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CD29的表达与人类唾液腺良恶性肿瘤发病关系的研究
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[摘要] 目的:分析与明确各种细胞表面标记物的表达和分布,特别是CD29在成人唾液腺中的表达和分布。方

法:采集成对的成人腮腺、舌下腺和颌下腺组织。并使用免疫组化检测收集的腺体中各种家族特异性细胞表面标

记的表型表达(包括CD29)。结果:发现CD29在唾液腺腺泡和导管上皮,间充质基质和肌上皮细胞上均有表达;

CD29+细胞在成人唾液腺上皮中与CD324、CD326、NKCC1和CD44共表达;间充质细胞主要表达CD73、CD90、波
形蛋白和CD34而α-SMA主要是肌上皮细胞特异性祖细胞标记物。结论:CD29广泛表达于人唾液腺中,可作为

唾液腺疾病和恶性肿瘤新型细胞治疗和诊断的潜在生物标志物。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

analyze
 

and
 

clarify
 

the
 

expression
 

and
 

distribution
 

of
 

various
 

cell
 

surface
 

markers,
 

espe-
cially

 

the
 

expression
 

and
 

distribution
 

of
 

CD29
 

in
 

adult
 

salivary
 

glands.
 

Methods:
 

Paired
 

adult
 

parotid,
 

sublingual
 

and
 

submandibular
 

glands
 

were
 

collected.
 

The
 

phenotypic
 

expression
 

(including
 

CD29)
 

of
 

various
 

family-specific
 

cell
 

surface
 

markers
 

in
 

the
 

collected
 

glands
 

was
 

examined
 

using
 

immunohistochemistry.
 

Results:
 

CD29
 

was
 

expressed
 

in
 

the
 

salivary
 

gland
 

acinar
 

and
 

duct
 

epithelium,
 

mesenchymal
 

stroma,
 

and
 

myoepithelial
 

cells.
 

CD29+
 

cells
 

were
 

co-
expressed

 

in
 

adult
 

salivary
 

gland
 

epithelium
 

with
 

CD324,
 

CD326,
 

NKCC1,
 

and
 

CD44.
 

Mesenchymal
 

cells
 

mainly
 

expressed
 

CD73,
 

CD90,
 

vimentin,
 

and
 

CD34.
 

And
 

α-SMA
 

was
 

the
 

predominantly
 

myoepithelial
 

cell-specific
 

progenitor
 

markers.
 

Conclusion:
 

CD29
 

is
 

widely
 

expressed
 

in
 

human
 

salivary
 

glands
 

and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

potential
 

biomarker
 

for
 

the
 

treatment
 

and
 

diagnosis
 

of
 

salivary
 

gland
 

diseases
 

and
 

malignant
 

tumors.
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  唾液腺(Salivary
 

Glands,SG)属于一组分支器

官主要包括腮腺、颌下腺和舌下腺等,其特殊的分泌

单位由腺泡和导管组成,而上述两者形成的特定分

支形态是其功能的关键[1]。分支形态的形成受表面

受体 调 控 及 细 胞 外 基 质 (Extracellular
 

Matrix,

ECM)和基底蛋白的分布和组成所引起的差异细胞

粘附特性的调节。细胞受体与ECM 蛋白之间的相

互作用导致下游细胞内信号传导途径的级联,其致

使原始上皮祖细胞直接从原始萌芽阶段经历增殖和

分化,并最终分化成腺泡小叶和导管[2~4]。在各种

细胞粘附分子中,整合素蛋白(简称整合素)主要参
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与细胞与ECM的相互作用,参与并调控细胞增殖,
极化和分化的多种信号通路的调节。整合素是含有

α和β亚基的异源二聚体蛋白质,并基于β亚基的

类型进一步分为亚家族。CD29或整合素β1亚家族

参与细胞与ECM蛋白,如胶原蛋白,层粘连蛋白和

纤维连接蛋白之间的相互作用[4]。整合素在不同的

细胞系上表达,包括间充质细胞和上皮细胞,它们是

上述分支形态形成和胚胎唾液腺发育过程中形成唾

液腺关键的细胞成分[3,5]。

  CD29广泛表达于干细胞、血液、乳腺及皮肤等

组织中[3]。此外,研究报道,CD29已经成为唾液腺

干细胞的表面标记物[3,4]。多项研究表明CD29与

其它标记物,如CD24、CD49f、CD90或CD117组合

可用作分离唾液腺干细胞的标记[5]。同时,另有研
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究报道CD29可存在于成人唾液腺中,其在腺泡,导
管和肌上皮细胞均呈一定量表达[6,7]。然而,这些

基于在唾液腺的各种细胞系中的研究,证明CD29
的表达情况彼此差异很大。此外,大多数研究表明

CD29在唾液腺上表达,多数学者研究了来自唾液

腺细胞的单层培养物及细胞系,并没有发现其在新

鲜分离的人唾液腺中呈现[3,6]。细胞表面标记的表

型及表达谱可能在体内和体外条件之间是不同的。
尽管细胞培养可作为研究细胞的有力工具,但在体

外培养可能诱导目的细胞特征的表型改变[5~7]。因

此,急需了解新鲜分离的唾液腺中各种细胞类型的

天然表型,准确探索其下游功能意义是十分重要的。

  由于CD29在细胞粘附、器官发育、组织修复和

体内稳态的维持中具有非常重要的意义,但目前的

研究报道对其说法不一,因此本文对CD29的研究

涉及人腮腺(parotid
 

gland,
 

PAG),舌下(sublingual
 

gland,
 

SLGs)和颌下腺(salivary
 

gland,
 

SMGs)等
多个腺体。本研究旨在明确CD29在各种特殊结构

如唾液腺的腺泡,导管及结缔组织中细胞上的表达,
该研究将有助于诊断和以细胞治疗为基础的临床治

疗与基础研究工作的开展。

1 实验材料、方法与相关仪器

1.1 材料和方法 成人唾液腺组织的收集,分别处

理并收集5对腮腺、舌下腺和颌下腺组织,以上组织

均经病理确诊,相关研究符合伦理标准。收集的组

织中患者年龄31~88岁,有5例男性,余下为女性,
所有收集的唾液腺组织结构完整,未经放射治疗。

1.2 唾液腺细胞的分离 用胶原酶Ⅳ(1
 

g/L,武汉

谷歌生物科技有限公司)和分散酶Ⅱ(2.5
 

g/L,上海

翊圣生物科技有限公司)消化腮腺、舌下腺和颌下腺
 

,处理后在37
 

℃保温1
 

h。通过用事先准备好的40
 

μm滤膜过滤消化的组织裂解液制备唾液腺细胞的

单细胞悬液并用于流式细胞术分析。

1.3 流式细胞术 实验中所用到的所有抗体均来

自于Abcam及Biolegend公司,用上述抗体分别对

新鲜分离的唾液腺单细胞进行染色,并在BD
 

LSR
 

Ⅱ型流式细胞仪(BD
 

Biosciences,San
 

Jose,CA,

USA)上进行分析。使用碘化丙啶(PI)来区分活细

胞和死细胞。使用FlowJo软件(FlowJo,Ashland,

OR,USA)进一步分析所得数据。

1.4 组织免疫荧光进行定位及定量测定 组织免

疫荧光的定位测定,按照参考文献中所描述到的方

法将新鲜分离的腮腺、舌下腺和颌下腺组织进行固

定及包埋。随后用对应一抗和二抗对冰冻石蜡切片

进行染色,并用抗衰减试剂与4',6-二脒基-2-苯

基吲哚(DAPI)(上海翊圣生物科技有限公司)复染。
在Olympus高分辨率显微镜上拍照并留取图像。
随机选取6~8个高倍视野后使用NIH-ImageJ软

件对成人唾液腺切片图像进行量化。

1.5 统计方法 数据以􀭺x±s表示。差异显著性

检验采用双侧t检验和方差分析,然后使用Graph-
Pad

 

Prism
 

6.0版本进行多重比较检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

  CD29+的唾液腺细胞特异性表型标志物:首先

分析CD29+的唾液腺细胞的特异性表型标志物,结
果表明CD29的表达具有CD73和CD90两种不同

的亚 群,1.
 

CD29+
 

CD73- 和 CD29+
 

CD90-
  

;2.
 

CD29+
 

CD73+ 和 CD29+
 

CD90+ 细 胞。对 上 述

CD29+
 

CD73-和CD29+
 

CD90-细胞的进一步分析

显示,在舌下腺和颌下腺中,这些指标主要表达于上

清中,如 CD326 和 CD324(图 1)。
 

尽 管 CD29+
 

CD73-在 细 胞 分 级 中 CD326的 表 达 更 高,而 在

CD29+
 

CD90- 细胞中观察到 CD324的表达较低

(图1、图2)。

  CD29的表达情况:CD29广泛表达于成人唾液

腺的细胞外基质,导管和腺泡上皮细胞及肌上皮细

胞,对成人腮腺、颌下腺和舌下腺中CD29的分布研

究表明其在腺泡和导管上皮细胞表达较为明确(图

3)。另外,CD29在浆液性和粘液型的腺泡细胞中

CD
32
6

图1 成人腮腺(1a)、舌下(1b)、颌下腺(1c)中CD29等的表型分析

Fig.
 

1 Phenotypic
 

expression
 

analysis
 

of
 

CD29,
 

CD44,
 

CD73,
 

CD90,
 

CD133,
 

CD271,
 

CD324
 

(E-cadherin)
 

and
 

CD326
 

(EpCAM)
 

in
 

human
 

adult
  

parotid,
 

sublingual
 

and
 

submandibular
 

glands.
 

Error
 

bars
 

represent
 

mean±SD.
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图3 腮腺、颌下腺和舌下腺中各种细胞分子表面标记物的荧光结(CD29,CD326,NKCC1,CD44,Vimentin)

Fig.
 

3 In
 

situ
 

localization
 

of
 

(3a)
 

CD29
 

and
 

CD326,
 

(3b)
 

CD29
 

and
 

NKCC1,
 

(3c)
 

CD29
 

and
 

CD44,
 

and
 

(3d)
 

CD29
 

and
 

vimentin
  

in
 

human
 

fe-

tal
 

and
 

adult
 

salivary
 

glands.

图2 间充质基质细胞特异性标记CD73,CD90和上皮特异性标记

CD326和CD324的CD29表达的流式结果

Fig.
 

2 Dot
 

plot
 

representation
 

of
 

expression
 

of
 

CD29
 

with
 

respect
 

mesenchymal
 

stromal
 

cell-specific
 

marker
 

CD73,
 

CD90
 

and
 

epithelial-specific
 

markers
 

CD326
 

and
 

CD324.

图4 腮腺、颌下腺和舌下腺中CD29及CD34的细胞分子表面标记

物荧光结果

Fig.
 

4 In
 

situ
 

localization
 

of
 

CD29
 

and
 

CD34
 

in
 

human
 

fetal
 

and
 

a-

dult
 

salivary
 

glands.

均有表达(见图3)。在颌下腺中,围绕粘液腺泡细

胞的浆液细胞呈现CD29的高表达(图3)。其表达

还可见于纹状缘,和唾液腺的排泄导管细胞(图3)。
其中,发育分支导管上的CD29表达形态如图3。此

外,CD29同样表达在唾液腺的腺泡和导管细胞(图

3)的环层肌上皮细胞(图3)和间充质基质结缔组织

细胞上。

  CD29在唾液腺不同结构组分上的上皮细胞特

异性表达和肌上皮细胞特异性表达需通过已知的腺

泡,导管及上皮祖细胞标志物的定位共同研究证实,
而上述几种细胞均呈现CD29阳性。本研究发现,
腺泡和导管上皮细胞的CD29+ 细胞共表达上清标

记 物 CD326,NKCC1 和 CD44(见 图 3b、3c)。

CD29,CD34+的表达见(图4)。

3 讨论

  理清唾液腺各区域中不同类型细胞的表面分子

标记物对唾液腺良恶性病变的诊断和治疗是至关重

要的[4~6,8]。本研究表明CD29在人类唾液腺中高

表达。同时发现大部分表达CD29的细胞具有间充

质和上皮特性。同时发现CD29的表达可定位于成

人腮腺、颌下腺和舌下腺基质,腺泡和导管上皮及肌

上皮细胞。

  现有的一些研究表明CD29在成人唾液腺中的

定位说明,CD29主要由腺泡和导管的上皮祖细胞

表达[9,10]。目前已有研究报道CD29可在基底外侧

区域的粘液和浆液性腺泡细胞上表达[10]。
 

Louren-
co等对唾液腺发育的不同阶段(即胚芽,增殖,分枝

和细胞分化)中CD29的表达进行了较为详细的研

究,并发现CD29存在于胚芽期以外的所有细胞阶

段[11]。

  本研究结果显示,腮腺、颌下腺和舌下腺的腺泡

中粘液型细胞和浆液型细胞均有高的CD29+表达。
通过胰腺细胞分化标志物NKCC1的共定位进一步

证实CD29在腺泡细胞上的表达(图3c)。同时发现

CD29的表达主要在腺泡和导管细胞上,而NKCC1
的表达更局限于基底外侧腺泡和导管细胞。笔者还

研究了唾液腺中另一个跨膜糖蛋白CD44的表达。
在人颌下腺和舌下腺中通过免疫组化已经显示了3
种CD44(CD44v3,CD44v4/5,CD44v6)的 同 种 分

布,发现CD44高表达于浆液性腺泡和肌上皮细胞。
然而,多数学者认为CD44的表达仅限于人类腮腺

和舌下腺中的浆液性腺泡细胞,并且认为肌上皮细

胞中缺乏CD44的表达[10~12]。本研究表明,在成人
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腮腺、颌下腺和舌下腺中CD44的表达主要在浆液

性和粘液型腺泡细胞中。此外观察到各腺体边缘区

中导管和基质细胞中有明显的CD44染色。这些关

于唾液腺中CD44的分布异常观点的出现可能是研

究中所用抗体的原因所致。同时也发现上皮细胞和

基质 细 胞 上 的 CD29+ 表 达 与 成 人 唾 液 腺 中 的

CD44+表达具有强烈的共定位特性。同时发现在

浆液和粘液型腺泡以及唾液腺的导管细胞上均表达

CD44(图3)。此外还发现CD44在唾液腺的细胞外

基质上表达。CD29+细胞与表达α-平滑肌肌动蛋

白(α-SMA)的细胞共表达证实了两者均在唾液腺

的肌上皮细胞上表达。本文数据表明CD34广泛表

达于人类唾液腺的细胞外基质[11,12]。本研究表明

CD29+细胞与基质区域的CD34+和波形蛋白+细胞

具有明显的共定位特性,进一步证实了CD29由唾

液腺的间充质细胞表达。此外也发现唾液腺的嵌入

区,横纹和小叶间(排泄导管)导管中CD29呈强表

达。而部分学者认为可在腺泡和导管细胞周围的肌

上皮细胞中观察到CD29的普遍表达。CD29+肌上

皮细胞和α-SMA可呈共阳性表达,提示CD29可

作为明确的肌上皮祖细胞标志物。此外,CD29+ 细

胞与波形蛋白和表达CD34的唾液腺细胞共定位证

实了间充质细胞分子上CD29的表达。这些研究表

明CD29在成人唾液腺中广泛表达,可能是维持腺

体发育到成熟的重要因素[11~13]。

  综上所述,本研究表明CD29在各种类型的细

胞中均有表达,成人组织中的高CD29表达可表明

CD29在原始以及分化后的唾液腺祖细胞上有表

达,结合患者临床资料、组织来源及组织镜下形态特

点,协同CD29的表达可对患者疾病作出正确诊断。
 

因此,CD29可作为一种潜在生物标志物,可用于唾

液腺良恶性疾病的诊断和治疗。
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