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　　［摘要］　背景与目的：肿瘤干细胞的存在是肿瘤细胞抗拒化疗的原因之一。该研究探讨CD44+/CD24+

宫颈癌Siha细胞对顺铂的耐药性及相关机制。方法：体外培养Siha细胞，流式荧光激活细胞分选仪分选CD44+/

CD24+Siha细胞，噻唑蓝(thiazolyl blue，MTT)法检测不同浓度顺铂对细胞的体外抑制情况，采用流式细胞仪检测

10 μg/mL顺铂作用于CD44+/CD24+ Siha细胞24、48和72 h时的细胞凋亡率，实时定量聚合酶链式反应(quantitutive 

real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR)和蛋白［质］印迹法(Western blot)检测CD44+/CD24+ Siha细胞中

Oct-4、ABCG2、Bcl-2的表达，同时设立亲代Siha细胞作为对照。结果：不同浓度顺铂(0.1、1、5、10、15和 

20 μg/mL)对CD44+/CD24+ Siha细胞的增殖抑制作用较亲代Siha细胞小［(88.4±1.5)% vs (92.9±1.5)%，

(79.9±1.0)% vs (84.7±1.1)%，(69. 8±0.8)% vs (75.1±2.9)%，(59.0±0.7)% vs (65.8±2.7)%，(49.6±0.9)% vs 

(52.1±0.5)%，(45.1±0.7)% vs (48.8±1.0)%，P<0.05］；与亲代细胞相比，当10 μg/mL顺铂作用于CD44+/CD24+ 

Siha细胞时，发现在24、48和72 h时的细胞凋亡率均较小［(3.05±0.16)% vs (5.17±0.27)%，(17.94±2.02)% 

vs (32.60±4.28)%和(40.14±3.01)% vs (56.62±5.32)%，P<0.05］。qRT-PCR和Western blot实验均显示CD44+/

CD24+ Siha细胞高表达Oct-4、ABCG2和Bcl-2，与亲代Siha细胞比较差异有统计学意义(P=0.015)。结论：CD44+/

CD24+ Siha细胞可以抵抗顺铂诱导的细胞凋亡，具有化疗抵抗性，并且高表达肿瘤干细胞表面标志物如Oct-4和

ABCG2，该结果在宫颈癌肿瘤干细胞的有效分选以及肿瘤靶向治疗方面有深远意义。
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　　［Abstract］ Background and purpose: One of the reasons why cancer cells are resistant to chemotherapy is the 

existence of cancer stem cells. The purpose of this study was to investigate the chemoresistance of CD44+/CD24+ Siha cells 

to cisplatin and its mechanisms. Methods: Siha cells were cultivated in vitro. The CD44+/CD24+ Siha cells were sorted 

out by fluorescence activated cell sorter (FACS) and in vitro proliferation was detected by MTT assay after treatment with 

the different concentrations of cisplatin. The cell apoptosis rate was detected by flow cytometry after 10 μg/mL cisplatin 

acted on CD44+/CD24+ Siha cells for 24, 48 and 72 h. The relative mRNA and protein expressions of Bcl-2, Oct-4 and 

ABCG2 were detected by quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) and Western blot, respectively. 
Results: The survival rates of CD44+/CD24+ Siha cells treated with different concentrations of cisplatin (0.1, 1, 5, 10, 15 

and 20 μg/mL) were higher than those of their parental Siha cells [(88.42±1.51)% vs (92.87±1.5)%, (79.94±1.05)% 

基金项目：河北省科技支撑计划(14277770D)；河北省杰出青年科学基金 (C2010002011)。
通信作者：程建新　E-mail:jianxin_cheng@263.net



786 刘　红，等.　CD44+/CD24+表型的宫颈癌Siha细胞对顺铂的耐药及机制研究

　　宫颈癌在我国妇女恶性肿瘤中的发病率及

病死率均仅次于乳腺癌，位居第二位，是一种

严重危害着广大女性身体健康的恶性肿瘤［1］。

近年来，随着宫颈脱落细胞学检查、HPV(人乳

头状瘤病毒)检测及阴道镜病理活检的广泛应

用，我国在宫颈癌的早期发现、早期治疗方面

均取得了很大进展，但晚期宫颈癌及复发性宫

颈癌对放化疗不敏感、治疗效果差仍是宫颈癌

治疗中急需解决的难题。肿瘤干细胞被认为是

肿瘤组织中具有自我更新和多向分化潜能的一

小部分干细胞样细胞，在肿瘤发展、复发和转

移中均起着关键作用［2］。有学者认为肿瘤干

细胞对传统治疗方法的抵抗可以解释治疗失败

的原因，虽然放化疗可以杀灭绝大部分肿瘤，

但不能防止残存的肿瘤干细胞会继续发生作 

用［3］。我们在实验中发现耐放疗宫颈癌Siha细

胞系中CD44+/CD24+细胞所占比例明显增高，

基于此，本研究拟探讨CD44+/CD24+Siha细胞的

顺铂耐药性及其细胞表面肿瘤标志物的表达情

况，旨在明确CD44+/CD24+ Siha细胞是否具有抵

抗顺铂引起的细胞凋亡和高表达Oct4、ABCG2

肿瘤干细胞表面标志物的特性。

1　材料和方法

1.1　药物及试剂

　　RPMI-1640购自美国GIBCO公司，胎牛血

清购自杭州四季青公司，胰蛋白酶-EDTA消化

液(0.25%)购自北京索来宝公司，Anti-Human/

Mouse CD44 PE、Rat IgG2b K control PE、Anti-

Human CD24 FITC、FITC Mouse IgG1K Isotype 

vs (84.72±1.09)%, (69.78±0.81)% vs (75.13±2.86)%, (58.97±0.70)% vs (65.79±2.71)%, (49.60±0.88)% vs 

(52.10±0.52)%, (45.13±0.69)% vs (48.84±1.02)%, P<0.05]. Compared with their parental Siha cells, the apoptosis 

rates of CD44+/CD24+ Siha cells were lower after 10 μg/mL of cisplatin acting on them for 24, 48 and 72 h, respectively 

[(3.05±0.16)% vs (5.17±0.27)%, (17.94±2.02)% vs (32.60±4.28)% and (40.14±3.01)% vs (56.62±5.32)%, P<0.05]. 

The results from both qRT-PCR and Western blot indicated that Oct-4, ABCG2 and Bcl-2 were highly expressed on 

CD44+/CD24+ Siha cells. A significant difference was found in Oct-4, ABCG2 and Bcl-2 expression between CD44+/CD24+ 

Siha cells and their parental cells (P=0.015<0.05). Conclusion: CD44+/CD24+ Siha cells could be resistant to apoptosis 

induced by cisplatin and expressed high levels of cancer stem cell markers such as Oct-4 and ABCG2. This study lays the 

basis for useful isolation and further targeted therapy of cervical cancer stem cells.
  　［Key words］ Cervical cancer; Cancer stem cells; CD44+; CD24+; Cisplatin; Drug resistance; Apoptosis

Control 均购自美国eBioscience公司，MTT购自

德国Sigma公司，DMSO购自美国Amresco公司，

Redzol(一步法总RNA提取试剂)购自北京赛百

盛生物技术公司，超纯RNA提取试剂盒 CWbio. 

Co. Ltd (Cat# CW0581)、HiFi-MMLV cDNA第一

链合成试剂盒 CWbio. Co. Ltd (Cat# CW0744)、

UltraSYBR Mixture(With ROX) CWbio. Co. Ltd 

(Cat# CW0956)、5×RNA Loading Buffer CWbio. 

Co. Ltd (Cat# CW0611A)、反转录系统试剂盒购

自中国Fermentas公司，兔抗人Oct-4 多克隆抗

体、兔抗人ABCG2 多克隆抗体、兔抗人Bcl-2 

多克隆抗体均购自美国Bioward公司，β-actin抗

体购自美国Santa Cruz公司，琼脂糖购自北京凌

飞科技有限公司，DEPC购自北京赛百盛生物技

术公司，PVDF膜购自美国Gentest公司，低相对

分子质量蛋白Marker购自美国Gentest公司，PI凋

亡检测试剂盒购自上海晶美生物公司，Oct-4、

ABCG2、Bcl-2、GAPDH引物均购自上海捷瑞技

术有限公司。

1.2　细胞及其培养

　　人宫颈癌Siha细胞株(鳞癌)由河北医科大学

第四医院科研中心细胞库馈赠。用含10%胎牛

血清、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的

RPMI-1640培养基，于37 ℃、CO2体积分数为

5%培养箱中培养，以胰蛋白酶-EDTA消化液

消化细胞传代，取处于对数生长期的细胞用于 

实验。

1 . 3 　 流 式 荧 光 激 活 细 胞 分 选 仪 ( f l u o r e s -

cence-activated cell sorting，FACS)分选

CD44+/CD24+表达阳性Siha细胞

　　处于对数生长期的Siha细胞，用0.25%的胰



《中国癌症杂志》2015年第25卷第10期 787

蛋白酶-0.02%EDTA消化并机械吹打成单细胞

悬液，167.85×g离心5 min去除细胞碎片，PBS

洗涤2次，台盼蓝染色计数，以PBS调整细胞

密度为每管1×104/μL，抗体置于冰上保存， 

按 产 品 说 明 书 ， 分 别 加 入 C D 4 4 - a n t i - P E 

(0.625 μL/test)和CD24-anti-FITC(0.25 μL/test)

抗体，同时每种抗体设同型对照，常温避光温

育30 min，167.85×g离心5 min去上清液，PBS

至少洗2次，200目细胞网筛过滤，加入500 μL 

PBS液重悬，上机。

1.4　MTT实验

　　将分选的CD44+/CD24+ Siha细胞重悬后调整

细胞密度为 5×104 /mL，接种于96孔培养板，

每孔加入100 μL，每组设4个复孔。然后置

37 ℃、CO2体积分数为5%、饱和湿度培养箱培

养24 h。弃培养液，每组分别加入含不同质量浓

度顺铂(0.1、1、5、10、15、20 μg/mL)和10%

胎牛血清的RPMI-1640培养液200 μL。移入培

养箱中，37 ℃、CO2体积分数5%、饱和湿度条

件下继续培养。48 h后，每孔加入20 μL MTT液 

(5 g/L)，置于培养箱中继续培养4 h。吸弃上层

培养基，每孔加入150 μL的DMSO液，置于振

荡仪上室温振荡10 min，使结晶物充分溶解。

酶标仪上测定490 nm处的吸光度值(D值)，以只

加培养基的空白对照孔调零。同时设立亲代Siha

细胞为对照组。计算细胞存活率，细胞存活率= 

D加药组/ D对照组×100%。实验重复3次。

1.5　流式细胞仪测定细胞凋亡率 

　　将分选的CD44+/CD24+ Siha细胞接种于6孔

板中，待细胞长至60%密度，同步化培养24 h，

再更换为用3%胎牛血清稀释最终顺铂质量浓度

为10 μg/mL的培养基，同时以未加顺铂的培养

基为阴性对照组，分别在24、48、72 h后收集

细胞于离心管中，167.85×g离心5 min，弃上

清液，预冷的PBS洗涤2次后，用-20 ℃的75%

乙醇固定，于4 ℃放置备用。测定前用4 ℃ PBS

洗细胞2次，RNA酶(终质量浓度为50 μg/mL)消

化，加PI染液(终质量浓度为50 μg/mL)1 mL，

室温避光染色30 min。300目尼龙膜过滤后流式

细胞仪(FACS Calibur，美国BD公司)检测，同时

设立亲代Siha细胞为对照组。每组重复3次。用

CellQuest软件分析SubG1峰。

1.6　实时定量聚合酶链式反应(quantitative 

real-time polymerase chain reaction，qRT-

PCR)实验

　　用TRIzol法分别提取CD44+/CD24+ Siha

细胞、亲代Siha细胞的总RNA行qRT-PCR。

20 μL的反应体系为：2×UltraSYBR Mixture：

10 μL，上游引物(10 μm/μL)：0.4 μL，下

游引物(10 μm/μL)：0.4 μL，模板(cDNA)：

2 μL，DEPC ddH2O：7.2 μL，反应条件：

95 ℃ 15 s；60 ℃20 s，共循环45次。数据收

集及分析采用Rotor-Gene Real-Time Analysis 

Software 6.1序列检测系统。△Ct值是每个样本

目的基因的循环阈值(Ct)与内参Ct的差异，以

GAPDH为内参基因，采用∆Ct(Ct目的-Ct内参)法

进行相对定量分析，以2-∆Ct×104 作为目的基因

mRNA的相对表达量。
表 1　各qRT-PCR引物及产物长度

Tab. 1    The sequences for the primers of qRT-PCR

Gene Primer sequence (5' to 3') Product 
size/bp

Oct-4 F: CAGAAGGGCAAGCGATCAAG
R: GGGCCAGAGGAAAGGACACT 100

ABCG2 F: CCTTCTTCGTTATGATGTTTACCCTTAT
R: ATCATAAACACAAAACAGATGGTCA 133

Bcl-2 F: GCCTTCTTTGAGTTCGGTGGG
R: TGCCGGTTCAGGTACTCAGTCATC 107

GAPDH F: CCTCTGACTTCAACAGCGACAC
R: TGGTCCAGGGGTCTTACTCC 174

1.7　蛋白［质］印迹法(Western blot)实验

　　收集细胞，加入细胞裂解液，冰上放置

15 min后，24 170.4×g离心15 min，取上清液，

紫外分光光度计定量后置-80 ℃备用。灌制

10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶，常规电泳，转膜，

封闭，兔抗人Oct-4、ABCG2、Bcl-2多克隆抗

体，用PBST稀释，稀释比为l∶300，β-actin

抗体稀释比为1∶5 000，4 ℃过夜；PBST洗膜3

次，二抗(1∶2 000)，室温温育 1 h，ECL显色。

1.8　统计学处理

　　采用SPSS21.0统计软件，计量资料以x±s
表示，两样本均数比较、两总体方差相等用
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Levene检验，方差不等用t’检验，各组间多个均

数比较用单因素方差分析。P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结　　果

2.1　MTT法检测结果

　　不同浓度顺铂作用于CD44+/CD24+ Siha和亲

代Siha细胞时，两组细胞存活率均随顺铂剂量

的增加而减小。MTT实验结果显示，当两组细

胞分别给予顺铂0.1、1、5、10、15、20 μg/mL

作用24 h后发现，相同的药物浓度作用相同时

间内，顺铂对CD44+/CD24+Siha细胞存活率影响

较对亲代Siha细胞的小。两组间比较，差异有

统计学意义(P<0.05)。其中10 μg/mL顺铂作用

两组细胞24 h，细胞存活率差异最大，CD44+/

CD24+ Siha组为(65.79±2.71)%，亲代Siha细胞组

为(58.97±0.70)%(图1，P=0.042)。

2.2　流式细胞仪检测细胞凋亡率

　　10 μg/mL顺铂分别作用于CD44+/CD24+ Siha

细胞和亲代Siha细胞，用流式细胞仪在24、48

和72 h时测得细胞凋亡率分别为(3.05±0.16)%、

(5.17±0.27)%、(17.94±2.02)%、(32.60±4.28)%

和(40.14±3.01)%、(56.62±5.32)%。两组间比

较，差异均有统计学意义(P=0.043、0.008、

0.012，图2)。 

2.3　qRT-PCR检测结果

　　CD44+/CD24+ Siha细胞和亲代Siha细胞中

Bcl-2 mRNA的相对表达量分别是34.34±5.25、

2.23±0.16，两组间比较，差异有统计学意义

(P=0.000)；Oct-4 mRNA的相对表达量分别是

30.16±6.35、2.79±0.75，两组间比较，差异有

统计学意义(P=0.000)；ABCG2 mRNA的相对表

达量分别是41.26±7.23、4.23±1.12，两组间比

较，差异有统计学意义(P=0.001，图3)。

 
图 1　顺铂对CD44+/CD24+ Siha和Siha细胞存活率的影响

Fig. 1    Effects of DDP on cell survival rates of CD44+/CD24+ Siha 

cells and Siha cells  

*: P<0.05, compared with the Siha group

图 2　顺铂对CD44+/CD24+ Siha和Siha细胞凋亡率的影响

Fig. 2    Effects of DDP on cell apoptotic rates of CD44+/CD24+ Siha cells and Siha cells 

A: Cell apoptosis of CD44+/CD24+ Siha cell at 24 h; A’: Cell apoptosis of Siha cell at 24 h; B: Cell apoptosis of CD44+/CD24+ Siha cell at 48 h; B’: 
Cell apoptosis of Siha cell at 48 h; C: Cell apoptosis of CD44+/CD24+ Siha cell at 72 h; C’: Cell apoptosis of Siha cell at 72 h; D: Cell apoptotic 
rate of CD44+/CD24+ Siha cells and Siha cells. *: P<0.05, compared with the Siha group
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图 3　CD44+/CD24+ Siha和Siha细胞中Bcl-2、Oct-4和ABCG2 

mRNA表达的影响

Fig. 3    The expressions of Bcl-2, Oct-4 and ABCG2 mRNA in 

CD44+/CD24+ Siha cells and Siha cells 

*: P<0.05, compared with the Siha group

2.4　Western blot检测

　　采用Western blot检测CD44+/CD24+ Siha细胞

和Siha细胞中Bcl-2、Oct-4和ABCG2蛋白的表

达。结果显示，在CD44+/CD24+ Siha细胞中Bcl-

2、Oct-4和ABCG2蛋白的表达均较Siha细胞高，

差异有统计学意义(P<0.05，图4)。

图 4　Bcl-2、Oct-4和ABCG2蛋白在CD44+/CD24+ Siha细胞和

Siha细胞中的表达

Fig. 4    The expressions of Bcl-2, Oct-4 and ABCG2 in CD44+/

CD24+ Siha cells and Siha cells

3　讨　　论

　　宫颈癌传统治疗方法早期以手术治疗为

主，中晚期以放射治疗为主。研究表明，尽管

以顺铂为基础的同步放化疗在早期高危宫颈

癌、中晚期宫颈癌及复发性宫颈癌的治疗中疗

效明显［4-6］，但仍有部分宫颈癌患者会出现

复发和转移，其主要原因是在治疗过程中，宫

颈癌细胞对化疗和放疗产生了原发性或继发性

抵抗，从而导致患者预后不良。肿瘤干细胞理

论认为，在肿瘤组织或肿瘤细胞系中存在一小

部分具有自我更新、多向分化潜能的细胞，在

肿瘤的发生、发展中起主要作用，并抵抗放化 

疗［7］。这说明宫颈癌细胞抵抗放化疗的机制可

能与肿瘤干细胞有关。

　　本研究前期实验发现，耐放疗宫颈癌Siha细

胞系中CD44+/CD24+细胞所占比例增高，我们采

用流式细胞分选仪分选得到CD44+ /CD24+ Siha细

胞，利用MTT法测得顺铂可以不同程度抑制两

组细胞的体外增殖且有一定的量效关系。当相

同浓度的顺铂分别作用于CD44+/CD24+ Siha细胞

和其亲代细胞时，发现顺铂对CD44+/CD24+ Siha

细胞存活率的影响较对亲代Siha细胞小，表明

CD44+/CD24+ Siha细胞对顺铂有一定抵抗性。将

10 µg/mL顺铂作用于两组细胞，分别在24、48

和72 h时利用流式细胞仪检测细胞的凋亡率，实

验结果显示顺铂对两组细胞凋亡率的影响均随

时间递增而增强，表明顺铂对细胞凋亡率的影

响有一定的时间依赖性；但同一浓度顺铂在相

同时间内对CD44+/CD24+ Siha细胞凋亡率的影响

较亲代Siha细胞的小，说明CD44+/CD24+ Siha细

胞可以抵抗顺铂诱导的细胞凋亡。Bcl-2是重要

的抗凋亡基因之一，其作用机制是抑制线粒体

中细胞色素c的释放，并使凋亡蛋白前体Apaf-1

固定于线粒体膜上来阻断Caspase通路介导的细

胞凋亡［8-9］。本实验从基因水平和蛋白水平检

测两组细胞中Bcl-2的表达，结果显示与亲代

Siha细胞相比，Bcl-2在CD44+/CD24+ Siha细胞中

的表达水平明显上调。

　　Oct-4属于POU转录因子家族，是维持肿瘤

干细胞自我更新、多向分化潜能的重要转录因

子之一。许多研究已证实Oct-4存在于多种不同

类型的肿瘤干细胞中［10］。曹浩哲等［11］研究

显示，Oct-4在正常宫颈组织中几乎不表达，但

在宫颈癌组织中表达，且与肿瘤细胞的分化程

度呈负相关。目前已有相关实验证实，Oct-4基

因可以引发肿瘤细胞去分化，促使向肿瘤干细

胞方向发展，敲除未分化细胞的Oct-4基因后
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会明显减少。类似结论已在黑素瘤、头颈鳞癌

研究中得到证实［12-13］。ATP-bingding cassette 

transporter G2 subfamily三磷酸腺苷结合转运蛋

白G2(ABCG2)，是一类跨膜蛋白，主要分布于

某些肿瘤和干细胞胞膜中，具有排除细胞毒

性物质的能力，进而产生抗化疗的效应，是

肿瘤干细胞耐药的主要原因［14］。本实验通过

qRT-PCR和Western blot检测两组细胞中Oct-4和

ABCG2的表达，结果显示CD44+/CD24+Siha细胞

较亲代Siha细胞高表达Oct-4和ABCG2。CD44+/

CD24+ Siha细胞抗拒顺铂诱导的细胞凋亡机制可

能与CD44+/CD24+ Siha细胞高表达Bcl-2基因和

ABCG2基因有关，而CD44+ /CD24+ Siha细胞高表

达肿瘤干细胞样表面标志物Oct-4，说明其可能

具备部分肿瘤干细胞的特性，而CD44+/CD24+是

否为宫颈癌肿瘤干细胞的标志物还有待进一步

研究。
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