
第１７卷第９期
２００８年９月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
Ｖｏｌ．１７　Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．　２００８

基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０５７１８１７）。

收稿日期：２００８－０１－０９；　修订日期：２００８－０３－２８。

作者简介：黄鹏，男，华中科技大学同济医学院附属协和医院主治医师，主要从事胰腺疾病基础与临床方面的研究。

通讯作者：王春友　Ｅｍａｉｌ：ｈｐｅｎｇ２００３＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　文章编号：１００５－６９４７（２００８）０９－０８６５－０５
·基础研究·

胰腺癌细胞株 ＰＡＮＣ１中肿瘤干细胞生物学
行为的研究

黄鹏，王春友，吴河水，熊炯?

（华中科技大学同济医学院附属协和医院 胰腺外科，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　研究人胰腺癌细胞株 ＰＡＮＣ１中肿瘤干细胞的生物学特性。方法　将 ＰＡＮＣ１细胞
进行培养，以 ＣＤ４４和 ＣＤ２４作为细胞表面标志。利用流式细胞仪，从该细胞株中分离出细胞亚群。将

所得到的有 ＣＤ４４－ＣＤ２４－，ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋表面标志的 ＰＡＮＣ１细胞和未分选的 ＰＡＮＣ１细胞置于含有

１０ｎｇ／ｍＬ成纤维细胞生长因子、２０ｎｇ／ｍＬ上皮生长因子和 ＩＴＳ（胰岛素、转铁蛋白和硒混合溶液）无血

清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基中，以 ＭＴＴ法检测不同亚群细胞体外增殖活性；通过裸鼠体内接种成瘤实

验，鉴定各亚群细胞体内增殖能力；通过 ＡＢＣ法检测成瘤组织和 ＰＡＮＣ１细胞株中 ＣＤ４４和 ＣＤ２４的表

达。结果　ＰＡＮＣ１细胞系中 ＣＤ４４＋和 ＣＤ２４＋的表达分别为 ５．１％ ～１７．５％和 ２１．８％ ～７０．１％，

ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋的表达为 ０．９％ ～３．５％；与 ＣＤ４４－ＣＤ２４－亚群比较，ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋亚群生长缓慢，第７天

才出现指数生长的趋势，增殖能力较低，倍增时间更长，而前者第 ５天已出现指数生长的趋势。裸鼠

皮下植入 ５×１０３个 ＣＤ４４＋ ＣＤ２４＋亚群细胞，４周即可见明显的新生肿瘤块（２／８），而植入 １×１０５个

Ｄ４４－ＣＤ２４－亚群细胞，１２周也难形成种植瘤。前者体外成瘤能力比后者至少强 ２０～５０倍（Ｐ＜０．０５

或 Ｐ＜０．０１）；所形成的肿瘤和 ＰＡＮＣ１细胞系无组织学差异。结论　ＣＤ４４和 ＣＤ２４可作为分选

ＰＡＮＣ１中肿瘤干细胞的表面标志；分选出的 ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋亚群细胞具有肿瘤干细胞的初步特征。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（９）：８６５－８６９］
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　　胰腺癌是一种进展迅速，预后很差的恶性肿
瘤。由于早期缺乏典型的临床表现，待明确诊断

时往往已属于晚期，只有 １２％ ～１５％的患者可进
行根治 手 术［１］，术 后 复 发 率 高，５年 存 活 率 仅
０％～４％［２］。肿瘤干细胞理论［３］认为肿瘤是一种

干细胞疾病，如果能以肿瘤中的干细胞作为治疗

的靶子，肿瘤治愈将成为可能。但实体瘤中极少

有细胞表面标志物可供细胞分选，给肿瘤干细胞

的纯化带来了困难。笔者以 ＣＤ４４和 ＣＤ２４作为
细胞表面标志，利用流式细胞仪，从人胰腺癌细胞

株 ＰＡＮＣ１中分离出具有干细胞特征的细胞亚
群，并对其一般生物学行为进行初步研究，报告

如下。

１　材料和方法

１．１　材料
人胰腺癌细胞株 ＰＡＮＣ１由本院普外科实验

室提供。裸鼠，雌性，６～８周龄，体重（２０±２）ｇ，
购于本校同济医学院实验动物中心。试剂及仪

器：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（１∶１，Ｓｉｇｍａ公司），青霉素
（哈药一厂），链霉素（华北制药股份有限公司），

胎牛血清（ＦＢＳ，杭州四季清公司），胰岛素、转铁
蛋白 和 硒 混 合 溶 液 （ＩＴＳ，５ ｋｇ／ｍＬ胰 岛 素，
２．７５ｍｇ／ｍＬ转铁蛋白和 ２．７５ｎｇ／ｍＬ硒 混 合 溶
液）、胰 蛋 白 酶 （ｔｒｙｐｓｉｎ，Ｓｉｇｍａ公 司），ＰＥ抗 人
ＣＤ４４和 ＦＩＴＣ抗人 ＣＤ２４（美国 Ａｎｃｅｌｌ公司），流式
细胞仪（ＦＡＣＳ，美国 ＢＤ公司），倒置相差显微镜

（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），低速离心机（北京医用离心
机厂），二氧化碳细胞培养箱（意大利 ＪＯＵＡＮ公
司）。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　培养基由含 ２０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、青霉素（１×１０５Ｕ／Ｌ）和链霉
素（１００ｍｇ／Ｌ）组成。将复苏冻存的人胰腺癌细
胞株 ＰＡＮＣ１细胞接种于培养基中，培养在 ５％
ＣＯ２，饱和湿度，恒温 ３７℃培养箱内。
１．２．２　流式细胞仪检测及分选　细胞生长达对
数生长期后，吸去培养液，ＰＢＳ洗１遍，加入０．０２％
ＥＤＴＡ２Ｎａ和 ０．２５％胰蛋白酶混合液，３７℃消化
２～３ｍｉｎ；待细胞变圆，加入含血清培养基，吸管
吹打数次；移入无菌离心管，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，ＰＢＳ液重悬细胞，台盼蓝染色并计数。每
１×１０６个细胞加入 ０．６２５μＬＰＥ抗人 ＣＤ４４和／或
５μＬＦＩＴＣ抗人 ＣＤ２４，４℃孵育３０ｍｉｎ。对照组不
加抗体。应用流式细胞仪进行流式检测及分选

（步骤按说明书操作）。每次细胞分选后重复上

机一次，保证分选后的各亚群细胞纯度 ＞９５％。
分选后不同表型的细胞及未经分选的 ＰＡＮＣ１细
胞共 分 为 ７组：Ａ组 （未 分 选 ＰＡＮＣ１），Ｂ组
（ＣＤ４４＋），Ｃ组（ＣＤ４４－），Ｄ组（ＣＤ２４＋），Ｅ组
（ＣＤ２４－），Ｆ组（ＣＤ４４＋ ＣＤ２４＋），Ｇ组 （ＣＤ４４－

ＣＤ２４－）。台盼蓝染色并计数。
１．２．３　ＭＴＴ法检测不同亚群细胞体外增殖活性
　将分选后的细胞亚群和未分选的 ＰＡＮＣ１细胞
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分别接种于 ９６孔板内，在含有 １０ｎｇ／ｍＬ成纤维
细胞生长因子、２０ｎｇ／ｍＬ上皮生长因子和 ＩＴＳ，并
在 加 有 青 霉 素 （１ ×１０５ Ｕ／Ｌ ）和 链 霉 素
（１００ｍｇ／Ｌ）的无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基中
培养，每孔 ２００μＬ（含 ２×１０３个细胞），每组设
５个复孔，每 ２天换液 １次，于４９０ｎｍ处在分光光
度计上测各组细胞的 ＯＤ值，每 ２４ｈ测定 １块
９６孔板，取均值并绘制生长曲线。
１．２．４　裸鼠接种成瘤试验　将 ＣＤ４４＋ ＣＤ２４＋，
ＣＤ４４－ＣＤ２４－和未分选的 ＰＡＮＣ１细胞分别制成
不同浓度（５×１０６／ｍＬ ～５×１０３／ｍＬ）的单细胞
悬液，各取 ０．１ｍＬ接种于裸鼠双侧腋下的皮下，
每组在不同浓度下各接种 １～５只（１０部位），并
设未接种对照组。每周观察 １次，共观察 １２周。
１．２．５　免疫组化检测 ＣＤ４４和 ＣＤ２４的表达　从
裸鼠获取长成的肿瘤后，立即置入 １０％的中性福
尔马林液中固定 ２４ｈ，然后脱水、包埋、切片，ＡＢＣ
（ａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｃｏｍｐｌｅｘ）法 行 ＣＤ４４和
ＣＤ２４染色（严格按说明书操作）作免疫组化检
查［４］。ＰＡＮＣ１细胞做成细胞爬片后，行同样的操
作。免疫组化结果在显微镜下进行观察，使用

ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ７．０和 ＩｍａｇｅＰｒｏ６．０评定 ＣＤ４４
和 ＣＤ２４表达的数量值［４］。

１．３　统计学处理
数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据比较

采用 ＳＰＳＳ１２．０统计软件包进行 χ２检验，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　细胞流式检测结果
ＰＡＮＣ１细胞系中 ＣＤ４４＋和 ＣＤ２４＋的表达分

别为 ５．１％ ～１７．５％和 ２１．８％ ～７０．１％，表型
为 ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋的胰腺癌细胞仅占 ０．９％ ～３．５％
（图 １）。
２．２　ＰＡＮＣ１及不同亚群细胞体外生长曲线

ＣＤ４４－ＣＤ２４－细胞第 ５天呈对数生长，ＣＤ４４＋

ＣＤ２４＋细胞第 ７天才出现指数生长，倍增时间延
长，而前者第 ５天就出现指数生长的趋势；未分选
ＰＡＮＣ１细胞的生长能力及倍增时间介于前两者
之间（图 ２）。
２．３　裸鼠接种成瘤实验结果

裸鼠皮下注入５×１０３个 ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋细胞，４
周就可观察到明显的新生肿瘤块；而即使植入 １
×１０５个的 ＣＤ４４－ＣＤ２４－细胞，至 １２周也未形成
种植 瘤；未 分 离 的 肿 瘤 细 胞，至 少 需 要 植 入

５×１０４个细胞，而且要在 ６周后才可能形成移植
瘤。各阴性组和阳性组比较的统计 学意 义见

表１。
２．４　ＣＤ４４和 ＣＤ２４的表达

显微镜下可见 ＰＡＮＣ１细胞爬片和移植瘤切
片的 ＣＤ４４表达的数量、面积分别为（５．７±１．２）
ｖｓ．（５．６±１．４）和（０．２７±０．０４）ｖｓ．（０．２８±
０．０５）；ＣＤ２４的阳性表达则分别为（９．０±１．６）
ｖｓ．（８．９±１．５）和（０．６８±０．１１）ｖｓ．（０．６５±
０．０９），两者的 ＣＤ４４和 ＣＤ２４表达差异均无显著
性（均 Ｐ＞０．０５）（图 ３）。

表１　不同表型肿瘤细胞裸鼠接种成瘤能力（成瘤数／有效接种数）

组别
接种细胞数

５×１０５ １×１０５ ５×１０４ １×１０４ ５×１０３ １×１０３

未分选 ＰＡＮＣ１（Ａ） ５／６ ４／６ ２／６ ０／６ ０／６ ０／０

ＣＤ４４＋（Ｂ） ０／０ ８／１０ ６／１０ ２／１０ ０／６ ０／０

ＣＤ４４－（Ｃ） ０／０ １／１０１） ０／１０２） ０／４ ０／０ ０／０

ＣＤ２４＋（Ｄ） ０／０ ６／８ ４／８ １／８ ０／４ ０／０

ＣＤ２４－（Ｅ） ０／０ １／８３） ０／８３） ０／８ ０／０ ０／０

ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋（Ｆ） ０／０ ７／８ ６／８ ４／８ ２／８ ０／８

ＣＤ４４－ＣＤ２４－（Ｇ） １／８ ０／８４） ０／８４） ０／８５） ０／８ ０／０

　　注：１）与Ｂ组比，Ｐ＜０．０１；２）与Ｂ组比，Ｐ＜０．０５；３）与Ｄ组比，Ｐ＜０．０５；４）与Ｆ组比，Ｐ＜０．０１；５）与Ｆ组比，Ｐ＜０．０５
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图１　细胞流式检测结果 图２　ＰＡＮＣ１及不同亚群细胞体外增殖生长曲线
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图３　ＣＤ４４和ＣＤ２４的阳性表达值

３　讨　论

肿瘤干细胞理论［５－６］认为，肿瘤细胞具有异

质性，即同一肿瘤中大部分细胞己失去生长潜

能，而只有一小部分细胞具有无限增殖、分化和

在体外形成克隆的能力。肿瘤干细胞的分离和

鉴定最初来源于血液系统的恶性肿瘤。Ｂｏｎｎｅｔ
等［７］从急性粒细胞性白血病（ＡＭＬ）患者体内提
取和纯化出 ＣＤ３４＋ＣＤ３４－表型细胞，仅占肿瘤细
胞的 ５％；该细胞具有明显的增殖、分化和自我更
新的能力。实体瘤干细胞的研究于最近才取得

突破性的进展。２００３年有学者利用癌细胞膜表
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面抗原的差异，使用特异的抗体及流式细胞技

术，将人类乳腺癌组织的细胞接种到 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ
小鼠体内，结果证明只有一种细胞表面抗原为

ＣＤ４４＋ＣＤ２４－／ｌｏｗ的癌细胞能在 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ鼠体
内形成移植瘤，并且只需 １００个即可 １００％形成
肿瘤［８－９］。尔后在其他肿瘤中也发现存在肿瘤干

细胞，包括脑瘤［１０］、前列腺癌［１１］、肝癌［１２－１３］、肺

癌［１４］、黑色素瘤［１５］和结肠癌［１６－１７］。

基于 ＡｌＨａｊｊ等［９］的 研 究，笔 者 以 ＣＤ４４和
ＣＤ２４作为细胞表面标志，利用流式细胞仪，从
ＰＡＮＣ１细胞株中分离出具有干细胞特征的细胞
亚群，并进行了初步研究。

本研究所获得的 ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋细胞亚群比例
为 ０．９％ ～３．５％，高于 Ｌｉ报道的 ０．２％ ～０．８％
［６］。原因可能是仅仅以 ＣＤ４４和 ＣＤ２４两个分子
表面标志，还不足以将 ＰＡＮＣ１中的肿瘤干细胞
和非肿瘤干细胞完全区分开来，或许还需要结合

其他的分选标志。但从上述实验结果可以看出，

所得的 ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋亚群已经具有肿瘤干细胞
特征。

肿瘤干细胞的鉴定主要证明它具有干细胞的

自我更新，无限增殖及多向分化能力，而且有不

同于正常细胞的异型性。最重要的是，它是惟一

能导致肿瘤发生的细胞。裸鼠肿瘤移植实验是

一种较理想的鉴定肿瘤干细胞体内增殖能力的

方法。本研究发现：ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋细胞的成瘤能
力 ＞未分选的 ＰＡＮＣ１细胞 ＞ＣＤ４４－ＣＤ２４－细
胞。ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋较 ＣＤ４４－ＣＤ２４－细胞的成瘤能
力至少强 ２０～５０倍。但在植入 ＣＤ４４－，ＣＤ２４－

和 ＣＤ４４－ＣＤ２４－细胞，细胞数较多时，也有一定
的成瘤能力。此现象是其本身的性质所致，还是

在操作中混入了其它细胞，尚不明确。为了证明

移植后裸鼠体内形成的肿瘤和 ＰＡＮＣ１细胞在组
织上的同源性，本研究所做免疫组化检测的结果

表明，移植瘤和 ＰＡＮＣ１细胞的 ＣＤ４４和 ＣＤ２４的
阳性表达相近，两者组织学上差异无显著性。

肿瘤干细胞具有和干细胞相似的特性。干细

胞是处于相对静止的一群细胞，在除人类以外的

其他灵长类动物，干细胞池大约每年增殖 １次。
这种慢周期的特点是大多数成体干细胞的共同

特征［１８］。本研究也证实这一观点：相对于 ＣＤ４４－

ＣＤ２４－亚群细胞，具有肿瘤干细胞特征的 ＣＤ４４＋

ＣＤ２４＋亚群生长缓慢，倍增时间延长。
笔者认为，以 ＣＤ４４和 ＣＤ２４作为表面标志

物，从 ＰＡＮＣ１人胰腺癌细胞株中分选出 ＣＤ４４＋

ＣＤ２４＋亚群细胞已具有肿瘤干细胞的特征。将肿
瘤干细胞作为靶点，可能为治疗恶性肿瘤提供广

阔的前景。对于胰腺癌干细胞的进一步纯化及

其他生物学行为的研究，尚有待深入进行。
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