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基底样乳腺癌与管腔Ａ乳腺癌干／祖细胞的表型分析
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　　【摘要】　目的　比较人基底样乳腺癌和管腔Ａ乳腺癌干／祖细胞分化前后的细胞表型变化。方法　应用乳腺

癌细胞球无血清悬浮培养法获取乳腺癌干／祖细胞；分别以荧光免疫技术和流式细胞术检测基底样乳腺癌和管腔Ａ

乳腺癌干／祖细胞分化前后细胞角蛋白ＣＫ１４、ＣＫ１８、ＣＫ１９和ＣＤ４４、ＣＤ２４的表达情况；分析原代细胞内ＣＤ４４＋

ＣＤ２４－细胞水平与克隆形成率的关系。结果　基底样乳腺癌干／祖细胞表达ＣＫ１９＋／ＣＫ１４＋，不表达ＣＫ１８－，经血

清诱导分化后，管腔上皮标志ＣＫ１８和肌上皮标志ＣＫ１４呈阳性表达；管腔Ａ乳腺癌干／祖细胞呈ＣＫ１８＋／ＣＫ１９＋／

ＣＫ１４－表型，诱导分化后管腔上皮标志ＣＫ１８和ＣＫ１９表达，而肌上皮细胞标志ＣＫ１４则不表达；ＣＤ２４在基底样乳

腺癌表达极低或无表达，但在管腔Ａ乳腺癌高表达。基底样乳腺癌原代细胞中水平较高的是ＣＤ４４－／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细

胞，含ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞（２．５２±０．５８）％，而管腔 Ａ乳腺癌 ＣＤ４４－／ＣＤ２４＋ 细胞所占的比例最高，但不含

ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞或水平极低。结论　基底样乳腺癌和管腔 Ａ乳腺癌干／祖细胞有不同的细胞表型，二者的

分化能力和分化方向也不同，可能起源于不同的乳腺上皮细胞。
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　　基底样乳腺癌和管腔 Ａ乳腺癌是乳腺癌的２个分子亚

型，二者不仅在临床病理特点和基因表达谱有明显差异，在生

长过程中也表现出细胞表型不同［１３］。本文收集基底样乳腺癌

和管腔Ａ乳腺癌，通过原代细胞培养获取其干／祖细胞，以

ＣＫ１４、ＣＫ１８和ＣＫ１９三种细胞角蛋白，两种与肿瘤干细胞相

关的标记物ＣＤ２４和ＣＤ４４作为检测指标，初步探讨这两种乳

腺癌分子亚型干／祖细胞在分化过程中的表型变化。

１　材料与方法

１．１　主要材料　本文收集的１７例乳腺癌标本由重庆医科大

学附属第一医院普外科提供，取材时间２００８年４月至２０１０年

１月，所有病例术前未经化疗和放疗，病理确诊为乳腺浸润性

导管癌，并根据术后免疫组化结果分型：基底样乳腺癌［ＥＲ－、

ＨＥＲ２－、ＥＧＦＲ＋和（或）ＣＫ５／６＋］４例；管腔 Ａ乳腺癌（ＥＲ＋、

ＨＥＲ２－）１３例。主要试剂包括 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ
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公司）、胎牛血清（杭州四季青公司）、表皮生长因子（ＥＧＦ）和碱

性纤维母细胞生长因子（ｂＦＧＦ）（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司）、红细胞裂解

液（碧云天生物公司）、Ｂ２７添加剂（Ｇｉｂｃｏ公司）、ＣＤ４４ＦＩＴＣ

和ＣＤ２４ＰＥ抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司）。本实验流式细胞检测在

重庆医科大学儿科研究所完成，其他部分在重庆医科大学附属

第一医院眼科学重点实验室和神经病学实验室完成。

１．２　乳腺癌原代细胞无血清培养　手术切取乳腺癌活体组

织，剪成不大于１ｍｍ３ 组织块，必要时使用胰酶和Ⅲ型胶原酶

消化，以ＤＨａｎｋｅｒ′ｓ液反复冲洗，２００目细胞筛滤过后１０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，加入红细胞裂解液后再次离心，去除红细

胞、死细胞及其他组织碎片，制作成乳腺癌单细胞悬液，加入台

盼蓝染色，在血细胞计数器下计数活细胞，以１×１０５／ｍＬ接种

于ＤＭＥＭ／Ｆ１２无血清培养基（含２０Ｕ／ＬＥＧＦ、２０Ｕ／ＬｂＦＧＦ

和２％Ｂ２７添加剂）中，于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱中

培养。每３～５天更换培养液。每日在相差显微镜下观察、计

数形成的乳腺癌细胞微球。并按下列公式计算克隆形成率

（ＭＳＦＥ）：ＭＳＦＥ（％）＝细胞球数／接种细胞数×１００％。

１．３　乳腺癌干／祖细胞的诱导分化　收集生长旺盛的乳腺癌

细胞微球，制作单细胞悬液，以含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养基重悬，并以１×１０５／孔接种于放有经多聚赖氨酸预

处理盖玻片的６孔板中培养，３～５ｄ更换培养基，于倒置相差

显微镜下动态观察细胞分化和生长情况。７～１０ｄ后收集这

些分化细胞供下一步实验。

１．４　荧光免疫实验　为了检测ＣＫ１４、ＣＫ１８和ＣＫ１９在乳腺

癌干／祖细胞分化前、后的表达情况，收集乳腺癌细胞微球分化

前、后细胞，分别制成适当浓度的细胞悬液，重悬于含少量血清

的培养基（含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭＦ１２）中，滴于多聚赖氨

酸包被的盖玻片上，静置约４ｈ，待其贴附于载玻片，用４％多

聚甲醛固定３０ｍｉｎ，正常山羊血清封闭２０ｍｉｎ，加入１％ＢＳＡ

稀释的鼠抗人ＣＫ１４－抗孵育过夜，加入１％ＢＳＡ稀释的二抗

（兔抗鼠ＩｇＧＦＩＴＣ或兔抗鼠ＩｇＧＲｈＢ），３７℃孵育６０ｍｉｎ。

每个步骤间以０．０１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液（ＰＢＳ）漂洗３次，每

次５ｍｉｎ。以正常小鼠ＩｇＧ代替一抗作为阴性对照。同法用

ＦＩＴＣ标记的兔抗鼠ＩｇＧ检测ＣＫ１８和ＣＫ１９的表达。封片后

置于激光共聚焦显微镜下观察。

结果判断标准：“－”表示无或微弱的自发荧光；“＋”表示

仅能见明确可见的荧光；“＋＋”表示可见明亮的荧光；“＋＋

＋”表示耀眼荧光。

１．５　流式细胞技术　收集生长旺盛的乳腺癌细胞微球，制作

单细胞悬液，以供检测ＣＤ４４和ＣＤ２４的表达。各设实验管和

对照管，每管细胞数１０５ 个。实验管中加入２０μＬ／ｍＬ浓度的

ＣＤ４４ＦＩＴＣ和ＣＤ２４ＰＥ，对照管加入同剂量的同型对照抗体，

混匀后于室温下避光孵育２０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗２遍，再以含１％多

聚甲 醛 的 ＰＢＳ 重 悬、固 定，以 流 式 细 胞 仪 检 测 ＣＤ４４＋／

ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞水平，常规检测２次。

１．６　统计学处理　各组数据以狓±狊表示，应用ＳＰＳＳ１１．０统

计学软件完成所有统计，原代 ＭＳＦＥ与分化细胞 ＣＤ４４＋／

ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞水平的关系应用斯皮尔曼等级相关分析检验完

成。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＫ１４、ＣＫ１８和ＣＫ１９的表达　荧光免疫检测显示，乳腺

癌干／祖细胞的分化前、后ＣＫ１４、ＣＫ１８和ＣＫ１９均表达于细胞

质和细胞膜。６例基底样亚型的干／祖细胞均表达 ＣＫ１４和

ＣＫ１９，但ＣＫ１８表达较弱，诱导分化后ＣＫ１４和ＣＫ１８的表达

增强，而ＣＫ１９则弱表达（图１）。１７例管腔 Ａ亚型的干／祖细

胞均有ＣＫ１８和ＣＫ１９表达，仅有６例弱表达ＣＫ１４，诱导分化

后ＣＫ１４不再表达（图２）。

图１　ＣＫ１４、ＣＫ１８和ＣＫ１９在基底样乳腺癌的

乳腺微球及分化后细胞的表达

图２　ＣＫ１４、ＣＫ１８和ＣＫ１９在管腔Ａ乳腺癌的

乳腺微球及分化后细胞的表达

２．２　ＣＤ４４和ＣＤ２４的表达　流式细胞术检测结果显示，乳腺

癌包 含 ＣＤ４４＋／ＣＤ２４＋、ＣＤ４４－／ＣＤ２４＋、ＣＤ４４－／ＣＤ２４－ 和

ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－四群细胞。ＣＤ２４在基底样乳腺癌无表达或极

弱，而在管腔Ａ乳腺癌表达较高。ＣＤ４４＋／ＣＤ２４＋细胞在两种

亚型的表达水平都极低，在每个标本的表达水平均低于５％。

基底样乳腺癌不仅含较高水平的ＣＤ４４－／ＣＤ２４－细胞，且均检

测出ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞，平均水平（２７．７０±１．４０）％，诱导

分化后为（２．５２±０．５８）％，明显低于分化前的水平（犘＜

０．０５）。

２．３　ＣＤ４４
＋／ＣＤ２４－细胞水平与 ＭＳＦＥ的关系分析　见图３。

管腔Ａ乳腺癌的ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－细胞水平与原代细胞 ＭＳＦＥ

无明显相关性，但基底样乳腺癌的ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－细胞水平与

原代细胞 ＭＳＦＥ呈正相关。

图３　ＣＤ４４
＋／ＣＤ２４－细胞含量与 ＭＳＦＥ的关系

３　讨　　论

本研究应用无血清悬浮培养法获取的乳腺癌细胞球

（ＭＳ），是由乳腺癌干／祖细胞构成的细胞集团，可用于肿瘤干
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细胞的实验研究［４］。

细胞角蛋白除了在正常乳腺上皮表达外，也有选择性地表

达于不同乳腺癌亚型。基底样乳腺癌就是因为表达ＣＫ５／６，

ＣＫ１４和ＣＫ１７等在正常乳腺基底细胞表达的角蛋白的一种

或几种而得名。不同分化程度的上皮细胞表达的角蛋白也不

同，细胞的分化潜能、分化方向和分化过程在一定程度上通过

细胞角蛋白的表达来反映，更重要的是在正常细胞到肿瘤的形

成过程中细胞角蛋白的表达比较稳定［５］。因而角蛋白也可用

于干细胞、定向祖细胞、分化细胞的鉴别，作为探索乳腺癌的细

胞起源及分化过程的重要标记物。

本研究检测到基底样乳腺癌的干／祖细胞呈 ＣＫ１９＋／

ＣＫ１４＋，不表达ＣＫ１８，与乳腺上皮干细胞一致。经血清诱导

分化后，不仅表达ＣＫ１４等肌上皮标志，也表达管腔上皮标志

ＣＫ１８、ＣＫ１９，提示有管腔上皮细胞和肌上皮细胞存在于其子

代细胞中，证明基底样乳腺癌的干／祖细胞具有多向分化的潜

能，可向管腔上皮和肌上皮双向分化。与乳腺管腔上皮祖细胞

一样，管腔 Ａ乳腺癌干／祖细胞也呈ＣＫ１９＋／ＣＫ１４－表型，经

诱导分化后显示出ＣＫ１８和ＣＫ１９等管腔上皮标志，而未见肌

上皮细胞标志ＣＫ１４表达，提示管腔 Ａ乳腺癌的干／祖细胞为

定向祖细胞，可向管腔上皮分化而不能分化为肌上皮细胞。本

研究通过检测乳腺癌细胞分化过程中角蛋白的表达变化，不仅

揭示了肿瘤细胞演进发展，还为探索乳腺癌的细胞起源指明了

方向，以上结果表明管腔 Ａ乳腺癌则可能由乳腺管腔上皮祖

细胞突变而来，基底样乳腺癌则起源于乳腺上皮的干细胞或多

向祖细胞。

ＣＤ４４又称归航细胞黏附分子，可通过引导乳腺癌细胞寄

居于骨髓而促进肿瘤转移，靶向阻断其作用可有效减缓乳腺癌

的生长。ＣＤ２４的表达水平在正常乳腺组织、乳腺原位癌和浸

润性乳腺癌逐渐增高，作用于趋化因子受体ＣＸＣＲ４，阻止其细

胞信号传导，从而抑制由ＳＤＦ１介导的细胞迁移。ＣＤ４４＋／

ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ表型乳腺癌细胞具有干细胞样特性［６］，一度被认为

是乳腺癌干细胞，与肿瘤侵袭转移以及对放、化疗耐受等生物

行为密切相关。但Ｇｉｎｅｓｔｉｅｒ等
［７］应用乙醛脱氢酶 ＡＬＤＨ１将

ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ 细 胞 进 一 步 分 为 两 种 亚 群：ＡＬＤＨ＋／

ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－／Ｌｏｗ亚群、ＡＬＤＨ－／ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ亚群，

前者２０个细胞即可接种成瘤，后者则无成瘤能力，证明并非

ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞皆为肿瘤干细胞。事实上，部分非

ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞，ＡＬＤＨ１阳性表达，同样表现出一定的

成瘤能力，甚至表现出比ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞还强的化疗

药物耐受能力。而 Ｈｏｎｅｔｈ等
［８］对２４０例乳腺癌标本的免疫

组织化学染色结果显示，ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞只存在于

３１％的病例，大部分为基底样乳腺癌。通过基因系列检测显

示，ＣＤ４４－／ＣＤ２４＋细胞可能为ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－细胞的子代细

胞，因为二者的遗传背景有着基本一致。ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－细胞

高表达与细胞迁移、侵袭、凋亡和基质降解的基因，与干细胞的

基因表达谱相近，其表达水平与肿瘤恶性程度正相关。而

ＣＤ４４－／ＣＤ２４＋细胞可能与代谢、炎症和免疫等有关，多表达相

关基因。虽然通过无血清培养体系ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞也

能形成 非 黏 附 性 细 胞 微 球，但 目 前 并 不 清 楚 ＣＤ４４＋／

ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞与肿瘤干／祖细胞之间的关系。本研究检测了

ＣＤ４４和ＣＤ２４在干／祖细胞的表达情况，管腔 Ａ乳腺癌干／祖

细胞内分化程度较高的ＣＤ４４－／ＣＤ２４＋细胞百分比最高，分化

程度较低的ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞未检测出或水平极低。基

底样乳腺癌的ＣＤ４４－／ＣＤ２４－细胞水平较高，且含有一定比例

的ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞，提示基底样乳腺癌比管腔 Ａ乳腺

癌分化程度低，这一结论与临床所见是一致的，恶性程度更高

的基底样乳腺癌，也更容易发生远处转移，预后较差。

本研究进一步分析了原代细胞内ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞

水平 与 克 隆 形 成 率 的 关 系，基 底 样 乳 腺 癌 的 ＣＤ４４＋／

ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞水平与原代细胞克隆形成率呈正相关，表明其

肿瘤干细胞可能为ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞。发现，管腔 Ａ乳

腺癌虽然不含ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ细胞，也可形成非黏附性细

胞微球，表明管腔Ａ乳腺癌内具有克隆形成能力的细胞并非

ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－
／Ｌｏｗ表型。

综合以上实验结果，基底样乳腺癌的干／祖细胞与乳腺上

皮干细胞或多向祖细胞表型接近，可多向分化。管腔 Ａ乳腺

癌的干／祖细胞表达管腔上皮的细胞标志，只能向管腔上皮方

向分化，二者可能由不同的乳腺上皮细胞转化来。
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