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·基础论著· 

磁性分选肺腺癌始动细胞的异常 
miRNAs 验证 

张振华  杨红茹  周杰  邓曦  吴敬波  林盛 

【摘要】  目的  利用磁性活细胞分选法（magnetic activated cell sorting，MACS）从人 A549 肺腺癌细

胞中分离得到 CD133＋
标记细胞，通过 CD133/CD326 双阳性检测探讨分离效果，初步分析差异表达 miRNAs

对该亚群细胞的调控功能。方法  将对数生长期的 A549 细胞离心收集，重悬于无血清培养基中，培养至第

二代后利用 CD133 磁珠标记后分选，流式细胞术及免疫荧光验证分选后细胞的 CD133/CD326 双阳性率；

结合前期实验 miRNA 芯片结果，挑选兴趣分子进行定量 PCR 验证。结果  利用 CD133 磁珠分选得到的阳

性细胞亚群高表达 CD133/CD326 分子，结合前期 miRNA 芯片结果，选出在 CD133＋/CD326＋
细胞亚群中表

达上调的 miR-663，miR-183，miR-125a-5p，miR-127，miR-520h 及表达下调的 miR-18b，miR-29ab，miR-17
和 miR-155 行定量 PCR 检测证实 miR-29ab，miR-155，miR-183，miR-127-3p 及 miR-17 的表达趋势与芯片

结果相符。结论  利用磁珠分选方式能获得 CD133＋/CD326＋
高表达肺腺癌始动细胞亚群且包括 miR-183 等

在内的 6 条分子与芯片结果一致，可能在肺腺癌始动细胞生物学行为的调控中发挥重要作用。 
【关键词】  微 RNAs；  磁性活细胞分选；  肿瘤始动细胞 
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【Abstract】  Objective  To validate magnetic activated cell sorting (MACS) is another means in enriching 
lung adenocarcinoma initiating cells from normal A549 cells and based on quantitative RT-PCR to analyze 
regulatory roles of this subpopulation. Methods  After obtaining the lung adenocarcinoma initiating cells by MACS, we 
utilize flow cytometry analysis and immunofluorescence to verify CD133/CD326 expression of this subpopulation 
and choose 10 miRNAs to perform quantitative RT-PCR. Results  We obtained CD133/CD326 high expression 
subpopulation by MACS. 10 miRNAs chose for quantitative RT-PCR and 6 miRNAs expression trend were consist 
with array data including miR-29ab, miR-155, miR-183, miR-127-3p, miR-17. Conclusion  MACS can enrich 
CD133＋/CD326＋ subpopulation and 6 miRNAs expression trend were consist with array data, which may play 
important roles in regulating the biobehavior of lung adenocarcinoma initiating cells. 
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近年来， 随着诊断水平的提高和治疗技术的改进，

肺癌患者有所获益，但总的 5 年生存率改善并不明显[1]。

干细胞理论认为肿瘤组织中存在着极少数的细胞即肿

瘤干细胞或肿瘤始动细胞：具备较普通肿瘤细胞更强

的自我增殖更新能力、侵袭及治疗抗拒特性，是肿瘤

复发和转移的根源。本课题组前期研究采用紫杉醇联

合无血清逆向诱导的方法从A549 细胞株中富集得到
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CD133＋/CD326＋
细胞亚群，证实其具备干细胞特性，

通过microRNA芯片分析得到CD133＋/CD326＋
细胞亚

群和A549 普通细胞的差异表达miRNA谱并行定量

PCR验证[2]。本实验采用磁性活细胞联合无血清培养获

得CD133＋/CD326＋
细胞亚群并进一步验证前期芯片的

数据结果，为后期研究兴趣miRNAs在肿瘤始动细胞中

的生物学特性夯实基础。 

材料与方法 

1. 细胞来源：A549 人肺腺癌细胞株，购自美国

ATCC 中心。 
2. 主要试剂和仪器：重组人碱性成纤维细胞生长
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因子（bFGF）、重组人表皮生长因子（EGF）购自 Pepro 
Tech 公司，重组人胰岛素、牛血清白蛋白（BSA）粉

剂购自 Sigma 公司，DMEM/F-12 培养基、DMEM 高
糖培养基购自 HyClone 公司，鼠抗人 CD133 购自

Abcam 公司，羊抗人 CD326 购自 Santa Cruz 公司，

FITC-山羊抗兔 IgG 购自 Beyotime 公司，CY3-驴抗山

羊 IgG 购自 Biolegen 公司，DAPI 工作液、抗荧光淬灭

封片液、Trizol 总 RNA 提取试剂、红细胞裂解液购自

Beyotime 公司，MACS 分选柱、CD133 免疫磁珠试剂

盒、鼠抗人 CD133/2-PE 流式抗体、鼠源同型 IgG 购自

Miltenyi Biotec 公司。倒置相差显微镜、流式细胞仪、

激光共聚焦、定量 PCR 仪、MACS 磁珠分选仪均由泸

州医学院中心实验室提供。 
3. 磁性活细胞分选：对数生长期贴壁细胞，胰酶

消化后离心收集，重悬于无血清培养基中（DMEM/ 
F-12 培养基＋重组人 bFGF、重组人 EGF、BSA），

至第二代，吹散细胞球，离心收集细胞，用 300 μl 的
PBS 重悬细胞，加入 100 μl 的 CD133 磁珠，100 μl 的
FcR 阻断液，混匀后置于冰中孵育 25 min；PBS 洗涤

三次，细胞沉淀用 500 μl 的 PBS 重悬，过磁珠分选仪，

将分选柱移离分选仪磁场，对分选柱中细胞进行洗脱

即得到所要的 CD133＋
细胞，将其用干细胞培养基悬浮

后置入培养箱。 
4. CD133/CD326 流式细胞检测：收集分选后第四

代悬浮细胞，离心后用 PBS 洗涤 2 次；设置同型和待

检组，按照使用说明分别加入相应的 CD133/CD326 流

式抗体及同型（浓度为 1∶11）孵育 30 min；PBS 洗

涤三次后样本避光送检。 
5. 细胞 CD133/CD326 的免疫荧光检测：收集分

选后第四代悬浮细胞，吸取细胞悬液至载玻片，涂片

离心机，800 r/min，离心 5 min 后浸入 4%多聚甲醛固

定 20 min；0.1%的 Triton 作用 3 min 后 PBS 洗涤；滴

加 5%的 BSA 作用 10 min 后用吸水纸吸净。滴加 1∶
300 的兔抗人 CD133 和山羊抗人 CD326 一抗，4 ℃冰

箱避光孵育过夜。次日，将玻片常温放置 30 min，PBS
洗涤三次，滴加 1∶400 的羊抗兔-FITC-CD133，驴抗

山羊-CY3-CD326 荧光二抗，避光孵育 30 min 后 PBS
洗涤三次；滴加 DAPI 工作液，复染细胞核 4 min，PBS
洗涤三次，抗荧光淬灭剂封片后送检。 

6. miRNAs 的定量 PCR 验证：miRNA 逆转录反应

体系设置，定量 PCR 检测体系设置及茎环状引物合

成均来自 Invitrogen 公司；反转录反应条件：16 ℃，

10 min；37 ℃，30 min；65 ℃，5 min；定量 PCR 反

应条件：95 ℃，10 min； 95 ℃，15 s，60 ℃，1 min，
共 40 个循环。所有样本均以 U6 基因作为内参，数据

分析依据 Ct 模式，ΔCt 值＝样品组 Ct 值－内参组 Ct
值；ΔΔCt 值＝ΔCt（待测组）－ΔCt（对照组）；2-ΔΔCt

即该数值即相对于参照样品的表达倍数，由 Applied 
Bio systems 系统提供进行统计分析。 

结    果 

1. CD133＋
分选细胞的 CD133/CD326 流式检测：

对 CD133 分子标记行磁性分选后的第四代成球细胞做

CD133/CD326 分子流式检测显示双阳性率在 80%～

90%之间，证实分选细胞亚群高表达 CD133 和 CD326
分子，见图 1。 

2. 分选细胞的 CD133/CD326 激光共聚焦检测：

对分选后第四代成球细胞进行免疫荧光检测，在共聚

焦显微镜下可以看到细胞呈球形生长，成球细胞中绝

大多数的细胞均表达 CD133（绿色荧光）和 CD326（红

色荧光），荧光主要分布在细胞膜上，部分位于胞质，

见图 2。 
3. miRNAs 的定量 PCR 验证：基于课题组的研究

方向和前期芯片结果，挑选出 10 个 miRNAs 进行定量

PCR 的验证：包括表达上调的 miR-663，miR-183，
miR-125a-5p， miR-127， miR-520h 及表达下调的

miR-18b，miR-29a，miR-29b，miR-17 和 miR-155；这

些分子与细胞的分化，细胞周期调控，上皮间质转化

及侵袭转移等细胞的生理、病理过程可能相关。结果

显 示 miR-29a ， miR-29b ， miR-155 ， miR-183 ，

miR-127-3p，miR-17 的趋势与芯片结果一致（表 1，
图 3）。 

表 1  CD133＋/CD326＋
细胞 miRNAs 的定量 PCR 验证结果 

miRNAs 芯片 细胞株 

上调   

hsa-miR-183 2.69 1.76 

hsa-miR-125a-5p 2.51 0.51 

hsa-miR-127-3p 2.57 1.91 

hsa-miR-520h 1.11 0.43 

hsa-miR-663 19.6 0.96 

下调   

hsa-miR-18b 0.49 1.08 

hsa-miR-155 0.33 0.24 

hsa-miR-29a 0.47 0.28 

hsa-miR-29b 0.40 0.16 

hsa-miR-17 0.32 0.25 
 

讨    论 

癌干细胞（或肿瘤始动细胞）是存在于实体瘤中

的极少数细胞，具有始动肿瘤发生、维持自我更新、 
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治疗抗拒、更强的侵袭和致瘤能力，是肿瘤治疗后局

部复发和转移的根源。大量研究证实肿瘤干细胞能以

某些表面分子作为特定标记如胶质瘤[3]、前列腺癌[4]、

卵巢癌[5]、肝癌[6]、胰腺癌[7]以及结肠癌[8]等均可以

CD133＋
作为干细胞的分子标记。然而，对于肺癌干细

胞的分子标记存在一些争议。Meng 等[9]通过磁性活细

胞分选，得到 CD133＋
和 CD133－

细胞亚群，经体内和

体外实验证实 CD133＋
和 CD133－

细胞亚群中含有等量

的干细胞样细胞，说明至少在肺癌细胞株 A549 和

H446 上，CD133 不能单独作为干细胞的分子标记物；

Tirino 等[10]通过体外和体内相关实验也证实在肺癌组

织中 CD34＋/CD326＋
或者 CD133＋/CD326＋

细胞亚群具

备干细胞特性，但在肺癌细胞株包括 A549 仅 CD133＋

/CD326＋
细胞亚群才具备干细胞特性。 

miRNA 是内源性的、由 19～23 个核苷酸构成的

非编码 RNA。miRNA 在体内高度保守，虽然不具备编

码功能，但可以通过与完全互补或者部分互补的方式

与目标信使 RNA 的 3'UTR 区结合从而形成转录后抑

制或降解靶 RNA，最终实现对靶基因的调控作用。大

量研究通过对临床肿瘤患者 miRNA 谱的筛查证实一

些 miRNA 的异常表达与肿瘤的分期，预后以及疗效密

切相关，说明 miRNA 具备癌基因或抑癌基因的功能，

在肿瘤的发生以及演进过程中发挥着重要的作用[11-16]。

也有研究证实 miRNAs 对不同的肿瘤干细胞具备调控

功能。过表达的 miR-181 族是 EPCAM＋
肝癌干细胞维

持干性的重要调控分子[17]；在乳腺癌干细胞和正常干
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细胞中下调 miR-200 家族出现了相似的调控效应，说

明癌干细胞和正常干细胞有一定程度的同一性[18]；在

胶质瘤干细胞的研究中发现过表达 miR-128 可以通过

作用于 Bim-1 而使干细胞的增殖能力受到明显抑制，揭

示其有可能成为胶质瘤干细胞的潜在治疗性靶点[19]。以

上研究均证实 miRNA 广泛参与了对不同肿瘤干细胞

生物学行为的调控，但就肺癌干细胞而言，还缺乏系

统和深入的研究报道。 
基于以上的研究背景，课题组在前期实验中选择

药物筛选联合无血清培养逆向诱导富集 A549 始动细

胞，证实富集细胞亚群高表达 CD133/CD326 分子及相

关胚胎干细胞基因，在体外具备连续传代及定向分化

能力，成瘤能力较普通细胞更强，具备干细胞相关特

性；继之，做了该亚群细胞与普通 A549 细胞之间的

miRNA 芯片谱，筛选出了差异表达 miRNA 分子并进

行了验证[2]。本实验目的是想通过另一种方式对之前的

miRNA 芯片结果进行再次验证，以利于更坚定兴趣分

子的后续生物学研究。在实验前我们没有考虑对普通

A549 细胞进行直接分选，原因在于干细胞培养基本身

对干细胞就有逆向富集作用，而磁珠分选不易达到

100%，这也解释了 Meng 等将 CD133＋/CD133－
分别养

在干细胞培养基中后阴性细胞亚群也具备和阳性细胞

亚群相似特征的原因。实验是在逆向诱导至第二代时

用 CD133 磁珠进行分选，传代后用免疫荧光及流式方

法测定分选细胞亚群的CD133/CD326双阳性率在80%
以上，可以视为干细胞样亚群进行后续的生物学功能

实验。选择miRNA分子包括miR-183，miR-127，miR-17
等 6 个分子进行定量 PCR 验证也与用之前的药物联合

逆向诱导富集细胞亚群的结果一致，说明了 CD133＋

/CD326＋
细胞亚群作为 A549 细胞的始动细胞是稳定

的，后续我们将主要围绕 miR-183 和 miR-17 分子进行

前期的功能研究。 
有研究对不同的肿瘤类型包括滑膜肉瘤、横纹肌

肉瘤和结肠癌发现 miR-183 可以通过影响 EGR1 和

PTEN 的表达而促进肿瘤的形成及侵袭，说明在这些肿

瘤模型中 miR-183 扮演了原癌基因的角色[20]；与上述

结论相悖的是，在癌细胞株 801D 的研究中发现

miR-183 的表达下调，外源性过表达后发现 miR-183
可以通过影响 Ezrin（VIL2）的表达而抑制肺癌细胞

的迁移侵袭能力，说明其具备抑制肿瘤的功能[21]。

miRNA 分子是一个复杂的调控网络，在不同肿瘤组织

细胞中可以作用不同靶基因而发挥截然不同的生物学

效应，正是这种不确定性使 miRNAs 的研究富有挑战

性。  
综上所述，我们利用无血清培养联合磁性活细胞

分选技术获得了CD133＋/CD326＋
始动细胞亚群并进一

步证实前期实验异常 miRNA 分子的表达情况，为后续

研究这些 miRNA 分子功能和揭示其相关调控机制奠

定基础。 
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