MACS方法分选CD133+/CD44+前列腺癌干细胞的初步鉴定
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【摘要】 目的：通过磁珠细胞分选（Magnetic bead cell sorting, MACS）方法从人前列腺癌细胞系PC-3中分选CD133+/CD44+干细胞，为进一步功能性研究奠定基础。方法：运用流式细胞仪检测MACS分选前后PC-3细胞膜上CD133和CD44表达情况；观察无血清培养成球情况，免疫荧光表达情况；比较细胞在分选前后的形态学、增殖能力方面的差异；免疫组化和Western blot检测诱导分化前后PAP蛋白情况。结果：流式细胞术检测PC-3细胞CD133和CD44的阳性表达分别是(1.33±0.05)%和(0.87±0.06)%，而MACS分选后分别为(84.82±0.07)%和(99.91±0.03)%；免疫荧光检测CD133+/CD44+细胞培养后继续呈阳性表达；CD133+/CD44+细胞增殖能力高于PC-3细胞(t=11.0, P=0.008)以及高于诱导后的CD133+/CD44+细胞(t=40.1, P=0.001)；CD133+/CD44+细胞经过TGF-β诱导后免疫组化和Western blot检测PAP表达呈阳性，而未诱导的CD133+/CD44+细胞表达呈阴性。结论：MACS从PC-3细胞株中分选的CD133+/CD44+细胞经过初步功能性鉴定具有干细胞的某些特性，可为前列腺癌干细胞的进一步探索充当铺垫。
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Initial identification of CD133+/CD44+ prostate cancer stem cell through MACS
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【Abstract】 Objective: To sort the CD133+/CD44+ stem cell through MACS from human prostate cancer cell line PC-3 and lay the foundation for the further functional research. Methods: We detected the expressions of CD133 and CD44 on the membrane of PC-3 cell before and after MACS through Flow Cytometry (FCM); then observed the formation of spheres cultured by serum-free medium (SFM) and make subsequent immunofluorescence (IF) assay; distinguished the differences of the morphology、proliferation capacity of PC-3 cell between before and after MACS; detected the expression of prostatic acid phosphatase (PAP) before and after the differentiation assay through immunohistochemical (IHC) and Western blot. Results: The positive expressions of the CD133 and CD44 of the PC-3 cell were (1.33±0.05)% and (0.87±0.06)% through FCM, while they were (84.82±0.07)% and (99.91±0.03)% respectively after MACS; the positive expressions of CD133 and CD44 remained after SFM cultured by immunofluorescence (IF); the proliferation capacity of CD133+/CD44+ cell was higher than PC-3 cell (t=11, P=0.008) and CD133+/CD44+ cell after induced (t=40.1, P=0.001); the expression of the PAP of the CD133+/CD44+ cell after induced by TGF-β was positive, while it was negative in the uninduced CD133+/CD44+ cell by IHC and Western blot. Conclusions: The CD133+/CD44+ cell had some characteristics of stem cell after MACS from PC-3 cell line through initial functional identification, which could be matting for further explore of the prostate cancer stem cell.
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干细胞根据其来源不同，可以分为胚胎干细胞和成体干细胞。肿瘤干细胞（cancer stem cell，CSC）主要是指在成体干细胞中具有自我更新能力、多向分化潜能、高增殖能力及潜在致瘤性的那一小部分细胞，维持肿瘤的持续生长。1997年，Dick等[1]首次从急性骨髓性白血病（Acute Myelocytic Leukemia, AML）中分选出干细胞，宣告进入了干细胞时代。这种基于表面标记物的方式越来越多的被用于分离出各种肿瘤干细胞，如乳腺癌[2]、肝癌[3]、结肠癌[4]等。Collins等运用流式方法分选前列腺癌干细胞，发现约有0.1%左右的前列腺细胞含有CD44+/α2β1hi/CD133+表型，并且与前列腺癌等级无关[5]，这让前列腺癌干细胞也进入了我们的视线。本文拟采用免疫磁珠双阳性抗体分选前列腺癌干细胞，通过研究分选前后其的形态学和功能学上的特征差异，判断MACS方法分选干细胞的可靠性和有效性，并且为进一步探索干细胞的生物学性研究奠定基础，为干细胞靶向治疗研究提供来源。

1 材料与方法

1.1主要材料与设备
人前列腺癌PC-3细胞株购自上海细胞库（源自一个白人的前列腺癌骨转移灶）；DMEM/F12（美国Invitrogen公司）；胎牛血清（Gibco公司）；0.25%胰蛋白酶、PBS、缓冲液、免疫组化试剂盒、Western blot试剂盒（北京鼎国）；噻唑蓝(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)、β-巯基乙醇（北京康为世纪）；人表皮生长因子(EGF)、人碱性成纤维生长因子(bFGF)、人白血病抑制因子(LIF)（美国PeproTech公司产品）；CD133/CD44磁珠分选试剂盒和分选架（德国美天旎公司）；人PAP单克隆抗体（Abcam公司）；PE标记CD133流式抗体和CD44流式抗体（美国PeproTech公司）；兔抗人CD133单克隆抗体、大鼠抗人CD44单克隆抗体（Santa公司）；TRITC标记的羊抗兔荧光二抗、FITC标记的羊抗大鼠荧光二抗（北京康为世纪）；流式细胞仪(美国Becton Dickinson公司)；全自动荧光酶标仪(奥地利TECAN公司)；IX71型倒置荧光显微镜（日本Olympus公司）；凝胶成像仪（美国Bio-RAD公司）。

1.2细胞培养

将复苏的PC-3细胞用含有10%胎牛血清的DMEM/F12培养基培养，PBS清洗2次，0.25%胰酶在37℃消化1-2分钟，传代，37℃、5% CO2环境中培养。

1.3流式细胞术(FCM)检测CD133和CD44

收集对数期细胞，计数，以5×105细胞浓度加入CD133抗体、CD44抗体各20 uL，4℃孵育30分钟，800 r/min离心5分钟，加入300 uL PBS吹打均匀后上机检测。

1.4双阳性抗体免疫磁珠分选

收集对数期细胞，确定细胞数，300×g离心10分钟，重悬于300 uL缓冲液中，加入FcR 100 uL，然后添加CD133微粒100 uL，4℃避光孵育30分钟，300×g离心10分钟，重悬于500 uL缓冲液。安置磁架和分离器，冲洗3遍，将细胞于分离柱中缓慢下流，冲洗3遍，收集CD133-细胞，移开分离柱，快速用缓冲液冲洗得到CD133+细胞。将部分CD133+细胞用含10%胎牛血清+5×10-5 mol/L β-巯基乙醇的DMEM/F12培养16-20小时[6]。用上述方法继续分选得到CD133+/CD44+细胞。

1.5无血清培养（SFM）干细胞球

分别选取PC-3细胞和CD133+/CD44+细胞各4×105，用添加了20 ug/L EGF+20 ug/L bFGF+20 ug/L LIF的DMEM/F12培养基培养，每天观察。3-4天换液，将干细胞球悬液倒入离心管中，静置1-2h，弃上半部分培养基，添加新培养基继续培养。

1.6免疫荧光检测

取SFM培养4天后CD133+/CD44+细胞，重新悬浮后滴到载玻片上风干，室温下4%多聚甲醛固定20 min，PBS清洗3次，山羊血清封闭30 min，加抗兔CD133和抗大鼠CD44荧光抗体（1：200稀释），4℃过夜，加两种二抗（1：50稀释），37℃孵40分钟，DAPI染色5 min，甘油封片后荧光显微镜下观察。

1.7.1 诱导分化后免疫组化检测PAP

取CD133+/CD44+细胞分两组分别接种于底部有载玻片的6孔板中，一组以DMEM/F12+1%胎牛血清+TGF-β(5 ng/mL)培养，另一组则以DMEM/F12+1%胎牛血清培养，4天后取出细胞爬片，采用免疫组化【链霉素抗生物素-过氧化物酶（SP）两步法】检测干细胞分化标记物PAP表达，PAP按照1：200稀释。

1.7.2 Western blot检测PAP

分别提取诱导前后的CD133+/CD44+细胞总蛋白，BCA法蛋白定量，10%SDS-聚丙烯凝胶电泳分离，转移到PVDF膜上，奶粉封闭膜1 h，加一抗（1：200稀释）4℃过夜，TBST清洗3×10 min，加二抗（1：5000稀释）37℃孵育1 h，于凝胶成像仪中ECL显影,计算出内参与目的光密度比值。结果以相对光密度值（Relative optical density, ROD）×面积(mm2)表示。蛋白相对含量以（目的条带结果）/（β-actin条带结果）表示。
1.8 细胞增殖能力检测（MTT）和倍增时间

取CD133+/CD44+细胞、PC-3细胞、诱导后的CD133+/CD44+细胞作为第1、2、3组以2×103/孔（200 uL）细胞接种于96孔板，每组21孔，空白培养基调零，置于孵箱内培养7天，每天组内随机取3孔添加MTT 20 uL/孔，继续培养4小时，加二甲亚砜200 uL/孔震荡后使用酶标仪检测A值，取平均值，描绘生长曲线，据Patterson公式Td=T×lg2/lg(Nt/No)计算倍增时间，结果以独立样本均数t检验分析。
1.9 统计学分析

采用SPSS18.0统计软件对数据进行处理，流式细胞术和Western blot数据为计量资料,用均数±标准差（
[image: image1.wmf]x

+s)表示。CD133+/CD44+诱导前后组采用配对样本t检验，CD133+/CD44+组和PC-3组数据采用两样本均数t检验。检验水准a=0.05（双侧），以P<0.05认为差异有统计学。
2 结果

2.1磁珠双阳性抗体分选CD133+/CD44+细胞前后流式细胞术检测情况

流式细胞术检测结果如图1和表1所示，说明PC-3细胞株中CD133+和CD44+细胞占很少的比例；经过MACS分选后可获得高纯度的CD133+/CD44+细胞；通过细胞计数可得到CD133+/CD44+细胞数的比例为（0.57±0.07）%(表2)。
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图1 PC-3细胞分选前后CD133表达率和CD44表达率

A表示PC-3细胞中CD133表达率，B表示PC-3细胞分选后CD133表达率

C表示PC-3细胞中CD44表达率，D表示CD133+细胞分选后CD44表达率

Fig.1 The expression rates of CD133 and CD44 before and after MACS in PC-3 cell

A: Expression rate of CD133 of PC-3 cell, B: Expression rate of CD133 after MACS in PC-3 cell

C: Expression rate of CD44 of PC-3 cell, D: Expression rate of CD44 after MACS in CD133+ cell

表1 流式细胞术检测MACS分选CD133+、CD44+细胞情况

Tab.1 The percentage of CD133+、CD44+ after MACS by FCM

	组别
	分选次数
	CD133+细胞/PC-3细胞（%）
	CD44+细胞/PC-3细胞（%）

	MACS分选前
	7
	1.33±0.05
	0.87±0.06

	MACS分选后
	7
	84.82±0.07
	99.91%±0.03


表2 PC-3细胞中CD133+/CD44+细胞数
Tab.2 The number of CD133+/CD44+ in PC-3 cell
	分选次数
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	PC-3细胞数（×107）
	3.5
	4.0
	2.1
	4.4
	4.1
	7.0
	6.0

	CD133+/CD44+细胞数（×105）
	2.0
	2.3
	1.1
	1.8
	1.8
	4.0
	3.6

	CD133+/CD44+细胞阳性百分率
	0.57%
	0.58%
	0.52%
	0.41%
	0.45%
	0.57%
	0.60%


2.2无血清培养类干细胞球

在通过连续1周的无血清培养类干细胞球后，可见CD133+/CD44+细胞球较为紧密，数量多，球大，周围未见明显的细胞碎片或者死细胞（如图2A）；可见PC-3细胞球结合疏松、量少、体积较小，并且周围有大量的细胞碎片及散在的死细胞（如图2B），说明PC-3细胞在无血清加生长因子的条件下具有类干细胞球的形成能力，而CD133+/CD44+细胞成球效果更好。
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图2 无血清培养类干细胞球

A示无血清培养CD133+/CD44+细胞球（×200）,B示无血清培养PC-3细胞球（×200）

Fig.2 Stem cell spheres of SFM cultured

A: CD133+/CD44+ cell spheres of SFM cultured (×200), B: PC-3 cell spheres of SFM cultured（×200）

2.3双重免疫荧光检测CD133和CD44

在无血清中培养4天后对CD133+/CD44+细胞进行双重免疫荧光检测，可见孵CD133抗体细胞均发红色荧光（如图3A），孵CD44抗体细胞均发绿色荧光（如图3B），说明无血清培养后的CD133+/CD44+细胞依旧明显表达CD133和CD44。如图3C可见细胞核染色相，通过分别将两种荧光与核染色相融合后可见荧光均表达在细胞膜上（如图3D&E）。
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图3 免疫荧光检测CD133和CD44情况

A示SFM培养后CD133表达红色荧光（×400），B示SFM培养后CD44表达绿色荧光（×400），C示细胞核DAPI染色相（×400），D示红色荧光和细胞核融合相（×400），E示绿色荧光和细胞核融合相（×400）

Fig.3 Expression of CD133 and CD44 of IF

A: Red fluorescence of CD133 after SFM （×400）,B: Green fluorescence of CD44 after SFM（×400）, C: DAPI dyeing of nucleus（×400）, D: Merge phase of red fluorescence and nucleus（×400）, E: Merge phase of green fluorescence and nucleus（×400）
2.4 CD133+/CD44+细胞诱导分化后PAP表达

CD133+/CD44+细胞经过TGF-β诱导前后运用免疫组化检测，可见干细胞分化标记物PAP在诱导后阳性表达，胞浆呈黄色，胞核呈蓝色，细胞形态不一，可见多个分化成熟的细胞；未经过诱导细胞PAP阴性表达，胞核蓝色，细胞呈圆形，形态较小，规则（如图4）。Western blot检测结果和细胞免疫组化检测结果表达相符，在CD133+/CD44+细胞诱导分化前PAP呈阴性表达，而CD133+/CD44+细胞在TGF-β诱导后呈阳性表达，（PAP/β-actin）为（0.284±0.0143）（如图5）。
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图4 免疫组化检测PAP

A示PAP在未诱导细胞中表达（×400）,B示PAP在诱导后细胞中表达（×400）

Fig.4 PAP detected by IHC

A: Expression of PAP in uninduced cell （×400）, B: Expression of PAP in induced cell（×400）

[image: image6.png]1 2 3 4

s N S e DR

PAP 45kDa




图5 Western blot检测PAP在分化前后细胞中的表达

1和2：诱导分化后PAP表达情况，3和4：诱导分化前PAP表达情况

Fig.5 Expression of PAP detected by Western blot in induced and uninduced cell

1 and 2: Expression of PAP in induced cell, 3 and 4: Expression of PAP in uninduced cell

2.5细胞增殖情况和倍增时间

CD133+/CD44+细胞在培养初2-3h内呈悬浮状态，呈圆形，体积较小，2天后出现少量贴壁；PC-3细胞呈圆形或梭形，1天后少量贴壁；诱导后CD133+/CD44+细胞主要是梭形，几乎很少贴壁，生长缓慢。96孔板中细胞增殖情况：组1、组2和组3的A值分别为0.603±0.009、0.508±0.006和0.371±0.003。组1和组3采用配对t检验，组1细胞增殖能力明显强于组3细胞，7天时A值差异具有统计学差异(t=40.1, P=0.001)；组1和组2间采用两样本均数t检验，组1细胞和组2细胞在到第7天时A值差异有统计学意义(t=11, P=0.008)（图6）。6孔板中细胞情况：组1、组2、组3到第7天时细胞数分别是3×105、4×104、3.8×103，倍增时间分别是23.16h、38.74h、180.81h，组1和组2的细胞数在第7天时发生了倍增，细胞数明显增多，而组3则在第7天内未发生倍增。
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图6 组1：CD133+/CD44+细胞,组2：PC-3细胞,组3：诱导后CD133+/CD44+细胞

Fig.6 G1: CD133+/CD44+ cell, G2: PC-3 cell, G3: CD133+/CD44+ cell induced

3 讨论

目前治疗前列腺癌的方法能够消除大部分肿瘤细胞，但是一些晚期的癌症如雄激素非依赖性癌依旧没有很好的办法。近年来，干细胞学说逐渐走进人们的视线，干细胞是指那一部分具有多向分化能力、增殖能力、自我更新、致瘤性、永久性的细胞，具有一些特定的表面标记物，通过这些标记物在多种肿瘤细胞中分选出干细胞[7]。根据干细胞假说，传统治疗方案不能防止肿瘤复发，因为只有分化了的肿瘤细胞才有可能被消除[8]。干细胞有可能就是肿瘤的种子，介导肿瘤的复发、转移及无限增殖。因此，针对干细胞才是有效的治疗。

CD133和CD44被认为是前列腺癌干细胞的表面标记物。Patrawala等发现前列腺癌CD44+细胞具有类干细胞特性如致瘤性、潜在转移性、克隆形成能力[9]。Vander等证实前列腺中CD133+细胞群在培养过程中依旧表现出干细胞的某些特性如自我更新能力和多向分化能力[10]。MACS是近年来广泛运用锚定干细胞特异性标记物而分选细胞的技术，其方法技术已经日趋成熟，近来已成功分选出睾丸癌[11]、胃癌[12]、卵巢癌[13]、结肠癌[14]等。因此，本实验拟采用MACS从PC-3细胞中分离出高纯度的CD133+/CD44+细胞，进而比较分选前后前列腺癌细胞功能性差异，为干细胞进一步研究和治疗提供前景。

本研究成功用MACS从PC-3细胞中分选出前列腺癌干细胞，通过流式细胞术、免疫荧光、MTT、TGF-β诱导、免疫组化和Western blot等一系列功能性鉴定后，初步证实CD133+/CD44+细胞具备干细胞的部分特性如无限增殖潜能、多向分化潜能和永久性。

在研究中发现，PC-3细胞中CD133+/CD44+细胞计数比例基本保持在0.53%左右，而这符合干细胞比例，流式检测结果也足以说明我们获得了高纯度的CD133+/CD44+细胞。但是，仅仅具有此表型的细胞是否就是我们需要的前列腺癌干细胞呢？我们通过无血清培养CD133+/CD44+细胞和PC-3细胞及随后的免疫荧光检测发现，CD133+/CD44+细胞不仅具备高成球能力，而且还能连续性的传代培养后依旧保持有干细胞表型。随后，我们发现部分研究人员用TGF-β和低血清能诱导肿瘤干细胞分化，从而抑制其致瘤力[15]，Quintero等研究发现PAP在干细胞分化中起重要作用，在前列腺癌中低表达，在前列腺癌干细胞中不表达[16]。实验中我们用TGF-β诱导分化CD133+/CD44+细胞后的结果可知TGF-β能诱导CD133+/CD44+细胞分化，在诱导前后细胞的形态学存在着明显的差异，并且前列腺癌分化标记物PAP同样存在着明显的差异，这表示诱导后细胞已经部分或者全部成为了其他成熟亚型的细胞，因此CD133+/CD44+细胞具有多向分化潜能。在接下来的增殖实验中发现CD133+/CD44+细胞具有较强的增殖能力，而处于某一分化成熟点的细胞则增殖能力明显减弱。但是PC-3细胞作为一个稳定的细胞株，具有较强的增殖能力，推测这由于其大部分细胞处于分化成熟状态，而仅仅存在少量的未分化成熟的细胞，故而其增殖能力会低于干细胞，这也进一步说明了干细胞极有可能是癌症的种子，主导肿瘤的无限扩增。因此我们有理由推断通过MACS从PC-3细胞分选的CD133+/CD44+细胞是前列腺癌干细胞，理由如下：1）通过MACS分选的CD133+/CD44+细胞比例约为0.53%，代表了那一小群细胞；2）CD133+/CD44+细胞具有较强的成球能力；3）CD133+/CD44+细胞能进行持续性的培养并且能保持干细胞表型；4）CD133+/CD44+细胞具有多向分化潜能；5）CD133+/CD44+细胞具有较强的增殖潜能。
本实验成功运用MACS从PC-3细胞中分选出CD133+/CD44+细胞，这种方法可以获得足量的前列腺癌干细胞，可以为前列腺癌干细胞的进一步研究提供源源不断的细胞资源。通过我们的研究证实CD133和CD44是前列腺癌干细胞的特异性标记物，那么是否可以针对其基因进行靶向干预，从而达到减少或者消除前列腺癌干细胞的目的呢？前列腺癌干细胞在增殖，自我更新性，致瘤性，多向分化潜能方面拥有很大的优势，我们为此寻找了一些可靠的证据，并且为后续的生物学方面研究方面奠定了基础。前列腺癌干细胞在肿瘤的形成、发展、复发、转移、耐药等方面起着重要的作用，如何有效针对性根疗肿瘤，溯其根源，也就是如何彻底消除处于静止期的肿瘤干细胞。总之，目前我们还处于对研究前列腺癌干细胞的初级阶段，要是能详尽阐明前列腺癌干细胞的具体作用机制，那么人类治疗肿瘤的路又将向前迈出一大步，对于肿瘤患者而言也会是莫大的福音。
参考文献
[1] Bonnet D, Dick J E. Human acute myeloid leukemia is organized as a hierarchy that originates from a primitive hematopoietic cell [J]. Nat Med, 1997, 3(7):730-737.
[image: image8.jpg]Nat b, 1997 Jul3(7)730-7.
Human acute myeloid leukemia is organized as a hierarchy that originates from a primitive hematop

Bonnet D, Dick JE.
Department of Genefics, Research Insfitute, Hospital for Sick Children, Uriversity of Toronto, Ontario, Canada.

tic cell.




[2] Ponti D, Costa A, Zaffaroni N, et al. Isolation and in vitro propagation of tumorigenic breast cancer cells with stem/progenitor cell properties [J]. Cancer Res, 2005, 65(13):5506-5511.
[image: image9.jpg]Cancer Res. 2005 Jul 165(13)5506-11.
Isolation and in vitro propagation of tumorigenic breast cancer cells with stem/progenitor cell properties.

Ponti D, Costa A, Zafaroni N, Pratesi G, Petrangoiini G, Coradini D, Pilott S, Pierotti MA, Daidone MG
Department of Experimental Oncology and Laboratories, Isituto Nazionale Tumori, Mian, ialy.





[3] Suetsugu A, Nagaki M, Aoki H, et al. Characterization of CD133+ hepatocellular carcinoma cells as cancer stem/progenitor cells [J]. Biochem Biophys Res Commun, 2006, 351(4): 820-824.
[image: image10.jpg]Biochem Biophys Res Commun, 2006 Dec 29:351(4)320-4. Epub 2006 Nov 2

Characterization of CD133+ hepatocellular carcinoma cells as cancer stem/progenitor cells.
‘Suetsuqu A, Nagaki M, Aoki H, Motohashi T, Kunisada T, Moriwaki H,
Department of Gastroenterology, Gifu University Graduate School of Medicine, Gifu 5011194, Japan.




[4] O'Brien C A, Pollett A, Gallinger S, et al. A human colon cancer cell capable of initiating tumour growth in immunodeficient mice [J]. Nature, 2007, 445(7123):106-110.
[image: image11.jpg]Nature, 2007 Jan 4445(7123)/106-10. Epub 2006 Nov 18.
‘A human colon cancer cell capable of initiating tumour growth in immunodeficient mice.

Brien CA, Poliett A, Galinger S, Dick JE.
Division of Cell and Molecular Biology, University Health Network, Toronto Ontario, M5G 1L7, Canada.





[5] Collins A T, Berry P A, Hyde C, et al. Prospective identification of tumorigenic prostate cancer stem cells [J]. Cancer Res, 2005, 65(23): 10946-10951.
[image: image12.jpg]Cancer Res. 2005 Dec 1:65(23)10946.51
Prospective identification of tumorigenic prostate cancer stem cells.

Colins AT, Berry PA, Hyde C, Stower M, Maitiand NJ.
‘Vorkshire Cancer Research Unit, Department o Biology, Uriversity of York, Yok, United Kingdom. ac43@york ac.uk




[6] 肖 娟，武永吉，张之南等。磁珠双阳性分选法在阵发性睡眠性血红蛋白尿症患者骨髓CD34+CD59+细胞体外扩增的应用[J]。中国实验血液学杂志，2003，11(2): 179-183。
Xiao J, Wu Y J, Zhang Z N, et al. Application of magnetic beads double positive sorting method in the patients CD34+CD59+ bone marrow cells of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria in vitro amplification [J]. Chinese Journal of Experimental Hematology, 2003, 11(2): 179-183.
[image: image13.jpg]gggmﬁﬁﬁ&&ﬁﬁﬁﬂﬂﬁmﬂ&EREE%‘%HCDBA+CD59+QB&%M~Y1§

OrEamms BT | Umimse &7 T w3

I PR RR RS P TE (S M SEPE A IR 4T A RAE (PNH) B FICD34+ CDS9+4, AHPNHEE
SHTIERE S B RIS E(ABMT)ZE 15 NEM TARIE E (APBSCT)EER M AT A S A BANE % AT HRMLE
BT RE AR RIS TR E AT AR PR R R 5. K PRI A R — R BT CD34+40
NP A TRES, 3P RBIERRBAES) 2, PNHE & BT A B S AICD34+ CDS9 -+, AT IESMEFYT
18 SR HBRUAE A/ EA1CD 34+ CDS9+ 4R SHisk- ATV ABRA — S S BUEAILE LT 10, i
BRI AEMEE A (CFURRED HIOEREMES Hit BRI S AT REE T AT HEAE
ZAERRAA B AR M /AR B

AR (REEFHFE  hEMNMEN AP ERMRR. E5, 100730) s gk (REEFHFE . hE
AEN AT EhAERRIRR. E5. 100730) 5 Skom (REEFHFE  AENAENAF s iiERn

fE& M. ke, 100730) 5 B¢ (REEFHY:  hEHNENAF it mhNERMER. 1£5. 10073
(REEFHFIE  hEMNEN A FEAEFHZA. 100005) + BT (FEEFHE  FEHIER
FEREFHEH, 5. 100005) 5

FE ERRMREAE 2000 Fiod] 179-1838 Hpeone Hen Frore
HVHRFIE JOURNAL OF EXPERIMENTAL HEMATOLOGY
it RHTIBEA S C05e-Cos-E BN RS TSR NEAR

oop) MR (Hezoglobinuria) 40 (Colls) SRR Flow
) IBP (Adsorption)

MeSHEHiA
%S
EEEN IEmSHEn
E2IfE DEPEFRFHESIRE





[7] 李 曾，王德林，蓝建华，杨宗珂。 人前列腺癌细胞株PC-3中类肿瘤干细胞的培养分离和初步鉴定[J]。解放军医学杂志，2009，34（11）： 1348-1352。
Li Z, Wang D L, Lan J H, Yang Z K. Initial identify and cultured isolation of tumor stem cell in human prostate cancer cell PC-3 line [J]. Med J Chin PLA, 2009, 34(11): 1348-1352.
[image: image14.jpg]R B AR AR Rk P C-3 R 2 T4 2552 5 AT e
LAk S#:43  THE0 H3l: 0

B MA RIS IIREAERR S PC-35 RIS IR RIS T AR — AR ER
RS RIS AR R
FRAIL I ARSI TR IR T4, MT ToRME H bR SRR T 2R Euﬂﬂ, EPC-34MAR AETARY
R AR IER i AR RS T4 A S T R MU ERA TR E Rk S5 D EPC-31AY
0T AR (EGF) Aﬁiﬁf& i{kl?(bFGF)iDAEIEﬂﬂWﬁU?(LIF)E‘]%mﬁéiéﬁ%mﬁ?ﬁ#
4 & T SIEEE(0.41%,P<0.05). 55
IR TR AR 7](1“#7dﬁ']2ﬁﬁﬂ§&7]9.6x1D~SA)§§¥gu§Jﬂ, ERLEAR (4557 7 AR ERRAI 3 10~5
“P<0.000 5),{21&E18)(21.90h E T HIS IR ELAA(28.38h,P<0.000 5),% AISRE TR
PR TR P S A R EE AL, BNER TEEIRHEFRCD4470CD133,
5 IR R PC- 3T & /D B RS AR IR TR R ER S AR D IR TR Tt
X2 R T 4R

BEATHIAHTIISEE

FMEEF:

AR FRONE. k. 400016) 5 EiEH (BRENAFMHER—ERRMIN, &
EgY (ERENATMEFR —ERBRINL R wo0te) 5 HEH (ERERATHER —ER
SRFRSN, EE. 400016) 5

R WHEETAE 2000 F3081M) 134813525 Hreoune Hien Hisnc e
EYHFFIE  MEDICAL JOURNAL OF CHINESE PEOPLE'S LIBERATION ARMY
PRI IR G IR A A prostavic m

&

a1l line, tumer tusor stes calls

A

Mesuzg T = ledia) [ Oecplasss) MET 4RI

H%8 ®
R TR
BLRE ERGRNTES




[8] Fan X, Liu S, Su F, et al. Effective enrichment of prostate cancer stem cells from spheres in a suspension culture system [J]. Urol Oncol, 2012, 30(3):314-318.
[image: image15.jpg]Urol Oncol, 2012 May-Jun 30(3):314-3. Epub 2010 Sep 16.
Effective enrichment of prostate cancer stem cells from spheres in a suspension culture system.

Genter of Medical Research, Sun Yat.Sen Memorial Hospital, Sun Yat.Sen University, Guangzhou, Ghina.




[9] Patrawala L, Calhoun T, Schneider-Broussard R, et al. Highly purified CD44 prostate cancer cells from xenograft human tumors are enriched in tumorigenic and metastatic progenitor cells [J]. Oncogene, 2006, 25(12): 1696 –1708.
[image: image16.jpg]Oncogene. 2006 Mar 16:25(12):1696-708.

Highly purified CD44+ prostate cancer cells from xenograft human tumors are enriched in tumorigenic and
metastatic progenitor cells.

Patravala L, Calhoun T,

chneider-Broussard

Department of Carcinogenesis, The University of Texas MD Anderson Cancer Center, Science Park-Research Division, Smithville, 78957, USA.




[10] Vander Griend D J, Karthaus W L, Dalrymple S, et al. The role of CD133 in normal human prostate stem cells and malignant cancer-initiating cells [J]. Cancer Res, 2008, 68(23): 9703–9711.
[image: image17.jpg]Cancer Res. 2008 Dec 1:68(23):9703-11.
The role of CD133 in normal human prostate stem cells and malignant cancer-initiating cells.

Vander Griend DJ, Karihaus WL Dalymple S, Mesker A, Delarzo Al Isaacs JT.

Chemical Therapeuics Program, The Sicney Kimmel Comprehensive Cancer Center at Johns Hopkins, The Erady Urological Insitute, and Depariment of Pathalogy, The Johns
Hopkins University School of Medicine, Baltmore, Maryland 21231, USA.





[11] Geens M, Van de Velde H, De Block G, et al. The efficiency of magnetic-activated cell sorting and fluorescence-activated cell sorting in the decontamination of testicular cell suspensions in cancer patients [J]. Hum Reprod, 2007, 22(3): 733–742.
[image: image18.jpg]Hum Reprod. 2007 Mar,22(3)733-42. Epub 2006 Nov 2.

The efficiency of magnetic-activated cell sorting and fluorescence-activated cell sorting in the decontamination of
testicular cell suspensions in cancer patients.

Geens M. Van de Velde H, De Block G, Goossens E, Van Steifeahem A, Toumaye .

Research Centr for Reproduction and Genetcs, Universy Hospita and Mecica School, Ve Universet Brusse, Beigum. miske geens@sz vub.ac be





[12] Lu R Q, Wu J G, Zhou G C, et al. Sorting of CD133(+) subset cells in human gastric cancer and the identification of their tumor initiating cell-like properties [J]. Zhonghua Wei Chang Wai Ke Za Zhi, 2012, 15(2): 174-179.
[image: image19.jpg]Zhonghua Wei Chang Wai Ke Za Zhi. 2012 Feb; 15(2):174-.

[Sorting of CD133(+) subset cells in human gastric cancer and the identification of their tumor
properties].

[Article in Chinese]

LuRQ, Wu JG. Zhou GC. Jiang G, Yu JW, Jiana B

Department of General Surgery, Shanghal Jizotong Uriversy School o Medicine, Shanghl,China, Jang_md@notmallcom





[13] Lin S, Long H X, Xiang T, et al. Isolation and identification of cancer stem cells from primary human ovarian cancer tissues [J]. Zhonghua Zhong Liu Za Zhi, 2011, 33(12): 896-899.
[image: image20.jpg]Zhonghua Zhon Liu Za Zhi, 2011 Dec;33(12)896-9.

[Isolation and identification of cancer stem cells from primary human ovarian cancer tissues].
[Article in Chinese]

LinS, Long HX, Xiana T, Zhu B, Xie RK

Department of Oncology, Xingiao Hospital of the Third Miitary Medical University, Chongain 400038, China.





[14] Qing Q, Wang Y Y, Zhang S H, et al. Changes in the biological behaviors of colon cancer cells under simulated hypoxia in vitro [J]. Nan Fang Yi Ke Da Xue Xue Bao, 2011, 31(1): 133-137.
[image: image21.jpg]Nan Fang Yi Ke Da Xue Xue Bao. 2011 Jan;31(1):133-7.

[Changes in the biological behaviors of colon cancer cells under simulated hypoxia in vitro].
[Article in Chinese]

Qing O, Wana YY. Zhang SH, Qing T, Wana YD, Chen CD, Xiao .

Depariment of Gastroenterology, Southem Medical University, Guangzhou, 510515, China. gingaing1961@126.com




[15] Tang B, Yoo N, Vu M, et al. TGF-β can suppress tumorigenesis through effects on the putative cancer stem or early progenitor cell and committed progeny in a breast cancer xenograft model [J]. Cancer Res, 2007, 67(18): 8643–8652.
[image: image22.jpg]Cancer Res. 2007 Sep 15:67(18):8643-52.

Transforming growth factor-beta can suppress tumorigenesis through effects on the putative cancer stem or
early progenitor cell and committed progeny in a breast cancer xenograft model.

Laboratory of Cell Reguiation and Carcinogenesis, National Cancer Insitute, Bethesda, Maryland 20892, USA.




[16]. Quintero I B, Araujo C L, Pulkka A E, et al. Prostatic acid phosphatase is not a prostate specific target [J]. Cancer Res, 2007, 67(14): 6549-6554.
[image: image23.jpg]Cancer Res. 2007 Jul 15:67(14):6549-54.

Prostatic acid phosphatase is not a prostate specific target.
Quintero 1B, Arauio CL, Pulkka AE, Wirkkala RS, Herrala AV Eskelinen EL, Jokialo €. Hellsirom PA, Tuominen HJ

Research Center for Molecular Endocrinology and WHO Collaborating Centre, Biocenter Oulu, University of Oulu, Finland.





_1234567895.unknown

