问题的发生均与

体内残留的极少数肿瘤干细胞有关& 而肿瘤干细胞

的发生主要与上皮间质转化)

0]N

+'肿瘤微环境等

有关&肿瘤微环境为肿瘤干细胞的发生提供基础"其

中缺氧为微环境中较为明确的影响因素之一" 与肿

瘤干细胞的发生存在着密切关系&

#

材料与方法
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一般材料

高转移性人巨细胞肺癌细胞
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干细胞样细胞的分选与鉴定

RS!S#

干细胞样细胞的分选

常规复苏(培养
<>!73#

细胞!待其生长至
&BT

U/VT

时!用胰酶消化成单个细胞!并用
<7'

反复清

洗
!

次!重悬于含
VSV!!)W*F 3>D

(

"S"!!)=*F ?D>D

(

%!)=*F (9LKF(9

(

!T 7!&

(

0T 7'1

的
8N3N=D!R!

培

养基中!调整细胞浓度
!"R"

0

=

孔!接种于低黏附
$

孔

板中! 待细胞成球且折光率变低时收集
<>!73R

球

细胞!离心(胰酶消化(

R*)=*F

大豆胰蛋白酶抑制剂

终止消化! 重悬于上述完全培养基
8N3N=D!R!

中'

使用传代至第三代的
<>!73R

球细胞'

RS!S!

干细胞样细胞的鉴定

RS!S!SR --.!/

检测
<>!73R

球细胞的增殖能力

分别收集
<>!73R

贴壁细胞及第三代
<>!73R

球细胞!接种于
X$

孔板中!

R"""

个
=

孔!分为
AI

(

0I

(

%I

(

$I

(

&I

五组!每组
%

个复孔' 分别于第
A

(

0

(

%

(

$

(

&I

时加入
-HFF -CK9:(9) .(:!/

细胞增殖检测试剂!

R"!F=R""!F

培养基' 酶标仪检测吸光值$

Y8

&'

RS!S!S! 16=<5

检测
<>!73R

球细胞抗凋亡能力

分别收集
<>!73R

贴壁细胞及第三代
<>!73R

球细胞!用预冷的
<7'

清洗细胞
!

次!并重悬于
R"

7(9I(9) 7KZZHJ

!调整细胞浓度为
R"RV

$

=*F

' 取
RVV!F

的上述细胞悬液置于流式管中!加入
%!F D5,- 19!

9H[(9 6

及
%!F <5

' 轻柔的震荡细胞并于室温
\!%#]

下避光孵育
#%*(9

' 每管中加入
0VV!F #"7(9I(9)

7KZZHJ

!上流式细胞仪检测'

#S!S!SA

免疫荧光检测
<>!73#

球细胞
17->!

的

表达

如前法收集
<>!73#

贴壁细胞及第三代
<>!73#

球细胞! 调整细胞浓度为
#"#V

%

W*F

! 接种于
X$

孔板

中'

!0^

后!每孔依次加入
0T

多聚甲醛固定!

BSRT

的

,J(:C9 4!RBB

透膜!免疫荧光封闭液!室温封闭
R^

!一

抗
0$

孵育过夜! 荧光二抗避光孵育
R^

! 滴加
81<5

避光孵育
%*(9

!最后加入适量抗荧光淬灭封片液'

RS!S!S0 _H:HJ9 ?FC:

检测
<>!73R

球细胞
17->!

的

表达

分别收集
<>!73R

贴壁细胞及球细胞!提取蛋

白' 用
7-1

法测定各组总蛋白浓度!分别制备浓缩

胶与分离胶! 加样后分别行蛋白电泳( 电转移!

%T

脱脂奶粉封闭后!一抗
\

稀释倍数为
R%RBBB]

(二抗
\

稀

释倍数为
!&RBBB]

孵育各
R^

! 后于暗室中滴加超敏

发光液!于凝胶成像系统拍照'

!"$

不同剂量川芎对裸鼠模型抑瘤率的影响

将
R'RB

&

W*F

浓度的
<>!73R

球细胞接种于裸鼠

腋下!

BS!*FW

只' 接种
!0^

后!将裸鼠随机平均分为
A

组"对照组(低剂量川芎组
\BS&%)W`)]

(高剂量川芎组

$

ASB)W`)

&!每组
%

只'连续灌胃
!RI

后将小鼠脱颈椎

处死!称量瘤重!计算抑瘤率'

!"% _HL:HJ9 ?FC:

检测不同剂量川芎对
17->!

!

O5D!R"

蛋白表达的影响

分别收集各组瘤组织!提取蛋白' 用
7-1

法测

定各组总蛋白浓度!分别制备浓缩胶与分离胶!加样

后分别行蛋白电泳( 电转移!

%T

脱脂奶粉封闭后!

一抗
\

稀释倍数为
R&RBBB]

( 二抗
\

稀释倍数为
!&

RBBB]

孵育各
R^

!后于暗室中滴加超敏发光液!于凝

胶成像系统拍照! 并用
5*+)H a

软件分析各组蛋白

表达量'

!"& ;,b<-;

检测不同剂量川芎对
O5D!#" *;21

表达的影响

分别收集各组瘤组织! 提取
;21

! 逆转为
@8!

21

!设定荧光定量
<-;

反应程序进行扩增!在
'8'

软件中分析数据'

!"'

统计学处理

采用统计软件
'<'' #/SV

进行数据统计分析'

!

结 果

#"!

干细胞样细胞分选

接种后第
AI

可见细胞球形成! 随时间延长!生

长至第
$I

时!球体积变大!折光率变低!收集传代至

第三代的
<>!73#

球细胞$

D()KJH #

&'

#"#

干细胞样细胞增殖能力

分别计算
<>!73#

贴壁细胞(

<>!73#

球细胞第

A

(

0

(

%

(

$

(
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的吸光值$

Y8

值&!
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球细胞组第

A

(

0

(
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(
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(
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的
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值明显高于
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贴壁细胞
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!以
(.!/0#

贴壁细胞的
12

值为基线"其
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球细胞第
4

#

5

#
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#

$

#

&6

的相对
12

值 $相对
12

值
7

%实验组
12

值
8

对照组
12

值&

9

对照组
12

值'分

别为
":3"

#
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#

":!3

#

":!5

#

":4!

! 证明通过无血清球培

养筛选出的
(.!/03

球细胞具有较强的增殖及自我更

新能力"为肿瘤干细胞的主要特征之一%

;<=>?@ !

&!

<=' (.!/03

球细胞抗凋亡能力

(.!/03

球细胞与
(.!/03

贴壁细胞早期凋亡

率分别为为
,:$4AB

#

3:!&4B'(",:,%-

(中

晚期凋亡率分别为
!:%4B

#

!:&AB

"

(.!

/03

球细胞的中晚期凋亡低于
(.!/03

贴壁细胞"但差异无统计学意义(两者总

凋亡率差异有统计学差异%

(",:,%

&! 证

明球细胞与普通贴壁细胞相比" 具有一

定的抗凋亡能力
';<=>?@ 4-

!

<=>

免疫荧光检测
(.!/03

球细胞中

C/D.!

表达

(.!/03

球细胞中
C/D.!

高表达"而

(.!/03

贴壁细胞中
C/D.!

低表达甚至

不表达"具有明显差异
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%
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<=? E@FG@?H IJKG

检测
(.!/03

球细胞

中
C/D.!

的表达

(.!/03

球细胞中
C/D.!!

蛋白的

表达明显高于
(.!/03

贴壁细胞"有显著

性差异%
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不同剂量川芎对裸鼠抑瘤率的影响

对照组#低剂量川芎组#高剂量川芎

组的瘤重分别为
":4A#":3$=

#

":!"#":"4=

#

":3L#":3"=

"低剂量川芎组#高剂量川芎组其抑瘤率

分别为
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#

%3:3B

"与对照组相比"均有统计学差

异
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( 高剂量川芎组抑瘤率高于低剂量川芎

组"但无统计学差异
';<=>?@ $-

!
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不同剂量川芎对
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及
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蛋白表达

影响
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蛋白的表达无明显的抑制作用!相反!高剂量

川芎组
'()*!

蛋白表达量略高于对照组!但无统计

学差异" 低剂量川芎可在体内实验有效杀伤干细胞

样细胞#

+,-./0 &

$%

低剂量川芎组与对照组相比!可抑制
12+!3!

蛋

白的表达
4 5"678%9

" 而高剂量川芎组对
12+!#!

耐药

蛋白的表达无明显抑制作用&

+,-./0 :
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5GH

不同剂量川芎对
12+!3! ;<='

表达的影响

经
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检测! 低剂量川芎组可抑制
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表达! 但与对照组比较无统计学差异 &
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$' 而高剂量川芎组
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明显高表达!

与对照组及低剂量川芎组比较均有统计学差异 &
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体内实验证实低剂量川芎可有效抑制肿瘤干细

胞标志物
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蛋白的表达!提示川芎在体内实验

中对肿瘤干细胞具

有一定的杀伤作用'

另外低剂量川芎在

抑制
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蛋白表

达同时抑制
12+!#!

蛋白的表达!但并不

影响
12+!#!

在
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='

水平上的表达 !

提示低剂量川芎对

肿瘤干细胞的杀伤
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!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

!"#$%& ' ()* *+,%&--"./ .0 123!4! 5678 "/ 9"9.

作用可能与其抑制
'()!*!

蛋白表达!改善肿瘤乏氧

微环境有关"

+

讨 论

肿瘤干细胞是肿瘤细胞中存在的极少数细胞!

具有无限增殖#自我更新#抗凋亡等能力!与肿瘤的

侵袭转移密切相关" 侧群细胞$

,-./ 0123456-17

!

,0

%

是目前较为公认的肿瘤干细胞标志物之一! 其可将

荧光染料
'1/89:6 +++;!

泵出细胞外!而
<=>?!

蛋

白的存在正是其可泵出
'1/89:6 +++;!

的原因 "

<=>?!

属于
<=>

转运蛋白家族成员之一! 它们结

合并利用水解
<@0

提供的能量来转运药物!其过渡

表达与
ABC

存在密切关系&

*

'

!而在正常的人胚胎干

细胞中! 并不存在
,0

细胞及
=>C0D<=>?!

蛋白的

表达 &

!

'

" 因此!

<=>?!

被认为是肿瘤干细胞标记物

之一"

*E&F

年!

,891G-/4.

提出了(微环境)假说!用来

描述支持干细胞生长的生理性微环境" 微环境包括

间质细胞#细胞外基质及血管#炎症细胞" 微环境的

稳定是保持细胞正常增殖#分化#代谢和功能活动的

重要条件!其成分的异常变化可使细胞发生病变"

肿瘤微环境对肿瘤细胞的生物学特性具有重要

的调控作用!而缺氧是肿瘤微环境的显著特征"缺氧

与肿瘤干细胞(干性)的维持密切相关!可能是调节

>,>:

干 性 的 一 个 重 要 机 制 " 将 人 胃 癌 细 胞 系

=?>F!+

#

,?>&EH*

培养在不同的氧浓度中! 检测其

增殖# 侵袭能力及
IA@

#

>,>:

标志物" 结果显示经

过低氧预处理的细胞其细胞形态变化明显! 细胞增

殖# 侵袭转移及克隆形成能力增强" 进一步研究发

现!经过低氧处理的细胞!其
J!85.9/K-7

#

L-M/76-7

#

,75-4

#

,1N!

#

O86;

#

=M-#

在
CJ<

及蛋白水平上均明

显增高" 由此推断低氧微环境可诱导产生
IA@

!增

强胃癌细胞的干细胞功能! 促进其侵袭转移的发

生 &

+

'

" 其低氧诱导肿瘤干细胞(干性)增强的机制主

要涉及以下几点*$

#

%缺氧是支持肿瘤干细胞微环境

的基础条件&

;

!

%

'

!研究证实抗血管生成导致肿瘤缺血

缺氧! 从而形成了有利于调控
>,>:

干性的缺氧微

环境 &

$

'

+$

!

%缺氧可上调多种与
>,>:

相关的信号通

路分子的表达! 目前已证实的调控
>,>:

自我更新

的信号通路主要包括
J1689

#

P76

#

,17-8 9/.Q/791Q

等&

&

!

F

'

+$

+

%缺氧可促进已分化的肿瘤细胞去分化!获

得肿瘤干细胞功能&

E

'

"

缺氧诱导因子
!#

$

'()!#

%作为低氧微环境中常
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见的细胞因子!其高表达可促进肿瘤干细胞增殖"大

量 数 据 表 明 在 低 氧 环 境 中 抑 制
'()!*!

#

+,-

及

.(,'*

的表达可明显减少乳腺癌干细胞的富集 $

*"

%

!

其作用机制主要与维持乳腺癌干细胞特性的转录激

活剂
+,-

的表达及活化有关"首先!

'()!*

直接抑制

//+0*

基因表达并激活
+,- 102,

的转录&其次!

'()!*

可激活
.(,'*

转录基因!

.(,'*

转录基因编

码的泛素连接酶在降解
3,.+!

的泛素蛋白酶体系

中必不可少! 而
3,.+!

的表达可抑制
+,-

的活性"

实验证实具有明显的抗凋亡能力的前列腺癌球细胞

高表达
/456"!78594:4

及
'()!*!

$

**

%

!在三阴性乳腺

癌中!

'()

诱导谷氨酸转移酶及谷氨酸
!

半胱氨酸连

接酶高表达! 是乳腺癌肿瘤干细胞数目增多的原因

之一 $

*!

%

" 在持续低氧或间歇低氧的环境中!

'()!*!

可以上调肿瘤细胞的自体吞噬能力# 促进
;<+

!增

强肿瘤干细胞的侵袭转移能力$

*=

%

"

本课题组前期体外实验研究证实川芎嗪可有效

抑制肿瘤干细胞样细胞
'()!*!

蛋白的表达 $

*>

%

" 在

体内实验中! 低剂量川芎可抑制肿瘤干细胞标志物

,?@A!

蛋白的表达!提示川芎对肿瘤干细胞具有一

定的杀伤作用& 另外低剂量川芎在抑制
,?@A!

蛋

白 表 达 的 同 时 !

'()!*!

蛋 白 也 呈 现 低 表 达 !与

,?@A!

蛋白表达趋势一致!进一步在
102,

水平上

检测
'()!*!

表达发现!不同剂量川芎对
'()!*!1!

02,

的表达与对照组相比! 并没有明显的抑制作

用! 提示低剂量川芎对肿瘤干细胞的杀伤作用可能

是通过抑制
'()!*!

蛋白表达起作用的"
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