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　　摘　要：　目的　探讨 ＣＤ４４作为筛选下咽癌肿瘤干细胞分子标记物的价值。方法　 应用流式细
胞仪检测下咽癌 ＦＡＤＵ细胞系中 ＣＤ４４的表达；采用免疫磁珠分选技术（ＭＡＣＳ）分选ＣＤ４４＋细胞，并用
流式细胞仪检测其纯度；运用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）比色法检测ＣＤ４４＋、ＣＤ４４细胞的体外增殖能力，
将相同数量级（１×１０６、１×１０５）的ＣＤ４４＋、ＣＤ４４细胞分别注射于雄性非肥胖糖尿病型／重症联合免疫
缺陷（ｎｏｎｏｂｅｓｅｄｉａｂｅｔｉｃ／ｓｅｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＮＯＤ／ＳＣＩＤ）小鼠皮下，观察其体内致瘤能力的
差异。结果　下咽癌 ＦＡＤＵ细胞系中ＣＤ４４＋细胞占（２１．１±１．５６）％，免疫磁珠分选后的ＣＤ４４＋细胞纯
度达（９９．４±０．２９）％。体外增殖能力研究显示ＣＤ４４＋细胞增殖速度明显快于 ＣＤ４４细胞。ＮＯＤ／ＳＣＩＤ
鼠体内致瘤实验结果显示：１×１０５ＣＤ４４＋细胞致瘤率为 １２．５％（１／８），１×１０５ ＣＤ４４细胞致瘤率为 ０
（０／８）；１×１０６ＣＤ４４＋细胞致瘤率为 １００％（８／８），１×１０６ＣＤ４４细胞致瘤率为 ５０％（４／８）；相同数量
级的ＣＤ４４＋与 ＣＤ４４两组细胞致瘤率差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。此外，ＣＤ４４＋细胞组比 ＣＤ４４
细胞组更早成瘤，潜伏期明显缩短。ＣＤ４４＋细胞组所致肿瘤体积平均为（２０１７．８１±５３８．５０）ｍｍ３，而
ＣＤ４４细胞组所致肿瘤体积平均为（１１５３．２５±５０３．１８）ｍｍ３，两组差异具有统计学意义（ｔ＝２．６７，Ｐ＜
０．０５）。结论　下咽癌肿瘤中ＣＤ４４＋细胞比 ＣＤ４４细胞具有更强的体外增殖能力和体内致瘤能力，提
示肿瘤干细胞可能存在于ＣＤ４４＋肿瘤细胞内，ＣＤ４４可作为筛选下咽癌肿瘤干细胞的一个重要分子标记
物。
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　　下咽癌是预后最差的头颈部恶性肿瘤之
一，其发生发展机制尚未阐明。肿瘤干细胞是

近年来提出的有关肿瘤发生发展的一种新理

论：肿瘤组织中存在具有干细胞样作用的肿瘤

细胞，它们是一群数量较少但具有无限自我更

新潜能并能促使肿瘤形成的细胞，在肿瘤的生

长中起着决定性作用。目前已从脑肿瘤、白血

病、乳腺癌、喉癌、肺癌等多种肿瘤组织中提取

到了肿瘤干细胞，并进行了相关细胞学及分子

生物学研究［１９］。从当前的研究结果来看，不同

的肿瘤中，尽管其肿瘤干细胞生物学特性有共

同点，如无限自我更新潜能、分化能力等，但肿

瘤干细胞表面标志物不尽相同，这提示实验中

需要对不同的肿瘤进行相应研究，以寻找其肿

瘤干细胞的特异性标志物。本研究拟通过检测

ＣＤ４４在下咽癌 ＦＡＤＵ细胞系中的表达及相关功
能研究，探讨 ＣＤ４４作为筛选下咽癌肿瘤干细胞
分子标记物的价值。

１　材料与方法

１．１　下咽癌 ＦＡＤＵ细胞系培养
将下 咽 癌 ＦＡＤＵ 细 胞 （来 源 于 Ａｍｅｒｉｃａｎ

ＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，由中国科学院上海生命
科学研究院生物化学与细胞生物学研究所提

供）培养于含 １０％ＦＢＳ的 ＲＰＭｌｌ６４０完全培养
基（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）中，在 ＣＯ２ 恒温细胞培养箱
（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ）中于 ５％ＣＯ２、３７℃条件下进行
培养，细胞传代和收集均采用 ０．２５％胰蛋白
酶（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）消化。
１．２　下咽癌 ＦＡＤＵ细胞中 ＣＤ４４的表达检测

以未分选对数期下咽癌 ＦＡＤＵ细胞为研究

对象，取细胞培养瓶，吸除上清，ＰＢＳ洗 ２遍，
去除未贴壁细胞，移除 ＰＢＳ后加入 １ｍｌ０．２５％
胰蛋白酶消化 ３ｍｉｎ，再用 １ｍｌ含 １０％ＦＢＳ的
ＲＰＭｌｌ６４０完全培养基中止消化并吹打成单细
胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取 １×１０６个
未分选细胞重悬于 ９０μｌＰＢＳ缓冲液中，加入
１０μｌＣＤ４４ＰＥ荧光标记的抗体（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏ
ｔｅｃ，Ｇｅｒｍａｎｙ），４℃暗处孵育 ２５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
２遍后采用流式细胞仪（ＢＤＣｏｍｐａｎｙ，ＵＳＡ）进
行检测。同时设立空白对照组。

１．３　ＣＤ４４＋细胞与 ＣＤ４４细胞分选
采用免疫磁珠分选（ＭａｇｎｅｔｉｃＣｅｌｌＳｏｒｔｉｎｇ，

ＭＡＣＳ）方法分选细胞。收 集 对 数 生 长 期 的
ＦＡＤＵ细胞 １×１０８个，离心后重悬于 ８００μｌ磁
分选缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．２，０．５％ＢＳＡ和２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ；ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。单细胞悬液与
２００μｌＣＤ４４ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ）避光 ４℃孵育 ３０ｍｉｎ，用磁分选缓冲液洗涤
离心，重悬于 ５００μｌ缓冲液。架设分选架，将
磁分选 ＬＳ柱（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ，Ｇｅｒｍａｎｙ）放入磁
分选器（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ，Ｇｅｒｍａｎｙ）中，加入３ｍｌ
缓冲液润柱，再将 ５００μｌ单细胞悬液洗柱，流
出的为 ＣＤ４４细胞。随后用 ３ｍｌ缓冲液冲洗
ＬＳ柱 ３次，再将分选柱移出至磁场外，加入
５ｍｌ磁分选缓冲液，用 ＬＳ柱内针芯加压将分选
的阳性细胞用力冲出，此时获得的细胞即为

ＣＤ４４＋细胞。
１．４　ＣＤ４４＋细胞纯度检测

取 ＭＡＣＳ分选后的ＣＤ４４＋细胞 １×１０６个
重悬于 ９０μｌ缓冲液中，加入 １０μｌＣＤ４４ＰＥ
荧光标记抗体，４℃暗处孵育 ２５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
２遍后用流式细胞仪测定。同时设立空白对照
·９８３·
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组。

１．５　ＣＤ４４＋细胞与 ＣＤ４４细胞体外增殖能力
的研究

将ＣＤ４４＋和 ＣＤ４４细胞按 ５×１０３个／孔接
种于 ４块 ９６孔板，每 ７板每种细胞设 ６个复
孔，同时以不加细胞的培养基调零。置于培养

箱内分别培养 １，３，５，７ｄ，结束前４ｈ每孔加入
四甲基偶氮唑蓝［３（４，５ｄｉｍｅｈｙｌ２ｔｈｉａｚｏｌｙｌ）２，
５ｄｉｐｈｅｎｙｌ２Ｈｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］（Ｓｉｇｍａ，
ＵＳＡ）２０μｌ，继续培养 ４ｈ，滤去上清，加入
１５０μｌＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），振荡溶解蓝紫色结
晶 １０ｍｉｎ，全自动荧光酶标仪在 ４９０ｎｍ波长
下测定吸光度值，取均值绘制生长曲线。

１．６　ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠体内致瘤性比较
将３２只 ６周龄、体重 ２０～２５ｇ的雄性非肥

胖糖尿病型／重症联合免疫缺陷（ｎｏｎｏｂｅｓｅｄｉａ
ｂｅｔｉｃ／ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ， ＮＯＤ／
ＳＣＩＤ）小鼠（由中国科学院上海生命科学研究
院斯莱克实验动物中心提供）按数字法随机分

为 ４组，每组８只。将 ＭＡＣＳ分选出的ＣＤ４４＋和
ＣＤ４４细胞分别以 １×１０６，１×１０５数量级（悬浮
于０．２ｍｌＰＢＳ中）注射到 ４组小鼠的右上腋窝
皮下（图 １Ａ）。所有实验动物均喂养于 ＳＰＦ级
层流室中，每周触诊观察注射部位 ２次，记录
成瘤 情 况。７ 周 后 处 死 小 鼠，摘 除 瘤 体
（图１Ｂ），测量其长轴（ａ）、短轴（ｂ），根据公式
Ｖ＝ａｂ２／２计算肿瘤体积（图 １Ｃ）。所有肿瘤均
行组织病理学检查，由高年制病理科医师观察

诊断。

图 １　７周后小鼠瘤体情况　Ａ：成瘤部位；Ｂ：解剖瘤
体；Ｃ：测量瘤体体积的方法

１．７　统计学分析
数据采用 ＳＡＳ９．１３软件进行统计学分析，

符合正态分布数据以 珋ｘ±ｓ的形式表示，瘤体体
积比较采用两独立样本成组 ｔ检验，两组细胞
致瘤率比较采用 Ｆｉｓｈｅｒ精确概率计算法，Ｐ＜
０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　下咽癌 ＦＡＤＵ细胞系 ＣＤ４４的表达情况
利用流式细胞技术检测单细胞悬液 ＦＡＤＵ

细胞 ＣＤ４４的表达率，在未分选 ＦＡＤＵ细胞中
ＣＤ４４＋细胞比例为（２１．１±１．５６）％（图２Ａ）。
ＭＡＣＳ分选后，ＣＤ４４＋细胞的分选纯度高达
（９９．４±０．２９）％（图 ２Ｂ），结果说明应用免疫
磁珠分选技术可以高效、高纯度地将ＣＤ４４＋和
ＣＤ４４细胞予以分离。
２．２　ＣＤ４４＋和 ＣＤ４４细胞的体外增殖能力

将ＣＤ４４＋和 ＣＤ４４细胞以相同的浓度种植
到 ９６孔板培养，分别于培养后 １，３，５，７ｄ测
定其 ＭＴＴ值并绘制细胞生长曲线。ＦＡＤＵ细胞
系中ＣＤ４４＋和 ＣＤ４４细胞的生长曲线形状明
显不同，ＣＤ４４＋细胞增殖速度较 ＣＤ４４细胞明
显为快（图 ３），表明它们拥有不同的体外增殖
能力。

２．３　ＣＤ４４＋和 ＣＤ４４细胞的体内致瘤性
将 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠分别接种相同数量级（１

×１０５、１×１０６）的ＣＤ４４＋和 ＣＤ４４细胞后，共
监测 ７Ｗ，各组小鼠成瘤情况见表 １及图 ４，相
同数量级的ＣＤ４４＋与 ＣＤ４４两组细胞致瘤率
采用 Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。从表中可看出，ＣＤ４４＋细胞组比
ＣＤ４４细胞组更早成瘤，潜伏期明显缩短。此
外，ＣＤ４４＋细 胞 组 所 致 肿 瘤 体 积 平 均 为
（２０１７．８１±５３８．５０）ｍｍ３，而 ＣＤ４４细胞组所
致肿瘤体积平均为（１１５３．２５±５０３．１８）ｍｍ３，
两者比较差异具有统计学意义（ｔ＝２．６７，Ｐ＜
０．０５）（表 ２）。结果显示，在相同条件下，
ＣＤ４４＋细胞比 ＣＤ４４细胞具备更强的体内致
瘤能力，提示前者具备肿瘤干细胞的某些特

性。组织病理学检验结果：所有肿瘤均为低分

化鳞癌（图 ５）。

·０９３·
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图 ２　流式细胞技术检测单细胞悬液 ＦＡＤＵ细胞 ＣＤ４４的表达率　Ａ：未分选 ＦＡＤＵ细胞中ＣＤ４４＋细胞比例为
（２１．１±１．５６）％；Ｂ：ＭＡＣＳ分选后ＣＤ４４＋细胞的分选纯度为（９９．４±０．２９）％

表１　４组ＣＤ４４＋和ＣＤ４４细胞的成瘤能力比较

组别
注射细

胞数／只
成瘤数／有效
接种数

致瘤率（％）

ＣＤ４４＋
　１×１０６ ８ ８／８ １００
　１×１０５ ８ １／８ １２．５
ＣＤ４４
　１×１０６ ８ ４／８ ５０
　１×１０５ ８ ０／８ ０
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图３　ＣＤ４４＋、ＣＤ４４细胞的体外增殖曲线

图４　ＣＡ４４＋、ＣＤ４４细胞的体内致癌性　Ａ、Ｂ：ＣＤ４４＋细胞
组（１×１０６）成瘤情况；Ｃ、Ｄ：ＣＤ４４细胞组（１×１０６）成瘤情
况；Ｅ：ＣＤ４４＋细胞组（１×１０５）成瘤情况

表２　各组ＣＤ４４＋和ＣＤ４４细胞成瘤体积比较

组别
长轴（ａ）
（ｍｍ）

短轴（ｂ）
（ｍｍ）

肿瘤体积

Ｖ＝ａｂ２／２
（ｍｍ３）

平均肿瘤

体积（ｍｍ３）

ＣＤ４４＋ ２０ １６ ２５６０．０ ２０１７．８１±５３８．５０
　１×１０６ １９ １７ ２７４５．５

１６ １４ １５６８．０
１６ １４ １５６８．０
１８ １５ ２０２５．０
２０ １６ ２５６０．０
１８ １４ １７６４．０
１６ １３ １３５２．０

ＣＤ４４＋ １８ １４ １７６４．０ １７６４．０
　１×１０５

ＣＤ４４ １８ １４ １７６４．０ １１５３．２５±５０３．１８
　１×１０６ １４ １１ ８４７．０

１６ １３ １３５２．０
１３ １０ ６５０．０

图５　组织病理学结果示低分化鳞癌（ＨＥ×２００）

３　讨论

ＣＤ４４是由单一基因编码的具有高度异质
性的单链细胞膜表面糖蛋白，通过介导细胞与

细胞、细胞与细胞外基质之间的黏附作用而发

挥其生物学功能［１０］。根据其所含外显子类型

的不同分为标准型 ＣＤ４４（ＣＤ４４ｓ）和变异型
·１９３·
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ＣＤ４４（ＣＤ４４ｖ），前者在间质和造血源性细胞中
表达，后者则在上皮细胞中表达。相关研究表

明，ＣＤ４４的过表达与恶性肿瘤的浸润、转移、
临床分期和耐药等有关［１１］，是提示肿瘤进展的

一个重要标记。近年来的研究显示，ＣＤ４４可
能为乳腺癌［１２］、结肠癌［１３１４］、前列腺癌［１５］、胃

癌［１６］等恶性肿瘤组织肿瘤干细胞的重要分子

标记物。

肿瘤干细胞的分选和鉴定对研究肿瘤的发

生发展机制以及临床治疗研究至关重要。目前

主要从肿瘤干细胞生物学功能特点和其表面特

异性标志物两方面来进行鉴定和筛选。最常用

的筛选方法为利用肿瘤细胞表面特异性标志

物，技术手段主要借助流式细胞术和磁珠分选

法。流式细胞技术成本低，但对分选的细胞活

性影响相对较大。免疫磁珠分选技术虽然成本

较高，但最大的优点为对细胞损伤小。本研究

采用免疫磁珠 分 选 技 术 分 选 ＦＡＤＵ细 胞 系
ＣＤ４４＋细胞和 ＣＤ４４细胞，取其对细胞损伤小
的优势，以利后续细胞培养和在体实验，其分

选纯度高达（９９．４±０．２９）％，为下咽癌ＣＤ４４＋
细胞后续研究的稳定性和可靠性提供了基本保

障。

有关 ＣＤ４４与下咽癌肿瘤干细胞关系的研
究目前未见文献报道。但已有研究显示，ＣＤ４４
可能为某些头颈部鳞状细胞癌的肿瘤干细胞标

记物之一。王莹颖等［１７］在喉癌、口腔癌等头颈

部鳞状细胞癌中发现 ＣＤ４４阳性细胞有可能是
肿瘤干细胞，Ｐｒｉｎｃｅ等［１８］将某些头颈部鳞状细

胞癌组织解离后采用流式细胞仪分离出ＣＤ４４＋
和 ＣＤ４４细胞群，再将荧光激活细胞分类纯化
的ＣＤ４４＋Ｌｉｎ＋细胞和ＣＤ４４Ｌｉｎ细胞以不同剂
量分别接种植于小鼠体内，发现在同一剂量水

平下，ＣＤ４４＋ Ｌｉｎ＋细胞的致瘤效率明显高于
ＣＤ４４Ｌｉｎ细胞，故认为ＣＤ４４＋细胞可能为某些
头颈部鳞癌的干细胞。本研究以经典的下咽癌

ＦＡＤＵ细胞系为研究对象，采用流式细胞检测
等方法，发现下咽癌 ＦＡＤＵ细胞系中有肿瘤细
胞表达 ＣＤ４４；离体实验显示，免疫磁珠分选后
的ＣＤ４４＋和 ＣＤ４４细胞，其生长繁殖能力有明
显差异，ＣＤ４４＋细胞增殖速度较 ＣＤ４４细胞显
著为快；将 ＣＤ４４＋和 ＣＤ４４细胞分别注射于
ＮＯＤ／ＳＣＩＤ 小 鼠 进 行 致 瘤 在 体 实 验，发 现
ＣＤ４４＋细胞致瘤能力明显强于 ＣＤ４４细胞。本

研究结果提示，ＣＤ４４＋细胞具有肿瘤干细胞的
某些特性，ＣＤ４４可作为筛选下咽癌肿瘤干细
胞的一个重要生物标记。

本研究采用流式细胞学技术检测发现，下

咽癌 ＦＡＤＵ细 胞 中 ＣＤ４４＋细 胞 的 表 达 率 为
（２１．１±１．５６）％，与肿瘤干细胞在数量上只
占肿瘤细胞小部分的肿瘤干细胞理论不符，但

这并非否定ＣＤ４４＋作为下咽癌肿瘤干细胞的分
子标记。我们认为下咽癌中ＣＤ４４＋细胞之所以
较高，原因可能有：①下咽癌是一种进展快、转
移高的恶性肿瘤，其肿瘤组织中所含的肿瘤干

细胞也许本身就高；②本研究所采用的 ＦＡＤＵ
细胞系是一种低分化的下咽癌细胞系，具有高

成瘤、高转移的特性，其肿瘤干细胞含量很可

能较其他肿瘤细胞系为高；③下咽癌肿瘤干细
胞所含的分子标记物很可能有多个，ＣＤ４４＋并
非其独特而唯一的分子生物标志，某些非肿瘤

干细胞亦很可能表达 ＣＤ４４。从只需 ２０×１０３

～３０×１０３个ＣＤ４４＋细胞即可于 ＳＣＩＤ鼠腹部
皮下和胃浆膜下形成胃癌移植瘤［１４］，而本研究

需 １×１０６个ＣＤ４４＋细胞方能在 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小
鼠皮下 １００％（８／８）致瘤，１×１０５个ＣＤ４４＋细
胞致瘤率仅 １２．５％（１／８）来看，最后一种可能
性较大。虽然ＣＤ４４＋作为下咽癌肿瘤干细胞分
子标志物的特异性究竟如何有待进一步的深入

研究去验证，但从本研究离体和在体实验均显

示ＣＤ４４＋细胞的致瘤性明显强于 ＣＤ４４细胞来
考虑，我 们 推 测，肿 瘤 干 细 胞 可 能 存 在 于

ＣＤ４４＋肿瘤细胞内，ＣＤ４４作为筛选下咽癌肿
瘤干细胞的分子标记物具有较重要的理论价

值。
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