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摘要      小鼠乳腺由多种不同类型的上皮细胞构成。多潜能干细胞位于乳腺发育的顶端, 是乳

腺中所有分化细胞类型的来源。然而, 这群多潜能乳腺干细胞此前尚未通过特定的标记基因得到鉴

定, 其存在性也备受争议。借助乳腺干细胞体外培养体系, 从Wnt信号通路入手, 发现了蛋白C受体基

因Procr。在乳腺中, Procr作为一个新的Wnt信号通路的靶基因, 能够标记多潜能乳腺干细胞。Procr标
记乳腺基底细胞中的一个亚群, 这个亚群的细胞低表达基底细胞普遍表达的角蛋白, 表现出上皮–间
充质转化的特性。Procr阳性的细胞在移植实验中表现出最高的乳腺重建率, 体内追踪Procr阳性细胞

的后代, 发现Procr阳性细胞能够在发育过程中分化形成乳腺上皮的所有细胞类型。多潜能乳腺干细

胞的发现结束了乳腺中多潜能干细胞存在性的争议, 对乳腺癌的诊断及靶向治疗具有重大意义。
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Abstract      The mammary gland is composed of multiple types of epithelial cells. Mammary stem cells 
(MaSCs) reside in the heterogeneous basal cells as suggested by transplantation assays, yet a specific marker for 
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MaSCs remains unidentified. Moreover, the existence of these multipotent MaSCs remains controversial. Here we 
demonstrate that protein C receptor (Procr), a novel Wnt target in the mammary gland, marks a unique population 
of multipotent mouse MaSCs. Procr-positive cells localize to the basal layer, exhibit epithelial-to-mesenchymal 
transition characteristics and express low levels of basal keratins. Procr-expressing cells have a high regenerative 
capacity in transplantation assays and differentiate into all lineages of the mammary epithelium by lineage tracing. 
Our results define a novel mammary stem cell population and settle a ranging debate on the existence of the 
multipotent mammary stem cell. These cells could be important in the initiation of breast cancer.
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功率的多潜能干细胞, 此前尚未得到解决。除了借

助移植实验, 科学家也试图通过细胞谱系追踪的方

法(lineage tracing)在乳腺的正常发育过程中鉴定多

潜能干细胞的类群。 此前, 两个实验室分别报道了

他们对基底细胞所形成的后代细胞类型进行追踪

及分析的结果。其中一方的结果发现, 基底细胞形

成的后代细胞只有基底细胞, 因而认为乳腺中并不

存在多潜能的干细胞, 只存在单潜能的干细胞[6]; 而
另一方的结果却与之截然相反[7], 提示基底细胞能

够形成所有细胞类型。除了对所有基底细胞进行

谱系追踪外, 也有实验室开展了对基底细胞的亚群

Lgr5+或Axin2+细胞进行谱系追踪[8-9]。这些工作提

示, 这些细胞所形成的后代细胞仅贡献于基底细胞, 
Lgr5+或Axin2+细胞是单潜能的干细胞。位于乳腺

细胞谱系最顶端的多潜能干细胞是否存在仍是未

解之谜。

借助体外培养系统寻找乳腺干细胞标记
此前的多个研究报道了Wnt信号通路对于乳

腺的发育和干细胞特性维持的作用[10-12]。通过敲除

Wnt蛋白受体Lrp5和Lrp6的方法, 破坏Wnt信号通路, 
会导致乳腺发育的迟缓[13-14]。而过表达Wnt信号通

路关键蛋白β-catenin, 持续激活Wnt信号通路, 则会

导致怀孕期乳腺发育的提早, 并诱发异常的乳腺细

胞扩增[15]。我们实验室前期的研究也发现了Wnt蛋
白成员之一Wnt4和Rspo1在体内协同促进干细胞的

自我更新[16]。更为重要的是, 实验室之前的研究工

作, 通过在体外3D培养体系中添加Wnt3A蛋白, 实
现了乳腺干细胞在体外培养条件下的传代扩增和干

细胞特性维持, 从而建立了乳腺干细胞体外培养的

体系[17]。基于Wnt信号通路对乳腺干细胞干性维持

的关键作用, 借助自主建立的体外培养系统, 我们在

乳腺干细胞中的Wnt信号通路的靶基因中筛选出在

乳腺干细胞: 多潜能VS单潜能
乳腺是由多种不同类型的细胞构成的导管结

构。组成乳腺上皮的细胞类型主要包括基底细胞

(basal cell)和管腔细胞(luminal cell)。此外, 在怀孕

期, 位于乳腺导管分支末端的管腔细胞能够进一步

分化形成分泌乳汁的特殊细胞类型——腺泡状细胞

(alveolar cell)。
很多器官存在着组织特异的干细胞, 也称为成

体干细胞。通过自我更新和分化, 成体干细胞为器

官的发育和成体器官的自稳态维持提供各类型的分

化细胞。并且, 成体干细胞的病变也是肿瘤的重要

起源之一[1]。因而, 研究成体干细胞具有十分重要的

意义。而作为出生后发育的器官, 乳腺系统在成体

干细胞研究中具有得天独厚的优势。随着个体进入

青春期, 乳腺也会进入一个快速发育阶段, 在这一时

期, 乳腺干细胞的自我更新十分旺盛, 从而构建形成

完整的乳腺结构。乳腺的第二个快速发育阶段是在

怀孕时, 这一时期, 乳腺干细胞会被重新活化, 通过

不断地自我更新, 来满足怀孕期乳腺发育对多种细

胞类型的需求[1-3]。乳腺干细胞这种活跃的自我更新

和分化, 为我们研究其特性提供了便利。

此前的研究利用特异的细胞表面标记Lin–、
CD24+和CD29hi, 能够将基底层细胞和管腔细胞

通过流式分选区分开来, 并通过移植实验, 发现了

乳腺上皮的基底细胞中存在多潜能的乳腺干细胞

(mammary stem cells, MaSCs), 能够在体内再生成

为新的器官, 包含所有乳腺分化细胞类型[4-5]。然而, 
乳腺的基底细胞存在很强的异质性, 它们包括了多

种细胞类型, 例如干细胞、祖细胞(progenitor)和终

末分化的基底细胞。乳腺基底细胞的异质性在移

植实验中的表现就是虽然能够重建完整乳腺, 但乳

腺重建的成功率较低。如何借助特异的细胞表面

标记在基底细胞中鉴定出真正具有高乳腺重建成
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A~C: 短期(2 d)追踪标记基底层中单个Procr+细胞; D~F: 长期追踪(3周)显示, Procr+细胞产生的后代包括了基底层细胞和管腔细胞。

A~C: short term (2 days) tracing of single Procr+ cell in basal layer; D~F: long term (3 weeks) tracing shows that the progeny of Procr+ cells contribute 
to both basal and luminal layer.

图1    细胞谱系追踪: Procr能够标记多潜能的乳腺干细胞(根据参考文献[24]修改)
Fig.1   Procr labels multipotent adult mammary stem cells in lineage tracing (modified from reference [24])
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干细胞干性维持中能够发挥重要作用的基因, 并计

划在其中编码膜蛋白的靶基因中找到乳腺干细胞特

异的分子标记。

乳腺干细胞分子标记的发现
借助芯片(Microarray)的方法, 我们得到了体外

培养的干细胞中响应Wnt信号而被激活的一系列基

因。我们从中筛选出了Procr(protein C receptor)基因。

Procr是一个单次跨膜蛋白[18], 之前对该蛋白的功能

研究主要集中在抗凝血反应、炎症反应和造血干细

胞等方面[19-22]。Procr基因在乳腺干细胞中的作用尚

未有报道。借助流式细胞分析技术和免疫荧光染色, 
我们发现表达Procr的细胞是存在于基底细胞中的

一个小的亚群, 约有3%的基底细胞表达Procr。而另

一方面, Procr在管腔细胞中不表达。借助体外3D培

养的方法, 我们发现只有Procr+的基底细胞能够在

体外3D培养条件下形成克隆, 而Procr–的基底细胞

没有克隆形成能力。

我们通过移植实验进一步验证了Procr+的基底

细胞的体内再生能力。我们发现, Procr+的基底细

胞能够在免疫缺陷的受体小鼠中更有效地再生成新

的器官, 与总体的基底细胞比较, Procr+的基底细胞

的乳腺重建能力提高了约6倍, 这表明Procr能够作

为特异的分子标记进一步在基底细胞中富集乳腺干

细胞。

多潜能乳腺干细胞的发现
为进一步验证Procr+细胞在正常乳腺发育中

是否具有这种多潜能性, 我们构建了ProcrCreERT-

IRES-tdtomato基因敲入小鼠。在Procr+细胞中特异表达

CreER重组酶, 该重组酶需要在注射Tamoxifen的
情况下才能被条件性地激活。接着, 我们通过遗传

实验获得ProcrCreERT-IRES-tdtomato、RosamTmG/+小鼠, 在
注射Tamoxifen的情况下, 未发生同源重组的细胞

依然表达mTomato, 而Procr+的细胞产生有活性的

重组酶, 开始表达mGFP[23]。这种重组是不可逆的

过程, 因此Procr+的细胞的后代细胞都表达mGFP。
实验证明, 我们成功地标记了小鼠正常发育状态下

乳腺中表达Procr的细胞(图1A~图1C)。进一步追

踪这群被标记细胞的后代细胞, 分析其细胞类型, 
我们证明了这群被标记的Procr+细胞在正常乳腺

发育过程中能够形成所有的乳腺细胞类型(图1D~
图1F)。该发现解决了乳腺干细胞领域长期以来对

多潜能干细胞是否存在的争议。我们证明, Procr+
细胞是对位于乳腺细胞谱系的最顶端的多潜能干

细胞, 在移植实验中具有最高的再生能力, 在谱系



4 · 领域前沿 · 中国 ·

追踪实验中能够分化为所有分化细胞类型[24](图
2)。

多潜能乳腺干细胞VS乳腺癌干细胞
发现Procr标记的多潜能乳腺干细胞为我们进

一步研究乳腺干细胞的特性奠定了坚实的基础。 
我们通过高通量的RNA-seq技术, 比较了基底细胞

中Procr+和Procr–细胞的转录组差异。我们发现, 这
群正常乳腺来源的多潜能干细胞具有明显的上皮–

间充质相互转化(epithelial to mesenchymal transition, 
EMT)的特性。上皮–间充质相互转化在乳腺癌的

发生和转移过程中发挥了十分重要的作用[25-26]。而

Procr也在CD44+富集的乳腺癌干细胞中高表达[27]。

正常乳腺干细胞表现出明显的EMT特性, 这提示我

们, 可能正常乳腺干细胞和乳腺癌干细胞之间的相

似性要远比我们之前认识的多得多。这为我们从正

常乳腺干细胞入手, 研究肿瘤干细胞的性质, 进而研

究肿瘤的发生和转移提供了新的思路。

Procr标记的多潜能乳腺干细胞能够在移植实验中具有最高的乳腺重建率, 并且能在细胞谱系追踪过程中形成所有的乳腺细胞类型。

Multipotent MaSCs marked by Procr can generate all differentiated cell types, as determined by lineage tracing, and displaied the highest repopulation 
efficiency by transplantation. 

图2   多潜能和单潜能的乳腺干细胞在乳腺上皮系统中共同存在(根据参考文献[24]修改)
Fig.2   Multipotent and unipotent MaSCs coexisting in the mammary epithelial cell hierarchy (modified from reference [24])
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