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摘要

人急性粒细胞性白血病干细胞(LSC)的分离 鉴定及功能

研究认为肿瘤起源于干细胞 是一种干细胞疾病. 虽然有证

据表明 实体肿瘤也存在类似的肿瘤干细胞 但基于条件

限制长久以来没有得到分离鉴定. 最近具有自我更新和分化

能力以及特异表面标志的乳腺癌 脑肿瘤干细胞相继被分

离鉴定 提出实体肿瘤是干细胞疾病的理念 认为肿瘤

是功能异质性的 只有小部分肿瘤干细胞才有成瘤及维持

恶性显型的作用 因此肿瘤的治疗关键应是针对肿瘤干细

胞的治疗 这对传统的肿瘤治疗方式提出了巨大的挑战. 作

为新课题 实体肿瘤干细胞的起源 研究方法 研究内容及

进一步研究方向尚需探讨 但是肿瘤干细胞研究对实体肿瘤

发生发展机制的阐明 治疗新靶点的发现等将产生深远影响.
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0   引言

干细胞(stem cells)是一类未分化的细胞或原始细胞 多

潜能分化及自我更新能力是其两个主要生物学特性[1-8]. 继

造血干细胞(hematopoietic stem cells HSC)的发现[9-13] 许

多学者提出肿瘤干细胞假说 即肿瘤起源于正常干细

胞遗传突变的积累[10, 14-15]. 1994年Lapidot et al [16]首次通

过特异细胞表面标志分离出了人急性粒细胞性白血病

干细胞(leukemic stem cells LSC) 发现只有LSC 才

具有不断自我更新维持其恶性显型的作用 证明了肿

瘤干细胞的客观存在. 最近乳腺癌[17]和脑瘤[18]中相继分

离纯化出了具有特异表面标志的肿瘤干细胞 开创了

实体肿瘤干细胞研究的新局面 并提出实体肿瘤也是

一种干细胞疾病的理念[17-18].

1   理论依据

1.1 Stochastic与Hierarchy学说  许多肿瘤移植动物实验

表明 只有当注射(皮下或股部)肿瘤细胞数大于106时

才能在局部形成肿瘤 由此产生了两种肿瘤形成学说

即Stochastic 与Hierarchy 学说[19] 分别解释了为何不

是每个肿瘤细胞都能再接种形成移植瘤. Stochastic学说

认为所有肿瘤细胞是功能同质的 每个肿瘤细胞都有

再形成肿瘤的能力 但其进入细胞周期增生分裂是由

一些低概率的随机事件控制. 因此 要阐明肿瘤的生物

学特性必须研究全部肿瘤细胞. 而Hierarchy学说认为

肿瘤细胞在功能上存在很大的异质性 只有极小部分

肿瘤起源细胞(tumor-initiating cell T-IC)才有成瘤能

力 且成瘤率较高. 这种T-IC即为肿瘤干细胞 与其

他肿瘤细胞不同 其具有自我更新和分化能力 因此

应该成为肿瘤研究的靶点.

1.2 造血系统肿瘤干细胞  造血系统是研究干细胞较好的

模式 目前研究较为深入. 早在1960年代就曾发现一些

来自小鼠腹水的骨髓瘤细胞只有很少一部分(1/10 000-

1/100)能在体外克隆形成试验形成克隆 只有1-4 的

移植白血病细胞能在脾脏形成克隆[19-20]. 肿瘤细胞克隆

形成能力的差异提示造血系统肿瘤是异质的 可能存

在为数极少的肿瘤干细胞 只有后者才有成瘤能力.

而近年来一种以CD34+CD38-为特异表面标志的细胞在

急性粒细胞白血病(AML)中得到分离纯化 能转移人

AML至NOD/SCID小鼠 在其体内形成AML 被命名为

SCID白血病起源细胞(SCID leukemia-initiating cells

SL-IC)[16, 21-22] 这种细胞即人LSC.

1.3 实体肿瘤的复发和转移  目前临床上对实体肿瘤的

治疗都是针对其全部的肿瘤细胞 而评价治疗手段的

有效与否一般都是以肿瘤的消退或缓解程度为标准. 虽

然肿瘤能达到消退或缓解 但往往在一段时间后会复

发 这也是肿瘤患者5 a生存率低的主要原因[23-24]. 这可

能与肿瘤干细胞的存在有关 因为干细胞相对于已分

化细胞或成熟细胞对凋亡更不敏感 继续存活而成为

复发的根源[25-26]. 大约30 乳腺癌患者临床确诊时已经

存在骨髓的微转移 但5 a后其中只有50 的患者显

示转移征象 这可能与转移的肿瘤细胞是不是肿瘤干

细胞有关[17, 26].

2   实体肿瘤干细胞的发现及起源

2.1 实体肿瘤干细胞的发现  早在1960/1970年代 许

多学者业已找到实体肿瘤干细胞存在的实验依据: 实体

肿瘤细胞存在异质性 只有小部分细胞有克隆形成能

力. Hamburger et al [27]发现只有1/1 000-1/5 000的肺癌

卵巢癌与神经母细胞瘤细胞有能力在体外软琼脂培养

基上形成克隆(细胞克隆培养) 这与LSC 有很大的相

似性 是一种 癌干细胞(cancer stem cells) . 但是由
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于当时实验技术等的限制尚未对其进行分离纯化. 最

近 Al-Hajj et al [17]通过特异性的细胞表面标志率先在

人乳腺癌中分离纯化出 乳腺癌干细胞(breast cancer

initiating cells BRCa-IC) 这种细胞以Lin-ESA+

CD44+CD24-/low为特异细胞表面标志 只占肿瘤细胞的

2 . 通过有限稀释分析发现其在NOD/SCID小鼠的成瘤

能力至少是其他肿瘤细胞的50倍 即使少于100个细

胞也能在小鼠体内成瘤 而且能体内连续传代. 研究还

发现由这种BRCa-IC形成的小鼠移植瘤与原先BRCa-

IC来源的人乳腺癌组织具有相同的显型 即移植瘤既

含有这种BRCa-IC又具有其他肿瘤细胞. 提示极强的自

我复制更新能力与不断分化能力是BRCa-IC两个主要

特性. BRCa-IC的发现证实了实体肿瘤干细胞的存在

为其他实体肿瘤干细胞的发现提供了理论支持[28-29].

Singh et al [18]在包括成神经管细胞瘤 星形细胞瘤 室

管膜细胞瘤及神经节神经胶质瘤在内的一系列脑部肿

瘤中分离出CD133+的 脑肿瘤干细胞(brain tumor stem

cells BTSC) . 研究发现各种病理类型脑肿瘤的BTSC

体外培养均能形成神经球样克隆(neurosphere-l ike

colonies) 称为肿瘤球(tumor spheres). BTSC与BRCa-IC

相似 具有很强的自我更新和分化能力 其形成肿瘤球

的细胞显型与原位肿瘤是一样的. 此外 BTSC还存在染

色体的异常 即10号 16号染色体缺失 18号染色体

增加 核型为45 XY[18]. 提示BTSC已经从其正常来源的

细胞发生遗传转变 可以解释其恶性增生和分化.

2.2 实体肿瘤干细胞的起源  正常组织干细胞与肿瘤细

胞存在很多共同点[30]. 迄今 肿瘤干细胞起源于何种细

胞尚未有定论 目前有两种假说[30, 14]: (1)由于正常干细

胞 包括HSC已经存在被激活的自我更新机制 获得

较少突变即有可能恶性转化 而且干细胞存活时间较

长 有更多的突变机会形成肿瘤干细胞; (2)一些已经开

始分化的原始细胞或成熟细胞也有可能在癌变以前重

新获得自我更新能力 经历突变形成肿瘤干细胞(图1).

正常HSC表面标志为Lin-CD34+CD38-Thy-1+ 而LSCs

为Lin-CD34+CD38-Thy-1- 二者的差别只在于Thy-1的

表达与否 因此Thy-1-的原始细胞或者丢失Thy-1表达

的HSC都有可能经历突变而恶性转化为肿瘤干细胞[31-32].

此外 Notch 细胞信号转导途径的激活[33-37] Wnt 信

号途径的失调控[38-41] Shh-Gli途径的下调[42-46]等诸多

信号转导途径与造血系统 表皮组织 乳腺组织以及肠

上皮组织的干细胞自我更新 增生 分化失调而致恶性

转化有关 而这些研究尚处于初始阶段.

3   研究方法和意义

3.1 肿瘤干细胞的分离纯化  近年来 干细胞研究的发

展很大程度上依赖于细胞分化抗原的研究进展. 细胞表

面特异性标志的确定是肿瘤干细胞分离的第一步. 一般

原则为结合谱系标志(Lineage-) 正常干细胞特异标志

(如分离BTSC的CD133与分离LSCs的CD34)以及正常

组织特异性标志(如上皮特异性标志ESA)等综合评价

很多学者认为结合阳性标志和阴性标志可以更有效的分

离干细胞(如BRCa-IC为CD44+CD24-). 研究发现Sca-1

与 keratin-6[47] integrin β1[48] Musashi-1与 Hes1[49-50]等
表面标志可作为肠干细胞分离的标志 也可作为结肠

癌干细胞分离的参考. 目前高通量的细胞分选系统主要

有: 磁性细胞分选系统和流式细胞技术(FACS). 分离过程

主要分为两步[17]: 首先分别按各细胞表面标志进行细胞

群(包括细胞表面分子+与 细胞)的筛选 各细胞群按

不同细胞浓度接种NOD/SCID 小鼠 观察肿瘤生长

比较各组成瘤能力 筛选出优势细胞表面标志. 其次针

对几种优势细胞表面标志进行组合(例如A+B-C+) 筛

出各组合的细胞群 各按不同浓度组接种NOD/SCID小

鼠 比较各细胞群成瘤能力 确定目的细胞.

图1  干细胞在正常乳腺生长与乳腺癌发生中的作用(Dontu et al ).

3.2 肿瘤干细胞的鉴定  目前尚不能从形态学来鉴定干

细胞 而尝试从功能学方法 即对其自我更新能力与不

断分化能力两个主要特性进行评价是干细胞鉴定的主

要方法[51]. Al-Hajj et al [17]将人原位或胸水转移癌细胞根

据细胞表面标志进行筛选 将筛选的特定细胞群以不

同浓度在NOD/SCID 小鼠乳腺脂肪板进行体内接种

发现Lin-ESA+CD44+CD24-/low细胞不仅有很强的成瘤能

力 而且可以在小鼠体内连续传代 表明其自我更新

复制能力; 而体外培养显现极强的肿瘤球形成能力亦可

评价BTSC自我复制的能力[18]. 对 BRCa-IC与 BTSC分

化能力的评价是通过对其形成的移植瘤或体外肿瘤球

细胞显型的分析. 研究发现这种移植瘤或肿瘤球中含有

的与原BRCa-IC BTSC一样的干细胞是其自我更新

的结果 而大量无特异表面标志的其他异质肿瘤细胞

则是其异常分化的产物.

3.3 未来研究方向  (1)加强对正常组织干细胞生物学行

为 细胞表面标志的研究 为更多实体肿瘤干细胞的分

离鉴定提供理论支持; (2)最近研究表明 成体干细胞

造血干细胞 神经干细胞还有胚胎干细胞的基因表达

谱存在很大的重叠性 包括激活的TGF-β 生长激
素与凝血酶受体信号途径以及ABC家族膜转运蛋白等

的高表达 这赋予了这些细胞的 干细胞性 [15, 52-53].

Dontu et al [54]用基因芯片研究比较了正常乳腺干细胞样
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细胞与其分化的成熟乳腺细胞的基因表达谱也发现这

种干细胞样细胞存在类似基因的高表达 有证据已经

表明这些基因的失调控与乳腺癌的发病有关. 因此研究

实体肿瘤干细胞与正常组织干细胞及其他异质肿瘤细胞

的基因表达谱 并对其差异基因进行功能研究 可以阐明

肿瘤干细胞的起源以及肿瘤发生发展的基本机制 从而

可以寻找实体肿瘤治疗的新靶点; (3)Notch [33-37] Wnt [38-41]

Shh-Gli[42-46]及BMI1[55-56]等细胞信号转导途径与造血系

统 表皮组织 乳腺组织以及肠上皮组织的干细胞自

我更新 增生 分化有关 也与肿瘤的发生发展有

关 研究实体肿瘤干细胞与其他肿瘤细胞这些信号转

导途径的差异有助于阐明肿瘤的发病机制; (4)实体肿瘤

干细胞的含量极少且不断分化 所以发展高效的体外

培养系统 细胞扩增技术以及维持干细胞未分化状态

技术是今后研究的艰巨任务[54].

3.4 实体肿瘤干细胞的研究意义   (1)乳腺癌和脑瘤干细

胞的发现 分离及鉴定证明了Hierarchy学说的正确性

即只有小部分肿瘤干细胞才有成瘤能力并维持肿瘤显型.

干细胞表达MDR1与ABC转运蛋白等耐药分子[57-58] 对

化疗与凋亡不敏感[59-60]. 如果肿瘤干细胞高表达这类分

子 也有可能对治疗耐受 这解释了肿瘤治疗后的复发

转移[17, 26]. (2)肿瘤的发病机制尚未阐明[61-62] 对实体肿

瘤干细胞遗传属性 生物学行为 信号转导等进行系统

研究 有助于从根本上阐明肿瘤的发生发展机制. (3)传

统肿瘤治疗都是针对所有的肿瘤细胞 而且认为肿瘤

细胞具有功能同质性. 而实际上如果肿瘤是源于肿瘤干

细胞 是一种干细胞疾病 我们先前诸多关于肿瘤发生

发展机制 细胞信号途径等的研究成果需要重新评价

因为肿瘤干细胞的生物学行为与其他肿瘤细胞可能存

在质的差别. 最新研究表明 联合黄胆素与蛋白酶抑制

剂能选择性杀伤LSC 但对正常HSC无影响[63] 有效

的治疗需要选择性杀伤肿瘤干细胞[31] 这对传统治疗

提出极大的挑战. (4)通过对肿瘤干细胞基因表达谱 生

物学行为以及功能的不断深入研究 可以阐明其遗传

机制 恶性转化路径 从而发掘针对干细胞的治疗新靶

点 为临床彻底根治肿瘤展示了新希望.

       总之 实体肿瘤干细胞的发现无疑给全世界学者

一个很大的惊喜 而就像对待其他新事物一样我们需

要对其进行更多的研究. 尝试从胃肠道肿瘤 肺肿瘤

皮肤肿瘤等分离出类似的肿瘤干细胞并对其进行系统

的研究是我们努力的方向.
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