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鼻咽癌 ALDH1+细胞具有上皮细胞 -间质转化的性质 *
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摘要目的：探讨鼻咽癌 ALDH1+细胞是否具有上皮细胞 -间质转化的性质。方法：利用 ALDEFLUOR试剂分选鼻咽癌 ALDH1+

细胞和 ALDH1-细胞，Transwell及 Boyden小室实验分析 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞的侵袭、迁移能力；实时定量 PCR及
Western blot检测 E-cadherin、Vimentin、Snail 及 Twist基因在 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞 mRNA 和蛋白表达水平。结果：与
ALDH1-细胞相比，ALDH1+细胞侵袭及迁移能力明显高于 ALDH1-细胞；而且 ALDH1+细胞中 E-cadherin的 mRNA和蛋白水平
明显低于 ALDH1-细胞，相反，ALDH1+细胞中 Vimentin、Snail及 Twist的 mRNA和蛋白水平明显高于 ALDH1-细胞。结论：鼻咽

癌 ALDH1+细胞可能具有上皮 -间质转化的性质，这将为阐明肿瘤细胞在侵袭、转移中的机制提供理论基础。
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ALDH1 Positive Cells Posses the Properties of Epithelial-
Mesenchymal Transition*

To investigate the effect of ALDH1-positive cells on the properties of epithelial Mesenchymal Transition.
The identification of ALDH1 activity from 5-8F and CNE2 cells using the Aldefiuor assay (Stem Cell Technologies, Durham,

NC, USA) was followed by fiuorescence-activated cell sorting analysis. The ability of ALDH1-positive and ALDH1-negative cells to
migrate and metastasize was detected by Transwell and Boyden in vitro. The expressions of E-cadherin, Vimentin, Snail and Twist were
evaluated by real-time PCR and Western blot. Compared with that in ALDH1-negative cells, ALDH1-positive cells showed
higher invasion and metastasis activity. The expression of E-cadherin was lower in ALDH1- positive cells than that in ALDH1-negative
cells, in contrast, the expression of Vimentin, Snail and Twist were higher in ALDH1-positive cells than that in ALDH1-negative cells.

ALDH1 positive cells may have the properties of epithelial-mesenchymal transition. It will provide a new experimental
theoretical basis for invasion and metastasis of nasopharyngeal carcinoma.
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前言

肿瘤干细胞(Cancer Stem Cell)是肿瘤组织中存在一种数量

极少的肿瘤细胞，这类细胞具有无限增殖、自我更新的能力和

多向分化潜能，是转移和复发的根源。乙醛脱氢酶 1（aldehyd-

e-dehydrogenase Class 1, ALDH1）是细胞内乙醛氧化的解毒酶，

它广泛分布于人体的各种组织中，通过参与氧化视黄醇为视黄

酸，参与基因的表达和组织分化[1]。近年来，研究发现 ALDH1

可作为白血病[2]、乳腺癌[3]、肺癌[4，5]、头颈部癌[6]、视网膜母细胞

瘤[7]、前列腺癌[8]、结肠癌[9]及胰腺癌[10]等肿瘤干细胞的功能性

标记物。Wu等首次证明 ALDH1可作为鼻咽癌干细胞的功能

性标记物[11]，鼻咽癌 ALDH1+细胞具有自我更新、增殖、侵袭、

转移能力及高成瘤能力。

上皮细胞 -间质转化（Epithelial-Mesenchymal Transition，E-

MT）是上皮细胞失去极性，获得浸润性和游走迁移能力、转变

成具有间质细胞形态和特性的细胞过程。近年来，越来越多的

证据证明上皮细胞 -间质转化与肿瘤的侵袭、转移相关 [12，13]。目

前认为 EMT参与肿瘤的侵袭、转移而引起肿瘤复发，而导致这

种后果的主要原因可能是 EMT 产生的细胞具有干细胞的性

质。Weinberg首先在实验中发现 EMT产生的细胞具有干细胞

的性质[14]，随后，Shimono也证明了 EMT与干细胞有密切相关[15]。

Morel进一步证实了在乳腺癌中 EMT产生的肿瘤细胞具有干

细胞的性质[16]。本研究应用免疫组化方法检测了 ALDH1蛋白

在鼻咽癌组织中的表达发现，ALDH1蛋白在鼻咽癌细胞呈低
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表达，但是在间质和癌巢边缘呈高表达，尤其在梭形肿瘤细胞

表达最高。而且还发现 ALDH1 表达与 E-cadherin 的表达
(R=-0.264; P=0.003) 呈负相关，但与 Vimentin ( R=0.240; P=

0.008)表达呈正相关，提示 ALDH1可能与 EMT相关[11]。但是

ALDH1与 EMT的关系还不是清楚，本文将从细胞水平探讨鼻

咽癌 ALDH1+细胞是否具有上皮细胞 -间质转化的性质。

1 材料和方法

1.1 材料

鼻咽癌 5-8F和 CNE2细胞系由南方医科大学肿瘤研究所

提供，Trizol购于 takaRa公司，逆转录试剂盒为 TIANGEN公
司 TIANScript RT Kit，SYBR Premix Ex TaqTM 荧光定量 PCR

试剂盒购自 TaKaRa公司，E-cadherin抗体（BD公司）ALDH1

抗体（abcom 公司），Vimentin抗体（BD公司），GAPDH抗体及

二抗购于中杉金桥公司。RPMI1640为美国 Invitrogen公司产

品。胎牛血清、蛋白裂解液、PVDF膜购自广州斯佳公司, Tran-

swell 小室购自美国 Corning 公司，Boyden 小室购自美国
Chemicon公司。
1.2 方法
1.2.1 ALDH1+细胞的分选 取生长状态良好的细胞，用 PBS

液洗 3次，0.25%胰酶消化，用 PBS液再洗 2次，加 ALDEFLU-

OR缓冲液 1 mL，加 5 滋L ALDEFLUOR反应剂，充分吹匀；取

另一干净 EP管，管中加 5 滋L DEAB的 ALDEFLUOR反应抑

制剂，将加了 ALDEFLUOR反应剂的细胞悬液 500 滋L加到加

了 5 滋L DEAB EP管中，充分吹匀，在 37℃水浴锅中孵育约 40

分钟，离心 1000× g，1min，加 ALDEFLUOR缓冲液 200 滋L，应

用流式细胞仪分选 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞。

1.2.2 Transwell小室细胞运动实验 利用 ALDEFLUOR试剂分

选 5-8F和 CNE2细胞的 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞，0.25%

胰酶消化后制成单细胞悬液，PBS液再洗 3次，细胞计数，调整

细胞浓度为 1× 106/mL。加 100 滋L细胞悬液于内室，然后加
500 滋L含 10%胎牛培养基置于小室的下室，在 37℃培育 12小
时。取出小室，用棉签擦掉未穿过膜的细胞，甲醇固定 10 min，

倒掉甲醇后空气干燥，用苏木素染液染色 5 min，用水轻轻冲洗

数次，空气中风干。显微镜下随机选取 5个高倍视野计数穿过

膜的细胞数，实验重复 3次。
1.2.3 Boyden 小室体外侵袭实验 利用 ALDEFLUOR 试剂分
选 5-8F和 CNE2细胞的 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞，0.25%

胰酶消化后制成单细胞悬液，PBS液再洗 3次后，细胞计数，调

整细胞浓度为 1× 106/mL。小心吸出内室中培养基后，加 200

滋L细胞悬液于内室，然后加 500 滋L含 10%胎牛培养置于小室

下室，在 37℃培育 16 h。取出小室，用棉签轻轻擦掉未穿过膜
的细胞，甲醇固定 15 min，倒掉甲醇后空气干燥，用苏木素染液

染色 5 min，用水轻轻冲洗数次，空气风干。显微镜下随机选取
5个高倍视野计数穿过 ECMatrix膜的细胞数。实验重复 3次。
1.2.4 荧光定量 PCR 从培养细胞中用 TRIzol (Invitrogen)提取

总 RNA，并且利用 oligo (dT)引物反转录成 cDNA，进一步通过
基因特异性引物：ARF5：上游 5’-ATCTGTTTCACAGTCT GG-

GACG-3’；下游 5’-CCTGCTTGTTGGCAAATACC-3’；E-cadh-
erin：上游 5’-GACCTTCGAGACAATGTCCTCAAC-3’；下游
5’-CATAGATGAGGGCTGTGTCGTAA-3’Vimentin：上游 5’-

GCCAGTCTCACCTTCAAC-3’；下游 5’-CTACACAGCAGC-

CAGATTCC-3’；Snail：上游 5’-CCACTATGCCGCGCTCTTT-

3’，下游 5’-TCAGCGGGGACATCCTGAGCA-3’Twist:上 5’-
GCCAGGTACATCGACTTCCTCAC-3’，下游：5’-CCTCCATC-

CTCCAGACCGAGAA-3’和 2X SYBR-Green Master Mix(DBI

Bioscience,Shanghai,China)进行荧光定量 PCR检测。
1.2.5 蛋白免疫印迹 利用 ALDEFLUOR 试剂分选 5-8F 和
CNE2细胞的 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞，提取蛋白，配制
10% SDS聚丙烯酰胺凝胶，并加入 50 滋g蛋白进行电泳。电泳

结束后，转移蛋白至 PVDF上。3%牛血清白蛋白封闭后，分别

加入 E-cadherin、Vimentin、Snail及 Twist抗体和 GAPDH 抗体

进行孵育。然后用二抗进行孵育，用奥德赛条带扫描仪扫描蛋

白条带。

1.3 统计学方法

各指标以均值± 标准差（M± SD）来表示，采用 SPSS13.0

统计软件处理，两组采用独立 T检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 ALDH1+细胞的迁移、侵袭能力

利用 ALDEFLUOR试剂分选鼻咽癌 5-8F和 CNE2细胞的
ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞（图 1），采用 Transwell迁移实验

检测 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞在体外的迁移能力，结果发

现，与 ALDH1-细胞相比，ALDH1+细胞穿过膜的细胞数更多

(114.33± 5.0；110.33± 4.72 vs31.33± 2,51；32.0± 2.65，P=0.000)，其

图 1 ALDEFLUOR试剂分选 5-8F和 CNE2细胞的 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞

Fig.1 Analyzing and sorting ALDH1-positive and ALDH1-negative cells from 5-8F and CNE2 cell lines via FACS
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迁移能力更强。同样，我们利用 Boyden侵袭实验检测 ALDH1+

细胞和 ALDH1-细胞侵袭能力，ALDH1+细胞穿过基质胶的细

胞数显著 (110.33 ± 3.51；105.0± 4.0 vs 31.33± 3.06；26.0±

4.58，P=0.000），其侵袭能力更强（图 2）。这提示，ALDH1+细胞

具有更强的迁移及侵袭能力。

图 2 Transwell小室和 Boyden小室分析 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞的迁移及侵袭能力。A: Transwell小室实验；B：Boyden小室实验

Fig.2 The migrating and metastasis capability of ALDH1-positive and ALDH1-negative cells was examined by Transwell and Boyden chamber assay.

A: Transwell chamber assay; B: Boyden chamber assay

2.2 实时定量 PCR 和 Western blot检测 E-cadherin、Vimentin、
Snail及 Twist基因在 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞的 mRNA

的蛋白水平

本研究利用 Real-time PCR检测 E-cadherin、Snail、Vimen-
tin及 Twist基因在 ALDH1-细胞和 ALDH1+细胞的 mRNA表

达水平发现，E-cadherin 在 ALDH1+细胞的表达低于 ALDH1-

细胞，相反，Vimentin、Snail及 Twist在 ALDH1+细胞的表达高

于 ALDH1- 细胞 （图 3）。我们利用 Western blot 检测
E-cadherin、Vimentin、Snail 及 Twist 在 ALDH1+ 细 胞 和

ALDH1-细胞的蛋白水平发现，E-cadherin 在 ALDH1+细胞的

表达也低于 ALDH1-细胞，相反，Vimentin、Snail 及 Twist 在
ALDH1+细胞的蛋白表达高于 ALDH1-细胞，这说明 ALDH1+

细胞可能具有 EMT的性质（图 4）。

图 3 荧光定量 PCR检测 E-cadherin、Vimentin、Snail及 Twist在

ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞中的表达

Fig.3 The expression of E-cadherin, Vimentin, Snail and Twist was

examined in ALDH1+ cells and ALDH1- cells by Real-time PCR

图 4 Western bolt检测 E-cadherin、Vimentin、Snail及 Twist在 ALDH1+细胞和 ALDH1-细胞中的表达

Fig.4 The expression of E-cadherin, Vimentin, Snail and Twist was examined in ALDH1+ cells and ALDH1- cells by Western bolt
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3 讨论

鼻咽癌是一种主要发生在东南亚，尤其是中国南方地区恶

性肿瘤疾病（尤其广东），发病率达 20/10万，但在欧洲、美洲鼻

咽癌发病率在极低，属于罕见的肿瘤[17]。虽然放疗及化疗技术

有了很大的发展，但仍有一部分患者出现转移和复发，其主要

原因可能是肿瘤干细胞导致。

近年来，研究发现 EMT 产生的细胞具有干细胞性质。
Weinberg等首先发现在诱导人永生化乳腺上皮细胞（HMLEs）

为 EMT过程中[14]，诱导产生的细胞除获得抗凋亡能力外，还表

达干细胞的标记物，而且具有很强的肿瘤球形成能力，首次提

出 EMT产生的细胞可能具有干细胞的性质。Shimono等发现
miR-200c能强烈抑制正常乳腺干细胞的形成乳腺导管能力和

乳腺干细胞的肿瘤形成能力[15]。miR-200a也可通过下调 ZEB2

抑制 CDl33/1+卵巢癌干细胞[18]。而 miR-200家族可通过直接
靶向抑制 ZEBl／ZEB2的表达，进而增加 E-cadherin的表达，

阻止 EMT的发生 [19]。 Morel等进一步证明在乳腺癌中 EMT

产生的肿瘤细胞具有干细胞的性质[16]。Lou等利用免疫组化技

术发现在鼻咽癌组织中梭型样鼻咽癌细胞具有 EMT 的特性
[20]，同时还发现 E-cadherin 的表达与 茁-catenin、vimentin、
bronectin、Slug和 ALDH1呈负相关，而 ALDH1作为鼻咽癌干

细胞功能性标记物，说明 EMT与干细胞具有密切关系。但是

肿瘤干细胞是否具有 EMT 的性质不是很清楚，为研究

ALDH1+细胞是否具有 EMT的性质，本研究首先利用 Transw-

ell迁移和 Boyden 侵袭实验分析 ALDH1+细胞的迁移及侵袭

能力发现，ALDH1+细胞迁移及侵袭能力显著高于 ALDH1-细

胞，这与以前的研究结果一致[11]。随后，利用实时定量 PCR和
Western blot 检 测 E-cadherin、Vimentin、Snail 及 Twist 在
ALDH1+ 细胞和 ALDH1- 细胞的 mRNA 和蛋白水平发现，

E-cadherin在 ALDH1+细胞中的表达明显低于 ALDH1-细胞；

相反，Vimentin、Snail 及 Twist 在 ALDH1+细胞中的表达明显

高于 ALDH1-细胞。这也我们以前在组织中的研究结果一致
[11]，这都揭示 ALDH1-细胞可能具有 EMT的性质。

总之，与 ALDH1-细胞相比，ALDH1+细胞具有更强的迁

移、侵袭能力，并且与 ALDH1- 细胞相比，E-cadherin 在
ALDH1+ 细胞中的低表达，而 Vimentin、Snail 及 Twist 在
ALDH1+细胞中的高表达，ALDH1-细胞与 EMT具有相关性，

可能具有 EMT的性质，这将阐明鼻咽癌的侵袭、转移机制提供

理论基础。
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