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单克隆抗体18H12抑制PAMC-82胃癌干细胞的自我更新和侵袭能力
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[摘 要] 目的：探讨靶向胃癌干细胞的功能性单克隆抗体18H12对胃癌干细胞自我更新和侵袭能力的作用。方法：以胃癌

细胞株PAMC-82为模型，用流式细胞术检测其亲本细胞和通过成球培养富集干细胞后细胞膜表面烯醇化酶1（enolase-1，ENO1）

的表达水平，用流式细胞术分选出ENO1+和ENO1-细胞，并检测其自我更新和侵袭能力。以商业化的ENO1抗原和抗体作为样

品，利用免疫共沉淀实验（co-immunoprecipitation，CoIP）验证靶向ENO1的18H12抗体能够准确识别ENO1。分别用18H12处理

PAMC-82细胞12、24、48 h后，用甲基纤维素成球实验和Transwell小室法分别检测18H12对PAMC-82细胞自我更新和侵袭能力的影

响。结果：细胞膜表面的ENO1在PAMC-82球体细胞中的表达水平明显高于亲本细胞（P<0.01），ENO1可作为一个靶向胃癌干细

胞的潜在靶点。分选的ENO1+细胞的自我更新和侵袭能力明显强于ENO1-细胞和亲本细胞（P<0.05或P<0.01）。18H12抗体能够

准确识别ENO1，与商业化抗体识别的条带一致。单抗18H12能显著抑制PAMC-82细胞的自我更新和侵袭能力（均P<0.01）。结

论：单克隆抗体18H12能够显著抑制胃癌干细胞的自我更新和侵袭能力，有望成为靶向胃癌干细胞的候选抗体药物。
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Monoclonal antibody 18H12 suppresses the self-renewal and invasion of PAMC-82
gastric cancer stem cells
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of 18H12, a functional monoclonal antibody that can target gastric cancer stem cells, on

the self-renewal and invasion ability of gastric cancer cells. Methods: The gastric cancer cell line PAMC-82 was used as cell model, the

expression of ENO1 (enolase-1) on the membrane surface of its parental cells and enriched stem cells by sphere culture was detected by

Flow cytometry. Flow cytometry was used to separate ENO1+ cells and ENO1- cells to detect their self-renewal ability and invasion ability.

With the commercial ENO1 antigen and antibody as the samples, CoIP (co-immunoprecipitation) was used to verify whether 18H12

antibody targeting ENO1 could able to accurately recognize ENO1. After being treated with 18H12 for 12 h, 24 h and 48 h, the self-

renewal and invasion ability of PAMC-82 cells were detected by methylcellulose pelletization experiment and Transwell chamber

assay, respectively. Results: Flow cytometry showed that the expression of ENO1 on the membrane surface of PAMC-82 sphere

cells was significantly higher than that of its parental cells (P<0.01), so ENO1 could be a potential target for targeting gastric cancer

stem cells. The self-renewal ability and invasion ability of the sorted ENO1+ cells were significantly stronger than those of the ENO1-

cells and the parental cells (P<0.05 or P<0.01). 18H12 antibody could accurately recognize ENO1, which was consistent with the

commercial antibody recognition band. 18H12 could significantly inhibit self-renewal ability and invasion ability of PAMC-82 cells

(P<0.01). Conclusion: Monoclonal antibody 18H12 can significantly inhibit the self-renewal and invasion of gastric cancer stem cells

and is expected to be a candidate antibody drug targeting gastric cancer stem cells.
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胃癌（gastric cancer）是最常见的消化系统恶性

肿瘤之一，全球每年超过72.3万患者死于胃癌，中国

胃癌的发病率、病死率均高居第3位[1-2]。现有的化疗

药物治疗胃癌疗效不佳的主要原因可能是不能有效

地靶向胃癌干细胞[3]。研究[4]表明，肿瘤干细胞是肿

瘤复发、转移及耐药的重要原因，靶向肿瘤干细胞有望更

有效地治疗肿瘤[5]。当前上市的胃癌靶向药物仅曲妥

珠单抗（trastuzumab）、雷莫芦单抗（ramoruximab）和

阿帕替尼（apatinib）等3种，靶向药物的缺乏使得胃癌

转移患者的 5 年生存率仍低于 10%[6]。烯醇化酶 1

（enolase-1，ENO1）是ENO家族成员之一，在人体大

多数组织中表达[7]。在细胞质中表达的ENO1是糖酵

解途径的一个非限速酶；在细胞膜上表达的ENO1被

认为是纤维溶酶原受体，介导细胞质内蛋白的激活

和细胞外基质的降解[8]。ENO1在乳腺癌、胶质瘤、淋

巴瘤和胃癌细胞中高表达[9-10]。ENO1在肿瘤的发生

发展中起重要作用，其通过影响细胞糖酵解水平从

而调控肿瘤细胞的增殖、侵袭、迁移和耐药[11-12]。

ENO1是否与肿瘤细胞的干性相关，是否可以作为肿

瘤干细胞的标志物，目前尚未见报道。本研究通过

分选胃癌细胞株 PAMC-82 中的 ENO1+细胞，探讨

ENO1与胃癌细胞干性的相关性，并对单抗18H12进

行体外功能研究和鉴定，旨在为靶向胃癌干细胞治

疗胃癌提供有应用前景的候选单抗。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人胃癌细胞株PAMC-82由中国医学科学院肿瘤

研究所细胞生物学实验室保存。18H12杂交瘤单抗

为本课题组前期实验筛选得到的特异性识别人胃癌

干细胞样细胞的单抗，本实验室保存。DMEM、

DMEM/F12（1∶1）培养基购自美国 Hyclone 公司，胎

牛血清、B27购自美国Gibco公司，人表皮生长因子

（epidermal growth factor, EGF）、人碱性成纤维细胞

生长因子（basic fibroblast growth factor, bFGF）、兔抗

人ENO1抗体购自美国ABcam公司，辣根过氧化物

酶（horseradish peroxidase, HRP）标记的羊抗兔 IgG

购自生工生物工程有限公司，FITC-山羊抗小鼠 IgM

（μ chain）购自 Jackson公司，Transwell小室购自美国

Millipore公司。

1.2 PAMC-82细胞的成球培养

按照文献[7]的方法进行 PAMC-82 细胞的成球

培养。将处于对数生长期的PAMC-82细胞用胰酶消

化至单个细胞，制备成细胞密度为2×104/ml的细胞悬

液，接种于含EGF（20 ng/ml）、bFGF（20 ng/ml）、B27

（1∶50）和L-谷氨酰胺（2 mmol/L）的DMEM-F12无血

清培养基中，于37 ℃、5% CO2孵箱中培养7~10 d后，

用于后续球体细胞（sphere cell）的流式细胞术检测。

1.3 流式细胞术检测PAMC-82细胞膜表面ENO1的

表达水平

用胰酶消化对数生长期的PAMC-82细胞成单细

胞悬液，并将成球培养的 PAMC-82细胞收集起来，

1 000×g离心 5 min 后用 PBS 洗 1 次，重悬细胞密度

至 1×106/ml，加入ENO1一抗 1×106/100 μl，37℃避光

孵育 1 h，PBS洗 2次，用 FITC标记的二抗避光孵育

30 min，PBS洗 2次，用 500 μl PBS重悬，上流式细胞

仪进行检测和分析。

1.4 免疫共沉淀实验（co-immunoprecipitation, CoIP）

验证18H12特异性识别ENO1

收集一个T75瓶的 PAMC-82细胞（或者以商业

化ENO1抗原为样品），加入总蛋白酶抑制剂，冰上放

置 30 min，摇晃 10 min，100 000×g 离心 5 min，弃上

清，测浓度。细胞裂解液加入20 µl琼脂糖G，4 ℃静

音混合器预孵育1 h（细胞裂解液∶琼脂糖G=10∶1），

6 000×g离心 5 min，吸取上清。EP管中加入 20 µl琼

脂糖G和 10 µg 18H12或者ENO1商业化抗体；阴性对

照为相同量的鼠 IgG。用PBS调整总体积至 100 µl，

4 ℃于静音混合器混匀8 h。将预吸附后的细胞裂解

液加入已偶联抗体的柱料中，4 ℃于静音混合器混

匀过夜 6 000×g 离心 5 min，弃上清。加入 300 µl

PBS，6 000×g离心 5 min，弃上清，PBS洗涤 2次。取

20 µl柱料加入 20 µl 的 2×还原加样缓冲液，沸水煮

5 min，后进行SDS-PAGE、转膜，室温封闭2 h后于水

平摇床杂交袋敷上ENO1一抗或者18H12（1∶2 000），

4 ℃过夜。次日 TBST 洗涤 5 次（5 min/次），于水平

摇床杂交袋敷上 HRP 标记的羊抗兔二抗D-G-Rb

（1∶10 000），室温孵育 1 h，先后用TBST和PBS洗涤

后曝光。商业化抗体和单克隆抗体 18H12如果能够

拉下来各自体系的蛋白复合物，就可以说明18H12和

商业化ENO1抗体识别同一个蛋白ENO1。

1.5 流式细胞术分选 PAMC-82 细胞中的 ENO1+和

ENO1-细胞

用胰蛋白酶消化对数期PAMC-82细胞成单细胞

悬液，以 1 000×g 离心 5 min 后用 PBS 洗 1 次，加入

ENO1一抗（1∶100），重悬细胞密度至1×108/ml，37℃避光

孵育1 h，PBS洗 2次，用 FITC标记的二抗（1∶1 000）

避光孵育 30 min，PBS洗涤 2次，用含 1%BSA的PBS

重悬后，上流式细胞仪分选ENO1+和ENO1-细胞。

1.6 甲基纤维素成球实验检测 PAMC-82细胞的自

我更新能力

将分选得到的ENO1+细胞、ENO1-细胞和亲本细

胞以 5×102个/孔接种于 24孔板，用含 0.8%甲基纤维
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素的无血清悬浮于 37 ℃、5%CO2 孵箱中培养，每隔

2 d补液一次，11 d后显微镜下计球体细胞数并拍照。

用18H12（40 μg/ml）处理 PAMC-82 细胞12、24、48 h

后，收集细胞并以同样方法进行甲基纤维素成球实

验，以检测细胞的更新能力。

1.7 Transwell 小室法检测 18H12 对 PAMC-82 细胞

侵袭能力的影响

将200 µl用无血清的DMEM培养基混匀的密度

为 1×105/ml 的 ENO1+和 ENO1-以及 18H12 处理细胞

悬液加入提前预铺基质胶的 Transwell 上小室内，

Transwell下小室内加入600 µl含胎牛血清（200 ml/L）

的DMEM培养基，于37 ℃、5% CO2孵箱中培养24 h。

取出Transwell小室，以 1×PBS淋洗 3次，用棉签拭去

上小室内膜上的细胞，4%甲醛固定5 min，0.4%结晶

紫染色30 s，用清水冲洗，并在光学显微镜下观察、计

数穿膜细胞数。

1.8 统计学处理

流式细胞术、CoIP、Transwell小室法等实验均重

复3次。应用SPSS13.0软件对数据进行处理，正态分

布的计量数据以 x̄±s 表示，组间差异比较采用 t检验。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ENO1是PAMC-82的肿瘤干细胞标志物

2.1.1 成球培养后PAMC-82细胞膜表面ENO1表达水

平 将对数生长期的PAMC-82细胞进行成球培养 7 d

后，收集球体细胞和亲本细胞。流式细胞术检测结

果（图 1）显示，球体细胞膜表面ENO1阳性率明显高

于亲本细胞（t=13.44，P<0.01）。结果表明，通过成球

富集 PAMC-82 细胞中的干细胞后，干细胞膜表面

ENO1表达水平升高了，所以ENO1可能是胃癌干细

胞的一个标志物。

2.1.2 ENO1+细胞的自我更新能力强于ENO1-细胞 用

活细胞流式分选技术从PAMC-82细胞中成功分离出

ENO1+、ENO1-细胞和亲本细胞（图 2A），用判定肿瘤

干细胞的金标准之一甲基纤维素成球培养的方法比

较 3者的自我更新能力，结果（图 2B）显示，ENO1+细

胞的成球能力明显强于亲本细胞（t=16.65，P<0.01），

ENO1-细胞的成球能力明显低于亲本细胞（t=18.33，

P<0.01）。结果表明，ENO1+细胞与ENO1-相比有更

强的成球能力，所以ENO1+细胞具有自我更新能力强

的肿瘤干细胞特征，提示ENO1可能为 PAMC-82细

胞系的肿瘤干细胞标志物。

**P<0.01 vs Parental cells

A: Expression of ENO1 on membrane surface of PAMC-82

parental and sphere cells; B: Comparison of ENO1

expression on membrane surface of two kinds of cells

图1 成球培养后PAMC-82细胞膜表面ENO1的表达水平

Fig.1 Expression level of ENO1 on membrane surface

of PAMC-82 cell after sphere culture

**P<0.01 vs Parental cells; △△P<0.01 vs ENO1- cells

A: The sphere of PAMC-82, ENO1+, ENO1- cells (×40); B: The spheroid number of the three types of cells

图2 ENO1+和ENO1-细胞的成球能力

Fig.2 Self-renewal assay of ENO1+ and ENO1- cells
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2.2 ENO1+细胞侵袭能力显著高于ENO1-细胞

Transwell小室法检测结果（图 3）显示，ENO1+细

胞的侵袭能力明显高于亲本细胞（t=7.725，P<0.01），

ENO1-细胞的侵袭能力明显低于亲本细胞（t=27.82，

P<0.01）。结果表明，ENO1+细胞与ENO1-相比有更

很强的侵袭能力，所以ENO1+细胞具有侵袭能力强的

肿瘤干细胞特征，进一步证明ENO1可能为PAMC-82

细胞的肿瘤干胞标志物。

**P<0.01 vs Parental cells; △△P<0.01 vs ENO1- cells

A: Invasion ability of PAMC-82, ENO1+, ENO1- cells (×40); B: Comparison of the number of invasive cells among three types of cells

图3 ENO1+和ENO1-细胞的侵袭能力

Fig.3 The invasion ability of ENO1+ and ENO1- cells

2.3 18H12特异性识别ENO1

CoIP实验结果（图4）显示，18H12能够特异性地

识别ENO1，并且与商业化的ENO1 抗体所识别的条

带位置一致。结果表明，单克隆抗体18H12能够特异

性地识别ENO1，有望成为靶向ENO1 的抗体治疗药

物。

1: Commercial antigen; 2: PAMC-82 protein

图4 18H12特异性识别ENO1的验证

Fig.4 Verification of 18H12 specifically recognizing ENO1

2.4 18H12抑制PAMC-82细胞的自我更新能力

甲基纤维素成球实验结果（图5）显示，采用单抗

18H12（40 μg/ml）处理 PAMC-82 细胞 12、24、48 h 后

都能够有效抑制PAMC-82细胞的成球能力，其中处理

48 h 时抑制效果最明显（t=24.60，P<0.01）。结果提

示，单抗 18H12能够抑制胃癌干细胞的自我更新能

力，18H12可能是靶向胃癌干细胞的功能性单抗。

2.5 18H12显著抑制PAMC-82细胞的侵袭能力

Transwell小室法检测结果（图 6）显示，用 18H12

（40 μg/ml）处理 24、48 h后，PAMC-82细胞的侵袭能

力显著降低（t=10.15、14.83，均P<0.01）。结果表明，

单抗18H12能够有效地抑制胃癌细胞的侵袭能力。

**P<0.01 vs 0 h group; △△P<0.01 vs 12 h or 24 h group

A: The spheres of PAMC-82 cells and antibody treated cells (×40); B: The spheroid number of PAMC-82 cells and antibody treated cells

图5 18H12对PAMC-82细胞成球能力的影响

Fig.5 The effect of 18H12 on self-renewal ability of PAMC-82 cells

3 讨 论

自2006年美国癌症研究协会定义肿瘤干细胞为

存在于肿瘤中的一小群具有自我更新、多向分化潜

能及高致瘤性的肿瘤细胞以来，越来越多的实验证

据表明肿瘤干细胞是恶性肿瘤转移、复发、抵抗治疗

的重要原因[13]，靶向肿瘤干细胞有望更有效地治疗肿

瘤，现已成为肿瘤研究领域最活跃的前沿和热点研

究领域之一，尤其是肺癌、乳腺癌、结直肠癌肿瘤干

细胞的研究，而胃癌的相关研究相对较少[14]。

近几年来，关于胃癌干细胞的报道也逐渐增多，

现已发现了包括 CD44、CD90、CD133、EpCAM、

ALDHl、ABCG2等标志物定义的胃癌干细胞[6, 15]。其

中CD44参与细胞黏附、细胞基质间相互作用，并与
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肿瘤转移和预后密切相关[16-17]。CD90、ALDH1两者

的表达具有一定的一致性，参与胃黏膜干细胞的分

化[18]。EpCAM主要参与上皮间黏附，可能与上皮的

癌变和胃癌的发生密切相关[19-20]。ABCG2、ABCB1

和 CD133 都与肿瘤的自我更新和分化程度相关，

ABCG2、ABCB1主要与胃癌治疗过程的耐药现象有

关[21]。ENO1不仅表达在细胞质中，作为糖酵解的非

限速酶，也同样在细胞膜表面表达[12]。研究者[12]目前

证实，膜表面的ENO1作为纤维溶酶原受体与细胞侵

袭相关[22]。但是细胞膜表面的ENO1是否与细胞干

性相关未见报道，膜表面的ENO1是否和CD44等一

样可以作为胃癌干细胞的标志物，也无相关研究报

道。本研究旨在证实膜表面ENO1与胃癌细胞的干

性相关，并可能成为胃癌干细胞的标志物。

**P<0.01 vs 0 h group

A: Results of cell invasion in PAMC-82 cells and antibody treated cells (×40); B: Comparison of the number of

invasive cells between PAMC-82 cells and antibody treated cells

图6 18H12对PAMC-82细胞侵袭能力的影响

Fig.6 The effect of 18H12 on the invasiveness of PAMC-82 cells

胃癌的复发和转移是导致胃癌病死率高的关

键[23]。目前，化疗是晚期胃癌患者的主要治疗方案，

但可用的化疗药物种类少且疗效一直不尽如人意[24]。

与肺癌、结直肠癌靶向药众多的情况不同，胃癌较独

特的缺乏主要肿瘤突变驱动基因的生物学特征和西

方国家研究少的现实状况，使得现在人们不仅对胃

癌发生发展的机制尚很不清楚，而且目前仍然缺乏

有效的靶向药物。现在上市的胃癌靶向药物仅曲妥

珠单抗、雷莫芦单和阿帕替尼 3种，靶向药物的缺乏

使得胃癌转移患者的 5 年生存率现仍低于 10%[6, 25]。

在前期研究中，本实验室通过组织特异性在已建立

的抗胃癌干细胞单抗库中筛选出特异性识别ENO1

的单抗 18H12。本研究选用 PAMC-82为细胞模型，

对单抗18H12进行体外功能研究和鉴定。

本研究首先通过流式分析发现，膜ENO1在胃癌

细胞系PAMC-82的成球细胞富集表达，进一步通过

流式细胞术分选出PAMC-82细胞中ENO1+和ENO1-

细胞，发现ENO1+细胞的自我更新能力和侵袭能力明

显强于ENO1-细胞，表明ENO1+细胞是具有干性特征

的胃癌细胞，证实ENO1可能成为胃癌干细胞的一个

标志物。进一步通过CoIP实验发现，单抗 18H12能

够特异性地识别ENO1，表明18H12能够靶向识别细

胞膜表面的 ENO1 从而发挥其生物学作用。用

18H12单抗处理后，抑制了 PAMC-82细胞的自我更

新能力和侵袭能力，表明 18H12能够抑制 PAMC-82

细胞的干性特征，证明其能够靶向胃癌干细胞发挥

重要的作用。

综上所述，本研究发现单克隆抗体18H12能够有

效抑制胃癌干细胞的自我更新及侵袭能力。课题组

下一步将深入研究此抗体的其他生物学功能以及其

分子机制，为靶向肿瘤干细胞治疗胃癌及其复发、转

移提供有效靶向药物候选抗体。
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