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肝癌中少量侧群细胞的分离、纯化及在体内荷瘤能力
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第二军医大学东方肝胆外科研究所国际合作信号转导研究中心，上海２００４３８

　　［摘要］　目的　从侧群（ｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，ＳＰ）表型细胞具有干细胞特性的角度出发，对肝癌细胞系中的ＳＰ细胞进行检
测、分离和评价。方法　利用ＳＰ细胞能将荧光染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２泵到细胞外的特性，结合流式细胞技术进行分离纯化。
结果　在肝癌细胞系ＰＬＣ、Ｈｕｈ７、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１及１例临床肝癌组织中检测到ＳＰ细胞的比例依次为０．８％、０．３％、

０．６％、０．３％、０．４％；未在 ＨｅｐＧ２中检测到ＳＰ细胞。ＮＯＤＳＣＩＤ荷瘤实验发现ＳＰ细胞较非ＳＰ细胞具有更高的成瘤性。结

论　肝癌细胞系及标本组织含有少量的ＳＰ细胞，这些ＳＰ细胞比非ＳＰ细胞具有更强的成瘤性，为进一步分析ＳＰ细胞的肿瘤
干细胞特性奠定了基础。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（１０）：１１２６１１３０］

　　近几年，乳腺癌干细胞、脑瘤干细胞以及急慢性
髓系白血病干细胞等的发现不断证明着肿瘤干细胞

假说的正确性：肿瘤中存在着肿瘤干细胞，只有少部
分肿瘤干细胞具有成瘤能力并维持肿瘤表型，实体
肿瘤是一种干细胞疾病的新观点正在被人们接

受［１２］。由于肿瘤干细胞缺乏高度特异性的表面标
志，如何分离、评价肿瘤干细胞是当前研究的热点。
目前是否是肿瘤干细胞主要依靠肿瘤干细胞移植

ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠体内荷瘤情况来加以评价［３］。

　　１９９６ 年，Ｇｏｏｄｅｌｌ等［４］在用 ＤＮＡ 染料 Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ３３３４２为小鼠全骨髓细胞染色进行流式分析细
胞周期时，意外发现有一群细胞染色偏低，这部分细
胞占骨髓细胞的０．０５％，其中富含造血重建细胞，横
向侧群细胞（ｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，ＳＰ）由此得名。这一发
现提示ＳＰ可能是干细胞的表型。２００６年，Ｃｈｉｂａ
等［５］发现肝癌细胞系中存在少量ＳＰ细胞，ＮＯＤ
ＳＣＩＤ鼠接种１×１０３的ＳＰ细胞能够成瘤，而接种

１×１０６的非ＳＰ细胞不能够成瘤，推断肝癌ＳＰ细胞
可能是肿瘤干细胞。本研究旨在探索出一套可靠、
稳定的ＳＰ细胞检测分选体系，并观察分离培养的
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ＳＰ细胞的生物学特性。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　肝癌细胞系ＰＬＣ、Ｈｕｈ７、

Ｈｅｐ３Ｂ、ＨｅｐＧ２ 细 胞 由 德 国 马 普 生 化 所 提 供，

ＳＭＭＣ７７２１细胞购自中国科学院上海细胞库。肝癌
组织样本取自第二军医大学东方肝胆外科医院原发

性肝细胞肝癌患者的手术切除组织，获患者知情同
意。４～６周龄雄性 ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠购自上海斯莱
克实验动物中心［实验动物许可证号ＳＣＸＫ（沪）

２００８２００６，合格证号００５６４０７］，ＳＰＦ级饲养环境，小
鼠笼具、饮水、垫料均经消毒处理，用６０Ｃｏ辐照专用
饲料喂养。染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２、阻断剂维拉帕米
（ｖｅｒａｐａｍｉｌ）购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶购
于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　主要仪器　紫外流式细胞分选仪（Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ公司），ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞分析仪（ＢＤ
公司），血小板计数器、倒置相差显微镜系统（Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ公司）。

１．３　肝癌标本细胞的分离　采用Ｓｅｇｌｅｎ体外灌流
法［６］分离肝癌细胞。无菌条件下，取手术肝癌组织
标本１００ｍｇ，将标本置于培养皿中，用３７℃含Ｃａ２＋、

Ｍｇ２＋前灌洗液自残存血管中反复灌注，至大部分呈
灰白色，用３７℃、０．０５％的胶原酶解离组织，３７℃震
荡，消化３０ｍｉｎ，三层无菌纱布过滤，９００×ｇ离心

４ｍｉｎ，弃上清，如此反复３次，最后用含１０％胎牛血
清ＤＭＥＭ完全培养液制成密度为１×１０６／ｍｌ的单细
胞悬液。

１．４　肝癌细胞系、标本组织中ＳＰ表型检测及分
选　血小板计数器精确计数细胞量，使细胞密度为

１×１０６／ｍｌ；在细胞悬液中加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，使其
终浓度为５μｇ／ｍｌ，放入３７℃恒温水浴箱中孵育９０
ｍｉｎ，每３０ｍｉｎ摇匀一次；４℃ （８００～１０００）×ｇ离
心１０ｍｉｎ，用４℃含２０μｇ／ｍｌＰＩ的ＩＭＤＭ培养液重
悬细胞，以标记死细胞；上紫外流式细胞仪检测，激
发光波长为３５０ｎｍ，采集波长为４５０ｎｍ和６７５ｎｍ，

３５０ＵＶ激发光源，６１０ｎｍ双色短通反射滤镜，４５０
ｎｍ和６７５ｎｍ边缘长通滤片分别检测散射光蓝光及
红光部分，线性模式采集信号，测量前向散射和侧向
散射二维参数图，检测细胞均一性。以 Ｈｏｅｃｈｓｔｒｅｄ
为Ｘ轴，Ｈｏｅｃｈｓｔｂｌｕｅ为Ｙ轴作二维散点图，将Ｈｏ
ｅｃｈｓｔｒｅｄ及 Ｈｏｃｈｅｓｔｂｌｕｅ且ｖｅｒａｐａｍｉｌ处理组缺失
的区域设定为ＳＰ细胞的“门”（ｇａｔｅ），方便划选ＳＰ
细胞及ＮｏｎＳＰ细胞，以便不同批次样本的检测和分
选，得到发光偏弱的就是ＳＰ细胞［７］。分选出ＳＰ细
胞及 ＮｏｎＳＰ细胞，同时以ｖｅｒａｐａｍｉｌ处理组作为

对照。

１．５　ＳＰ细胞周期检测　迅速用ＰＢＳ清洗分选出的

ＰＬＣＳＰ细胞３次，（６００～８００）×ｇ离心、７０％乙醇
重悬细胞，４℃固定０．５ｈ，ＰＢＳ清洗３次，１００μｇ／ｍｌ
ＲＮａｓｅ室温静置３０ｍｉｎ；用２０μｇ／ｍｌ的ＰＩ染色后
上ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式仪进行分析。

１．６　ＳＰ、ＮｏｎＳＰ细胞生物学性状观察　取分选及
培养的各种细胞在倒置显微镜下观察其延展贴壁、
生长情况、细胞形态等特征的变化。

１．７　ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠荷瘤实验　将培养至８５％融
合的肝癌系ＰＬＣ细胞消化、离心，制成ＤＭＥＭ 培养
液加 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶１００μｌ单细胞悬液，按１×１０

２、１×
１０３、１×１０４、１×１０５、１×１０６的细胞量分别接种至

ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠背部皮下。对分选出的 ＰＬＣＳＰ、

ＮｏｎＳＰ、ＳＭＭＣＳＰ、ＮｏｎＳＰ细胞同前方法分别按
照１×１０３、２×１０４的细胞量接种至 ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠
背部皮下。左背皮下接种ＮｏｎＳＰ细胞，右背皮下接
种ＳＰ细胞，每只 ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠保证２处接种细
胞量相同。不间断记录临床病变，１６～２０周后统计
成瘤率，部分处死后解剖观察瘤体。每组注射６只。

２　结　果

２．１　肝癌细胞系、肝癌标本组织中ＳＰ检测　通过

Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２蓝光和红光双参数图，ＳＰ细胞亚群
位于左下角２种荧光均为阴性或很弱的区域，此区
域在活细胞中所占的比例即为肿瘤细胞株中ＳＰ细
胞的含量；决定所分选的肝癌细胞中是否为真正意
义上 的 ＳＰ 细 胞，以 ｖｅｒａｐａｍｉｌ能 否 阻 断 Ｈｏｅ
ｃｈｅｓｔ３３３４２染色为标准，当加入ｖｅｒａｐａｍｉｌ后ＳＰ细
胞亚群数量明显减少至０．０１％甚至为０，方可证实
细胞株中确实存在ＳＰ细胞。通过多次重复检测，在

ＰＬＣ、Ｈｕｈ７、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１细胞系中分选的

ＳＰ细胞比例分别为０．８％、０．３％、０．６％、０．３％，从

１例原发性肝细胞肝癌的癌组织中分选的ＳＰ细胞
比例为０．４％。未在 ＨｅｐＧ２中检测到ＳＰ细胞。具
体结果见图１。

２．２　ＰＬＣＳＰ细胞的细胞周期分析　结果显示：在

ＰＬＣ细胞中，Ｇ０～Ｇ１期、Ｇ２～Ｍ 期、Ｓ期的细胞比例
分别为４９．８７％、１０．６２％、３９．５１％。Ｇ２～Ｍ 期和

Ｇ０～Ｇ１期峰形曲线平滑，没有肩峰（图２Ａ）。而

ＰＬＣＳＰ细胞绝大部分都在 Ｇ０～Ｇ１静止期。Ｇ０～
Ｇ１期、Ｇ２～Ｍ 期、Ｓ期的细胞比例分别９０．１５％、

０．００％、９．８５％（图２Ｂ）。同时检测划选的 Ｃ门的

ＮｏｎＳＰ细胞也为二倍体型。

２．３　克隆形成能力分析　分选出的肝癌细胞系

ＳＰ、ＮｏｎＳＰ在５ｈ内均大部分贴壁，弃去未贴壁细
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胞，贴壁２４ｈ后可明显观察到多个“岛屿”样的细胞
集落，细胞形态呈上皮样三角形状；ＮｏｎＳＰ细胞胞
膜皱缩、伸展不良但未出现明显的死亡细胞。培养

５ｄ后，可见ＳＰ细胞以集落为中心向四周扩散，细胞
状态良好。ＮｏｎＳＰ细胞也见增殖，但未见明显集
落，呈分散状态，细胞状态欠佳（图３）。

图１　肝癌细胞系、肝癌标本组织中的ＳＰ表型细胞的检测

Ｆｉｇ１　ＳＰｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｂｙＦＡＣＳ

图２　未处理ＨＣＣ（Ａ）及ＳＰ（Ｂ）细胞周期检测

Ｆｉｇ２　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｒｔｅｄＳＰｃｅｌｌｓａｎｄ

ｕｎｓｏｒｔｅｄｃｅｌｌｓｆｏｒＰＬＣ／ＰＲＦ／５
Ａ：ＵｎｓｏｒｔｅｄＨＣＣｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＨＣＣＳＰｃｅｌｌｓ

２．４　荷瘤实验　分别接种１×１０２、１×１０３、１×１０４、

１×１０５个正常培养的ＰＬＣ细胞的 ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠
在荷瘤１６周后解剖，各处均未见瘤体；而接种１×
１０６个正常培养的ＰＬＣ细胞的 ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠在４

周时皮下２处接种位置均可触摸到米粒大小的瘤
体，８周时瘤体明显突出。接种ＳＰ、ＮｏｎＳＰ细胞的

ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠１６周后在左侧皮下均未触摸到瘤
体。右 侧 接 种 １×１０３ 个、２×１０４ 个 ＰＬＣＳＰ、

ＳＭＭＣ７７２１ＳＰ的ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠在接种后约６周
发现瘤体，小鼠在接种后１６周成瘤情况及成瘤率见
表１，成瘤情况见图４。

３　讨　论

　　肿瘤干细胞理论提出，单个肿瘤干细胞即可不
断自我更新，通过不对称分裂持续增殖，导致新生肿
瘤的形成，提示肿瘤干细胞在肿瘤的发生发展中的
地位和作用［２，８］。ＳＰ细胞是指能将 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２
泵出细胞外的一类细胞，首先由Ｇｏｏｄｅｌｌ等［４］在分析

细胞周期时发现报道。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２是一种亲脂
性荧光活性染料，可跨膜进入活细胞，与ＤＮＡ特异
性结合，它主要结合在富含ＡＴ区域的ＤＮＡ小沟部
分。结合ＤＮＡ后荧光大大增强，最大激发光波长约
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为３５０ｎｍ，最大发射光波长约为４６１ｎｍ［４，７，９］。利用

ＳＰ细胞能将 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染料泵出细胞膜外的特
性，结合流式细胞术分离纯化ＳＰ细胞，或将成为肿
瘤干细胞分离的经典途径［１０１２］。２００６ 年，Ｃｈｉｂａ
等［５］从几种肝癌细胞系中分离出少量ＳＰ细胞，ＳＰ
细胞含量稀少，因此检出的难度较大；且其含量也不
稳定，常受培养液、细胞密度、染料浓度、染色时间等
多种因素影响，细胞的培养量也要很高。为进一步

核实，本研究从肝癌患者术后样本组织中也检测到
了ＳＰ表型细胞。本研究经反复检测，在肝癌细胞系

ＰＬＣ、Ｈｕｈ７、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１及１例临床肝癌组
织中检测到ＳＰ细胞，含量分别为０．８％、０．３％、

０．６％、０．３％、０．４％，但未在 ＨｅｐＧ２中检测到ＳＰ细
胞；对分选出的ＳＰ细胞进行了集落形成能力、细胞
周期、超微结构等方面的鉴定。

图３　ＳＰ、ＮｏｎＳＰ细胞活性、增殖能力、集落形成对比

Ｆｉｇ３　Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＳＰａｎｄｎｏｎＳＰｃｅｌｌｓ
Ａ１：ＳＰ５ｈ；Ａ２：ＳＰ２４ｈ；Ａ３：ＳＰｃｕｌｔｕｒｅｄ；Ｂ１：ＮｏｎＳＰ５ｈ；Ｂ２：ＮｏｎＳＰ５ｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ１，Ｂ１）；×１００（Ａ２，Ａ３，Ｂ２）

表１　ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠皮下异种细胞移植实验

Ｔａｂ１　ＴｕｍｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆＳＰｃｅｌｌｓｉｎＮＯＤ／ＳＣＩＤｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｓｓａｙ

Ｃｅｌｌｔｙｐｅｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
Ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

１×１０２ １×１０３ １（２）×１０４ １×１０５ １×１０６

ＰＬＣ／５Ｕｎｓｏｒｔｅｄ（Ｕｎｓｏｒｔｅｄ▲Ｕｎｓｏｒｔｅｄ） ０／１▲０／１ ０／１▲０／１ ０／１▲０／１ ０／１▲０／１ １／１▲１／１
ＰＬＣ／５Ｓｏｒｔｅｄ（ＮｏｎＳＰ▲ＳＰ） ０／６▲６／６ ０／５▲４／５
ＳＭＭＣ７７２１Ｓｏｒｔｅｄ（ＮｏｎＳＰ▲ＳＰ） ０／６▲５／６ ０／６▲６／６

　▲：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｍｏｕｓｅ．Ｕｎｓｏｒｔｅｄｃｅｌｌｓ，ｓｏｒｔｅｄＳＰ，ａｎｄｎｏｎＳＰｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｉｎＮＯＤＳＣＩＤｍｉｃｅ．Ａｍｏｕｓｅｗａｓｅｘｃｌｕｄｅｄ

ｂｅｃａｕｓｅｏｆｄｅａｔｈａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

图４　ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠荷瘤实验１６周时观察成瘤效果

Ｆｉｇ４ＴｕｍｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎＮＯＤＳＣＩＤｍｉｃｅ
１６ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

Ａ：ＴｕｍｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｏｒｔｅｄＳＰａｎｄｎｏｎＳＰｃｅｌｌｓ

ｆｒｏｍＳＭＭＣａｎｄＰＬＣｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｔｕｍｏｒｏｂｓｅｒｖｅｄ１６ｗｅｅｋａｆｔｅｒｉｎｏｃｕ

ｌａｔｉｏｎｏｆｓｏｒｔｅｄＳＰｃｅｌｌｓｆｒｏｍＳＭＭＣ；Ｃ：Ｔｕｍｏｒｏｂｓｅｒｖｅｄａｔ１６ｗｅｅｋ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｏｒｔｅｄＳＰｃｅｌｌｓｆｒｏｍＰＬＣ

　　由于ＳＰ细胞具有较强成瘤性的机制尚不明确，

目前以≤１×１０３的ＳＰ细胞在ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠体内

的成瘤率作为评价肿瘤干细胞属性的重要标

准［１３１４］。ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠，即ＮＯＤＳＣＩＤ免疫三缺

陷小鼠Ｔ／Ｂ缺陷，可高度模拟人体内环境。本研究

对ＳＰ细胞是否具有肿瘤干细胞高致瘤性的特征进

行验证，ＮＯＤＳＣＩＤ荷瘤实验发现ＳＰ细胞亚群比

ＮｏｎＳＰ细胞亚群具有明显的更高的成瘤性，Ｎｏｎ

ＳＰ细胞亚群中则几乎只含有不能形成克隆集落的

肿瘤细胞，提示这可能与ＳＰ细胞亚群中富集了肿瘤

干细胞有关［１１，１４］。

　　肿瘤干细胞的发现为肿瘤研究带来了全新的视

角［１５］，肿瘤干细胞引出的一系列问题将成为今后肿

瘤研究的重点［１６］。相信随着研究的深入，发现肿瘤

干细胞的作用机制，进而逐步揭开肿瘤的真相，研制

新的靶向肿瘤干细胞的药物，将使人类向攻克肿瘤

的目标迈进一大步［１７］。

　　（志谢　复旦大学医学院明道楼流式分析中心

张国平老师对本实验给予了很大的支持和帮助，在

此表示衷心感谢！）
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