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【摘 要】目的：研究人鼻咽癌细胞株中肿瘤干细胞分离鉴定方法及对肿瘤多药耐药机制。 方法：取鼻咽癌细胞株

（SUNE），进行细胞的培养、传代及鉴定，采用免疫荧光细胞化学技术联合流式细胞仪检测SUNE中CD133-及CD133+细胞

体外分化能力。利用免疫磁珠分选技术完成CD133+肿瘤细胞纯化，测定CD133+细胞体外增殖能力，将其与未分选及

CD133-细胞进行比较。取顺铂、紫杉醇化疗药物，采用CCK-8法测定CD133+细胞耐药性。取10只4周龄 ICR小鼠，皮下

注射人鼻咽癌细胞株和普通细胞株，分析耐药性。结果：分离培养的SUNE在含有血清的培养基中呈贴壁生长，并且生

长活跃，培养2~3 d后倒置显微镜下显示细胞呈梭形、扁平状，光泽度良好，培养2 周左右细胞融合瓶底80.00%；流式细胞

仪检测结果显示：约0.35%细胞表面膜存在抗原CD133。免疫细胞化学显示：SUNE细胞贴壁爬行，部分细胞能与SUNE

中的CD133-相互结合，荧光显微镜下显示呈现橙红色，球状；向经免疫磁珠分选后的细胞中加入培养基，细胞呈单细胞，

球形，悬浮生长。随着培养时间的不断延长，细胞开始出现团状生长，体积增加，细胞数量增多，培养24 h后细胞开始贴壁

生长，培养 7 d 后呈串状生长；CD133+肿瘤细胞、CD133-肿瘤细胞及未分选细胞随着时间的延长细胞均出现增长，且

CD133+肿瘤细胞增殖能力显著高于CD133-肿瘤细胞及未分选细胞（P<0.05）。10只小鼠均可见瘤体形成，种植人鼻咽癌

细胞株组的瘤体体积显著大于普通细胞株组（P<0.05）。结论：鼻咽癌干细胞中CD133+对化疗药物的耐药性强。
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Separation and identification of tumor stem cells in human nasopharyngeal carcinoma cell lines

and its mechanism of multidrug resistance

LIU Chaoqun

Department of Oncology, the Third Xiangya Hospital of Central South University, Changsha 410013, China

Abstract: Objective To study the method for separating and identifying tumor stem cells in human nasopharyngeal carcinoma

cell lines, and investigate the mechanism of multidrug resistance. Methods The cell culture, subculture and identification of

nasopharyngeal carcinoma cell lines (SUNE) were carried out, and the in vitro differentiation ability of CD133- cells and CD133+

cells in SUNE was detected with immunocytochemistry combined with flow cytometry. CD133+ tumor cells were purified with

immunomagnetic cell separation technology. The in vitro proliferation ability of CD133+ cells was determined, and then compared

with that of unsorted cells and CD133- cells. The drug resistance of CD133+ cells in the treatment of cisplatin and paclitaxel was

determined by CCK-8 method. ten ICR mice aged 4 weeks were injected subcutaneously with human nasopharyngeal carcinoma

cell lines and normal cell lines, and the mechanism of multidrug resistance was analyzed. Results The SUNE isolated and cultured

in serum-containing medium were adherent growth, with active growth. After SUNE being cultured for 2-3 d, inverted microscope

showed that the cells were spindle, flat, with good gloss. After SUNE being cultured for about 2 weeks, the cell fusion bottle was

80.00% ; and with the use of flow cytometry, antigen CD133 was detected on about 0.35% of cell surface membrane.

Immunocytochemistry showed that SUNE cells were adherent growth, some of which were combined with CD133- in SUNE,

appearing orange red and globose under fluorescence microscope. The cells after immunomagnetic cell separation were added

to the medium, and the cells were single cells, spherical, in suspended growth. With the prolonging of culture time, cells began

to appear nodular growth, increase in volume and cell quantity. The cells were adherent growth after being cultured for 24 h, and

began to grow in clusters after 7 d of culture. The number of unsorted cells, CD133- tumor cells and CD133+ tumor cells were

increased with the extension of time, and the proliferation of CD133+ tumor cells was significantly higher than that of CD133-

tumor cells and unsorted cells (P<0.05). The tumors were found in all 10 mice, and the volume of human nasopharyngeal
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前 言

鼻咽癌是临床上常见的恶性肿瘤，在我国南方及

东南亚地区发病率较高，享有“广东瘤”之称［1］。目前，

临床上对于鼻咽癌以放、化疗治疗为主，上述方法能延

缓病情的发展、改善患者症状，但是患者治疗过程中毒

副反应发生率较高，再加上鼻咽部位淋巴组织相对丰

富，多数患者发病早期已经发生转移，持续的放疗、化

疗增加了鼻咽癌耐药性，治疗后复发率较高［2］。因此，

要想提高鼻咽癌治疗效果，关键是要深入研究人鼻咽

癌的发生、发展及其肿瘤多药耐药机制［3］。

传统的肿瘤研究和治疗将肿瘤视为一个总体，忽

略了总体中个体差异，在一定程度上影响肿瘤研究的

进展及肿瘤的治疗现状。肿瘤干细胞理论为肿瘤的研

究提供新的思路。该理论认为：肿瘤干细胞是一类特

殊的细胞，具有自我更新能力，能在特定的条件下进行

分化，是肿瘤发生、发展、转移及复发的主要原因［4-5］。

但是，临床上对于鼻咽癌肿瘤干细胞的分离、培养方法

存在较大争议。有学者从人鼻咽癌细胞株中鉴定出干

细胞样的SP细胞，但是SP细胞分离技术存在一定的缺

陷性，难以全面反映肿瘤干细胞的生物学特性［6-7］。再

加上临床上对于肿瘤干细胞的鉴定尚缺乏统一的标准，

导致细胞纯度较低［8］。CD133是继CD34后又一重要的

造血干细胞表面抗原标志，它作为一种干细胞标志物

在肝癌、结肠癌、肺癌等多种实体肿瘤中均有表达。文

献［9-10］报道显示：CD133肿瘤细胞与肿瘤的发生、发

展、耐药及复发等关系密切。但是，目前临床上对于

CD133与鼻咽癌的关系尚不完全知晓［11］。

笔者成功分离、鉴定人鼻咽癌细胞株，并且完成

其耐药机制体外实验，探讨人鼻咽癌细胞株中肿瘤

干细胞分离鉴定方法及其对肿瘤多药耐药机制。

1 材料和方法

1.1 材料

设计：细胞分离、培养试验。时间及地点：2014年

12月~2016年6月在中南大学湘雅三医院完成。对象：

取10只4周龄 ICR小鼠，雌雄随机，体重23~45 g，平均

（32.9±3.0）g，所选动物均由中南大学湘雅三医院动物

实验中心提供。实验过程中对裸鼠饲养、处理均符合

《关于善待实验动物的指导下意见》相关规则。所有试

验均通过中南大学湘雅三医院动物委员会批准同意。

主要仪器和试剂：人鼻咽癌细胞株SUNE（中南大学湘

雅三医院病理科提供）、10.0%胎牛血清（杭州四季青公

司）、倒置相差显微镜（日本Olympus公司）、DMEM培

养基（GIBCO公司）、碱性成纤维细胞生长因子（bFGF,

美国R&D公司）、CD133细胞分选试剂盒（德国Miltenyi

Biotec公司）、顺铂和紫杉醇（齐鲁制药有限公司）等。

1.2 方法

1.2.1 人鼻咽癌细胞株（SUNE）培养及传代 ① 取医

院病理实验室提供的人鼻咽癌细胞株，将其放置在浓

度为10.0%的胎牛血清的完全培养液中，在浓度为5%

CO2，37 ℃的饱和温度培养箱中进行培养，每天换液

1次。待细胞生长融合 80.0%时加完全培养液，按照

1:2比例进行传代培养。 ② 流式细胞仪测定。取获

得的人鼻咽癌细胞 SUNE，计数 107个，采用浓度为

0.25%胰酶消化，加入培养液终止消化，采用浓度为

0.01%磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffer Solution, PBS）

进行洗涤，重悬，5 min 离心，速度为 1 000 rpm，去除

上层清液后加入藻红蛋白完成对抗CD133的标记，加

入20 μL FcR阻断剂，80 μL buffer，充分混合均匀后放

入4 ℃下避光，洗涤后重悬，离心后去除上层清夜，并

加入500 μL buffer重悬细胞［11］。 ③ 免疫细胞化学法

测定。取5×104个SUNE细胞，加入浓度为0.25%胰酶

消化，将其接种在盖玻片上，加入少许培养液，待细胞

贴壁后加入足够的培养液，连续进行2~3 d培养，采用

浓度为4%多聚甲醛进行15~20 min固定，PBS洗涤后

加入浓度1%小牛血清进行30 min封闭。最后25 μL加

入PE标记的CD133+抗体，PBS冲洗3次，每次2 min；

加入生物素标记羊抗鼠 IgG，在室温下反应 10 min，

PBS冲洗3次，每次2 min；加入链霉素抗生物素蛋白-

过氧化物酶，室温下反应10 min，PBS冲洗3次，每次

2 min，避光保存 30 min，采用缓冲甘油封片，在倒置

显微镜下观察细胞形态［12］。

1.2.2 CD133 +肿瘤细胞纯化及增殖能力测定 ①
CD133+肿瘤细胞纯化。取已经培养的细胞，细胞总

量为107数量级，采用浓度为0.01%PBS进行冲洗，加

入适当的胰酶进行消化，采用buffer洗涤，重悬、离心

后去除上层清夜。加入300 μL buffer重悬细胞，加入

100 μL FC受体后加入100 μL抗CD133+免疫磁珠，充

carcinoma cell lines in the right side were significantly larger than that of the common cell lines (P<0.05). Conclusion CD133+

cells in nasopharyngeal carcinoma stem cells have a strong resistance to chemotherapeutic drugs.

Keywords: nasopharyngeal carcinoma; malignant tumor; tumor stem cell; isolation and identification; multidrug resistance;

immunocytochemistry; flow cytometry; nasopharyngeal carcinoma cells; in vitro differentiation; immunomagnetic cell separation

technology
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分混合均匀后放置在4~8 ℃下避光保存。加入5 mL

buffer重悬，10 min离心，速度为300 rpm，离心完毕后

去除上层清液，加入 0.5 mL buffer重悬细胞，安装磁

珠分选架和LS柱及 3 mL buffer湿柱，加入缓冲液分

4次分选洗涤，然后将其移出磁场，将获得的细胞再

次根据上述步骤进行分选［13］。 ② CD133+肿瘤细胞

增殖能力测定。利用甲基偶氮唑蓝（MTT）测定细胞

CD133+的增殖能力。将分选后的CD133+、CD133-及

未分选的细胞接种在 96孔板中，每孔中加入 0.2 mL

含有 20 mg/mL EGF 和 bFGF 的无血清培养液中，在

浓度为5% CO2，37 ℃的饱和温度培养箱中进行培养，

每3 d换液一次，采用MTT比色法在细胞生长第1、3、

5、7天增殖状态进行测定，在490 nm下测定细胞的吸

光度（A），绘制生长曲线［14-15］。

1.2.3 CD133+细胞多药耐药性测定 采用CCK-8法测定

人鼻咽癌细胞株CD133+干细胞对顺铂、紫杉醇化疗药

物的耐药指数，测定药物半数有效抑制浓度（IC50），研

究人鼻咽癌细胞株中干细胞多药耐药性。不同化疗药

物均采用连续倍比法稀释为10个浓度，顺铂、紫杉醇物

最大浓度为200及800 μg/mL［16-17］。

1.2.4 小鼠成瘤试验 为了检测人鼻咽癌细胞株的成

瘤能力进行小鼠成瘤试验。取 10只小鼠，分为 2组

种植部位均为背部，左侧种植CNE2普通细胞，右侧

种植人鼻咽癌细胞株，细胞数量为 1×105cells，比较 2

种细胞成瘤能力。

1.2.5 统计学分析 采用SPSS18.0软件处理，计数资

料采用n（%）表示，行卡方检验，计量资料采用均数±

标准差表示，行 t检验，P<0.05表示有统计学意义。

2 结 果

2.1 人鼻咽癌细胞培养情况

原代人鼻咽癌细胞加入培养基后生长缓慢，多

为椭圆形、分布缺乏规律性；培养 2~3 d后人鼻咽癌

细胞株多数开始贴壁生长，且细胞生长活跃，呈梭

形、扁平状，光泽度良好；培养 2 周后细胞融合瓶底

80.00%，细胞增殖稳定，见图1。

图1 人鼻咽癌细胞株SUNE生长情况（1:50）
Fig.1 Growth of nasopharyngeal carcinoma cell lines SUNE (1:50)

a: Initial culture of human nasopharyngeal carcinoma cells SUNE; b: 2-3 days after culture, cells were adherent growth; c: Human

nasopharyngeal carcinoma SUNE growth for 2 weeks

ca b

2.2 CD133-在SUNE中的表达情况

免疫细胞化学显示：SUNE细胞贴壁爬行，少许细

胞与CD133-结合，荧光显微镜下显示呈现橙红色，球状，

见图2。

2.3 免疫磁珠分选后CD133+细胞形态

向经免疫磁珠分选后细胞中加入培养基，细胞呈

单细胞，球形，悬浮生长。培养24 h后开始贴壁生长；

培养2 d后细胞开始出现团状生长，体积增加；培养3 d

后细胞数量增多，呈团簇状；7 d后呈串状生长，见图3。

2.4 CD133肿瘤细胞增殖能力测定

CD133+肿瘤细胞、CD133-肿瘤细胞及未分选细

胞培养后均存在明显的增殖能力；CD133+肿瘤细胞

增殖能力，高于 CD133- 肿瘤细胞及未分选细胞

（P<0.05），见表1。

2.5 人鼻咽癌细胞株体内成瘤试验

10只小鼠均可见瘤体形成，右侧种植人鼻咽癌细

胞株组瘤体体积，大于普通细胞株组（P<0.05），见图4。

2.6 CD133+细胞不同化疗药物多药耐药性比较

顺铂、紫杉醇对CD133+细胞和未分选细胞的半

数抑制浓度均较高，耐药性均较强，且顺铂对CD133+

细胞和未分选细胞的半数抑制浓度、耐药性均高于

紫杉醇（P<0.05），见表2。

3 讨 论

鼻咽癌是临床上常见的疾病，患者发病早期临

床症状缺乏特异性，多数患者一旦确诊已经是中、晚

中国医学物理学杂志 第35卷-- 958



期，患者多以化疗等辅助治疗为主［18］。该方案虽然

能改善患者症状，但是药物不良反应发生率较高，肿

瘤多药耐药率较高，难以达到预期的治疗效果。文

献报道显示［19］：肿瘤多药耐药的出现是影响肿瘤患

者治疗、复发及转移的主要原因。

随着组织工程技术的不断发展，肿瘤干细胞成为

人们研究的热点和重点。肿瘤干细胞是一类特殊的细

胞，具有自我更新和多向分化潜能，是肿瘤发生、发展、

复发及转院的主要原因。目前，临床上对于肿瘤细胞

的鉴定尚存在较大的争议，其最权威的方法是测定肿

瘤干细胞表面的特异性标志［20-21］。本研究中，分离培养

的人鼻咽癌细胞株SUNE在含有血清的培养基中呈贴

图2 CD133-在SUNE中的表达情况

Fig.2 CD133- expression in SUSE
a-b: CD133- expression in SUNE detected by flow cytometry; c-d: CD133- expression in SUNE under fluorescence microscope

b

d

a

c

dba c

图3 免疫磁珠分选后CD133+细胞形态

Fig.3 Morphology of CD133+ cells after immunomagnetic cell separation
a: Cell morphology after 1 d of culture; b: Cell morphology after 2 d of culture; c: Cell morphology after 3 d of culture;

d: Cell morphology after 7 d of culture

Cell type

CD133+ tumor cell

CD133- tumor cell

Unsorted cell

1 d

0.334±0.041ab

0.401±0.040b

0.335±0.039

3 d

0.565±0.081ab

0.415±0.057b

0.371±0.052

5 d

1.536±0.083ab

1.124±0.078b

0.989±0.074

7 d

1.591±0.084ab

1.241±0.076b

1.028±0.071

表1 CD133肿瘤细胞增殖能力测定（ x̄ ± s）
Tab.1 CD133 tumor cell proliferation assay (Mean±SD)

Compared with CD133- tumor cells, aP<0.05; compared with unsorted cells, bP<0.05
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壁生长，并且生长活跃，培养2~3 d后倒置显微镜下显

示细胞呈梭形、扁平状，光泽度良好，培养2周左右细胞

融合瓶底80.00%。文献报道［22-23］显示：在鼻咽癌细

胞株中能分离出SP细胞，该细胞具有较强的致瘤性，对

放、化疗等具有明显的抵抗作用。由此说明：在鼻咽癌

组织及细胞株中存在一类特殊的细胞，在肿瘤的发生、

发展中发挥了重要的作用［24］。本研究中，流式细胞仪

检测结果显示：约0.35%细胞表面膜存在抗原CD133。

免疫细胞化学显示：SUNE细胞贴壁爬行，部分细胞能

与SUNE中的CD133-相互结合，荧光显微镜下显示呈

现橙红色，球状。CD133又称为prominin-1，属于具有

独特的5个跨膜结构域和2个大的N-糖基化细胞外的

跨膜糖蛋白，该物质的表达显著特点是能随着细胞的

分化迅速下调，能成为细胞分离、鉴定的独立标志物。

图4 人鼻咽癌细胞株体内成瘤试验

Fig.4 Human nasopharyngeal carcinoma cell line in vivo

tumorigenicity test

Chemotherapeutic drug

Cisplatin

Paclitaxel

Median inhibitory concentration (IC50 value)/μg∙mL-1

CD133+ cell

453.36±22.15a

17.28±0.22

Unsorted cell

20.19±0.35a

3.20±0.33

Resistance index

22.521a

6.102

Compared with paclitaxel, aP<0.05

表2 CD133+细胞和未分选细胞不同化疗药物多药耐药性比较

Tab.3 Comparison of multidrug resistance of CD133 + cells and unsorted cells

CD133最早用于鉴定造血干细胞、内皮组细胞的鉴定，

后来CD133在脑肿瘤、肺癌、前列腺癌的表达中发挥重

要的作用［25］。文献［26-27］报道显示：CD133可以联合

其他表面标志完成干细胞的分离、鉴定。本研究中，将

免疫磁珠分选后获得的细胞加入培养基中培养，细胞

呈单细胞，球形，悬浮生长。随着培养时间的不断延长，

细胞开始出现团状生长，体积增加，细胞数量增多，培

养24 h后细胞开始贴壁生长，培养7 d后呈串状生长。

本研究中，CD133+肿瘤细胞、CD133-肿瘤细胞及未

分选细胞随着时间的延长细胞均出现增长，且CD133+

肿瘤细胞增殖能力，显著高于CD133-肿瘤细胞及未分

选细胞（P<0.05）。由此看出：CD133细胞经过免疫磁珠

分选后CD133+肿瘤细胞能快速生长，不仅能促进肿瘤

的生长、繁殖，还具备较强的分化能力。而CD133-肿瘤

细胞及未分选细胞则不会促进肿瘤的发生、发展。提

示：CD133+肿瘤细胞具备自我更新，促进肿瘤分化能力，

符合干细胞的生物学特性［28］。为了进一步验证鼻咽癌

中CD133+肿瘤细胞的耐药性，实验中以常用化疗药物

顺铂、紫杉醇作为研究对象，采用CCK8法检测药物耐

药性，测定其耐药性，结果显示：CD133+细胞和未分选

细胞对顺铂、紫杉醇耐药性强，且CD133+细胞耐药性，

显著高于未分选细胞（P<0.05）。由此看出：常用的化疗

药物虽然能杀死一般鼻咽癌细胞，但是CD133+干细胞

具有更强的耐药性，并且抗精神药物氯丙嗪能像杀灭

鼻咽癌细胞一样杀死鼻咽癌 CD133+干细胞。文献

［29-30］报道显示：氯丙嗪是临床上常用的抗精神药物，

患者用药后药物能在鼻咽癌细胞中产生过量的P-糖蛋

白，能协同其他药物发挥明显的抑制作用，延长患者寿

命，改善患者生活质量，能为鼻咽癌的治疗提供新的思

路和方法。

综上所述，利用免疫荧光细胞化学技术联合流

式细胞仪能完成人鼻咽癌细胞株中肿瘤干细胞的分

离、鉴定，CD133+干细胞对化疗药物的耐药性强。
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