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摘要 乳腺干细胞是研究器官形成、细胞增殖、分化、生存和凋亡等信号通路的理想模型，而近来的研究发现许多成体干细

胞的特异性表面标记都与细胞黏附分子(cell adhesion molecule，CAM)家族相关．因此，研究胚胎期乳腺干 /祖细胞群的黏附
分子基因表达特点，对于纯化和鉴定胚胎期乳腺干 /祖细胞具有重要指导意义．用成年小鼠乳腺上皮干细胞的标记 CD24和
CD49f 来分选小鼠胚胎期 14 天乳腺原基细胞群，发现 CD24+和 CD49f +双阳性的乳腺原基细胞包含两个细胞群：

CD24hiCD49f+细胞群和 CD24medCD49f+细胞群．它们占乳腺原基总细胞的比例分别为 16%和 47%．在随后的细胞培养实验和
体内移植再生实验中发现，CD24medCD49f +细胞群可以贴壁，而且具有再生乳腺导管的能力，相反，CD24hiCD49f +细胞群既

不能贴壁也不具有移植再生能力．这些结果表明，这两个细胞群分别代表不同的细胞类型，而 CD24medCD49f+细胞群有可能

包含具有自我更新能力的乳腺原基干 /祖细胞．挑选了可能与乳腺相关的 19个黏附分子，并对这两群细胞进行了定量 PCR
检测．结果表明，具有乳腺导管重建能力的 CD24medCD49f +细胞群的黏附分子基因表达明显区别于 CD24hiCD49f +细胞群，

而且其中几个与成体干细胞相关的标记基因在 CD24medCD49f +细胞群中的表达显著高于 CD24hiCD49f+细胞群．
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由于乳腺干细胞(mammary stem cells, MaSCs)具
有自我更新、分化成乳腺各种类型细胞以及可能的

单细胞重建完整乳腺的能力，越来越多的人对它产

生了浓厚的研究兴趣．目前，乳腺干细胞的研究以

成年小鼠为主，原因是胚胎期小鼠乳腺在取材方面

存在技术操作上的困难．2006 年， Stingl 和
Shackleton等[1-2]第一次用干细胞标记 CD29/CD49f
和 CD24 成功地从成年小鼠乳腺上皮组织中富集到
Lin- CD24medCD49fhi乳腺干细胞群和 Lin- CD24+CD29hi

乳腺干细胞群．对于胚胎乳腺的研究，早在 2000
年，Robinson等[3]就已经证明胚胎期 15 天的小鼠
乳腺原基经移植能够再生乳腺导管树，但直到目前

为止还没有人从乳腺原基中分离到具有乳腺再生能

力的细胞群．人们对乳腺原基细胞的了解还很模

糊．那么乳腺原基中的所有细胞都具有再生能力

吗，它是否包含不同的细胞类型？这些问题尚需要

我们进一步研究．

最近发现，许多成体干细胞的表面特征标记都

与细胞黏附分子有关．细胞黏附分子(cell adhesion
molecule，CAM)的作用主要是参与细胞与细胞之
间及细胞与细胞外基质之间相互作用，可大致分为

五类：钙黏素、选择素、免疫球蛋白超家族、整合

素及透明质酸黏素．目前发现的与黏附分子家族基

因相关的成体干细胞有许多种，例如，脂肪干细胞

表面高表达 CD29、CD44和 CD49e[4]，乳腺癌干细

胞的表面标记 CD44[5]，皮肤角质细胞干细胞的标

记 CD29、CD49f和 CD34[6-7]等．另外，脐带间充

质干细胞表达 CD51、CD29和 CD44[8]，胎儿骨髓

间充质干细胞高表达 CD29、CD44 及 CD49e 分
子，低表达 CD106、CD54、CD11b[9]等等．那么，
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不同类型的干细胞可能有其独特的细胞表面黏附分

子表达特点．

针对以上的问题，我们用成体小鼠乳腺上皮干

细胞的标记对乳腺原基细胞进行分选，发现乳腺原

基细胞 CD24和 CD49f双阳性表达区域包含两个
分界清晰的细胞群．随后，我们通过实验来研究这

两个不同的乳腺原基细胞群的特点及其黏附分子表

达，以进一步探讨乳腺干 /祖细胞群特有的细胞表
面黏附分子表达特点．

1 材料与方法

1援1 胎鼠的获得和日龄的确定

将 8周龄 ICR 雌性发情小鼠于下午 4∶00 左
右放入种公鼠笼子中进行交配，隔日早上 9∶00检
查阴栓，确定是否受孕．以见栓日为第 0 天，
14天后早上取得的胎鼠计为胚胎期 14天；如此计
算．实验操作遵循的程序符合国家及提供实验动物

单位制订的有关实验动物福利的规则和制度．

1援2 乳腺原基准备

将围产期指定日期的雌性母鼠脱颈处死，70%
酒精消毒腹部．用已灭菌的手术剪刀、镊子小心剪

开腹部皮肤，小心将子宫剪下，迅速放入盛有

DPBS的培养皿中，用弯头镊小心将子宫壁撕破，
取出胎鼠，并将其转移至另一盛有 DPBS的培养皿
中，反复清洗 3遍至液清为止．在体视镜下去除胎
鼠头部及四肢，用眼科镊和游丝镊沿胎鼠体躯两侧

壁分别剥离腹部皮肤，用游丝镊剥离乳腺原基．

1援3 乳腺原基细胞准备

将分离好的乳腺原基用口吸管转移至 0.1%胰
酶中，37℃ 孵育 1.5 min．机械吸打吹散，相应浓
度的胰酶抑制剂(Sigma公司)抑制胰酶活性．之后
将乳腺原基细胞重新悬浮于 DPBS中，并用 40 滋m
细胞筛过滤以获得单细胞悬液．

1援4 流式细胞染色及分选

将准备好的单细胞悬液离心，用 1% BSA 重
悬，4℃封闭 10 min．使用一抗直标的抗体按照说
明书建议的用量，4℃孵育 15 min．随后，将细胞
离心，DPBS 重悬以备分析．如果分选细胞，可
用不加血清的 DMEM培养液重悬细胞以备分选．
数据分析使用 SUMMIT 4.0 软件 (http://www.
Dakocytomati on.com). 细胞分选使用 MOFLO
(High- performance cell sorter，Dako)．
1援5 细胞贴壁实验

为了更好地增加细胞的黏附，我们在培养板上

先铺了一层饲养层细胞作为细胞支持基质．之后将

分选的 GFP-CD1小鼠来源的绿色细胞培养在饲养
层细胞上．细胞培养基使用 Ham忆s F-12 培养基
(Invitrogen 公司)添加 5%FBS，1 g/L 氢化可的松
(Sigma公司)，5 g/L胰岛素(Sigma公司)和 20 滋g/L
EGF(Sigma公司)．饲养层细胞的制备：使用无菌
条件下的 12.5天 ICR小鼠胚胎成纤维细胞，一般使
用第二代到第四代的饲养层细胞．饲养层细胞用丝

裂霉素 C(10 mg/L)处理后使用．以 5.6伊104个 /cm2

的细胞密度铺在 0.1%明胶处理过的培养皿上．
1援6 移植再生分析

21日龄的雌性 Scid小鼠作为受体动物．通过
手术去除这些小鼠腹股沟内侧第四对乳腺的内源上

皮．GFP-CD1小鼠作为供体动物．细胞移植的时
候，用过火烤拉伸的巴斯德口吸管将分选得到的不

同细胞群注射到上皮完全去除干净的 Scid乳脂垫
上．7周后，手术取出乳腺，并将其展开在载玻片
上，通过荧光倒置显微镜(Nikon公司)观察再生情
况并照相．

1援7 组织免疫荧光染色

将乳腺组织固定于 4%多聚甲醛溶液中，石
蜡切片依照标准步骤进行．免疫荧光染色时，

K14一抗 4℃孵育过夜，二抗室温孵育 1.5 h，
K18一抗复染过夜，二抗室温孵育 1.5 h，详细步
骤参考文献[10]．共聚焦显微镜使用 Nikon Eclipse
TE2000-E．
1援8 RNA提取及 Real鄄time PCR
我们用 RNeasy micro kit(Qiagen, Inc., Valencia,

CA)从指定的细胞群提取总 RNA，基本参照美国
ABI 7900定量 PCR Mix试剂盒说明书进行操作[10].
实验数据分析和作图均使用 Microsoft Office Excel
软件，P < 0.05被认为是统计学差异显著．

2 结 果

2援1 CD24hiCD49f+细胞群与 CD24medCD49f+细胞群

具有不同的贴壁特点

CD49f属于细胞黏附分子整合素家族，CD24
是神经干细胞的标记．2006年 Stingl 等使用标记
CD24med和 CD49f hi富集了成年小鼠乳腺上皮组织

中的干细胞群，证实了成年乳腺上皮干细胞的存

在．这里我们用 CD24 和 CD49f来分选小鼠胚胎
期 14天的乳腺原基细胞．根据 CD24和 CD49f的
表达，流式细胞分析结果表明，CD24+和 CD49f +

双阳性区域内乳腺原基细胞可以分成 2 个界限明
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2援3 CD24hiCD49f+与 CD24medCD49f+细胞群具有不

同的黏附分子基因表达特点

上面的结果表明，CD24hiCD49f+细胞群不能贴

壁也不具有再生能力，相反，CD24medCD49f+细胞

群可以贴壁，也具有一定的再生乳腺导管的能力．

我们通过查阅资料知道细胞表面分布大量的黏附分

子，而且这些黏附分子在干细胞的特异表面标记研

究中具有重要作用．因此，为了阐明这两个细胞群

各自特定的黏附分子表达特点，我们选择了 19个
有可能与乳腺细胞相关的黏附因子，对这两个细胞

群进行定量 PCR检测．结果表明，有 12个黏附分
子 在 CD24medCD49f + 细 胞 群 中 的 表 达 高 于

Fig. 2 CD24medCD49f+ cell population are capable of regenerating mammary ductal units
(a) No outgrowths were detected after the transplantations of CD24hiCD49f+ cells into cleared mammary fat pad for 7 weeks. (b) 7-week GFP+ duct

outgrowth regenerated in cleared mammary fat using CD24medCD49+ mammary anlagen cells. (c) Expressions of K14 (green) and K18 (red) were

detected in regenerated mammary duct.

(a) (b) (c)

250 滋m 250 滋m 250 滋m

Fig. 1 CD24hiCD49f+ and CD24medCD49f+ cell populations possess of different abilities for attaching plate
(a) Gating strategy used to purify cells from the two CD24+ plus CD49f + double-positive populations. (b, c) In monolayer culture assay, the cells from

CD24hiCD49f + population could not attach to the plate. (d, e) The cells from CD24medCD49f + population could attach to the plate and grow.
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显的细胞群： CD24hiCD49f + 细胞群 (16% ) 与
CD24medCD49f +细胞群(47%，图 1a)．在随后进行
的体外培养实验中，我们发现，CD24hiCD49f +细

胞群不能贴壁(图 1b 和 1c)，而 CD24medCD49f +细

胞群可以贴壁(图 1d和 1e)．

2援2 CD24medCD49f+细胞群具有再生乳腺导管结构

的能力

为了进一步研究这两个细胞群的功能特点，我

们分别对这两个细胞群进行了免疫缺陷小鼠的体内

移植实验．发现 CD24hiCD49f +细胞群不具有再生

乳腺导管的能力(图 2a)，而 CD24medCD49f +细胞群

能够再生乳腺导管单元(图 2b)．随后，我们将再生
组织进行石蜡包埋切片和乳腺导管上皮标记的免疫

荧光染色实验，发现再生的乳腺导管具有导管腔的

结构，并且表达乳腺导管肌上皮标记 K14(keratin 14)
和腔上皮标记 K18(keratin 18)(图 2c)．以上结果表
明，具有贴壁特点的 CD24medCD49f +细胞群具有一

定的自我更新能力．因此我们认为 CD24medCD49f +

细胞群有可能包含具有乳腺再生能力的乳腺干 /祖
细胞．
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CD24hiCD49f +细胞群，它们分别是 CD29，CD49e,
CD49d，E-cadherin，CD49a，CD44，N-cadherin，
CD51，CD11a，CD56，CD11c，CD11b(图 3b)．
但是也有 7个黏附分子在 CD24hiCD49f +细胞群中

的表达高于 CD24medCD49f +细胞群，包括 CD49c，
CD104, P-cadherin, CD54, CD49b, CD50, CD102
(图 3a)．其中，CD49d, E-cadherin, CD49b, CD50,
CD102这几个基因的表达值在两个细胞群中都偏
低．但我们仍然可以通过这些实验了解这两个乳腺

原基细胞群的不同特点．

3 讨 论

乳腺是一个复杂的器官，成体小鼠乳腺组织包

括许多种细胞类型，有乳腺上皮细胞、基质细胞、

脂肪细胞、神经细胞、淋巴细胞等等．而在乳腺的

发育早期，细胞的组成则相对简单，但是具体的乳

腺原基包含哪些类型的细胞，现在还没有研究清

楚[11]．我们分离到的两群乳腺原基细胞具有明显不

同的贴壁能力和再生能力，表明这两群细胞分别代

表不同的细胞类型．由于 CD24medCD49f +细胞群具

有再生乳腺导管的能力，于是我们猜测这群细胞可

能包含具有再生能力的乳腺原基干 /祖细胞，但这
群细胞是否还包含其他分化等级的细胞，尚需要进

一步研究．此外，根据 CD24hiCD49f +细胞群的不

贴壁特性，我们推测它不属于乳腺上皮特点的细胞

类型[12]．

从定量表达分析结果可知，有 7 个黏附分子
在 CD24hiCD49f +细胞群中的表达值高 于在

CD24medCD49f +细胞群中的表达值，而另外的 12个
黏附分子在 CD24medCD49f +细胞群中表达值较高．

这个结果表明这两群细胞表达不同的细胞标记，进

一步证明他们分属不同的细胞类型．并且，在

CD24medCD49f +细胞群中相对高表达的 12个黏附
分子，可能与这群细胞的贴壁特性以及再生能力有

潜在的联系．由于最近越来越多的研究发现成体干

细胞的表面黏附因子呈特异性表达，而具有乳腺导

管再生能力的 CD24medCD49f +细胞群可能包含乳腺

干 /祖细胞，所以这群细胞也应该有其独特的黏附
分子表达特点．那么，在这群细胞中显著高表达的

12个黏附分子就有可能代表乳腺原基中干 /祖细胞
群的特点．以前的研究表明 CD29是成年乳腺上皮
干细胞的标记，也是皮肤角质化干细胞的标记[6]．

在这里，CD49f富集的细胞群同样具有 CD29的高
表达，暗示原基干 /祖细胞群的细胞标记与成年乳
腺上皮干细胞群可能具有一致性．但是由于

CD24hiCD49f +细胞群也同时表达 CD29，暗示这两
个标记对于富集乳腺原基干 /祖细胞而言可能不具
有特异性．因此，需要通过分析其他细胞表面标记

的表达，进一步寻找特异的乳腺干细胞标记．而在

两个细胞群间存在的表达显著差异的黏附分子中，

CD49e 和 CD51 是其他成体干细胞的标记 [8-9]，

CD44是乳腺癌的标记[5]，这些都有可能作为候选

标记用以进行乳腺原基干细胞的分离纯化．另外，
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Fig. 3 CD24hiCD49f+ and CD24medCD49f+ cell
populations possess of different cell adhesion

molecule gene expressions
(a) Quantitative RT-PCR of 7 cell adhesion molecule genes that are

highly expressed in the CD24hiCD49f + cells. Error bars, 依 standard

deviation (SD). "*" indicate remarkable statistical differences (P < 0.05).

1: CD49c; 2: CD104; 3: p-cad; 4: CD54; 5: CD49b; 6: CD50; 7: CD102;

(b) Quantitative RT-PCR of 12 cell adhesion molecule genes that are

highly expressed in the CD24medCD49+ cells. Error bars, 依 standard

deviation (SD). "*" Indicate remarkable statistical differences (P < 0.05).

1: CD29; 2: CD49e; 3: CD49d; 4: E-cad; 5: CD49a; 6: CD44; 7: N-cad;

8: CD51; 9: CD11a; 10: CD56; 11: CD11c; 12: CD11b. :

CD24hiCD49f+; : CD24medCD49+.
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我们目前得到的证据并不足以解释 CD24medCD49f +

细胞群可以贴壁和移植再生的原因，还需要在今后

的其他实验进一步探索．

总之，我们的研究揭示了小鼠乳腺原基中包含

不同类型的细胞．其中的一群细胞有可能包含乳腺

原基干 /祖细胞．而未来对于乳腺原基干 /祖细胞
群的特点鉴定将有助于我们进一步了解胎儿乳腺发

育过程与乳腺干细胞的直接关系以及乳腺干细胞的

发育起源．此外，一些研究者指出，怀孕早期胎儿

过度暴露于激素条件下会增加出生后的乳腺癌易

感率 [13-15]，而这些很有可能是正常干细胞癌变所

致[16]．因此，我们的研究同样为一些因胎儿激素环

境改变而引起乳腺癌的治疗性研究提供有利的理论

基础和操作可行性．
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Expression Pattern of Selected Cell Adhesion Molecules in
Mammary Duct Repopulating Cells Sorted From

The Mouse Mammary Anlagen*
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Abstract Mammary stem cells (MaSCs) is an ideal model for studies of organogenesis, cell proliferation,
differentiation, survival and apoptosis. Recent researches showed that many adult stem cell surface markers
belonged to cell adhesion molecule (CAM) family. Therefore, analysis of relationship between mammary
stem/progenitor cells and the expression pattern of CAM have directive meanings for identifying embryonic
mammary stem/progenitor cells and understanding their properties. Here, cells in E14 mouse mammary anlagen
were purified using the adult mouse mammary epithelial stem cell (MaESC) markers of CD24 and CD49f. It was
found that CD24 and CD49f double-positive cells contain two distinct cell populations: CD24hiCD49f + and
CD24medCD49f +, and their percentages in total mammary anlagen cells were 16% and 47%, respectively. In the
following monolayer culture and in vivo transplantation tests, it was found that the CD24medCD49f + cells could
attach plate and regenerate mammary ductal units; correspondingly, CD24hiCD49f + cells did not possess of these
capabilities. These results indicate that the two mammary anlagen cell populations represent different cell types,
and CD24medCD49f + population may contain the self-renewal mammary anlagen stem/progenitor cells. Afterwards,
the differences in the expressions of 19 mammary-related CAM transcripts in the two cell populations were
validated by quantitative real-time PCR analysis. The data show that the CAM gene expressions of mammary
repopulating-CD24medCD49f + cells are dramatically different from that of CD24hiCD49f + cell population. The
expressions of several adult stem cell markers in CD24medCD49f + cell population are remarkable higher than those
in CD24hiCD49f + cell population.
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