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肿瘤干细胞理论及肿瘤干细胞分离和鉴定研究进展
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　　摘要：肿瘤是当今社会对人类健康和生命危害最大的疾病之一，即使在人类医学科技迅速发展的今天，对于肿瘤的治疗
仍是一大难题，其根本原因是对肿瘤的发生、发展、转移和复发的机制尚不清楚。近些年来，研究人员通过对肿瘤细胞表面标

志物、增殖能力和致瘤能力等的深入研究，提出了肿瘤干细胞理论，即肿瘤中存在着少数具有无限自我更新能力和异种免疫

缺陷动物致瘤能力的干细胞样肿瘤细胞，它们在肿瘤的发生、生长和转移等生物学过程中起着决定性的作用，该理论的提出

给肿瘤治疗提供了新的思路和策略。本文将对肿瘤干细胞理论的形成和发展过程，肿瘤干细胞的特性以及肿瘤干细胞的分

离和鉴定最新研究进展进行综述。

关键词：肿瘤；肿瘤干细胞；生物学特性；分离鉴定

中图分类号：Ｒ７３３，Ｒ９６５．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１０００３００２（２０１２）０５０６７４０６
　　ＤＯＩ：１０．３８６７／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００３００２．２０１２．０５．０１４

　　肿瘤干细胞是指肿瘤中具有无限自我更新能力并能产
生出异质性肿瘤细胞的细胞。研究发现，这类细胞与肿瘤

的生长、转移和复发具有密切联系［１－２］。这类细胞的很多性

质与干细胞类似，因此将其称为肿瘤干细胞。

目前，临床肿瘤治疗中的主要难题就是转移和复发。传

统肿瘤学理论认为，所有的肿瘤细胞都具有无限增殖的能

力，因此，临床上主要是通过手术、放疗和化疗对整个实体

肿瘤病灶进行杀伤，然而这些治疗方法不能有效地杀死癌症

病灶，特别是对转移病灶治疗效果更是有限。并且很多患者

在结束治疗后会出现肿瘤复发现象，复发后的肿瘤对于化疗

或放疗具有极强的耐受性，传统肿瘤学理论无法合理解释肿

瘤的产生、转移和复发现象。随着实体肿瘤研究的深入展

开，研究人员发现肿瘤组织中存在干细胞样的肿瘤细胞，即

肿瘤干细胞，肿瘤干细胞理论随之诞生。

１　肿瘤干细胞的发现

早在２０世纪５０年代，Ｈｅｗｉｔｔ等［３］在进行肿瘤细胞的自

体／异体移植实验时发现，将白血病小鼠的肿瘤细胞移植到
同种小鼠体内后，仅有０．１％～１％的少部分细胞形成克隆集
落。对此研究人员提出两种不同的理论来解释这一发现：一

种理论认为出现这种现象的原因是由于肿瘤细胞具有同质

性，即每一个肿瘤细胞都具有新生肿瘤的潜力，但是能进入

细胞分化周期的肿瘤细胞很少，是一个小概率随机事件，这

就是肿瘤的随机化理论；另一种理论就是分层理论，即肿瘤

细胞具有功能异质性，只有有限数目的肿瘤细胞具有产生肿

瘤的能力，并且这些肿瘤细胞再生肿瘤是高频事件，而这一

理论逐渐被更多的研究人员所接受。这类具有非常高的增
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殖能力、分化能力和致瘤能力的细胞也成为了研究的重点。

　　１９７７年，Ｈａｍｂｕｒｇｅｒ等［４－５］在骨髓瘤等细胞的体外软琼

脂克隆形成实验中发现，只有不到０．２％的骨髓瘤细胞才能
形成克隆，不到４％的细胞才能在非肥胖糖尿病／重症联合免
疫缺陷（ｎｏｎｏｂｅｓｅｄｉａｂｅｔｉｃ／ｓｅｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔ，
ＮＯＤ／ＳＣＩＤ）小鼠脾内形成肿瘤，并提出了通过杀伤此类细胞
而达到治愈肿瘤的设想。此后，多个研究组在肺小细胞癌、

神经胶质瘤、黑色素瘤等肿瘤的研究中也发现了类似的现

象。有人将这些小量的具有成瘤能力的细胞称之为“肿瘤干

细胞”，也提出通过杀伤肿瘤干细胞有可能达到治愈肿瘤的

目的，“肿瘤干细胞假说”逐渐受到了研究人员们的关注。

１９９７年，Ｂｏｎｎｅｔ等［６］研究人类急性粒细胞白血病时，首次成

功分离出了表型为 ＣＤ３４＋和 ＣＤ３８－的白血病肿瘤干细胞，
并发现此类细胞与普通肿瘤细胞相比具有很高的体内成瘤

能力，从而证实了肿瘤干细胞的存在。随后在其他多种肿瘤

组织和肿瘤细胞系中也证实了肿瘤干细胞的存在［７－８］。

２　肿瘤干细胞与肿瘤的发生

肿瘤干细胞理论认为，发生肿瘤的根源就是机体组织中

形成了肿瘤干细胞，而肿瘤干细胞的来源有三个途径：① 正
常组织中原有的干细胞由于突变因素的积累，发生突变而产

生；② 组织中含有的祖细胞发生基因重排，从新获得与干细
胞类似的表型和特性，形成肿瘤干细胞；③ 骨髓来源的干细
胞发生突变产生［９］。而这些突变一般发生于某些信号通路

中的关键蛋白，这些信号通路在干细胞增殖和更新过程中发

挥重要作用，例如Ｗｎｔ通路、Ｎｏｔｃｈ通路等。
２．１　Ｗｎｔ通路

Ｗｎｔ信号通路是一类广泛作用于动物生长发育过程的
信号通路，对细胞增殖、分化、迁移过程以及干细胞池的维持

和不对称分裂等方面起着重要的作用，并且可以决定细胞的

极性、命运，在成年期则主要参与机体内平衡的稳定。

该通路中有两个关键蛋白：Ｗｎｔ蛋白和 β联蛋白。Ｗｎｔ
蛋白是细胞内一类分泌型糖蛋白，是此通路的起始蛋白，它
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能与胞膜上的卷曲蛋白受体家族和低密度脂蛋白受体相关

蛋白（ＬＤＬｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＲＰ）中的ＬＲＰ５和ＬＲＰ６
结合。β联蛋白是该通路发挥效应的关键蛋白。正常状态
下，由酪蛋白激酶１α、糖原合成酶激酶３β、抑癌因子ＡＰＣ和
轴蛋白（ａｘｉｎ）组成的β联蛋白降解复合体可与 β联蛋白结
合，使胞内β联蛋白含量维持在一个较低水平。

在正常细胞中ＷＮＴ抑制因子１（Ｗｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，
ＷＩＦ１），Ｃｅｒｂｅｒｕｓ和分泌型卷曲蛋白相关蛋白家族（如
ＦｒｚＢ）竞争性地抑制Ｗｎｔ蛋白与卷曲蛋白受体结合，而Ｄｉｃｋ
ｏｋｐｆ家族（如ＤＫＫ１和ＤＫＫ２）通过间接减少可利用的辅助
受体ＬＲＰ的数量来抑制Ｗｎｔ蛋白与ＬＲＰ５，ＬＲＰ６等受体结
合。如果此抑制过程中的某些蛋白发生突变，Ｗｎｔ蛋白可与
相应受体发生结合，从而活化Ｗｎｔ信号使细胞内散乱蛋白激
活。活化的散乱蛋白能使 β联蛋白降解复合体发生解离，β
联蛋白从而可以在细胞质内发生积聚，最后进入细胞核启动

靶基因过度转录表达，其靶基因包括原癌基因 ｃｍｙｃ、周期蛋
白Ｄ１、基质溶解酶、成纤维细胞生长因子、上皮细胞生长因
子和存活蛋白等，而这些表达产物均有助于肿瘤的发生和迁

移。研究发现，大部分胃肠道癌症均是由 Ｗｎｔ通路突变引
起的，其中β联蛋白降解复合体中的 ＡＰＣ是最常见的突变
位点，该通路的突变最终引起β联蛋白调节的靶基因过度表
达而引起肿瘤的发生［１０］。进一步研究表明，在白血病和乳

腺癌等多种肿瘤干细胞发生早期均伴有 Ｗｎｔ通路的突变或
调节异常，而且Ｗｎｔ信号通路在肿瘤干细胞的稳定和自我更
新过程中发挥着重要作用［１１－１３］。

２．２　Ｎｏｔｃｈ通路
Ｎｏｔｃｈ通路在脊椎动物和无脊椎动物的发育过程中，对

细胞生长、发育和凋亡、命运的决定、神经系统的发育、器官

的形成等生理过程具有重大意义，并且证实在肿瘤细胞中也

起着重要作用。

Ｎｏｔｃｈ受体是细胞中广泛存在的一类高度保守的受体蛋
白。该受体在细胞中首先以单体蛋白的形式合成，经高尔基

体的修饰后转移到细胞表面，最后经过原蛋白转化酶切割与

Ｌｉｎ１２／Ｎｏｔｃｈ重复蛋白（Ｌｉｎ１２／Ｎｏｔｃｈｒｅｐｅａｔｓ，ＬＮＲ）在跨膜
区形成异二聚体，形成成熟的 Ｎｏｔｃｈ受体。当成熟的 Ｎｏｔｃｈ
受体与相邻细胞的Ｎｏｔｃｈ配体发生作用后，受体通过先后两
次裂解，释放出活化的 Ｎｏｔｃｈ受体胞内区（Ｎｏｔｃｈｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｄｏｍａｉｎ，ＮＩＣＤ）进入细胞质中。通过细胞内吞作用和膜泡运
输，ＮＩＣＤ经过核孔进入细胞核，首先与 ＤＮＡ转录抑制因子
ＣＳＬ结合形成短期的核转录异二聚体复合物，接着与转录辅
助激活蛋白ＭＡＭＬ结合形成三聚体，ＭＡＭＬ能募集组蛋白乙
酰转移酶等乙酰化组蛋白的因子，最终三聚体成为转录激活

因子诱导其下游靶基因的表达。

研究发现，Ｎｏｔｃｈ信号通路由于所处环境的不同，在不同
癌细胞中起着不同的作用，即该通路发挥作用具有环境依赖

性。该通路根据被激活 Ｎｏｔｃｈ受体种类、被激活受体量的不
同、细胞种类的不同、细胞所处微环境的不同、通路与其他通

路所处关系的不同，既有可能促进癌细胞增殖和迁移的作

用，也可能抑制癌细胞的作用［１４］。

３　肿瘤干细胞的特性

肿瘤干细胞顾名思义既具有肿瘤细胞的特性，同时也具

有正常干细胞的某些特性，具体有如下基本特性。

（１）肿瘤干细胞不是处于分化途径的终端，而是保持未
分化的状态，具有无限增殖能力和分化潜能。肿瘤的发生是

一个长期的突变积累过程，在皮肤及肠黏膜上皮等肿瘤的高

发部位，衰老细胞不断地死去并脱离机体，只有干细胞是唯

一可以长期存在的细胞，有可能积累多次突变而生成肿瘤干

细胞，进而最终形成肿瘤［１５］。

（２）肿瘤干细胞在肿瘤细胞当中所占的比例非常小，它
主要通过两种方式分裂：一种是对称分裂，即形成两个相同

的肿瘤干细胞或两个相同的分化肿瘤细胞；另一种是非对称

分裂，即肿瘤干细胞分裂后形成的两个细胞中有一个细胞不

可逆地走向分化的终端成为功能专一的分化肿瘤细胞，而另

一个保持亲代的特征，仍作为肿瘤干细胞保留下来［１６］。由

于这种类似于干细胞的分裂方式，低密度的肿瘤干细胞能在

维持自身数量的同时产生出分化的肿瘤细胞。

（３）肿瘤干细胞具有高端粒酶活性以及扩增的端粒重复
序列，高活性的端粒酶可抑制细胞增殖过程中端粒长度的缩

短，延长肿瘤干细胞的增殖寿命，这为肿瘤干细胞的不断增

殖和分化提供了基础条件［１５］。

（４）肿瘤干细胞内抗凋亡家族蛋白过表达。研究发现，
大部分肿瘤干细胞中抗凋亡基因 Ｂｃｌ２的表达量显著增加，
从而启动肿瘤干细胞内抗凋亡程序，阻断 Ｂｉｄ和 Ｂａｄ等促凋
亡蛋白引起的线粒体凋亡途径，并进一步阻断胱天蛋白酶凋

亡途径，防止肿瘤干细胞发生凋亡［１７］。

（５）肿瘤干细胞的ＤＮＡ修复能力显著增强。研究发现，
肿瘤干细胞内与ＤＮＡ损伤修复相关的核酸内切酶、ＤＮＡ聚
合酶和 ＤＮＡ连接酶等酶蛋白的合成增加、活性增强，增强了
肿瘤干细胞的抗 ＤＮＡ损伤能力，使得肿瘤干细胞可逃避以
ＤＮＡ损伤为主的肿瘤治疗手段［１８］。

（６）肿瘤干细胞除在连续分裂的一段时间外，其余较长
时间均是处在Ｇ０期，即相对静止状态。而现在临床上普遍
使用的化疗药物主要是针对增殖旺盛的肿瘤细胞进行杀伤，

处在Ｇ０期的大多数肿瘤干细胞能逃避传统肿瘤治疗方法的
杀伤，一旦时机成熟或停止用药，它们便成为复发的根

源［１９］。

（７）肿瘤干细胞通常位于由发育良好的三维细胞外基质
包裹的低氧环境中，这些细胞外基质起到很好的屏障作用，

尽可能避免了肿瘤干细胞接触到抗肿瘤药物。同时由于射

线引起的ＤＮＡ损伤需要氧气，所以肿瘤干细胞所处的低氧
环境使得放疗对肿瘤干细胞的杀伤作用也非常局限［２０－２１］。

（８）肿瘤干细胞能够表达与某些干细胞相同的特殊功能
蛋白或特异性表面标志，如 ＣＤ１３３，ＣＤ９０和 ＣＤ４４等。这些
特异性蛋白或标志物在肿瘤干细胞的增殖、肿瘤干细胞分化

成肿瘤组织周围所必须的血管等组织、肿瘤干细胞的迁移等

过程中发挥至关重要的作用。利用这些特异性的表面标志

物达到肿瘤干细胞分离或鉴定的目的。

（９）肿瘤干细胞在形成和发展过程中，生物学特征和功
能均会有适当的改变。如正常干细胞由于周围微环境的改

变或其他突变因素的刺激形成癌前期干细胞，癌前期干细胞

能表达ＯＣＴ３／４，ＳＯＸ２和ＫＬＦ４等，能促进干细胞自我更新能
力和多向分化能力［２２］。突变进一步积累癌前期干细胞逐渐

转变为原癌肿瘤干细胞，不断分化形成肿瘤细胞和肿瘤周围

血管从而最终形成肿瘤。另有研究表明，并非所有原癌肿瘤
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干细胞都能转移，Ｈｅｒｍａｎｎ等［２３］在研究胰腺癌的时候发现，

ＣＤ１３３＋／ＣＸＣＲ４＋和ＣＤ１３３＋／ＣＸＣＲ４－都具有异种动物连续
成瘤能力，即均为胰腺癌肿瘤干细胞，具有无限自我更新能

力和分化潜能。但是只有 ＣＤ１３３＋／ＣＸＣＲ４＋的肿瘤干细胞
才能引起胰腺癌的转移，而 ＣＤ１３３＋／ＣＸＣＲ４－的肿瘤干细胞
则不会导致胰腺癌的转移。说明在肿瘤发生、生长和迁移等

不同过程中肿瘤干细胞的特性和功能也不断发生着改变，从

而有利于肿瘤生长、转移和躲避治疗。

４　肿瘤干细胞的分离纯化

肿瘤干细胞的研究可能会在根治肿瘤和解决肿瘤的复

发等问题上发挥重要作用。然而在肿瘤组织或细胞中肿瘤

干细胞所占比例非常小，一般只占到总细胞数的０．０１％ ～
２％，使得肿瘤干细胞的分离比较困难。目前常用如下几种
肿瘤干细胞分离方法。

４．１　利用肿瘤干细胞表面的特异性标志物进行分离
通过将肿瘤干细胞表面特异性标志物与相应的单克隆

抗体或荧光素标记物结合，再应用一些分离技术手段将肿瘤

干细胞分离、筛选出来的方法。可分为磁性活化细胞分离法

和荧光活化细胞技术分离法两种。

４．１．１　磁性活化细胞分离法（免疫磁珠分选法，ｍａｇｎｅｔｉｃ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ，ＭＡＣＳ）

ＭＡＣＳ是基于肿瘤干细胞表面特异性抗原能与连接有
磁珠的特异性单克隆抗体相结合，之后在外部磁场的作用

下，连接有单克隆抗体磁珠的肿瘤干细胞停留在磁场中，而

无特异性表面抗原的肿瘤细胞则不能与免疫磁珠结合，因而

不能在磁场中停留，从而得以分离出肿瘤干细胞。

ＭＡＣＳ是目前比较常用的分离肿瘤干细胞的技术手段，
特别是在胶质瘤干细胞的分离上应用较多。２００８年，董强刚
等［２４］利用该方法从人肺腺癌细胞株Ａ５４９和ＳＰＣＡ１中成功
分离出表型为 ＣＤ２４＋／ＩＧＦ１Ｒ＋的肺腺癌干细胞。ＭＡＣＳ对
设备要求相对较抵，所获得的目的细胞纯度高（纯度一般可

达到９０％以上），且对细胞损伤小，不影响细胞活性和功能。
４．１．２　荧光活化细胞分选法（流式细胞分选法，ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ，ＦＡＣＳ）

ＦＡＣＳ是通过将待分选的肿瘤细胞和肿瘤干细胞用同一
种或多种荧光素标记的特异性抗体标记，根据肿瘤干细胞与

肿瘤细胞结合荧光素标记抗体能力的差异，通过流式细胞仪

将肿瘤干细胞分选出来的方法。

第一位从人类急性粒细胞白血病的研究中分离出白血

病干细胞的 Ｂｏｎｎｅｔ等［６］就是通过 ＦＡＣＳ获得白血病干细胞
的。ＦＡＣＳ技术是目前应用最为广泛的肿瘤干细胞分离方
法，具有特异性和敏感性均非常强的特点，但由于成本、设备

和技术要求较高，且容易对细胞造成损伤，因此限制了该方

法在国内的广泛应用。

４．２　根据生物学特性分离肿瘤干细胞
根据肿瘤干细胞具有的某些生物学特性将肿瘤干细胞

分离筛选出的方法。如可以通过细胞核对核染料的拒染性

质、肿瘤干细胞体外培养所需的特殊条件等特性，分离出肿

瘤干细胞。

４．２．１　旁群细胞（ｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，ＳＰ）分选法
肿瘤干细胞具有对核染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２拒染的特性，

研究人员针对这一特性而建立了 ＳＰ分选法，经研究证实，
这些分离出的旁群细胞具有肿瘤干细胞样性质［２５］。

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２是一种核酸染料，在紫外光激发下可发出
蓝色荧光（波长４５０ｎｍ左右）和红色荧光（波长６５０ｎｍ左
右），肿瘤干细胞可将染料外排，而不发出荧光，从而可将这

类旁群细胞分离出来。

Ｋｏｎｄｏ等［２６］证明大多数肿瘤细胞系中存在旁群细胞，并

在Ｃ６神经胶质瘤、ＭＣＦ７乳腺癌、Ｂ１０４成神经细胞瘤和
ＨｅＬａ肿瘤细胞系中成功分离出旁群细胞亚群，且这些旁群细
胞具有与肿瘤干细胞相同的表面标志物，多向分化和少量成

瘤的特性，从而证实旁群细胞是适用于肿瘤干细胞分离的一

种方法。经进一步研究发现干细胞标志物ＡＢＣＧ２高表达的
细胞可高效外排Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，从而用流式细胞仪分选出对
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２拒染的ＳＰ细胞，旁群细胞分选法对于仍未有
表面标志物研究的肿瘤干细胞的分离具有非常重要的意义。

４．２．２　无血清培养基（ｓｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍ，ＳＦＭ）分选法
研究人员发现，在合成培养基的基础上，引入特定的生

长因子和细胞添加剂，使绝大多数肿瘤细胞由于缺乏生长所

必须的血清成分而停止生长，经长时间培养后最终死亡，而

肿瘤干细胞则可以在含特定生长因子和添加剂的无血清培

养基中呈球状悬浮生长，经几代的培养增殖形成富含肿瘤干

细胞的肿瘤细胞球，这种肿瘤干细胞的分离方法就是 ＳＦＭ
分选法。

２００３年，Ｈｅｍｍａｔｉ等［２７］和 Ｓｉｎｇｈ等［２８］通过无血清培养

的方法从脑胶质瘤和成髓细胞瘤等脑肿瘤细胞中成功分离

培养出了脑肿瘤细胞球，后被证实为脑肿瘤干细胞。

经过证实可以在含有 Ｂ２７（１∶５０）、ＥＧＦ（２０ｎｇ·ｍｌ－１）、
ｂＦＧＦ（１０ｎｇ·ｍｌ－１）的ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）无血清培养基中培养
对数生长期的ＨＣＴ１１６细胞系，可以培养分离出结肠癌干细
胞球。这种方法具有操作简便，对设备要求较低等优点，但

获得的肿瘤干细胞纯度较低，应根据实验需要进行进一步纯

化。

４．３　联合运用多种方法分离肿瘤干细胞
在目前的研究中，肿瘤干细胞的分离并不是采用单一的

方法，而是选用两种或者两种以上的分离方法，以获得数量

更多、纯度更高的肿瘤干细胞。如只运用ＦＡＣＳ技术时，虽然
能分离出肿瘤干细胞，但是其数量不是很多，不易扩大培养，

而单采用ＳＦＭ分离法时，虽然经过几代的培养能够获得较
多肿瘤细胞球，但其周期长，且其中会含有非肿瘤干细胞，因

此，其纯度就无法得到研究的要求。因此，可以通过无血清

培养法，将肿瘤干细胞培养至一定数量之后，再利用 ＦＡＣＳ
技术或ＭＡＣＳ技术对所获得的肿瘤干细胞进行进一步的分
离和筛选，这样所获得的肿瘤干细胞在数量和纯度上均能满

足进一步的实验要求。

５　肿瘤干细胞的鉴定

肿瘤干细胞与普通肿瘤细胞之间虽有区别，但也具有很

大的相似性，因此，分离出来的肿瘤干细胞必须经过鉴定才

能确认。

５．１　利用肿瘤干细胞特异性表面标志物进行鉴定
目前，肿瘤干细胞最为广泛且可靠的鉴定方法就是利用

肿瘤干细胞特异性表面标志物。将分离出的肿瘤干细胞通
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过免疫组织化学法、流式细胞检测技术等方法测定阳性或阴

性细胞表面标志物表达情况，进而鉴定是否是肿瘤干细胞。

因此，科学地探寻肿瘤干细胞表面标志物对于肿瘤干细胞

的分离和鉴定十分重要，确定肿瘤干细胞表面标志物的一般

原则为结合谱系标志、正常干细胞的特异标志和正常组织特

异性标志等的综合评价。表１为几种已鉴定出的肿瘤干细
胞特异性表面标志物。

表１　肿瘤干细胞特异性表面标志物

名称 肿瘤干细胞特异性表面标志物

急性粒细胞白血病 ＣＤ３４＋／ＣＤ３８－［６，２９］

乳腺癌 Ｌｉｎｅａｇｅ－／ＣＤ２４－／Ｌｏｗ／ＣＤ４４＋［３０－３１］，

ＡＬＤＨ１＋［３２］
胰腺癌 ＣＤ１３３＋［２３］，ＣＤ２４＋／ＣＤ４４＋／ＥＳＡ＋［３３］

肺腺癌 ＣＤ１３３＋［３４］

神经胶质瘤 ＣＤ１３３（ＡＣ１３３）＋［２８，３５］

胃肠道癌 ＣＤ１３３＋［３６］，ＣＤ４４＋／ＥｐＣＡＭＨｉｇｈ［３７］

肝癌 ＣＤ９０＋［３８］，ＣＤ１３３＋［３９］

黑色素瘤 ＡＢＣＢ５＋［４０］

肾癌 ＣＤ１０５＋［４１］

卵巢癌 ＣＤ４４＋／ＣＤ１１７＋［４２］，ＣＤ１３３＋［４３－４４］，

ＣＤ４４＋／ＭＹＤ８８＋［４５］
子宫内膜癌 ＣＤ１３３＋［４６］

５．２　异种移植成瘤性实验鉴定肿瘤干细胞
将分离出的肿瘤干细胞，制备成细胞悬液后种植到异种

动物体内，如将人的肿瘤干细胞接种于 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠体
内，观察其能否形成肿瘤病灶，且异种动物体内形成的肿瘤

病灶在组织学结构上与原发肿瘤病灶类似，则可鉴定为肿瘤

干细胞。一般来说，肿瘤干细胞形成肿瘤病灶所需的细胞密

度比普通肿瘤细胞要小，如普通的肿瘤细胞接种密度必须达

到１×１０９～１×１０１０Ｌ－１才能形成肿瘤，而肿瘤干细胞根据其
纯度接种密度达到１×１０６～１×１０９Ｌ－１即可形成肿瘤。从形
成的肿瘤病灶中提取肿瘤干细胞，再次种植到免疫缺陷动物

体内后，仍可以形成肿瘤病灶，这种连续的异种动物致瘤能

力说明这类细胞具有稳定的自我更新能力和致瘤能力，从而

可进一步鉴定为肿瘤干细胞的。这些现象也证明了肿瘤干

细胞在肿瘤的形成和增殖过程中发挥的重要作用。肿瘤干

细胞在异种动物体内的连续成瘤实验是鉴定肿瘤干细胞最

为可靠的鉴定方法。

５．３　肿瘤干细胞的其他鉴定方法
对于肿瘤干细胞的鉴定，还可通过肿瘤干细胞具有的类

干细胞特性进行鉴定。如根据肿瘤干细胞核对核染料拒染

（如Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染料）的性质进行鉴定［２５］、根据肿瘤干细

胞长期处于静止状态的特性，应用溴脱氧尿嘧啶核苷法进行

鉴定［４７］和软琼脂克隆形成实验鉴定［４－５］等方法。

６　肿瘤干细胞研究前景

虽然经过深入研究对肿瘤干细胞有了更深的认识，但在

研究中也仍面临着不少难题：① 虽然已成功分离出了几种
类型的肿瘤干细胞，但其分离和鉴定方法尚不完善，分离效

率比较低；② 多数肿瘤干细胞的特异性表面标志物还不是
很清楚，肿瘤干细胞的分离鉴定还是仅限于少数几种肿瘤细

胞；③ 肿瘤干细胞的离体研究忽略了肿瘤干细胞与肿瘤组
织周围环境间的相互影响；④ 分离出的肿瘤干细胞在体外
培养条件下，容易分化成肿瘤细胞，如何保持肿瘤干细胞的

干细胞样特性也是研究人员面临的问题；⑤ 在肿瘤干细胞
培养中长期使用蛋白水解酶可能影响细胞表面分子的表达，

影响进一步的研究。

肿瘤干细胞理论仍然存在不少的争议和研究难点，但该

理论的提出不仅丰富了传统的肿瘤理论，还给研究肿瘤发生

机制和治疗策略的人们提供了新的思路和研究途径，提示治

疗肿瘤时不能只杀伤肿瘤细胞，而是应该同时采取相应的治

疗手段杀伤肿瘤干细胞，从而达到根治肿瘤的目的。并且有

望阐明肿瘤的发病和生长增殖机制，尤其在研究肿瘤的转移

和恶性复发等问题有望发挥重大作用。

肿瘤干细胞分离和鉴定方法的不断发展是这一理论走

向应用过程中迈出的第一步。在这一基础上，对肿瘤干细胞

的进一步研究（包括肿瘤干细胞的生物学特征、寻找肿瘤干

细胞特异性表面标志物、肿瘤干细胞形成或自我更新等生理

过程中的关键蛋白等）不仅有助于实现肿瘤的早期诊断，还

可通过将肿瘤干细胞特异性表面标志物、增殖过程中所必须

的酶类、细胞自我更新过程中的主要信号通路蛋白、细胞周

期调控蛋白、ｍｉＲＮＡｓ等作为靶标设计出能抑制和杀伤肿瘤
干细胞的治疗手段，从而最终达到根治肿瘤的目的。
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