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头颈部肿瘤通常分为良性肿瘤和恶性肿瘤，

恶性肿瘤中以鳞状细胞癌最为常见。头颈部鳞状

细胞癌占全身恶性肿瘤的第六位，每年的患病人

数为 64.4 万，其中有 20 万左右的患者死亡，近

30 多年来其 5 年生存率并无明显的提高 [1-2]；因

此，研究头颈部肿瘤形成的机制，对临床治疗头

颈部肿瘤极其重要。在头颈部肿瘤细胞中，一个

较小比例的细胞亚群具有自我更新、分化成不同

成熟状态的肿瘤细胞的能力，而且在肿瘤的发生、
发展和侵袭转移中起着关键性的作用，这个亚群

的肿瘤细胞被称为肿瘤干细胞（cancer stem cell，
CSC）或者肿瘤激发细胞[3-12]。

1 头颈部 CSC 的表面特异性标志物

CSC 分选鉴定的关键是寻找到特异性的表面标

志物[13]。目前认为能够表达标志物的肿瘤细胞是分

化程度较低，比例较小的一个细胞亚群（<1％）[14]。
1.1 CD133

CD133 分子是一种跨膜蛋白，定位于细胞膜

和细胞质，在各种组织的干细胞或者起始细胞中

通常都有表达 [15-16]，具有自我更新、分化为成熟

细胞的能力[17]。CD133 的一个最为显著特点就是：

CD133 的表达随着细胞的分化迅速下调，使其成

为一个独特的分离和鉴定干细胞的分子标志物。
CD133 在白血病干细胞、脑 CSC、大肠 CSC、前

列腺 CSC 和肝 CSC 等多种实体 CSC 中均有表达，

即 CD133 可能是一种较为常见的 CSC 标志物，在

CSC 的分选和鉴定中具有一定的参考价值。
以磁激活细胞分选术（magnetic activated cell

sorting，MACS）从喉癌 Hep-2 细胞系和人舌鳞癌

Tca8113 细胞系分离纯化的 CD133+肿瘤细胞，有

较其他细胞亚群更强的体外分化、增殖和致瘤能

力 [18-19]。Wei等 [20]以MACS和荧光激活细胞分选术

（fluorescence-activated cell sorting，FACS）从喉癌

Hep-2 细胞系分离纯化出 CD133+肿瘤细胞，进一

步证实了以上结论，表明CD133 是喉癌 CSC的标
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志物之一。Zhang 等[11]用FACS和 MACS 从口腔鳞状

细胞癌的细胞系和组织中鉴定出CD133+ CSC，这

是一个比例较小的亚群（1%～2%）。这些CD133+

CSC 具有 CSC 的特性，包括 CSC 标志物的高表达

和较 CD133－细胞强的增殖性、侵袭性和体外致瘤

性。同时，这些细胞还具有较强的化疗耐药性。
以上证据表明，CD133+肿瘤细胞亚群可能是控制

头颈部鳞状细胞癌发生和复发的 CSC。
1.2 CD44

CD44 与肿瘤的发生、发展、转移和预后的

关系近年来备受业界关注[21]，但是其研究尚处于

早期阶段。
Pries等 [22]在运用 FACS 检测人头颈部鳞状细

胞癌组织和人头颈部鳞状细胞癌永生细胞株中

CD44 的表达情况时发现：在肿瘤组织中，CD44
的表达水平个体差异较大；而所有的人头颈部鳞

状细胞癌永生细胞株均可以表达 CD44。他们认

为，CD44+ CSC 可能在人头颈部鳞状细胞癌永生

细胞株建立上起主导作用，有极强地促进人头颈

部鳞状细胞癌进展和转移的潜能。Prince等 [23]将

人头颈部鳞状细胞癌组织解离后，以FACS分离出

CD44+和 CD44－细胞群，再将纯化的 CD44+ Lin+细

胞和 CD44－ Lin－细胞以不同的数量分别种植于小

鼠体内，CD44+ Lin+细胞的致瘤率明显高于 CD44－

Lin－细胞。Prince等[24]运用FACS从头颈部鳞状细胞

癌中分离出具有高度致瘤性的 CD44+肿瘤细胞亚

群，将 CD44+和 CD44－肿瘤细胞分别注入裸鼠体

内，结果只有 CD44+肿瘤细胞才能激发裸鼠形成

新的肿瘤；因此他们认为，CD44+细胞为头颈部

鳞状细胞癌干细胞。
1.3 醛脱氢酶

醛脱氢酶（aldehyde dehydrogenase，ALDH）是

一组由乙醛氧化而成的乙酸同工酶，可保护细胞

免受醛过氧化物的损害。其中，ALDH1 有活性时

可对化疗药物产生耐药性，而且可作为标志物来

分选骨髓干细胞和脐血干细胞[3]。Visus等[25]发现：

ALDH1 既可以作为区分头颈部鳞状细胞癌癌前病

变细胞的标志物，也可以作为重要的表位疫苗来

治疗头颈部鳞状细胞癌；用体外培养分选术得到

的 ALDH1+细胞具有非常高的自我更新能力、致

瘤性和抗辐射性，将 3 000～5 000 个头颈部鳞状

细胞癌 ALDH1+细胞注入裸鼠体内，可以形成头

颈部鳞状细胞癌，但将 10 000 个 ALDH1－细胞注

入裸鼠体内却不能在裸鼠体内成瘤。Clay等 [26]发

现，以FACS 从头颈部鳞状细胞癌中分离纯化出

来的 ALDH 细胞具有高度的致瘤性。高致瘤性的

ALDH 细胞可在动物模型体内成瘤，而且新形成

的肿瘤与原来肿瘤的表型异质性相似，即高致瘤

性的 ALDH 细胞具有干细胞特性。
Chen等[3]赞成以 ALDH 作为头颈部鳞状细胞

癌细胞表面特异性标志物来分选干细胞。
Seigel等[27]在以干细胞表面标志物分析人与鼠

的视网膜母细胞瘤中具有 CSC 特征的细胞亚群时

发现，少量的视网膜母细胞瘤细胞（<1％）可表达

干细胞的表面标志物腺苷三磷酸结合区转运蛋白

G 超家族成员2（adenosine triphosphate binding cas-
sette superfamily G member-2 of transport protein，

ABCG2）、ALDH1、微小染色体维持标志物（mini-
chromosome maintenance marker 2，MCM2）、干细

胞抗原 1 和 P63，这些细胞表现出干细胞样特性，

尤其是 ABCG2 细胞＋不仅排斥烟酸己可碱（Hoechst）
染色，而且对 20 多种化疗药物表现出耐药性。
Wang等[28]认为，硫酸软骨素蛋白多糖 4 也可作为

头颈部鳞状细胞癌干细胞的表面标志物。

2 头颈部 CSC 的分选

目前，大多数学者采用肿瘤细胞体外培养分

选、免疫学分选和功能学分选等方法分选 CSC，

其中最为常用和有效的是免疫学分选术。
2.1 体外培养分选术

体外培养分选术是将肿瘤标本通过机械和酶

消化将其分散，将得到的肿瘤细胞群用含有表皮

生长因子和成纤维细胞生长因子的无血清培养基

培养，以观察细胞能否悬浮生长、生长速度、增

殖能力和细胞球形成情况。结果显示，大部分的

肿瘤细胞不能耐受无血清培养，只有少数未分化

的以指数形式增长且形成漂浮的肿瘤细胞球富集

CSC。
Fang等[29]将转移的恶性黑素瘤组织经酶消化

后进行体外培养，所得到的无黏着力的球状细胞

具有自我更新的特征，可以分化成黑素细胞。小

鼠移植瘤试验显示，这些球状细胞有较强的致瘤

性。在恶性黑素瘤细胞系中也能发现相似的多能

球状细胞，这种具有多功能干细胞性质的细胞大

多为 CD20+细胞。
2.2 免疫学分选术

免疫学分选术主要包括 FACS 和 MACS。在

头颈部鳞状细胞中，通过免疫学分选术可以分离
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纯化出具有干细胞特性的 CD44+肿瘤细胞亚群[11]。
FACS 利用待分选细胞结合荧光素标志抗体能力

的差异或者外排荧光染料性质的差异来分离 CSC，

有无荧光标志物的细胞引发的光电讯号不同，故

带上的电荷也不同。
MACS 是基于细胞表面抗原可与连接有磁珠

的特异性单抗结合，在外加磁场中，通过抗体与

磁珠相连的细胞被吸附而滞留在磁场中，无该种

表面抗原的细胞不能与特异性单抗结合，故不能

被磁珠捕获，因而没有磁性，不在磁场中停留，

从而细胞得以分离。
2.3 功能学分选

功能学分选是根据 CSC 较其他肿瘤细胞具有

荧光染料烟酸己可碱 33342 排出优势的特点，利

用流式细胞术和分子标志物 Burpl/ABCG2 把具有

干细胞特性的细胞亚群分离纯化出来的方法。所

分选出的干细胞通常称为侧群（side population，

SP）细胞。功能学分选由此亦可称为烟酸己可碱

33342 染料法和 SP 细胞分选法，这有利于分离纯

化未知表面标志物的CSC[30]。
Zhang等 [31]从口腔鳞状细胞癌中分离出来的

SP 细胞具有更高的集落形成能力，低表达细胞角

蛋白（cytokeratin，CK）13，高表达 CK19，而且高

表达 B 细胞特异的莫洛尼小鼠白血病病毒着丝区

1 蛋白和八聚体 4 等干细胞标志物。在体外培养

观察中，1×104 个 SP 细胞就能使裸鼠形成与原发

肿瘤表型相同的肿瘤，而 1×106 个非 SP 细胞却不

能形成肿瘤。SP 细胞还可以新生出一些 SP 细胞

和非 SP 细胞的亚群细胞，但是非 SP 细胞却不能

生成 SP 细胞。上述研究皆表明，从口腔鳞状细

胞癌中分离出来的 SP 细胞具有干细胞的特性和

表型。
Wang等[32]从5种鼻咽癌细胞系中检测到 SP 细

胞的存在，其中从 CNE2 鼻咽癌细胞系中分离出

的 SP 细胞表现出干细胞特性，将其注入非肥胖

糖尿病重症联合免疫缺陷小鼠具有强致瘤性，而

且免疫荧光检测到该 SP 细胞高度表达 CK19，故

推测 CK19 可作为鼻咽癌干细胞分离的一个表面

标志物。这些试验提示，可用 SP 细胞分选术寻

找潜在的表面标志物用于 CSC 的表型分离。

3 结语

CSC 理论的提出是肿瘤研究中的重大突破，

研究者们对肿瘤的发生发展过程有了一个新的认

识，也为肿瘤发病机制的研究提供了新的思路。
目前，已经从多种肿瘤组织中分离鉴定出了 CSC，

对 CSC 生物学特性和耐药机制的研究也有助于肿

瘤诊断、治疗方法的改进和创新；但由于对 CSC
特异性标志物的了解还不成熟、分离鉴定方法还

不完善，所以对 CSC 的研究还存在着一些问题。
例如，SP 细胞是否具有干细胞特性就颇具争议

性。Burkert等[33]认为，SP 细胞也不能完全体现干

细胞的特性。Harper等 [34]从头颈部鳞状细胞癌细

胞系中分离纯化出比例非常小的 SP 细胞亚群，

但并不能确定这些细胞和非 SP 细胞是否具有干

细胞特性；因为在生长方面，SP 细胞和非 SP 细

胞没有显著差别，在增殖速率方面也几乎一样。
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