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摘 要!%目的& 从抗人胃癌干细胞单克隆抗体杂交瘤库中筛选鉴定识别胃癌干细胞的单克
隆抗体"并证明其具有抑制胃癌干细胞自我更新能力和侵袭功能的功能性单抗"为靶向人胃
癌干细胞治疗胃癌提供有治疗潜能的单抗候选药物' %方法& 采用无血清培养(

?@A!$

染色
及流式细胞术等方法确定人胃癌细胞系

B;C!<

中存在肿瘤干细胞" 可作为研究抗人胃癌干
细胞单抗的细胞模型' 应用双色免疫荧光(流式细胞分选等技术分析鉴定单克隆抗体

!<D<

是识别胃癌干细胞的单克隆抗体' 用肿瘤干细胞的成球生长实验(

E)+*2F1,,

侵袭实验及耐药
性实验研究分析

!<D<

单抗对胃癌干细胞功能的影响' %结果&

B;C!<

细胞在无血清培养基
中存活并增殖成球形生长"

B;C!<

球体细胞中表达胃癌干细胞标志物
.G%%

H和
.GI>

H的细胞
比例分别为

J!:%K

和
L:<<K

"较亲本细胞分别提高了
!8:=

倍和
!:%

倍"表明
B;C!<

中存在有
.G%%

H

(

.GI>

H的胃癌干细胞' 细胞免疫荧光结果显示
!<D<

单抗识别的抗原分子与
.G%%

(

.GI>

胃癌干细胞标志物共染表达于胃癌干细胞膜上' 流式细胞术分选的
!<D<

H细胞的成球
率为

M!8:%"":=NO

"显著高于
!<D<

P细胞
Q8!:="":JNK

和亲本细胞
Q8$:8"8:"NK

'

E)+*2F1,,

侵袭实
验(细胞耐药性实验和动物体内致瘤实验结果显示

!<D<

H细胞的侵袭能力和耐药能力也显著
高于

!<D<

P细胞和亲本细胞"表明
!<D<

单抗识别的细胞是具有自我更新(高侵袭(高耐药性
特征的肿瘤干细胞' 体外功能研究发现"单抗

!<D<

能显著抑制
B;C!<

胃癌细胞在无血清培
养液中的成球生长"抑制率可达

%$:%K

"也能显著地抑制
B;C!<

成球细胞
QBR/1)1

细胞
N

的侵
袭"抑制率达

<L:%K

' 单抗
!<D<

是一株能显著抑制
B;C!<

中肿瘤干细胞自我更新和侵袭能
力的功能性抗人胃癌干细胞单抗' %结论& 单克隆抗体

!<D<

是一株抗胃癌干细胞的功能性
单抗"为胃癌干细胞靶向治疗的候选抗体药物'

主题词!人胃癌细胞#肿瘤干细胞#单克隆抗体#
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胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一! 其发病

率和死亡率在世界范围内分别居第
%

位和第
!

位"

#

#

$

我国是胃癌高发地区! 其发病率和死亡率均居第
!

位$ 每年约有
&"

万人死于胃癌$ 目前临床上治疗胃

癌仍然采用传统的手术%放疗和化疗$即使三者结合

治疗! 近
'"

年来胃癌患者的
&

年生存率并未见提

高!仍然徘徊在
!"()'*+

$ 导致胃癌高死亡率的根

本原因是胃癌细胞的高转移率和高复发率! 而且转

移复发的胃癌对化疗药几乎都是耐药的 "

!

#

$ 已有研

究认为肿瘤干细胞在恶性肿瘤的复发% 转移中发挥

着关键性作用!而现有的治疗手段无法针对肿瘤干细

胞!是导致肿瘤治疗失败%复发和转移的主要原因"

'

#

$

因此若能靶向杀灭肿瘤干细胞将有望有效治疗肿瘤

的转移%复发!延长患者生存期!改善预后!可望肿瘤

治疗有新的突破$

肿瘤干细胞&

,-.,/0 12/3 ,/441

!

5651

'是指在肿

瘤组织中只有一少部分细胞具有无限增殖及分化的

能力!能维持肿瘤的形成及生长"

%

#

$ 现有研究证明人

胃癌组织中也存在有肿瘤干细胞! 它可能来源于胃

成体干细胞的突变! 其中
5789

:

%

57%%

:的细胞具有

高致瘤性被认为是胃癌干细胞的标志物之一"

&

#

$ 因

此! 针对肿瘤干细胞的靶向治疗有望弥补临床上现

有治疗手段的缺陷!改善胃癌患者的预后"

$

#

$ 目前尚

未见到有靶向人胃癌干细胞治疗的研究报道$ 研究

者所在实验室在前期工作中采用本室建立的大容量

功能性单克隆抗体库&简称单抗库'技术平台!成功

建立了人胃癌干细胞单抗库! 并初步筛选获得
8

株

识别人胃癌干细胞的单抗$ 为了获得能抑制人胃癌

干细胞功能的单抗!本研究选择人胃癌细胞系
6;<!

&

为细胞模型!对其中一株单抗
!&=&

进行了进一步

的鉴定和体外功能的研究! 为研发靶向胃癌干细胞

抗体药物提供候选单抗$

>

材料与方法

!"!

材 料

人胃癌细胞系
6;<!&

由中国医学科学院肿瘤

研究所细胞及分子生物学实验室保存$ 常规细胞培

养液%表皮生长因子&

?=@

'%碱性成纤维细胞生长因

子 &

A@=@

'% 白血病抑制因子 &

BC@

'%

D!E

购自美国

=FA,G

公司! 氢化可的松购自天津金耀氨基酸有限

公司!胎牛血清
H@D6I

购自美国
JK,4G./

公司!

LMJ!$

N/O @4PG0/1,/.2 5/44 BF.Q/0 MF2

和
7RLC

购自美国

6FS3-

公司!

@CT5!578"

%

@CT5!57%%

购自美国
/DFG!

1,F/.,/

公司$ 兔来源的
578"

购自美国
RD=?;T

公

司! 兔来源的
57%%

购自美国
RA,-3

公司$ 孔径为

U!3

的
T0-.1V/44

小室购自美国
WF44FXG0/

公司$

!"#

实验方法

>Y!Y>

细胞培养及传代

人胃癌细胞系
6;<!&

用含
>"Z@D6

的
>$%"

培

养液培养 $ 无血清球体细胞培养采用含有
?=@

[!9.S\34]

%

A@=@^!9.S\34]

%

BC@^>9.S\34]

%氢化可的松

^%9.S\34]

%

D!E^>"&9]

的
7W?W!@>!

无血清培养液培

养中! 在
'E#

%

&Z5_

!

孵箱中培养
EO

! 用于
6;<!&

6X`/0/

细胞流式检测$

>Y!Y! LMJ!$

染色成球细胞验证
6;<!&

细胞的干性

特征

研究报道表明肿瘤干细胞能够在无血清培养液

中成球生长!是肿瘤干细胞的标志之一$胃癌细胞系

6;<!&

中含有一定比例的肿瘤干细胞! 并能在无血

清培养液中成球生长$

LMJ!$

作为亲脂性红色荧光染

料!可被肿瘤干细胞长期保留!用于特异性标记肿瘤

干细胞$ 因此!我们将处于对数生长期的
6;<!&

细胞

消化为单个细胞! 根据
LMJ!$

染料试剂盒说明书进

行染色$ 即用试剂盒中
5

液稀释细胞至
>$>9

E 个
\34

!

a1

&

>!!Y%%EY!

'#

-.O 2P3G0FS/.F, ,-X-,F2K -.O ,`/3G1/.1F2FaF2KY R44 2`/1/ 0/1P421 O/3G.120-2/O

2`-2 !&=&

:

,/441 V/0/ ,-.,/0 12/3 ,/441 b/-2P0/O VF2` 120G.S 1/4b!0/./V-4

!

F.a-1Fa/ -.O O0PS 0/1F1!

2-.,/Y C. aF20G bP.,2FG.-4 -11-K 1`GV/O 2`-2 3RA !&=& 1FS.FbF,-.24K 1PXX0/11/O 2`/ 1X`/0/ bG03-!

2FG. -AF4F2K Gb 6<;!& ,/441

!

VF2` 2`/ F.`FAF2G0K 0-2/1 A/F.S %$Y%ZY WRA !&=& 1FS.FbF,-.24K 1PX!

X0/11/O 2`/ F.a-1Fa/ -AF4F2K Gb 6;<!& ,/441

!

VF2` 2`/ F.`FAF2G0K 0-2/1 A/F.S &UY%ZY

"

5G.,4P1FG.

#

WRA !&=& F1 - bP.,2FG.-4 -.2FAGOK V`F,` -S-F.12 S-120F, ,-.,/0 12/3 ,/441 -.O ,GP4O A/ 2`/ ,-.!

OFO-2/ -.2FAGOK O0PS 2-0S/2F.S ,-.,/0 12/3 ,/44Y

$%&'()* +,-./

(

`P3-. S-120F, ,-.,/0 ,/44

)

,-.,/0 12/3 ,/44

)

3G.G,4G.-4 -.2FAGOK

)

57%%
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迅速与用
.

液稀释至
%!#<

=$

>',?@

的
ABC!$

染料混

合! 室温避光培养
D>0*

后用等体积血清终止染色!

再用含血清培养液洗
#

次!无血清培养液洗
!

次"用

无血清培养液重悬! 以
D<<

个
?

孔接种于含
<:EF

甲

基纤维素的无血清培养液的低黏附
!%

孔板中!于

GH"

#

DF.3

!

孵箱中培养!不同时间点于荧光显微镜

下观察染料在球体细胞中的分布情况"

#:!:G

流式细胞术检测
I;J#D

中表达干细胞标志物

的细胞

我们采用流式细胞术检测了
I;J#D

亲本细胞

以及无血清成球细胞中
.KL"

#

.K%%

的表达情况"

收集消化成单个的细胞!

8!8"

$ 个
?

管!加入带有荧光

标记的抗体!室温培养
8/

!

AMI

洗涤
G

次!

8F

多聚甲

醛溶液固定后!用流式细胞仪进行检测"

8:!:%

活细胞双色免疫荧光检测胃癌干细胞标志物

与单抗
!DND

共定位

在无菌玻片接种细胞! 培养
%E/

!

AMI

洗涤
8

次!单抗与标志物$

.KL<

或
.K%%

%同时加入!室温

反应
8/

! 用
8FMIO

的
AMIP

洗涤
D

次! 洗涤后用

%F

多聚甲醛固定
8D>0*

!再加入荧光二抗室温避光

反应
G<>0*

!用
<:8FMIO

的
AMIP

洗涤
D

次!洗涤后

用含
D<F

甘油的
!!5?>,

的
KOAQ

封片" 激光共聚焦

显微镜下观察并拍照"

8:!:D

流式细胞术检测肿瘤干细胞标志物与单抗

!DND

识别抗原的共表达

采用双色流式细胞术检测
I;J#D

亲本细胞中

以及无血清成球细胞中标志物$

.KL<

#

.K%%

%与单

抗
!DND

的共表达情况" 收集消化成单个的细胞!

8!8<

$ 个
?

管!加入一抗!室温培养
8/

!

AMI

洗涤
G

次!

加入二抗! 室温避光反应
G<>0*

!

8F

多聚甲醛溶液

固定后!用流式细胞仪进行检测"

8:!:$

流式细胞术分选
I;J#D

亲本中
!DND

R细胞并

检测成球能力

无菌环境下!将对数期生长的
I;J#D

细胞消化

为单细胞悬液!

AMI

洗涤
!

次!加入单抗
!DND

!细胞

密度为
8!8"

H 个
?>,

!室温反应
8/

!

AMI

洗涤
G

次!加

入二抗!避光孵育
G">0*

!

AMI

洗涤
G

次!再用含
8F

MIO

的
AMI

重悬!上机进行流式细胞仪分选" 将分

选得到的
!DND

R细胞 # 亲本细胞 #

!DND

=细胞以

D""

个
?

孔接种于低黏附
!%

孔板!进行无血清悬浮培

养!每隔
!S

补液
8

次!

HS

左右在显微镜下计球体细

胞数!并计算成球率"

8:!:H

流式细胞术分选
I;J#D

亲本中
!DND

R细胞并

用
P)+*2T1,,

法检测其侵袭特征

8>5?>,

的
>+U)051,

胶包被于
P)+*2T1,

小室中!

将流式分选得到的
!DND

R细胞#

!DND

=细胞# 亲本细

胞以
%!8"

% 个
?

孔接种 到
P)+*2T1,,

小 室 的 上 室 !

GH"

#

DF.3

!

孵箱中培养
!%/

后固定液固定!

AMI

洗

涤
!

次!取下底膜!

KOAQ

染色# 封片!荧光显微镜下

观察穿过细胞!拍照并计数"

8:!:E

流式细胞术分选
I;J#D

亲本中
!DND

R细胞对

化疗药物的耐药性

将流式分选得到的
!DND

R细胞# 亲本细胞#

!DND

=

细胞以
%"""

个
?

孔接种于
L$

孔板! 每组细胞均用含
"

#

":"8!D

#

":"!D

#

":"D

#

":8

#

":!

#

":%

#

":E!>',?@

的
E

种不

同浓度顺铂的培养基!

GH"

#

DF.3

!

孵箱中培养!

G

天

换液!

H

天后按照
..B#E

试剂盒说明书加入
..B#E

试剂!测定
3K

%D"

值!用
Q.

D"

软件计算各组
Q.

D"

值"

8:!:L

无血清悬浮培养法检测
!DND

单抗对
I;J#D

2V/1)1

细胞成球的作用

收集
I;J#D 2V/1)1

细胞!吹散成单个!用不同

浓度单抗
!DND

$

8

#

<:D

#

<:!D

#

<:8!D>5?>,

%孵育细胞!

GH" !/

!以
D<<

个细胞
?

孔接种于低黏附
!%

孔板中!

用含
<:EF

甲基纤维素的无血清悬浮培养!

H

天后计

成球数并计算抑制率" 抑制率
WX8=

实验组成球数
?

对

照组成球数
Y!#<<$

#:!:#< P)+*2T1,,

法 检 测
!DND

单 抗 对
I;J#D

2V/1)1

细胞侵袭能力的影响

收集
I;J#D 2V/1)1

细胞!吹散成单个!用不同

浓度单抗
!DND

$

#

#

<:D

#

<:!D

#

<:#!D>5?>,

%孵育细胞!

GH" !/

!以
%!#<

% 个
?

孔将细胞接种于预先包被
#>5?>,

Z+U)051,

胶的
P)+*2T1,,

上室中! 在
GH"

#

DF.3

!

孵

箱中培养
!%/

后固定液固定!

AMI

洗涤
!

次!取下底

膜!

KOAQ

染色#封片!荧光显微镜下观察穿过细胞!

拍照并计数"

!"#

统计学处理

应用
IAII8L:"

软件分析! 数据用
!%2

表示!组

间差异采用
U!

检验!

A&":"D

为差异有统计学意义"

!

结 果

$"!

胃癌细胞系
I;J#D

中肿瘤干细胞的鉴定

I;J#D

细胞
ABC!$

染色后进行无血清培养!第

8G

天可见
2V/1)1

细胞中仅有单个细胞着色!结果提

!E$
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&'()* )+,-*.

/(01213* .42*

5).167,*)2

/4.*)2 897*.*

%&! :;!" <;:" ";=

!:>: $;?" @=;@" !;A

!:BA <;$C C;<C !;<

!:B< @;@< %;"C <;$

!<>: @@;A" C;=" ";=

@=>@! C;"" <;"% ";%

@!D$ %;!" :;<" @;<

@@E: <;:C !;:: ";=

@@D@! =;:" :;"" ";=

示
8FG!:

细胞系中存有肿瘤干细胞! 流式细胞术检

测
8FG!:

的
097*.*

细胞中标志物
&DAH

"

&D%%

的阳

性比例分别为
C;::I

"

=!J%I

# 较亲本
8FG!:

分别提

高
!K%

倍"

!@;<

倍#提示
8FG!:

细胞中含有肿瘤干细

胞#其标志物为
&DA"

和
&D%%

!

!"!

抗胃癌干细胞杂交瘤单抗的筛选!鉴定

!;!;@

杂交瘤单抗识别
8FG!:

亲本及
097*.*

细胞

中的胃癌干细胞

采用流式细胞术检测
A

株单抗在
8FG!:

亲本

及
097*.*

细胞中的阳性比例# 结果显示在检测的
A

株单抗中有
<

株单抗$

!:>:

"

!:B<

"

!:BA

%在
8FG!:

的

097*.*

细胞的阳性比例明显高于亲本细胞$

L4-'* @

%#

提示该
<

株单抗能够识别胃癌干细胞!

!;!;!

杂 交 瘤 单 抗 与 胃 癌 干 细 胞 标 志 物
&DA"

!

&D%%

共定位

为了进一步证明
<

株杂交瘤单抗能够特异识别

胃癌干细胞#我们检测
<

株杂交瘤单抗在
8FG!:

亲

本及
097*.*

细胞中与胃癌干细胞标志物
&DA"

"

&D%%

的共表达情况 $

L4-'* !

%# 结果显示
8FG!:

097*.*

细胞中
&DA"

M细胞表达比例为
AK%I

# 单抗

!:>:

识别细胞的比例为
!!K!I

# 两者共染比例

=K=!I

#较亲本细胞中共染比例$

!K$$I

%提高
!KA

倍!

8FG!: 097*.*

细胞中
&D%%

M细胞表达比例为
C?K!I

#

单抗
!:>:

识别细胞的比例为
!CK$I

#两者共染比例

!:K#I

#较亲本细胞中共染比例$

?KCI

%提高
<#K%

倍!

双色细胞免疫荧光检测结果显示# 单抗
!:>:

与

&DA?

"

&D%%

在
8FG!:

亲本细胞上共定位#提示单抗

!:>:

是识别
&DA?

M

"

&D%%

M的胃癌干细胞的单抗

$

N1O+.* @

%!

#$%&' ( )*+,'--./0 /1 23%- .0 456!7 8'&&- $09 -+:','

8'&&- 9';'8;'9 %< 1&/=>?@

#$%&' ! A/!'*+,'--./0 /1 ABCD

"

ABEE $09 23%- .0 456!

7 8'&&- $09 456!7 -+:',' 8'&&-

#

?

$

&'()*

)+,-*.

&(!*P9.*001() (Q ,B-0

4)R &DA"

&(!*P9.*001() (Q ,B-0

4)R &D%%

/4.*)2 897*.* 5).167,*)2 /4.*)2 897*.* 5).167,*)2

%&! ";C" !;C" <;: !;C" <;$" @;<

!:>: !;$$ =;=! !;A ";C" !:;@" <@;%

!:BA <;": <;C! @;< @;$! :;A! <;=

!:B< !;<A %;:@ @;A @;"C !;%< !;<

!<>: !;<" :;@" !;! !;=" %;@! @;:

@=>@! @;C% C;<" %;: <;$= @!;A" <;:

@!D$ @;C" !;=% @;: ";C" <;<" %;@

@@E: @;<" !;%% @;A ";C" <;:: %;%

@@D@! ";=" <;!% %;$ !;C" %;:" @;$

F.GH,' ( A/!&/8$&.I$;./0 /1 ABCD

"

ABEE $09 !7J7

.0 456!7 9';'8;'9 %< 8'&& .22H0/1&H/,'-8'08'

&DA" !:>:

DB/S T*.O*

&D%% !:>:

DB/S

T*.O*

!C=
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;'<1 =>= </1 2?/1)12 '- !@A@

B

!

?+)1*< +*C !@A@

D

"

EFG":"@

#$

H= !@A@

B

41,,2I!

%JJK

$

.=?+)1*< 41,,2I!%JJL

$

M= !@A@

D

41,,2I!%""L:

!"# !@A@

单抗识别的细胞具有肿瘤干细

胞的特性

!:N:8 !@A@

单抗识别的细胞具有肿瘤干

细胞自我更新能力

采用细胞流式分选技术从
O;P"@

亲

本细胞中分离出的
!@A@

B细胞%

!@A@

D细胞

和亲本细胞进行无血清成球培养& 结果显

示!

!@A@

B细胞的成球率为
Q!8:%#":NLR

!明

显高于
!@A@

D细胞
Q8!:N#":SKR

和亲本细胞

Q8$:8#8KR

"

FG":"@

'

QT05()1 !K

! 表明
!@A@

B

细胞较亲本细胞和
!@A@

D细胞具有更强的

自我更新能力!具有肿瘤干细胞的特征&

!:N:! !@A@

单抗识别的细胞侵袭能力明

显高于
!@A@

D和亲本细胞

U)+*2V1,,

小室法检测从
O;P"@

亲本

细胞中分选出的
!@A@

B细胞%

!@A@

D细胞和

亲本细胞侵袭能力实验! 结果显示!

!@A@

B

细胞侵袭细胞数为
!%%:@#8N:@W

视野!明显

高于
!@A@

D细胞"

8!!:%#S:!W

视野'和亲本细

胞 "

8%N:!#$:%W

视野'"

FG":"8

'"

T05()1 N

'!

表明
!@A@

B细胞较亲本细胞和
!@A@

D细胞

具有更强的侵袭能力&

!:N:N !@A@

单抗识别的细胞具有肿瘤干

细胞高耐药性特征

采用
..X"Y

法检测不同浓度的顺铂

对
!@A@

B细胞%亲本细胞和
!@A@

D细胞的影

响! 结果显示!

!@A@

B细胞% 亲本细胞及

!@A@

D细 胞 的
Z.

@J

分 别 为
J:!Y@![',W\

%

J:8@@![',W\

%

J:J]%![',W\

! 提示
!@A@

B细

胞的耐药性显著强于
!@A@

D细胞及亲本细

胞
QT05()1 %K

&

!@A@

B细胞能够抵抗顺铂的能

力!具有肿瘤干细胞的特征&

!:N:% !@A@

单抗识别的细胞具有高致瘤

性特征

动物体内成瘤实验检测
!@A@

B细胞%

亲本细胞和
!@A@

D细胞的致瘤性! 我们将

流式分选获得的
!@A@

B

%

!@A@

D及亲本细胞

分别接种于
H>\HW4

小鼠 ! 结果显示 !

!@A@

B细胞体内致瘤性明显强于
!@A@

D细

胞和亲本细胞!

!@A@

B细胞
!!8J

N 个细胞
!

周即可成瘤!

!@A@

D细胞未成瘤! 而亲本细

胞
!!8J

% 个细胞
$

周仍未成瘤!

8!8J

@ 个细

$%&'() * +,-./(%0,1 ,2 34) 5('&!()0%03)16) 6/./6%37 ,2 !898

:

!

./()13 /15 !898

;

6)<<0

!@A@

B

41,,2 ?+)1*< 41,,2 !@A@

D

41,,2

8$J

8!J

YJ

%J

J

O
?
/
1
)
1
2
W
@
J
J
4
1
,
,
2

>

H

.

M

!@A@

B

41,,2 ?+)1*< 41,,2 !@A@

D

41,,2

N@J

NJJ

!@J

!JJ

8@J

8JJ

@J

J

>

H

.

M

$%&'() ! =)<2!()1)>/< /00/7 ,2 !898

:

!

./()13 /15 !898

;

6)<<0

;'<1=>= 4'[?+)02'* '- 0*^+20'* 4+?+40<6 '- !@A@

B

7 ?+)1*< 41,,2 +*C !@A@

D

"

EEFGJ:J8

'$

H= !@A@

B

41,,2I!!JJL

$

.=?+)1*< 41,,2I!!JJL

$

M= !@A@

D

41,,2I!!JJL:

$%&'() # +,-./(%0,1 ,2 %1?/0%,1 6/./6%37 ,2 !898

:

!

./()13

6)<<0 /15 !898

;

$%&'() # +,-./(%0,1 ,2 %1?/0%,1 6/./6%37 ,2 !898

:

!

./()13

6)<<0 /15 !898

;

Z
*
^
+
2
0
^
1
4
1
,
,
2
W
^
0
2
0
'
*

!@A@

B

F+)1*<

!@A@

D

J

J:J8!@ J:J!@ J:J@ J:8J J:!J J:%J J:YJ
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&'()*+,-.+/+01

,*)'23

4.5-/0-6

/-773

&+(- 890-* +.5-/0+).:;--<=

# ! > % ? $

!?@?

A

/-773 !!#B

>

BC? BC? #C? !C? !C? !C?

!!#B

%

BC? BC? !C? >C? >C? >C?

?!#B

%

BC? #C? >C? ?C? ?C? ?C?

D8*-.0 /-773 !!#B

%

BC? BC? BC? BC? BC? BC?

?!#B

%

BC? BC? #C? !C? !C? !C?

#!#B

?

BC? #C? >C? >C? >C? >C?

!?@?

E

/-773 !!#B

%

BC? BC? BC? BC? BC? BC?

?!#B

%

BC? BC? BC? BC? BC? BC?

#!#B

?

BC? BC? BC? BC? BC? BC?

胞
$

周仅有
>

只成瘤
:&8F7- >=

!表明
!?@?

A细

胞具有高致瘤性!具有肿瘤干细胞的特征"

!"#

单抗
!?@?

体外功能的研究

!G%G#

单抗
!?@?

对
HIJ"?

细胞无血清成球

生长的影响

采用无血清悬浮培养法培养
HIJ"?

亲本

细胞!同时加入不同浓度的
!?@?

单抗!观察

其对
HIJ"?

亲本细胞成球生长的影响" 结果

显示单抗
!?@?

处理组的成球数随抗体浓度

升高而减少"单抗
!?@?

能显著抑制
HIJ"?

细

胞的成球!抑制率达到
%$G%K

#

DLBGB?

$

:M+,'*-

?=

!提示单抗
!?@?

能够抑制胃癌干细胞的自

我更新%

!G%G!

单抗
!?@?

对
HIJ"? 32N-*-

细胞侵袭

能力的影响

&*8.3;-77

小室法检测单抗
!?@?

对
HIJ"

? 32N-*-

细胞侵袭能力的影响 ! 结果显示

&

M+,'*- $

$! 经单抗
!?@?

作用过的细胞随抗

体浓度升高!侵袭穿过细胞数明显减少!表明

单抗
!?@?

对
HIJ"?

细胞侵袭能力有明显抑

制作用! 抑制率最高可达
?OG%K

% 单抗
!?@?

是抑制胃癌干细胞的功能性抗体%

>

讨 论

目前临床治疗胃癌的手段主要为手术'

放疗'化疗!仅能抑制和杀灭肿瘤组织内的癌

细胞!但对肿瘤干细胞无能为力!从而导致肿

瘤复发'转移以及临床治疗的失败" 胃癌最常

用的化疗药物顺铂和氟尿嘧啶! 能够缓解胃

癌患者的症状但是仍不能明显延长患者的生

存期" 相对于传统的放化疗治疗方式!单克隆

抗体的靶向治疗具有高亲和力!低毒副!可有

效治疗转移' 复发! 不易产生耐药等相关优

点" 美国
MPQ

批准上市的肿瘤靶向药物已经

取得了非常显著的疗效! 如靶向
RP!B

的美罗华治

疗
S

细胞淋巴瘤! 靶向
TUV"!

的赫塞汀治疗乳腺

癌!靶向
WU@M

的贝伐单抗治疗转移性大肠癌以及

非小细胞肺癌等(

X

)

!即能特异靶向杀灭胃癌干细胞!

有效地抑制肿瘤的转移'复发'耐药!降低和减少胃

癌的复发和转移!改善患者的预后!为靶向胃癌干

细胞治疗胃癌提供抗体候选药物和治疗方案% 在临

床应用已十分广泛!效果也十分令人鼓舞% 但靶向

肿瘤干细胞治疗肿瘤研究才刚刚起步!由于靶向肿

瘤干细胞治疗方案有可能对目前临床上导致死亡

的难治性转移'复发有巨大的应用潜力!因此其己

成为目前肿瘤研究的新热点(

O

)

%

$%&'( ) $*+,-./(0.1.23 ,4 !565

7

!

8%-(02 1(''9 %0: !565

;

<./*-( 5 =8>(-( .0>.&.2,-3 ,4 :.44(-(02 1,01(02-%2.,09 ,4 !565

R).0*)7 "GY!?(,C(7 "G!?(,C(7 "G?(,C(7 Y(,C(7 !(,C(7

>""

!?"

!""

Y?"

Y""

?"

"

<./*-( ? @0A%9.,0 .0>.&.2,-3 ,4 :.44(-(02 1,01(02-%2.,09 ,4 +B&

R).0*)7 "GY!?(,C(7 "G!?(,C(7 "G?(,C(7 Y(,C(7

!?"

!""

Y?"

Y""

?"

"
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本室在前期研究中! 已成功从人胃癌组织中分

离"鉴定出胃癌干细胞!并采用无血清悬浮培养方法

富集肿瘤干细胞!将其免疫
<=><?4

小鼠!成功建立

了抗胃癌干细胞大容量的单抗库# 本研究是在此基

础上!通过细胞无血清成球抑制实验"细胞免疫荧光

等实验! 初步筛选获得
@

株特异性识别胃癌干细胞

的单抗$ 本研究选择其中一株具有高特异性识别胃

癌干细胞
.A%%

与
.A@B

的单抗
!CDC

! 进行了深入

的研究$

首先! 我们将
E;F!C

细胞
GHI!$

染色后进行

无血清悬浮培养! 发现球体细胞中仅有单个细胞着

色!证明了
E;F!C

中存在肿瘤干细胞$ 根据已有文

献报道!胃癌干细胞标志物为
.A%%

和
.A@B

$ 因此

我们又采用流式细胞术检测
E;F!C

亲本细胞和

2J/1)1

细胞中
.A%%

和
.A@B

的表达情况!结果显示

2J/1)1

细 胞 中
.A%%

K和
.A@B

K细 胞 比 例 分 别 为

L!:%M

和
N:CCM

! 较亲本细胞分别提高了
!8:O

倍和

!:%

倍!以上研究表明
E;F!C

中存在有胃癌干细胞!

标志物为
.A%%

%

.A@B

!因此我们选择
E;F!C

细胞中

.A%%

K

"

.A@B

K作为胃癌干细胞模型进行单克隆抗体

的筛选鉴定研究$

为了进一步确定单抗
!CDC

可识别胃癌干细

胞! 我们采用双色流式细胞术检测单抗
!CDC

与干

细胞标志物共染的情况! 结果显示单抗
!CDC

可与

胃癌干细胞标志物
.A%%

"

.A@B

共染! 且在
2J/1)1

细胞中双染比例较亲本细胞双染比例分别提高了

O8:%

倍和
!:@

倍$ 采用双色细胞免疫荧光也发现单

抗
!CDC

识别的抗原分子与
.A%%

"

.A@B

共定位于

胃癌干细胞膜上$ 同时我们采用流式细胞术分选出

!CDC

K细胞进行体外功能实验!结果显示
!CDC

K胃癌

细胞成球率明显高于
!CDC

P细胞 &

Q!#:%"B:ORM S2

Q8!:O "B:LRM

'!

!CDC

K 细 胞 的 侵 袭 能 力 显 著 强 于

!CDC

P细胞&

Q!%%:C"8O:C?

视野
R!S2 Q8!!:%"L:!?

视野
R

!

且 耐 药 性 也 明 显 较 高 &

T.

CB

值 (

B:!NC!U',?> S2

B:B@%!U',?>

'# 此外!确定肿瘤干细胞的金标准是动

物体内的致瘤性# 因此!我们还分选出
!CDC

K

%

!CDC

P

及亲本细胞分别接种于
<=><?4

裸鼠观察致瘤性!

结果显示
!CDC

K细胞体内致瘤能力明显强于
!CDC

P

细胞和亲本细胞!其中
!#8B

O 个细胞
!

周即可成瘤!

!CDC

P细胞未成瘤!而亲本细胞
!$8B

% 个细胞
$

周仍

未成瘤 !

8$8B

C 个细胞
$

周仅有
O

只成瘤 ! 表明

!CDC

K细胞在亲本细胞致瘤性中起到极其重要的作

用# 以上研究表明单抗
!CDC

识别的细胞具有肿瘤

干细胞的特征#

为了研究单抗
!CDC

的功能!我们将单抗
!CDC

作用后的
E;F!C EJ/1)1

细胞进行体外功能实验!发

现单抗
!CDC

能显著抑制其成球和侵袭能力# 单抗

!CDC

能明显抑制
E;F!C EJ/1)1

细胞的生长!

!U5?U,

时成球抑制率达到
%$:%M

# 侵袭抑制实验中!

8U5?U,

时侵袭抑制率达到
CN:%M

# 上述结果提示我们单抗

!CDC

是一株抗胃癌干细胞的功能性单抗#

综上所述! 本研究发现
!CDC

K细胞具有高致瘤

性!高无血清成球%侵袭%耐药能力!且单抗
!CDC

能

够识别
E;F!C

细胞中
.A%%

K

%

.A@B

K细胞亚群! 能有

效抑制胃癌细胞的自我更新和侵袭等体外功能!是

一株候选的抗胃癌干细胞的功能性单克隆抗体# 我

们将进一步分离获得相应的功能性分子靶标! 为筛

选靶向胃癌干细胞的其他抗体药物奠定基础! 以期

为靶向肿瘤干细胞的胃癌治疗提供更多的抗体靶向

药物#
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