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ＡＬＤＨ１高表达对乳腺癌细胞 ＭＣＦ－７
干细胞特性的影响

冀　峰　李　克

摘　要　目的　探讨 ＡＬＤＨ１高表达对乳腺癌 ＭＣＦ－７细胞干细胞特性的影响，为乳腺癌的治疗提供理论依据。方法　构

建慢病毒 ＡＬＤＨ１ＲＮＡ，转染乳腺癌 ＭＣＦ－７细胞，嘌呤霉素筛选稳定高表达 ＡＬＤＨ１的亚克隆，命名为 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞株。荧

光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞株及对照细胞中 ＡＬＤＨ１在 ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达；克隆形成实验、悬浮

球形成实验及裸鼠成瘤实验检测 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１及对照组细胞的干细胞特性，ＭＴＴ法测定细胞的耐药性。结果　与 ＭＣＦ－７组

细胞比较，ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞株的 ＡＬＤＨ１在 ｍＲＮＡ和蛋白表达量明显升高；ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞克隆形成数目为１２８±２２个，高

于 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞球克隆形成数（４６±１５个）；悬浮成球实验，ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞悬浮成球数目明显增多（１６±２个），高于

对照细胞悬浮球数（８．０±１．５个）；肿瘤细胞在裸鼠皮下接种后，ＭＣＦ－７细胞组有 ３只裸鼠成瘤，ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１有 ５只成瘤，瘤

体积明显大于 ＭＣＦ－７组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。耐药实验显示，ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１对顺铂、紫杉醇的耐药性明显提高。

结论　高表达 ＡＬＤＨ１的乳腺癌 ＭＣＦ－７细胞干细胞特性增强，ＡＬＤＨ１可能成为乳腺癌治疗的靶点之一。

关键词　ＡＬＤＨ１　乳腺癌　干细胞特性
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　　肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ）是肿瘤发生的始
动细胞，是肿瘤发生、发展、侵袭、转移、复发及耐药的

决定因素
［１～３］

。ＡＬＤＨ１是乳腺癌干细胞的标志性分

子之一，可以用于乳腺癌干细胞的鉴定及分离
［４］
。

ＡＬＤＨ１在干细胞中具有较高的活性，在细胞内催化
乙醛氧化为乙酸的 ＮＡＤＰ＋依赖性酶，与患者预后呈
负相关

［５，６］
。本实验将构建表达 ＡＬＤＨ１的慢病毒，

转染乳腺癌 ＭＣＦ－７细胞，探讨 ＡＬＤＨ１的高表达对
乳腺癌 ＭＣＦ－７细胞干细胞特性的影响，为乳腺癌的
治疗提供指导策略。

材料与方法

１．实验动物：４周龄雄性裸鼠 １０只，实验动物
合格证号 ＳＣＸＫ（京）２００９－００１５，购自北京华阜康
生物科技股份有限公司，体重约 ２０ｇ，无菌条件下饲
养。

２．实验材料：将 ＡＬＤＨ１的序列提交 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ
公司，由该公司构建并进行慢病毒包装。鼠抗人 ＡＬ
ＤＨ１抗体（美国 ＣＳＴ公司），引物序列由苏州金唯智
生物科技有限公司合成，荧光定量 ＰＣＲ试剂（北京康
为世纪生物科技有限公司）。

３．建立稳定高表达 ＡＬＤＨ１的细胞株：分为实验
组和对照组，实验组（ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１）加入含 ＡＬＤＨ１
的慢病毒，对照组（ＭＣＦ－７）加入等量对照慢病毒。
将 ＭＣＦ－７细胞消化计数后均匀接种到 １２孔板中，
培养过夜，待细胞达到３０％ ～４０％融合时，选择状态
比较好的细胞，吸除培养液，换上配制好的转染混合

液。加入转染试剂培养 １２ｈ或过夜后，换上含培养
液，培养 ７２ｈ后加入嘌呤霉素，筛选出稳定表达 ＡＬ
ＤＨ１的细胞及对照细胞。

４．荧光定量 ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＡＬＤＨ１

的表达：取 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１及对照细胞，用 Ｔｒｉｚｏｌ法提
取总 ＲＮＡ，转录成 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ扩增 ＡＬＤＨ１，上游引
物：５′－ＣＴＴＣＴＴＣＣＴＴＧＡＡＣＣＣＣＡＴＧＣ－３′；下游引物：
５′－ＡＧＧＡＧＴＧＣＣＴＧＴＡＡＧＴＧＧＧＧ－３′，产物 １１８ｂｐ，

β－ａｃｔｉｎ为内参，上游引物：５′－ＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴ
ＧＣＧＧＴＧＧ－３′；下游引物：５′－ＧＡＧＣＴＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＴ
ＧＡＣＧ－３′，产物为 ２２０ｂｐ。取ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１及对
照细胞提取总蛋白，采用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度并
将样本蛋白稀释至适宜浓度，１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳 ２ｈ，转膜 １．５ｈ，转膜后用 ５％脱脂奶粉封闭 １ｈ，
加入鼠抗人 ＡＬＤＨ１抗体 ４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤
后加山羊抗鼠二抗孵育 １ｈ，暗室显影，用 ＧＡＤＰＨ
为内参。

５．细胞克隆形成实验：将对数增长期的 ＭＣＦ －
ＡＬＤＨ１及对照细胞消化计数，以每孔５００个接种在 ６
孔板中，设 ３个复孔。培养 ２周左右，弃去培养基用
ＰＢＳ洗２次，加入多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，０．２％结晶紫
染色０．５ｈ，计数 ＞５０个细胞的克隆数。

６．悬浮成球实验：将 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１及对照细胞
以每孔 ２００个接种在低黏附 ６孔板中，设 ３个复孔，
用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２无血清培养基（含 ＥＧＦ１０ｎｇ／ｍｌ，ｂＦＧＦ
２０ｎｇ／ｍｌ、Ｂ２７等）培养２周，观察直径 ＞５０μｍ的悬浮
球体数，取５个视野，求平均值。

７．移植瘤裸鼠模型的建立：分为 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１
和对照细胞组，每只裸鼠皮下接种 １×１０５个细胞，每

组５只裸鼠，无菌条件下饲养。每隔 ２天称重裸鼠，
观察出瘤时间，瘤体生长情况，４周后解剖裸鼠取瘤，
记录瘤体积。

８．ＭＴＴ法测定 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１耐药指数：分为
ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１和对照细胞组，取对数生长期细胞 ４×
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１０３个／孔，接种到 ９６孔板，设 ３个复孔，２４ｈ后更换
含有不同浓度紫杉醇、顺铂、５－ＦＵ的培养基，设不加
药物空白对照。４８ｈ后加入 ＭＴＴ，测定４９０ｎｍ处的吸
光度值（Ａ），软件 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｍｅｒ５计算半数抑制
ＩＣ５０，耐药指数（ＲＩ）＝ＩＣ５０（ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１）／ＩＣ５０（ＭＣＦ－７）。

９．统计学方法：所有数据应用 ＳＰＳＳ１７．０软件学
软件进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，两组间比较应用 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

结　　果
１．高表达 ＡＬＤＨ１的细胞株 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１的建

立：荧光定量 ＰＣＲ结果如图 １所示，与亲本细胞相
比，ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞 ＡＬＤＨ１基因在 ｍＲＮＡ水平表
达明显升高，为对照组的 ２倍以上，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法结果如图 ２，ＭＣＦ－
ＡＬＤＨ１细胞 ＡＬＤＨ１表达明显增强，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

图 １　ＡＬＤＨ１在 ｍＲＮＡ水平的表达

与 ＭＣＦ－７比较，Ｐ＜０．０５

　

图 ２　ＡＬＤＨ１在蛋白水平的表达

与 ＭＣＦ－７比较，Ｐ＜０．０５

　

２．细胞克隆形成实验：与对照组细胞比较，对照
组克隆数为 ４６±１５个，ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞克隆形成
数目为 １２８±２２个，明显增多，差异有统计学意义
（ｔ＝１２４，Ｐ＜０．０５），详见图３。

３．悬浮成球实验：对照细胞悬浮球为 ８．０±１．５
个，ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞悬浮成球数目明显增多，为
１６±２个，差异有统计学意义（ｔ＝９．２８，Ｐ＜０．０５），详
见图４。

４．移植瘤裸鼠模型的建立：两组裸鼠肿瘤细胞皮

图 ３　细胞克隆形成实验

与 ＭＣＦ－７比较，Ｐ＜０．０５

　

图 ４　悬浮成球实验

与 ＭＣＦ－７比较，Ｐ＜０．０５

　

下接种 ４周后，ＭＣＦ－７细胞组有 ３只裸鼠成瘤，
ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１有５只成瘤，瘤体积明显大于 ＭＣＦ－７
组，差异有统计学意义（ｔ＝８．６５，Ｐ＜０．０５），详见表１。

表 １　裸鼠成瘤实验结果

组别 成瘤裸鼠（只） 瘤体积（ｃｍ３）
对照组 ３ ０．６８±０．３０
实验组 ５ １．３２±０．５８

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　　５．ＭＴＴ法检测ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１细胞对化疗药物的
敏感度：ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１对顺铂、紫杉醇的耐药性明显
升高，结果见表２。
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表２　ＭＣＦ－７及 ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１对不同抗癌药物的 ＲＩ测定

药物
ＩＣ５０（μｇ／ｍｌ）

ＭＣＦ－７ ＭＣＦ－ＡＬＤＨ１
ＲＩ

顺铂 ０．３２±０．０５ ３．５２±０．６８ １０．４７
紫杉醇 ０．４１±０．１２ ２．２４±０．４３ ５．５７
５－ＦＵ １．５６±０．５６ ２．５０±０．２４ １．５９

讨　　论
肿瘤组织中存在着一小群有干细胞特征的细胞，

称其为肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＣＳＣ），是肿瘤组
织中具有无限增殖潜能的细胞群，所占比例极少，具

有自我更新能力并能产生异质性肿瘤细胞，是肿瘤复

发及耐药的根源
［２］
。

目前肿瘤干细胞的鉴定和分离主要借助细胞表

面的标志物，乳腺癌的肿瘤标志物有 ＣＤ４４、ＣＤ９０、
ＡＬＤＨ１等［６～８］

。ＡＬＤＨ１属于 ＡＬＤＨｓ基因家族，在细
胞质中表达，通过氧化视黄醇参与细胞的生长和分

化，ＡＬＤＨ１在多种组织类型的肿瘤干细胞高表
达

［５，９］
。已被认为是乳腺癌、肺癌、卵巢癌等的通用

标志物，证实了 ＡＬＤＨ１在肿瘤生物学行为中发挥着
重要作用

［１０～１２］
。

本实验建立的乳腺癌细胞株高表达 ＡＬＤＨ１，荧
光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法结果显示，ＡＬＨＤ１在
ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达均明显升高，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），细胞可以用于后续实验。ＭＣＦ－７
高表达 ＡＬＤＨ１后，克隆形成实验、悬浮成球实验以及
裸鼠移植瘤实验显示，在体内或者体外，ＭＣＦ －ＡＬ
ＤＨ１细胞的克隆形成能力、成球率及成瘤率均明显
增高，说明高表达 ＡＬＤＨ１的 ＭＣＦ－７细胞具有干细
胞的特性，恶性程度增高，张荷等用含生长因子的无

血清培养基培养卵巢癌 ＨＥＹ细胞株，形成的卵巢癌
干细胞球高表达 ＡＬＤＨ１，细胞恶性程度更高，与本实
验的结果一致

［１２］
。

肿瘤干细胞具有更强的耐药性
［１３］
。Ｌａｎｄｅｎ

等
［１４］
研究证实，ＡＬＤＨ１在卵巢肿瘤组织及细胞系中

均有表达，ＡＬＤＨ１阳性细胞比阴性细胞更具有化疗
抵抗性及致瘤性。本实验检测了高表达 ＡＬＤＨ１的乳
腺癌细胞 ＭＣＦ－７对顺铂、紫杉醇及 ５－ＦＵ的耐药
性，发现细胞对顺铂及紫杉醇耐药的耐药性明显增

加，说明 ＡＬＤＨ１和细胞的耐药性相关，机制有待于开
展进一步的实验进行探讨。

肿瘤干细胞因其强致瘤性和耐药性备受关注，是

开发新型抗癌药物和探索治疗策略的重要目标，研究

肿瘤干细胞相关的标志物的功能非常重要。综上所

述，高表达 ＡＬＤＨ１的乳腺癌 ＭＣＦ－７细胞干细胞特
性增强，恶性度增加，ＡＬＤＨ１可能成为乳腺癌治疗的
一个靶点。
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