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文章亮点： 

1 此问题的已知信息：骨肉瘤干细胞具有较强自我更新和增殖分化的能力，以及致瘤性等其它肿瘤干细

胞的特征，但对骨肉瘤干细胞的研究较少，其来源及发生机制尚不完全明确。 

2 文章增加的新信息：骨肉瘤干细胞在一定条件下能够分离培养，证明骨肉瘤干细胞的存在，并且骨肉

瘤干细胞能够高表达 CD133、Oct3/4以及 Nanog等多种肿瘤干细胞的标记物，这些高表达的肿瘤干细

胞标记物可以是骨肉瘤免疫生化检测诊断的方法之一。 

3 临床应用的意义：骨肉瘤干细胞的存在为骨肉瘤的发生及诊断治疗提供辅助信息，并且为骨肉瘤以及

其它骨肿瘤的生物治疗提供了一个新的方法。 
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摘要 

背景：骨肉瘤是最常见的骨原发性恶性肿瘤，其发生可能与骨肉瘤干细胞有关。 

目的：评估骨肉瘤干细胞分离、培养和鉴定方法以及其相关肿瘤标记物的表达。 

方法：在无血清条件下以及无血清联合抗肿瘤药物的条件下应用免疫磁珠分选法对骨肉瘤干细胞进行分

离、培养，分选出 Stro-1 阳性、CD133 阳性骨肉瘤干细胞，采用免疫荧光染色、蛋白质印迹法等检测

骨肉瘤肿瘤干细胞标记物 CD133、Oct3/4以及 Nanog等的表达水平以及致瘤性能。 

结果与结论：骨肉瘤干细胞在接种培养 2-10 d后形成悬浮细胞球，增殖潜伏期约为 24 h，Stro-1阳性

干细胞能够形成悬浮细胞球，Stro-1阴性细胞则不能形成悬浮细胞球。此外，骨肉瘤干细胞还能高表达

Oct3/4、Nanog和 CD133等，CD133阳性骨肉瘤干细胞高表达 CD133分子，侵袭力更强，而 CD133

阴性细胞则不能表达 CD133 分子，侵袭力相对较弱。塞来昔布对骨肉瘤干细胞的形成具有一定程度的

抑制作用，能够降低肿瘤新生血管中血管内皮生长因子的表达。 
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Abstract 

BACKGROUND: Osteosarcoma is the most common bone primary malignant tumors, and the occurrence of 

osteosarcoma may relate with osteosarcoma stem cells.  

OBJECTIVE: To evaluate the isolation, culture and identification method of osteosarcoma stem cells, to 

investigate the expression of relative tumor markers. 
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METHODS: The osteosarcoma stem cells were isolated and cultured with magnetic activated cell sorting method 

under serum-free condition and serum-free joint antineoplastic condition, in order to sort Stro-1 positive and 

CD133 positive osteosarcoma stem cells. The expression level and tumorigenic properties of CD133, Oct3 / 4 and 

Nanog markers of osteosarcoma cancer stem cells were tested with immunofluorescence staining and Western 

blotting methods.  

RESULTS AND CONCLUSION: Suspended cell condensation could be seen in the osteosarcoma stem cells 

after culture for 2-10 days, the proliferation incubation period was about 24 hours, and the Stro-1 positive stem 

cells could form the suspended cell condensation, while the Stro-1 negative stem cells could not form the 

suspended cell condensation. In addition, osteosarcoma stem cells could highly express Oct3/4, Nanog and 

CD133, the CD133-positive osteosarcoma stem cells could highly express CD133 molecule with strong 

invasiveness, while the CD133 negative cells could not express CD133 molecule and the invasiveness was weak. 

Celecoxib could inhibit the formation of osteosarcoma stem cells to some extent, and could reduce the expression 

of tumor angiogenic blood vessels and vascular endothelial growth factor.  

Key Words: stem cells; stem cell academic discussion; bone tumors; osteosarcoma; tumor stem cells; 

doxorubicin; vincristine; CD133; Nanog; Stro-1; suspended cells   
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0  引言 

 

骨肉瘤是起源于间叶组织的恶性肿瘤，由间充质干细胞或成骨细胞分化受阻引起，是

骨组织常见的恶性肿瘤[1-3]。骨肉瘤干细胞类似于骨发生细胞、成骨细胞，可产生类骨质，

提示骨肉瘤来源于成骨细胞或成骨母细胞，但是尚缺乏足够的实验证据证明此观点[4]。骨

肉瘤组织中不仅有成骨区域，也有成软骨区域和成纤维区域，表明骨肉瘤干细胞可能来

源于具有多向分化潜能的细胞[5-6]。间充质干细胞是多能干细胞，不仅能分化成骨细胞，

也能够分化成软骨、脂肪、肌腱、肌肉和骨髓间质细胞，因此，来源于间充质干细胞的

肿瘤可以类似于骨肉瘤中的各种组织成分[7]。目前，用于分离骨肉瘤干细胞的方法主要

有球细胞培养法、细胞表面标志分选法、侧群细胞分选法、高醛脱氢酶活性分选法等。

随着肿瘤干细胞理论的提出，许多研究初步证实骨肉瘤干细胞特异性标志有Oct 3/4、

Nanog和CD133等[8-9]。 

 

Gibbs等[10]于2005年首次报道了在骨骼肉瘤(骨肉瘤与软骨肉瘤)中发现了干细胞样

细胞。将活检获得的骨肉瘤和软骨肉瘤标本以及MC-63细胞株进行培养、筛选，单细胞

悬液中有0.1%-1.0%可形成肉瘤细胞球，球内部分细胞具有较强的自我更新能力，将肉

瘤球内单细胞接种至无血清培养基，可以继续形成肉瘤球；并且肉瘤球内细胞可被诱导

分化至骨肉瘤或软骨肉瘤。Lapidot等[11]采用荧光激活细胞分选方法在骨肉瘤中分离出具

有自我更新能力和致瘤性的肿瘤干细胞，并且肿瘤单细胞悬液的成球率为10
-2-10

-3，与

恶性胶质瘤乳腺癌的单细胞悬液成球概率相当。研究显示此类细胞除了具有较强自我更

新和分化增殖能力外，还表达间充质干细胞特异性表面标记物Stro-1、CD44与CD105等，

以及胚胎多能干细胞的标志基因Oct 3/4与Nanog。此外，悬浮的骨肉瘤细胞球与贴壁的

骨肉瘤细胞相比，具有更高的Oct 3/4和Nanog基因表达强度。随后，Fujii等[12]和Wilson

等[13]也应用荧光激活细胞分选的方法在骨肉瘤细胞系中分离出具有肿瘤干细胞特征的

骨肉瘤悬浮细胞，即骨肉瘤类肿瘤干细胞。Wilson等[13]则在一项对多种人骨肉瘤细胞和

犬科动物骨肉瘤细胞系的研究中发现，肿瘤细胞在无血清软琼脂培养基中经过多次传代后

也都可形成肿瘤悬浮细胞球，而转至普通培养基后则会贴壁生长。在肿瘤球中Oct3/4和

Nanog表达较高，而贴壁生长的肿瘤细胞中则几乎没有。这进一步说明Oct3/4和Nanog对  



 

曲绍政，等. 骨肉瘤干细胞的分离与鉴定 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 2643

www.CRTER.org 

于维持骨肉瘤干细胞特性非常重要，是其特异性标志。 

 

骨肉瘤肿瘤干细胞具有哪些特征？采用哪些方

法可以分离并进行检测？这些问题均有待于大量的

实验研究进行解决并证实。文章对上述问题进行简明

阐述，为骨肉瘤肿瘤干细胞的起源、发生、发展以及

检测方法等基础研究提供可参考的理论信息，为骨肉

瘤的诊断和治疗提供具有重要价值的信息。理论上能

治疗大多数疾病。⑥干细胞是较好的免疫治疗和基因

治疗载体[8]。 

 

目前，已开展一些补肾中药干预干细胞移植治疗

中的研究，一些补肾中药可在体外诱导间充质干细胞

分化并促进间充质干细胞移植成功[9-10]。相关的大量

研究表明[11]，许多补肾中药可促进骨髓造血干细胞增

殖分化，并可促进神经干细胞增殖分化，对其他干细

胞的移植也有诱导分化为成骨细胞、神经细胞及肝细

胞等作用，而且，补肾中药可防治造血干细胞治疗中

的不良反应[12-13]。 

 

1  资料和方法 

 

1.1  资料来源  文章采用检索 CNKI 数据库和万方数

据库的方法获取研究文献[14-15]，检索时间范围 2003

至 2012 年，检索词为“骨肿瘤；肿瘤干细胞”，检索

出相关研究文献 22 篇，纳入研究的文献共 6 篇[16-21]。 

 

1.2  入选标准  ①研究的主题包括骨肿瘤干细胞的

分离、培养、鉴定、特征以及药物干预等。检索的文

献中排除与研究主题无关的文献 11 篇。②研究所撰

写的文章类型包括原著、实验分析及病例分析等。检

索文献中排除综述类文章 1 篇。③文献内容筛选如

下，检索的文献中无血清条件下培养分离人骨肉瘤细

胞系肿瘤干细胞的研究文献共 3 篇，3 篇文献为同一

实验项目，且为同一组实验人员进行的研究，定为重

复研究文献，选取其中 1 篇进行深入分析。同样对骨

肉瘤类肿瘤干细胞 Nanog mRNA基因表达研究的 2

篇文献也为重复文献，选取其中 1 篇进行深入分析。

在药物对人骨肉瘤类肿瘤干细胞移植瘤微血管生成

影响的研究中，同样检索出重复的 2 篇研究文献，选

取其中 1 篇进行深入分析。④文章研究的内容分类为

无血清条件下骨肉瘤肿瘤干细胞的分离鉴定，无血清

条件下结合抗癌药物分离骨肉瘤肿瘤干细胞并检测

鉴定，CD133 阳性骨肿瘤干细胞的分离鉴定，Nanog 

mRNA基因在骨肉瘤类肿瘤干细胞中的表达，以及其

它相关研究。 

 

1.3  资料提取  纳入研究的 6 篇文献见表 1。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2  结果 

 

2.1  人骨肉瘤细胞株U2-OS中分离的肿瘤干细胞  

欧阳振等+人骨肉瘤细胞株U2-OS中分离肿瘤干细胞

进行了实验研究。首先进行细胞培养，选取原代培养

的骨肉瘤细胞，采用胰蛋白酶进行消化降解，充分吹

打成单细胞悬液后丢弃上清液，用无血清DMEM/F12

培养基重悬细胞，培养基内含表皮生长因子、碱性成

纤维细胞生长因子、L-谷氨酰胺、胰岛素、青霉素和

链霉素，pH值为7.2-7.5。调整细胞浓度为2×10
6
/L进

行细胞接种，置入37 ℃、体积分数5%CO2培养箱中

培养。隔日加1 mL培养液，培养5-7 d，待培养基中

悬浮的肉瘤细胞球体积变大后，吸取培养基并离心，

用无血清培养基重新吹打成单细胞悬液，按1∶2或

1∶3比例传代。 

   

将无血清培养基培养的骨肉瘤细胞球接种于96

孔板，置于培养箱内分别培养0，1，2，3，4，5，6，

表 1  纳入研究分析的 6篇文献文题及来源 

文题 作者 文献来源 
发表 

时间 

 

人骨肉瘤细胞株 U2-OS 中分离

并鉴定肿瘤干细胞
[16]

 

 

欧阳振，王

栓科，康学

文，等 

 

中国组织工

程研究与临

床康复 

 

2007 

Nanog mRNA 在骨肉瘤类肿瘤

干细胞中的表达和意义
[17]

 

韩兴文，王

栓科，康学

文，等 

第四军医大

学学报 

2009 

赛来昔布对人骨肉瘤类肿瘤干细

胞移植瘤微血管生成的影响
[18]

 

张培根，王

栓科，康学

文，等 

中国矫形外

科杂志 

2009 

三维无血清条件培养结合抗癌药

物分离人骨肉瘤肿瘤干细胞
[19]

 

周松，李锋，

肖骏，等 

实用癌症杂

志 

2010 

应用低浓度长春新碱分离并鉴定

MG-63 细胞系中的骨肉瘤干细

胞
[20]

 

娄楠，王宕，

赵建武，等 

中国老年学

杂志 

2010 

CD133
+
骨肉瘤细胞的获取及其

干细胞特性的初步鉴定
[21]

 

黄毓婧，何

爱娜，孙元

珏，等 

中国癌症杂

志 

2012 
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7 d，结束前4 h每孔加入噻唑蓝溶液，继续培养4 h

后，用二甲基亚砜震荡溶解蓝紫色结晶，并应用全自

动荧光酶标仪在490 nm波长下测定吸光度值。 

  

 将骨肉瘤干细胞球与小鼠抗人Stro-1单克隆抗体

在4 ℃条件下反应15 min，磷酸盐缓冲液洗涤2次后，

与大鼠抗小鼠IgM免疫磁珠4 ℃条件下反应15 min，

将免疫标记好的干细胞放入细胞分离系统的细胞分

离柱内，无免疫磁珠标记的细胞流出分离柱，而免疫

标记的细胞则由于磁场的作用滞留于分离柱中，获取

免疫磁珠标记的细胞。将免疫标记阳性和阴性的细胞

计数后调整细胞浓度，并接种于培养瓶内，观察细胞

增殖情况。 

 

   提取细胞内RNA，置于PCR扩增仪后进行反转

录、变性和延伸处理。PCR扩增产物行琼脂糖凝胶电

泳，并进行染色观察。 

 

收集干细胞球第3次传代5 d后所形成的细胞球，

离心后丢弃上清液，用含血清培养液重悬，接种于预

先包被多聚赖氨酸的玻片上，置于6孔板中，在37 ℃、

体积分数5%CO2培养箱中培养，倒置显微镜下定期

动态观察细胞的分化和生长情况。当干细胞球在含血

清培养基中分化14 d后，取出有分化细胞贴壁的玻

片，进行骨形态蛋白和Ⅰ型胶原酶的免疫细胞化学染

色观察。 

 

结果观察发现原代骨肉瘤细胞离心后置于无血

清培养基中，3 d后数个细胞能够形成大小不等的圆

形类细胞球，悬浮生长，大部分细胞不能形成细胞球。

细胞球传代后2 d即可见到次代肿瘤细胞球的形成，

以后体积逐渐增大，形态规则。肿瘤干细胞的增殖潜

伏期约为24 h，传代后1-2 d即可见肿瘤干细胞形成，

以后体积逐渐增大。肿瘤干细胞对数倍增时间约为传

代后第3-5天。用免疫磁珠法分选的Stro-1阳性细胞，

接种于无血清培养基后24-48 h即可形成和原代肿瘤

干细胞球形态一样的干细胞球，Stro-1阴性细胞却不

能形成肿瘤细胞球。RT-PCR检测结果可见Stro-1阳

性细胞和Stro-1阴性细胞mRNA扩增产物的吸光度值

分别为1.58±0.24和0.37±0.68。用含血清培养基重悬

肿瘤细胞球后二三天开始贴壁，7 d后小干细胞球中

的细胞几乎全部贴壁分化。之后可以见到部分细胞形

态开始发生变化，形态变圆并有部分突起。对分化2

周的细胞进行免疫细胞化学染色，部分细胞呈圆形或

不规则形状，胞膜染色为棕黄色或棕褐色，表现为骨

形态蛋白阳性。部分细胞胞浆染色为棕黄色，核深染，

Ⅰ型胶原酶呈阳性表达。 

 

2.2  三维无血清条件培养结合抗癌药物分离的人骨肉瘤

肿瘤干细胞  周松等[19]和娄楠等[20]对三维无血清培

养基结合抗肿瘤药物分离骨肉瘤干细胞进行了研究，

2组实验同样应用肿瘤细胞的培养传代，并应用免疫

化学染色等方法对检测细胞进行观察，结果见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    三维细胞培养模式已经成为细胞体外培养的主

要方法，该细胞培养方法能够更倾向于体内细胞生长

的微环境，使细胞能够更好的表达其在体内时的生物

学行为，使细胞反应的整个过程及环境更贴近于体

内，有利于对体内细胞反应作出判断和评估，从而获

得更准确的实验结果。上述2组实验中，在三维培养

基中种植培养单个肿瘤细胞，并通过抗肿瘤药物阿霉

素以及长春新碱的筛选、富集作用，获得由单个肿瘤

干细胞增殖、聚集形成的肿瘤干细胞克隆球。抗肿瘤

药物阿霉素和长春新碱对肿瘤干细胞具有杀伤作用，

因此，绝大多数肿瘤干细胞被抗肿瘤药物杀死，而剩

下一小部分的肿瘤干细胞逃脱了抗肿瘤药物的杀伤

作用，并且增殖聚集形成肿瘤干细胞克隆球。 

 

文章研究实验中应用三维无血清条件结合抗肿

瘤药物分离培养骨肉瘤干细胞，无论是应用阿霉素还

表 2  周松等
[19]
和娄楠等

[20]
研究中三维无血清培养基结合抗肿瘤

药物分离骨肉瘤干细胞的实验结果    

实验结果 

第一作者 实验方法 单克隆细胞球

形成 

免疫荧光染色观

察 

类肿瘤干细胞

的致瘤性 

 

周松
[19]

 

 

三维无血清

条件培养结

合阿霉素分

离骨肉瘤干

细胞 

 

24 h后存活细

胞增殖形成单

克隆球，7-10 d

后单克隆球包

含 30-40 个子

细胞 

 

单克隆球内存在

大量 Oct3/4 和

Nanog 染色阳性

细胞 

 

单细胞克隆球

的单细胞悬液

注入小鼠体内

后有新生肿瘤

形成 

娄楠
[20]

 三维无血清

条件培养结

合低浓度长

春新碱分离

骨肉瘤干细

胞 

48-72 h 后可

见大小不等的

只有数个细胞

的类细胞球， 

2 d 后可见到

肿瘤细胞球的

形成 

发现存在干细 

胞 标 志 物

CD133、Oct3/4、 

Nanog、nestin、

多药耐药基因

MDR1、ABCG2

表达阳性 

肿瘤干细胞的

增殖潜伏期约

为 22.8 h，传

代后 24-48 h

即可见传代肿

瘤干细胞形成
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是应用长春新碱均能见到克隆细胞球形成，免疫荧光

染色可见Oct3/4和Nanog表达阳性细胞，并且分离出

的骨肉瘤单克隆干细胞能够增殖分化出子代肿瘤干

细胞，这些肿瘤干细胞增殖聚集形成肿瘤组织，表现

出较强的致瘤性。 

 

2.3  CD133阳性骨肉瘤干细胞的分离  黄毓婧等[21]对

CD133阳性骨肉瘤干细胞的分离进行了实验研究，并

对CD133阳性骨肉瘤干细胞的特征进行了分析。实验

应用免疫磁珠分选法分离人骨肉瘤细胞株MG-63中

的CD133阳性干细胞，应用流式细胞学分析、蛋白质

印迹法检测和免疫荧光染色测定CD133阳性干细胞

的纯度，应用CCK-8法、平板集落形成试验、划痕试

验及Transwell侵袭试验，研究CD133阳性干细胞的

生物学特性。 

 

流式细胞仪测定CD133肿瘤干细胞的阳性率为

90.0%-99.9%，阴性率为89.0%-99.0%。免疫组化染

色鉴定CD133阳性肿瘤干细胞和CD133阴性肿瘤干

细胞，结果显示CD133阳性肿瘤干细胞表达CD133，

而CD133阴性肿瘤干细胞基本不表达CD133。蛋白质

印迹法检测CD133阳性肿瘤干细胞和CD133阴性肿

瘤干细胞中CD133的表达水平，结果显示CD133阳性

肿瘤干细胞中CD133呈现高表达，而CD133阴性肿瘤

干细胞中CD133基本不表达。细胞增殖试验结果显示

CD133阳性肿瘤干细胞的生长增殖明显快于CD133

阴性肿瘤干细胞的生长增殖。平板集落形成试验结果

显示 CD133 阳性肿瘤干细胞形成的集落数为

(24.60±4.88)个，CD133阴性细胞形成的集落数为

(13.60±2.97)个，二者的结果具有显著性差异。划痕

试验结果显示CD133阳性肿瘤干细胞比CD133阴性

肿瘤干细胞的迁移更远。Transwell侵袭试验结果显示

CD133阳性肿瘤干细胞的侵袭能力明显强于CD133

阴性肿瘤干细胞。 

 

文章研究中对CD133阳性表达肿瘤干细胞和

CD133阴性表达肿瘤干细胞进行了对比，发现CD133

只在阳性细胞中表达，而在阴性细胞中几乎不表达，

并且CD133阳性肿瘤干细胞的侵袭力更强，可以作为

骨肉瘤检测诊断的方法之一。 

 

2.4  Nanog mRNA在骨肉瘤类肿瘤干细胞中的表达  韩

兴文等[17]对Nanog mRNA基因在骨肉瘤类肿瘤干细

胞中的表达进行了研究。采用无血清培养法从骨肉瘤

细胞株U2-OS、MG-63中分离培养悬浮细胞球，免疫

磁珠分选Stro-1阳性细胞，反转录聚合酶链反应检测

Stro-1阳性细胞、Stro-1阴性细胞及悬浮生长细胞中

Nanog mRNA的表达。 

 

结果显示细胞株U2-OS于培养5-7 d形成典型的

悬浮细胞球，细胞株MG-63于培养7-10 d形成悬浮细

胞球，其中细胞比例与报道的脑及乳腺恶性肿瘤比例

相似。重复培养后均有相似数量的悬浮细胞球形成。

将悬浮细胞球置入含有特级胎牛血清的培养基中，  

12 h后可见细胞球局部贴壁，24 h后可见贴壁分化的

细胞从细胞球底部生长出来。将免疫磁珠法分选出来

的Stro-1阳性细胞进行接种培养，24-48 h后形成悬浮

细胞球，Stro-1阴性细胞未见悬浮细胞球形成并且这

些Stro-1阴性细胞逐渐裂解、死亡。反转录聚合酶链

反应检测在163 bp和229 bp区域出现了典型的条带。

U2-OS中Stro-1阳性细胞和阴性细胞Nanog mRNA

扩增产物的灰度值分别为1.69±0.14和0.19±0.35，阳

性细胞和阴性细胞之间的Nanog mRNA表达具有统

计学差异。MG-63中Stro-1阳性细胞、Stro-1阴性细

胞和悬浮细胞球Nanog mRNA扩增产物的灰度值分

别为1.24±0.22，0.21±0.44，1.56±0.18，Stro-1阳性

细胞和Stro-1阴性细胞之间的Nanog mRNA表达具

有统计学差异，悬浮细胞球和Stro-1阴性细胞之间的

Nanog mRNA表达也具有统计学差异。 

 

2.5  赛来昔布对人骨肉瘤类肿瘤干细胞移植瘤微血管生

成的影响  张培根等[18]对cox-2抑制剂赛来昔布影响

人骨肉瘤类肿瘤干细胞移植瘤微血管的生成进行了

研究。应用无血清培养法从骨肉瘤细胞株MG-63中分

离出类肿瘤干细胞建立裸鼠移植瘤模型。30只成瘤裸

鼠随机分塞来昔布组和对照组，对比观察肿瘤体积、

抑瘤率，免疫组化技术检测血管内皮生长因子的表达

及CD34标记的微血管密度值。 

 

结果无血清培养7-10 d可见数个悬浮细胞球，

不形成细胞球的细胞则坏死裂解。类肿瘤干细胞的

增殖潜伏期约为24 h，传代后24-48 h可见传代的肿

瘤干细胞形成，并且逐渐增多。肿瘤细胞球接种成

瘤后给予塞来昔布进行干预，与对照组进行比较发

现，其抑瘤率达23.2%，且与对照组的肿瘤体积差

异具有统计学意义。免疫组化检测发现对照组中血
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管内皮生长因子染色阳性率为80%，而塞来昔布干

预组血管内皮生长因子染色的阳性率仅有40%，且

结果之间的差异具有统计学意义。应用免疫组化检

测还发现，CD34在微小血管内皮呈棕黄色表达，对

照组微血管密度值为29.0±5.0，塞来昔布干预组微

血管密度值为21.0±5.5，结果之间的差异仍具有统

计学意义。 

 

肿瘤的生长经过2个阶段，从无血管的缓慢生长

阶段转变为有血管的快速生长阶段。肿瘤生长和转移

的必要条件之一就是肿瘤新生血管的形成，丰富的血

供为肿瘤的生长、侵袭提供足够的营养物质。血管内

皮生长因子是骨肉瘤血管生成最关键的刺激因子，骨

肉瘤干细胞自身能够合成和分泌血管内皮生长因子。

Cox-2能够诱导表达血管内皮生长因子促进骨肉瘤组

织中新生血管的形成，从而促进肿瘤的生长。选择性

抑制肿瘤组织内新生血管的形成，使肿瘤组织无血液

供应的营养来源，从而抑制肿瘤组织的生长。 

 

    Cox是一种膜结合蛋白，是分解花生四烯酸转化

成前列腺素的关键酶，诱导型cox-2具有启动肿瘤细

胞生长和肿瘤血管生成，并促进肿瘤浸润和转移的作

用。塞来昔布通过抑制cox-2减少血管内皮生长因子

的产生从而发挥抗肿瘤新生血管形成，是目前肿瘤治

疗的新方法。对于高度血管化的骨肉瘤，减少或者封

闭血管内皮生长因子对抗骨肉瘤微血管的生成具有

明显的效果。因此，cox-2可能是抗骨肉瘤微血管生

成的一个辅助治疗干预途径。 

 

3  讨论 

 

肿瘤的组织结构多种多样，其中间质成分对肿瘤

组织的支持和营养发挥的重要作用，而实质是肿瘤的

主要成分，决定肿瘤的生物学特点。通常根据肿瘤实

质形态识别肿瘤的组织来源，并根据其分化成熟程度

和异型性大小来确定肿瘤的恶性程度大小。随着对肿

瘤实质细胞研究的深入，研究发现其中含量较少的部

分实质细胞与正常组织干细胞在表面标志和生物学

特性上有很多相似之处，具有特殊的生物学行为，这

些较少的实质细胞与肿瘤的生长、增殖、发生和发展

关系密切，并由此推断肿瘤是由干细胞增殖分化失调

引起，由此提出了肿瘤干细胞的概念[22]。肿瘤干细胞

概念的提出对肿瘤组织的治疗尤其是生物学治疗具

有重要的意义。 

 

肿瘤干细胞的数量很少，只占极少数，但它可不

断复制出带有突变基因的细胞，使肿瘤体积不断增大

并发生转移，并且与肿瘤的恶性程度有关，因此，专

家学者认为肿瘤干细胞可能来源于正常干细胞。正常

干细胞通过积累突变获得不稳定的增殖能力而转化

为肿瘤干细胞，肿瘤是一种干细胞模式的疾病[23]。 

 

近年来，随着对肿瘤来源于肿瘤干细胞这一观点

的深入研究，发现肿瘤干细胞具有不同于正常干细胞

的独特特征，能够自我更新，具有多向分化潜能，以

及高度的侵袭能力，能够在一定的条件下长期生存，

繁殖生长，聚集形成肿瘤[24-25]。肿瘤干细胞决定着肿

瘤的发生、发展以及转归，因此，清除肿瘤干细胞对

恶性肿瘤的长期治疗具有重要的意义[26-29]。而在骨肉

瘤乃至骨肿瘤的研究领域中，国内外学者对骨肿瘤干

细胞的研究少之又少。骨肉瘤干细胞的分离以及生物

学鉴定与治疗是今后骨肉瘤研究中的热点。 

 

Nanog、Oct3/4为多能胚胎干细胞的标志基因，

是细胞生长和自我更新所必需的，目前多种肿瘤中可

检测到Oct3/4、Nanog基因的表达。Nanog能激活很

多与自我更新、多能性相关基因的表达[30]。Nanog

可以调节Oct3/4的表达，二者共同维持肿瘤干细胞的

多能性。缺少Oct3/4时，干细胞虽然仍能表达Nanog，

但会出现分化现象[31]。Oct3/4是一种在胚胎干细胞、

胚胎性肿瘤中高表达的转录因子，有2种亚型Oct3/4A

和Oct3/4B，这2种亚型有相同的C端激活区，但N端

激活区不同。有研究显示提高体内Oct3/4表达量能够

增加胚胎干细胞的恶性潜能，而且在多种肿瘤组织有

发现有Oct3/4的存在[32]。 

 

CDl33是一种细胞膜糖蛋白，最初证实为神经上

皮干细胞标志物，随后陆续发现系脑肿瘤、结肠癌等

多种肿瘤干细胞的标志物[33-35]。Tirino等[9]曾对3种骨

肉瘤细胞系SAOS2、MG63、U2OS进行研究，在3

种细胞系中都检测到了CD133分子的阳性表达，约占

总细胞数的3%-5%。CD133阳性细胞多处于DNA合

成后期和细胞分裂期，而CD133阴性细胞则处于细胞

静止期和DNA合成前期。CD133阳性细胞表现为增殖

细胞核抗原Ki-67阳性、表达ABCG2；而CD133阴性

细胞则相反。Ki-67是一种仅表达于增殖细胞的蛋白，
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这说明CD133阳性细胞增殖旺盛并可能与药物抵抗

有关。Tirino等[36]最近报道在人骨肉瘤标本中分离出

CDl33阳性骨肉瘤干细胞，实验证实该细胞表达干细

胞基因Oct3/4、Nanog、Sox-2、Nestin，并能向间

质细胞分化，接种至免疫缺损小鼠后发现，该肿瘤干

细胞具有很强的肿瘤诱发能力。 

 

骨肉瘤是常见的骨组织恶性肿瘤，好发于儿童和

青少年，侵袭性强，易发生转移，化疗联合肿瘤切除

是骨肉瘤主要的治疗方法，对非转移性骨肉瘤的治疗

效果明显提高，而对发生转移的骨肉瘤，其治疗效果，

尤其是远期治疗效果并未得到明显改善，因此，骨肿

瘤干细胞的研究对于骨肉瘤的生物治疗具有重要的

意义[37-38]。 

 

文章对骨肉瘤干细胞的分子表达以及基因表达

进行研究，应用无血清培养基进行分离培养，结果发

现骨肉瘤干细胞克隆球以及悬浮细胞球，证明骨肉瘤

干细胞的存在，但是对其分离培养的研究仍较少，仍

需大量实验进一步深入研究证明。应用免疫组化染色

能够发现CD133阳性表达以及Oct3/4、Nanog的阳性

表达，提示CD133以及Oct3/4、Nanog可以成为骨肉

瘤检测诊断的靶点，而且为骨肉瘤的生物治疗提供了

重要的信息。 

 

总之，目前对于骨肉瘤干细胞的研究刚刚起步，

进一步的深入研究将会展现更多骨肉瘤干细胞的特

性，包括骨肉瘤干细胞的来源、生物学特点、特异性

标记、分离鉴定方法、对化疗药物的反应、转移模式

等，这些成果对于骨肉瘤治疗的创新研究都将会提供

重要支持。   
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