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乳腺癌干细胞及其分化细胞中雌激素受体、孕激素受体和人类表皮

生长因子受体２的表达

薛会朝，王　雷，李　建，王　迎，王国戗，郭长磊
（新乡医学院第一附属医院普外科，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　探讨乳腺癌干细胞及其分化细胞中雌激素受体（ＥＲ）、孕激素受体（ＰＲ）和人类表皮生长因子受体
２（ＨＥＲ２）的表达及意义。方法　选取２０１６年１月至２０１６年１０月新乡医学院第一附属医院标本室保存的新鲜乳腺
癌标本３５例，制备单细胞悬液，利用免疫磁珠分选法进行细胞分选，分选出乳腺癌干细胞（ＣＤ４４＋ＣＤ２４－／ｌｏｗ细胞）
和分化细胞（ＣＤ４４－ＣＤ２４－细胞），利用 Ｅｎｖｉｓｉｏｎ二步法检测乳腺癌干细胞及其分化细胞中 ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２的表达。
结果　同一患者的乳腺癌干细胞与分化细胞的ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２表达呈现出３种情况：（１）乳腺癌干细胞阴性表达，分
化细胞阳性表达；（２）乳腺癌干细胞阳性表达，分化细胞阳性表达；（３）乳腺癌干细胞阴性表达，分化细胞阴性表达。
分化细胞中ＥＲ、ＰＲ及ＨＥＲ２阳性表达率显著高于乳腺癌干细胞（Ｐ＜０．０５）。乳腺癌干细胞及其分化细胞共有４种
表型，分别为ＳＲ＋ＨＥＲ２－、ＳＲ＋ＨＥＲ２＋、ＳＲ－ＨＥＲ２＋和ＳＲ－ＨＥＲ２－，其中，ＳＲ表示ＥＲ和（或）ＰＲ。乳腺癌干细胞的
ＳＲ－ＨＥＲ２－表型比例最大，分化细胞的ＳＲ＋ＨＥＲ２－表型比例最大；分化细胞的 ＳＲ＋ＨＥＲ２－、ＳＲ＋ＨＥＲ２＋表型比例
显著高于乳腺癌干细胞（Ｐ＜０．０５），分化细胞的 ＳＲ－ＨＥＲ２－表型比例显著低于乳腺癌干细胞（Ｐ＜０．０５），但分化细
胞与乳腺癌干细胞的ＳＲ－ＨＥＲ２＋表型比例比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　乳腺癌干细胞中 ＥＲ、ＰＲ、
ＨＥＲ２阳性表达较低，随着乳腺癌干细胞的不断分化，阳性表达逐渐增加。
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　　乳腺癌是一种常见的恶性肿瘤，目前发病率

高居女性恶性肿瘤首位。乳腺癌的治疗原则是以

手术为主的个体化综合治疗。但是，化学治疗后

部分患者仍然会出现复发及转移，这可能是由于

患者体内存在肿瘤干细胞［１］，直接影响个体化综

合治疗的效果［２］。雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＥＲ）、孕激素受体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）和人

类表皮生长因子受体 ２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）是乳腺癌术后常见的检测

指标［３］。通过对 ＥＲ、ＰＲ和 ＨＥＲ２的检测，可以及

时了解治疗效果，实施进一步的针对性治疗［４］。

本研究旨在探讨 ＥＲ、ＰＲ和 ＨＥＲ２在乳腺癌干细

胞及其分化细胞中的表达及意义，以期为乳腺癌

的治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选取２０１６年１月至２０１６年１０月

新乡医学院第一附属医院标本室保存的新鲜乳腺癌

标本３５例，患者均为女性，年龄 ３０～８０岁，平均

（５１．２５±１０．１２）岁；所有患者术后经病理诊断确诊

为乳腺浸润性导管癌，且术前未接受放射治疗、化学

治疗和内分泌治疗。本研究相关方案均提交医学伦

理部门审核批准，符合相关伦理学要求；所有患者均

对研究情况知情，并签署同意书。

１．２　试剂与仪器　胎牛血清（上海麦仓生物科技

有限公司），胶原酶Ⅲ（上海乔源生物制药有限公

司），胶原酶Ⅰ（南京奥多福尼生物科技有限公

司），多聚赖氨酸（上海逸晗生物科技有限公司），

甲醇（北京美科美生物技术开发有限公司），Ａｎｔｉ

ＢｉｏｔｉｎＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（上海浩然生物技术有限公司），

兔抗人 ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２抗体（美旋生物上海科研试

剂有限公司）；ＣＲ２１Ｇ高速冷冻离心机（日本 ＨＩ

ＴＡＣＨＩ公司），光学显微镜（北京诺博莱德科技有

限公司），ＭＡＣＳ分选系统（北京佰乐良成科技有

限公司）。

１．３　实验方法

１．３．１　单细胞悬液制备　取适量乳腺癌组织，剪碎

后用含胎牛血清的胶原酶Ⅲ进行消化６ｈ，过滤，多

次离心进行细胞纯化。将细胞接种至经胶原酶Ⅰ预

处理的培养瓶中，观察细胞生长情况，对贴壁细胞进

行收集和消化，制备单细胞悬液［５］，备用。

１．３．２　细胞分选　利用免疫磁珠分选法［６］进行细

胞分选，分选出乳腺癌干细胞（ＣＤ４４＋ＣＤ２４－／ｌｏｗ

细胞）和分化细胞（ＣＤ４４－ＣＤ２４－细胞）。取细胞悬

液，进行细胞重悬后添加１０μＬＣＤ２４－Ｂｉｏｔｉｎ，充分

混合均匀之后进行孵育。孵育１５ｍｉｎ后添加２０μＬ

ＡｎｔｉＢｉｏｔｉｎＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ，充分混合均匀之后进行孵

育。孵育１５ｍｉｎ后进行离心，利用ＭＡＣＤ分选系统

获得ＣＤ２４－／ｌｏｗ细胞，并按照上述相同的步骤进行

分选，最终获得 ＣＤ４４＋ＣＤ２４－／ｌｏｗ细胞。按照相同

的方法分选出ＣＤ４４－ＣＤ２４－细胞。

１．３．３　Ｅｎｖｉｓｉｏｎ二步法检测乳腺癌干细胞及其分

化细胞中ＥＲ、ＰＲ和ＨＥＲ２表达　利用Ｅｎｖｉｓｉｏｎ二

步法［７］对乳腺癌干细胞及其分化细胞中 ＥＲ、ＰＲ、

ＨＥＲ２表达进行检测。取上述２种细胞，制备单细

胞悬液，调整细胞浓度，滴加在多聚赖氨酸包被的载

玻片上，甲醇固定后进行冰浴、血清封闭，添加兔抗

人ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２工作液，置于４℃环境下进行反

应。过夜后，以磷酸盐缓冲液代替一抗作为阴性对

照，以已知阳性切片作为阳性对照，孵育后置于显微

镜下进行观察。ＥＲ、ＰＲ和 ＨＥＲ２阳性细胞判断标

准为细胞核呈现棕褐色或棕黄色颗粒，阳性细胞

率≤１０％为阴性，＞１０％为阳性。

１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计

学分析。计数资料以 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法进行检验，

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　乳腺癌干细胞及其分化细胞中 ＥＲ、ＰＲ和

ＨＥＲ２表达比较　结果见表１、图１。同一患者的
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乳腺癌干细胞与分化细胞的ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２表达呈

现出３种情况：（１）乳腺癌干细胞阴性表达，分化细

胞阳性表达；（２）乳腺癌干细胞阳性表达，分化细胞

阳性表达；（３）乳腺癌干细胞阴性表达，分化细胞阴

性表达。分化细胞中ＥＲ、ＰＲ及 ＨＥＲ２阳性表达率

显著高于乳腺癌干细胞（Ｐ＜０．０５）。
表１　乳腺癌干细胞和其分化细胞中ＥＲ、ＰＲ及ＨＥＲ２表达比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＥＲ，ＰＲａｎｄＨＥＲ２ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓ

细胞类型 ｎ
ＥＲ

阴性／例（％） 阳性／例（％）
ＰＲ

阴性／例（％） 阳性／例（％）
ＨＥＲ２

阴性／例（％） 阳性／例（％）
乳腺癌干细胞 ３５ ２９（８２．８６） ６（１７．１４） ２６（７４．２９） ９（２５．７１） ２９（８２．８６） ６（１７．１４）
分化细胞 ３５ １７（４８．５７） １８（５１．４３）ａ ８（２２．８６） ２７（７７．１４）ａ １７（４８．５７） １８（５１．４３）ａ

　　注：与乳腺癌干细胞比较ａＰ＜０．０５。

Ａ１～Ａ３分别为分化细胞中 ＥＲ、ＰＲ和 ＨＥＲ２表达；Ｂ１～Ｂ３分别为

乳腺癌干细胞中ＥＲ、ＰＲ和ＨＥＲ２表达。

图１　乳腺癌干细胞及其分化细胞中 ＥＲ、ＰＲ和 ＨＥＲ２表

达（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ二步法染色，×２００）

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＥＲ，ＰＲａｎｄＨＥＲ２ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓ（Ｅｎｖｉｓｉｏｎｔｗｏｓｔｅｐ

ｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

２．２　乳腺癌干细胞及其分化细胞表型分类　结果见

表２。乳腺癌干细胞及其分化细胞共有４种表型，分

别为 ＳＲ＋ＨＥＲ２－、ＳＲ＋ＨＥＲ２＋、ＳＲ－ＨＥＲ２＋和

ＳＲ－ＨＥＲ２－，其中，ＳＲ表示 ＥＲ和（或）ＰＲ。乳腺癌

干细胞的 ＳＲ－ＨＥＲ２－表型比例最大，分化细胞的

ＳＲ＋ＨＥＲ２－表型比例最大；分化细胞的ＳＲ＋ＨＥＲ２－、

ＳＲ＋ＨＥＲ２＋表型比例显著高于乳腺癌干细胞（Ｐ＜

０．０５），分化细胞的 ＳＲ－ＨＥＲ２－表型比例显著低于

乳腺癌干细胞（Ｐ＜０．０５），但分化细胞与乳腺癌干

细胞的ＳＲ－ＨＥＲ２＋表型比例比较差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。

表２　乳腺癌干细胞及其分化细胞表型比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓ

细胞类型 ｎ
ＳＲ＋ＨＥＲ２－／

例（％）

ＳＲ＋ＨＥＲ２＋／

例（％）

ＳＲ－ＨＥＲ２＋／

例（％）

ＳＲ－ＨＥＲ２－／

例（％）

乳腺癌干细胞 ３５ ６（１７．１４） ３（８．５７） ４（１１．４３） ２２（６２．８６）
分化细胞 ３５ １５（４２．８６）ａ １１（３１．４３）ａ ５（１４．２９） ４（１１．４２）ａ

　　注：与乳腺癌干细胞比较ａＰ＜０．０５。

３　讨论

干细胞过度增殖及病变会引发肿瘤［８］，乳腺干

细胞的病变极有可能是乳腺癌发生以及复发转移等

的重要原因之一。现有的癌症药物可有效杀死成熟

乳腺癌细胞，但有极少数未成熟的乳腺癌干细胞能

抵抗此类药物，它们负责肿瘤的生长和发展。

作为一种激素依赖性肿瘤，乳腺癌患者临床治

疗过程中，ＥＲ和（或）ＰＲ阳性等患者内分泌治疗得

到了广泛的应用。肿瘤干细胞与肿瘤的复发、转移

等密切相关，而以往越来越多的研究证实，乳腺癌干

细胞与靶向内分泌治疗之间存在密切的联系［９１０］。

由此推断，在乳腺癌干细胞中可能存在一定的特殊

细胞表型，与其他细胞激素受体之间存在较大的差

异，影响到分子靶向治疗的效果［１１］。ＧＩＮＥＳＴＩＥＲ

等［１２］研究报道，在肿瘤出现复发转移时，相应的复

发转移灶在分子表达方面也会出现一定的变化，其

中，ＥＲ阳性率会下降，ＨＥＲ２阳性率则会明显上

升。上述结果表明，在出现复发转移的肿瘤中，如果

肿瘤细胞亚群具有特殊表型，则具有一定的生长优

势。ＳＩＭＯＥＳ等［１３］制备ＥＲ＋／ＰＲ＋乳腺癌裸鼠模型，

并获得 ＥＲ－／ＰＲ－／ＣＤ４４＋／ＣＫ５＋细胞亚型，经检测

发现，该细胞亚型与乳腺干细胞存在一些共同的属

·３６３·第５期　　　　　薛会朝，等：乳腺癌干细胞及其分化细胞中雌激素受体、孕激素受体和人类表皮生长因子受体２的表达



性。邵军等［１４］研究发现，与乳腺癌原发灶进行比

较，乳腺癌复发转移灶中的 ＥＲ阳性率会出现明显

降低，并认为出现这一现象的原因是原发灶中存在

一些具有特殊表型的乳腺癌干细胞，相应的干细胞

具有一定的自我更新以及耐药性，可以发生增殖，并

逐渐形成转移瘤。本研究发现，同一患者的乳腺癌

干细胞与分化细胞的 ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２表达呈现出３

种情况：（１）乳腺癌干细胞阴性表达，分化细胞阳性

表达；（２）乳腺癌干细胞阳性表达，分化细胞阳性表

达；（３）乳腺癌干细胞阴性表达，分化细胞阴性表

达。结果表明，乳腺癌干细胞和分化细胞中 ＥＲ、

ＰＲ、ＨＥＲ２可以呈现出不同的表达。本研究结果还

显示，分化细胞中 ＥＲ、ＰＲ及 ＨＥＲ２阳性表达率显

著高于乳腺癌干细胞；这可能是导致ＨＥＲ２阳性患

者在接受初次治疗之后出现复发的原因之一［１５］。

本研究发现，乳腺癌干细胞 ＳＲ－ＨＥＲ２－表型比例

最大，分化细胞 ＳＲ＋ＨＥＲ２－表型比例最大；分化细

胞的 ＳＲ＋ＨＥＲ２－、ＳＲ＋ＨＥＲ２＋表型比例显著高于

乳腺癌干细胞，分化细胞的 ＳＲ－ＨＥＲ２－表型比例

显著低于乳腺癌干细胞，但分化细胞与乳腺癌干细

胞的ＳＲ－ＨＥＲ２＋表型比例比较差异无统计学意

义；表明在乳腺癌干细胞中存在不同的分子亚型，且

与ＥＲ－、ＰＲ－、ＨＥＲ２－表型密切相关。因此，在临

床对乳腺癌患者进行内分泌治疗时，可结合不同的

细胞表型进行针对性治疗，以提高治疗效果［１６１７］。

综上所述，乳腺癌干细胞中 ＥＲ、ＰＲ及 ＨＥＲ２

阳性表达率显著低于分化细胞，随着乳腺癌干细胞

的不断分化，阳性表达逐渐增加；乳腺癌干细胞的细

胞表型大多为 ＥＲ－、ＰＲ－、ＨＥＲ２－，可能是导致临

床内分泌治疗效果不佳的重要原因。
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