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摘要　　肿瘤干细胞(cancer stem cells, CSC)的典型特征是能够自我更新并分化形成肿瘤内

各类癌细胞, 但其分子调控机制还不清楚。本实验采用微纳米介导的小RNA(microRNA)基因沉默

技术, 探讨了选择性灭活甲状腺转录因子 -1(thyroid transcription factor-1, TTF-1)对肺腺癌 CSC 分

化的影响。结果显示, 肺腺癌 CSC 属于具有胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESC)样表型的原始

未分化细胞, 此类癌细胞表达ESC自我更新核心调控环(OCT4、Nanog和Sox2)以及细支气管肺泡

干细胞(bronchioalveolar stem cells)标志CCSP和SP-C、I型肺泡细胞标志AQP5、纤毛细胞标志Foxj1
和肺发育相关转录因子 TTF-1 及 GATA6, 而 TTF-1 灭活细胞仅表达 SP-C 和 GATA6, 此类细胞经

培养后具有 SP-C−AQP5+ I 型肺泡细胞样表型。上述结果表明, TTF-1是维持肺腺癌 CSC生物学特

性的关键基因, 靶向该基因将迫使其表型分化。
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肺腺癌是肺癌的常见组织类型之一, 其临床表现

为易早期转移、对细胞毒化疗药物耐受和预后差[1]。

按照肿瘤干细胞(cancer stem cells, CSC)学说, 这种

转移耐药特性可归因于癌细胞群体中的 CSC[2,3], 而
最近的基因组学研究结果也证实, 肺腺癌中是否存在

胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESC)样基因表达

谱与药物疗效及患者预后存在密切关联性, 提示表达

此类基因的癌细胞可能是肺腺癌的 CSC[4]。

肺腺癌多发生于外周肺, 其起源细胞系位于呼吸

性细支气管与肺泡导管连接处(bronchioalveolar duct
junction, BADJ)的细支气管肺泡干细胞(bronchioa-
lveolar stem cells, BASC)[5]。此类肺干细胞同时表达

II 型肺泡细胞标志 SP-C(C 型肺泡活性蛋白, surfac-
tant protein-C)和非纤毛柱状(Clara)细胞标志 CCSP
(Clara 细胞分泌蛋白, Clara cell secretary proteins)[6]。

而上述标志表达受甲状腺转录因子 -1(thyroid tran-
scription factor-1, TTF-1)及其他肺转录因子如GATA6
等的协同调控[7]。

TTF-1 由 Nkx2.1 基因编码, 属于 Homeodomain
家族转录因子[8]。Nkx2.1 位于第 14 号染色体长臂

14q13.3区, 该基因附近还存在若干控制肺脏发育的

转录因子基因, 其中Nkx2-8与Nkx2.1同处于一个长

度为 413 Kb的放大子(amplicon)核心区(core region)。
在肺腺癌细胞中, 上述基因同时过表达对顺铂(Cis-
platin)、紫杉醇(Taxanes)、健择(Gemcitabine)和长春

瑞滨(Vinorelbine)等药物高度耐受, 此类患者预后差[9]。

以上资料提示, 靶向(targeting)TTF-1使其表达沉

默(silencing)将迫使肺腺癌 CSC分化, 从而消除其转

移耐药特性, 这种 CSC 靶向治疗新技术具有潜在的

临床价值。本文采用小 RNA(microRNA)介导的基

因沉默技术, 从细胞表型特征的角度探讨了TTF-1表
达下调对人肺腺癌 CSC 分化的影响。

1   材料与方法

1.1  材料

胎牛血清购自奥地利 PAA Laboratories GmbH
公司, DMEM及DMEM/F12培养基分别购自HyClone
公司和 Gibco 公司。
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实验所用免疫荧光检测抗体(Santa Cruz 公司):
羊抗人TTF-1多克隆抗体, 兔抗人GATA6多克隆抗

体, 鼠抗人 CCSP 单克隆抗体, 兔抗人 SP-C 多克隆

抗体, 羊抗人SP-B多克隆抗体, 鼠抗人Foxj1单克隆

抗体, 羊抗人 AQP5 多克隆抗体, 羊抗人 OCT4 多克

隆抗体, 兔抗人 Sox2 多克隆抗体, 羊抗人 Nanog 多

克隆抗体, 荧光素Rhodamine标记的驴抗兔多克隆抗

体, 荧光素 Rhodamine 标记的驴抗羊多克隆抗体, 荧
光素 Rhodamine 标记的驴抗鼠多克隆抗体。

磁珠偶联抗体: 鼠抗人CD221抗体(BD公司), 羊
抗鼠 IgG 免疫磁珠(Miltenyi 公司)。

生长因子及酪氨酸激酶抑制剂: IGF-1(insulin-
like growth factor-1)(Serotec 公司), EGF (epidermal
growth factor)(Serotec 公司), p38 MAPK 抑制剂

SB239063 (Sigma 公司), 糖原合成酶 -3(GSK-3)抑制

剂 BIO(Sigma 公司)。
1.2  方法

1.2.1    细胞培养        肺腺癌 SPC-A1 细胞购自中科

院上海生科院细胞库, 培养基为含 10% 胎牛血清、

100 U/ml青霉素和100 μg/ml链霉素的DMEM, 培养

条件为37℃、5% CO2。细胞传代和收集均采用0.25%
胰酶消化。

1.2.2    肺腺癌CSC的分选与培养        收集对数生长

期的 SPC-A1 细胞, 离心后重悬于 500 μl PBS 中, 按
2 μg抗体 /106细胞比例加入鼠抗人CD221抗体, 4℃
避光孵育30 min后用PBS离心洗涤, 细胞重悬于500 μl
PBS 中, 加入羊抗鼠 IgG 磁珠 4℃避光孵育 30 min,
PBS离心洗涤后用MS磁性分选柱分离获得CD221+

细胞(按生产商提供的分离方法操作)。分选后的

CD221+ 细胞在 SMC(stemness-maintaining combin-
ations)特种培养基中传代培养。SMC 配方: DMEM

培养基、10% 胎牛血清、IGF-1(20 ng/ml)、EGF
(20 ng/ml)、SB239063 (5 μmol/L)和BIO (1 μmol/L)。
1.2.3    表达载体构建        应用计算机软件筛查人

Nkx2.1 基因的 4 个潜在干扰序列(表 1划线部分), 根
据此序列设计并合成 4 对 miRNA oligo, 退火成双链

后用载体构建试剂盒 BLOCK-iT™ Pol II miR RNAi
Expression Vector Kit with EmGFP (Invitrogen 公司)
进行重组克隆, 分别插入到该公司miRNA表达载体

pcDNA™ 6.2-GW/EmGFPmiR 中(图 1)。
1.2.4    基因转染        6 孔板(Costa 公司)内每孔种植

2.0×105 CD221+ 细胞(1.8 ml 含血清培养基), 培养 24 h。
将Exgen500微纳米转染试剂(Fermentas公司)与4种
TTF1 表达质粒(各 1 μg)混合温育 10 min 后, 每孔加

入 200 μl 配制的转染试剂(按生产商提供的方法操

作), 培养 48 h 后分选转染细胞。

1.2.5    流式细胞分选        miRNA转染后的 CD221+

细胞用 0.25% 胰酶消化成单细胞, 离心去上清, 重悬

细胞于含 10%胎牛血清的PBS中, 无菌尼龙膜过滤,
用流式细胞仪(BD公司, FACS Aria II)分选收集绿色

荧光蛋白 GFP+ 及 GFP- 细胞。

1.2.6    免疫荧光检测        将细胞离心至载玻片上, 室
温干燥 30 min 后经 4% 多聚甲醛固定 30 min, PBS
洗 3 次, 0.25% Triton通透 15 min, 5% 脱脂奶粉封闭

3 h, PBS洗3次后加入一抗(1:100稀释), 设阴性对照

(用 PBS 代替一抗), 4℃过夜。PBS 洗 3 次去除非结

合抗体后加二抗(1:100 稀释), 室温避光 1 h, PBS 洗 3
次, 滴加Hoechest33342(1:50稀释)染核 5 min, PBS洗

2 次, 加封片剂于Olypus IX51型荧光显微镜下观察。

1.2.7    集落形成实验        6 孔板内每孔加入 100 个
细胞及 3 ml 含 10% 胎牛血清的培养基, 每周更换培

养基, 培养 3 周后甲醇固定, 结晶紫染色计数集落。

表 1　TTF-1 miRNA 序列

Table 1　TTF-1 miRNA sequences
名称                                                                                                           序列 (5’-3’)

miRNA                                                                                                   Sequences (5’-3’)

SR116-1F TGC TGA GTC CGA GCC CGA GGA GTT CAG TTT TGG CCA CTG ACT GAC TGA ACT CCG GGC TCG GAC T
SR116-1R CCT GAG TCC GAG CCC GGA GTT CAG TCA GTC AGT GGC CAA AAC TGA ACT CCT CGG GCT CGG ACT C
SR116-2F TGC TGT AGC AAG GTG GAG CAG GAC ATG TTT TGG CCA CTG ACT GAC ATG TCC TGC CAC CTT GCT A
SR116-2R CCT GTA GCA AGG TGG CAG GAC ATG TCA GTC AGT GGC CAA AAC ATG TCC TGC TCC ACC TTG CTA C

SR116-3F TGC TGT CCT CAT GGT GTC CTG GTA CGG TTT TGG CCA CTG ACT GAC CGT ACC AGC ACC ATG AGG A
SR116-3R CCT GTC CTC ATG GTG CTG GTA CGG TCA GTC AGT GGC CAA AAC CGT ACC AGG ACA CCA TGA GGA C
SR116-4F TGC TGA TGC CGC TCA TGT TCA TGC CGG TTT TGG CCA CTG ACT GAC CGG CAT GAA TGA GCG GCA T
SR116-4R CCT GAT GCC GCT CAT TCA TGC CGG TCA GTC AGT GGC CAA AAC CGG CAT GAA CAT GAG CGG CAT C



121李　焱等: 靶向 TTF-1 转录因子诱导人肺腺癌干细胞表型分化

1.2.8    凋亡分析        将分选后的 GFP＋细胞培养在

6 孔板内(3×105 细胞 / 孔, 2 ml 培养基), 间隔 24 h 在

荧光显微镜下检测, 以观察到凋亡小体作为判定细胞

凋亡的标准。

2   结果

2.1  靶向 TTF-1 下调 CCSP 和 SP-B 表达

前文作者报道[14], SPC-A1 细胞株中的 CD221+

细胞亚群具有高致瘤性, 此类癌细胞表达 OCT4、
SP-C 和 CCSP 的特异性 mRNA。为了证实 CD221+

细胞具有BASC表型, 我们采用流式细胞仪分选了此

类癌细胞(得率 0.4%), 免疫荧光检测显示CD221+细

胞表达 OCT4、SP-C 及 CCSP 蛋白(图 2A)。此类

CD221+肺腺癌CSC在SMC特殊培养基中可以传代

培养并保持表型稳定(图 2C 和图 4)。
基于上述平台, 我们筛选并合成人 Nkx2.1 基因

的 4 个潜在 miRNA 干扰序列, 然后插入到表达质粒

pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR中(图1), 采用微纳米

介导的基因转染技术使肺腺癌 C S C 表达上述

miRNA。FCM 检测显示转染率(GFP+ 比例)为 27%
(图 2B)。分选获得 GFP+ 和 GFP- 细胞群后进行免疫

荧光检测, 证明未转染的 GFP- 细胞表达 TTF-1 及其

调控靶基因 CCSP、SP-C 和 SP-B。而 miRNA 转染

的GFP+细胞仅表达SP-C, 其余标志表达已被显著下

调(图 2C)。
2.1  靶向 TTF-1 诱导细胞凋亡并抑制集落生长

将分选获得的GFP+细胞连续培养 4天, 每天检

测细胞凋亡, 发现在培养 48~72 h 时 GFPHigh 细胞出

现明显凋亡, 表现为细胞膜出现空泡并形成凋亡小体

(图 3A)。将分选的 GFP+ 和 GFP- 细胞培养在 6孔板

(100个细胞 /孔)中3周后检测集落形成能力, 发现靶

向 TTF-1 后集落数量降低了 55.5%(图 3B)。
然而, 尽管靶向TTF-1引起了GFPHigh细胞凋亡,

但 GFPLow 细胞仍能生存, 后者在常规含血清条件下

可以传代培养。

2.2  TTF-1 表达沉默促使细胞表型分化

据肺干细胞的层级(Hierarchy)学说, BASC分化

后形成 Clara 细胞和 II 型肺泡细胞, 此二类祖细胞

(progenitors)能进一步分化成为纤毛柱状细胞和 I 型
肺泡细胞[10], 其中纤毛柱状细胞分化受控于 Homeo-
domain 转录因子 Sox2, 而 I 型肺泡细胞分化受控于

锌指蛋白转录因子GATA6[11,12]。为了评估靶向TTF-
1 后 OCT4+BASC的分化命运, 我们检测了 BASC标

志CCSP和SP-C、I型肺泡细胞标志AQP5(aquporin
5)、胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESC)自我更

新的核心调控环(即 OCT4、Nanog 和 Sox2)以及肺

上皮细胞转录因子(TTF-1、GATA6 和 Foxj1)的表

达。图 4 结果显示, TTF-1+GFP- 细胞同时表达上述

图 1　miRNA 干扰序列表达质粒载体构建图示

Fig.1　Scheme of cloning miRNA sequence into the expression vector
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图 2　靶向 TTF-1 下调 CCSP 和 SP-B 表达

A: 流式细胞仪分选 SPC-A1 细胞中的 CD221+ 细胞, 免疫荧光检测 CD221+ 细胞亚群中 OCT4、CCSP、SP-C 蛋白表达; B: 转染 TTF-1 特

异性 miRNA 后, 流式细胞仪分选 CD221+ SPC-A1 细胞中的 GFP+(右)和 GFP−(左) 细胞亚群; C: 免疫荧光检测 GFP+ 和 GFP− 细胞中 SP-C、

CCSP、SP-B 及 T T F-1 蛋白表达。

Fig.2　CCSP and SP-B down-regulation after targeting TTF-1
A: the CD221+ cell subtype was sorted by flow cytometry from SPC-A1 cells and was subjected for immunostaining of OCT4, CCSP and SP-
C proteins; B: after transduction with TTF-1-specific miRNA, the GFP+ (right) and GFP− (left) cell subtypes were sorted by flow cytometry
from the CD221+ SPC-A1 cells; C: immunostaining for SP-C, CCSP, SP-B and TTF-1 expression in sorted GFP− and GFP+ subtypes.
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9 个标志, 提示此类细胞处于未分化状态。而 TTF-1
灭活后的GFP＋细胞仅表达SP-C和GATA6, 说明其

已经失去自我更新能力, 但分化阻断在 II 型肺泡细

胞。

美国研究者Bhaskaran等[13]曾报道, II型肺泡细

胞在体外培养过程中能够自发转型分化(tansdiff-
erentiate)为 I 型肺泡细胞。为了探讨 TTF-1 灭活癌

细胞是否具有类似特性, 我们将GFP+细胞连续传代

培养 4 周后检测 SP-C 及 AQP5 表达, 结果显示此类

细胞不表达TTF-1和 SP-C, 但仍阳性表达 AQP5, 提
示其已经分化为 I 型肺泡样细胞。同时我们也检测

了SPC-A1细胞, 发现该细胞在相同培养条件下均阳

性表达 TTF-1、SP-C 和 AQP5(图 5), 说明此株肺腺

图 3　TTF-1 表达沉默诱导细胞凋亡及生长抑制

A: 分选获得的 GFP+ 细胞连续培养 4 天, 每天检测细胞凋亡; B: GFP+ 和 GFP− 细胞培养三周后分别检测集落形成能力。

Fig.3　Apoptosis and growth inhibition after silencing TTF-1 expression
A: the sorted GFP+ cells were cultured for 4 days, apoptosis was detected each day; B: the sorted GFP+ and GFP− cells were cultured in vitro for
3 weeks and the colonies formation were then measured.

表 2　GFP+ 及 GFP− 细胞的集落形成

Table 2　GFP+ and GFP− cells colony formation
细胞 孔 1 孔 2 孔 3 平均

Cell Well 1 Well 2 Well 3 Mean

GFP+ 1 0 1 8 1 6 14.7
GFP- 2 8 3 7 3 4 3 3

癌细胞的分化存在缺陷, 不能自发转型分化形成I型
肺泡细胞。

3   讨论

前文作者报道, 无论是原发肿瘤还是细胞系, 肺
腺癌细胞均具有II型肺泡细胞的表型特征(即阳性表

达 SP-C), 其中少量癌细胞还同时表达 Clara 细胞标

志 CCSP 和 ESC 转录因子 OCT4, 此类 OCT4+BASC
(即 SP-C+CCSP+OCT4+ 细胞)具有显著的致瘤、转移

和耐药特性[14~16]。五年生存随访结果显示, 肺腺癌

组织中存在OCT4+BASC严重威胁患者生存[17,18]。本

文进一步报道, OCT4+BASC属于CD221＋细胞亚群,
此类癌细胞是具有ESC样表型特征的原始未分化细

胞, 表现为同时表达多种呼吸道上皮的谱系标志, 如
II 型肺泡细胞标志 SP-C, Clara 细胞标志 CCSP, I 型
肺泡细胞标志 AQP5 和纤毛细胞标志 Foxj1。这些

癌细胞中也存在 ESC 自我更新的核心调控环(core
regulatory circuitry), 即 OCT4、Nanog 和 Sox2, 提
示其可能表达 ESC 样基因谱, 具有自我更新能力。

上述结果支持肺腺癌的 BASC 起源说[5,6]。
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图 4　TTF-1 表达沉默后的表型分析

对分选获得的 GFP+(右)及 GFP−(左)细胞，采用免疫荧光检测 ESC 全能因子、肺特异性转录因子以及呼吸道上皮的细胞谱系标志表达。

Fig.4　Phenotypic analysis after silencing TTF-1 expression
The sorted GFP ＋(right) and GFP−(left) cells were stained immunofluorescently for the expression of ESC pluripotency factors, lung specific
transcription factors and respiratory cell lineage markers.

图 5　SPC-A1 细胞和 TTF-1 表达沉默后的 GFP+ 细胞表型分析

Fig.5　Phenotypic analysis of SPC-A1 cells and the GFP+ cells after TTF-1 silencing
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近年来, CSC 作为恶性肿瘤的治疗靶标已引起

国内外研究者的普遍关注。此类新颖靶向治疗的优

点是在杀灭 CSC 或诱导其分化后, 可以从源头上有

效控制肿瘤复发转移并提高细胞毒化疗药物的疗效,
从而显著改善患者预后[19]。但开展这项靶向治疗研

究的前提是需要系统解读控制CSC自我更新及分化

的分子机制。实验研究揭示, 小鼠 BASC 是肺脏内

控制肺泡发育及代谢更新(homeostasis)的成体干细

胞, 此类肺干细胞系由胚胎早期的肺原基(bud)发育

形成[20]。TTF-1 是该原基的特异性标志之一, 基因

敲除(knockout)实验证实, 选择性灭活 TTF-1基因(又
称 Nkx2.1)后的遗传缺陷小鼠肺脏内缺乏肺泡[21]。

细胞谱系追踪(lineage trace)研究进一步显示, 肺泡上

皮源自胚肺小管期(canalicular phase)支气管树盲端的

远端干细胞(distal stem cells), 后者向肺泡上皮分化

可能需要多种转录因子(如TTF-1和GATA6等)的协

同作用[22]。Zhang 等[23]报道, 灭活 GATA6 基因引起

肺脏内 BASC 积聚, 导致明显的肺泡发育障碍。但

TTF-1在BASC中有何生物学功能, 目前未见研究报

道。本文以 OCT4+BASC 为研究对象进行了初步探

讨。实验结果显示, 采用微纳米技术将特异性miRNA
导入OCT4+BASC后 TTF-1表达显著下调, 这些TTF-1
灭活细胞呈现典型的表型分化特征, 表现为(1)ESC核
心转录因子消失; (2)除SP-C和GATA6外, 其他呼吸

道上皮谱系标志不再表达。因而通过上述研究可以

认为, 靶向TTF-1驱使OCT4+BASC向 II型肺泡细胞

分化。

按照肺干细胞的层级学说, II 型肺泡细胞是肺

泡上皮的祖细胞, 能够转型分化成为 I 型肺泡细胞,
后者属于终末分化细胞, 最终从肺泡壁脱落消失[24]。

但肺腺癌细胞存在明显的分化缺陷, 在肺腺癌细胞系

如SPC-A1中很难观察到此类癌细胞能自发形成SP-C-

AQP5+ I 型肺泡细胞, 这种分化缺陷可能与 TTF-1
持续表达有关。那么, 灭活 TTF-1 将驱使肺腺癌细

胞进一步分化。我们探讨了这种可能性,  发现将

TTF-1灭活细胞连续传代培养4周后可以检测到SP-C-

细胞, 此类细胞表达 AQP5。实验结果提示, 就表型

特征的角度, 灭活TTF-1赋予了肺腺癌细胞终末分化

的能力, 但这种分化是否与 TGFβ1 的自分泌调控有

关[13], 尚待深入研究。

TTF-1 是肺癌的一种谱系特异性(lineage-spec-
ific)癌基因, 主要表达在肺腺癌和小细胞肺癌[8], 而此

类肺癌的发生被认为与远端干细胞恶变有关[5 ,10]。

尤其在肺腺癌中, 最近的研究发现存在TTF-1的基因

扩增现象, 这些 TTF-1 过表达的癌细胞(特别是伴随

Nkx2-8 基因表达时)恶性程度较高[25]。因而在上述

癌细胞中灭活 TTF-1 可以抑制细胞增殖甚至诱发凋

亡[26]。本文结果与此吻合。我们也观察到 TTF-1 灭

活细胞的体外集落形成能力明显下降, 其中 GFPHigh

细胞在分选后 3天内出现凋亡。最近报道, TTF-1能
够转录调控癌胚细胞粘附分子 6(carcinoembryonic
cell adhesion molecule 6, CEACAM6)的表达, 后者具

有抑制 I I 型肺泡细胞及肺腺癌细胞失巢凋亡

(anoikis)的作用, 因而灭活 TTF-1下调CEACAM6表
达会促使细胞凋亡[27,28]。但TTF-1在OCT4+BASC中

是否也通过类似的作用机制调控细胞凋亡, 尚需进一

步分析。

综上所述, OCT4+BASC属于具有ESC样表型特

征的原始未分化细胞, 此类癌细胞持续表达 TTF-1可
能是导致其分化缺陷的机理之一。实验显示, 靶向灭

活该转录因子后OCT4+BASC的表型发生了显著改变,
形成SP-C-AQP5+细胞, 提示其向I型肺泡上皮分化, 伴
随着这一分化事件出现细胞增殖能力下降和凋亡。
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Targeting the Thyroid Transcription Factor-1 Induces Phenotypic
Differentiation of Human Lung Adenocarcinoma Stem Cells

Yan Li, Ming-Ming Xue, Xue-Lian Qi, Qin Geng, Hui-Li Xu, Qiang-Gang Dong*
(Laboratory of Cancer Stem Cells, Shanghai Jiaotong University Cancer Institute,

Shanghai 200032, China)

Abstract        The cancer stem cells (CSC) have been characterized by their abilities to self-renew and to
differentiate into heterogeneous lineages of cancer cells that compose the tumor. The molecular mechanisms regu-
lating these properties, however, remain largely unknown. In this study, we explored the impact of targeting thyroid
transcription factor-1(TTF-1) on the differentiation of CSC in human lung adenocarcinoma by using of nanopartical-
mediated microRNA silencing technique. The results showed that CSC in lung adenocarcinoma belonged to the
primitive, undifferentiated cells with phenotypic features of embryonic stem cells (ESC). These cancer cells ex-
pressed the core regulatory circuitry for self-renewal in ESC (i.e., OCT4, Nanog and Sox2), the phenotypic markers
of bronchioalveolar stem cells (CCSP and SP-C), and the lineage markers related to the type I pneumocytes AQP5
and the ciliated cells Foxj1. They also exhibited the lung development-related transcription factors (TTF-1 and
GATA6). In contrast, the TTF-1-inactivated cells expressed SP-C and GATA6 only, indicating the loss of capacity to
self-renew and the phenotypic differentiation into type II pneumocytes. After propagations in culture, these TTF-1-
inactivated cells further differentiated into the type I-like pneumocytes with phenotype of SP-C-AQP5+. These data
documented that TTF-1 played a critical role in maintaining the biological features of CSC in lung adenocarcinoma.
Silencing this gene enforced the lung adenocarcinoma stem cells to differentiate phenotypically.
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