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&&"摘要#&目的&观察癌干细胞相关标志物!"##!!$!%# 在不同环境下膀胱癌细胞的变化情况%为人体
膀胱癌干细胞的进一步研究提供前期数据与背景资料& 方法&采用免疫组织化学与流式细胞术等技术%对体
外培养!皮下移植瘤以及裸鼠淋巴结转移模型等不同的生长微环境的膀胱癌 *(+. 细胞系癌干细胞相关标志
物!"##!!$!%# 的表达进行检测& 结果&在体外培养环境中%膀胱癌 *(+. 的细胞膜蛋白 !"## 呈阳性表达%
而!$!%#呈弱阳性表达’膀胱癌裸鼠移植瘤中 !"##!!$!%# 均呈阳性表达& 与体外培养体系比较%流式细
胞术检测发现膀胱癌细胞中 *(+. 的!"## 阳性表达水平无显著变化%而!$!%# 阳性表达水平显著高于体外
培养体系#!D’E’)$’在裸鼠淋巴结转移模型中%转移淋巴结均有 !"##!!$!%# 阳性表达& 结论&膀胱癌细
胞中部分癌干细胞相关标志物的变化受体内外不同环境变化的调控%也提示膀胱癌 *(+. 细胞系存在有癌干
细胞&
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&&目前癌干细胞学说认为肿瘤的发生!转移!耐药
以及复发的根源是癌干细胞%因此%寻找!分离和纯
化癌干细胞就是其中研究的热点%其手段主要为以
下两个方面%一是利用干细胞外排 "WF荧光染料
X@867CM+++#, 特性%采用流式分选系统分选出 YZ
#C4H8S@SP53M4@9$细胞%其通用分子标记是 U6BS)I

FU![,’二是通过癌干细胞相关标志物的上调与下
调进行流式或磁式分选%如 !"##!!$!%# 等膜蛋
白%均是寻找与分离造血系统肿瘤!乳腺癌!头颈部
肿瘤!前列腺癌以及肝癌等血液性和实体肿瘤癌干
细胞的相对特异性标志物()) & 由此可知%癌干细胞
相关标志物的选择在研究癌干细胞中占有重要的地
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位& 但从癌干细胞与微环境#94678$相互作用的角
度来分析%细胞表面膜蛋白等标志物的表达%是癌干
细胞适应环境而展现其功能的体现%因此%本实验以
膀胱癌细胞 *(+. 细胞系为研究对象%建立体外培
养!皮下移植瘤以及裸鼠淋巴结转移模型等实验体
系%营造体外培养以及体内的皮下移植和淋巴结转
移等不同的微环境%并观察癌干细胞相关标志物的
上调与下调情况%为膀胱癌干细胞的分离和纯化以
及相关标志物的选择提供前期的实验依据&
D<材料与方法
DED<主要材料与设备
)E)E)&膀胱癌细胞系与裸鼠&人膀胱癌细胞 *(+.
由中国科学院细胞库提供’UF\UI!19P 裸鼠%# ](
周龄%雌雄不拘%购自中国啮齿类种子中心上海分中
心%生产许可证 Y!$̂ #沪$,’’+1’’’+&
)E)E,&培养基!血清及抗体&%ZVT)(#’ 培养基!胎
牛血清购自美国 XQ65@98公司’!"##1Z0抗体!抗人
!$!%#1Z0I6Q* 抗体!抗人 0YF1_TJ!抗体购自 U4@1
58:89H公司’兔抗人 !"## 抗体!兔抗人 !$!%# 抗
体!即用型快速免疫组化 V3R‘4C4@9JV检测试剂盒与
"UF显色试剂盒%购自福建迈新生物技术开发公
司&
DEF<实验方法
)E,E)&体外培养体系&人膀胱癌细胞系 *(+. 细胞
用含 )’a胎牛血清的 "V0V培养基%+. b!*a
!c, 培养箱常规培养&
)E,E,&裸鼠皮下移植瘤的建立&人膀胱癌细胞系
*(+. 细胞密度调整至 * d)’. I25%G’’ BS2离心 *
249%弃上清%%ZVT)(#’ 培养基 ) 25重悬& ’E, 25
注射器吸取细胞悬液%注射至UF\UI!19P 裸鼠两侧
腋窝皮下%’E, 25I侧%即每侧注射细胞数为 ) d)’( I
25&
)E,E+&膀胱癌淋巴结转移裸鼠模型的建立(,)&# ]
( 周龄UF\UI!19P裸鼠%采用爪垫注射膀胱癌细胞
系 *(+. 细胞建立膀胱癌淋巴结转移小鼠模型()) &
建模 G 周后%收集腹股沟!腹腔和腋下淋巴回流区的
淋巴结%#a多聚甲醛固定%按常规制作组织蜡块%切
片制作胶片%用免疫组织化学检测癌干细胞相关标
记蛋白%包括!"##!!$!%#&
)E,E#&流式细胞术检测&用荧光标记抗体 !"##1
Z0抗体!抗人 !$!%#1Z0I6Q* 抗体%对膀胱癌移植
瘤组织块或消化培养的膀胱癌细胞制备的细胞悬液

进行癌干细胞相关标记蛋白表达水平的检测&
)E,E*&细胞悬液制备及细胞切片&消化培养的膀

胱癌细胞%离心压成细胞团块%#a多聚甲醛固定%制
备成细胞蜡块%切片制作胶片%用于癌干细胞相关标
记!"##!!$!%# 等膜蛋白的免疫组织化学检测&
)E,E(&免疫组织化学检测&对用细胞悬液制备的
细胞切片!移植瘤与膀胱癌淋巴结转移裸鼠淋巴结
的组织切片%采用 YZ法%"UF显色%具体按用型快
速免疫组化V3R‘4C4@9JV检测试剂盒实验步骤进行%
检测癌干细胞相关标记蛋白 !"##!!$!%#%阳性细
胞主要表现为细胞膜呈黄褐色染色%其中细胞切片!
移植瘤组织切片中阳性染色细胞达到 *a ],*a为
弱阳性#e$%超过 ,*a为阳性#f$%淋巴结组织切片
中阳性染色细胞超过 *a ])’a即为阳性#f$&
DEG<统计学方法<应用 YZYY),E’ 统计软件进行统
计学处理%计量资料以!CeB表示%组间比较采用5检
验%!D’E’* 为差异有统计学意义&
F<结果
FED<裸鼠皮下移植瘤与膀胱癌淋巴结转移裸鼠模
型的基本情况<腋窝皮下注射膀胱癌细胞系 *(+.
细胞 # ]( 周成瘤%直径超过 )E’ 62& 足垫注射膀
胱癌细胞 ) ], 周后%出现小结节并持续增大%在 G
周观察期中%腘窝!腹股沟等处淋巴结均未触及和观
察到有明显肿大&
FEF<体外培养体系中膀胱癌细胞 !"##!!$!%# 的
表达情况&#)$膀胱癌细胞系 *(+. 细胞 !"##!!$1
!%# 免疫组化检测情况"在体外培养体系中%膀胱癌
细胞系 *(+. 细胞膜上 !"## 蛋白阳性表达%!$!%#
弱阳性表达& #,$膀胱癌细胞系 *(+. 细胞 !"##!
!$!%# 流式细胞术检测情况"在体外培养体系中%
膀胱癌细胞系 *(+. 细胞 !"##!!$!%# 流式细胞术
检测的阳性细胞分别为#G,E( e)E($a!#)’E, e
’E($a& 见表 )%,’图 )&
FEG<裸鼠皮下移植瘤 !"##!!$!%# 的表达情况&
#)$裸鼠皮下移植瘤的!"##!!$!%# 免疫组化检测
情况"裸鼠皮下移植瘤 !"##!!$!%# 均为阳性表
达& #,$裸鼠皮下移植瘤的!"##!!$!%# 流式细胞
术检测情况"膀胱癌裸鼠皮下移植瘤的细胞悬液%
!"##!!$!%# 流式细胞术检测的阳性细胞分别为
#.(EG e(EG$a!#*(E( eGE,$a%与体外培养体系
比较%其中膀胱癌细胞系 *(+. 的 !"## 阳性表达水
平无显著变化%而!$!%# 阳性表达水平显著高于体
外培养体系#!D’E’)$& 见表 )%,’图 ,&
FE7<膀胱癌淋巴结转移裸鼠模型中淋巴结 !"##!
!$!%# 表达免疫组化检测情况&!"##!!$!%# 均
为阳性表达& 见表 )%图 +&
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表 )&体外培养体系中免疫组化检测!"##!!$!%#
&&在膀胱癌细胞中的表达情况

组&别 例数
表达情况

!"## !$!%#

体外培养体系 * f e

裸鼠移植瘤 * f f

转移的淋巴结 * f f

表 ,&体外培养体系与移植瘤中流式细胞术检测!"##!!$!%#

&&在膀胱癌细胞中的表达情况"#!CeB$%a&

组&别 例数
表达情况

!"## !$!%#

体外培养体系 ( G,E( e)E( )’E, e’E(&

裸鼠移植瘤 ( .(EG e(EG *(E( eGE,"

5 / ,E’++. )+EG,+(

! / h’E’* D’E’)

&注"与体外培养体系比较%"!D’E’)

! !"##’ " !$!%#

图 )&体外培养体系中膀胱癌细胞系 *(+. 细胞膜上 !"##
蛋白阳性表达!!$!%#弱阳性表达# d#’’$

! !"##’ " !$!%#

图 ,&裸鼠皮下移植瘤!"##!!$!%# 均为阳性表达# d#’’$

! !"##’ " !$!%#

图 +&膀胱癌淋巴结转移裸鼠模型中淋巴结 !"##!!$!%#
均为阳性表达# d,’’$

G<讨论
目前关于膀胱癌干细胞的研究较少%有研究利

用其外排荧光染料 X@867CM+++#, 特性与 0VF/

!"##L( f组合从膀胱癌细胞系#如J,#$或临床膀胱
癌组织之中分选出膀胱癌干细胞%是目前流行的研
究手段(+%#) & 但从癌干细胞的特性而言%上述所分
选出的细胞只能说其中包含膀胱癌干细胞%而并非
都是膀胱癌干细胞%因此%目前研究所谓癌干细胞标
志物只是相关标志物%而并非特异性标志物%如何选
择其中标志物进行研究是+瓶颈,问题& 如本研究
所选的!"##!!$!%# 分别是乳腺癌!前列腺癌等实
体肿瘤癌干细胞标志物()) %也可能是膀胱癌干细胞
的候选膜蛋白标志物& 而本研究选取常规研究中膀
胱癌细胞所处的体内外实验环境%发现不同环境下
膜蛋白的一些变化规律%包括体外培养的离体培养
微环境!皮下移植瘤的皮下在体环境以及裸鼠淋巴
结转移模型的转移微环境%并简要分析如下"#)$在
体内外不同环境中%膜蛋白 !"## 为强阳性表达%在
定量的流式检测中也有超过 *’a的高阳性表达水
平%阳性率很高%是持续阳性表达膜蛋白%提示膜蛋
白!"## 表达有可能是膀胱癌细胞适应不同环境的
基本表现%如要作为膀胱癌干细胞的分选标志物搭
配组合的候选蛋白’#,$!$!%# 在体外培养的膀胱
癌细胞中有所表达%但在移植瘤与转移环境中有较
高的表达水平& #+$这些数据变化现象可以说明膀
胱癌细胞在不同环境中行为学的变化%而且出现了
不同细胞标志物的细胞群体%也证实膀胱癌细胞系
中存在有癌干细胞%可以在不同的环境中衍生出新
标志物的细胞群体& 此外%从细胞学以及生命科学
的基本规律来分析%高等动物的单个细胞是难以长
期单独存活的%而具体到膀胱癌细胞的增殖!传代扩
增成瘤以及转移灶形成等生物学行为%其本质是膀
胱癌细胞在不同环境中生存下来%而且已经适应了
环境%而本研究所选取的!$!%# 蛋白和肿瘤的转移
密切相关%而且 !$!%# 还与肿瘤的恶性程度正相
关(*) %因此我们可以认为移植瘤%尤其是转移灶中
的膀胱癌细胞恶性度更高%也可以认为环境起了筛
选或调控作用%导致 !$!%# 等新标志物的出现%就
其来源%也应该是癌干细胞所衍生的& 进一步分析
可以发现%!$!%# 在转移灶中明显阳性表达%而转
移灶主要是由部分迁移的膀胱癌细胞形成的%其中
是包含癌干细胞的%所以针对!$!%# 在体外培养环
境中的低表达水平%可以作以下推测%上述两环境中
存在有小群 !$!%# 细胞%可能扮演癌干细胞的角
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色%等到移植瘤或转移环境才发挥其作用%提示!$1
!%# 可能是小群体癌干细胞的标志物’但也可以有
另外角度的分析%!$!%# 标志物的出现仅仅是癌干
细胞为适应环境而衍生出的新的细胞群体%与膀胱
癌干细胞无直接关系%因此%!$!%# 是否是膀胱癌
干细胞的标志物%有待进一步研究&
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