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不同体外环境下舌癌干细胞标志CD44及ESA和CXCR4的表达*★ 
黄英华1，姚金光2，邝晓聪3，蔡  捷4，解继胜5，李  俊2，陈海波2，杨永荣2 

Expression of tongue cancer stem cells marker CD44, ESA and CXCR4 in different environments    

Huang Ying-hua1, Yao Jin-guang2, Kuang Xiao-cong3, Cai Jie4, Xie Ji-sheng5, Li Jun2, Chen Hai-bo2, Yang Yong-rong2 

Abstract 
BACKGROUND: Cancer stem cells marker expression in different environments differ greatly because the microenvironment 
can impact the expression of proteins. 
OBJECTIVE: To discuss whether different cultures in vitro have influence on the expressions of cancer stem cells marker CD44, 
ESA and CXCR4. 
METHODS: Tongue cancer stem cells TCA8113 cell line was obtained. In vitro, three different microenvironments were 
established: stem cell culture medium, conventional standard medium and conventional standard medium supplemented with 
adriamycin. The expressions of three proteins in TCA8113 tongue carcinoma cells were detected by immunohistochemistry (IHC) 
and flow cytometry (FCM). 
RESULTS AND CONCLUSION: In all microenvironments, IHC showed the expressions of CD44 and ESA were “++”. In stem cell 
culture medium and the other microenvironments, the expressions of CXCR4 were “±” and “+” respectively. FCM found the 
expressions of CD44 and ESA were above 90% in all microenvironments; compared with conventional standard medium, the 
expression of CXCR4 was super low in stem cell culture medium, and recovery when tongue cancer cells reversed into 
conventional standard medium from stem cell culture medium; the expression of CXCR4 was increased in conventional standard 
medium supplemented with adriamycin. The expressions of cancer stem cell markers were various in different 
mircoenvironments; it needs to take various markers into account and combine with the experessions of markers on cancer cells 
in vivo to identify cancer stem cell markers. Different kinds of cancer stem cells may accumulate together by different 
microenvironments model. 
 
Huang YH, Yao JG, Kuang XC, Cai J, Xie JS, Li J, Chen HB, Yang YR. Expression of tongue cancer stem cells marker CD44, 
ESA and CXCR4 in different environments. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(14): 2571-2575.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：细胞生存的微环境与蛋白的表达密切相关，在不同的环境中癌干细胞标志的表达可能存在差异。 
目的：探讨癌干细胞标志 CD44、ESA、CXCR4 的表达是否会在不同的细胞生存环境中发生改变。 
方法：选取舌癌 TCA8113 细胞系，分别建立干细胞培养基、常规标准培养基以及在标准培养基中添加阿霉素的 3 种体外培

养微环境，采用免疫组化及流式细胞术，检测不同培养环境中 3 种标志在舌癌细胞中的表达。 
结果与结论：免疫组化法检测显示，在所有培养环境中 CD44、ESA 强阳性表达，CXCR4 在干细胞培养基环境中弱阳性表

达，其余为阳性表达；流式细胞术检测 CD44 与 ESA 在所有培养环境中均高水平表达；与常规标准培养基环境比较，在干

细胞培养基的微环境中 CXCR4 极低水平表达，将舌癌细胞从干细胞培养基转回常规标准培养基后，CXCR4 的表达回升；

在阿霉素干预的培养环境中，CXCR4 表达水平升高。结果表明舌癌干细胞标志在不同体外微环境下的表达存在差异，需结

合体内环境与肿瘤组织的表达情况来寻找癌干细胞标志。并且不同微环境模式可能富集不同性质的癌干细胞。 
 

关键词：舌癌；癌干细胞；肿瘤干细胞；体外培养；微环境；TCA8113 
缩略语注释：CSCs：cancer stem cells，癌干细胞 
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0  引言 
 

癌干细胞(cancer stem cells，CSCs)假说

认为，癌干细胞是肿瘤的起源[1-2]，并与癌细胞

的转移、耐药及复发密切相关[3-6]，已成为癌症

研究领域的新“靶点”。目前大多通过筛选癌细

胞表面分子以及结合成瘤性实验来确定某些蛋

白是否为CSCs标志蛋白[7]。现已在大量肿瘤中

发现CSCs标志物，如乳腺癌干细胞标志是

CD44+/CD24LOW 、 结 肠 癌 干 细 胞 标 志 为

ESAhiCD44+或者CD133+；胰腺癌干细胞标志

是CXCR4+或CD133+、脑胶质瘤标志是CD133+

等[3, 8-10]。有研究认为，细胞所生存的微环境会

影响、调控细胞的生物学特性[11-12]。根据此观

点，目前所认定的CSCs标志是否也与癌细胞所

处的微环境有密切关系？针对此问题，本实验

以舌癌细胞为研究对象，以CSCs理论与肿瘤

“微环境”学说为基础，探讨CSCs标志的表达

与癌细胞所处微环境是否密切相关。实验选取

CSCs标志CD44、ESA和CXCR4，设计了3种
体外培养微环境(常规标准培养基、干细胞培养
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基、添加阿霉素的标准培养基)用于调控癌干细

胞标志物的表达，为寻找舌癌干细胞提供初步

的实验依据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学体外观察实验。 
时间及地点：实验于2008-08/2009-05在

广西医科大学实验中心基础研究实验室完成。 
材料： 
舌癌细胞系来源：人舌癌细胞系Tca8113由

上海第二医科大学附属第九人民医院口腔颌面

外科肿瘤生物实验室建系，四川大学口腔医学

院赠送。 
主要材料与试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

体外培养环境建立与分组：①体外常规标准培

养环境；RPMI1640培养基、体积分数为10%
胎牛血清、体积分数为5%CO2、37 ℃培养箱，

此为常规组。②干细胞培养环境：人胚胎干细

胞培养基(mTeSRTM1)，其含多种细胞生长因

子，无血清培养，体积分数为5%CO2，37 ℃
培养箱，此为干细胞培养基组。③干细胞培养

环境转回标准培养环境：在培养出体外“球状”

舌癌细胞团后，将其转入常规体外培养环境，

此为转回组。④阿霉素条件培养环境：在常规

组培养基础上，逐步添加阿霉素至0.1 mg/L质
量浓度，待舌癌细胞能传代和增殖后，进行相

关标志检测，此为阿霉素组。 

免疫组化检测：将细胞消化后，离心成细胞

团，40 g/L多聚甲醛固定后，常规脱水、制备

蜡块，切片后对CD44、ESA、CXCR4进行SP
免疫组化检测，严格按试剂盒步骤操作，观察

三者的表达，以细胞膜染黄褐色为阳性表达，

在100倍视野中，阳性细胞低于5%为阴性“-”， 
5%~25%为弱阳性“±”，25%~50%为阳性“+”， 
50%以上为强阳性“++”。 

流式细胞术检测：收集细胞，离心冲洗后将

细胞悬液分别移入若干试管中 (每管体积为

500 µL)，其中一管为对照管，其他为样本管。

在对照管中，加入同型对照(Rat IgG2b-κ、mouse 
IgG1、mouse IgG2a-κ)各5 µL，在样本管中加入

荧 光 抗 体 (PE anti-human CD44 、 FITC 
anti-human ESA、PE/cy5 anti-human CD184)
各5 µL，避光，室温孵育30 min，上机检测。 

统计学分析：数据以x
_

±s表示，采用SPSS 
12.0统计软件处理数据，采用方差分析两两比

较组间差异。 
   

2  结果 

 
2.1  舌癌细胞CD44、CXCR4、ESA的表达  
免疫组化法检测结果显示，CD44、ESA表达在

常规组、干细胞培养基组、转回组与阿霉素组

中均为强阳性；CXCR4的表达在常规组、转回

组与阿霉素组为阳性，在干细胞培养基组为弱

阳性，见图1与表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

材料与试剂 来源 

阿霉素  
胎牛血清  
RPMI1640 培养基  
人胚胎干细胞培养基 

(mTeSRTM1) 
PE 标记 anti-human CD44、 

FITC 标记 ESA 抗体、 
PE/cy5 anti-human CD184 
抗体、同型对照抗体 
RatIgG2b-κ、mouse IgG1、 
mouse IgG2a-κ  

兔抗人 CD44 抗体、鼠抗人 
ESA 抗体、兔抗人 CXCR4 
抗体、即用型链霉菌抗生物 
素蛋白-过氧化物酶连结法 
(SP 法)染色试剂盒  

Epics XL 流式细胞仪  
CO2培养箱  
倒置光学显微镜  

海正药业 
Hyclone 公司 
GIBCO 公司 
STEM CELL 
  TECHNOLOGIES 公司

Biolegend 公司 
 
 
 
 
 
福建迈新生物技术 
开发公司 
 
 
 

美国 Coulter 公司 
日本三洋公司 
OLYMPUS 公司 

a: Strong positive 
expression of CD44 

Figure 1  Expression of CD44, ESA and CXCR4 
(arrows, ×400) 

图 1  CD44、ESA、CXCR4 的表达强弱示例(箭
头所指，×400) 

b: Strong positive 
expression of ESA 

c: Positive expression of CXCR4
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2.2  常规标准培养环境与干细胞培养环境转换过程中

舌癌细胞形态的变化  将标准培养环境培养的舌癌细

胞接种至孔板后，加入干细胞培养基，24 h后绝大多数

细胞单个、散在，若干个细胞聚集)；48 h后细胞悬浮或

附壁，有聚集成团趋势。第3，4天，大多数细胞悬浮或

附壁，聚集成团。第5~11天，大多细胞悬浮或附壁，聚

集成团的现象更加明显；少数细胞仍然单个存在，大部

分仍处于悬浮状态，极少数细胞贴壁。第15~20天，单

个悬浮细胞皱缩，聚集成团的细胞仍然悬浮或者附壁生

长。第22天，镜下见有细胞融合成一球形细胞团，为悬

浮状细胞球，见图2a~f。 
将干细胞培养环境的舌癌细胞“悬浮状细胞球”转移

至标准培养环境，24 h后镜下观察，“悬浮球”细胞贴壁，

呈上皮样生长方式。48 h后，细胞数量增多，形成克隆。

72 h后，细胞克隆之间融合成片，生长方式与形态与始终

在标准培养培养环境的舌癌细胞相似，见图2g~i。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

2.3  舌癌细胞CSCs标志的定量表达  流式细胞术检

测结果显示，在标准培养条件下，舌癌细胞CD44和ESA
的表达率很高，CXCR4相对于前两者而言表达较低，

但表达率仍达(35.60±7.07)%。置于干细胞培养环境后   
22 d，舌癌细胞形成悬浮状细胞球后，CD44与ESA的表

达率仍很高，但CXCR4表达只有(2.75±1.67)%；将悬浮

状细胞球回置于标准培养条件下，CXCR4表达率升高至

(36.70±4.63)%。此外，在阿霉素组舌癌细胞中CD44和
ESA表达非常高，而CXCR4也有升高，见表2与图3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 

Figure 3  Expression of CD44，ESA and CXCR4 in tongue 
cancer cells by flow cytometry: A1-A3 were 
conventional group, B1-B3 were stem cell culture 
medium group, C1-C3 were conventional 
environment reversed from stem cell environment 
group and D1-D3 were adriamycin group 

图 3  流式细胞仪检测舌癌细胞中 CD44，ESA，CXCR4 的
表达：A1~A3 为常规组，B1~B3 为干细胞培养基组，
C1~C3 为转回组，D1~D3 为阿霉素组 

表 2  不同体外“微环境”中舌癌细胞相关标志物的表达 
Table 2  Expression of cancer stem cell associated markers on 

tongue cancer cells in different microenvironments 
        (x

_

±s, %)

aP < 0.01, vs. other group; bP < 0.01, vs. conventional and stem cell 
culture medium group; cP < 0.05, vs. conventional environment reversed 
from stem cell environment 

Group  n CD44 ESA CXCR4 

Conventional 3 98.2±0.49 99.7±0.21 35.6±7.07
Stem cell culture medium 3 99.9±0.03 98.7±0.19 2.75±1.67a

Conventional environment 
reversed from stem cell 
environment 

3 99.7±0.26 99.0±1.14 36.70±4.63

Adriamycin 3 96.3±1.56 98.21±0.98 58.01±3.24bc

Figure 2  Morphology changes of tongue cancer cells during 
the process of conventional environment reverse 
from stem cell environment (×200) 

图 2  标准培养环境与干细胞培养环境转换过程中舌癌细胞
形态的变化(×200) 

a, b, c, d, e, f: Morphology of tongue cancer cells after cultured in stem cell
environment for 24 h, 48 h, 3-4 d, 5-11 d, 15-20 d, 22 d, respectively; g, h,
i: Morphology and growth pattern of suspended ball after the culture 
environment reversed from stem cell environment to conventional 
environment for 24 and 48 h 

表 1  不同微环境下 TCA8113 细胞系舌癌细胞中 CD44、
CXCR4、ESA 表达情况 

Table 1  Expression of CD44, CXCR4 and ESA on TCA8113 
tongue cancer cells in different microenvironments   

Group  n CD44 ESA CXCR4 

Conventional  5 ++ ++ + 
Stem cell culture medium  5 ++ ++ ± 
Conventional environment 
 reversed from stem cell    
environment 

5 ++ ++ + 

Adriamycin  5 ++ ++ + 

a b c 

d e f 

g h i 
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3  讨论 

 
在头颈部鳞状细胞癌的研究中，Prince等[13-14]认为

CD44+癌细胞是头颈部鳞癌干细胞。鉴于此，本实验将

其作为舌癌干细胞的检测标志之一。根据CSCs理论，

肿瘤组织或细胞系中CSCs所占比例极低，处于万分之

一到千分之一的数量级水平[1]。但本实验结果提示，在

各种体外微环境中两者的表达均高于90%，提示绝大部

分舌癌细胞表达此两种蛋白。结合Mack等[15]研究结果

发现，无论是在头颈部的正常组织中，还是在口腔黏膜

白斑，以及中度分化的腺癌中，都存在CD44的高表达。

因此，不能将CD44单独作为舌癌干细胞标志。对于

ESA，在上述多种环境中也处于高表达水平，其原因可

能是舌癌TCA8113细胞来源于鳞状上皮，ESA正是上皮

组织来源的标志。Yanamoto等[16]检测了临床患者的舌

癌组织，口腔黏膜正常组织与舌癌细胞系(SAS、HSC-2、
OSC19、C20)均高水平表达ESA。因此，也无法将ESA
单独作为舌癌干细胞标志。对于CD44与ESA在体外各

种不同培养环境下均呈极高表达的现象，提出两种解

释：①两者的高表达正是体现了组织特异性，即上皮组

织来源的癌细胞均表达此两种蛋白。提示可将二者作为

组织来源的筛选指标。②此两种蛋白极有可能是

TCA8113舌癌细胞在体外环境生存所必须的。 
根据CSCs理论，CSCs与癌症的转移密切关系，甚

至认为CSCs才是转移的根源[3, 17-19]。而在众多研究发

现，与癌症转移密切相关的标记物中，CXCR4报道的

频率最为多见。在对胰腺癌以及口腔鳞癌的研究发现

CXCR4是CSCs的标志[3, 20]，因此也将其列为考察的蛋

白之一。本次实验发现，不同环境条件下CXCR4在舌

癌细胞的表达差异明显，与标准培养环境相比较，在干

细胞培养基的“微环境”中，CXCR4极低水平表达；

将舌癌细胞转回常规标准培养基“微环境”后，CXCR4
又恢复至(36.70±4.63)%的阳性表达水平；在化疗药物

(阿霉素)干预的培养环境中，CXCR4的表达水平升高至

(58.01±3.24)%。由此，可认为TCA8113舌癌细胞群体

中CXCR4分子表达受所处的“微环境”调控。但在干

细胞培养基中，癌细胞生长方式变成“球形”悬浮生长，

而CXCR4为低水平表达，只有 (2.75±1.67)%，表明

CXCR4阳性细胞在细胞群中的比例明显降低。对于此，

可从两种相反的角度探讨：①有研究认为在干细胞培养

基环境下形成的“细胞球”中富集了CSCs，且已采用

此法用于从肿瘤组织中分离和培养CSCs[3, 17, 20]，结合

CSCs占所有癌细胞比例极低的理论，提示了CXCR4可
能并不是舌癌干细胞标志。②相反，回顾干细胞培养基

的研发目的与过程，干细胞培养基培养方法最早用于培

养神经干细胞[21]，然后将其应用于培养CSCs，如脑肿

瘤干细胞和乳腺癌干细胞[22-23]，其特点是形成悬浮生长

的“细胞球”，但是否所有CSCs都能形成悬浮“细胞

球”，或是否所有的“悬浮球”都是CSCs，这仍需探

讨。因此，无法完全将CXCR4排除在舌癌干细胞标志

之外。其次，实验结果提示干细胞培养基中CXCR4的
低表达应与“微环境”的调控有关，因为将其培养环境

恢复为常规标准环境时CXCR4的表达回升。此外，

TCA8113舌癌细胞在化疗药物(阿霉素)干预的培养环境

中，CXCR4分子表达升高，表明在化疗药物作用的压

力下，CXCR4阳性细胞的比例增多，提示CXCR4阳性

细胞有可能伴随舌癌干细胞的富集而增多，与文献报道

的癌干细胞富集模式有类似结果[19, 24]。 
本实验着眼于体外培养环境改变对舌癌干细胞标

志表达的影响，其依据是癌干细胞、干细胞等诸多种

类的细胞，其存活、增殖和分化均受到相应的龛，即

“微环境”的支持与调控，甚至可以出现逆转或恶变

现象[25-27]，如将转移性黑素瘤细胞移植到发育中的鸡胚

中，会遵循神经脊的通路迁移，导致致瘤性缺失并表现

出神经脊细胞类似的表型，出现良性细胞的行为表现[28]；

而衰老的人成纤维细胞作为饲养层细胞，可以促使临界

恶变的乳腺上皮细胞恶性转化，成为具有侵袭性的肿瘤

细胞[29]。因此，在不同的环境下，可促使癌细胞或CSCs
表达不同的标志，发挥其生物学功能，如在环境中增殖

或分化或生存，可以认为是细胞与环境的互动结果，也

体现适者生存，不适者淘汰的规律。据此，有研究进行

癌干细胞的富集，其中的研究模式是建立乳腺癌荷瘤小

鼠，并在化疗药物顺铂的持续作用下持续传代，在化疗

药的压力下富集乳腺癌干细胞，可获得高比例的

CSCs[30]。该现象在临床也得到证实，从肿瘤组织上分

离乳腺癌干细胞，由于癌症干细胞抵制化疗，在经过化

疗的乳腺癌标本中获取的CSCs比例为1/17，而从未接

受过化疗的乳腺癌组织中，此比例仅为1/250[31]。 
总之，本次实验基于癌细胞生存的体外环境，脱离

了癌细胞真正生存的“体内”环境，因此对于明确CSCs
标志，还需结合人舌癌组织中各标志的表达。尽管如此，

综合本实验结果以及CSCs的生物学特性，营造一定的

“微环境”，如添加化疗药物干预、干细胞培养基等环

境，可以富集舌癌干细胞。但CXCR4的变化提示，不

同“微环境”模式有可能富集不同性质的癌干细胞，提

示舌癌干细胞也有异质性，例如Hermann等 [3]认为

CXCR4+的胰腺癌干细胞是惟一具备转移特性的癌细

胞。因此，分离、纯化不同“微环境”下的舌癌干细胞，

需对不同的CSCs标志进行组合筛选。 
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