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FH535 对结直肠癌肿瘤干细胞自我更新及侵袭迁移的抑制

作用及机制
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南充 637000）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨小分子药物 FH535 对结直肠癌肿瘤干细胞（CRC-CSCs）自我更新、迁移侵袭的影响及机制。

方法：通过流式细胞术从人结直肠癌 DLD-1 细胞中分选 CD133+CD44+ 的 CRC-CSCs，不同浓度（20、

30、40 μmol/L）FH535 作用 CRC-CSCs 并计算半数抑制率（IC50）；用 IC50 浓度作用 CRC-CSCs，以

无处理的 CRC-CSCs 为对照组，然后分别采用成球实验及有限浓度稀释法检测细胞的自我更新能力，

Transwell 迁移侵袭实验及实时迁移侵袭实验（RTCA）检测细胞迁移侵袭能力，qRT-PCR 及流式细胞

术检测 Wnt/β-catenin 信号通路相关分子及下游分子的 mRNA 及蛋白质表达变化。

结 果：FH535 对 CRC-CSCs 的 IC50 为 40 μmol/L。 与 对 照 组 细 胞 比 较，40 μmol/L FH535 作 用 后

的 CRC-CSCs 成 球 能 力 明 显 减 弱（57.33 vs. 313.67，P<0.01），CSCs 比 例 明 显 下 降（11.60/100 vs. 

75.50/100，P<0.05），迁移（Transwell：10.66 vs. 90.00；RTCA：0.17 vs. 0.37）及侵袭（Transwell：

8 vs. 20；RTCA: 0.14 vs. 0.37） 能 力 受 到 明 显 抑 制（ 均 P<0.01）；Wnt/β-catenin 信 号 通 路 分 子

LEF1、AXIN1 及下游分子 c-myc、VEGF、cyclin D1、survivin 的 mRNA 与蛋白表达均明显下调（均

P<0.01）。

结论：FH535 可能通过抑制 Wnt/β-catenin 通路的活性而削弱 CRC-CSCs 的自我更新、侵袭迁移能力。
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Abstract Objective: To investigate the eff ects of FH535 on the self-renewal, migration and invasion of colorectal cancer 

stem cells (CRC-CSCs) and the mechanism.

Methods: CD133+CD44+ CSCs were isolated by fl uorescence-activated cell sorting (FACS) from the human DLD-

1 colorectal cancer cell line. CRC-CSCs were treated with diff erent concentrations of FH535 (20, 30, 40 μmol/L) and 
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结直肠癌（colorectal  cancer，CRC）发病率

和 病 死 率 在 我 国 恶 性 肿 瘤 中 排 名 第 五 ； 在 美 国 已

跃居第三，居消化系统肿瘤第一位 [1-2]，其已经成

为重大的社会问题[3]；肝脏是CRC最常见的转移部

位，约有60%的CRC患者在病程中出现结直肠癌肝

转移（colorectal  l iver  metastases，CRLM），其

中大部分无法手术切除，CRLM也是CRC患者最主

要的死亡原因 [4]。大量研究 [5-6]证实，肿瘤中一小

群 具 有 强 大 自 我 更 新 能 力 和 多 向 分 化 能 力 的 细 胞

介 导 了 肿 瘤 转 移 复 发 ， 这 一 群 细 胞 被 称 为 肿 瘤 干

细胞（cancer stem cells，CSCs）。因此，从CSCs

角 度 深 入 探 讨 C R C 转 移 信 号 通 路 的 机 制 是 C R C 及

其 远 处 转 移 的 重 要 研 究 方 向 。 目 前 科 学 家 通 过 标

记CD133、CD44、ALDH1、Lgr5、SP等来分析分

选CRC -CSCs，其中CD133 +CD44 +被认为是CRC -
CSCs可靠的表面标识[7]。

大量研究 [8-9]证实Wnt /β -ca ten in的异常激活

介导了CRC的转移复发，但Wnt/β-catenin通路对

CRC-CSCs自我更新、侵袭转移能力的影响及机制

未见研究。小分子药物FH535能够通过抑制Wnt /

β-catenin通路影响细胞的多种病理生理过程 [10]，

如Liu等 [11]证明，FH535能够与紫杉醇协同进一步

抑制胃癌细胞增殖及侵袭能力；Chen等 [12]研究发

现FH535通过抑制Wnt/β-catenin通路抑制结直肠

癌细胞的增殖及侵袭迁移能力。但FH535在介导结

直肠癌转移复发根源细胞即CRC-CSCs中的作用及

机制未见报道。故本课题首先分选CD133 +CD44 +

的 C R C - C S C s ， 将 W n t / β - c a t e n i n 通 路 抑 制 剂

FH535作用于CSCs，研究此通路在人CRC-CSCs自

我更新、侵袭转移过程中的作用及机制。

1　材料与方法

1.1  材料

人结直肠癌DLD-1细胞购自美国ATCC公司；

R P M I - 1 6 4 0 培 养 基 、 D M E M / F 1 2 培 养 基 、 胎 牛

血 清 、 7 - 氨 基 - 放 线 菌 素 D （ 7 - A A D ） 购 自 美 国

Gibco公司；胰岛素、表皮生长因子（EGF）、重

组 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 （ F G F ） 、 B S A 、 B 2 7 购

自美国PeproTech公司；CD133 -PE、CD44 -FITC

及 对 应 同 型 对 照 流 式 细 胞 抗 体 购 自 德 国 美 天 妮 公

司 ； F H 5 3 5 购 自 美 国 S e l l e c k c h e m 公 司 ； L E F 1 、

AXIN1、c-myc、VEGF、cyclin D1及survivin一抗

及相应二抗均购自美国CST公司；所有引物由美国

Invitrogen公司合成。

1.2  方法

1.2.1  细 胞 培 养　 细 胞 培 养 参 考 课 题 组 前 期 文

章 [13]。 前 期 研 究 已 经 证 明 结 直 肠 癌 DLD-1 细 胞

在 无 血 清 培 养 情 况 下 能 够 获 得 更 多 的 CSCs， 故

本课题通过流式细胞术分选获得的 DLD-1 细胞中

CD133+CD44+ 的 CRC-CSCs 培养于含 5 mg/mL 胰岛

素、0.4%BSA、2%B27、10 ng/mL FGF、10 ng/mL 

the half maximal inhibitory concentration (IC50) value was calculated. CRC-CSCs were treated with concentration of 

FH535, using untreated CRC-CSCs as control, and then, their self-renewal capacity was determined by limiting dilution 

assay (LDA) and sphere-forming assay, the migration and invasion abilities were measured by Transwell assay and real-

time cell analysis (RTCA), and the mRNA and protein expressions of molecules involved in Wnt/β-catenin signaling 

pathway as well as the downstream molecules were evaluated by qRT-PCR and flow cytometry, respectively.

Results: The IC50 of CRC-CSCs to FH535 was determined to be 40 μmol/L. In CRC-CSCs treated with  

40 μmol/L FH535 compared with those in control group, the sphere forming capacity was significantly decreased 

(57.33 vs. 313.67, P<0.01) and CRC-CSCs ratio was significantly reduced (11.60/100 vs. 75.50/100, P<0.05), 

the migration (Transwell: 10.66 vs. 90.00; RTCA: 0.17 vs0.37) and invasion (Transwell: 8 vs. 20; RTCA: 0.14 vs. 

0.37) were all significantly inhibited (all P<0.01), and the mRNA and protein expressions of LEF1 and AXIN1 in 

Wnt/β-catenin signaling pathway and the downstream molecules c-myc, VEGF, cyclin D1 and survivin  were all 

significantly down-regulated (all P<0.01). 

Conclusion: FH535 can weaken the abilities of self-renewal, migration and invasion of CRC-CSCs, and the 

mechanism may be probably associated with its inhibiting the activity of Wnt/β-catenin signaling pathway.
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EGF 的无血清 DMEM/F12 培养基中培养 48 h 后进

行后续实验。

1.2.2  流 式 细 胞 术 分 选 CD133+CD44+ 表 达 的

CRC-CSCs　2×106 细 胞 加 入 1 mL 封 闭 液（ 含

20% 胎 牛 血 清 及 0.4%BSA 的 PBS）4 ℃ 作 用 2 h

后 离 心 收 集 细 胞 并 悬 浮 于 50 μL 封 闭 液 中， 加 入 

5 μL CD133-PE、5 μL CD44-FITC 及 其 同 型 对 照

抗 体，4 ℃ 避 光 孵 育 30 min， 离 心 收 集 细 胞 并 悬

浮 于 1 mL 冷 PBS 中， 分 选 上 机 前 加 入 终 浓 度 为 

2 μg/mL 的 7-AAD 室温染色 10 min 以利分选时去

除死细胞，使用 BD FACSAria Fusion 流式细胞仪

分选获得 CD133+CD44+ 表达的 CRC-CSCs。

1.2.3  有 限 浓 度 稀 释 法　 细 胞 以 每 孔 不 同 浓 度

（0.5、1、1.5、2 个 细 胞 / 孔） 接 种 于 96 孔 板 中

培 养 2 周 后 记 录 每 孔 中 细 胞 球 数 量， 阴 性 孔 比 例

与 细 胞 稀 释 浓 度 作 图 并 进 行 线 性 回 归 分 析， 计 算

CSCs 比例 [14]。

1.2.4  成 球 实 验 及 Transwell 迁 移、 侵 袭 实 验　

实验方法参考课题组研究 [15]，3×105 细胞悬浮于 

50 μL 无血清 RPMI-1640 培养基中，置于 8 μm 孔

径 滤 膜 的 Transwell 小 室 上 室， 小 室 为 100 μL 含

10%FBS 的 RPMI-1640 培 养 基， 小 室 铺 设 基 质 胶

（侵袭实验）或不铺设基质胶（迁移实验），细胞

培养箱中孵育 15 h，迁移侵袭通过滤膜的细胞被

0.1% 结晶紫在室温下染色 10 min，显微镜下照相、

计数统计 [7]。

1.2.5  实时迁移侵袭实验　参考课题组前期发表

研究 [15]。采用实时细胞分析（RTCA）平台，细胞

迁 移 侵 袭 到 下 层 接 触 电 极 板 产 生 电 信 号， 通 过 系

统换算为细胞指数，该指数大小与细胞数成正比，

每 15 min 检测 1 次信号，以实时检测细胞迁移侵

袭能力。

1.2.6  qRT-PCR 实 验　 实 验 方 法 参 考 课 题 组 前

期 研 究 [7, 13]， 采 用 TRIzol 法 提 取 RNA 并 逆 转 录

为 cDNA， 采 用 SYBR Green 法 检 测 相 关 基 因 表

达。95 ℃预温 10 min，95 ℃变性 10 min 为一循

环，共 40 个循环，60 ℃作用 10 s 退火后，72 ℃

作 用 10 s 延 伸 以 检 测 Wnt/β-catenin 信 号 通 路 关

键 基 因 mRNA 相 对 表 达 量，GAPDH 作 为 内 参，

2- △ △ Ct 表 示 基 因 相 对 表 达 量。 引 物 序 列 如 下：

GAPDH：5'-GGA GCG AGA TCC CTC CAA AAT-
3'，5'-GGC TGT TGT CAT ACT TCT CAT GG-3'；

LEF1：5'-CAA ATA AAG TGC CCG TGG TG-3'，

5'-GGA CAT GCC TTG TTT GGA GT-3'；AXIN1：

5'-CAT GAC GGA CAG CAG TGT AGA TG-3'，5'-
GGG TTC TCG GGA AAT GAG GTA G-3'；c-myc：

5'-CCA CAG CAA ACC TCC TCA CA-3'，5'-CTG 

ACA CTG TCC AAC TTG ACC C-3'；VEGF：5'-
ATC CAA TCG AGA CCC TGG TG -3 '，5' -ATC 

TCT CCT ATG TGC TGG CC-3'；cyclin D1：5'-CGG 

ACT ACA GGG GAG TTT TG -3 '，5' -AGG AGG 

TTG GCA TCG GGG T-3'；survivin：5'-GAA ACT 

GCG GAG AAA GTG CG -3'，5' -GAA TAA ACC 

CTG GAA GTG GTG C-3'。

1.2.7  CCK-8 法检测细胞增殖　实验方法参考课题

组前期研究 [7]，96 孔板中每孔接种 1×103 细胞在

细胞培养箱中培养 72 h 后加入 CCK-8 试剂 10 μL，

室 温 下 孵 育 15 min 后， 获 取 每 孔 在 450 nm 处 的

读 数 并 输 入 SPSS 软 件 计 算 FH535 对 CRC-CSCs

的半数抑制率浓度（IC50）及时间作为后续研究使

用浓度。

1.2.8  流式细胞术检测 Wnt/β-catenin 通路蛋白质表达

　2×105 细胞使用 BD 穿膜液在室温下固定 40 min，然

后与 1/100 比例的一抗在 4 ℃避光下孵育 40 min；

冷 PBS 洗涤后与 FITC 和 APC 标记的 1:100 二抗在

37 ℃下孵育 30 min；不添加一抗，直接与 1:100 二

抗孵育设定为同型对照。冷 PBS 洗涤后细胞悬浮于

500 μL PBS 中， 上 机 检 测， 获 得 数 据 使 用 FlowJo 

10.0 软件进行分析。平均荧光强度比值与蛋白质表

达量成正比，平均荧光强度比值 = 样本平均荧光强

度 / 对应同型对照样本平均荧光强度。

1.3  统计学处理 

采用SPSS 19.0软件进行分析。正态分布计量

资料采用均数±标准差（x±s）表示，组间比较采

用配对样本t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  CD133+CD44+ CRC-CSCs 特征的鉴定

首先分选出CD133 +CD44 +细胞（图1A），再

采 用 国 际 通 用 的 成 球 实 验 来 鉴 定 其 肿 瘤 干 细 胞 特

征，数据显示：CD133+CD44+与CD133-CD44-细胞

成球数量分别为324.33±9.29，18.33±3.06，差

异有统计学意义（ t=54.19，P=0.00），与其他研

究组结论相同 [16]（图1B）。提示CD133 +CD44 +是

研究CRC-CSCs可靠的细胞模型。
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2.2  FH535 药物浓度的确定

1×10 3 CRC -CSCs接种于96孔板中，使用不

同浓度FH535作用0、24、48、72 h，对照组不加

入药物。采用CCK -8法检测酶标仪在450 nm处的

读数输入SPSS 19 .0软件计算确定FH535的IC 50为

40 μmol/L，并作为后续研究使用浓度。

2.3  FH535 对 CRC-CSCs 自我更新能力的影响

采 用 成 球 实 验 及 有 限 浓 度 稀 释 法 检 测 C R C -
CSCs自我更新能力的变化。成球实验数据显示：

实 验 组 、 对 照 组 细 胞 球 数 量 为 5 7 . 3 3 ± 5 . 0 3 、

3 1 3 . 6 7 ± 1 3 . 0 5 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ t =

- 3 1 . 7 4 ， P = 0 . 0 0 ） ； 有 限 浓 度 稀 释 法 结 果 ：

实 验 组 、 对 照 组 C R C - C S C s 成 球 比 例 分 别 为

11.60/100±1.60/100、75.50/100±3.98/100，差

异有统计学意义（t=-25.81，P=0.00）。

2.4  FH535 对 CRC-CSCs 迁移、侵袭能力的影响

采 用 传 统 的 T r a n s w e l l 迁 移 、 侵 袭 实 验 检 测

两 组 细 胞 迁 移 侵 袭 能 力 变 化 。 实 验 组 、 对 照 组 迁

移 细 胞 数 分 别 为 1 0 . 6 6 ± 2 . 0 8 、 9 0 . 0 0 ± 5 . 0 0 （ t =

- 2 5 . 3 7 ，P= 0 . 0 0 ） ； 侵 袭 细 胞 数 分 别 为 8 ± 1 ，

2 0 ± 5 （ t =- 4 . 0 8 ，P= 0 . 0 1 5 ） （ 图 2 A ） 。 由 于

C R C - C S C s 数 量 较 少 ， 进 一 步 采 用 R T C A 平 台 实

时 检 测 细 胞 在 2 5  h 后 的 迁 移 侵 袭 能 力 变 化 。 实

验 组 、 对 照 组 迁 移 细 胞 指 数 分 别 为 0 . 1 7 ± 0 . 0 5 、

0 . 3 7 ± 0 . 0 9 （ t = 3 . 3 8 ， P = 0 . 0 3 ） ； 侵 袭 细 胞 指

数 分 别 为 0 . 1 4 ± 0 . 0 4 、 0 . 3 7 ± 0 . 0 7 （ t =- 5 . 0 5 ，

P=0.007）（图2B）。

2.5  FH535 对 CRC-CSCs 中 Wnt/β-catenin 通

路的影响

最 后 对 F H 5 3 5 抑 制 C S C s 自 我 更 新 、 迁 移 侵

袭 能 力 的 机 制 进 行 探 讨 ， 通 过 q R T - P C R 及 流 式

细 胞 术 分 别 检 测 了 W n t / β - c a t e n i n 通 路 关 键 基

因 L E F 1 、 A X I N 1 及 下 游 基 因 c - m y c 、 V E G F 、

c y c l i n  D 1 、 s u r v i v i n 的 m R N A 及 蛋 白 质 表 达 变

化 [ 1 7 ]。 q R T - P C R 数 据 显 示 ： 实 验 组 、 对 照 组 中

L E F 1 、 A X I N 1 、 c - m y c 、 V E G F 、 c y c l i n  D 1 、

surv iv in的mRNA相对表达量分别为1.15±0.14、

1 . 7 2 ± 0 . 1 8 、 1 . 3 8 ± 0 . 4 6 、 1 . 7 2 ± 0 . 0 6 、

1 . 1 2 ± 0 . 1 2 、 1 . 2 7 ± 0 . 0 4 及 2 . 3 3 ± 0 . 2 2 、

3 . 1 9 ± 0 . 3 2 、 2 . 2 2 ± 0 . 2 8 、 3 . 9 5 ± 0 . 0 9 、

2 . 6 1 ± 0 . 0 7 、 1 . 9 8 ± 0 . 0 3 （ t =- 7 . 8 7 1 、 - 7 . 0 2 、

-5.07、-20.39、-16.10、-24.60，均P<0.00）。

流 式 细 胞 术 检 测 蛋 白 质 数 据 显 示 ： 实 验 组 、 对

照 组 中 L E F 1 、 A X I N 1 、 c - m y c 、 V E G F 、 c y c l i n 

D1、survivin的蛋白质相对表达量为0.48±0.07、

0 . 8 2 ± 0 . 0 5 、 0 . 3 8 ± 0 . 0 5 、 1 . 3 8 ± 0 . 0 6 、
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图 1　CRC-CSCs 的分选与鉴定　　A：流式细胞术分选 CD133+CD44+（P3）及 CD133-CD44-（P4）细胞；B：成球实验检测
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Figure 1　Sorting and identifi cation of CRC-CSCs　　A: Fluorescence-activated cell sorting for isolation of CD133+CD44+ (P3) and CD133–

CD44– (P4) cells; B: Sphere-forming assay for determination of self-renewal ability
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0 . 6 7 ± 0 . 0 8 、 0 . 2 7 ± 0 . 0 6 及 1 . 2 7 ± 0 . 0 7 、

1 . 7 0 ± 0 . 0 5 、 0 . 9 3 ± 0 . 0 7 、 2 . 3 0 ± 0 . 3 1 、

1.56±0.11、0.90±0.02（ t=-13 .79、-21 .68、

-11.16、-4.94、-11.19、-18.45，均P<0.01）（图3）。
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Figure 2　Measurement of migration and invasion abilities　　A: Transwell assay; B: RTCA

5

4

3

2

1

0

m
R

N
A

相
对

表
达

量

■ 实验组
■ 对照组

LEF AXIN1 c-myc VEGF
Cyclin D1

survivin

3

2

1

0

蛋
白

质
相

对
表

达
量

■ 实验组
■ 对照组

LEF AXIN1 c-myc VEGF
Cyclin D1

survivin

P<0.05

P<0.05

P<0.05

P<0.05

P<0.05

P<0.05

P<0.05

P<0.05

P<0.05

P<0.05

P<0.05

P<0.05

图 3　qRT-PCR 及流式细胞术检测细胞 mRNA 及蛋白质表达
Figure 3　Detection of the the mRNA and protein expressions by qRT-PCR and fl ow cytometry

A

B



成蕾，等：FH535对结直肠癌肿瘤干细胞自我更新及侵袭迁移的抑制作用及机制第 10 期 1293

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

3　讨　论

大 量 研 究 [ 1 8 - 1 9 ]证 实 W n t / β - c a t e n i n 通 路 的 异

常 激 活 是 导 致 结 直 肠 癌 发 生 、 进 展 的 关 键 因 素 ，

因 此 W n t / β - c a t e n i n 通 路 已 经 成 为 结 直 肠 癌 治 疗

的 关 键 靶 点 。 一 部 分 W n t / β - c a t e n i n 通 路 抑 制 剂

例 如 O M P - 1 8 R 5 、 O M P - 5 4 F 2 8 、 P R I - 7 2 4 等 已 经

进入结直肠癌治疗的临床实验 [ 20]。与上述抑制剂

机 制 不 同 的 是 ， F H 5 3 5 通 过 抑 制 激 活 因 子 G R I P 1

和 β - c a t e n i n 对 P P A R γ 和 P P A R δ 的 募 集 作 用 ，

进一步抑制β -catenin /TCF -转录，最终导致Wnt/

β-catenin通路抑制发挥抗肿瘤效应[10, 21-22]。

最新研究 [23]证明，CSCs介导了肿瘤的耐药、

迁 移 侵 袭 及 转 移 复 发 。 目 前 已 有 F H 5 3 5 抑 制 普 通

肿 瘤 细 胞 恶 性 行 为 的 研 究 ， 但 在 决 定 肿 瘤 预 后 的

CSCs中却未见相关报道。故本研究通过流式细胞

术分选出CD133+CD44+的CRC-CSCs，探讨FH535

对CSCs自我更新、迁移侵袭的影响及机制。细胞

通 过 自 我 更 新 产 生 至 少 一 个 完 全 保 留 干 性 特 征 的

子 代 细 胞 ， 以 维 持 其 干 细 胞 潜 能 ； 同 时 获 得 另 外

一个肿瘤细胞以促进肿瘤细胞群的生长 [ 24]。研究

已经证实，自我更新能力是CSCs介导肿瘤转移复

发 的 根 源 。 本 研 究 通 过 成 球 实 验 及 有 限 浓 度 稀 释

法证实FH535作用后CRC-CSCs自我更新能力受到

明显抑制。

肿 瘤 细 胞 由 原 发 病 灶 处 脱 离 ， 通 过 淋 巴 系

统 、 血 液 循 环 等 途 径 在 转 移 器 官 中 定 植 并 继 续 增

殖形成转移灶。细胞的迁移侵袭能力是决定CSCs

能 否 转 移 成 功 的 最 重 要 因 素 之 一 ， 因 此 本 研 究 观

察FH535是否对CRC-CSCs迁移侵袭能力产生直接

影响。本研究Transwel l迁移侵袭实验及实时迁移

侵 袭 实 验 均 提 示 ， F H 5 3 5 作 用 C R C - C S C s 后 ， 细

胞 迁 移 侵 袭 能 力 明 显 被 削 弱 。 最 后 ， 本 研 究 探 讨

FH535抑制CRC-CSCs自我更新、迁移侵袭的分子

机制。qRT-PCR结果显示，FH535作用CRC-CSCs

后，细胞中Wnt/β -ca ten in信号通路基因LEF1、

A X I N 1 及 下 游 基 因 c - m y c 、 V E G F 、 c y c l i n  D 1 及

surviv in的mRNA表达明显下调；而后通过流式细

胞 术 检 测 了 上 述 基 因 蛋 白 质 表 达 变 化 ， 与 m R N A

表达情况一致。传统的蛋白质检测多采用Western 

b l o t 技 术 ， 该 技 术 操 作 流 程 相 对 简 单 ， 对 实 验 设

备要求不高，但检测需要2~3 d、所需细胞大概为

1 ~ 2 × 1 0 6个 细 胞 / 样 本 。 而 课 题 组 研 究 提 示 C R C -
C S C s 所 占 比 例 极 小 （ 0 . 5 % 左 右 ） ， 甚 至 无 法 检

测，采用Western blot技术检测蛋白质无疑十分困

难 。 所 以 本 课 题 组 采 用 高 灵 敏 度 的 流 式 细 胞 术 检

测 蛋 白 质 表 达 。 流 式 细 胞 术 检 测 蛋 白 质 由 于 技 术

含 量 相 对 较 高 而 没 有 广 泛 开 展 ， 但 其 具 有 操 作 时

间 短 、 所 需 样 本 少 、 检 测 更 加 准 确 的 优 势 ， 该 技

术只需要1×10 5个细胞/2样本在3 h内即可获取蛋

白质表达数据，其检测精度并不亚于Western blot

技术[25-26]。

综 上 ， 本 研 究 在 纯 化 的 C R C - C S C s 中 发 现

F H 5 3 5 可 能 通 过 抑 制 W n t / β - c a t e n i n 信 号 通 路 活

性，最终导致CSCs自我更新、迁移侵袭能力明显

削弱。结果可能为靶向抑制CSCs介导的肿瘤转移

复发提供新的思路。
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