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乳乳腺肿瘤干细胞筛选方法和治疗抵抗研究进展

肖锡岗暋房林

暋暋近年来肿瘤干细胞(tumorstemcell,TSC)的概念引起了学者们的广泛

关注,已经成为肿瘤发生、发展机制研究中的热点。越来越多的研究表明,肿
瘤干细胞除了存在于急性骨髓性白血病中[1],也存在于诸多实体瘤中。乳腺

肿瘤干细胞研究仍然是一个较新的领域,其与乳腺癌的形成、局部、远处转移

及治疗抵抗等有关[2灢4]。学者们对有效筛选出乳腺肿瘤干细胞的方法进行了

大量的研究,提高了乳腺肿瘤干细胞研究的效率。乳腺癌化疗后复发也许与

肿瘤干细胞治疗抵抗效应(therapeuticresistance)有关,而针对治疗抵抗效应

的靶向治疗有助于提高乳腺癌患者的生存率。笔者就乳腺肿瘤干细胞筛选方

法和治疗抵抗的研究现状进行综述。

1暋乳腺肿瘤干细胞研究概况
肿瘤干细胞和正常干细胞同样具有自我更新(self灢renewal)的能力,可以

引发肿瘤形成、复发和转移。肿瘤干细胞也可发生不对称分裂(asymmetrical
celldivision),生成一个分化肿瘤细胞和一个仍然具有自我更新能力的肿瘤

干细胞[5]。不同的是,肿瘤组织中肿瘤干细胞的含量稀少,其增殖往往不受调

控,表现为无限制的生长和繁殖。2003年 AlHajj等[6]利用流式细胞仪从

8例乳腺癌患者的胸腔积液中分离出一类表型为CD44+/CD24-/low的乳腺癌

细胞,发现约100个此类细胞即可在免疫缺陷小鼠(NOD/SCIDmice)体内形

成肿瘤,而1000个未分类的细胞方能生成肿瘤;并且在子代肿瘤中同样可分

离出CD44+/CD24-/low的癌细胞,其具有相同的致瘤能力,从而证实乳腺癌中

存在肿瘤干细胞。
乳腺肿瘤干细胞的来源得到众多学者关注。既然乳腺肿瘤干细胞是从乳

腺癌中提取出来的,那么这些肿瘤干细胞是起源于正常干细胞,还是来源于基

因突变后重新获得自我更新能力的已分化癌细胞? Shackleton等[7]以特定细

胞表面标记为基础,从鼠乳腺组织中分离出独立的亚群细胞,最终鉴别出

Lin-/CD29hi/CD24+亚群,通过移植该亚群可以培养得到很多乳腺干细胞。
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为证明乳腺干细胞在乳腺癌形成过程中的潜在作用,作者取 MMTV灢Wnt灢1
小鼠(mousemammarytumorvirus灢Wnt灢1mice)的乳腺癌前病变部分组织

用于分离培养获得 Lin-/CD29hi/CD24+ 亚 群 细 胞。实 验 数 据 证 实 单 个

Lin-/CD29hi/CD24+细胞具有多潜能性和自我更新能力,说明这些细胞是乳

腺干细胞。由于其来源于乳腺癌前病变组织,可以推测这些乳腺干细胞在乳

腺癌的发生、发展中起着潜在的作用。
肿瘤的形成是一个多因素、多步骤的过程。HwangVerslues等[8]认为,

成熟细胞存活时间短,在癌变发生之前,通常已经凋亡,而正常干细胞的生命

期限比已分化细胞长,正常干细胞更可能积累更多的基因突变,由此推测肿瘤

干细胞来源于正常干细胞;肿瘤干细胞与正常干细胞的主要不同点在于细胞

增殖的失控,大多数的抑癌基因(RB、BRCA1、BRCA2和 p53)与细胞周期控

制、DNA损伤修复和凋亡调控密切相关:故可以推测上述某个抑癌基因的突

变是导致正常干细胞转变为肿瘤干细胞的关键一步。

2暋乳腺肿瘤干细胞的筛选方法
乳腺肿瘤干细胞一经证实存在,有关其筛选方法的研究层出不穷。这些

研究的目的在于应用最合适的标记有效地筛选乳腺肿瘤干细胞,从而用以乳

腺癌发病机制和生物治疗等方面的研究。
2.1暋细胞表面标记物CD44+/CD24-/low/Lin-/ESA+

CD44+/CD24-/low/Lin-/ESA+(epithelialspecificantigen,ESA)是较早

被发现的乳腺肿瘤干细胞表面标记。2003年 AlHajj等[6]研究人乳腺癌细胞在

免疫缺陷小鼠体内的生长情况,发现只有少数人乳腺癌细胞能形成乳腺肿瘤,并
命名这些细胞为乳腺肿瘤形成细胞。作者利用流式细胞仪从8例乳腺癌患者的

胸腔积液中分离得到一类表型为CD44+/CD24-/low的乳腺癌细胞,此类细胞仅

100个即可在免疫缺陷小鼠中形成肿瘤,而未分类的细胞则需1000个方能生成

肿瘤;且在CD44+/CD24-/low/Lin- 肿瘤形成细胞的子代肿瘤中同样可分离出

CD44+/CD24-/low的癌细胞,并具有相同的致瘤能力,从而证实乳腺癌中存在肿

瘤干细胞,通过细胞表面特异标记物CD44+/CD24-/low/Lin-可分离获得乳腺肿

瘤干细胞。由于ESA+/CD44+/CD24-/low/Lin-乳腺癌细胞可在免疫缺陷小鼠

中形成肿瘤,而ESA-/CD44+/CD24-/low/Lin-细胞则不能形成肿瘤,所以乳

腺肿瘤干细胞可以根据上皮特异性抗原ESA的表达进一步分类筛选。
2.2暋肿瘤细胞中侧亚群的分离和细胞表面标记物CD55hi

利用具有细胞渗透性的 DNA 特异性染料烟酸己可碱33342(Hoechst
33342)浸润肿瘤组织后,发现该种染料在肿瘤干细胞中逐渐溢出,在癌细胞中

·033· 中华乳腺病杂志(电子版)2010年6月 第4卷 第3期ChinJBreastDis(ElectronicEdition),June2010,Vol.4,No.3



积聚,这与肿瘤干细胞的细胞膜表面 ABC 运载体超家族(ATPbinding
cassettetransportersuperfamily,简称 ABC超家族)功能有关。通过流式细

胞仪可以分离得到淡染或不染的肿瘤干细胞亚群,由于其呈点状位于大多数

细胞的边缘,而被称为侧亚群(sidepopulation,SP)[9]。研究发现在实体瘤如

非小细胞肺癌[10]、胃肠道癌[11]、鼻咽癌[12]、乳腺癌[13]中存在侧亚群细胞。这

些研究证实侧亚群细胞可以自我更新和抑制细胞分化成熟,表现出肿瘤干细

胞样特性。另外,由于染料 Hoechst33342本身会诱导细胞凋亡,若要筛选乳

腺肿瘤干细胞用于细胞凋亡评估研究分析,则不甚适合应用 Hoechst33342
来筛选乳腺肿瘤干细胞。Xu等[14]研究发现,在两个乳腺癌细胞系中分离得

到的侧亚群细胞中,CD55呈高表达。作者应用CD55hi作为标记筛选分离乳

腺肿瘤干细胞,发现这些CD55hi细胞和侧亚群细胞一样,对于胞质缺失或神

经酰胺诱导的细胞凋亡具有顽强的抵抗性,抗凋亡分子Bcl灢2亦呈高度表达。
因此,在研究侧亚群细胞的功能时,CD55hi可作为筛选侧亚群细胞的标志物。
2.3暋细胞表面标记CD133

Wright等[15]应用流式细胞仪从BRCA1殼exon11/p53+/-鼠乳腺癌构建的细胞

系中辨别出乳腺肿瘤干细胞的另一种表面标记———CD133。作者还发现,
CD133+干细胞样亚群和CD44+/CD24-亚群的CD标记并没有重叠,两个亚

群都有相似的自我更新能力,都能在各自的亲代细胞中重建细胞群落。研究

结果提示,BRCA1缺陷小鼠乳腺肿瘤中包含异质性的干细胞亚群具有不同的

细胞表面标记。在肿瘤发生、发展过程中,哪类肿瘤干细胞亚群所发挥的作用

更大则需要进一步的研究。
2.4暋香荚兰醛脱氢酶 (aldehydedehydrogenase,ALDH)

Ginestier等[16]利用体外或体内的实验证明,在正常的和癌性的乳腺上皮

细胞亚群中 ALDH 活性增高,这些亚群具有干细胞或祖细胞属性。ALDH+

乳腺癌细胞亚群具有致瘤性和自我更新的能力,其形成的肿瘤含有亲代肿瘤

的异质性;同时作者还发现,只有一小部分的 ALDH+细胞与CD44+/CD24-/
Lin-细胞相重叠,所有的 ALDH+细胞都可以在 NOD/SCID小鼠中形成肿瘤。
在体内实验中,同时具有 ALDH+和CD44+/CD24-/Lin-的细胞亚群可以更快

地形成肿瘤,所形成的肿瘤体积也更大。相反,只具有CD44+/CD24-/Lin- 而

没有ALDH+的细胞亚群在体内实验中不能形成肿瘤[16]。因此,ALDH+ 可作

为筛选乳腺肿瘤干细胞的标记。
2.5暋细胞表面受体PROCR(proteinCreceptor,CD201)

Shipitsin等[17]依靠CD44+/CD24-/lowLin- 这个表面标记来初步分离乳

腺肿瘤干细胞,进一步建立辨认新标记的方法。作者从乳腺癌患者的胸腔积
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液中分离得到CD44+细胞,并在这些细胞的基因表达谱中辨别出一种CD44+

细胞特异性基因产物———PROCR(一种细胞表面受体),且发现PROCR存在

于CD44+乳腺癌细胞的比例为100%。随后,Shipitsin等[17]以PROCR为标

记成功地从原发性浸润乳腺癌中分离得到CD44+/PROCR+ 细胞,并发现这

些细胞都富有与细胞运动性、趋化作用、止血和血管发生有关的基因。因此,
PROCR亦可作为表面标记来筛选乳腺肿瘤干细胞。
2.6暋乳腺球细胞的体外培养

Zhou等[18]认为,肿瘤干细胞具有某些独特的特点,这也许有助于在体外

培养中形成形态各异的细胞群落。作者试着利用这个假设的群落多态性从体

外培养的人恶性神经胶质瘤细胞群落中辨别肿瘤干细胞。结果发现来自人神

经胶质瘤细胞系 U251的一小部分细胞在培养中形成了紧凑、圆形的群落。
这些群落中的大多数细胞都具有自我更新的能力,可以形成肿瘤球(tumor
spheres),而且可以分化为神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞。另外,在
这些紧凑群落的肿瘤细胞中,几个神经干细胞相关基因呈高度表达。

乳腺肿瘤干细胞具有多个亚群,学者们推测其亦有独特的结构特点。在

体外培养中,这些特性或许可以使得乳腺肿瘤干细胞形成形态各异的细胞群

落。Ponti等[19]研究发现,从3例乳腺癌组织和一个确定的乳腺癌细胞系中

取出细胞进行体外培养可以得到不黏附的球体簇细胞群 (nonadherent
sphericalclusters),也称为乳腺球细胞(mammospherecells),这些球体簇中

的细胞被证实包含两类细胞,一类是具有自我更新和不断增殖能力的未分化

细胞,一类是可定向分化为导管上皮或者肌上皮的细胞。这些球体簇细胞的

特点是CD44+/CD24-和Cx43-,并表达许多血管形成和细胞保护相关因子

以及假定的干细胞标志物 Oct灢4,在SCID小鼠的乳脂垫中注入约1000个这

类细胞便能形成新的肿瘤。这种体外培养模型可作为获得乳腺肿瘤干细胞的

方法之一。
2.7暋克隆柱法

对克隆形态学的研究最初来源于表皮细胞。根据文献报道,表皮细胞的

生长存在3种不同的细胞克隆[20]。全克隆中富含干细胞,具有无限增殖的能

力;亚克隆为分化的短暂增殖细胞;部分克隆介于两者之间,又称间生态克隆。
谢竞等[21]研究应用“克隆柱法暠提取 MCF灢7乳腺癌细胞系中癌干细胞。作者

参考Ponti等[19]的方法并结合克隆形态学理论进行适当改良,首先通过克隆

柱法先从 MCF灢7乳腺癌细胞中获得富含干细胞的亚系(MCF灢7H),然后再进

一步采用低密度接种加干细胞培养基筛选扩增,获得呈“球样暠生长的乳腺癌

干细胞。同流式细胞筛选法相比,其优势在于可以连续传代并进行后续的基
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因功能研究;同传统的干细胞培养基悬浮培养筛选相比,其优势在于干细胞筛

选成功率提高,且细胞活力增加。

3暋乳腺肿瘤干细胞与治疗抵抗效应
肿瘤干细胞与肿瘤形成、局部复发与远处转移、化疗与放射治疗抵抗

(radioresistance)有关[2灢4]。乳腺肿瘤干细胞化疗抵抗(chemoresistance)的机

制非常复杂,也没有明确的定义。通常认为这些机制包括 ABC运载体的过度

表达、解毒酶的作用(香荚兰醛脱氢酶)、低细胞周转率、激活 DNA 检测点反

应的能力[22]和DNA修复活性高[23]等。
Chang等[24]从应用多西紫杉醇治疗后的原发性乳腺癌患者中获得标本,

不管这些标本起初的组织学形态如何,基因芯片分析提示它们的基因表达图

型具有相似性。这提示它们可能来源于共同的具有化疗抵抗效应的细胞。
乳腺肿瘤干细胞含有高水平的 ABC运载体(尤其是 ABCG2),这是其与

肿瘤中其他细胞的一个区别[25]。ABC运载体可以通过反流泵机制将药物泵

出乳腺肿瘤干细胞外以消除药物对该细胞的损害,因此,这种属性使得乳腺肿

瘤干细胞具有药物治疗抵抗性[26]。临床上最合适的化疗方案可以杀灭实体

瘤中的大部分细胞,但是一小部分细胞(被认为是肿瘤干细胞)由于含有 ABC
运载体而具有药物抵抗性,这些未被杀灭的细胞起初处于静止的G0 期。经过

一段时间后或者受到某些刺激(细胞因子的释放、热休克蛋白等)后,这些处于

静止状态的肿瘤干细胞反而被诱导分裂而形成祖细胞,随后一些祖细胞分化

成具有化疗抵抗表型的新成熟癌细胞。这就是临床上具有获得性化疗抵抗性

的乳腺癌模型。处于这一期肿瘤的患者易产生复发肿瘤,并且对进一步的化

疗不敏感[22]。
上面曾提到通过流式细胞仪可以分离得到烟酸己可碱33342淡染或不染

的肿瘤干细胞亚群即侧亚群。Steiniger等[27]报道了侧亚群细胞具有更强的

致肿瘤性和化疗抵抗性。作者在对乳腺癌细胞系侧亚群细胞进行蛋白质组分

析时发现,一种小分子质量的肌动蛋白结合蛋白胸腺素毬4与化疗抵抗有关,
在应用阿霉素和紫杉醇化疗时抑制胸腺素毬4的功能可以激活肿瘤细胞的凋

亡,从而增加其化疗敏感性。
ALDH1是一种解毒酶。500个 ALDH1+ 细胞就可以在 NOD/SCID小

鼠中形成肿瘤[16]。Chuthapisith等[22]发现应用阿霉素和紫杉醇化疗的乳腺

癌组织具有较高的 ALDH1活性。在其他研究中,应用环磷酰胺治疗的白血

病和结肠癌细胞被发现有 ALDH1的高度表达[28灢29]。ADLH1作为一种解毒

酶,又在肿瘤干细胞中呈过度表达,因此,可以推测这也是肿瘤干细胞治疗抵
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抗的原因之一。
Cairns[23]认为干细胞被X射线、化疗药物等因素损伤后将以一种特殊的

方式来修复DNA,即所谓永生的单链(immortalstrand),推测乳腺肿瘤干细

胞亦可通过该方式获得较高的 DNA 修复活性,从而表现出化疗抵抗效应。
Cairns[23]亦认为,不同细胞对于 DNA 损伤呈现不同的反应是因为这些细胞

处于不同的细胞周期以及对凋亡诱导表现出不同反应。调控细胞周期和细胞

凋亡的分子也许在一定程度上保护宿主细胞免受损伤。Phillips等[30]发现

CD44+/CD24-细胞对其他形式的治疗(包括放射治疗)具有明显的抵抗性。
作者从 MCF灢7和 MDA灢MB灢231乳腺癌细胞系中分离得到的CD44+/CD24-

细胞较其余细胞具有更强的放射治疗抵抗效应。然而,放射治疗抵抗效应的

机制还未被完全阐释,其有可能与CD44+/CD24- 细胞中活性氧簇的诱导减

少和DNA损坏检测点反应的激活有关。

4暋乳腺肿瘤干细胞的靶向治疗
Li等[31]所作的新辅助化疗研究证实,CD44+/CD24-/Lin- 细胞的数量

在接受化疗或者放射治疗的患者中有所上升,而在接受 EGFR/HER灢2酪氨

酸激酶抑制剂拉帕替尼(lapatinib)治疗的患者中并未上升。这似乎提示,可
应用特定抑制剂调节或阻断某些信号转导通路的方法来阻止肿瘤干细胞自我

更新。Massard等[32]认为,针对各种与自我更新有关的信号转导通路进行选

择性的靶向治疗有助于消除肿瘤干细胞,这些通路包括 Notch、Shh、BMI灢1和

Wnt。但是,如果正常干细胞和肿瘤干细胞的自我更新信号转导通路相同,那
么针对肿瘤干细胞的选择性靶向治疗就会变得相当复杂,因为治疗的同时也

可能损害正常干细胞。幸运的是,肿瘤干细胞的自我更新更依赖一些特定的

假定信号通路[33]。肿瘤干细胞的自我更新所涉及的信号通路有 Hedgehog、
Notch和 Wnt,以及抑癌基因PTEN、TP53和原癌基因 HER灢2[34]。

ABC运载体可使得肿瘤干细胞具有化疗抵抗性,因此,针对 ABC运载体

的靶向治疗药物可以增加肿瘤对化疗药物的敏感性。Yang等[35]通过体外实

验发现,应用酪氨酸激酶抑制剂吉非替尼治疗具有多药物抵抗性的乳腺癌可

逆转其化疗抵抗。Takigawa等[36]所进行的体外实验亦证实吉非替尼消除了

小细胞肺癌对于SN灢38的化疗抵抗性。因此,吉非替尼联合目前最佳的化疗

方案或许可以有效地消灭乳腺肿瘤干细胞。
黑色 素 瘤 相 关 硫 酸 软 骨 素 蛋 白 聚 糖(melanoma灢associatedchondroitin

sulfateproteoglycan,MCSP)是一种最初被认为只存在于黑色素瘤细胞表面的糖

蛋白与蛋白聚糖聚合物。MCSP在黑色素瘤细胞的转移、侵袭和血管生成等方
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面发挥重要作用。近来发现,其亦存在于CD44+/CD24-/Lin-乳腺肿瘤干细胞

表面[37]。Gupta等[38]通过FunctionFIRSTTM平台发现了第一个可与 MCSP结合

的单克隆抗体———AR11BD灢2E11灢2。免疫组化分析提示其可特异地与乳腺癌

和黑色素瘤细胞相结合,而极少与正常细胞相结合。活体外实验显示,其针对

乳腺癌和卵巢癌表现出明显的细胞毒性,针对乳腺癌细胞系 MCF灢7和 MDA灢
MB灢231和卵巢癌细胞系 OVCAR灢3的体内试验亦发现该单克隆抗体明显的

抗肿瘤活性。应用单克隆抗体 AR11BD灢2E11灢2特异地结合 MCSP从而杀死

肿瘤干细胞,是一项较新的乳腺癌治疗方式的研究,提示研究者可通过

FunctionFIRSTTM平台发现更多针对肿瘤干细胞特异表面抗原的单克隆抗

体。乳腺肿瘤干细胞表面有许多特异的标记,如 CD44、CD133等,针对这些

表面标记的靶向免疫治疗也值得深入研究,前景值得期待。
Ribacka等[39]提出,溶瘤病毒可以通过感染方式进入细胞,故其也许可以

抵抗肿瘤干细胞的防御机制。溶瘤腺病毒可根据谱系特征性细胞表面标志、
有功能障碍的干细胞信号通路或者上调的致癌基因来识别肿瘤干细胞,进而

感染并攻击肿瘤干细胞。由于大多数人都经受过各种野生型的腺病毒感染,
故正常干细胞可能对腺病毒具有天然的抵抗力,这使得溶瘤腺病毒将特异杀

伤肿瘤干细胞,而不损害正常干细胞。
诱导肿瘤干细胞分化是一种新的靶向治疗方法。肿瘤干细胞被诱导分化

后失去自我更新能力,于是无法形成新的肿瘤。全反维甲酸(RA)就是一种诱

导细胞分化的药物,它和维生素 A类似物可以促进上皮细胞分化和通过调节

信号转导来逆转肿瘤的进一步生长[32]。研究者曾应用全反维甲酸加上后期

的化疗来治疗急性早幼粒细胞白血病和一些实体肿瘤[40]。另外,骨形态发生

蛋白(BMP灢4)是一种无毒性的效应分子,它可以减少干细胞样肿瘤形成细胞

增殖和诱导神经分化标记的表达,阻断人神经胶质瘤细胞的肿瘤形成效

应[41]。诱导乳腺肿瘤干细胞分化的药物有待进一步研发。这种治疗方式对

于乳腺癌的根治来说很有意义。
近年来的肿瘤研究提出了一种新的肿瘤生长模式———肿瘤干细胞生态位

(tumorstemcellniche)[42]。该模式表明,肿瘤组织中存在肿瘤干细胞生态

位,每个生态位包括由特殊血管床结构来支持的一群肿瘤干细胞,其中血管床

由间质细胞和细胞外基质组成。位于生态位中的肿瘤干细胞不断进行不对称

分裂,一部分子代细胞停留在生态位中继续生长,其余的子代细胞则离开生态

位,进一步增殖并最终死亡。肿瘤干细胞生态位通过提供子代肿瘤细胞来支

配肿瘤组织的持续生长。血管生成抑制剂(如血管内皮生长因子抑制剂贝伐

单克隆抗体)可以减少肿瘤干细胞生态位的血供。Baguley[43]认为,目前的化
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疗药物与血管生成抑制剂联合应用可能减少肿瘤干细胞的数量,这不同于传

统的针对癌细胞本身的化疗。肿瘤干细胞生态位的概念为研究者提供了一种

新思路来发现新的治疗方法。

5暋结语

乳腺肿瘤干细胞概念的提出是人类认识乳腺癌发病机制的一大进步,为
乳腺癌发病机制、早期诊断和根治方法的研究提供了新的方向。但是,乳腺肿

瘤干细胞的研究仍存在诸多问题。虽然学者们发现了许多乳腺肿瘤干细胞筛

选标记和方法,但是仍未形成共识。如何有效综合利用这些筛选标记,以及通

过研究发现更为精确高效的筛选标记是迫切需要解决的问题。乳腺肿瘤干细

胞被证实具有治疗抵抗效应,但是其机制非常复杂。以上所述乳腺肿瘤干细

胞治疗抵抗效应机制还需要更多的研究数据支持。乳腺肿瘤干细胞靶向治疗

的研究带给人们根治乳腺癌的希望,这将是乳腺癌治疗发展中的一大飞跃性

的突破。
暰关键词暱暋乳腺肿瘤干细胞;筛选方法;治疗抵抗;靶向治疗
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