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　　［摘要］　目的　通过体外研究初步探讨缺氧可以诱导胶质瘤细胞逆分化形成肿瘤干样细胞。方法
　①采用ＣＤ１３３＋细胞免疫磁珠分选法分离胶质瘤细胞得到ＣＤ１３３－细胞群。②缺氧处理ＣＤ１３３－细胞
４８ｈ后行免疫荧光染色鉴定肿瘤干细胞样标记蛋白（ＳＯＸ２，ＯＣＴ４，ＫＬＦ４，Ｎａｎｏｇ，ＣＤ１３３）表达情况，并
分别缺氧处理０、３、６、９、１２、２４ｈ及０、１２、２４、４８、７２ｈ行 ｑＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。流式细胞术检
测胶质瘤细胞缺氧培养后ＣＤ１３３＋细胞比例变化，检测时间为缺氧培养１、３、５、７ｄ。③缺氧处理胶质瘤
细胞１、３、５、７ｄ后流式分析细胞周期及凋亡改变。结果　①荧光检测结果表明，肿瘤干细胞样标记蛋
白在ＣＤ１３３－胶质瘤细胞缺氧处理４８ｈ后高表达；ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，缺氧处理胶
质瘤细胞可以明显上调肿瘤干细胞样蛋白表达（Ｐ＜０．０５），其中ｑＲＴＰＣＲ显示ＳＯＸ２，ＯＣＴ４及Ｎａｎｏｇ
最高表达在缺氧后９ｈ，ＫＬＦ４及ＣＤ１３３在缺氧后１２ｈ表达最高。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白检测显示ＯＣＴ４最
高表达在缺氧后１２ｈ，ＣＤ１３３表达最高在缺氧２４ｈ后，ＫＬＦ４及 Ｎａｎｏｇ最高表达则在缺氧４８ｈ后，ＳＯＸ２
在缺氧７２ｈ后表达量最高。另外随着缺氧时间的延长，ＣＤ１３３＋细胞数比例逐渐升高（Ｐ＜００５）。②细
胞周期结果提示缺氧处理肿瘤细胞后，Ｇ０／Ｇ１期延长，Ｇ２／Ｍ＋Ｓ缩短（Ｐ＜０．０５）；凋亡结果提示常氧培养
组更易凋亡（Ｐ＜０．０５）。结论　缺氧可以诱导ＣＤ１３３－胶质瘤细胞肿瘤干样细胞形成。
　　［关键词］　 缺氧；胶质瘤；肿瘤干样细胞
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　　包括胶质瘤在内的各种恶性肿瘤处于一个特殊的
外部环境中，我们将其称之为肿瘤微环境［１］。肿瘤微

环境包括了肿瘤细胞、肿瘤干细胞、基质细胞、免疫细

胞以及各种细胞产生的相关因子［１－２］，这些细胞及相

关因子被认为处在缺氧的特殊环境中［３－４］。研究发

现，这样的缺氧微环境在促进实体瘤生长及维持肿瘤

恶性上扮演着十分重要的角色。究其原因，目前多数

研究归因于缺氧微环境可以增强肿瘤干细胞干性，主

要表现为促进肿瘤干细胞增殖及自我更新［５］。而胶

质瘤作为颅内最常见的恶性肿瘤，发现其生理状态下

的氧浓度范围实际波动在０．５％ ～７％［６］。最新研究

表明在干细胞培养基中（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋
Ｂ２７）缺氧培养 ＣＤ１３３－胶质瘤细胞后，可以高表达肿
瘤干细胞样标记蛋白ＣＤ１３３、ＳＯＸ２及 ＯＣＴ４［７］，但由
于局限于干细胞培养基自身所含生长因子对 ＣＤ１３３－

肿瘤细胞的影响，因此目前仍不清楚单独缺氧微环境

是否可以诱导ＣＤ１３３－胶质瘤细胞表达肿瘤干细胞样
蛋白进而诱导肿瘤干样细胞形成。为此，本研究以

ＳＯＸ２、ＯＣＴ４、ＫＬＦ４、Ｎａｎｏｇ及 ＣＤ１３３作为胶质瘤干
细胞样标记蛋白，初步探讨单纯缺氧微环境下培养胶

质瘤细胞蛋白表达变化情况，并从细胞周期及凋亡改

变对该现象进行验证，从而证明缺氧可以诱导胶质瘤

细胞发生逆分化形成肿瘤干样细胞这一科学假设的正

确性。本研究结果可以很好解释胶质瘤术后为何高复

发，并为高压氧治疗胶质瘤提供另一科学依据。同时，

本研究也证明了胶质瘤干细胞除了来源于正常神经干

细胞突变外，分化期胶质瘤细胞发生逆分化形成胶质

瘤干样细胞也是其来源的重要途径之一。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清及胰蛋白酶均购自
美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。免疫磁珠分选试剂盒购自德国
ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃｈ公司。细胞周期与凋亡检测试剂盒购

于上海碧云天生物技术有限公司。鼠抗人单克隆抗

体：ＧＦＡＰ（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ），ＣＤ１３３（ＭｙＢｉｏｓｏｕｒｃｅ，
ＵＳＡ）、ＳＯＸ２（Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）、ＯＣＴ４（Ｒ＆Ｄ
Ｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）、ＫＬＦ４（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）、Ｎａｎｏｇ
（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ），兔抗人 βａｃｔｉｎ单克隆抗体购
自于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。缺氧处理条件：５％ＣＯ２，１％Ｏ２，
９４％Ｎ２；常氧处理条件：５％ＣＯ２，２１％Ｏ２，７４％Ｎ２。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及 ＣＤ１３３－细胞磁珠分选　　原代
胶质瘤标本取自于临床经过影像及病理确诊为胶质瘤

患者，病理分型为胶质母细胞瘤（ＷＨＯⅣ级）。将新
鲜胶质瘤组织块取下，ＰＢＳ清洗组织块后移除组织块
上的血管及坏死组织。将剩下组织块在胰酶中消化直

到有悬浮细胞出现。移取细胞悬液至离心管中离心

（３００×ｇ）５ｍｉｎ后倒掉上清。加入２ｍＬＤＭＥＭ／Ｆ１２
完全培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２，１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青
霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉素）至离心管内重悬细胞。将上
述重悬细胞液分装于两个１００ｍＬ培养瓶中，再向培养
瓶中加入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基 ４ｍＬ。细胞置于
３７℃、５％ ＣＯ２、足够湿度下培养，隔日换液。上述细
胞培养 ３ｄ后，按照 ＣＤ１３３＋细胞磁珠 （Ｍｉｌｔｅｎｙｉ
Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）分选试剂盒说明书进行操作［８］，收

集非粘附细胞悬液即为 ＣＤ１３３－细胞，上述操作重复
３遍。所得 ＣＤ１３３－细胞于 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基中
培养以维持分化状态。Ｕ８７、ＧＬ２６１胶质瘤细胞系采
用相同方法进行ＣＤ１３３－细胞分选。
１．２．２　免疫荧光观察　　免疫荧光用于分选后胶质
瘤（ＧＦＡＰ）鉴定及干细胞样标记蛋白（ＣＤ１３３，ＳＯＸ２，
ＯＣＴ４，ＫＬＦ４，Ｎａｎｏｇ）检测。分选后传代３代且状态
佳的原代细胞用 ４％多聚甲醛于 ４℃条件下固定
１５ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗３遍，每次３ｍｉｎ。滴加１％Ｔｒｉｔｏｎ于
载玻片上持续 ２５～３０ｍｉｎ后 ＰＢＳ清洗 ２遍，每次
５ｍｉｎ。羊血清 ３７℃下封闭 ２０ｍｉｎ后孵育 ＧＦＡＰ
（１∶１００），并于 ４℃下孵育过夜。３７℃下 ＰＢＳ清洗
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５遍，每次３ｍｉｎ。３７℃孵育二抗１ｈ，ＰＢＳ清洗３遍，
每次 ５ｍｉｎ。晾干封片并于激光共聚焦显微镜
（ＬＳＭ７８０，ＺＥＩＳＳ，Ｇｅｒｍａｎｙ）下行图像采集。原代胶质
瘤细胞缺氧处理４８ｈ后采用上述相同方法行免疫荧
光检测。

１．２．３　荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测　　ＣＤ１３３－胶
质瘤细胞暴露于缺氧环境０、３、６、９、１２、２４ｈ，收集各时
间点细胞并提取总ＲＮＡ后，以βａｃｔｉｎ作为内参，加入
合成的 ｍｉＲＮＡ引物序列后行逆转录反应，并进行
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ。引物序列：ＣＤ１３３（人）上游引物：５′
ＧＣＣＣＣＣＡＧＧＡＡＡＴＴＴＧＡＧＧＡＡＣ３′，下 游 引 物：５′
ＧＣＴＴＴＧＧＴＡＴＡＧＡＧＴＧＣＴＣＡＧＴＧＡＴＴＧ３′；ＳＯＸ２（人）
上游引物：５′ＧＧＡＧＧＧＧＴＧＣＡＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＧ３′，下
游引物：５′ＴＣＣＣＣＣＡＡＡＡＡＧＡＡＧＴＣＣＡＧＧ３′；ＯＣＴ４
（人）上游引物：５′ＣＣＣＧＣＣＧＴＡＴＧＡＧＴＴＣＴＧＴＧＧ３′，
下游引物：５′ＣＣＧＧＧＴＴＴＴＧＣＴＣＣＡＧＣＴＴＣＴＣ３′；ＫＬＦ４
（人）上游引物：５′ＧＧＣＴＧＣＧＧＣＡＡＡＡＣＣＴＡＣＡＣ３′，下
游引物：５′ＣＧＧＧＣＧＡＡＴＴＴＣＣＡＴＣＣＡＣ３′；Ｎａｎｏｇ（人）
上游引物：５′ＣＣＧＣＧＣＣＣＴＧＣＣＴＡＧＡＡＡＡＧＡＣ３′，下
游引物：５′ＡＧＣＣＴＣＣＣＡＡＴＣＣＣＡＡＡＣＡＡＴＡＣＧ３′。反
应条件：９４℃ ２ｍｉｎ→６５℃ ４０ｓ→７２℃ １ｍｉｎ，共
４０个循环。通过 ＢｉｏＲａｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒＳｏｆｔｗａｒｅ软件
分析得到ＰＣＲ相对表达量。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　ＣＤ１３３－胶质
瘤细胞暴露于缺氧环境０、１２、２４、４８、７２ｈ，收集各时间
点细胞提取总蛋白并予以定量，行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳２ｈ
至ＰＶＤＦ膜。封闭采用 １０％脱脂奶粉。予以一抗
ＣＤ１３３（１∶１０００），ＳＯＸ２（１∶１０００），ＯＣＴ４（１∶１０００），
ＫＬＦ４（１∶１０００）及 Ｎａｎｏｇ（１∶１０００）４℃过夜，予以抗
人 ＩｇＧ二抗 １∶１００００孵育 ３０ｍｉｎ，洗涤后显影。
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析软件进行目的条带及内参条带灰度
值分析，二者比值（目的条带灰度值／内参条带灰度
值）作为蛋白相对表达量。

１．２．５　流式细胞仪 ＣＤ１３３＋细胞比例检测　　
ＣＤ１３３－胶质瘤细胞暴露于缺氧环境１、３、５、７ｄ，以常
氧培养组作为对照组。重悬各时间点细胞并计数，取

约１×１０６个细胞，离心（３００×ｇ）５ｍｉｎ后弃上清，加入
１ｍＬ４℃预冷ＰＢＳ重悬细胞，离心（３００×ｇ）５ｍｉｎ；弃
上清，加入 １００μＬＰＢＳ重悬细胞，再加入 １．２５μＬ
ＣＤ１３３－ＡＰＣ（０．２５μＬ／ｔｅｓｔ），４℃避光孵育４５ｍｉｎ后
离心（３００×ｇ）５ｍｉｎ，弃上清；１ｍＬＰＢＳ重悬细胞并离
心（３００×ｇ）５ｍｉｎ，弃上清后２００μＬＰＢＳ重悬细胞并
予流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ，ＵＳＡ）检测，ＭｏｄｆｉｔＬＴｆｏｒＭａｃ
３０软件数据分析。

１．２．６　流式细胞术细胞周期及凋亡检测　　细胞周
期检测：ＣＤ１３３－胶质瘤细胞暴露于缺氧环境１、３、５、
７ｄ，以常氧培养组作为对照组。重悬各时间点细胞并
细胞计数，取约１×１０６个细胞，（３００×ｇ）５ｍｉｎ；弃上
清，加入１ｍＬ４℃预冷７５％乙醇固定细胞２４ｈ，离心
（３００×ｇ）５ｍｉｎ；弃上清，１ｍＬＰＢＳ重悬细胞，（３００×ｇ）
５ｍｉｎ，弃上清；１２０～１５０μＬＲＮＡａｓｅ，３７℃孵育４０ｍｉｎ；
１５０～２００μＬＰＩ，４℃孵育 ２ｈ后予流式细胞术
（Ｂｅｃｋｍａｎ，ＵＳＡ）检测，ＭｏｄｆｉｔＬＴｆｏｒＭａｃ３．０软件数据
分析。细胞凋亡检测：ＣＤ１３３－胶质瘤细胞暴露于缺氧
环境１、３、５、７ｄ，以常氧培养组作为对照组。各时间点
细胞收集后予４℃预冷ＰＢＳ重悬细胞并计数，调整细
胞密度约为１×１０６个／ｍＬ，取１００μＬ细胞（约１０万个
细胞）悬液，（３００×ｇ）５ｍｉｎ；弃上清，加入１９５μＬ结合
缓冲液轻轻重悬细胞，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ轻轻
混匀，室温（２０～２５℃）避光孵育 １５ｍｉｎ后离心
（３００×ｇ）５ｍｉｎ；弃上清，加入１９０μＬ结合缓冲液轻轻
重悬细胞，１０μＬＰＩ（碘化丙啶）溶液，轻轻混匀，室温
避光放置２０ｍｉｎ后予流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ，ＵＳＡ）检
测，ＭｏｄｆｉｔＬＴｆｏｒＭａｃ３．０软件数据分析。
１．３　统计学分析
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理，
统计方法采用独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　临床胶质瘤影像学、病理学诊断及分选后胶质瘤
鉴定

　　术前颅脑 ＭＲＩ显示额顶叶占位性病变，术后 ＨＥ
示胶质瘤性改变，免疫组化染色：ＧＦＡＰ弱（＋），Ｖｉｍ
（＋），Ｋｉ６７阳性细胞数４０％，Ｏｌｉｇ２（＋），ＭＧＭＴ部分
细胞（＋），ＣＤ３４血管（＋），Ｐｇｐ（＋），ＧＳＴπ（－），
ＴＯＰⅡ（＋），ＥＲＣＣ１（＋），病理诊断为胶质母细胞瘤
（ＷＨＯⅣ级）。分选后 ＧＦＡＰ荧光鉴定示该肿瘤细胞
为胶质瘤细胞（图１）。
２．２　荧光染色检测缺氧处理 ＣＤ１３３－细胞４８ｈ肿瘤

干细胞样标记蛋白表达

　　原代胶质瘤细胞经免疫磁珠分选后所得 ＣＤ１３３－

细胞于ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基中缺氧培养４８ｈ后行
免疫荧光染色鉴定肿瘤干细胞样标记蛋白。结果显示

常氧培养胶质瘤细胞并不表达肿瘤干细胞样标记蛋白

ＯＣＴ４，缺氧处理４８ｈ后 ＳＯＸ２，ＯＣＴ４，ＫＬＦ４，Ｎａｎｏｇ
及ＣＤ１３３均高表达，提示缺氧可以诱导肿瘤干细胞样
标记蛋白表达，ＧＬ２６１、Ｕ８７胶质瘤细胞系缺氧培养后
得到相同结果（图２）。

８１６
第３７卷第７期
２０１５年４月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．７
Ａｐｒ．１５　２０１５



!

"

# $

% & '

() *+

() *+

() *+

!

!

!

Ａ－Ｃ：术前颅脑ＭＲＩ表现　↑：示肿瘤部位；Ｄ：术后ＨＥ染色；Ｅ－Ｆ：细胞分选后ＧＦＡＰ鉴定
图１　胶质瘤标本临床影像、病理及分选后ＧＦＡＰ荧光鉴定
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图２　荧光染色检测缺氧处理ＣＤ１３３－细胞后４８ｈ肿瘤干细胞样标记蛋白表达

２．３　ｑＲＴＰＣＲ定量结果及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　ｑＲＴＰＣＲ显示随着缺氧时间的延长，肿瘤干细胞
样标记物 ＲＮＡ含量逐渐升高。ＳＯＸ２，ＯＣＴ４，Ｎａｎｏｇ
最高表达在缺氧９ｈ，ＫＬＦ４及胶质瘤干细胞经典标记
物ＣＤ１３３最高表达均在缺氧后１２ｈ，ＧＬ２６１、Ｕ８７胶质

瘤细胞系验证表明肿瘤干细胞样标记物与缺氧培养同

样具有时间依赖性（Ｐ＜０．０５）。常氧培养终末分化胶
质瘤细胞低表达或不表达肿瘤干细胞样蛋白，缺氧处

理后，蛋白表达含量逐渐升高。具体而言，ＯＣＴ４最高
表达在缺氧后１２ｈ，ＣＤ１３３表达最高在缺氧２４ｈ后，
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ＫＬＦ４及 Ｎａｎｏｇ最高表达则在缺氧４８ｈ后，ＳＯＸ２在
缺氧７２ｈ后表达量最高（Ｐ＜０．０５）。ＧＬ２６１、Ｕ８７胶
质瘤细胞系验证表明随着缺氧时间的延长，其肿瘤干

细胞样标记蛋白同样呈升高趋势（图３、４）。
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!"#!$!%&!'&

(

"!

")*!%!%+!',

(

"!

-./!%!+,!',

(

"!

01234!(5!',

(

"!

)67((!778!7&

(

"!

"!19:;2!%$!7&

(

"!

7 $ ( % <

１：对照组；２：１２ｈ；３：２４ｈ；４：４８ｈ；５：７２ｈ
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧处理后的胶质瘤细胞高表达

肿瘤干细胞样标记蛋白

２．４　缺氧培养ＣＤ１３３－胶质瘤细胞后ＣＤ１３３＋数比例
改变

　　经ＣＤ１３３＋细胞磁珠分选后的原代胶质瘤细胞行
缺氧培养，流式细胞术检测发现对照组 ＣＤ１３３＋细胞
比例仅为 ５．５９％，缺氧培养 ３ｄ后该比例增加到
１１９％，第５天后其比例为 ２３．１％，７ｄ后比例达到
４９２％，统计学分析得差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５），即ＣＤ１３３＋细胞数随着缺氧时间的延长，其比
例逐渐升高。ＧＬ２６１、Ｕ８７胶质瘤细胞系缺氧处理得
到相同结果。

２．５　缺氧培养ＣＤ１３３－胶质瘤细胞后周期、凋亡检测
结果

　　周期检测结果表明 ＣＤ１３３－原代胶质瘤细胞随着
缺氧时间的延长，其Ｇ０／Ｇ１期逐渐延长，Ｇ２／Ｍ＋Ｓ逐渐
减少（Ｐ＜０．０５）；凋亡检测结果从总体凋亡角度出发，
可见缺氧组凋亡率明显低于常氧组，尤其以第３天及
第５天比较明显；早期凋亡可见在第３天，常氧组凋亡
率高于缺氧组，而晚期凋亡常氧组凋亡主要在５ｄ后，
缺氧组一直到第 ７天仍未见细胞凋亡（Ｐ＜０．０５）。
ＧＬ２６１、Ｕ８７胶质瘤细胞系缺氧处理得到相同结果
（图５、６）。

３　讨论

　　肿瘤干细胞因为具有自我更新和无限增殖能力而
在肿瘤耐药过程中扮演重要角色，而肿瘤干细胞的这
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图５　ＣＤ１３３－原代胶质瘤细胞缺氧培养后周期检测结果
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图６　ＣＤ１３３－原代胶质瘤细胞缺氧培养后凋亡检测结果

０２６
第３７卷第７期
２０１５年４月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．７
Ａｐｒ．１５　２０１５



种高度耐药性被认为与缺氧微环境密切相关［９］。既

往研究表明肿瘤干细胞在缺氧环境下表现为增殖加快

并使得肿瘤干细胞样蛋白表达增加［６－７］。但由于肿瘤

干细胞在实体瘤中比例极少，因此单纯认为缺氧促进

肿瘤干细胞增殖并加重其恶性程度还不足以成为解释

胶质瘤术后高复发及高度耐药的可靠依据。基于此，

我们着手研究缺氧对非胶质瘤干细胞的影响并以此分

析缺氧是否可以增加肿瘤干细胞样蛋白表达。ＣＤ１３３
作为胶质瘤经典标记物［１０］，尽管目前有研究报道认为

ＣＤ１３３－细胞同样具有自我更新和无限增殖能力［１１］，

但大多数研究者仍将其视作胶质瘤干细胞有效的分选

标记蛋白。除此之外，ＳＯＸ２、ＯＣＴ４及 ＫＬＦ４作为多
能性转录因子［１２］，不仅在诱导多能干细胞中起着至关

重要的作用，近年来在实体瘤中也发现了其作为肿瘤

干细胞标记物的可靠依据［１３－１４］。Ｎａｎｏｇ作为胚胎干
细胞经典标记物，在脑癌、结肠癌等中已成功分理出

Ｎａｎｏｇ＋细胞并鉴定出具有自我更新，无限增殖及高度
侵袭能力［１５－１６］。基于上述理论基础，我们以 ＳＯＸ２、
ＯＣＴ４、ＫＬＦ４、Ｎａｎｏｇ及 ＣＤ１３３作为肿瘤干细胞样标
记物，分析研究了 ＣＤ１３３－胶质瘤细胞在缺氧环境下
是否可以发生逆分化而形成肿瘤干样细胞，并从细胞

周期及凋亡特性上予以验证。

　　荧光检测结果显示 ＣＤ１３３－胶质瘤细胞在缺氧处
理４８ｈ后高表达肿瘤干细胞样标记蛋白，包括ＳＯＸ２、
ＯＣＴ４、ＫＬＦ４、Ｎａｎｏｇ及 ＣＤ１３３。荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ
ＰＣＲ）及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果同样发现随着缺氧时间
的延长，肿瘤干细胞样标记蛋白呈升高趋势。流式细

胞术检测发现胶质瘤细胞随着缺氧时间的延长，经典

胶质瘤干细胞标记物 ＣＤ１３３＋数也呈升高趋势。上述
结果提示缺氧可以诱导分化期胶质瘤细胞发生逆分化

形成新的胶质瘤干样细胞，这也提示胶质瘤干细胞除

了来源于正常干细胞突变外，终末分化胶质瘤细胞同

样有可能形成新的胶质瘤干细胞。为了验证这种理论

的正确性，我们从胶质瘤干细胞的细胞周期及凋亡特

性予以验证。实验结果表明，缺氧培养 ＣＤ１３３－胶质
瘤细胞后细胞周期特异性阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，而Ｇ２／Ｍ＋

Ｓ比例逐渐减少，这与Ｗａｔａｎａｂｅ等［１７］报道的肿瘤干细

胞周期特性一致；另外细胞凋亡检测结果表明

ＣＤ１３３－胶质瘤细胞缺氧培养后，其抗凋亡能力明显增
强，这符合了 Ｐｅｎｇ等［１８］报道的肿瘤干细胞抗凋亡能

力强于非肿瘤干细胞的特性。因此，从细胞周期及凋

亡角度也证明了缺氧逆分化胶质瘤而形成肿瘤干样细

胞理论的正确性。研究表明胶质瘤富含缺氧微环

境［１９］，而且胶质瘤起始于 ＣＤ１３３＋细胞［１０，２０］，因此本

研究可以很好解释胶质瘤术后短期高复发的机制，并

为高压氧联合放化疗治疗胶质瘤的临床应用和机制研

究提供新的实验证据。另外，本研究提示 ＣＤ１３３－胶
质瘤细胞在缺氧后１２ｈ最先开始高表达 ＯＣＴ４，提示
ＯＣＴ４在包含ＳＯＸ２、ＫＬＦ４及Ｎａｎｏｇ在内的所有转录
因子中维持干细胞干性上占据着主导地位［２１］，这与诱

导多能干细胞只需要 ＳＯＸ２及 ＯＣＴ４就可以成功诱
导相符［２２］。ＳＯＸ２、ＫＬＦ４主要通过维持 ＯＣＴ４水平
予以维持干细胞干性，Ｎａｎｏｇ则通过阻止干细胞分化
而维持干性，这与我们ＳＯＸ２、ＯＣＴ４及ＫＬＦ４高表达
滞后于ＯＣＴ４结果相符。近年来研究者认为肿瘤是
一种干细胞疾病，尽管已经在各实体瘤中成功分离出

上述各种转录因子阳性细胞并证明其具有干细胞特

性，但具体如何调控肿瘤细胞的未分化及分化状态仍

需进一步研究。本研究还发现 ＣＤ１３３高表达先于
Ｎａｎｏｇ，而Ｎａｎｏｇ作为一种多能性转录因子在缺氧后的
胶质瘤细胞中高表达也为Ｎａｎｏｇ作为肿瘤干细胞标记
物提供了新的理论依据，而 ＣＤ１３３与 Ｎａｎｏｇ之间如何
相关，具体调控机制如何以及 Ｎａｎｏｇ作为胶质瘤干细
胞标记物的可靠性仍待进一步研究。
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