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口腔鳞癌中 ＣＤ２４的表达、作用和治疗靶点价值
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［摘　要］目的：明确口腔鳞癌组织和细胞中黏液素样细胞表面黏附分子ＣＤ２４的表达模式、作用及其作为治疗靶
点的潜在价值。方法：利用免疫组化、ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，明确ＣＤ２４在７８例人口腔组织标本和
５９例动物模型金地鼠（Ｈａｍｓｔｅｒｂｕｃｃａｌ）颊囊组织标本，以及口腔癌前病变上皮细胞ＤＯＫ４、口腔鳞癌细胞ＣＡＬ２７和
ＷＳＵＨＮ６中的表达模式；以ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６细胞为模型，明确在常规和无血清成球培养条件下，全反式维甲
酸（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）和ＣＤ２４抗体对ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６细胞及肿瘤球生长的影响，并观察它们是否
影响这两种细胞中ＣＤ２４的表达。结果：人和金地鼠组织的免疫组织染色结果显示，在正常／单纯增生组织、轻度／
中度异常增生组织、重度异常增生和鳞癌组织中均依次呈现 ＣＤ２４表达递增的现象（Ｐ＜０．０５）；与 ＤＯＫ细胞相比
较，ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６口腔鳞癌细胞中ＣＤ２４表达上调（Ｐ＜０．０５）。相对于癌前病变细胞 ＤＯＫ，口腔鳞癌细胞
ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６具有更强的增殖和肿瘤球成球的潜能（Ｐ＜０．０５）。ＡＴＲＡ能够有效地抑制这两种口腔鳞癌细
胞的ＣＤ２４表达、体外增殖和肿瘤球形成的能力（Ｐ＜０．０５），而ＣＤ２４抗体虽然也一样能够抑制口腔鳞癌细胞的增
殖和肿瘤球形成（Ｐ＜０．０５），但却不影响其ＣＤ２４的表达。结论：ＣＤ２４在口腔鳞癌中表达上调，具有促进口腔鳞癌
细胞增殖和肿瘤球形成的作用，维甲酸和ＣＤ２４抗体皆能以 ＣＤ２４为靶点有效地抑制口腔鳞癌细胞的增殖和肿瘤
球形成。
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　　口腔鳞癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之
一，其发病率呈逐年上升趋势，虽然近年来在诊断和

治疗方面取得了相当大的进步，但是口腔鳞癌的总

体生存率依然在５０％左右，亟待提高［１－３］。口腔鳞
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癌的发生是一个从口腔癌前病变、轻度异常增生、中

度异常增生、重度异常增生到原位癌和浸润癌发展

的渐进过程，早期正确识别具有恶变潜能的口腔疾

病，正确诊断、持续监测和及时干预，对于阻断甚至

逆转其癌变具有重要意义［１－２］。

口腔癌的治疗难点是复发和对于化疗药物的耐

受性，其中口腔癌细胞的异质性是一个关键的因素，

肿瘤干细胞假说认为在肿瘤组织中存在一群数量非

常少的细胞，它们不仅具有干细胞的自我更新和分

化的特性，而且具有更强的形成和维持肿瘤的能力，

这是包括口腔鳞癌在内的多种恶性肿瘤发生、转移、

复发和耐药的根本原因［４］，靶向口腔肿瘤干细胞的

理论研究和治疗策略的提出是目前口腔鳞癌研究的

热点。

黏液素样细胞表面黏附分子 ＣＤ２４在包括口腔
鳞癌在内的多种恶性肿瘤中表达上调，具有独立评

估多种恶性肿瘤预后的特点，是一个潜在的肿瘤干

细胞表面标记物，也是一个靶向肿瘤干细胞的重要

靶点［５－９］。２０１３年，Ａｂｄｕｌｍａｊｅｅｄ等［５］报道了 ＣＤ２４
在口腔上皮异常增生和鳞癌组织中的表达，发现

ＣＤ２４在鳞癌组织中表达显著增高，免疫染色评分虽
然不能区分口腔上皮异常增生的分级，但却能够有

效地区分上皮异常增生和鳞癌组织，是一个潜在的

基于口腔鳞癌肿瘤干细胞的治疗靶点。迄今国内尚

未见基于ＣＤ２４在口腔鳞癌中作用的相关报道。目
前肿瘤的治疗只能杀死大部分已分化的肿瘤细胞，

不能杀死肿瘤干细胞［１０］。诱导分化治疗的作用就

是诱导肿瘤干细胞分化，为后续杀死已分化的肿瘤

细胞创造更多的机会，是靶向肿瘤干细胞的有效手

段，在包括口腔鳞癌在内的多种恶性肿瘤都取得了

良好的效果［４，１１－１３］。维甲酸是一种诱导分化剂，能

够诱导口腔鳞癌肿瘤干细胞分化，在口腔鳞癌的化

学预防（ｃｈｅｍｏｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ）和治疗上具有重要的作
用［１３］。在其他的恶性肿瘤中，有研究表明维甲酸能

够抑制ＣＤ２４的表达［１１］，但是在口腔鳞癌中是否也

存在这样的作用尚不清楚。

因此，本研究在分析中国人口腔鳞癌组织、金地

鼠动物模型颊囊鳞癌组织以及不同口腔鳞癌细胞中

ＣＤ２４表达模式的基础上，利用口腔鳞癌常规和无血
清培养系统，维甲酸处理和 ＣＤ２４抗体特异性封闭
实验，初步探讨维甲酸在口腔鳞癌中的作用及作为

口腔鳞癌治疗靶点的潜在应用价值。

１　资料与方法

１．１　资料

１．１．１　临床组织标本　收集北京大学人民医院
２０１３年１２月至２０１４年１２月的７８个口腔组织病理
蜡块纳入本次研究，其中病理诊断为正常和单纯增

生的１５例，轻度和中度异常增生的１６例，重度异常
增生的７例和口腔鳞癌４０例，术前均未接受放疗和
化疗。本研究开始前经过北京大学人民医院伦理委

员会审查批准，符合医学伦理学要求。

１．１．２　动物模型组织标本　既往 ０．５％（质量分
数）二甲基苯并蒽（ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚａｎｔｈｒａｃｅｎｅ，ＤＭＢＡ，
Ｓｉｇｍａ公司）诱导金地鼠颊囊癌变的动物模型组织
蜡块５９个纳入本研究，其中病理诊断为正常和单纯
增生的１８例，轻度和中度异常增生的１２例，重度异
常增生的１２例和颊囊鳞癌１９例。
１．１．３　模型细胞及主要试剂　ＤＯＫ口腔癌前病变
细胞、ＣＡＬ２７和 ＷＳＵＨＮ６口腔鳞癌细胞由北京大
学口腔医院提供，ＣＤ２４（ＭＡＢ４６１７）购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，ＧＡＰＤＨ（ｓｃ２５７７８）抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚｅ公司，总 ＲＮＡ提取试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公
司，逆转录试剂盒购自中国天根公司，ＫＡＰＡＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＦＡＳＴｑＰＣＲＫｉｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自美国 ＫＡＰＡＢＩ
ＯＳＹＳＴＥＭＳ公司，ＣＣＫ８细胞活力检测试剂盒购自
日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司，ＰＣＲ引物购自上海生工生物工
程股份有限公司，全反式维甲酸（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃ
ａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＤＭＥＭ培养
基购自 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司，无 血 清 培 养 基
（ＥＣＭ０８８３ＬＤ）购自意大利 ＥｕｒｏＣｌｏｎｅ，ＥＧＦ、ＦＧＦｂ、
Ｉｎｓｕｌｉｎ、Ｂ２７和ＤＭＥＭＫＯｓｅｒｕｍ均购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　免疫组织化学染色　免疫组织化学染色结
果判断标准：采用半定量法，应用普通光学显微镜，

高倍镜下（１０×１０）随机取５个不同的视野，计算阳
性细胞占总细胞数的百分率并进行积分，无阳性细

胞记０分，阳性细胞百分率 ＜１０％记 １分，１０％ ～
５０％记２分，５１％ ～８０％记３分，＞８０％记４分，同
时观察染色强度，无着色记０分，淡黄色记１分，棕
黄色记２分，棕褐色记３分，最后计算染色强度积分
与阳性细胞百分率积分的乘积。病理阅片及染色积

分判定由两位病理专家盲法观察完成，通过比较各

组样本的免疫组织化学积分的均值反映 ＣＤ２４的相
对表达水平。

１．２．２　细胞培养　ＤＯＫ口腔癌前病变细胞、ＣＡＬ
２７和ＷＳＵＨＮ６口腔鳞癌细胞培养用高糖 ＤＭＥＭ
培养基＋１０％（体积分数）胎牛血清常规培养，细胞
传代采用０．２５％（质量分数）胰蛋白酶消化。

·７１·莫　珩，等　口腔鳞癌中ＣＤ２４的表达、作用和治疗靶点价值



１．２．３　ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　按照文
献所述［７－８］，依据公式 Ｙ＝２－ΔΔＣｔ计算 ｍＲＮＡ水平
ＣＤ２４的相对表达量，其中 ＣＤ２４的引物序列上游
５′ＴＴＣＴＣＣＡＡＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡ３′，下游５′ＴＧＧＡＡＴＡ
ＡＡＴＣＴＧＣＧＴＧＧＧＴＡ３′；ＧＡＰＤＨ的引物序列上游
５′ＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡ３′，下游 ５′ＴＧＴ
ＣＡＴＣＡＴＡＴＴＴＧＧＣＡＧＧＴＴ３′。采用化学发光法检测
ＣＤ２４和ＧＡＰＤＨ的表达。
１．２．４　ＣＣＫ８法检测细胞增殖［１４］　取２×１０３个３
类细胞种植在９６孔板内，设３个复孔。于０、２４、４８
和７２ｈ测定ＣＣＫ８光密度值（Ｄ值），设０ｈＤ为１，
均一化其他时间点Ｄ值，绘制生长曲线。
１．２．５　ＣＡＬ２７和 ＨＮ６口腔癌细胞的无血清培养
　无血清培养基组成是 ＤＭＥＭ添加 ２０μｇ／Ｌ（ｎｇ／
ｍＬ）ＦＧＦｂ、２０μｇ／ＬＥＧＦ、５ｇ／Ｌ胰岛素、０．４％（质量
分数）ＢＳＡ和０．０２×Ｂ２７．使用 Ｃｏｒｎｉｎｇ超低黏附
培养板进行培养，每隔３天添加１／３新鲜培养基，
培养后２周选择２０ｎｍ直径的肿瘤球进行相关实
验［１５］。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１６．０软件，免疫组织化学半定量结

果作为等级变量采用非参数方法完成组间比较，两

两比较采用 ＷｉｌｃｏｘｏｎＭＷ Ｕ检验。定量 ＲＴＰＣＲ
方法３次检测计算所得之相对值取均值，采用双侧
检验，３个样本比较采用单向方差分析，当３组间差
异有统计学意义，则采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ法进行两两组间
比较。细胞增殖数据均采用均值 ±标准差表示，应
用单因素方差分析比较各组间差异，采用Ｔｕｋｅｙｐｏｓｔ
ｈｏｃ进行两两比较。以上各统计学方法以 Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＤ２４在重度异常增生和鳞癌中表达上调，且
在正常／单纯增生轻／中度异常增生重度异常增生
鳞癌的演变过程中呈现表达递增的现象

如图１Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ和 Ｉ所示，金地鼠颊囊组织免
疫组织化学分析显示，ＣＤ２４蛋白的相对表达量在正
常和单纯增生、轻度和中度异常增生、重度异常增

生、鳞癌组中呈现递增现象，组间差异有统计学意

义，其中正常和单纯增生组与其他各组间差异有统

计学意义，轻度和中度异常增生组与其他３组两两
相比差异有统计学意义，重度异常增生组与其他３
组两两相比差异有统计学意义，颊囊鳞癌组与其他

３组两两相比差异有统计学意义。
如图１Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ和 Ｊ所示，人口腔组织免疫组

织化学分析表明，ＣＤ２４蛋白的相对表达量在正常和
单纯增生、轻度和中度异常增生、重度异常增生、口

腔鳞癌组中亦呈现递增现象，组间差异有统计学意

义，其中正常和单纯增生组与其他各组间差异有统

计学意义，轻度和中度异常增生组与其他３组两两
相比，差异有统计学意义，重度异常增生组与其他３
组两两相比，差异有统计学意义，而口腔鳞癌组与其

他３组两两相比差异有统计学意义。
如图２所示，与癌前病变衍生的ＤＯＫ细胞相比

较，两株口腔鳞癌细胞 ＣＡＬ２７和 ＷＳＵＨＮ６中
ＣＤ２４的表达无论是在 ｍＲＮＡ还是蛋白水平均显著
升高，差异有统计学意义，在口腔鳞癌细胞中 ＷＳＵ
ＨＮ６表达ＣＤ２４更高。
２．２　ＣＤ２４表达上调的口腔鳞癌细胞 ＣＡＬ２７和
ＷＳＵＨＮ６增殖能力增强，且可以在无血清培养基中
形成球样结构的细胞

如图３Ａ所示，相较于口腔癌前病变 ＤＯＫ细
胞，口腔鳞癌细胞ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６表现为增殖
能力增强现象，差异有统计学意义，口腔鳞癌细胞

中，ＣＡＬ２７增殖能力更强。在无血清的肿瘤干样细
胞培养基中，这两种口腔鳞癌都可以形成肿瘤球

（ｔｕｍｏｒｓｐｈｅｒｅ），而ＤＯＫ细胞则在此培养基中没有这
种能力。同时，如图 ３Ｂ所示，在无血清培养基，
ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６的肿瘤球表达ＣＤ２４ｍＲＮＡ水
平均更高，与ＤＯＫ细胞相比较，差异有统计学意义。
２．３　体外 ＡＴＲＡ抑制口腔鳞癌细胞 ＣＡＬ２７和
ＷＳＵＨＮ６细胞的增殖和ＣＤ２４的表达

ＡＴＲＡ能够有效抑制口腔鳞癌细胞 ＣＡＬ２７和
ＷＳＵＨＮ６的增殖（Ｐ值均小于０．０５），同时还能够
显著抑制ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６细胞的 ＣＤ２４ｍＲＮＡ
和蛋白的表达，与未处理组相比，差异有统计学意义

（图４）。
２．４　体外ＣＤ２４抗体抑制口腔鳞癌细胞ＣＡＬ２７和
ＷＳＵＨＮ６细胞的增殖，但不影响这些细胞的 ＣＤ２４
表达

如图５Ａ和Ｂ所示，ＣＤ２４抗体能够在体外有效
地抑制口腔鳞癌细胞ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６的增殖，
ＣＤ２４抗体处理前后，ＣＡＬ２７和 ＷＳＵＨＮ６各自的
增殖能力差异有统计学意义，但是不影响这些细胞

ＣＤ２４ｍＲＮＡ（图５Ｃ和５Ｄ，Ｐ＞０．０５）和蛋白的表达
（图５Ｅ）。
２．５　ＡＴＲＡ和ＣＤ２４均能有效地抑制口腔鳞癌细胞
ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６的肿瘤球生长

ＡＴＲＡ能够抑制ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６口腔鳞癌
细胞的肿瘤球生长，作用１周后肿瘤球全部死亡，
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ＡＴＲＡ还能够显著抑制这两类口腔鳞癌细胞肿瘤球中
ＣＤ２４ｍＲＮＡ的表达（ＣＡＬ２７，Ｐ＜０．０５和ＷＳＵＨＮ６，
Ｐ＜０．０５，图６）。ＣＤ２４抗体在体外也能够有效抑制

ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６口腔鳞癌细胞的肿瘤球生长，但
是并不影响两类肿瘤球中ＣＤ２４ｍＲＮＡ的表达（ＣＡＬ
２７，Ｐ＞０．０５和ＷＳＵＨＮ６，Ｐ＞０．０５）。

ＡｌｌｐｉｃｔｕｒｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＣＤ２４ｉｍｍｕｎｅｓｔａｉｎｅｄｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓ（ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ，×１００）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ２４ｉｎＨａｍｓｔｅｒｂｕｃｃａｌｐｏｕｃｈｔｉｓｓｕｅｓ
（Ａ，Ｂ，Ｃ，ａｎｄＤ）ａｎｄｈｕｍａｎｏｒａｌｔｉｓｓｕｅｓ（Ｅ，Ｆ，Ｇ，ａｎｄＨ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．ＣＤ２４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｇｒａｄｕａｌｌｙｕｐｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄｉｎｍｉｌｄ／ｍｏｄｅｒａｔｅｄｙｐｅｒｐｌａｓｉａ（Ｍ／ＭＰ）（ＢａｎｄＦ），ｓｅｖｅｒｅｄｙｐｅｒｐｌａｓｉａ（ＳＰ）（ＣａｎｄＧ），ａｎｄｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＯＳＣＣ）ｏｒｂｕｃｃａｌ
ｐｏｕｃｈｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＢＰＳＣ）（ＤａｎｄＨ）ｔｈａｎｉｎｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｓｉｍｐｌｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ（Ｎ／ＳＰ）ｔｉｓｓｕｅｓ（ＡａｎｄＥ）．Ｐ＜０．０５ａｎｄ
＃Ｐ＜０．０５，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＣＤ２４ｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｇｏｌｄｅｎｈａｍｓｔｅｒ（Ｉ）ｏｒｈｕｍａｎ（Ｊ）ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｔｉｓｓｕｅｓ／ｓｉｍｐｌｅ，ｍｉｌｄ／ｍｏｄｅｒａｔｅ，ａｎｄｓｅｖｅｒｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｄｙｐｅｒｐｌａｓｉａｔｉｓｓｕｅｓ．

图１　　人和金地鼠正常、异常增生和鳞癌组织中ＣＤ２４蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＣＤ２４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｏｌｄｅｎｈａｍｓｔｅｒａｎｄｈｕｍａｎｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ，ｄｙｐｅｒｐｌａｓｉａｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ
　

３　讨论

ＣＤ２４最早是作为一个细胞表面分子影响血液发
生而受到人们关注，近年来，越来越多的研究表明

ＣＤ２４具有调节细胞增殖和黏附的作用，并且可能是

一种潜在的肿瘤干细胞表面标志物和重要的肿瘤治

疗靶点［５，６，１２，１６］。本免疫组织化学研究发现，ＣＤ２４无
论是在人口腔组织还是金地鼠颊囊癌变的动物模型

组织中，均呈现出正常、单纯增生轻度、中度异常增
生重度异常增生鳞癌表达逐步增高的特征（图１），

·９１·莫　珩，等　口腔鳞癌中ＣＤ２４的表达、作用和治疗靶点价值



这一点显示了 ＣＤ２４参与口腔鳞癌发生发展的整个
过程，基于其在重度异常增生及口腔鳞癌组织表达量

的差异有统计学意义，可望成为评估口腔鳞癌发展、

鉴定良恶性病变的重要标记物，有潜在的诊断价

值［５，１７］。这一点与２０１３年 Ａｂｄｕｌｍａｊｅｅｄ等［５］的报道

结果相一致，同时本研究也在对 ＤＯＫ、ＣＡＬ２７和
ＷＳＵＨＮ６细胞ＣＤ２４表达的分析中进一步证实了这
样的表达模式（图２），综合组织和细胞的表达模式，
可以确定ＣＤ２４在口腔鳞癌发生发展中的促癌作用。

＃Ｐ＜０．０５，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＣＤ２４ｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎ
ＣＡＬ２７（Ａ）ａｎｄＷＳＵＨＮ６（Ｂ）ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ＤＯＫｃｅｌｌｓ．

图２　ＣＤ２４ｍＲＮＡ和蛋白在ＤＯＫ、ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６细胞系

中的表达

Ｆｉｇｕｒｅ２　ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ２４ｉｎＤＯＫ，ＣＡＬ２７
ａｎｄＷＳＵＨＮ６ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

　

　　本研究首先以 ＤＯＫ、ＣＡＬ２７和 ＷＳＵＨＮ６细
胞为模型，比较了三者增殖能力的差异，结果发

现虽然ＣＤ２４的表达无论在ｍＲＮＡ还是蛋白水平
均呈现一个递增的表达特征（ＤＯＫ＜ＣＡＬ２７＜
ＷＳＵＨＮ６），ＣＡＬ２７和 ＷＳＵＨＮ６的增殖能力均
强于 ＤＯＫ细胞，但是 ＣＡＬ２７却拥有最强的增殖
能力（图３）；其次，还发现在无血清肿瘤球形成
培养中，ＤＯＫ细胞除了不能形成明确地球样结构
之外，一般在培养的一周左右就全部死亡，而

ＣＡＬ２７和 ＷＳＵＨＮ６均可以培养形成如图 ５所
示的肿瘤球，且可以在无血清培养中长期生长和

存活，尽管相对于 ＣＡＬ２７细胞，ＷＳＵＨＮ６细胞
所形成的球样结构更加紧致，以上这些结果至少

可以说明 ＣＤ２４与口腔鳞癌细胞的增殖能力和肿
瘤球形成的过程有关；再次，利用添加 ＡＴＲＡ和
ＣＤ２４抗体来明确 ＣＤ２４在口腔鳞癌细胞 ＣＡＬ２７
和 ＷＳＵＨＮ６增殖和肿瘤球形成过程中的作用，
发现无论是 ＡＴＲＡ还是 ＣＤ２４抗体均可有效地抑
制口腔鳞癌细胞的增殖能力和肿瘤球的形成，其

中 ＡＴＲＡ可以抑制口腔鳞癌细胞 ＣＤ２４的表达
（图３），而 ＣＤ２４抗体虽然不影响口腔鳞癌细胞
中 ＣＤ２４的表达，但是抗体封闭细胞表面分子
ＣＤ２４也产生了同样的增殖和肿瘤球形成抑制
作用。

Ａ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＯＫｃｅｌｌｓ；Ｂ，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＣＤ２４ｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎＣＡＬ２７ａｎｄＷＳＵ
ＨＮ６ｕｎｄｅｒｔｕｍｏｒｓｐｈｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ； Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ．

图３　ＤＯＫ、ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６细胞增殖能力比较（Ａ）及常规及成球培养条件下ＣＤ２４ｍＲＮＡ表达（Ｂ）

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ（Ａ）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ２４ｍＲＮＡｉｎＣＡＬ２７ａｎｄＷＳＵＨＮ６ｃｅｌｌｕｎｄｅｒｔｕｍｏｒｓｐｈｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（Ｂ）
　

　　综合以上的研究结果，可以得出 ＣＤ２４具有部
分影响口腔鳞癌细胞增殖和肿瘤球形成的作用，虽

然在本研究中并未体现出 ＣＤ２４表达的量效关系，
比如ＣＤ２４表达量最高的 ＷＳＵＨＮ６增殖能力并非
最强，但是这些结果也足以反映出 ＣＤ２４在口腔鳞

癌细胞增殖和肿瘤球形成中的重要作用，也表明了

ＣＤ２４是一个口腔鳞癌治疗的有效靶点，本课题组将
在后续的研究中进一步探明ＣＤ２４影响口腔鳞癌细
胞增殖和肿瘤球形成的作用机制。尽管这项研究对

ＣＤ２４的潜在致癌作用有了初步的描述，也提示了

·０２·
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ＣＤ２４与口腔鳞癌临床靶向治疗的相关性，但是我们
还需要大量的临床样本结合临床资料随访来明确中

国人ＣＤ２４表达与口腔鳞癌各种临床病理特征的相
关性，且需要从 ＣＤ２４表达确切定位（比如膜定位、
质核定位，抑或是可以互相转换）、在已分化的肿瘤

细胞中的作用和治疗机制，基于口腔鳞癌肿瘤干细

胞的作用和治疗机制等角度系统的分析和研究。除

此之外，本研究还需要进一步利用 ＣＤ２４敲低和／或
敲除的体外模型和动物模型来进一步确定 ＣＤ２４在
口腔鳞癌中的作用和机制。

ＡａｎｄＢ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣＡＬ２７ｃｅｌｌｓａｎｄＷＳＵＨＮ６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃ，ＤａｎｄＥ，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡ（Ｃ
ａｎｄＤ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｅ）ｌｅｖｅｌｏｆＣＤ２４ｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎＣＡＬ２７ａｎｄＷＳＵＨＮ６ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ２０μｍｏｌ／ＬＡＴＲＡ．

图４　ＡＴＲＡ部分通过下调ＣＤ２４表达抑制ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６细胞增殖

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＡＴＲＡｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＣＡＬ２７ａｎｄＷＳＵＨＮ６ｃｅｌｌｓｐａｒｔｉａｌｌｙｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅＣＤ２４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　

ＡａｎｄＢ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣＡＬ２７ｃｅｌｌｓａｎｄＷＳＵＨＮ６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃ，ＤａｎｄＥ，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡ（Ｃ
ａｎｄＤ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｅ）ｌｅｖｅｌｏｆＣＤ２４ｉｓｎｏｔｃｈａｎｇｅｄｉｎＣＡＬ２７ａｎｄＷＳＵＨＮ６ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ０．１ｍｇ／ＬＣＤ２４ａｎｔｉｂｏｄｙ．

图５　ＣＤ２４抗体封闭抑制ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６细胞的增殖

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＣＤ２４ａｎｔｉｂｏｄｙｂｌｏｃｋｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＣＡＬ２７ａｎｄＷＳＵＨＮ６ｃｅｌｌｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｎｔｈｅＣＤ２４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　

·１２·莫　珩，等　口腔鳞癌中ＣＤ２４的表达、作用和治疗靶点价值
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ｔｉｖｅｌｙ；Ｂ，＃Ｐ＜０．０５，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＣＤ２４ｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎＣＡＬ２７ａｎｄＷＳＵＨＮ６ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＡＴＲＡ；Ｃ，ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＣＤ２４ｉｓｎｏｔｃｈａｎｇｅｄｉｎＣＡＬ２７ａｎｄＷＳＵＨＮ６ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＣＤ２４ａｎｔｉｂｏｄｙ．

图６　ＡＴＲＡ和ＣＤ２４抗体封闭抑制ＣＡＬ２７和ＷＳＵＨＮ６口腔鳞癌细胞的肿瘤球形成

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＡＴＲＡｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄＣＤ２４ａｎｔｉｂｏｄｙｂｌｏｃｋｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｔｕｍｏｒｓｐｈｅｒｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＣＡＬ２７ａｎｄＷＳＵＨＮ６ｕｎｄｅｒｔｕｍｏｒｓｐｈｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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