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　　［摘要］　乳腺癌干细胞是一类具有自我更新能力、多向分化潜能和高度致瘤能力的细胞亚群，与乳腺癌

的发生、发展、复发、转移以及治疗抵抗等密切相关。现就近年来乳腺癌干细胞的研究进展作一综述。
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　　［Abstract］ Breast cancer stem cells comprise a sub-population, which enables the capacity for self-renewal 
and the potentiality for differentiation and high tumorigenicity. Growing evidence suggests that breast cancer stem cells 
most likely contribute to tumor generation, progression, relapse, metastasis and therapeutic resistance. Herein, the recent 
advances in breast cancer stem cells were highlighted in this review. 
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1　概　　述

　　乳腺癌是严重威胁妇女健康的恶性肿瘤之

一，发病率居女性癌症第一位。全世界每年约有

130万新发病例，50万死亡病例。近年来，我国

乳腺癌发病率增长明显，目前国内患者人数已超

过50万。约30%的早期乳腺癌患者经过严格治疗

之后，仍然会发生复发和转移。对于首诊时已经

发生转移的乳腺癌患者，传统化疗药物起初效

果较为明显，但一段时间之后大多数患者会复 

发［1］。越来越多的研究表明，乳腺癌细胞中存

在一部分具有自我更新、多向分化潜能以及高度

致瘤能力的细胞亚群，称为乳腺癌干细胞(breast 

cancer stem cells)。由于乳腺癌干细胞与肿瘤的侵

袭转移、复发和治疗抵抗密切相关，故已成为目

前研究的热点和难点。现就近期乳腺癌干细胞的

分离和鉴定、乳腺癌干细胞的来源、调节乳腺

癌干细胞的信号通路、乳腺癌干细胞与小RNA、
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肿瘤微环境、治疗抵抗等方面的研究进展作一 

综述。

2　乳腺癌干细胞的分离和鉴定

2.1　生物标志物法

　　利用生物标志物(biomarker)进行肿瘤干细

胞分离和鉴定，并在免疫缺陷鼠模型上验证

致瘤能力，是广泛应用的肿瘤干细胞分离和

鉴定方法。Al-Hajj等［２］在2003年首次发现并

分离了乳腺癌干细胞，并运用细胞表面标志 

物ESA+/CD44+/CD24-在乳腺肿瘤细胞中筛选

出一个细胞亚群，这一细胞亚群不表达CD2、

CD3、CD10、CD16、CD18、CD31、CD64和

CD140b等谱系标志(Lin-)，同时在体内具有极强

的致瘤和侵袭转移能力。将200个ESA+/CD44+/

CD24-或1 000个CD44+/CD24-细胞接种在联合重

症免疫缺陷小鼠(NOD/SCID mice)上，即可形成

肿瘤。相反，未经细胞表面标志筛选的乳腺肿

瘤细胞，至少需要50 000个才能在NOD/SCID小

鼠上形成肿瘤。目前，CD44、CD24、ESA已经

成为广泛认可的乳腺癌干细胞标志物。

　　乙醛脱氢酶(aldehyde dehydrogenase，ALDH)

的主要作用是氧化细胞内的乙醛，起到解毒的

作用。Ginestier等［３］的研究表明，ALDH也可

以作为正常干细胞和肿瘤干细胞的标志物。利

用ALDEFLUOR荧光检测技术测定细胞中ALDH

活性，或通过免疫组化检测ALDH的表达水平，

可以鉴别和筛选正常干细胞和肿瘤干细胞。与

ESA+/CD44+/CD24-细胞类似，500个ALDH+的乳

腺癌干细胞就能在NOD/SCID小鼠体内形成肿

瘤，而即使接种50 000个ALDH-的乳腺癌细胞

也不能形成肿瘤。ALDH和CD44/CD24这两类标

志物有部分重叠，在NOD/SCID小鼠上接种20个

ALDH+/CD44+/CD24-/Lin-乳腺癌细胞就可以形

成肿瘤［3］，这也说明联合多个细胞标志物进行

筛选所得到的细胞亚群可能更加接近肿瘤干细

胞［4］。在HER-2阳性和三阴性乳腺癌细胞中，

ALDH+细胞的比例更高，而ALDH的表达水平也

与患者预后呈负相关［5-7］。

　　另一个筛选和鉴别乳腺癌干细胞的方法

是使用荧光染料PKH26，这种荧光染料能选

择性标记静止状态的细胞，以区别分裂期的 

细胞［7］。因此，利用PKH26染料进行细胞筛

选，再通过鼠移植瘤模型进行致瘤能力验证，

可以筛选出乳腺癌干细胞。Pece等［7］的研究结

果表明，PKH26阳性细胞可以形成基底和Lumi-

nal两种细胞，并且可以在去除脂肪垫的免疫缺

陷鼠上重塑乳腺，PKH26阴性细胞则不能。

2.2　利用乳腺微球(mammosphere)模型筛选

　　乳腺微球筛选模型是应用最为广泛的干细

胞筛选及鉴别方法。在含有成纤维细胞生长因

子、表皮生长因子、谷氨酰胺的无血清培养液

中，乳腺上皮细胞中未分化的干细胞或祖细胞

可以悬浮生长并形成乳腺微球，而已经分化的

细胞则不能正常生长。正常干细胞的这一特性

也可以用于筛选和鉴别乳腺癌干细胞。研究表

明，在乳腺癌细胞培养得到的乳腺微球中，

表型为CD44+/CD24-/Lin-的乳腺癌干细胞比例 

增大［8］。

　　此外，分离、鉴别乳腺癌干细胞的方法还

有侧群分离技术［9］、免疫磁珠分选法［10］以及

动物体内模型鉴定［11］等。

3　乳腺癌干细胞的来源

　　关于乳腺癌干细胞的来源，还存在争议。

目前有两种不同但也互不矛盾的理论。一种理

论认为，肿瘤干细胞来源于正常乳腺干细胞。

调控正常干细胞自我更新和分化的信号通路发

生异常，导致了乳腺癌干细胞的产生，也同时

具备正常乳腺干细胞自我更新和分化潜能。支

持这一观点的依据主要是正常乳腺干细胞和乳

腺癌干细胞之间的相似性，以及正常乳腺干细

胞在漫长的生命周期中，容易发生突变而使得

癌基因激活［12］。Al-Hajj等［2］认为，乳腺癌干

细胞可能起源于乳腺基底部的干细胞或先驱细

胞，因为乳腺基底部细胞表面信息和他们发现

的乳腺癌干细胞具有高度的相似性。另一种观

点认为，乳腺癌干细胞是由已经分化的体细胞

经上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal transi-

tion，EMT)而产生。EMT是一种细胞表型改变

的生理现象。在生理性EMT过程中，上皮细胞

之间以及上皮细胞与基质之间的连接断裂，上
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皮细胞迁移至身体的其他位置，到达预定地点

后，又会经历与EMT相反的过程(间质-上皮转

化，MET)［13］。生理性EMT在胚胎发育、机体

愈伤等过程中都起到重要作用［13］。越来越多

的证据表明，EMT与乳腺癌干细胞的形成、侵

袭和转移具有密切联系。研究发现，TGF-β1

等细胞因子和Twistor、Snail家族的多种转录因

子可以诱导乳腺上皮细胞发生EMT。EMT过

程显著促进了肿瘤的侵袭和转移［14-15］。Mani

等 ［16］发现，人和鼠的正常乳腺上皮细胞经

TGF-β1处理，或在细胞中诱导表达Twistor、

Snail家族的转录因子可诱导EMT过程，上皮细

胞转变成间质细胞形态，并且表达波形蛋白和

迁连蛋白等间质细胞标志物，同时细胞表型变

为干细胞的CD44+/CD24-表型。这些细胞在体外

形成乳腺微球的能力和在体内的致瘤能力都显

著增强。Morel等［17］发现，激活Ras/MAPK信号

传导通路可以诱导乳腺上皮细胞发生EMT，细

胞转变成间质形态，同时E-cadherin蛋白表达

减少，波形蛋白表达增加，细胞表型由CD44-/

CD24+变为CD44+/CD24-，形成乳腺微球等干细

胞活性增强。这些研究结果均提示乳腺癌干细

胞可能是在EMT过程中，由已分化的正常乳腺

上皮细胞产生，但其机制目前尚未完全阐明。

4　调控乳腺癌干细胞的信号通路

　　与正常乳腺干细胞类似，Wnt、Notch、

Hedgehog和Bmi等几条信号通路被认为是调控

了乳腺癌干细胞的自我更新和分化。有观点认

为，正是这几条信号通路发生突变，导致了乳

腺癌干细胞的产生［7, 18］。而这几条信号通路中

的相关基因或蛋白可能成为靶向乳腺癌干细胞

的治疗靶点［19］。

　　β-catenin是Wnt信号通路中的重要组成

部分。Kalluri等［20］研究发现，β-catenin在细

胞中表达的位置不同时，呈现出两种不同的作

用。在细胞膜表面，与E-cadherin相互作用，

保持上皮细胞之间的相互黏附，是EMT的标志

物之一。而细胞质中的β-catenin可以进入细胞

核，与T细胞转录因子(TCF)形成复合物，激活

了Wnt信号通路和下游基因的转录，下游基因包

括c-Jun、c-Myc、fibronectin、cyclin D1和Notch

信号通路中的配体Jagged-1。Lee等［21］报道，

polycomb家族的Mel-18(一种转录抑制因子)可

以通过抑制PI3K/AKT信号通路阻滞细胞周期、

抑制Bmi-1(B lymphoma Mo-MLV insertion region 

1 homolog)的表达。而敲除乳腺癌细胞系(MCF-

7、SKBR3)中的Mel-18可以增强乳腺癌干细胞

的自我更新和致瘤能力。Won等［22］研究表明，

Mel-18的缺失可以激活Wnt/β-catenin/TCP通

路，增加下游靶基因Jagged-1的转录及表达，

Jagged-1激活Notch信号通路，增强了乳腺癌干

细胞样活性。

　　Notch信号通路的结构保守，由Notch1~4

的4种受体，和Delta1~4，Jagged-1、2的6种

配体组成。Notch配体与邻近细胞的Notch受

体结合能促进受体胞内部分(Notch intracel-

lular domain，NICD)的断裂，NICD进入细胞

核 作 用 于 下 游 靶 基 因 ， 促 进 了 靶 基 因 的 转 

录和表达。Harrison等［23］报道，Notch4在乳腺

癌干细胞中的表达水平显著高于已分化的乳腺

癌细胞。通过药物或基因敲除手段抑制Notch4

信号通路可以完全抑制乳腺癌干细胞的致瘤能

力。由于 在调控乳腺癌干细胞中所起的重要作

用，Notch通路也成为乳腺癌干细胞靶向治疗的

作用靶点。Qiu等［24］报道，Notch1的单克隆抗

体(mAb)可以增强三阴性乳腺癌细胞系Sum149和

患者来源三阴性乳腺癌细胞在裸鼠移植瘤中对

多西他赛的敏感性。同时，Notch1 mAb可以抑

制乳腺微球的形成，减少CD44+/CD24−表型的细 

胞［24-25］，说明Notch1 mAb可能成为靶向乳腺癌

干细胞的治疗药物。

　　抑制转录因子Bmi-1和EZH2属于polycomb

家族成员，与组蛋白修饰有关，可以调控干细

胞的自我更新，以及调控与细胞增殖、生长和

分化相关基因的表达［26-28］。Pietersen等［29］报

道，敲除小鼠体内的Bmi-1可以降低乳腺干细胞

的活性，从而导致乳腺发育受损。Bmi-1在表型

为CD44+/CD24−/Lin−的乳腺癌干细胞中也呈高表

达，可以与Hedgehog通路共同促进乳腺微球的

形成和乳腺癌干细胞的自我更新［30］。EZH2在

刘明明，等.　乳腺癌干细胞的研究进展
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分离得到的乳腺癌和胰腺癌干细胞中的表达水

平显著高于已分化细胞，通过RNA干扰介导的

EZH2敲除后，乳腺癌干细胞样活性丧失，维持

干细胞样活性的相关基因表达下调［31］。该报

道同时认为，EZH2可以作为报告基因用于快速

筛选肿瘤干细胞［31］。

　　还有文献报道转录因子FOXC2在调控EMT

和 保 持 乳 腺 癌 干 细 胞 样 活 性 中 起 到 了 重 要 

作用［32］。shRNA介导的FOXC2基因敲除抑制

了干细胞的间质表型、乳腺微球形成能力和致

瘤能力，而在人乳腺上皮细胞中过表达FOXC2

基因可以促进干细胞样活性，增强细胞转移能

力。血小板源性生长因子β(PDGFR-β)是受

FOXC2调控的下游基因，PDGFR的抑制剂舒尼

替尼(sunitinib)可以抑制FOXC2诱导的乳腺癌干

细胞样活性和癌细胞的转移。

　　最近，Dong等［33］研究发现，肿瘤细胞的

糖代谢与EMT以及乳腺癌干细胞也密切相关。

基底样乳腺癌(basal-like breast cancer，BLBC)

被认为是侵袭性强、易复发和远端转移、对化

疗药物不敏感的一种乳腺癌。这种乳腺癌细胞

高度表现出EMT特征，且拥有较强的乳腺癌干

细胞样性质。研究发现，BLBC细胞中被认为

与EMT相关的Snail蛋白与组蛋白甲基化转移酶

G9A相互作用，招募了DNA甲基化转移酶1(DNA 

methyltransferase 1，DNMT1)。这些蛋白组成

Snail-G9A-DNMT1复合体作用于E-cadherin的

启动子，沉默了E-cadherin的表达诱导了EMT。

Snail-G9A-DNMT1同时还作用于果糖-1，6-二

磷酸酶(fructose-1,6-biphosphatase，FPB1)的启

动子，沉默了FPB1的表达。相比较而言，在

Luminal型乳腺癌细胞中FPB1的表达量较高。

FPB1的缺失增强了肿瘤细胞的糖酵解过程，增

加了葡萄糖的摄取、生物大分子的合成以及四

聚体丙酮酸激酶(PKM2)的产生，从而保持在缺

氧环境下ATP的供给。FPB1的缺失还通过抑制

线粒体复合物Ⅰ(mitochondrial complex Ⅰ)减少了

氧气分子的摄取和活性氧的产生。这一系列代

谢和供能的改变，增强了β-catenin与T细胞因

子(T-cell factor)的相互作用，进一步促进了乳腺

癌干细胞样活性和致瘤能力。这些结果表明，

FPB1的缺失与EMT、乳腺癌干细胞样活性以及

从Luminal型乳腺癌向BLBC型转变具有密切的联

系，也提示沉默E-cadherin和FPB1表达的Snail-

G9A-DNMT1复合体可能成为治疗BLBC及靶向

乳腺癌干细胞的作用靶点。

5　乳腺癌干细胞与小RNA(mic ro  RNA，

miRNA)　　

　　miRNA是一类内源性的具有调控能力的非

编码RNA，可以根据“互补配对”原则识别、

降解靶mRNA或者阻遏靶mRNA的翻译。越来越

多的研究显示，miRNA参与了乳腺癌干细胞的

调控。Shimono等［34］发现乳腺癌干细胞与分化

的、无致瘤性的乳腺癌细胞之间有37簇miRNA

表达差异有统计学意义。miR-200c-141、miR-

200b-200a-429和miR-183-96-182在乳腺癌干

细胞、人和鼠正常乳腺干/祖细胞以及胚胎癌细

胞中低表达。其中miRNA-200c高度抑制了正常

的乳腺干细胞的“干性”，促使其分化为乳腺

导管，同时miRNA-200c也可以抑制乳腺癌干细

胞在体内形成肿瘤。

　　Let-7是另一个抑制乳腺癌干细胞活性的

miRNA，可以抑制乳腺癌干细胞的自我更新、

对药物的抵抗和不对称细胞分裂［35］。

　　miR-7是最近发现的一个抑制乳腺癌干细

胞的miRNA。在体外实验中，可以调控KLF4的

表达，抑制乳腺癌干细胞的自我更新和侵袭能

力。KLF-4是诱导干细胞多能性的关键基因。

在鼠模型中，miR-7也可以通过调控KLF4的表

达抑制乳腺癌干细胞向脑部转移［36］。此外，

miR-7在乳腺癌细胞中的表达水平与波形蛋白呈

负相关，与E-cadherin呈正相关，并被认为通过

调控黏着斑激酶(focal adhesion kinase，FAK)抑制

乳腺癌细胞的EMT过程和侵袭转移［37］。所以，

miRNA-7可能通过靶向多个基因调控了乳腺癌

干细胞。

　　此外，miR-21是一个促进干细胞活性的

miRNA。研究发现，乳腺癌细胞系MCF-7经干

细胞培养条件所形成的乳腺微球中，ALDH1+

和CD44 +/CD24 −等干细胞表型的细胞显著增
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加，同时细胞表达N-cadherin、波形蛋白等间

质细胞标志物。在这些细胞中，缺氧诱导因子

1α(hypoxia-inducible factor 1α，HIF -1α)和

miR-21均表达上调，而通过antagomir抑制miR-

21可以逆转EMT过程，下调HIF-1α表达，抑制

细胞的侵袭性和转移［38］。

6　乳腺癌干细胞和肿瘤微环境

　　大量研究表明，炎性反应和肿瘤之间存在

密切的联系。间质细胞、肿瘤相关成纤维细

胞、上皮细胞、免疫细胞以及其分泌的促炎细

胞因子、生长因子等细胞因子共同形成了肿瘤

微环境，为肿瘤的发生、发展提供了条件，是

肿瘤形成过程中必不可少的重要环节。在乳腺

癌细胞中，白介素6(interleukin-6，IL-6)结合至

其受体与GP130组成的复合物上，激活STAT3/

NF-κB信号通路，导致更多的IL-6转录和分

泌，从而形成了正反馈循环，而IL-6、NF-κB

的激活可以通过促进EMT和乳腺癌干细胞的

自我更新，促进肿瘤的生长和转移［39-41］。在

shRNA介导Syndecan-1(CD138)敲除的乳腺癌

中，IL-6及其受体IL-6R、细胞因子CCL-20均

下调，IL-6/STAT3/NF-κB信号通路失活，导致

乳腺癌干细胞活性降低，说明Syndecan-1通过

IL-6/STAT3/NF-κB信号通路调控了乳腺癌干

细胞［42］。基于在调控乳腺癌干细胞中的重要

作用，IL-6/STAT3/NF-κB 信号通路也成为开

发靶向肿瘤干细胞治疗的作用靶点。Lin等［43］

报道，丹参酮ⅡA(tanshinone ⅡA)可以通过抑

制这一信号通路，减少IL-6、STAT3、磷酸化

STAT3、NF-κB和cyclin D1的表达，减少乳腺微

球的形成，抑制乳腺癌干细胞在体内的致瘤性

和裸鼠移植瘤的生长。

　　另有研究表明，IL-8的受体CXCR1在乳腺

癌干细胞中高表达，而IL-8结合到CXCR1激活

了下游的信号通路，促进了乳腺癌干细胞的自

我更新。在鼠移植瘤模型中，用CXCR1的小分

子拮抗剂repertaxin阻断这一信号通路，可以显

著减少乳腺癌干细胞的数量，减少肿瘤的发生

和转移［44］。Singh等［45］用直接来源于患者的

乳腺癌细胞进行乳腺微球形成实验，发现IL-8

的表达水平与乳腺微球的大小和形成率呈正

相关，重组的IL-8可以增加乳腺微球的形成；

EGFR拮抗剂拉帕替尼(lapatinib)和CXCR1/2的小

分子拮抗剂可以抑制IL-8刺激乳腺微球形成的

作用，特别是在HER-2阳性的乳腺癌细胞中，

CXCR1/2的小分子拮抗剂与拉帕替尼产生协同 

作用。

　　此外，Sigurdsson等［46］报道，基质中成

肌纤维细胞分泌的肝细胞生长因子(hepatocyte 

growth factors，HGF)通过激活Wnt信号通路，诱

导了乳腺癌细胞中EMT表型。TGF-β和TNF-α

也可以通过促进EMT诱导乳腺癌干细胞的产

生，以及保持干细胞样活性［47-48］。

7　乳腺癌干细胞与肿瘤治疗抵抗

　　肿瘤干细胞对传统化疗药物的抵抗被认

为是癌症复发的根源［49］。新辅助化疗后的原

发乳腺癌患者经活检取出的肿瘤细胞，用流式

细胞仪检测发现其中CD44+/CD24-的乳腺癌干

细胞与化疗前相比比例增加，乳腺微球形成

能力也相应提高。相比较而言，拉帕替尼治疗

的HER-2阳性乳腺癌患者经活检取出的肿瘤

细胞，CD44+/CD24-表型的细胞并没有明显增 

加［50］。提示传统化疗的同时，可以联合使用

靶向肿瘤干细胞的药物以减少日后复发的可

能，延长患者的生存期［50］。

　　一项临床研究表明，经多西他赛联合表柔

比星的新辅助化疗后，ALDH阳性肿瘤的比例

显著增加，ALDH阳性肿瘤获得的完全病理缓解

(pCR)率显著低于ALDH阴性的肿瘤。但CD44+/

CD24-表型之间差异无统计学意义［51］。

　　Mao等［52］报道，在体外用紫杉醇处理乳腺

癌细胞系MCF-7可以使得表型为CD44+/CD24−

的乳腺癌干细胞比例增加，说明肿瘤干细胞对

传统化疗药物紫杉醇抵抗。在这些由紫杉醇

处理而富集到的乳腺癌干细胞中，Notch1呈高

表达。shRNA介导Notch1基因敲除后，这些乳

腺癌干细胞对紫杉醇的敏感度增高，形成乳

腺微球的能力也显著降低。裸鼠体内实验也表

明，敲除Notch1基因后的肿瘤细胞对紫杉醇治

疗更加敏感。机制研究显示，Notch1基因敲除

刘明明，等.　乳腺癌干细胞的研究进展
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后，ALDH1、NICD、Hes-1以及药物转运蛋白

ABCG2表达下调。

　　抗血管生成治疗被认为是肿瘤治疗的重要

组成部分，但治疗乳腺癌的效果却不能令人满

意。最近的一项研究表明，抗血管生成药物舒

尼替尼和贝伐单抗(bevacizumab)能增强乳腺癌

细胞的侵袭和转移［53］。在人乳腺癌细胞的裸

鼠移植瘤中，因抗血管生成药物能加剧肿瘤内

部的缺氧环境，增加了乳腺癌干细胞的比例。

HIF-1α在体外实验中介导了缺氧条件诱导乳腺

癌干细胞的过程。同时，在体外实验和经舒尼

替尼治疗的人乳腺癌裸鼠移植瘤模型中显示，

Akt和β-catenin等干细胞调控信号通路在缺氧

条件下被激活，导致了乳腺癌干细胞比例的增

加。这些研究表明，正是由于缺氧环境诱导乳

腺癌干细胞限制了抗血管生成药物的治疗效

果，也说明这些抗血管生成药物应当与靶向干

细胞的治疗药物联合使用。

8　结　　语

　　乳腺癌干细胞的发现为研究乳腺癌的发病

机制提供了新的方向，随着乳腺癌干细胞致病

机制、生物学特性和基因调控机制研究的不断

深入，对乳腺癌发生、发展以及关键调控点不

断阐明，靶向乳腺癌干细胞的治疗方法也将进

一步发展，期望能真正解决乳腺癌的转移复发

问题。
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