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Abstract
Cancer stem cells have become one of the hot 
spots in cancer research. The major difficulty in 
research of cancer stem cells is their isolation 
and purification because of lack of universally 
accepted markers of these cells. Side population 
(SP) analysis has been used as a useful tool 
in stem cell research as SP, a cell population 
enriched in stem cells, has more phenotypic 
markers and can be isolated with specific 
methods.  
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摘要
肿瘤干细胞已成为肿瘤研究的热点之一, 但是
由于缺乏特异的表面标记, 肿瘤干细胞的分
离纯化一直是亟待解决的难题. 由于SP(side 
population)细胞富含干细胞样细胞, 并且SP细
胞具有较明确的表型标记和分离方法, 近年

来, 通过流式细胞仪分选SP细胞的方法越来
越多地应用在肿瘤干细胞的研究中.
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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]. 肿瘤干细胞研究的首

要问题就是分离鉴定, 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. 近年来, 通
过流式细胞仪分选SP(side population)细胞的方

法, 在肿瘤干细胞研究中越来越受到重视. 本文

主要综述了S P细胞分选与肿瘤干细胞的研究 
进展.

1  SP(side population)细胞

1996年, Goodell et al [2]在用Hoechst33342荧光

染色对小鼠骨髓造血干细胞进行检测时, 通过

紫外激发检测双波长分别为450 nm的蓝色荧光

和675 nm的红色荧光, 发现不到0.1%的细胞发

出极弱的蓝光和红光, 在流式二维分析点阵图

上, 这一小群细胞呈彗星状分布在细胞主群的

一侧, 他们将这群细胞称为SP(side population)
细胞. Goodell et al研究发现ABC转运蛋白家族

中多药耐药基因1即MDR1与细胞泵出荧光染料

Hoechst33342有关, 利用MDR1抑制剂维拉帕米

(verapamil)阻断MDR1泵后SP细胞数量显著下

降. 但是, 维拉帕米对于MDR1没有特异性, 并且

MDR1在65%的骨髓细胞中都有表达, 而SP细胞

却只占骨髓细胞总量的0.1%, 所以MDR1不能作

为分离鉴定SP细胞的唯一标记, 应该进一步分

析决定SP表型的标志.
2001年, Zhou et al [3]通过一系列研究发现不
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同组织来源的SP细胞均表达ABC转运蛋白家族

中多药耐药基因ABCG2/BCRP1, 他们利用逆转

录病毒载体进行了ABCG2/BCRP1基因转染试

验, 探讨ABCG2/BCRP1基因表达与SP细胞表型

特征的关系, 结果证实ABCG2/BCRP1的表达与

SP细胞表型呈强相关, 是SP细胞表型特征的决

定因素.
近年来在成体多种组织、胚胎甚至肿瘤细

胞中都发现了SP细胞, 他们同源性高, 具有自我

更新和多向分化潜能, 在体内能够分化产生不

同组织类型的细胞, 因此很多学者认为SP细胞

中富含干细胞, SP细胞可以作为干细胞研究的

重要资源, 尤其是对于那些不知道干细胞表面

分子标记的细胞[4]. 但是也有学者质疑SP细胞中

存在干细胞, Triel et al [5]的实验表明并非从所有

组织分离出来的SP细胞都具有干细胞的特性. 
他们从人和小鼠的表皮中分离了SP细胞, 对这

群细胞进行了表型和基因型的鉴定, 结果显示

这是一群分化的细胞而非干细胞.

2  细胞与ABCG2/BCRP1

SP细胞具有快速泵出荧光染料Hoechst的特性, 
研究显示, 这种特性与ABC转运蛋白(ATP-bind-
ing cassette transporter)家族成员ABCG2/BCRP1
的表达密切相关, 提示ABCG2/BCRP1可作为SP
细胞的表型标记而用于分离鉴定. 三磷酸腺苷

(ATP)结合转运蛋白G超家族成员2(ABCG2)首
先在乳癌细胞中被发现, 其功能是参与肿瘤细

胞的多药耐药性[6-7], 但长期以来有关其在正常

生理状态下的功能并不十分清楚. Zhou et al [3]利

用逆转录病毒将ABCG2/BCRP1基因导入正常

小鼠骨髓细胞, 培养12 d以后, SP细胞数量明显

增加, 约占细胞总数的60%. 而ABCG2/BCRP1基
因敲除的小鼠, 骨髓和骨骼肌的SP细胞都显著

减少. 利用抗ABCG2的单抗结合流式细胞技术

分析表明, ABCG2/BCRP1的表达与SP细胞表型

呈强相关, ABCG2/BCRP1的表达是SP细胞能泵

出Hoechst荧光染料的一保守特性.

3  SP细胞与正常组织

S P细胞最初是在分离纯化小鼠骨髓造血干细

胞时被分离和鉴定的[2], 近年来大量研究显示,  
SP细胞在人和动物的许多重要组织器官, 如骨

髓、骨骼肌[8-9]、皮肤[5,10]、角膜[11]、肺[12]、心

肌[13]、气管等均有广泛分布, 其功能除了参与

造血系统的重建外, 还与相应组织的更新与再
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生、器官系统的自我重建以及成体干细胞的多

器官可塑性有关[8-15]. 有报道骨髓来源的SP细胞

移植mdx小鼠后可以使肌肉再生[14], 也可以使心

肌缺损的小鼠心肌再生[13].
SP细胞在不同成体组织的含量不尽相同, 

已有的实验数据显示 ,  骨髓中的S P细胞占总

骨髓细胞量的0.05%, 占骨髓总有核细胞量的

0.79%; 而脾、肺组织中的SP细胞含量较高, 分
别占该两种组织中有核细胞的0.96%和0.98%; 
骨骼肌、肝、肾、心脏和小肠中SP细胞比例更

高, 可以达到3.1%-9.1%; 而SP细胞最高的是脑

组织, 占总有核细胞的15.1%[16].

4  SP细胞与肿瘤

由于肿瘤细胞与干细胞之间存在着许多相似

性, 近年提出了肿瘤干细胞学说, 认为肿瘤组织

中存在极少量肿瘤细胞在肿瘤中充当干细胞角

色, 具有无限的自我更新能力, 能够产生与上一

代完全相同的子代细胞; 并有多种分化潜能和

高度增值能力, 产生不同表型的肿瘤细胞, 使肿

瘤在体内不断扩大, 或形成新的肿瘤. 已经有越

来越多的证据表明, 至少一些肿瘤中存在肿瘤

干细胞, 肿瘤干细胞是肿瘤生长、侵袭、转移

和复发的根源, 而肿瘤干细胞可能起源于机体

的正常干细胞或其前体细胞. Bonnet et al [17]分

离出人急性髓系白血病(AML)中的肿瘤干细胞

为CD34+ CD38-细胞. 尽管这些细胞只占所有

AML细胞的0.2%, 但是他们是唯一能在NOD/
DCID鼠内形成AML移植瘤的细胞. 这就排除了

所有AML细胞都能形成克隆的可能性, 而能形

成克隆的只是少数细胞亚群, 并且能在动物体

内形成移植瘤. Al-Hajj et al [18]建立了严重联合免

疫缺陷小鼠模型, 用于肿瘤干细胞的鉴定, 并利

用细胞表面标志物分离出了人乳腺癌肿瘤干细

胞, 这些肿瘤干细胞表面抗原为ESA+、Lin-、
CD44+、CD24-/low.

肿瘤干细胞的研究, 首要的工作是分离出

具有肿瘤源性的细胞, 与造血系统肿瘤相比, 实
体瘤干细胞难以分离. 主要的原因有二: 一是

在肿瘤组织制成单细胞悬液的过程中, 蛋白水

解酶对细胞表面抗原的破坏, 会影响干细胞的

鉴别; 二是许多实体组织自身的干细胞表面标

志物尚未确定 .  由于S P细胞分选具有普遍适

用性 ,  因此利用细胞高效外排D N A荧光染料

Hoechst33342的特性, 通过流式细胞仪分选SP细
胞的方法在肿瘤干细胞研究中越来越受到重视.
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Se toguch i e t a l [19]发现C6胶质瘤细胞、

MCF-7乳腺癌细胞、B104神经母细胞瘤和HeLa
细胞内含有0.4%、2.0%、0.4%和1.2%的SP细
胞, 但是在人骨肉瘤U-20S和Sa0S-2细胞内没有

检测到SP细胞, 表明并不是所有的肿瘤细胞系

内都存在SP细胞. Kondo et al [20]从大鼠胶质瘤

细胞系C6中分离出占0.4%的SP细胞, SP细胞在

合适培养条件下可重新形成SP和non-SP细胞亚

群, SP细胞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 [21]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. 
近年来利用分选SP细胞的方法来研究肿瘤干细

胞的主要文献见表1. 但也有报道认为SP细胞的

肿瘤细胞群中存在非干细胞[22], 因此肿瘤SP细
胞的特征还不能完全等同于肿瘤干细胞.

5  结论

SP细胞分选具有普遍适用性, 是肿瘤干细胞研

究中的一种有效方法. 然而, 在干细胞研究中

SP细胞分选还有其自身局限性, 主要表现在两

个方面[29]: 一、SP细胞不能完全体现干细胞的

特性. 虽然大量研究证据表明SP细胞与干细胞

的分子表型和特性具有一致性, 但另外一些试

验也存在不同观点, 如Triel et al [5]的实验表明并

非从所有组织分离出来的S P细胞都具有干细

胞的特性. 因此, 干细胞特异性分子标记物的研

究是今后要着重解决的关键问题之一, 他可以

与SP细胞的研究互为完善和补充. 二、SP细胞

分选过程中所使用荧光染料Hoechst33342的毒

性问题. 荧光染料Hoechst33342是一种脂溶性

DNA结合染料, 可以穿过细胞膜而与DNA结合, 
因为这种荧光染料对许多细胞都具有毒性作

用, 所以分选出来的SP细胞和non-SP细胞难于

比较各自的生物学特性. 因此, 为了使荧光染料

Hoechst33342的毒性对实验影响最小, 还必须进

一步优化SP分选方法.为了减少染料Hoechst的
毒性, Montanaro et al [30]探讨了适合不同组织染

色的Hoechst染料最佳浓度.
目前, 肿瘤干细胞已成为肿瘤研究的热点,

但是由于缺乏特异的表面标记, 肿瘤干细胞的

分离纯化一直是亟待解决的难题. 由于SP细胞

富含干细胞样细胞, 并且SP细胞具有较明确的

表型标记和分离方法, 所以较好地解决了其来

源问题, 这对推动肿瘤干细胞的研究与发展具

有重要的意义, 也为肿瘤治疗提供了新思路.
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