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ＡＢＣＧ５在头颈鳞癌中的作用探究
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摘要　目的　探究ＡＴＰ结合盒，亚家族Ｇ，成员５（ＡＢＣＧ５）在头颈鳞癌中的调控作用。方法　应用免疫组织化学染色检测
１０５例下咽癌肿瘤标本中ＡＢＣＧ５的表达并分析其表达含量与患者远期生存时间的关系。依次运用免疫蛋白印迹、流式细胞
术检测ＡＢＣＧ５在头颈鳞癌细胞系中的表达。运用流式分选探究ＡＢＣＧ５阳性与阴性细胞增殖、转移、成球能力和表达干细胞
分子的差异。ｓｉＲＮＡ转染进一步证明ＡＢＣＧ５是否影响癌细胞的恶性行为。结果　ＡＢＣＧ５与下咽癌患者预后不良相关。ＡＢ
ＣＧ５富集于头颈鳞癌干细胞中。与阴性细胞相比，ＡＢＣＧ５阳性细胞具有更强的增殖 （Ｐ＜０００１）、转移 （Ｐ＜００１）和球体形
成能力 （Ｐ＜０００１）。干细胞分子 ＳＲＹｂｏｘ转录因子２（ＳＯＸ２）、ＮＡＮＯＧ、性别决定区Ｙ框９（ＳＯＸ９）、八聚体结合转录因子４
（ＯＣＴ４）、分化簇４４受体 （ＣＤ４４）在ＡＢＣＧ５阳性细胞中的表达水平明显高于阴性细胞。上皮细胞分子上皮细胞黏附素 （Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ）在ＡＢＣＧ５阳性细胞中的表达低于阴性细胞，而间质细胞分子神经元钙粘蛋白 （Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、蜗牛科转录抑制因子２
（Ｓｌｕｇ）、蜗牛同源物１（Ｓｎａｉｌ１）和波形蛋白 （Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）在阳性细胞中的表达高于阴性细胞 （Ｐ＜００１）。此外，干扰ＡＢＣＧ５
表达可抑制肿瘤细胞成球 （Ｐ＜０００１）以及肿瘤干细胞和上皮间质转化分子的表达 （Ｐ＜０００１）。结论　ＡＢＣＧ５在维持头颈
鳞癌干细胞功能中具有潜在生物学作用。
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１６３．ｃｏｍ

　　癌症干细胞 （ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）难以清
除是癌症复发和对化疗无反应的潜在原因，识别

ＣＳＣｓ群体的生物标志物对于改善临床结局非常重
要［１－２］。

　　肿瘤组织中的侧群 （ｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，ＳＰ）细胞
通常表现为干细胞分子的上调［３］。例如，分化簇４４
受体 （ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ４４ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＤ４４）是
一种常用的区分干细胞样侧群的标志物，可诱导细

胞膜构象改变，增强肿瘤细胞的可塑性［４］。其他干

性标志物有 ＳＲＹｂｏｘ转录因子 ２（ＳＲＹｂｏｘｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，ＳＯＸ２）和八聚体结合转录因子４
（ｏｃｔａｍｅｒｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＯＣＴ４），它们
是调节肿瘤干细胞自我分化潜能并参与转移关键过

程上皮 －间质转化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的核转录因子［５－７］。另一个经典干细胞

标志物是ＡＢＣＧ转运家族中的 ＡＴＰ结合盒，亚家族
Ｇ，成员２（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅ，ｓｕｂｆａｍｉｌｙＧ，ｍｅｍ

ｂｅｒ，ＡＢＣＧ）［８］。而ＡＢＣＧ５是ＡＢＣＧ家族另一成员，
可与 ＡＢＣＧ８形成功能性异二聚体，负责运输胆固
醇，在心血管疾病中被广泛研究［９－１１］。鉴于 ＡＢＣＧ５
与ＡＢＣＧ２属于同一家族，可能类似地参与干细胞调
控，因此，该研究旨在初步探究 ＡＢＣＧ５与头颈部鳞
状细胞癌 （ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＮＳＣＣ）干细胞之间的关系。

１　材料与方法

１．１　细胞培养和溶液制备　头颈鳞癌细胞系
ＳＣＣ１５和 ＦａＤｕ购自北京协和细胞库。培养基为
ＤＭＥＭ（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）。培养条件为３７℃，
９５％湿度，５％ ＣＯ２。制备２×肿瘤干细胞培养基：
将ＤＭＥＭ／Ｆ１２（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，货号：１２４０００２４）
粉末与２４３８ｇＮａＨＣＯ和１７９ｇＨｅｐｅｓ混合，然后
加入５００ｍｌ无菌水。用ＮａＯＨ或稀ＨＣｌ调节ｐＨ至
７４。
１．２　标本制备和免疫组织化学染色　本研究经安
徽医科大学第一附属医院伦理审查委员会批准（伦

理审查批件号：ＰＪ２０２４０４７６）。１０５例下咽癌患者
的临床标本（癌和癌旁组织）采集于安徽医科大学

第一附属医院，通过电话回访患者目前生存状态。
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组织切片置于６５℃烤箱中 １００ｍｉｎ，脱蜡，ＰＢＳ洗
涤。接下来，切片浸泡在３％ Ｈ２Ｏ２中约１０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤后浸泡在沸腾的ＥＤＴＡ溶液中 （北京中衫金桥
生物技术有限公司，货号：ＺＬＩ９０７１）。高压修复１５
ｍｉｎ，室温下冷却。将山羊血清 （货号：＃ＳＡＰ９１００，
北京中杉金桥生物技术有限公司）滴在样品上，密

封３０ｍｉｎ，然后用 ＡＢＣＧ５抗体（杭州华安生物技术
有限公司，货号：ＥＭ１７０８５８，浓度１∶４００）处理样
品，４℃孵育９～１０ｈ。随后，用 ＰＢＳ洗涤组织以去
除未结合的抗体。加入鼠二抗（１∶５０００）孵育４０
ｍｉｎ后，再次洗涤组织切片，用ＤＡＢ显色液 （北京中
杉金桥生物技术有限公司，货号：ＺＬＩ９０１９）处理。
当样品变成棕色时，细胞核用苏木精染色５ｍｉｎ，盐
酸 －乙醇化 １０ｓ，氨蓝 ３０ｓ。最后，在梯度乙醇
（５０％、６０％、７０％、８０％和９０％乙醇、无水乙醇）中
脱水。根据染色强度分为０～３分，根据染色面积分
为０～４分，两者相乘为最终评分，界定６分及以上
为高表达，低于６分为低表达。
１．３　蛋白质印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）实验　收集
蛋白后，使用ＢＣＡ试剂盒 （美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ公司，货号：２３２３５）调整蛋白浓度。蛋白质
（３０μｇ／个样品）分别在８０Ｖ、１２０Ｖ下进行凝胶电
泳，电流设置为３００ｍＡ，冰上转膜。将 ＰＶＤＦ膜浸
泡在５％的牛奶中９０ｍｉｎ，裁切目的条带。将膜与
一抗孵育１０ｈ，一抗为 ＳＯＸ２（货号：＃３５７９Ｓ）、ＳＯＸ９
（货号：＃８２６３０Ｓ）、ＣＤ４４（货号：＃３７２５９Ｓ）、ＯＣＴ４（货
号：＃２７５０Ｓ）、ＮＡＮＯＧ（货号：＃４９０３Ｓ）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（货
号：＃３１９５）、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ（货号：＃１３１１６）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（货
号：＃５７４１）、Ｓｎａｉｌ１（货号：＃３８７９）、Ｓｌｕｇ（货号：
＃９５８５）、ＧＡＰＤＨ（货号：＃５１７４）均购自美国ｃｅｌｌｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），浓度均为１∶１０００。培养环境
为４℃冰箱。第２天，加入二抗 （１∶５０００），摇膜１
ｈ，洗去非特异性抗体后，滴加发光液成像。ＷＢ条带
差异较显著，为了避免非必要统计图的干扰，使排版

看上去更简练，直接呈现条带结果。

１．４　成球实验　制备５ｍｌ２×培养基，依次加入
２００μｌＢ２７细胞因子（美国Ｇｉｂｃｏ公司，货号：１７５０４
０４４）、２μｌ表皮生长因子 （美国 ＰＥＰＲＯＴＥＣＨ公
司，货号：ＡＦ１００１５）和２μｌ成纤维细胞生长因子
（美国ＰＥＰＲＯＴＥＣＨ公司，货号：１００１８Ｂ）。然后
用无菌水将２×培养基稀释成１×培养基。将计数
过的细胞转移到１×培养基中，倒置旋转试管进行
混合。加入等体积的１％甲基纤维素，吹匀，混合均
匀。接下来，将５００μｌ细胞悬液转移到低黏附６孔

板 （美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，货号：３４７１）中。１０～１４ｄ
后细胞停止生长。

１．５　流式分选　收集细胞，用ＰＢＳ洗涤３次，然后分
为对照组 （１×１０５个细胞）和实验组，在 ＰＢＳ中重
悬，用ＡＢＣＧ５抗体处理（１∶５０）。吹匀后，细胞在冰
上孵育１ｈ，以９５００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤。最
后，在流式分选器中进行阴性和阳性细胞分离。

１．６　克隆形成　加工后，每组接种２０００个细胞，
培养１０ｄ。加入１ｍｌ甲醇固定细胞５～１０ｍｉｎ，然
后用１ｍｌ结晶紫染色细胞。用去离子水洗涤孔板，
直到没有染料溶液残留。

１．７　ｓｉＲＮＡ转染　ＧｅｎＯＦＦｈＡＢＣＧ５（货号：
ＳＩＧＳ０００１４０１１）购自锐博生物 （中国广州）。将

ＯｐｔｉＭＥＭＴＭ（５０μｌ）（货号：＃１１０５８０２１，美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）与５μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（美国 Ｇｉｂｃｏ公
司，货号：１１６６８０１９）混合，静置５ｍｉｎ。将５０μｌＯｐ
ｔｉＭＥＭＴＭ与５μｌｓｉＲＮＡ混合。将两根试管结合并
静置２５ｍｉｎ，然后将溶液转移到细胞培养皿中。
１．８　细胞迁移实验　细胞生长约１２ｈ后，计数５×
１０５个细胞，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ室上层加入含有１００μｌ含细
胞的无血清培养基，下层加入６００μｌ含有２０％血清
的培养基。正常培养１２～２４ｈ后取出细胞，在孔板
上加入甲醇固定１０ｍｉｎ。染色时间为１ｈ，用棉签擦
去细胞内多余的染料。使用 ＩｍａｇｅＪ软件对 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ穿室细胞进行计数。
１．９　统计学处理　实验结果数值以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示。采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制患者总体生
存曲线，采用 Ｌｏｇｒａｎｋ检验进行差异分析。采用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０２软件对实验数据进行分析，两
组间比较采用独立样本ｔ检验。双侧Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＢＣＧ５高表达与下咽癌患者预后不良相关
　免疫组化显示 ＡＢＣＧ５在下咽癌组织中表达高于
癌旁正常组织 （ｔ＝６１９３，Ｐ＜００１，图１Ａ、１Ｂ），ＡＢＣＧ５
表达越高，患者的总生存期越短 （图１Ｃ）（Ｐ＜００１）。
２．２　ＡＢＣＧ５在ＨＮＳＣＣ干细胞中高度富集　流式
细胞术检测了ＡＢＣＧ５＋（ＡＢＣＧ５阳性）在 ＳＣＣ１５、
ＦａＤｕ、ＳＣＣ２５、ＣＡＬ２７和 ＵＭ１细胞系中的比例，ＡＢ
ＣＧ５＋细胞在这些细胞系中的比例分别占（２６１±
２３）％、（１９４±３４）％、（１１５±２８）％、（４６±
１５）％、（２９±１３）％ （图 ２Ａ）。ＷＢ检测显示
ＡＢＣＧ５在 ＳＣＣ１５、ＦａＤｕ和 ＳＣＣ２５中的表达高于
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ＣＡＬ２７或ＵＭ１细胞系 （图２Ｂ）。由于ＳＣＣ２５细胞
系分选得到的阳性细胞数量太少，在后续研究中被

舍弃。收集ＳＣＣ１５和 ＦａＤｕ细胞系的干细胞，结果
显示，干细胞中ＡＢＣＧ５表达明显高于普通贴壁细胞
（图２Ｃ）。
２．３　ＡＢＣＧ５＋细胞具有 ＣＳＣｓ的特征　通过流式
分选技术，从 ＳＣＣ１５和 ＦａＤｕ细胞系中分离出阳性
和阴性细胞用于后续实验。ＳＣＣ１５细胞中，ＡＢＣＧ５
＋克隆数量为（８０５±６０）个，ＡＢＣＧ５（ＡＢＣＧ５阴

性）克隆数量为 （２６５±５１）个。ＦａＤｕ细胞中，ＡＢ
ＣＧ５＋克隆数量为（１０８２±５６）个，ＡＢＣＧ５克隆数
量为 （５１５±５３）个 （图３Ａ）。成球能力是鉴别干细
胞的金标准。ＳＣＣ１５细胞中，ＡＢＣＧ５＋成球数量为
（４３±６）个，ＡＢＣＧ５成球数量为 （１０±５）个；ＦａＤｕ
细胞中，ＡＢＣＧ５＋成球数量为（３５±７）个，ＡＢＣＧ５成
球数量为 （１３±５）个 （图３Ｂ、３Ｃ）。干细胞标志物
ＳＯＸ２、ＮＡＮＯＧ、ＳＯＸ９、ＯＣＴ４和ＣＤ４４在ＡＢＣＧ５＋细
胞中表达水平明显高于ＡＢＣＧ５细胞（图３Ｄ）。

图１　ＡＢＣＧ５高表达与下咽癌患者预后之间的关系

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＢＣＧ５ａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

　　Ａ：ＩＨＣｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡＢＣＧ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ×２０；Ｂ：ＨｓｃｏｒｅｏｆＡＢＣＧ５；Ｃ：ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＡＢＣＧ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｌｅｎｇｔｈｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｕｒｖｉｖ

ａｌ；Ｐ＜００１ｖｓＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．

图２　ＡＢＣＧ５在ＨＮＳＣＣ干细胞中的表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＢＣＧ５ｉｎＨＮＳＣＣｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＰｏｓｉｔｉｖｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＡＢＣＧ５ｉｎｔｈｅＨＮＳＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｂ：ＡＢＣＧ５ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＨＮＳＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｃ：ＡＢＣＧ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｄｈｅｒｅｎｔ

ｃｅｌｌｓａｎｄＣＳＣｓ．
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图３　ＡＢＣＧ５＋细胞的干性特征

Ｆｉｇ．３　ＳｔｅｍｎｅｓｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＡＢＣＧ５＋ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｌｆｒｅｎｅｗａｌａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＡＢＣＧ５＋ａｎｄＡＢＣＧ５ｃｅｌｌ；Ｂ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＡＢＣＧ５＋ａｎｄＡＢＣＧ５ｓｐｈｅｒｏｉｄｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

×４０；Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｃｏｍｐａｒｉｎｇｓｐｈｅｒｏｉｄｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＡＢＣＧ５＋ａｎｄＡＢＣＧ５ｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｔｅｍｇｅｎｅｓｉｎＡＢＣＧ５＋

ａｎｄＡＢＣＧ５ｃｅｌｌｓ；Ｐ＜０００１ｖｓＡＢＣＧ５ｃｅｌｌｓ．

２．４　干扰 ＡＢＣＧ５的表达会减弱 ＣＳＣｓ的特性　
为了进一步验证ＡＢＣＧ５是否调控干细胞特征，使用
了小干扰ＲＮＡ，将ｓｉＲＮＡ转染到ＳＣＣ１５和ＦａＤｕ细
胞中，发现处理组细胞克隆数量（ｔ＝９８５８，Ｐ＜
０００１）、成球数量（ｔ＝９３３１，Ｐ＜０００１）均少于未
处理组 （图４Ａ－４Ｃ）。说明该实验降低了 ＨＮＳＣＣ
细胞的克隆能力 （图４Ａ）和干细胞成球能力。同
时，干扰 ＡＢＣＧ５均下调了干细胞标记物 ＳＯＸ２、
ＮＡＮＯＧ、ＳＯＸ９、ＯＣＴ４、ＣＤ４４的表达 （图４Ｄ）。
２．５　ＡＢＣＧ５诱导 ＥＭＴ　接着研究了 ＡＢＣＧ５在
ＨＮＳＣＣ转移中的影响。数据显示，ＳＣＣ１５和 ＦａＤｕ
细胞中，ＡＢＣＧ５＋转移数量高于 ＡＢＣＧ５转移数量
（图５Ａ）（ｔ＝９２６５、９１１３，均 Ｐ＜０００１）。上皮细
胞蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在 ＡＢＣＧ５＋细胞中的表达低于

ＡＢＣＧ５细胞，而间质细胞蛋白 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ、
Ｓｎａｉｌ１和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ在 ＡＢＣＧ５＋细胞中表达较高
（图５Ｂ）。ｓｉＲＮＡ诱导ＡＢＣＧ５表达阻断后，间质细
胞蛋白Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ、Ｓｎａｉｌ１均下调 （图５Ｃ）。

３　讨论

　　一些肿瘤细胞表现出与成体干细胞相似的特性，
促进恶性肿瘤的无限生长和自我修复。由于这些

ＣＳＣｓ未分化，它们会影响肿瘤的异质性。在化疗和
放疗损伤后，ＣＳＣｓ可以抵抗细胞凋亡，修复受损的
ＤＮＡ，将药物排出细胞外，并以极快的速度复制基因
突变的细胞。虽然数量很少，但ＣＳＣｓ越来越被认为
是癌症复发的主要原因［１２，４］。为了长期控制癌症，医

疗专业人员应该从单独治疗癌细胞转向靶向ＣＳＣｓ。

·３９８·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｙ；６０（５）



图４　干扰ＡＢＣＧ５表达对ＣＳＣｓ特性的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＢＣＧ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＣＳＣｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
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ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｅｆｆｅｃｔｓｏｎｓｔｅｍｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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图５　ＡＢＣＧ５对头颈鳞癌细胞上皮间质转化的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＢＣＧ５ｏｎＥＭＴｉｎＨＮＳＣＣ

　　Ａ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｅｒａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＡＢＣＧ５＋ａｎｄＡＢＣＧ５ｃｅｌｌｓ×４０；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＭＴｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＡＢＣＧ５＋ａｎｄＡＢＣＧ５

ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＩｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈＡＢＣＧ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｈａｎｇｅｓｔｏＥＭＴｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｐ＜０００１ｖｓＡＢＣＧ５ｃｅｌｌｓ．

　　研究ＣＳＣｓ的一个关键问题是建立稳定的干细
胞分离，这一过程需要严格匹配干细胞定义的特定

表型。为此，ＳＰ细胞是理想的选择，因为 ＳＰ细胞富
含干细胞，并且易于通过靶向其表面受体 （如

ＣＤ４４、ＣＤ１３３、ＡＢＣＧ２和 ＣＤ２４）进行分离［１３－１４］。

它们表现出远高于非ＳＰ细胞的致癌潜力，反映了它
们作为干细胞指标的有效性，靶向 ＳＰ可能是控制
癌症的强有力途径［１３，１５］。然而，ＳＰ细胞并不能完全
代表干细胞，部分ＳＰ细胞不具备干细胞特征，且并
非所有的 ＣＳＣｓ都分布在 ＳＰ细胞中［４］。为了有效

区分ＳＰ细胞和其他细胞群，本研究鉴定了另一个侧
群细胞标志物：ＡＢＣＧ５。
　　首先，本研究观察到ＡＢＣＧ５在头颈鳞癌细胞系
中存在侧群ＳＰ细胞，并在干细胞中显著富集，这证
明了该蛋白在ＳＰ细胞分选中的有效性。迄今为止，
已经确定了多种表面标志物可以分离干细胞群。然

而，分离的干细胞群的纯度取决于用于筛选的标志

物，这表明癌症组织中存在多个干细胞亚群。这种

现象可能与干细胞分化过程中缺乏具有高度代表性

的干细胞分子和分子丢失有关［１６－１７］。因此，建立能

够维持干细胞功能，并具有敏感性和特异性的生物

标志物至关重要。本研究发现 ＡＢＣＧ５＋细胞比
ＡＢＣＧ５－细胞表现出更强的成球能力，已知的
ＣＳＣｓ生物标志物在 ＡＢＣＧ５＋细胞中的表达也显著
高于ＡＢＣＧ５－细胞，表明 ＡＢＣＧ５负责维持干细胞
稳定性。相应地，ｓｉＲＮＡ处理可以显著抑制肿瘤细
胞的球体形成能力，同时也下调了干细胞调节蛋白

的表达。这些结果充分体现了 ＡＢＣＧ５可以分离干
细胞并且可以作为治疗靶点的潜力。

　　综上所述，本研究首次揭示了ＡＢＣＧ５在肿瘤中
的干细胞调控作用，这将为开发有前景的新干细胞

表面标志物提供思路，更是对干细胞靶向治疗提供

新见解。虽然本研究提高了ＡＢＣＧ５与ＣＳＣｓ之间关
系的理解，但未来应着重阐明ＡＢＣＧ５对干细胞的调
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控机制及其在其它肿瘤中的生物学影响。
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ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测６种三羧酸循环代谢物
在孕期 ＤＥＨＰ暴露小鼠模型中的应用

陶文康１，２，３，张　伦２，３，黄倩倩２，３，余　芸２，３，蒋　月１，２，３，

侯梦贞１，２，３，凌旭涛１，２，３，谢　芳１，２，３，王建青１，２，３

（１安徽医科大学药学科学学院，合肥　２３００３２；２安徽医科大学第一附属医院
北区药学部，合肥　２３００１２；３安徽省公共卫生临床中心，合肥　２３００１２）

摘要　目的　利用高效液相色谱串联质谱（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）系统建立三羧酸循环主要有机酸的测定方法，探究孕期邻苯二甲酸
二（２乙基己基）酯（ＤＥＨＰ）暴露小鼠血清、肝脏和胎盘中富马酸、苹果酸、琥珀酸、α酮戊二酸、顺乌头酸、枸橼酸６种三羧酸
循环有机酸成分变化。方法　孕鼠血清、肝脏和胎盘样品经过前处理后，以含１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵的水溶液和５μｍｏｌ／Ｌ亚甲基
二膦酸作流动相Ａ和含１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵的９０％乙腈水溶液和５μｍｏｌ／Ｌ亚甲基二膦酸作流动相Ｂ，流速为０３５ｍｌ／ｍｉｎ，采
用梯度洗脱程序通过ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＡｍｉｄｅＣｏｌｕｍｎ，１３０?，１７μｍ，（２１ｍｍ×１５０ｍｍ）色谱柱进行洗脱，质谱
检测系统采用电喷雾离子源，负离子多反应监测。结果　三羧酸循环相关６种有机酸代谢物的标准曲线相关系数ｒ在定量范
围内均大于０９９６，所建立的方法准确度为９７１４％ ～１０８２６％，低、中、高浓度日间和日内精密度相对标准偏差（ＲＳＤ）为
１３５％～６７３％，基质效应为９３２９％～１０７４７％，提取回收率为９４８２％ ～１１２５７％。与对照组相比，孕期 ＤＥＨＰ暴露组小
鼠不同组织样本中富马酸、苹果酸、α酮戊二酸、顺乌头酸、枸橼酸均降低（Ｐ＜００５）。结论　本实验建立 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法
检测孕期ＤＥＨＰ暴露小鼠血清、肝脏和胎盘中６种三羧酸循环有机酸成分，方法稳定、灵敏度高、选择性强。孕期ＤＥＨＰ暴露
引起小鼠肝脏、血清、胎盘中的三羧酸循环有机酸代谢物水平变化，提示孕期 ＤＥＨＰ暴露可能会影响线粒体三羧酸循环过程，
在孕期ＤＥＨＰ暴露所致疾病的诊断和治疗中具有潜在价值。
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　　三羧酸循环（ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｃｙｃｌｅ，ＴＣＡ）是线
粒体能量合成代谢的核心通路，整合了细胞中的众

多生物过程包括糖酵解、糖异生、蛋白质转氨作用和

脱氨基作用、脂肪酸β氧化和脂肪酸合成等有关氨
基酸、脂肪酸和葡萄糖的多个合成代谢和分解代谢

途径，是将糖、脂肪和蛋白质三大营养物质代谢联系

在一起的重要枢纽和最终分解途径［１］。邻苯二甲

酸酯（ｐｈｔｈａｌｉｃａｃｉｄｅｓｔｅｒ，ＰＡＥｓ）类物质作为增塑剂
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