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摘 要!口腔鳞状细胞癌是最常见的头颈部恶性肿瘤之一"复发率高"容易远处转移"对治疗
不敏感"严重威胁人类健康$ 当前临床肿瘤免疫治疗不能有效清除缺乏分化抗原表位的肿瘤
干细胞"需要灵敏而又特异的标记物来鉴定肿瘤干细胞$ 目前"从口腔鳞状细胞癌组织中分
离肿瘤干细胞的方法主要有基于细胞表面标志的分离法和侧群细胞分离法$ 鉴定口腔鳞状
细胞癌中肿瘤干细胞的方法包括体外细胞成球实验和体内致瘤能力的鉴定$ 对口腔鳞状细
胞癌中肿瘤干细胞分离和鉴定方法的研究将为研发抗肿瘤干细胞疫苗提供理论基础和实验
依据"从而为口腔鳞状细胞癌患者开辟新的免疫治疗途径$
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口腔鳞状细胞癌
T2<;G 7IJ;F2J7 =:GG =;<=382F;

"

HEAAU

是常见的头颈部恶性肿瘤之一"是威胁人类

健康的主要疾病之一*

#

+

,

HEAA

每年的新发病人约为

&44 &)&

人"与之相关的死亡人数为
#%0 &0&

人*

!

+

"在

过去的
!4

年中"

HEAA

的总生存率仅提高了
0_

*

&

+

"其

0

年生存率明显低于其他部位的恶性肿瘤"如结肠癌-

宫颈癌和乳腺癌等*

%̀ '

+

, 该疾病不良的预后与多种危

险因素有关"包括饮酒-吸烟-咀嚼槟榔和人类乳头

瘤状病毒!

K?a

&感染等*

)

+

, 目前"口腔鳞状细胞癌的

治疗以传统外科手术治疗为主"以放射治疗-化学药

物治疗为辅的综合治疗为基本原则*

$

+

,大多数
HEAA

患者发现较晚"肿瘤复发率高"容易远处转移"对治

疗不敏感是导致
HEAA

患者生存率较低的最主要原

因*

*

+

,到目前为止"

HEAA

仍缺少有效的治疗方法"因

此" 对该疾病的深入研究并寻找新的治疗方法迫在

眉睫,

肿瘤干细胞理论的出现为
HEAA

的彻底根治带

来了新的希望, 在肿瘤组织中存在着一小群干细胞

或者祖细胞"能够自我更新-生长并且产生异质性肿

瘤细胞"维持着肿瘤的发生-发展和转移"这群细胞

-&0



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
!

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':!

就是肿瘤干细胞
<4+*41) 2=1> 41,,

!

.?.@

"

8"

#

$

.?.

的主

要特征包括% 数量很少! 具有独特的细胞表面标志
"

88

#

!具有极强的自我更新能力!能够复制亲本细胞的

表型!能够分化为多种组织细胞!可维持肿瘤的复发

和转移 "

8!

#

$ 并且
.?.

对化疗药物有着很强的耐受

性!因此!化疗并不能有效的杀伤或清除
.?.

"

8A

#

$ 肿

瘤组织中大部分是已分化的肿瘤细胞! 它们缺乏自

我更新能力!只有有限的增殖能力!致瘤性欠强 "

8%

#

$

单纯手术切除!或者传统的放&化疗等治疗方法只能

消除大量已分化的肿瘤细胞!不足以杀灭
.?.

!因此

不能得到有效持久的抗肿瘤效果"

8B

#

$ 传统治疗后肿

瘤残余灶中的
.?.

仍然可以促进肿瘤的复发&进展

和转移"

8C

#

$ 因此!现今肿瘤治疗的热点是如何有效

的靶向杀伤
.?.

!而不仅仅是减小肿瘤负荷$

然而! 当前的肿瘤免疫治疗仍然主要是针对肿

瘤细胞上已分化的抗原! 只能杀伤部分已分化的肿

瘤细胞! 不能有效的清除缺乏这些分化抗原表位的

.?.

$

.?.

细胞克隆之间可能存在着不同的生物学

标志也是靶向杀伤
.?.

的难点"

8D

#

$靶向杀伤
.?.

需

要能够敏感而又特异地标记出
.?.

的生物学标记$

尽管现今已有越来越多的研究从肿瘤组织中成功地

分离出
.?.

!如肝癌&乳腺癌&头颈部鳞癌等 "

8$

#

$ 但

是!

3?..

中
.?.

的分离和鉴定的方法仍然是研究

的重要挑战$

8

口腔鳞状细胞癌中肿瘤干细胞的分离

方法

!"!

基于细胞表面标志分离肿瘤干细胞

利用干细胞表面标记进行
.?.

分选的方法主

要基于流式细胞仪分选法
<-,(')1241*41!+4=0E+=1F 41,,

2')=0*5

!

GH.?I

和免疫磁珠分选法
<>+5*1=04 41,, 2')=0*5

!

JH.?I

!是利用细胞表面的特殊受体或蛋白!然后结

合被荧光素标记的抗体! 最后通过流式细胞仪进行

分离$ 分离
.?.

的细胞表面标志主要有以下几种%

8:8:8 HKLM

乙醛脱氢酶
<+,F1/6F1 F1/6F)'51*+21

!

HKLMI

!是

一种四连体蛋白!

HKLM8

在干细胞分化的早期视黄醇

氧化为视黄酸的过程中起着非常重要的催化作用"

8N

#

$

HKLM#

包括
HKLM#H#

&

HKLM#H!

和
HKLM#HA

!主

要存在于多种组织细胞的细胞质中! 被广泛认为与

肿瘤细胞的致瘤潜能& 转移能力和耐药性有着非常

密切的关系!并被用作黑色素瘤&肺癌&乳腺癌&头颈

部鳞癌等多种肿瘤中分离
.?.

的一种功能性标志

物"

!O

#

$ 高表达
HKLM8

的细胞群可以通过
HKLM8

抗

体和
HKLPGKQ3R

实验分离$

K0 S

等 "

!8

#发现在
T!

E0E'!O

无血清培养基中! 经过一周的时间
HKLM

/05/

肿瘤干细胞就可以形成较大&较多的肿瘤细胞球'但

是在相同培养时间及培养环境的条件下!

HKLM

,'U 肿

瘤细胞只能形成极少的肿瘤细胞集落' 在免疫功能

正常的
?..D

小鼠肿瘤模型中! 只需
!OOO

个
HKL!

M/05/ ?..D

肿瘤细胞就可以皮下成瘤! 但是接种

!OOOOO

个
HKLM

,'U

?..D

肿瘤细胞后未能形成肉眼

可见的肿瘤! 类似的情况也出现在
LB

小鼠的模型

中$ 高表达
HKLM

的肿瘤干细胞与头颈部鳞癌起

始&复发&转移和耐药性密切相关 "

!!

#

$ 此外!

HKLM8

也是干细胞增殖和分化的调节因子!

HKLM8

通过活

化
HV=

信 号 通 路 来 增 加
W*=X!!4+=1*0*

的 活 性 !

HKLM8

活性增加可导致化疗抵抗 "

!A

#

$ 因此 !以

HKLM

为标志能成功地分离和纯化特殊的& 具有致

瘤性和自我更新能力的
.?.

! 这为靶向肿瘤干细胞

的免疫治疗提供了新的思路$

8:8:! .L8AA

.L8AA

!又称为
Y)'>0*0*!8

!是一种跨膜蛋白!定

位于细胞膜和细胞质! 在各种组织的干细胞或者前

体细胞中通常都有表达$

.L8AA

最早在
8NND

年由

W105>+**

从神经干细胞表面检测到"

!%

#

$

.L8AA

作为

一种跨膜糖蛋白!表达于胚胎干细胞和造血干细胞!

构成浆膜拓扑结构! 维持浆膜稳定的脂质结构 "

!B

#

$

.L8AA

最为显著特点是!细胞中
.L8AA

的表达随着

细胞的分化迅速下调! 使其成为一个独特的分离和

鉴定肿瘤干细胞的分子标志物"

!C

#

$ 大多数研究是基

于
.L8AA

抗体结合到
.L8AA

的糖基化表位! 从而

经流式细胞仪分离
.L8AA

Z的肿瘤干细胞$ 尽管在多

种实体瘤中! 这种蛋白被鉴定为一种
.?.

标记!但

是
.L8AA

在维持
.?.

的特性中没有发挥重要作用$

[/+*5

等 "

!D

#用
GH.?

和
JH.?

从口腔鳞状细胞癌的

肿瘤组织和细胞系中分离出比例约为
8\]!\

的

.L8AA

Z细胞亚群! 发现这群细胞具有
.?.

的特性!

在体外有很强的侵袭性和增殖性! 而在动物体内也

有很强的成瘤性$ 此外!还发现
.L8AA

Z细胞有明显

的化疗耐药性$ 最近!孙艳等"

!$

#利用
.L8AA

作为细

8AC
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胞表面标记! 从口腔鳞状细胞癌中成功分离出肿瘤

干细胞! 并运用免疫组织化学技术检测了各组病理

组织中
&'())

表达情况 ! 发现
&'())

可能作为

*+&&

早期治疗干预的靶标!具有重要的临床价值"

研究还发现在舌鳞状细胞癌细胞系中分离出来的

&'())

,细胞群具有明显的侵袭力#迁移能力#和克

隆形成能力! 在裸鼠体内的致瘤能力也明显强于

&'())!

细胞$

!-

%

" 因此!以
&'())

为细胞表面标记能

够有效地从口腔鳞状细胞癌中分离出
&+&

"

(.(.) &'%%

&'%%

是一种跨膜糖蛋白!属于细胞表面黏附分

子
/0122 34516789 :8210;216

!

&<=>

家族!又称为淋巴

细胞表面的归巢因子"

&'%%

表达于白细胞!内皮细

胞!肝细胞!间充质细胞!可与细胞外基质结合!在细

胞分化和迁移中发挥重要作用$

)"

%

" 以往人们对很多

类型的肿瘤研究显示!

&'%%

结合于细胞外基质中的

透明质酸
/?<>

!可以活化酪氨酸激酶受体!如
@ABC

和
@CDD!

! 进一步通过活化
=<EF

和
E#)G<FH

信

号通路!从而增强细胞的增殖能力!促进肿瘤细胞释

放到血管而发生转移 $

)(

%

"

&'%%

作为细胞表面的一

种跨膜受体! 在细胞黏附和迁徙以及细胞间相互作

用中发挥重要的功能!

&'%%

促进淋巴细胞活化#再

生#定植#造血和细胞转移!还调节肿瘤干细胞的分

化 $

)!

%

"

&'%%

作为头颈部鳞状细胞癌肿瘤干细胞的

特异性表面标志物已经得到广泛认可"

&'%%

可单

独或与其它标志物联合来分离
&+&

"例如!最近有学

者$

))

%建立了口腔鳞状细胞癌的原代细胞培养模型!

利用
&'%%

作为
*+&&

的特异性表面标志物分选舌

鳞状细胞癌细胞系
+&&!-

中的
&'%%

,细胞亚群!全

面对比
&'%%

,和
&'%%

I肿瘤细胞亚群的生物学特性

差异" 结果发现!

&'%%

免疫组化染色在口腔鳞状细

胞癌中呈阳性! 为从鳞癌组织细胞中直接分选获得

肿瘤干细胞提供了实验室依据"同时!该课题组还采

用
&'%%

免疫荧光抗体标记流式细胞术分选出

&'%%

,的细胞亚群! 并检测了各细胞亚群的细胞周

期的差异! 比较了不同的细胞亚群克隆形成率以及

裸鼠体内成瘤率的差异" 以及
&'#))

#

*0J!%

#

DK=!(

#

<D&A!

#

@LM79

基因和蛋白在
&'%%

,和
&'%%

I细胞中

表达的差异" 结果发现!利用
&'%%

为口腔鳞癌肿瘤

干细胞的特异性表面标志物从舌鳞癌细胞系
+&&!-

中分选出的
&'%%

,细胞亚群的比例约为
)"N

!

&'%%

,

的
*+&&

亚群细胞具有肿瘤干细胞的特性$

))

%

" 这说

明在
+&&!-

舌鳞癌细胞系中
&'%%

可以作为分选肿

瘤干细胞的特异性表面标志物" 这项研究为口腔鳞

状细胞癌中肿瘤干细胞的深入研究奠定了基础"

!"#

基于侧群细胞法分离肿瘤干细胞

口腔鳞状细胞癌中的侧群细胞
/6741 O8O;23J789

!

+E>

具有干细胞样生物学特性!且有一些特定的细胞

表面标志物表达!可用于肿瘤干细胞的分离和鉴定"

侧群细胞法分离肿瘤干细胞是基于
?81056J )))%!

之类的荧光染料染色! 然后通过流式细胞仪多通道

分选$

)%

%

"侧群细胞由于过表达一些
<D&

转运体的成

员!能以很高的效率排出染料或化疗药!导致肿瘤干

细胞不着色或化疗耐药$

)P

%

"

?3M3Q;057

等$

)R

%发现来自

各种胃肠道系统肿瘤细胞系中的侧群细胞过表达

<D&A!

!

<D&D(

!和
&@<&<=R

!导致化疗耐药!显示

出肿瘤干细胞的一些特性" 国内也有学者$

)S

%从口腔

鳞癌中分离出
+E

细胞! 发现
+E

细胞较非
+E

细胞

在裸鼠体内的成瘤能力明显增强! 口腔鳞癌中分离

出的
+E

细胞表 面常有高水 平的
&'%%

#

<D&A!

#

='C(

和
&F(-

的表达!有很强的致癌性" 最近还有

学者 $

)$

%用
?81056J )))%!

染色和流式细胞仪分离鉴

定了
*+&&!SS

细胞系中的侧群细胞!并进一步研究

了侧群细胞和非侧群细胞在化疗耐药性和细胞球形

成能力的差异"结果发现!

*+&&!SS

细胞系中侧群细

胞的比率为
).%N

" 侧群细胞高度耐药!其自我更新

能力和克隆形成效率明显高于非侧群细胞"因此!利

用侧群细胞法分离
*+&&

中的肿瘤干细胞是一种切

实可行的方法" 侧群细胞法的优点为不需要任何特

异性的细胞标志就可以从各种肿瘤组织中富集分离

&+&

!但是分离得到的细胞群不均一" 而且!由于低

特异性!分离细胞的低纯度!染料毒性!可操作参数

难以控制等原因!使用这个技术很受限"

!

口腔鳞状细胞癌中肿瘤干细胞的鉴定

根据肿瘤干细胞学说! 肿瘤干细胞的鉴定包括

体外实验和体内实验两个方面" 体外实验包括细胞

球培养法和克隆形成实验! 大都采用添加一些生长

因子的无血清培养基培养肿瘤干细胞! 通过集落形

成实验#细胞周期#基因和表型测定及体外诱导分化

等鉴定其生物学特性! 并比较肿瘤干细胞与非肿瘤

()S
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干细胞之间的差异! 体内实验是将获得的肿瘤干细

胞与其他表型细胞进行比较" 肿瘤干细胞在
;3<=

>.?<

小鼠体内有强致瘤性" 仅需少量细胞即可致

瘤" 形成的移植瘤灶与原发肿瘤具有相同的形态学

特征#

@A

$

!

!"#

肿瘤干细胞体外成球能力的鉴定

肿瘤干细胞在低粘附性的培养皿中经无血清培

养后可以形成球状集落" 是体外鉴定肿瘤干细胞的

常用方法!培养基含一些细胞因子"如表皮生长因子

BCDEF

"基底成纤维细胞生长因子
BGEDEH

等"在低粘

附的条件下肿瘤干细胞能够迅速形成细胞球" 而非

肿瘤干细胞生长很慢"难以形成大的球状集落"由此

可以鉴定肿瘤干细胞在体外的增殖及分化能力#

%I

$

!

!"!

肿瘤干细胞体内致瘤能力的鉴定

肿瘤干细胞鉴定方法中说服力最强的是致瘤能

力的鉴定" 肿瘤干细胞在免疫缺陷的小鼠体内容易

形成肿瘤" 较强的致瘤能力也是肿瘤干细胞最明显

的特点#

%8

$

! 两种免疫缺陷的小鼠模型"包括裸鼠和

;3<=>.?<

小鼠"不排斥异种移植物"常常用于分析

肿瘤干细胞的致瘤能力! 把某种类型的若干肿瘤干

细胞原位移植到
;3<=>.?<

小鼠体内可形成新的肿

瘤" 并将肿瘤分离成单个细胞后再一次移植到皮下

形成瘤体" 这种实验方法是鉴定肿瘤干细胞致瘤能

力的常用方法#

%!

$

! 最近也有学者#

%@

$用
JK<CEKL3M=

JK<N

法 从 鳞 状 细 胞 癌
>..O

细 胞 系 中 分 选 出

JK<N

/05/ 肿瘤干细胞和
JK<N

,'P 非肿瘤干细胞"接种

到免疫功能正常的
.@N

小鼠体内 ! 结果发现 "

JK<N

/05/ 肿瘤干细胞在小鼠体内的成瘤能力明显强

于
JK<N

,'P 非肿瘤干细胞! 因此"肿瘤干细胞在异种

移植的动物体内连续成瘤实验是鉴定肿瘤干细胞最

为可靠的方法!

总之" 肿瘤干细胞分离和鉴定的方法不断发展

是肿瘤干细胞理论向临床应用迈出的重要一步! 人

们对肿瘤干细胞的生物学特性%特异性表面标志物%

自我更新和成瘤能力的深入研究将有助于发现用于

口腔鳞癌中肿瘤干细胞的分离鉴定的高度特异的分

子标记" 进一步制备抗肿瘤干细胞疫苗用于口腔鳞

癌患者的免疫治疗"从而开辟新的治疗途径!
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