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口腔鳞癌细胞系 NTCR中侧群细胞的相关研究 *
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摘要目的：口腔鳞癌是口腔颌面部常见的恶性肿瘤之一，本研究以侧群细胞为肿瘤干细胞突破口，通过检测、分选口腔鳞癌细胞

系 NTCR中侧群细胞(side population, SP)细胞亚群，深入研究不同细胞亚群的体内、外相关生物学特性，寻找口腔鳞癌中肿瘤干

细胞存在的证据。方法：选取口腔鳞癌细胞系 NTCR作为研究对象，Hoechst 33342染色后行流式细胞仪检测，分选口腔鳞状细胞

癌中的 SP细胞和非 SP细胞，进行体外培养、长期分化和体内成瘤实验，对 2种亚群细胞的体内和体外生物学特性进行检测和比

较。结果：口腔鳞状细胞癌细胞系 NTCR中含有 9.3 %SP细胞，其 SP细胞在细胞的增殖能力、自我更新能力及裸鼠体内成瘤能力

等方面与干细胞特性相似。结论：SP细胞可以认为是肿瘤干细胞的富集。进一步深入研究，有可能作为口腔鳞癌诊断、治疗和预后

的靶标。
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Correlational Research on Side Population Cells of OSCC Cell Line NTCR*

Oral squamous cell carcinoma is one of the most common malignant tumors in the head and neck. To find

the existing evidences of cancer stem cells, the side population (SP) cells in oral squamous cell carcinoma cell line NTCR was examined

and sorted, and the biological characteristics of in vivo and in vitro were studied. Hoechst 33342 dye was used to explore and

sort SP cells and non-SP cells with the object of studying oral squamous cell carcinoma cell line NTCR. The two subpopulation cells'

proliferation, differentiation and tumorigenicity in nude mice were compared in vivo and in vitro. 9.3 % SP cells were found in

NTCR cells. And its histological characteristic in proliferation, differentiation and tumorigenicity in nude mice was especially similar

with stem cells. SP in oral squamous cell carcinoma is enriched with stem-like cancer cells, and may be an important target

for detection, treatment and prognosis of OSCC.

Oral squamous cell carcinoma; Side population; NTCR

*基金项目：国家自然科学基金项目（81272978）

作者简介：张燕（1982-），女，硕士研究生，主治医师，主要研究方向：口腔颌面部肿瘤，电话：18821145441，E-mail: zhangyan205243@126.com

△通讯作者：张萍，女，博士生导师，主任医师，主要研究方向：口腔颌面部肿瘤，E-mail: pingzhang73@hotmail.com

（收稿日期：2014-12-26 接受日期：2015-01-20）

前言

口腔鳞状细胞癌是一种常见的口腔颌面部疾病，晚期患者

尤其是复发和伴有转移的患者预后很不理想，因此本病的诊断

和治疗方法亟待改善和发展。近年来提出的肿瘤干细胞理论为

肿瘤诊断和治疗水平的提高带来了希望。口腔鳞癌中是否含有

肿瘤干细胞？如何识别肿瘤干细胞？肿瘤干细胞特性如何鉴定？

这些问题摆在了我们面前，需要解答。侧群细胞（side popula-

tion cell，SP）[1]是一小群能够将 Hoechst 33342荧光染料泵出细

胞外的细胞亚群；侧群细胞是一群更为原始的干细胞或者说与

干细胞有极大的相似性；SP表型被认为是各种来源的干细胞

的普遍标志。本研究以侧群细胞为中介，来找寻口腔鳞癌中的

肿瘤干细胞。研究选取口腔鳞癌细胞系 NTCR作为研究对象，
Hoechst 33342染色后行流式细胞仪检测，分选口腔鳞状细胞

癌中的 SP细胞，确定口腔鳞癌中 SP细胞的存在以及含量。进

一步对 SP细胞和非 SP细胞的体内外生物学特性进行鉴别，从

而为 SP具有干细胞特性提供了有力证据。

1 材料与方法

1.1 材料
人口腔鳞癌细胞系 NTCR由上海交通大学医学院附属第

九人民医院口腔肿瘤生物学实验室提供；胎牛血清、RP-
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MI-1640培养基、DMEM培养基购自美国 Gibco公司；乙二胺

四乙酸（EDTA）购自华美生物工程公司；Hoechst 33342荧光染
料、维拉帕米购自美国 Sigma公司；碘化丙啶（PI）购自美国 BD

公司；BALB/C nu/nu裸鼠由中科院上海实验动物 (SYXK (沪)

2007-0007)中心所购买；CO2细胞培养箱购自日本三洋公司；流

式细胞仪购自美国 Beckman Coulter公司；倒置相差显微镜购

自日本 Nikon公司。
1.2 方法
1.2.1 SP细胞的检测和分选 选用对数生长期的 NTCR细胞
系进行实验，调整细胞密度为 106/mL，制成单细胞悬液重悬于
DMEM培养液（含 2 % FBS）中。设实验组和对照组，实验组中

加入 Hoechst 33342至终浓度为 100 M，对照组中同时再加入

维拉帕米至终浓度为 50 M，37 ℃ 水浴 90 min，每 15 min振荡

混匀一次。1000 rpm离心 5 min离心弃上清，4 ℃ PBS洗涤 2

次，重悬于 4 ℃含 2 % FBS的 PBS中。加入 PI至终浓度为 25

M，染色 5 min以区分活细胞和死细胞。置冰上保存，待上机检

测或分选。检测和分选使用 Beckman Coulter EPICS ALTRA流

式细胞仪。Hoechst 33342在紫外光 351-364 nm时被激发，其荧

光信号经过 515 nm和 608 EFLP光学过滤可以被检测到。分选

在无菌条件下操作，分选得到的 SP细胞和非 SP细胞分别收集

于离心管中，每管 0.5 mLFBS。收集到的 SP细胞和非 SP细胞

留待进一步的实验使用。

1.2.2 体外培养观察 SP细胞和非 SP细胞形态特点 新鲜分

选下来的 SP细胞和非 SP细胞（各 5× 104个）在 RPMI-1640培
养液（含 10 %FBS）中培养 8天，观察 2组细胞生长速度，形态

等方面有无差异。

1.2.3 生长分化实验 新鲜分选下来的 SP细胞和非 SP细胞

在 RPMI-1640培养液（含 10 %FBS）中培养 14天后，用消化液

（含 0.25 %胰酶和 0.02％ EDTA）消化，离心，DMEM培养液

（含 2 % FBS）重悬。方法同 1.2.1，Hoechst 33342染色，上机检

测 2种细胞中 SP细胞的含量。以此来判断在体外培养 14天后
SP细胞和非 SP细胞的分化情况。

1.2.4 SP细胞和非 SP细胞体内生物学特性的研究 新鲜分

选的 SP细胞和非 SP细胞 PBS按 1× 105和 1× 104分成 2 组

数量级，每组重复 2次，分别重悬于 100 滋L RPMI- 1640（含 10

%FBS）/matrigel(1:1)中，置于冰上备用。如表 1所示,4周龄雌性
裸鼠，SP细胞组分成 2组，每组 2只，共 4只裸鼠，每只裸鼠选

取后肢 2个点，皮下注射 SP细胞；非 SP细胞组分成 2组，每组
2只，共 4只裸鼠，每只裸鼠选取后肢 2个点，皮下注射非 SP

细胞。每个数量级每种细胞分别注射 2只裸鼠，每只裸鼠 2个

点。第二周起开始观察裸鼠成瘤情况并作记录。观察 9周后，脱

臼处死裸鼠，取下肿瘤用苏木素 -伊红（HE）染色，做常规病理

检查。采用 SAS 6.12统计学软件对两组细胞裸鼠成瘤率和成

瘤时间进行检验，检验水准 P=0.05。

表 1裸鼠实验分组

Table 1 Experiment grouping of nude mice

1× 105 cells 1× 104 cells

SP cells 2 nude mice(4 points) 2 nude mice(4 points)

Non-SP cells 2 nude mice(4 points) 2 nude mice(4 points)

2 结果

2.1 口腔鳞状细胞癌细胞系 NTCR中 SP细胞的检测和分选结
果

实验使用 Hoechst 33342染色，用维拉帕米阻断 Hoechst
33342作为对照。样本中 SP细胞的含量等于样本染色组中 SP

的含量减去对照组中 SP的含量。如图 1所示，NTCR细胞中
SP含量为 9.3 %(A: 20.3 %-B: 11.0 %)。实验在无菌条件下进行

分选，为下一步的研究做准备。

2.2 SP细胞和非 SP细胞形态学观察

新鲜分选下来的 SP细胞和非 SP细胞（各 5× 104个）在

RPMI-1640培养液（含 10 %FBS）中培养 8天，如图 2所示，为
SP细胞和非 SP细胞在体外培养第 2天和第 8天的情况，发现

两组细胞在生长速度，细胞形态等方面相似，无明显差异。

2.3 长期分化结果

分选的 SP细胞和非 SP细胞在体外用 RMPI-1640培养液
(含 10 % FBS)培养 14天后，使用 Hoechst33342染色重新检测

两组细胞中 SP细胞的含量，如图 3所示：SP细胞中含有 37.5

%(A: 53.5 %-B: 16.0 %)的 Hoechst33342阴性或弱阳性细胞，而

非 SP细胞中仅含有 0.2 %(C: 1.8 %-D: 1.6 %)的 Hoechst33342

阴性或弱阳性细胞。

2.4 裸鼠成瘤结果
皮下注射 3个月后，裸鼠全部脱臼处死。如图 4所示：除了

两只注射 1× 104个 SP细胞的裸鼠的一侧后肢未成瘤外, 皮下

注射 SP细胞（2个数量级）的裸鼠后肢双侧全部成瘤（6/8）；与

之相反，非 SP细胞（2个数量级）的裸鼠均未成瘤（0/8）。而且，
SP细胞在成瘤时间上也比口腔鳞癌细胞系成瘤时间要短。皮

下注射 SP细胞的裸鼠成瘤时间为 3-5周，而通常口腔鳞癌细

胞系裸鼠成瘤时间为 8周。SAS 6.12统计学软件分析结果表明

，SP细胞在裸鼠体内成瘤能力明显高于非 SP细胞(P＜0.05)。

3 讨论

近年来，科学家的目光更多地转向了对干细胞和肿瘤细胞

关系的研究。有证据表明，突变的靶标是正常的干细胞，突变 "

打击 "了正常干细胞的自我更新能力，肿瘤细胞的增生是由突

变来的肿瘤干细胞所调控的[2]。早在上世纪 70年代科学家就提

出肿瘤是一种干细胞疾病的概念[3]，他们发现肿瘤细胞在增殖

和分化等方面与干细胞极为相似。Buick等[4]引用白血病病人

骨髓中的实验来支持 "分化受阻 "的模型，最先提出了恶性转

化可能限制正常多潜能干细胞的分化能力。Mackenzie等[5]人
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采用 "organotypic"体外培养体系，证实了在口腔鳞癌中仅有很

少量的细胞具有克隆形成能力，Locke等[6]则发现即使是在体

外长期培养扩增的人口腔鳞癌细胞也包含着不同类型的细胞

亚群，分别与正常口腔粘膜上皮的干细胞和 TA细胞相对应，

而其中一小群细胞似乎具有干细胞样特征。越来越多的证据表

明，口腔鳞癌中存在肿瘤干细胞[7]。

目前大部分肿瘤干细胞表面标志物并不明确，如何有效分

离和鉴定肿瘤干细胞是研究工作的一大难题，也是进一步研究

肿瘤干细胞的生物学特性，明确肿瘤干细胞导致肿瘤形成的分

子机制以及肿瘤干细胞内异常的信号转导途径的关键。

已有研究报道[8]，多种正常干细胞和肿瘤干细胞都有能外

排 Hoechst33342（一种 DNA结合的荧光染料）的能力，具有这
种能力的细胞被称为侧群细胞（Side population cell, SP细胞）。
最早在上个世纪 90年代，Goodell等[8]发现，SP 细胞在造血潜
能的干细胞中高表达；并且 SP细胞具有干细胞的特性。SP细
胞群保留干细胞自我更新的潜能，但大部分时间处于沉默和静

止状态，可能是肿瘤复发、组织更新的重要源头。SP细胞在喉
癌[9]及细胞株 [10]，前列腺癌[11]，平滑肌瘤[12]，卵巢癌[13]及细胞株
[14]，膀胱癌[15]，宫颈癌(细胞株)[16]，胶母细胞瘤[17]及细胞株[18]，胰

腺癌(细胞株)[19]，AML[20]，乳腺癌[21]，成神经细胞瘤[22，23]，卵巢癌
[24]及细胞株[25]，肝癌（细胞株）[26]，肺癌（细胞株）[27]，恶性黑色素

瘤[28]，鼻咽癌（细胞株）[29]，肠癌(细胞株)[30]，胃癌(细胞株)[31-33]，中

均含有 SP细胞，已成功分离，且这些细胞表达某些干细胞样的
特性。因此，本实验选择 SP细胞为切入点来研究。

有研究证明在白血病和多发性骨髓瘤中，仅有 1/1000或
1/10000的肿瘤细胞能在体外克隆增殖[2]。Kondo等[28]检测了恶

图 1口腔鳞状细胞癌细胞系 NTCR中 SP细胞含量图

Fig.1 The percentage of SP cells in oral squamous cell carcinoma cell line

NTCR

图 2 SP细胞和非 SP细胞体外培养生长形态（400× ）

Fig.2 In vitro growth characteristics of SP and no-SP cells

A: SP cells 2nd days;

B: SP cells 8th days;

C: non-SP cells 2nd days;

D: non-SP cells 8th days

图 3体外培养 14天后两组细胞的 SP含量

Fig.3 The percentage of SP cells in SP and non-SP group after culturing 14

days

图 4 裸鼠成瘤实验

Fig.4 Tumor formation in nude mice

A: inoculated 1× 105 SP cells;

B: inoculated1× 104 SP cells;

C: inoculated1× 105 non-SP cells;

D: inoculated1× 104 non-SP cells
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性肿瘤细胞的 SP表型，发现 SP细胞存在的不对称分裂方式类

似干细胞，即 SP细胞既可以分裂成 SP细胞又可以分裂成非
SP细胞，而非 SP细胞只能分裂成非 SP细胞，且增殖能力有

限。大量实验证明，大部分肿瘤，只有当肿瘤细胞数大于 l× 106

时才可形成肿瘤。而 Chiba等 [26] 发现只需 1× 103个 Huh7和
PLC/PRF/5 细胞株的 SP细胞就可以成瘤，而 1× 106个非 SP

细胞没有一只小鼠成瘤。迄今报道的成瘤性最强的是脑肿瘤干

细胞[34]，仅接种 100个 CD133+在 6个月内就形成了肿瘤，而接

种 10万个 CD133-非肿瘤干细胞在相同时间内未能形成肿瘤。

乳腺癌肿瘤干细胞也具有很强的成瘤性[22]，观察时间相同，在

NOD/SCID小鼠体内接种 200 个 ESA+/CD44+/CD24-/low乳腺癌

肿瘤干细胞可形成肿瘤；而接种 1万个 ESA-/CD44+/CD24-/low乳

腺癌非肿瘤干细胞未能形成肿瘤。按照肿瘤干细胞的理论，我

们可以推测，口腔鳞癌的肿瘤细胞具有异质性，鳞癌中只有一

小部分细胞具有强致瘤性，这一小部分就是口腔鳞癌的肿瘤干

细胞。我们试验结果也很好的证明了这一点。

本研究得到以下结论：①口腔鳞状细胞癌细胞系 NTCR中

的 SP细胞含量为 9.3 %；②口腔鳞癌体外培养的 SP细胞类似

未分化的细胞，可分裂成 SP细胞和非 SP细胞，非 SP细胞只

能分裂成非 SP细胞；③ SP细胞在细胞的增殖能力、自我更新

能力及裸鼠体内成瘤能力等方面与干细胞特性相似，可以认为

是肿瘤干细胞的富集。

本研究中两只注射 1× 104个 SP 细胞的裸鼠的一侧后肢

未成瘤，查阅文献，究其原因，可能① SP细胞中混入了非 SP细

胞，使得成瘤细胞数量减少；②观察时间有限，有文献报道观察

成瘤时间达 6个月的 [34]；③SP细胞只是肿瘤干细胞的富集，并

不完全等同肿瘤干细胞，其中可能还含有一些非肿瘤干细胞表

型的 SP细胞。这就很好的提示我们，未来研究工作可重点放在

肿瘤干细胞标志分子的筛选和确立、表型和基因型关系的探讨

上。相信进一步深入研究，有可能作为口腔鳞癌诊断、治疗和预

后的靶标。
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