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%摘要&
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目的
!

利用
Q'J/!33

分子信标"

Ĉ

%检测
GL!**

\

GL*2#

\肺癌干细胞"

_GHG,

%中高表达的
Q'J/!33

并成像肺癌干

细胞*方法
!

采用对
I31"

细胞逆向诱导及紫杉醇富集的方法!通过流式细胞仪从
I31"

细胞中分选出
GL!**

\

GL*2#

\细胞!并

对其干性进行鉴定*以壳聚糖纳米"

GH

%作为载体转染
Q'J/!33Ĉ

!激光共聚焦显微镜检测
Q'J/!33Ĉ

对
_GHG,

中
Q'J/!33

的识别功能并成像!并采用实时荧光定量
>GJ

"

X

JM/>GJ

%进一步验证*结果
!

分选的
GL!**

\

GL*2#

\细胞在干细胞培养基中成

球生长!干性相关基因
GL!**

-

GL*2#

-

6GM/1

-

NE-&

A

表达为
I31"

细胞的
*)2.

-

*)*"

-

#)(!

-

*)12

倍"

!

%

()(3

%!在细胞数为
!T

!(

1 数量下仍具备成瘤能力*

GH

转染
Q'J/!33Ĉ

后在
I31"

及
_GHG,

中均可看到较强的红色荧光!以
_GHG,

中荧光信号最强

"

!

%

()(3

%!且荧光信号强弱趋势与
X

JM/>GJ

检测的
Q'J/!33

的表达趋势较一致*结论
!

利用
Q'J/!33Ĉ

能够检测
_GHG,

中

高表达的
Q'J/!33

并使其成像!为监测并发现肺癌干细胞提供新思路*
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近年来#我国肺癌发病率呈快速增长趋势*

!

+

'目前临床上

尚缺乏特异的&敏感的肺癌早期诊断分子靶标'肿瘤干细胞被

认为是肿瘤产生&发展&复发&转移的根源#寻找肺癌干细胞有

可能成为早期诊断的新突破点*

2

+

'大量研究表明微小
JNI

!

Q'JNI

"广泛参与了肿瘤的发生&发展&转移等#识别肺癌干

细胞相关
Q'JNI

并使之成像有可能成为肺癌早期诊断的重

要策略*

*

+

'分子信标!

Ĉ

"是一种分子内互补形成发卡结构的

荧光标记的寡核苷酸序列#是一个非常敏感的检测
LNI

&

JNI

和
Q'JNI

的方法#已被广泛用于基因定量分析&疾病诊

断和活体成像等研究领域*

1

+

'因此#本研究拟利用
Q'J/!33

Ĉ

检测
GL!**

\

GL*2#

\ 肺癌干细胞!

_GHG,

"中高表达的

Q'J/!33

并成像
_GHG,

#为监测并发现
_GHG,

提供新的理论

依据'

!

!

材料与方法

!)!

!

材料
!

I31"

肺腺癌细胞系购自美国典型菌种保藏中心

!

IMGG

"'选择
#

周龄健康裸鼠#由第三军医大学新桥医院动

物中心提供'主要试剂(

>JCK/!#1(

&

LCSC

)

O!2

培养基购自

5

<

DF&-9

公司,重组人胰岛素&重组人碱性成纤维生长因子

!

?OPO

"&牛血清清蛋白!

ĤI

"粉剂购自美国
H'

A

QE

公司,重组

人表皮生长因子!

SPO

"购自美国
>9

R

:&M9DB

公司,标准胎牛

血清!

Ô H

"购自天津灏洋,鼠抗人
GL!**/>S

&

GL*2#/OKMG

流

式抗体购自德国美天旎,山羊抗人
GL*2#

一抗购自美国
HE-;E

G:@[

,兔抗人
GL!**

购自美国
E?DEQ

,逆转录及实时荧光定量

>GJ

!

X

JM/>GJ

"试 剂 盒 购 自 日 本
MEVEJE

公 司,

GL!**

&

GL*2#

&

6GM/1

&

NE-&

A

引物#部分碱基经过锁核酸修饰的
Q'J/

#*(2

重庆医学
2(!#

年
3

月第
13

卷第
!3

期

$

基金项目(国家高技术发展研究计划$

0#*

%项目!

2((.II(2bF2"

",国家自然科学基金面上项目!

0!(.!.0#
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!

作者简介(朱海振

!
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"#住院医师#博士#主要从事肿瘤干细胞&

Q'JNI

研究'

!

*
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!33Ĉ

#阴性对照随机序列分子信标!

JHĈ

"即不和任何基

因组序列结合的
JHĈ

由上海生工合成,

B,E/Q'J/!33

引物购

于广州锐博生物公司,壳聚糖纳米!

GH

"由四川广汉恒宇新材

料公司惠赠'

!)"

!

方法

!)")!

!

GL!**

\

GL*2#

\细胞的分选及培养
!

GL!**

\

GL*2#

\

细胞培养液
LCSC

)

O!2

的配置(

3((Q_

的
LCSC

)

O!2

培养

基内加入
2

A

ĤI

#

3((

*

_

!

3(

*

A

)

*

_

"重组人胰岛素#

3((

*

_

!

2(-

A

)

*

_

"

SPO

#

3((

*

_

!

!(-

A

)

*

_

"

?OPO

#

3Q_

青霉素
/

链霉

素双抗'根据本课题组前期研究报道的分选干细胞*

2

+的方法#

对
I31"

细胞进行逆向诱导及紫杉醇富集#富集后根据抗体说

明书#加入相对应的鼠抗人
GL!**/>S

和
GL*2#/OKMG

流式抗

体#浓度为
!o!!

#

*.l

水浴锅内孵育
*(Q'-

#无菌磷酸盐缓冲

液!

>̂ H

"充分洗涤后#避光流式细胞仪上机分选#分选后置入

干细胞培养液中培养并进行形态学观察'

!)")"

!

免疫荧光
!

取成球生长的
GL!**

\

GL*2#

\细胞悬液#

滴在载玻片并进行甩片#

0((:

)

Q'-

#离心
3Q'-

#

1U

的多聚甲

醛固定
!(Q'-

#漂洗后滴加
()!U

的聚乙二醇辛基苯基醚

!

M:';&-

"液#洗涤后滴加
3U ĤI

封闭液#

*.l

孵育
2(Q'-

#加

入
>̂ H

稀释的一抗兔抗人
GL!**

和山羊抗人
GL*2#

#浓度均

为
!o2((

#于
1 l

冰箱孵育过夜#充分漂洗后加入羊抗兔

GL!**/OKMG

及驴抗山羊
GL*2#/Gc*

二抗#二抗的浓度均为

!o1((

#

*. l

孵育
*(Q'-

#漂洗后
1n

#

#/

二脒基
/2/

苯基吲哚

!

LI>K

"染细胞核#抗荧光淬灭剂封片#激光共聚焦显微镜观察

GL!**

和
GL*2#

的表达并拍照'

!)")#

!

干性基因检测
!

根据干细胞相关基因
6D;/1

&

NE-&

A

&

GL!**

&

GL*2#

序列设计
X

JM/>GJ

引物#以甘油醛
/*/

磷酸脱

氢酶!

PI>L5

"作为内参#引物均由上海生工合成#序列如下(

PI>L5

上游
3n/GGIGMGGMGGIGGMMMPIG/*n

#下游

3n/GGIGMGGMGGIGGMMMPIG/*n

,

GL*2#

上游
3n/IPM

III IPM MMP GPP IGM PGI G/*n

#下游
3n/GMP PII

IMIIGGIPGIGI IGI I/*n

,

GL!**

上游
3n/MGMGMI

MPM PPM IGI PGG P/*n

#下游
3n/MPI MGG PPP MMG

MMIGGMP/*n

,

NE-&

A

上游
3n/IMM MPG PPGGPG IMP

IPM PMP PPM GMM G/*n

#下游
3n/GPP PIM GGM GIM

IMMMGI GGM PPM PPI P/*n

,

6D;/1

上游
3n/IIP GMP

GMPIIIGIPIIPIPP/*n

#下游
3n/IGIGPPMMGMGI

IMPGMI PMG/*n

'常规
M:'[&F

试剂提取
I31"

&

GL!**

\

GL*2#

\细胞总
JNI

#逆转录成
DLNI

及
X

JM/>GJ

操作均按

照
MEZE:E

试剂说明书操作'每个目的基因及内参做
*

个复

孔'以
PI>L5

基因为内参基因#以
GL!**

&

GL*2#

&

NE-&

A

&

6D;/1

作为目的基因#以
I31"

细胞相对应的表达量为
!

#计算

GL!**

\

GL*2#

\细胞中干性相关基因的表达相对于
I31"

细

胞的倍数关系#实验重复
*

次'

!)")$

!

裸鼠成瘤实验
!

雄性裸鼠
!0

只#分为
#

组#每组
*

只#

分别注射
I31"

细胞数目为
!T!(

1

&

!T!(

3 和
!T!(

#

#注射

GL!**

\

GL*2#

\细胞数目为
!T!(

*

&

!T!(

1 和
!T!(

3

'选取

对数生长期生长状态良好且能传代的
I31"

及
GL!**

\

GL*2#

\细胞#无菌
>̂ H

充分洗涤后计数细胞数目#于小鼠右

下背部皮下注射相对应数目的
GL!**

\

GL*2#

\细胞及
I31"

细胞#每只总体积为
!3(

*

_

'随后每
*

天观察细胞成瘤情况'

!)")%

!

激光共聚焦检测对
Q'J/!33

的识别成像功能及荧光强

度分析
!

取对数生长期的
I31"

&

_GHG,

种板于激光共聚焦专

用培养皿内#参考本课题组前期研究文献*

3

+方法#按照
"

8H

o

"

DP

质量比为
.o!

的比例将
Ĉ

和
GH

混合#漩涡震荡
#(,

#

室温静置
*(Q'-

#自组装方法合成
GH/Q':/!33 Ĉ

及
GH/JH

Ĉ

#

Q'J/!33Ĉ

和
JHĈ

的终浓度为
2((-Q&F

)

_

#

*.l

细

胞培养箱内孵育
!2(Q'-

#无菌
>̂ H

充分漂洗后加入
*((

*

_

5&9DB,;***12

染细胞核#

*.l2(Q'-

#漂洗后加入
2((

*

_

无

菌
>̂ H

#激光共聚焦显微镜观察并拍照'拍照后#每个培养皿

内加入
!Q_

细胞裂解液#使细胞充分裂解'取
"#

孔黑板#每

组加入
!((

*

_

细胞裂解液#设置
#

个复孔#

eE:'&,ZE-OFE,B

多

功能酶标仪检测各组
G

<

3

的荧光强度'

!)")&

!X

JM/>GJ

验证
!

常规
M:'[&F

试剂提取
I31"

&

_GHG,

总
JNI

#逆转录成
DLNI

及
X

JM/>GJ

操作均按照
MEZE:E

试

剂说明书操作'每个目的基因及内参做
*

个复孔'以
7#

基

因为内参基因#以
Q'J/!33

作为目的基因#以
I31"

细胞
Q'J/

!33

表达量为
!

#计算
_GHG,

中
Q'J/!33

的表达相对于
I31"

细胞的倍数关系#实验重复
*

次'

!)#

!

统计学处理
!

采用
H>HH!.)(

软件#计量资料用
FmB

表

示#组间比较采用
6

检验,计数资料用率表示#组间采用
!

2 检

验#检验水准
"

p()(3

#以
!

%

()(3

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

")!

!

I31"

及
GL!**

\

GL*2#

\细胞形态学观察
!

倒置显微镜

下观察到普通
I31"

细胞为贴壁生长状态#细胞形态为多角

形&梭形'分选的
GL!**

\

GL*2#

\细胞在干细胞培养基中培

养后成球形生长#每个细胞球可见到由几个到几十个细胞融合

而成球#细胞膜圆整#细胞质折光度较好#见图
!

'

!!

I

(

I31"

细胞,

^

(

GL!**

\

GL*2#

\细胞'

图
!

!!

I31"

细胞及
GL!**

\

GL*2#

\

细胞形态学观察#

T2((

$

图
2

!!

免疫荧光检测
GL!**

\

GL*2#

\细胞中
GL!**

和
GL*2#

的表达#
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!

免疫荧光结果
!

分选的成球干细胞既有表达
GL!**

的

绿色荧光信号#又有表达
GL*2#

的红色荧光信号#二者在细胞

膜和细胞质都有表达#蓝色表示细胞核染色#见图
2

'

")#

!

干性基因检测结果
!

成球生长的
GL!**

\

GL*2#

\细胞

高表达干性基因
GL!**

&

GL*2#

&

6GM/1

和
NE-&

A

#为普通

I31"

细胞的
*)2.

&

*)*"

&

#)(!

&

*)12

倍#差异具有统计学意义

!

!

%

()(3

"#分选的
GL!**

\

GL*2#

\细胞具有干细胞特性#见

图
*

'

!!

$

(

!

%

()(3

#与
I31"

细胞比较'

图
*

!!X

JM/>GJ

检测
I31"

及
GL!**

\

GL*2#

\

细胞中干性基因的表达

")$

!

裸鼠成瘤实验
!

在注射皮下肿瘤细胞
!3%

后可看到皮

下移植瘤的产生'

GL!**

\

GL*2#

\细胞在细胞数为
!T!(

3 的

数量下可以成瘤#进一步降低细胞数目为
!T!(

1 数量下仍具

备成瘤能力#

!T!(

* 数量下细胞未能成瘤,而
I31"

细胞能够

成功致瘤所需细胞数目为
!T!(

#

#见表
!

'

表
!

!!

裸鼠皮下移植瘤成瘤实验

细胞类型
细胞数量

!T!(

*

!T!(

1

!T!(

3

!T!(

#

GL!**

\

GL*2#

\细胞
(

)

* *

)

* *

)

*

I31"

细胞
(

)

* (

)

* *

)

*

")%

!

Q'J/!33Ĉ

对
Q'J/!33

的识别成像功能检测及
X

JM/

>GJ

验证
!

在有
Q'J/!33Ĉ

存在的条件下#各组细胞均可检

测到较强的红色荧光信号#大部分定位在细胞质#少数定位在

细胞核#其中
_GHG,

红色荧光强度最强'而在阴性对照
GH/

JHĈ

中未检测到明显红色荧光信号#见图
1I

'

I31"

&

_GHG,

在
GH

转染
Q'J/!33Ĉ

平均荧光强度分别为
2.).0

和

#1)#1

#比较差异具有统计学意义!

!

%

()(3

"#见图
1̂

'

X

JM/

>GJ

检测发现
I31"

&

_GHG,

中均有
Q'J/!33

的表达#

_GHG,

的
Q'J/!33

的表达是
I31"

细胞的
2)#*

倍#差异具有统计学

意义!

!

%

()(3

"#见图
1G

'在荧光强度分析中#

_GHG,

中
Q'J/

!33

的表达是
I31"

细胞的
2)**

倍#荧光强弱趋势与
X

JM/

>GJ

中
Q'J/!33

的表达趋势较一致'

!!

I

(激光共聚焦检测对
Q'J/!33

的识别并成像!

T0((

",

^

(荧光强度分析,

G

(

X

JM/>GJ

检测'

$

(

!

%

()(3

#与
I31"

细胞比较'

图
1

!!

成像后荧光强度分析及
X

JM/>GJ

检测
Q'J/!33

的表达
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!

讨
!!

论

目前我国肺癌发病率和病死率均居肿瘤首位#大多数患者

确诊时已属
!

^

或
$

期#失去了手术机会#

3

年生存率低于

2(U

*

#

+

'肺癌的早期诊断可以使患者能够在早期得到合理地

诊治#大大降低治疗成本及病死率#因此寻求早期诊断的生物

学标志物是提高患者存活率的关键#也是当今肺癌研究的重要

任务'

现有研究表明肿瘤干细胞是所有肿瘤产生&发展&复发的

根源#研究发现多种实体瘤组织及肿瘤患者血液中存在着肿瘤

干细胞#这些肿瘤干细胞是肿瘤发生&发展&浸润&转移和复发

的根源*

.

+

'因此寻找肺癌干细胞有可能成为早期诊断一个新

的突破点#为肺癌的早期诊断提供新方法*

0

+

'如果能够直接携

带荧光物质靶定肺癌干细胞#将有望达到早期诊断肺癌的

目的'

GL!**

已被研究证实可以作为大多数实体肿瘤干细胞分

离和鉴定的通用分子标记物#其主要特点是在干细胞样细胞中

高表达#而在完全分化细胞中几乎不表达,但也有研究认为把

GL!**

作为肺癌干细胞的分子标记并不确切#需要联合其他

标记才有助于肺癌干细胞的检测#肺癌&结肠癌&乳腺癌等肿瘤

干细胞中也高表达
GL*2#

分子#这些细胞特别容易引发肿

瘤*

"/!(

+

'因此#本研究基于以上研究背景#根据本课题组前期

采用对
I31"

细胞逆向诱导及紫杉醇富集的方法#从
I31"

细

胞系中分选出
GL!**

\

GL*2#

\细胞#发现其在干细胞培养基

中呈球形#悬浮生长'通过免疫荧光检测悬浮的成球细胞均有

GL!**

和
GL*2#

的表达#为
GL!**

\

GL*2#

\细胞'

X

JM/>GJ

结果表明
GL!**

\

GL*2#

\细胞高表达干细胞相关基因
6D;/1

&

NE-&

A

&

GL!**

&

GL*2#

#且较普通
I31"

细胞表达高'裸鼠成瘤

实验表明
GL!**

\

GL*2#

\细胞致瘤能力更强#具有干细胞的

特征'

Q'JNI

是一类内源性&单链非编码小分子
JNI

#通过调

控信号通路对肿瘤细胞的发生&增殖&凋亡&侵袭等重要生物学

过程发挥作用*

!!

+

'

Q'J/!33

是
Q'JNI

中常见的一种小分子

JNI

#与肿瘤的增殖&凋亡&转移&不良预后等密切相关*

!2

+

'现

有研究表明#

Q'J/!33

在肺癌组织中显著高表达#检测肺组织

内的
Q'J/!33

表达水平能区分肺癌患者与非肺癌患者#而且肺

癌组织中
Q'J/!33

高表达的患者#其生存期更短*

!*

+

'表明肺

癌细胞或肺癌干细胞中高表达的
Q'J/!33

分子有可能成为肺

癌早期诊断的分子靶标'本研究也发现
Q'J/!33

在分选的

GL!**

\

GL*2#

\肺癌干细胞中高表达'

Ĉ

是一个非常敏感的检测
LNI

&

JNI

和
Q'JNI

的方

法#为通过识别基因分子并成像肿瘤细胞提供了可能'壳聚糖

为一种天然阳离子多糖#而基因分子本身带有负电荷#二者可

以通过静电作用自组装方式形成核壳结构#并被广泛用于介导

质粒&

,'JNI

等基因转染#

GH

已作为理想的基因载体广泛应用

于细胞和动物水平实验*

!1

+

'因此#本研究利用
GH

作为
Q'J/

!33Ĉ

载体#激光共聚焦检测表明在有
Q'J/!33Ĉ

存在的

条件下#

I31"

&

_GHG,

中可检测到较强的红色荧光信号#且以

_GHG,

红色荧光强度最强#而阴性对照
JHĈ

未检测到明显

红色荧光信号'荧光强度分析表明以肺癌干细胞中荧光信号

最强#同时通过
X

JM/>GJ

进一步检测表明用
GH

转染
Ĉ

后

的荧光强弱趋势与
X

JM/>GJ

中
Q'J/!33

的表达趋势较一致#

表明可以利用
Q'J/!33 Ĉ

通过检测细胞高表达的
Q'J/!33

并成像肺癌干细胞#可以有效地达到识别肿瘤干细胞的目的#

从而为肺癌的早期诊断提供新思路&新方法'
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