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【摘要】  目的　探索桑辛素对喉癌干细胞干性表型调控的影响。方法　流式细胞仪分选并检测CD133+喉癌干细胞

比例；肿瘤球形成实验检测CD133+喉癌干细胞的自我更新能力；Transwell实验检测CD133+喉癌干细胞的迁移能力；改良

MTT实验检测化疗药物对CD133+喉癌干细胞的细胞毒性作用；免疫荧光染色、实时荧光定量PCR（RT-qPCR）及Western
blot检测CD133+喉癌干细胞的干细胞标志物表达；在不同浓度的桑辛素处理CD133+喉癌干细胞后（以桑辛素0 μmol/L为对

照），通过肿瘤球形成实验、Transwell实验、改良MTT实验及Western blot，分别检测CD133+喉癌干细胞的自我更新能力、

迁移能力、化疗药物的细胞毒性作用及干细胞标志物表达变化。结果　流式细胞仪分选结果显示，CD133+喉癌干细胞占

喉癌细胞的比例为（3.50±0.34）%；经过培养富集后，其比例可达（93.20±5.23）%。肿瘤球形成实验结果显示，与喉癌细胞相

比，CD133+喉癌干细胞具有增强的自我更新能力 (P<0.001)；Transwell实验显示，与喉癌细胞相比，CD133+喉癌干细胞的迁

移能力增强（P<0.05）；改良MTT实验结果显示，与喉癌细胞相比，CD133+喉癌干细胞抵抗化疗药物（5-氟尿嘧啶及顺铂）的

细胞毒性作用（P<0.05）；免疫荧光染色、RT-qPCR及Western blot结果显示，干细胞标志物（CD133、ALDH1、Sox2、
ABCG2及N-cadherin）在CD133+喉癌干细胞中呈高表达水平。通过不同浓度的桑辛素处理CD133+喉癌干细胞，其自我更

新能力降低（P<0.05）；迁移能力亦下降（P<0.05）；此外，桑辛素处理的CD133+喉癌干细胞对化疗药物的细胞毒性作用更加

敏感（P<0.05）；Western blot结果显示，不同浓度的桑辛素处理的CD133+喉癌干细胞，其上述的干细胞标志物表达水平下调

（P<0.05）。结论　CD133+喉癌干细胞具有干性表型特征；桑辛素可减弱喉癌干细胞的干性表型，可能与下调其干细胞标

志物表达相关。

【关键词】　桑辛素　　喉癌　　肿瘤干细胞　　干性表型

The Effect of Morusin on Stemness Phenotype of Laryngeal Cancer Stem Cell     CHEN Chen1, XU Zi-han2, WANG
Li2△. 1. Department of Otorhinolaryngology Head and Neck Surgery, Sichuan Academy of Medical Sciences & Sichuan
Provincial People's Hospital, Chengdu 610072, China; 2. Lung Cancer Center, West China Hospital, Sichuan University,
Chengdu 610041, China
△ Corresponding author, E-mail: wangli37029192@sina.com

【Abstract】   Objective　To  investigate  the  regulation  effect  of  Morusin  on  stemness  phenotype  of  laryngeal
cancer stem cells. Methods　Separation and detection the proportion of CD133+ laryngeal cancer stem cells through flow
cytometry;  evaluation  the  self-renewal  ability  of  CD133+ laryngeal  cancer  stem  cells  by  tumor  sphere  formation  assay;
exploring  the  migration  ability  of  CD133+ laryngeal  cancer  stem  cells  by  Transwell  assay;  analyzing  the  cytotoxicity  of
chemotherapy drugs on CD133+ laryngeal cancer stem cells by modified MTT assay; detection of the expression levels of
stemness associated markers by immunofluorescence staining, RT-qPCR and Western blot. After treatment with different
concentrations of Morusin, cells were performed the above experiments for detection the self-renewal ability,  migration
ability, cytotoxicity resistance and expression of stemness associated markers. Results　Flow cytometry analysis showed
that  the  proportion  of  CD133+ laryngeal  cancer  stem  cells  was  (3.50±0.34)%,  while  after  enrichment,  the  proportion
increased  to  (93.20±5.23)%.  CD133+ laryngeal  cancer  stem  cells  exhibited  better  self-renewal  ability  (P<0.001)  and
migratory ability (P<0.05); they were resistant to the cytotoxicity of chemotherapy drug (P<0.05), and highly expressed of
stemness  associated  markers.  After  being  treated  with  Morusin,  the  self-renewal  and  migratory  abilities  of  CD133+

laryngeal cancer stem cells were reduced (P<0.05). In addition, after treated with Morusin, CD133+ laryngeal cancer stem
cells  were  more  sensitive  to  chemotherapy  drugs;  moreover,  the  expression  levels  of  stemness  associated  markers  were
decreased. Conclusion　CD133+ laryngeal  cancer  stem  cells  possessed  stemness  phenotypic  characteristics.  Morusin
attenuated  stemness  phenotype  of  laryngeal  cancer  stem  cells,  which  may  be  related  to  its  down-regulation  effect  on
stemness associated markers.
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喉癌是头颈部较为常见的恶性肿瘤之一[1]。当前，对

于喉癌的处理包括手术切除、放疗及化疗等综合治疗。尽

管上述治疗能给患者带来生存获益，然而，仍有部分患者，

特别是晚期喉癌患者，在治疗后，甚至治疗过程中，就出

现肿瘤的复发转移[2]。当前有观点认为，喉癌组织内存在

的肿瘤干细胞可能是导致喉癌复发转移的关键之所在。

 

 *  四川省科技厅重点研发项目（No.2018FZ0115）资助

△ 通信作者，E-mail：wangli37029192@sina.com 

四  川  大  学  学  报（  医  学  版  ）
J  Sichuan  Univ  ( Med Sci Edi )

 2020，51（5）: 650 − 657
 doi: 10.12182/20200960503



肿瘤干细胞是肿瘤组织或细胞系中存在的一小类异

质性细胞群，这类细胞群具有干细胞样表型特征，包括增

强的自我更新能力、转移潜能、抵抗放化疗及高表达干

性基因等[3-4]；现阶段的研究显示，减弱肿瘤干细胞干性表

型，甚至杀灭肿瘤干细胞，可明显抑制肿瘤进展。

近年来，天然产物抗肿瘤研究受到了广泛的关注，有

报道显示，天然产物，包括绿茶、黄连素等[5-6]，对肿瘤干细

胞具有较好的抑制效应；我国天然产物资源丰富，探索并

开发具有抗肿瘤干细胞活性的天然产物，通过饮食治疗，

将成为减少肿瘤致死率的一个可行途径。桑辛素是来源

于桑科植物根皮的烯化黄酮类物质。既往研究表明，桑

辛素能抑制血小板聚集、抗超氧化自由基形成，具有抗菌

活性。近期的研究显示，桑辛素能抑制肺癌、肝癌及结肠

癌等多种肿瘤生长[7-9]；然而，对于抗肿瘤治疗后肿瘤复发

及转移根源的肿瘤干细胞，桑辛素是否对其具有调控效

应，目前尚无相关研究报道。本实验将桑辛素作用于喉

癌干细胞，探索并研究其对喉癌干细胞干性表型调控的

影响，以期为喉癌的治疗提供新策略。

1     材料和方法

1.1    实验材料

1.1.1    主要试剂　桑辛素（纯度≥90.0%）、顺铂（纯度≥

99.9%）及5-氟尿嘧啶（纯度≥99%）购自Sigma公司；细胞

培养基DMEM、DMEM/F12及胎牛血清购自Gibco公司；

Transwell小室购自Corning公司；RNA提取试剂盒及反转

录试剂盒购自TaKaRa公司；β-actin鼠单克隆抗体和辣根

过氧化酶（HRP）标记兔抗鼠二抗购自北京中杉金桥生物

技术公司；荧光标记的CD133购自eBioscience公司；

CD133、ALDH1、Sox2、ABCG2、E-cadherin及N-cadherin

购自北京博奥森生物技术有限公司；细胞裂解液RIPA及

BCA蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天公司。

1.1.2    细胞株　喉癌细胞株Hep-2购自中国科学院细胞

库，用含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉

素的DMEM培养基，在体积分数为5%CO2、37 ℃的孵育

箱中培养。流式细胞仪分选出的CD133+Hep-2细胞置于

超低吸附的6孔板中，用含20 ng/mL表皮生长因子、20 ng/mL

碱性成纤维细胞生长因子及2% B27的DMEM/F12培养

基，在体积分数为5%CO2、37 ℃的孵育箱中培养富集。

1.2    实验方法

1.2.1    流式细胞仪分选及检测　分选：取对数生长期的

Hep-2细胞并消化为单个细胞，按1∶500的稀释比加入

FITC-CD133抗体，避光，室温孵育30 min后，通过流式细

胞仪分选出CD133+ Hep-2细胞。

检测：流式细胞术分选CD133+ Hep-2细胞后，置于

超低吸附的6孔板中，用含20  ng/mL表皮生长因子、

20 ng/mL碱性成纤维细胞生长因子及2% B27的DMEM/

F12培养基，在体积分数为5%CO2、37 ℃的孵育箱中培养

富集7 d后，收集细胞并消化为单个细胞，按1∶500的稀释

比加入FITC-CD133抗体，避光，室温孵育30 min后，通过

流式细胞仪检测CD133+ Hep-2细胞的比例。

1.2.2    肿瘤球形成实验检测CD133+ Hep-2细胞的自我更

新能力　取对数生长期的Hep-2细胞及CD133+ Hep-2细

胞并消化为单个细胞，以50及100细胞/孔的密度分别接

种于96孔板中，培养12 d后进行肿瘤球的计数（50个细胞

以上聚集为一个肿瘤球）；肿瘤球形成率=最终形成的肿

瘤球数量÷最初接种的细胞数量×100%。

取对数生长期的CD133+ Hep-2细胞并消化为单个细

胞，以100个细胞/孔的密度接种于96孔板中，以不同浓度

的桑辛素（2 μmol/L及4 μmol/L）处理细胞，培养12 d后进

行肿瘤球的计数，方法同上。

1.2.3    Transwell实验检测CD133+ Hep-2细胞的迁移能力　取

对数生长期的Hep-2细胞及CD133+ Hep-2细胞并消化为

单个细胞，同时收集不同浓度的桑辛素（2 μmol/L及

4 μmol/L）处理48 h后的CD133+  Hep-2细胞，分别以

2×105个细胞/孔的密度接种于Transwell小室的上室，下室

加入相应培养基，48 h后，取出Transwell小室，进行固定、

染色，并在倒置显微镜下观察细胞迁移数量并拍照。

1.2.4    改良MTT实验检测5-氟尿嘧啶、顺铂及桑辛素的

细胞毒性　取对数生长期的Hep-2细胞及CD133+ Hep-

2细胞并消化为单个细胞，分别以2×103细胞/孔的密度接

种于96孔板中，过夜后，分别加入不同浓度的5-氟尿嘧啶

（1、3、5、7及9 μg/mL）或顺铂（1、3、5、7及9 μg/mL）, 置于

体积分数为5%CO2、37 ℃孵箱中培养48 h后，每孔加入

10 μL MTT，孵育4 h，再加入100 μL 10%SDS/0.01 mmol/L

HCl后，置于孵箱内过夜，用酶标仪（λ=570 nm）测定光密

度（OD）值。取其平均值，计算细胞存活率。细胞存活

率=（实验组OD值－对照组OD值）/（对照组OD值－对照

组OD值）×100%。运用软件Originpro9.0公式Growth/

Sigmoidal. Logistic进行半数致死量（50%  inhibition

concentration, IC50）值的计算。对照组为未经5-氟尿嘧啶

或顺铂处理的Hep-2细胞及CD133+ Hep-2细胞；处理组为

上述不同浓度5-氟尿嘧啶或顺铂处理的Hep-2细胞及

CD133+ Hep-2细胞。

取对数生长期的CD133+ Hep-2细胞并消化为单个细

胞，以2×103细胞/孔的密度接种于96孔板中，待过夜后，分

别加入不同浓度的桑辛素（0.5、1、2、4、6及8 μmol/L），置
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于体积分数为5%CO2、37 ℃孵箱中培养48 h后，细胞存活

率及IC5 0计算方法同上。对照组为未经桑辛素处理的

CD133+ Hep-2细胞；处理组为上述不同浓度桑辛素处理

的CD133+ Hep-2细胞。

收集2 μmol/L桑辛素处理48 h后的CD133+ Hep-2细

胞，以2×103个细胞/孔的密度接种于96孔板中，待过夜后，

分别加入不同浓度的5-氟尿嘧啶（1、3、5、7及9 μg/mL）或

顺铂（1、3、5、7及9 μg/mL），置于体积分数为5%CO2、37 ℃

孵箱中培养48 h后，细胞存活率及IC50计算方法同上。对

照组为未经5-氟尿嘧啶或顺铂处理的CD133+ Hep-2细

胞；处理组为上述不同浓度5-氟尿嘧啶或顺铂处理的

CD133+ Hep-2细胞。

1.2.5    免疫荧光染色检测CD133+ Hep-2细胞的干细胞志

物CD133及ALDH1表达　取对数生长期的Hep-2细胞及

CD133+ Hep-2细胞，分别接种于96孔板中，待过夜后，去

除未贴壁细胞，加入体积分数为4%多聚甲醛固定15 min，

加入1%Triton X-100透化液，10 min后，加入5%牛血清蛋白

30 min，PBS洗涤1次，分别加入一抗CD133及ALDH1

（1∶200稀释），4 ℃过夜后，加入适当的荧光二抗，37 ℃

避光孵育1 h，加入DAPI染细胞核，10 min后，荧光显微镜

下观察拍照。

1.2.6    实时荧光定量PCR（RT-qPCR）检测CD133+ Hep-

2细胞的干细胞标志物CD133、ALDH1、Sox2、ABCG2、

E-cadherin及N-cadherin表达　取对数生长期的Hep-2细

胞及CD133+  Hep-2细胞，用Trizol提取总RNA并检测

RNA浓度。每管加入等量的RNA，利用逆转录试剂盒进

行反转录得到cDNA，利用SYBR GREEN Real-time PCR

Master Mix作为荧光染料，加入不同引物，进行实时定量

PCR反应；以GAPDH作为内参，用2−ΔΔCt法计算CD133、乙

醛脱氢酶1（ALDH1）、胚胎干细胞关键蛋白抗体（Sox2）、

三磷酸腺苷结合转运蛋白G超家族成员2抗体（ABCG2）、

E-cadherin及N-cadherin相对表达水平。扩增反应条件：

95 ℃ 45 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 3 min，共40个循环。PCR引物

由上海生工生物公司合成，引物序列见表1。

1.2.7    Western blot检测CD133+ Hep-2细胞的干细胞标志

物CD133、ALDH1、Sox2、ABCG2、E-cadherin及N-

cadherin表达　取对数生长期的Hep-2细胞、CD133+

Hep-2细胞以及经不同浓度（2 μmol/L及4 μmol/L）的桑辛

素处理48 h后的CD133+ Hep-2细胞，用RIPA裂解液裂解

细胞，并用BCA蛋白定量试剂盒测蛋白浓度。每孔加入

蛋白样品（30 μg）进行SDS-PAGE电泳，电泳结束后进行

PVDF转膜，5 %的脱脂奶粉室温封闭1 h后，加入一抗

CD133、ALDH1、Sox2、ABCG2、E-cadherin及N-cadherin

（1∶500稀释），4 ℃孵育过夜，TBST洗膜3次，每次10 min，

然后加入二抗（1∶10 000稀释），室温摇床孵育1 h，TBST

洗膜3次，每次15 min后，加入显影液；利用Tanon凝胶成

像系统进行图像采集，并通过Image J软件检测各条带灰

度值，以内参β-actin灰度值为1，计算其他条带的相对灰

度值进行半定量分析。

1.3    统计学方法

x̄± s

文中所有实验均在相同条件下重复3次。实验数据

用 表示。多组间差异比较时如果方差具有齐同性用

F检验，方差不具齐同性则用秩和检验；两组间差异比较

用t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2     结果

2.1    CD133+ Hep-2细胞的流式分选及检测

通过流式细胞仪，以CD133为标志，对Hep-2细胞进

行分选，CD133+ Hep-2细胞比例为（3.50±0.34）%；进一步

对分选的CD133+ Hep-2细胞进行富集培养，并通过流式

细胞仪检测，富集后的C D 1 3 3 +  H e p - 2细胞比例为

（93.20±4.23）%。

2.2    CD133+ Hep-2细胞自我更新能力增强

肿瘤球形成实验结果（图1）显示，富集的CD133+ Hep-2

表 1    PCR引物序列 
Table 1    Primer sequences of PCR

Gene Primer sequence (5′  to 3′ )

CD133 Upstream: CTGGGGCTGCTGTTATTATTC

Downstream: ACGCCTTGTCCTTGGTAGTGT

ALDH1 Upstream: CCTGTCCTACTCACCGATTTG

Downstream: CCTCCTCAGTTGCAGGATTAA

Sox2 Upstream: TAGAGCTAGACTCCGGGCGAT

Downstream: TTGCCTTAAACAAGACCACGA

ABCG2 Upstream: CCATAGCCACAGGCCAAAGT

Downstream: GGGCCACATGATTCTTCCAC

E-cadherin Upstream: AGGATGGTGTAAGCGATGGC

Downstream: CGGGAATGCAGTTGAGGATC

N-cadherin Upstream: AGGTTTGCCAGTGTGACTCC

Downstream: TGATGATGCAGAGCAGGATG

GAPDH Upstream: ACCACAGTCCATGCCATCAC

Downstream: TCCACCACCCTGTTGCTGTA

　CD133: Cluster of differentiation 133; ALDH1: Aldehyde dehydrogenase
family  1;  Sox2:  Sex determining region Y-box 2;  ABCG2:  ATP-binding
cassette sub-family G member 2; E-cadherin: Epithelial calcium dependent
adhesion  protein;  N-cadherin:  Neuronal  calcium  dependent  adhesion
protein; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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细胞的肿瘤球形成率高于Hep-2细胞（P<0.001），提示相

对于Hep-2细胞，CD133+ Hep-2细胞自我更新能力更强。

2.3    CD133+ Hep-2细胞迁移能力增强

Transwell实验证实，CD133+ Hep-2细胞的迁移能力

较Hep-2细胞增强（P<0.05）。见图2。

2.4    CD133+ Hep-2细胞具有抵抗化疗药物细胞毒性的能力

改良MTT实验结果（图3）显示，与Hep-2细胞比较，

CD133+ Hep-2细胞对化疗药物5-氟尿嘧啶及顺铂的细胞

毒性作用具有明显抵抗（P<0.05）；对于5-氟尿嘧啶，Hep-

2细胞的IC50为3.81 μg/mL，而CD133+ Hep-2细胞的IC50为

14.92 μg/mL；对于顺铂，Hep-2细胞的IC50为2.71 μg/mL，而

CD133+ Hep-2细胞的IC50为9.54 μg/mL。

2.5     CD133+ Hep-2细胞高表达干细胞标志物

免疫荧光染色Hep-2细胞及CD133+ Hep-2细胞结果

显示，干细胞标志物CD133及ALDH1在CD133+ Hep-2细

胞上的荧光强度明显强于Hep-2细胞（图4A）；qPCR（图

4B）及Western blot（图4C）检测干细胞标志物表达，结果

显示，与Hep-2细胞比较，CD133、ALDH1、Sox2、ABCG2

及N-cadherin基因和蛋白表达水平在CD133+ Hep-2细胞

升高，而E-cadherin水平下降（P<0.05）。

2.6    桑辛素对CD133+ Hep-2细胞具有细胞毒性作用

改良MTT实验结果（图5）显示，桑辛素对CD133+ Hep-2

细胞具有明显的增殖抑制作用，随着剂量的增加，增殖抑

制作用增强，呈剂量依赖关系（P<0 . 0 5）；其 I C 5 0为

2.43 μmol/L；基于IC50，在后续的实验中，我们选用的桑辛

素浓度为2 μmol/L及4 μmol/L。

2.7     桑辛素抑制CD133+ Hep-2细胞的自我更新能力

与对照组相比，2 μmol/L及4 μmol/L桑辛素处理后的

CD133+ Hep-2细胞，其肿瘤球形成率降低（P<0.05），见

图6，提示桑辛素对CD133+ Hep-2细胞的自我更新能力具

有抑制作用。2 μmol/L与4 μmol/L桑辛素处理组间，

CD133+ Hep-2细胞的肿瘤球形成率比较，差异有统计学

意义（P<0.05）。

2.8    桑辛素抑制CD133+ Hep-2细胞的迁移

与对照组相比，2 μmol/L及4 μmol/L桑辛素处理后的

CD133+ Hep-2细胞，其迁移细胞数下降，差异有统计学意

义（P<0.05），提示桑辛素可能对CD133+ Hep-2细胞的转

移潜能具有抑制效应（图7）。2 μmol/L与4 μmol/L桑辛素

处理组间，CD133+ Hep-2细胞的迁移细胞数比较，差异无
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图 1  CD133+ Hep-2细胞的肿瘤球形成率（n=3）

Fig 1  Tumor sphere formation efficiency of CD133+ Hep-2 cells (n=3)
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图 2  CD133+ Hep-2细胞的迁移能力（n=3）

Fig 2  Migration of CD133+ Hep-2 cells (n=3)
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图 3  化疗药物5-氟尿嘧啶（A）及顺铂（B）对CD133+ Hep-2细胞的细胞毒性作用（n=3）

Fig 3  Cytotoxicity of 5-fluorouracil (A) and cisplatin (B) to CD133+ Hep-2 cells (n=3)

*P<0.05, ** P<0.01, vs. Hep-2 cells.
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统计学意义（P>0.05）。

2.9    桑辛素增强CD133+ Hep-2细胞对化疗药物细胞毒性

作用的敏感性

结果显示（图8），桑辛素提高了CD133+ Hep-2细胞对

5-氟尿嘧啶及顺铂的细胞毒性作用的敏感性：对于5-氟尿

嘧啶，其IC50为5.83 μg/mL；对于顺铂，其IC50为4.28 μg/mL。
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图 4   CD133+ Hep-2细胞的干细胞标志物表达（n=3）

Fig 4  The expression levels of stemness associated markers of CD133+ Hep-2 cells (n=3)

A: Immunofluorescent staining of CD133 and ALDH1, ×100; B: qPCR analysis of CD133, ALDH1, Sox2, ABCG2, E-cadherin and N-cadherin; * P<0.05, ** P<0.01,

vs. Hep-2 cells; C: Western blot analysis of CD133, ALDH1, Sox2, ABCG2, E-cadherin and N-cadherin.
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图 5  桑辛素对CD133+ Hep-2细胞的细胞毒性作用（n=3）

Fig 5  Cytotoxicity of Morusin on CD133+ Hep-2 cells (n=3)

* P<0.05, ** P<0.01, vs. control group (100%).

 

Tu
m

or
 s

ph
er

e 
fo

rm
at

io
n/

%

80

60

40

20

0

*

**, #

Control group 2 μmol/L 4 μmol/L
Morusin group

 
图 6  桑辛素对CD133+ Hep-2细胞的肿瘤球形成率的影响（n=3）

Fig 6  Tumor sphere formation efficiency of CD133+ Hep-2 after Morusin
treatment (n=3)

* P<0.05, **P<0.01, vs. control group; #P<0.05, vs. 2 μmol/L Morusin

group.
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2.10    桑辛素抑制CD133+ Hep-2细胞的干细胞标志物表达

W e s t e r n  b l o t结果显示（图9），与对照组相比，

2 μmol/L及4 μmol/L桑辛素处理后的CD133+ Hep-2细胞，

其干细胞标志物CD133、ALDH1、Sox2、ABCG2及N-

cadherin表达水平均下调，E-cadherin表达水平上调，差异

均有统计学意义（P<0.05）。2 μmol/L与4 μmol/L桑辛素
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图 7  桑辛素对CD133+ Hep-2细胞的迁移能力的影响（×100，n=3）

Fig 7  Tumor sphere formation efficiency of CD133+ Hep-2 after Morusin treatment (×100，n=3)

* P<0.05, vs. control group.
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图 8  2 μmol/L桑辛素对CD133+ Hep-2细胞化疗敏感性的影响（n=3）

Fig 8  Chemosensitivity of CD133+ Hep-2 cancer stem cells after 2 μmol/L Morusin treatment (n=3)

A: 5-fluorouracil; B: Cisplatin. * P<0.05, ** P<0.01, vs. control group (100%).
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图 9  2 μmol/L与4 μmol/L桑辛素对CD133+ Hep-2细胞的干细胞标志物表达的调控（n=3）

Fig 9  The expression of stemness associated markers of CD133+ Hep-2 cells after 2 μmol/L or 4 μmol/L Morusin treatment (n=3)

* P<0.05, ** P<0.01, vs. control group; #P<0.05, vs. 4 μmol/L Morusin group.
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处理组间，C D 1 3 3 +  H e p - 2细胞C D 1 3 3、S o x 2及N -

cadherin表达水平比较差异有统计学意义（P<0.05）；

2 μmol/L与4 μmol/L桑辛素处理组间，CD133+ Hep-2细胞

ALDH1、ABCG2及E-cadherin表达水平比较差异无统计

学意义（P>0.05）。

3     讨论

喉癌是头颈部较为常见的一类肿瘤。尽管目前的治

疗手段包括手术切除、放疗及化疗能让喉癌患者获益，但

总体的5年生存率并不高，部分喉癌患者，特别是晚期患

者，预后较差。因此，探索新的治疗策略至关重要。

肿瘤干细胞是存在于肿瘤组织或肿瘤细胞株中一小

类异质性细胞群。这类细胞具有干细胞样表型，包括增

强的自我更新及转移潜能、抵抗放化疗等。近年来的研

究显示，肿瘤干细胞的存在可能是大多数肿瘤在治疗后

转移复发的根源，而靶向肿瘤干细胞，减弱肿瘤干细胞的

干性表型，甚至杀灭肿瘤干细胞，可明显抑制肿瘤进展[10]。

当前，针对肿瘤干细胞的鉴定富集并筛选具有靶向肿瘤

干细胞的药物已成为基础及临床肿瘤研究的热点。

既往研究显示，CD133可能是喉癌干细胞的标志

物[11]。基于此，我们通过流式细胞仪，以CD133标记喉癌

细胞，分选出CD133+喉癌干细胞，并采用干细胞培养基富

集，我们发现，CD133+喉癌干细胞在喉癌细胞的比例为

（3.50±0.34）%；在培养富集后，CD133+喉癌干细胞的比例

为（93.20±4.23）%。肿瘤干细胞的自我更新能力是当前抗

瘤治疗后，肿瘤复发的主要原因之一[12]。通过分析肿瘤

球形成率，我们发现，CD133+喉癌干细胞的成球率明显高

于贴壁培养的喉癌细胞。上皮间叶转换是细胞间相互作

用的细胞及分子过程，它涉及了上皮细胞极性的失去及

间叶细胞表型的获得，从而使细胞获得更强的运动及基

膜侵袭能力。近年来，更多的实验数据亦证实上皮间叶

转换是肿瘤干细胞的干性表型特征之一[13]。通过Transwell

迁移实验，我们发现，CD133+喉癌干细胞的迁移能力增

强，间质表型标志物N-cadherin表达升高，上皮表型标志

物E-cadherin表达下降，提示CD133+喉癌干细胞具有更强

的转移潜能。放化疗抵抗是肿瘤干细胞的另一重要的表

型特征[3]；化疗药物5-氟尿嘧啶及顺铂是临床上喉癌治疗

的常用药物，本研究显示，与喉癌细胞相比，CD133+喉癌

干细胞能抵抗上述化疗药物的细胞毒性作用。干性基因

CD133、ALDH1及Sox2在维持肿瘤干细胞干性表型中扮

演重要角色[14]。通过免疫荧光染色，RT-qPCR及Western

blot检测，我们发现，在CD133+喉癌干细胞中CD133、

ALDH1及Sox2的表达水平明显高于贴壁培养的喉癌

细胞。

以上实验结果表明，流式细胞仪分选的CD133+喉癌

干细胞具有干性表型特征，包括增强的自我更新能力、转

移潜能以及较强的抵抗化疗药物细胞毒性的作用；在干

细胞培养基中能较好的富集喉癌干细胞，为我们后续的

实验研究提供持续的、稳定的喉癌干细胞来源。

桑辛素被证实对多个癌肿具有细胞毒性作用，包括肺

癌、肝癌及结肠癌等[7-9]。然而，桑辛素对喉癌干细胞的作用

未见相关文献报道。我们首先证实，桑辛素对CD133+ Hep-2细

胞的增殖具有抑制作用；此外，桑辛素处理后的CD133+ Hep-2

细胞，其肿瘤球形成率下降，提示桑辛素可减弱喉癌干细

胞的自我更新能力；自我更新能力与肿瘤干细胞的干细

胞标志物CD133、ALDH1及Sox2密切相关[14]；我们进一步

发现，桑辛素处理CD133+ Hep-2细胞后，CD133、ALDH1

及Sox2的表达水平亦明显下调。上皮间叶转换在肿瘤发

生转移的过程中扮演重要角色[13]。既往的研究报道，天

然产物诸如小麦草提取物，可有效抑制喉癌的转移 [15 ]。

本研究亦发现，桑辛素可抑制CD133+  Hep-2细胞的迁

移。E-cadherin及N-cadherin与上皮间叶转换密切相关。

有文献报道，喉癌细胞中，N-cadherin表达下调，E-cadherin

表达上调，可减弱喉癌细胞转移能力[16]。本研究发现，桑

辛素可下调N-cadherin的表达，上调E-cadherin水平，进一

步证实桑辛素对喉癌干细胞的迁移抑制效应。此外，本

研究还发现，桑辛素可下调干细胞标志物ABCG2的表

达。ABCG2被认为与肿瘤干细胞耐药有关，其可通过对细

胞毒性物质的外排，从而表现出抵抗化疗药物的作用[17]。

的确，我们发现，在桑辛素处理CD133+ Hep-2细胞后，增

加了CD133+ Hep-2细胞对5-氟尿嘧啶及顺铂细胞毒性的

敏感性，提高了化疗药物的疗效。

综上所述，CD133+ Hep-2细胞具有干性表型特征；桑

辛素可减弱CD133+  Hep-2细胞的干性表型，包括抑制

CD133+ Hep-2细胞的自我更新能力、转移潜能以及化疗

抵抗，可能与其下调CD133+ Hep-2细胞的干细胞标志物

密切相关。因此，桑辛素作为治疗喉癌的潜在新药，值得

被进一步研究及开发利用。
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