
论著!基础研究
!!

./0

!

#"1$+,+

&

2

103341#,5#67$*71!"#,1#!1""5

G08$"H

体外干预乳腺癌腋窝肿大淋巴结中肿瘤干细胞

相关基因表达和侵袭力的变化"

周
!

健#

!余天雾#

#

!吕永双#

!蒋小卫!

"

#1

重庆医科大学附属永川医院普通外科
$

病区
!

*"!#,"

#

!1

重庆医科大学附属

第二临床学院三腺外科
!

*"""#"

$

!!

"摘要#

!

目的
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探讨肿瘤干细胞在乳腺癌患者腋窝肿大淋巴结中微转移灶及微小
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$对其侵袭能力的影响!

初步探讨
G08B&3

抗乳腺癌治疗的可行性(方法
!

从乳腺癌患者腋窝肿大淋巴结中分离%培养肿瘤干细胞样乳腺癌细胞(合成
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寡核苷酸片段!应用腺病毒将该片段转染人原代乳腺癌细胞!同时设乳腺癌
@>&6@%6!$#

细胞株为试验对照!每组细胞

均设空载体组%空白对照组!以荧光显微镜评估转染效率(以
;IH43XJOO

小室体外侵袭试验检测转染前后肿瘤细胞增殖和侵袭力

的变化(以
9J3KJI4SO/K

分别检测
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和
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蛋白表达(结果
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小室体外侵袭试验显示空白对

照组中原代乳腺癌细胞较
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细胞株侵袭力强!其侵袭指数分别为"
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!两者差异有统计学
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$!而转染
G08$"H

后这两种细胞体外侵袭力均明显减弱!其侵袭指数分别为"
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!与各

自空白对照组相比差异有统计学意义"
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$(结论
!

乳腺癌患者部分腋窝增生肿大的淋巴结中
&̂ >'

表达增高!可能存在

肿瘤微转移!术中应完全清扫为宜(
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抑制了肿瘤干性基因表达和侵袭能力(
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乳腺癌干细胞"

SIJH3KNH4NJI3KJGNJOO3

#可能是乳腺癌术

后局部复发和转移的关键因素'

#
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$对其鉴别主要是基于肿瘤

细胞表面的分子表型如
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O/X或乙醛脱氢酶
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乳腺癌细胞出现上皮细胞向间质细胞转变"

J
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0KLJO0HOK/

GJ3J4NL

Q

GHOKIH430K0/4
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#是上皮细胞获得侵袭,迁移能

力的主要方式$因此%研究乳腺癌腋窝淋巴结微转移灶及寻找

针对乳腺癌干细胞的有效措施具有重要意义$小
8B&

干扰

可通过各种生物学行为在转录后水平负性调控靶基因的表达%

影响多种靶基因的生物学行为%如细胞的生长,凋亡,增殖,分

化,转化和衰老'

$

(

$

cF?/F4/TH

等'

*

(报道
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在体内过表

达影响乳腺癌的进展%其家族在非黏附的环境中调节乳腺癌细

胞的生长$因此%本课题通过检测浸润性乳腺癌患者腋窝增

生,肿大淋巴结中乳腺癌干细胞微转移灶%为临床常规清扫腋

窝淋巴 结 微 转 移 灶 提 供 初 步 依 据 并 探 索 微 小
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#干扰对微转移灶中
Z@;

型细胞干性基因的表达和

(",#

重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期
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基金项目!重庆市科技计划项目科研基金支持"
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#$

!

作者简介$周健"
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#%主治医师%硕士%主要从事乳腺肿瘤治

疗研究$
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侵袭力的影响%为乳腺癌转移灶的治疗提供一种新的靶点$

!

!

材料与方法
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!

试剂及材料
!

人白血病抑制因子"

L̂C)

#,人前列腺素源

生长因子"

L6V>E)

#,人表皮细胞生长因子"

LZE)

#,人碱性成

纤维细胞生长因子"

S6)E)

#和人
%6!5

培养基购自美国
VI/6

KJNL

公司)

>@Z@

&

)#!

,胎牛血清购自德国
'

Q

NO/4J

公司)结

晶紫粉购自南京生物试剂公司)四甲基偶氮唑蓝"

@;;

#试剂,

透明质酸酶和
)

型胶原酶购自英国
:0

P

GH

公司)腺病毒

G08$"H

载体购自上海吉玛制药技术有限公司)

@>&6@%6!$#

细胞株获自重庆医科大学附属第二医院中心实验室提供)基质

胶"

GHKI0YGHKI0

P

JO

#,兔抗人
=>**6)C;=

,

&̂ >'#6VZ

,

=>!*6

VZ

和鼠抗兔
C

P

E

同型对照抗体"

)C;=

#购自美国
:H4KH=IF?

公司)兔抗人
D0GJ4K04

,

B6=H.LJI04

,

&̂ >'#

多克隆抗体购自

美国
ZS0/3N0J4NJ

公司)

;IH43XJOO

小室"孔径
7

#

G

#购自美国

@0O0

M

/IJ

公司)

V=8

试剂盒购自日本
;HUHIH

公司成都分公司$

!1"

!

无血清法原代乳腺癌干细胞分离,培养
!

部分参照文献

'

(

(进行$将约
#

P

大小的肿瘤组织或淋巴结剪碎"约
#GG

$

#

浸入
>@Z@

&

)#!

无血清培养基中%于
$5d

%

(A =c

!

培养箱

中消化组织块$过滤%离心
(G04

"

(""

!

#"""I

&

G04

#%收集脱

落细胞%共消化
*

!

(L

$收集洗涤后的细胞于
>@Z@

&

)#!

完

全培养基培养%

!*L

后弃去悬浮细胞$待长满皿底时%换以

>@Z@

&

)#!

无血清培养基培养%每
#

!

!

天倒置显微镜下观察

#

次生长状态和融合,成球的情况$待
#!.

时收集悬浮细胞将

其标记为肿瘤干细胞原代"

V

"

#$其铺满皿底将细胞消化传代$

同法以无血清培养基培养人乳腺癌细胞株
@>&6@%6!$#

$

!1#

!

流式细胞仪鉴定肿瘤细胞表型
!

消化,收集培养的肿瘤

细胞"

V

"

#%制作单细胞悬液%按流式抗体说明书以
!A

的体积

分数加入
=>**6)C;=

和
=>!*

-

VZ

抗体"工作液
#e!"

稀释#

并准备同型对照抗体细胞$以流式细胞仪检测
=>**

,

=>!*

和
&̂ >'#

阳性细胞的含量%重复检测
!

次%取其平均值$

!1$

!

G08$"H

腺病毒转染乳腺癌细胞
!

将提取的肿大腋窝淋

巴结中肿瘤细胞分为
$

组!试验组
#

"腺病毒
G08$"H

#,空载体

组
#

和空白对照组
#

%同时以乳腺癌细胞株
@>&6@%6!$#

为

对照%转染相应腺病毒后设立试验组
!

,空白载体组
!

和空白

组
!

$靶细胞铺板!试验前
#.

%向
!*

孔板孔内加入完全培养

基"

(""

#

^

&孔%靶细胞!

(]#"

* 个#%于
$5d

%

(A =c

!

培养箱

中继续培养过夜$第
!

天将病毒原液混匀后加入培养板"

*""

#

^

&孔#%同时加入
M

/O

Q

SIJ4J

%

!*L

后弃掉病毒液%换为新鲜完

全培养基%

5.

后观察并拍照$计算转染率!试验组和空载体

组%每组
$

复孔%每组计数
,

!

7

个视野"

*"

倍高倍镜#%取平均

值计入公式!转染率"

A

#

l

荧光细胞数&细胞总数
]#""A

$

!1@

!

;IH43XJOO

小室侵袭试验及细胞增殖力检测
!

将
;IH46

3XJOO

上室内均匀涂一层稀释的基质胶%每组各设
$

个复孔$

向各组
;IH43XJOO

下室加入
>@Z@

完全培养基%向上室内加

入细胞悬液%于
$5d

%

(A =c

!

培养
#!

!

!*L

$以棉签檫去上

室基质胶上的细胞后
5(A

乙醇固定%以结晶紫液"

!

P

&

#""

Ĝ

#染色
#(G04

后流水冲洗$吹干后倒置显微镜下计数穿膜

细胞数并拍照$结果计算!设穿过无
@HKI0

P

JO

胶的微孔滤膜细

胞数为对照%各试验组穿过
@HKI0

P

JO

胶的细胞数与其相比得到

相对百分率%以此百分率表示癌细胞体外侵袭指数$

@;;

法

检测肿瘤细胞的增殖指数向
!*

孔板
;IH43XJOO

小室的下室完

全培养基中加入
@;;

溶液"

(G

P

&

Ĝ

#

#("

#

^

&孔%将小室膜

浸没在培养液中%

$5d

培养
*L

)离心去上清液后加入二甲基

亚砜"

>@:c

#

(""

#

^

&孔%振荡
#"G04

%使结晶物充分溶解后将

!*

孔板置于酶标仪上%设
*+"4G

波长%测吸光度"

G

#值$

!1A

!

8;6V=8

检测转染细胞中
G08$"H

的表达
!

转染筛选后

细胞总
8B&

的提取按
;I0?/O

操作说明书并结合文献进行操

作$将转染后的细胞加
;I0?/O

后%室温放置
(G04

后离心%弃

沉淀%加入氯仿后振荡混匀后室温放置
#(G04

%

*d

%

#!"""I

&

G04

离心
#(G04

后取上层水相%加入异丙醇室温放置
(G04

后%离心
#"G04

%弃上清液%加入
5(A

乙醇温和振荡后离心
(

G04

%弃上清液%真空干燥
(G04

后加入
"1(A

十二烷基硫酸钠

"

:>:

#溶解
8B&

样品%测
G

值$

!1B

!

9J3KJI4SO/K

法检测肿瘤细胞侵袭分子
&̂ >'#

,

D0GJ46

K04

,

B6=H.LJI04

的表达
!

细胞为本试验提取培养的人乳腺癌

细胞$蛋白提取及蛋白凝胶电泳按照
9J3KJI4SO/K

说明书操

作$培养细胞在
7"A

浓度左右时%以胰酶酶解后裂解%离心收

集在试管中%加入
*("

#

^

裂解液反复吹打%所得样品用超声细

胞破碎仪处理%处理后的样品入水浴箱加热%离心后取上清液$

!1G

!

统计学处理
!

采用
ZYNJO!""$

,

:V::#51"

软件进行数据

分析%计量资料以
/\9

表示%组间比较采用方差分析%两两比

较采用
:B_

检验%检验水准
%

l"1"(

$以
<

$

"1"(

为差异有

统计学意义$

"

!

结
!!

果

"1!

!

乳腺癌干细胞球的生长情况
!

消化,分离乳腺癌患者腋

窝肿大淋巴结标本%

#"

例中分离出
,

例$试验中
#

例污染%余

(

例于培养期间均出现部分细胞逐渐凋亡,崩解%部分细胞呈

贴壁,增殖和分化状态$

$.

时镜下见到细胞呈梭形,尖角状或

多角形%逐渐铺满瓶底$换用无血清培养基后仅小部分细胞体

积逐渐变大及融合%约
#!.

后呈较大的单个或多个球状悬浮

细胞%折光性强%中心融合且部分发生凋亡$以完全培养基贴

壁培养
*7L

后出现了细胞团%增殖,分裂成新生细胞%形态呈

梭形或尖角状%自第
!

,

$

代后细胞形态更规则$

"1"

!

流式细胞仪细胞表型鉴定结果
!

经流式细胞仪检测%待

测标本中活性细胞占总细胞量的
7+1("A

%其中%

&̂ >'#

阳性

细胞约占
,$1+(A

%

=>!*

-

&

O/X约占总细胞数的
#1#$A

%

=>**

f

细胞约占
7+157A

$流式结果显示在腋窝淋巴结中提取的癌

细胞表面的干性基因分子
&̂ >'#

和
=>**

f有较高表达%而

=>!*

-

&

O/X呈低表达%这表明经无血清培养法富集的肿瘤细胞

具有干性特征$

"1#

!

转染
G08$"H

后细胞增殖能力检测
!

通过
@;;

法检测

转染
G08$"H*7L

后从腋窝淋巴结提取的细胞和乳腺癌细胞

株
@>&6@%6!$#

的增殖指数%发现两种细胞与各自空白对照

组及空载体组比较%其增殖,生长能力明显受到了抑制%尽管未

出现大面积的细胞死亡,崩解%但生长均极其缓慢%于转染后

5

!

#".

才铺满皿底%且细胞间不会完全接触$经
@;;

法检

测%发现试验组
#

,

!

细胞增殖能力较各自对应的空载体组
#

,

!

和空白对照组
#

,

!

明显降低 "

<

$

"1"(

#%见图
#

$

!!

&

!试验组
#

)

%

!试验组
!

)

=

!空载体组
#

)

>

!空载体组
!

)

Z

!空白

对照组
#

)

)

!空白对照组
!

$

H

!

<

$

"1"(

)

S

!

<

%

"1"(

$

图
#

!!

@;;

法检测各组细胞增殖能力

"1$

!

检测结果
!

试验结果证实腋窝肿大淋巴结内提取培养的

肿瘤细胞具有明显的侵袭和迁徙能力%见图
!

$空白载体组
#

,

,",#
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!

的侵袭指数分别为"

771,\!1,

#

A

,"

,$1#\!1"

#

A

%两者比

较差异有统计学意义"

<

$

"1"(

#)而试验组
#

,

!

的侵袭指数分

别为"

!#1*\#1+

#

A

,"

!71!\!1$

#

A

%两者间差异无统计学意

义"

<

%

"1"(

#%但是分别与空白对照组
#

"

5(1$\$1!

#

A

%空白

对照组
!

"

(71*\!17

#

A

相比差异有统计学意义"

<

$

"1"(

#)而

空白对照组
#

,

!

和空载体组
#

,

!

之间相比差异无统计学意义

"

<

%

"1"(

#$

!!

&

!试验组
#

)

%

!试验组
!

)

=

!空载体组
#

)

>

!空载体组
!

)

Z

!空白

对照组
#

)

)

!空白对照组
!

$

图
!

!!

;IH43XJOO

检测肿瘤细胞的侵袭迁徙

能力&结晶紫染色
]!""

'

!!

#

!空白对照组
#

)

!

!空载体组
#

)

$

!试验组
#

)

*

!空白对照组
!

)

(

!空

载体组
!

)

,

!试验组
!

$

H

!

<

$

"1"(

)

S

!

<

%

"1"(

$

图
$

!!

9J3KJI4SO/K

检测
&̂ >'#

在人原代乳腺癌

细胞中的表达

"1@

!

转染
G08$"H

后肿瘤
&̂ >'#

,

D0GJ4K04

,

B6=H.LJI04

的

表达变化
!

空白对照组
#&̂ >'#

表达较空白对照组
!

%差异

无统计学意义"

<

%

"1"(

#%试验组
#&̂ >'#

表达较空载体组
#

及空白对照组
#

显著下降"

<

$

"1"(

#)试验组
!&̂ >'#

表达

较空载体组
!

及空白对照组
!

显著下降"

<

$

"1"(

#)且试验组

#

与试验组
!

差异无统计学意义"

<

%

"1"(

#$见图
$

$

D0GJ46

K04

"图
*

#和
B6=H.LJI04

"图
(

#在空白对照组
#

,

!

及空载体组

#

,

!

的两种细胞中表达量均很高%而空白对照组
#

较空白对照

组
!

及空载体组
#

较空载体组
!

表达更高"

<

$

"1"(

#$试验组

中两种细胞
D0GJ4K04

和
B6=H.LJI04

的蛋白表达量均明显下

降%相较而言%试验组
#

和试验组
!

较对应的空白对照组及空

载体组均要弱很多"

<

$

"1"(

#$但是试验组中间的表达强弱

无明显的差别"

<

%

"1"(

#$

!!

#

!空白对照组
#

)

!

!空载体组
#

)

$

!试验组
#

)

*

!空白对照组
!

)

(

!空

载体组
!

)

,

!试验组
!

$

H

!

<

$

"1"(

)

S

!

<

%

"1"(

$

图
*

!!

9J3KJI4SO/K

检测
D0GJ4K04

在人原

代乳腺癌细胞中的表达

!!

#

!空白对照组
#

)

!

!空载体组
#

)

$

!试验组
#

)

*

!空白对照组
!

)

(

!空

载体组
!

)

,

!试验组
!

$

H

!

<

$

"1"(

)

S

!

<

%

"1"(

$

图
(

!!

9J3KJI4SO/K

检测
B6=H.LJI04

在人

乳腺癌细胞中的表达

#

!

讨
!!

论

有报道称%表达
=>**

f表面分子,不表达或低表达
=>!*

-

分子的乳腺癌细胞具有肿瘤干细胞的特性'

,

(

$而近年来
&̂ 6

>'#

是更具鉴定意义的乳腺癌干细胞的标志物'

5

(

)这类细胞

能形成乳球细胞,自我更新,侵袭力增强,成瘤和远处转移的潜

能'

7

(

$

E04J3K0JI

等'

+

(报道
&̂ >'#

的肿瘤细胞也可能是乳腺

癌远处转移的重要介导子%这类细胞已被认为比
=>**

f

&

=>!*

-更易形成肿瘤%是比
=>**

f

&

=>!*

-更好的预测标志分

子$本研究从乳腺癌患者腋窝增生,肿大的淋巴结中提取的细

胞经流式细胞仪检测证实其部分细胞的干性标志物
=>**

f和

&̂ >'#

都有较高水平的表达%

=>!*

-呈低表达或不表达%其

增殖指数较空白对照组
!

细胞强%

Z@;

的侵袭分子"

D0GJ4K04

和
B6=H.LJI04

#表达上调%表明这类细胞在肿瘤转移中具有重

要作用$

;H4J0

等'

#"

(发现
&̂ >'#

阳性乳腺癌患者在治疗上

完全缓解率显著低于
&̂ >'#

阴性的患者$因此%

&̂ >'#

是

否高表达与乳腺癌的关系极其密切%且与乳腺癌患者疾病的恶

性程度和预后相关$

文献报道微小
8B&3

通过调控干细胞关键调节基因的表

达完成干细胞的自我更新和分化'

##

(

%如
G086!"$

可以调节

Z@;

标志物分子的表达%如
Z6NH.LJI04

%

=:=3

的标志物

=>**

f

'

#!

(

)

G086#!5

的过表达或
%=̂ ,

的耗竭抑制了乳腺癌细

胞的增殖'

#$

(

$本研究结果显示
G08$"H

抑制了乳腺癌原发灶,

转移淋巴结和增生肿大的淋巴结中肿瘤干性标志物
&̂ >'#

,

=>**

的表达来抑制肿瘤的进展$对肿瘤侵袭分子
Z@;

的标

志分子
D0GJ4K04

和
B6=H.LJI04

也显示出了抑制作用$然而

G08$"H

在可疑的乳腺癌腋窝淋巴结转移中异常表达的精确分

子机制还有待研究$ "下转第
#,##
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