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Abstract
AIM: To identify the side population (SP) of 
cancer stem-like cells in gastric cancer cell line 
MKN-28.

METHODS: Immunofluorescence assay was 
used to determine the expression of ABCG2, 
an indicator of stem cells, in gastric cancer cell 
line MKN-28. MKN-28 tumor cells suspension 
was stained with Hoechst33342 and propidi-
umiodide (PI) with the absence or presence of 
verapamil. Then the SP was analyzed by fluores-
cence-activated cell sorter�.

RESULTS: A little amount of ABCG2 expression 
was found in MKN-28 cells, and the ABCG2-
positive cells covered a percentage of 1.7%. SP 
cells accounted for 0.25% of the MKN-28 cells, 
which was decreased to 0.05% after the treat-
ment of verapamil.

CONCLUSION: SP cancer stem-like cells exist in 

gastric cancer cell line MKN-28, and they can be 
decreased by verapamil.
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摘要
目的: 分析胃癌细胞株MKN-28中是否包含肿
瘤干细胞相关的SP(side population)细胞亚群. 

方法:  采用免疫荧光方法检测干细胞标记
ABCG2在胃癌细胞株MKN-28的表达; 制备
MKN-28细胞悬液, 经Hoechst33342染色, 流式
细胞仪分析SP亚群. 

结果: ABCG2在胃癌细胞系MKN-28中有少
量表达, ABCG2阳性细胞约占1.7%. SP亚群占
MKN-28细胞的0.25%, 维拉帕米阻断后减少
为0.05%.

结论: 人胃癌细胞株MKN-28中存在SP细胞
亚群, 提示胃癌干细胞的存在.

关键词: 胃癌; MKN-28细胞; ABCG2; SP亚群; 肿
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0  引言

肿瘤干细胞学说认为肿瘤组织中存在极少量肿

瘤细胞, 具有自我更新能力和分化潜能, 是肿瘤

增殖生长、转移和复发的根源, 肿瘤干细胞已

成为肿瘤研究的热点[1]. 但是由于缺乏特异的表

面标记, 肿瘤干细胞的分离纯化一直是长久以

来各国科学家亟待解决的难题之一. 2001年, 美
国德州St.Jude儿童研究医院Brian Sorrentino博

®

■背景资料
肿瘤干细胞已成
为肿瘤研究的热
点之一, 其首要问
题就是肿瘤干细
胞的分离和鉴定. 
SP分离是研究肿
瘤干细胞的重要
方法. 

■研发前沿
利用流式细胞仪
分选SP细胞, 是近
年来国际上研究
肿瘤干细胞的热
点之一. 这种方法
具有普遍适用性, 
是肿瘤干细胞研
究中很有应用价
值的一种方法. 
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士领导的研究人员认为ABCG2是一个“通用

的”干细胞标记[2]. ABCG2高表达的细胞可高

效外排DNA荧光染料Hoechst33342, 从而能通

过流式分选分析系统分选出SP(side population)
细胞. 在某些恶性肿瘤中, SP细胞具有肿瘤干细

胞的特性, 如人脑瘤、乳腺癌、消化道恶性肿

瘤以及肝癌等肿瘤干细胞的研究就是采用了这

种方法[3-8]. 目前, 关于胃癌干细胞的研究尚处于

探索阶段, 国内外尚无胃癌干细胞分离、鉴定

成功的报道. 本研究探讨ABCG2在胃癌细胞系

MKN-28中的表达, 对胃癌SP细胞的分选进行了

初步尝试, 并成功分析了胃癌细胞系MKN-28的
SP亚群, 为我国胃癌干细胞的研究奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株MKN-28(上海第二军医

大学长海医院消化科实验室馈赠), 低糖DMEM
培养液(Gibco), 胎牛血清、胰蛋白酶(武汉博士

德公司), Hochest33342、PI、维拉帕米(Sigma), 
ABCG2-BXP21鼠抗人mAb, FITC标记山羊抗小

鼠(Chemicon吉泰生物公司北京分公司).
1.2 方法 人胃癌细胞株MKN-28, 用含100 mL/L
胎牛血清、100 kU/L青霉素和100 kU/L链霉素

的低糖DMEM培养液, 在37℃、饱和湿度、含

50 mL/L CO2条件下培养. 2.5 g/L的胰蛋白酶消

化、传代. 实验选用对数生长期细胞.
1.2.1 免疫荧光染色 将MKN-28细胞悬液接种到

放有载玻片的六孔板上铺片, 加入适量L-DMEM
培养液, 放于37℃培养箱中静置培养过夜. 次日

拿出细胞至室温, 吸弃培养液, PBS洗3次. 多聚甲

醛溶液固定, 封闭, 加入ABCG2 mAb(1∶50), 阴
性对照组加入小鼠正常IgG(1∶50), 4℃过夜. 加
FITC标记的山羊抗鼠二抗(1∶50), 37℃ 30 min, 
用DAPI复染细胞核, 防淬灭封片剂封片. 将切片

置于荧光显微镜下, 以488 nm为激发波长进行观

察, CCD成像, 利用IMAGE-PRO软件进行图像分

析. ABCG2染色阳性细胞为膜染色. 随机取5个
100×视野, 分别计数100个细胞, 计算ABCG2染
色阳性细胞百分比.
1.2.2 细胞染色和SP分析 培养皿细胞换液, 将
Hoechst33342加入培养液, 终浓度为5 mg/L. 同
时一瓶培养液中加入50 µm o l/L的维拉帕米

(verapamil)作阴性对照. 37℃恒温箱90 min孵育

后, 倒掉培养液, 加入2.5 g/L的胰蛋白酶1 mL消
化, 制备成1×106单细胞悬液, 低温离心. 收集

沉淀, PBS重悬, 用4℃ PI 2 µg共染, 标记死细胞. 

PBS(含20 mL/L胎牛血清)冲洗2次, 上流式分析.

2  结果

2.1 免疫荧光染色  实验证实A B C G2在胃癌

MKN-28细胞系中有表达. 荧光显微镜下观察, 
阴性对照组无特异性染色. 与阴性对照片比较, 
ABCG2表达阳性的绿光主要分布在细胞膜表

面. 大部分细胞没有被染色, 只有少数细胞胞

膜呈现绿色荧光, 说明染色特异. ABCG2阳性

细胞与阴性细胞在形态学上无明显差异. 计数计数数

ABCG2阳性细胞, 约占1.7%(图1).
2 .2  S P细胞分析  决定所分选的胃癌细胞株 
MKN-28中是否含有SP细胞, 看维拉帕米能否阻

断Hoechest33342染色. 通过Hochest33342蓝光

和红光双参数图, SP细胞亚群位于左下角两种

荧光均阴性或很弱的区域, 胃癌细胞株 MKN-28
中SP细胞比例约为0.25%, 经维拉帕米阻断后SP

■相关报道
2006年Haraguchi  
e t  a l 在 《 干 细
胞》杂志上首次
发表关于胃肠道
肿瘤细胞系SP细
胞 分 选 的 文 章 , 
证实胃肠道肿瘤
细胞系中包含SP
细 胞 ,  并 且 证 明
肝癌细胞株SP细
胞具有干细胞特
性 ,  同 时 发 现 胃
癌MKN1, MKN7, 
MKN28等细胞系
中存在SP细胞. 

■创新盘点
国内外尚无关于
胃 癌 干 细 胞 分
离、鉴定成功的
报道. 本文利用流
式细胞仪对胃癌
SP细胞的分选进
行了初步尝试, 并
成功分析了胃癌
细胞系MKN-28
的SP亚群, 为我国
胃癌干细胞的研
究奠定了基础. 

A

B

C

50 mm

50 mm

图  1  荧光显微镜观察ABCG2染色细胞. A: ABCG2阳性(×

200); B: ABCG2阳性(×400); C: IgG阴性对照(×200). 
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细胞比例减少至0.05%. 加入维拉帕米后SP细胞

亚群数量明显减少, 证实胃癌细胞株MKN-28中
确实存在SP细胞(图2).

3  讨论

荧光染料Hoechest33342是一种脂溶性DNA结

合染料, 可以穿过细胞膜而与DNA结合. 其激

发光为350 nm, 在424-444 nm之间可以检测到

发射光值 ,  一直以来在细胞周期研究方面得

到广泛的应用 .  某些癌细胞和干细胞可以将

Hoechest33342排出细胞, 表现为细胞核不着色

或者很低程度的着色, 利用流式细胞仪可以将

这些不着色细胞加以分离, 人们将这种可以排

出Hoechest33342的特性称为SP表型, 将利用该

特性分离的这部分细胞称为SP细胞[9]. SP细胞能

向不同类型和不同胚层的组织细胞分化, 很可

能代表了一群更原始的干细胞, 且与干细胞的

可塑性相关. 在骨髓、骨骼肌及神经组织均发

现了SP细胞[10].
ABC转运蛋白ABCG2基因在不同来源SP细

胞均呈高表达, 且该基因表达与SP细胞表型密

切相关. ABCG2在造血及神经等组织来源的SP
干细胞中的特异表达, 使得该转运蛋白成为从

不同组织中分选多潜能干细胞的一种新的表型

标记[11].
在肿瘤细胞系中, 肿瘤细胞并不是均一的, 

是由不同状态的细胞群体组成, 只有少量细胞

具有肿瘤起始的功能, 肿瘤细胞系中的SP细胞

亚群具有肿瘤干细胞样的特性. Setoguchi et al [12]

发现很多肿瘤细胞系中都存在一小群SP细胞, 
SP细胞富含肿瘤干细胞. Kondo et al [3]证实大鼠

胶质瘤细胞系C6中分离的SP细胞亚群在体内可

分化为神经元细胞和胶质细胞, 提示C6中SP细
胞是典型的干细胞样细胞, 也就是肿瘤干细胞. 
Chiba et al [6]在肝癌细胞系Huh7和 PLC/PRE/5中
分选出SP细胞, 分别占了0.80%和0.25%, 并证实

SP细胞具有肿瘤干细胞样的特性.
现有文献所报道的肿瘤细胞系中, 分选SP

细胞的方法均利用了细胞对核D N A荧光染料

Hoechest33342的排斥特性, 分选出的肿瘤SP细
胞具有干细胞的某些特性, ABCG2的表达与SP
表型呈强相关[9,13-14]. 本研究首先探讨了ABCG2
在胃癌MKN-28中的表达, 发现ABCG2在胃癌

MKN-28细胞系中有一定程度的表达. 荧光显微

镜下观察,  ABCG2表达阳性的绿光主要分布在

细胞膜表面, 这与Diestra et al [15]所描述的一致. 
大部分细胞没有被染色, 只有少数细胞胞膜呈

现绿色荧光. ABCG2阳性细胞与阴性细胞在形

■应用要点
本文利用流式细
胞仪对胃癌SP细
胞的分选, 这种方
法更为切实、方
便和经济, 具有普
遍适用性, 是肿瘤
干细胞研究中很
有应用价值的一
种方法. 
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图  2  SP细胞分
析. A: MKN-28

胃癌细胞系中SP

细胞占0.25%; B: 

经维拉帕米处理

后SP细胞下降至

0.05%. 

■名词解释
SP细胞 :  某些癌
细胞和干细胞可
以 将 荧 光 染 料
Hoeches t33342
排 出 细 胞 ,  表 现
为细胞核不着色
或者很低程度的
着 色 ,  利 用 流 式
细胞仪可以将这
些不着色细胞加
以 分 离 ,  人 们 将
这 种 可 以 排 出
Hoechest33342的
特性称为SP表型, 
将利用该特性分
离的这部分细胞
称为SP细胞. 
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态学上无明显差异, ABCG2阳性细胞约占1.7%. 
这样就提示胃癌MKN-28细胞系中可能含有SP
细胞亚群.

ABCG2高表达的细胞可高效外排DNA荧光

染料Hoechst33342, 从而能通过流式分选分析系

统分选出SP细胞, 这种方法是目前利用最多的

肿瘤干细胞分选方法. 相对于其他方法, 如球形

培养、特异性分子标记等, SP分离结果更为简

便、确实, 是肿瘤干细胞研究中很有应用价值

的一种方法. SP分离的最优化条件是用355 nm
左右的紫外光激发, 但是紫外光需要特殊的氪

气或氩气激光光源, 因功率高, 需水冷却系统及

相应的滤片, 这些设备昂贵、庞大, 一般的流式

细胞仪都不配备, 而且样本染色的过程和仪器

的操作都会影响SP的分离结果, 这也正是这一

方法在我国没有推广开展的原因.
本研究分选胃癌细胞株MKN-28中SP细胞

比例约为0.25%, 低于Haraguchi et al [5]的0.8%,这
可能与细胞样本染色过程以及仪器的操作误差

有关. ABCG2能够被钙离子拮抗剂维拉帕米非

特异性阻断, 抑制染料外排, 减少SP细胞. 本实

验分析胃癌细胞株MKN-28的SP亚群, 加入维拉

帕米后SP细胞降至0.05%, 数量明显减少, 证实

胃癌细胞株MKN-28中确实存在SP细胞, 这也提

示胃癌干细胞的存在.
总之, 国内外尚无胃癌干细胞分离、鉴定

成功的报道. 本实验所分选出的胃癌SP细胞数

量稀少, 并且不知道胃癌SP细胞的培养条件, 所
以难于培养、鉴定, 这也是我们下一步研究的

重点和难点. 
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■同行评价
本 研 究 探 讨
ABCG2在胃癌细
胞系MKN-28中
的表达, 对胃癌SP
细胞的分选进行
了初步尝试, 实验
设计合理, 有较高
的理论价值.


