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Abstract
Liver cancer is a life-threatening disease whose eti-
ology and pathogenesis remain unclear now. No 
effective therapeutic targets for the disease have 
been found. Recent studies suggest that a small 
population of cells having the potential of self-
renewal and differentiation in tumors may be the 
source of tumor metastasis and recurrence. Liver 
cancer stem cells may also exist. The side popula-
tion (SP) cells, a small population of tumor cells, 
have many properties of stem cells and are easy 
to isolate. Identification and isolation of SP cells 
in liver cancer may help us find liver cancer stem 
cells, elucidate the mechanisms behind the metas-
tasis and recurrence of liver cancer, and provide an 
efficient target for therapy of liver cancer.
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摘要
肝癌是严重威胁人类生命和健康的一种疾病. 
其病因和发病机制尚不完全清楚, 治疗缺少有
效靶点. 对肝癌恶性生长、转移及复发机制的
研究正在逐渐深入. 近年来的研究认为, 肿瘤
中存在一小群具有自我更新和分化潜能的细
胞, 即肿瘤干细胞, 可能是肿瘤转移和复发的
根源. 肝癌中应同样存在这样的一群细胞. 侧
群(side population, SP)细胞是肿瘤细胞中一小
部分, 具备干细胞的多种特性且易于分离. 肝
癌组织中SP细胞的鉴定和分离有可能找到肝
癌干细胞, 有助于肝癌的转移和复发机制的研
究, 并为肝癌治疗提供有效治疗靶点. 
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0  引言

肿瘤干细胞假说最先在血液肿瘤中被提出. 在
急性单核细胞白血病中CD34+和CD38-细胞富含

具有肿瘤开始能力的细胞[1,2], 被认为是肿瘤干细

胞-肿瘤生长、转移和复发的根源. 随着研究的进

展, 人们在脑肿瘤[3]、结肠癌[4]和乳腺癌[5]等实体

肿瘤中均发现肿瘤干细胞的存在. 肝癌作为常

见的一种恶性肿瘤, 是否存在肝癌干细胞备受

人们关注. 在一些实体肿瘤中人们使用一些特

异性表面标志物鉴别肿瘤干细胞, 不同类型的

肿瘤可能存在不同的肿瘤干细胞标志. 在肝癌

中人们尝试使用CD133、CD90等表面标志来鉴

别肝癌干细胞, 但都不是理想的特异性表面标

志物. 研究发现在一些肿瘤组织包括肝癌组织中

存在侧群(side population, SP)细胞, 其具有类似

于干细胞的特性. 因此人们认为SP细胞至少组成

了肝癌干细胞的一部分, SP细胞的发现为肿瘤干
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■背景资料
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标志物鉴别肿瘤
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性表面标志物. 研
究发现在一些肿
瘤组织包括肝癌
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类似于干细胞的
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为SP细胞至少组
成了肝癌干细胞
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的发现为肿瘤干
细胞的鉴别和分
离提供了一种新
方法.
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细胞的鉴别和分离提供了一种新方法.

1  SP细胞

Goodell等[6]在用Hoechst33342荧光染色对小鼠

骨髓造血干细胞进行检测时, 发现极少数的细

胞能将此荧光染料排出, 表现为细胞核不着色

或着色程度很低, 且这群细胞在流式二维分析

点阵图上呈彗星状分布在细胞主群的一侧, 因
此将这群细胞称为S P细胞 .  自从小鼠骨髓中

SP细胞发现以后, 学者们已经在多种组织中鉴

别出了SP细胞, 包括皮肤、肺、肝脏、心脏、

脑、乳腺以及骨骼肌等组织[7]. 在正常组织中, 
这些细胞高水平表达干细胞相似基因以及具有

多向分化潜能. 因此, 他们被认为具有干细胞相

似的特性.

2  SP细胞的特性

SP细胞的研究在逐步深入, 人们发现SP细胞存

在于多种组织中. 他们仅占细胞总群的一小部

分, 并具有许多类似于干细胞的特性. 在细胞周

期中相对静止是干细胞的一个重要特性[8], 研究

发现多种肿瘤细胞株中SP细胞处于相对静止期, 
如: 鼠卵巢癌细胞系MOVCAR7的SP细胞主要

处于细胞周期的G1期
[9], Huh7细胞株中的SP细

胞80%处于G0期
[10]. 

SP细胞的鉴别是利用其能排出Hoechst染料

这一特性, Hoechst染料排出以细胞膜上的一种

ATP结合蛋白[ATP-binding cassette superfamily 
G(White)member 2]为运载体. 从小鼠各种组织

检测到的SP细胞相比于非SP细胞ABC运载体明

显高表达. Zhou等[11]发现SP细胞表型的形成与

ABCG2有着最直接的联系. SP细胞的细胞周期

相对静止和高表达ABCG2的特性使其能够逃避

一些化疗药物的损害. SP细胞处于相对静止期, 
可以免受杀伤DNA复制期细胞的药物的作用, 
此外其高表达的ABC转运蛋白能将毒性药物大

量泵出. 
SP细胞还具有自我更新和多向分化潜能. 

SP细胞最早发现于小鼠骨髓中, Challen等[12]研

究发现随着造血干细胞的长期传代, SP细胞比

例越来越高. 在一些肿瘤细胞系中, SP细胞具

有自我更新和无限增殖的潜能. 在鼠卵巢癌细

胞系MOVCAR7和4306[9]、肝癌细胞系Huh7及
PLC/PRE/5[13]中分离的SP细胞体外培养能产生

SP细胞和非SP细胞, SP细胞比例升高. SP细胞还

能多向分化, Kondo等[14]证明由大鼠胶质瘤细胞
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系C6中分离的SP细胞, 能在其体内分化为神经

元细胞及胶质细胞. 小鼠乳腺中分离的SP细胞

注入小鼠乳腺脂肪垫中可产生完整的腺小管及

腺小叶组织[15], Wulf等[16]发现肝脏SP细胞体外

培养可以分化为肝细胞和造血细胞, 将肝脏的

SP细胞移植到DDC药物引起的损伤肝脏中, 可
以发现SP细胞可分化为肝实质细胞和胆管上皮

细胞而修复肝脏. 
总之, 无论是正常组织还是肿瘤细胞系中

分离的SP细胞均具有干细胞样特性. 在肿瘤细

胞系中分离的SP细胞还具有高致瘤性-一种肿瘤

干细胞特性. 从肝癌[13]、肺癌[17]、胃癌[18]、C6
神经胶质瘤细胞[14]和鼻咽癌[19]细胞株中分离出

的SP细胞具有较高的肿瘤形成能力. 肝癌细胞

系Huh7及PLC/PRE/5中的1×103 SP细胞可以使

NOD/SCID小鼠皮下成瘤, 皮下注射1×106非SP
细胞却不能成瘤[13].

3  肝癌干细胞的鉴别与分离

研究肝癌干细胞生物学特性首先需要将其分离

出来. 在肝癌干细胞的分离过程中研究者尝试

使用各种细胞表面标志, 如CD133、CD90. Ma
等[21]发现CD133+肝癌细胞高表达与干细胞自

我更新、增殖等相关性基因, 具有分化为非肝

细胞的潜能和高致瘤性. 但许多肝癌细胞株中

并未检测到CD133+肝癌细胞[20,21], 在Huh7肝癌

细胞株中CD133+肝细胞占65%, 在Hep3B中占

90%[21], 这与肿瘤干细胞仅占肿瘤细胞中一小部

分的理论不符. 
Yang等[22]研究显示从多种人肝癌细胞系分

离到的CD90+细胞, 可在免疫缺陷小鼠体内形

成肿瘤. 各种肝癌细胞系中CD90+细胞比例与该

细胞系的成瘤性和转移能力呈正相关. CD90+

细胞的干细胞特性与CD45、CD44的表达相关. 
在所有肝癌标本及90%的肝癌患者血样本中

分离到了CD45-CD90+细胞, 这些细胞均可在免

疫缺陷小鼠体内成瘤. CD44抗体可诱导CD90+

细胞体外凋亡. 但是Yamashita等[23]证实CD90 
只在EpCAM-AFP-的肝癌细胞系中表达. 因此

CD133、CD90作为肝癌干细胞的表面标志仍缺

乏特异性和敏感性, 需进一步研究予以证实. 
SP细胞目前也已应用于肝癌干细胞的鉴别, 

Chiba等[13]在肝癌细胞系Huh7及PLC/PRE/5均分

离出SP细胞, 比例分别是0.25%, 0.80%. 这群细

胞具有自我更新、多向分化潜能, 且具有高致

瘤性. 人的肝细胞癌组织中也存在SP细胞, 但在

www.wjgnet.com

■研发前沿
如何分离纯化肿
瘤干细胞是一个
亟待解决的问题, 
在肝癌中目前仍
没有发现一个高
特异性和敏感性
表面标志物.
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Hep2和Huh6这两个肝癌细胞株中未检测到SP
细胞. 因此SP法也不是一个完美的鉴别肝癌干

细胞的方法, 且Hoechst33342具有DNA毒性, 分
选后的细胞生物学特性是否发生改变存有疑问. 
分选出来的SP细胞和非SP细胞难于比较各自的

生物学特性. 所以需寻求另一种表面标志用于

分选SP细胞, 比如利用ABCG2特异性抗体结合

后再用流式细胞仪分选可能成为SP细胞分选的

新方法.

4  SP细胞与肝癌干细胞

肿瘤干细胞是恶性肿瘤的根源, 与肿瘤的恶性

程度和预后有一定的关系, 因此肿瘤干细胞可

能是肿瘤治疗的一个有效靶点. 鉴于以上资料, 
SP细胞虽不等同于肝癌干细胞, 但SP细胞至少

包含了部分肝癌干细胞, 因此在发现特异性肝

癌干细胞表面标志物前SP细胞可以作为肝癌治

疗的靶点. 
SP细胞不仅有开始肿瘤的潜能还能通过其

外排机制抵抗化疗药物, 这些细胞可能在肿瘤

维持和复发中起着重要的作用. Shi等[24]研究表

明肝癌标本中存在SP细胞, 其比例与肝癌术后

早期转移复发相关, 因此改变SP细胞的比例可

能降低肿瘤复发机率. ABCG2与SP表型有直接

相关性, 因此能影响ABCG2蛋白表达、功能状

态、组织分布的因素均可影响SP表型. 研究发

现在MHCC-97L肝细胞癌细胞株中Akt信号通路

抑制剂和血清供给可以调节SP细胞的比例, 具
体机制是通过改变ABCG2运输体的亚细胞定位

从而调节SP细胞的外排活力[25]. ABCG2分子能

够被钙离子拮抗剂维拉帕米非特异性阻断, 抑
制染料外排, 逆转耐药, 减少SP细胞; 加入维拉

帕米后可见SP亚群明显减少. 在间充质肿瘤、

侵袭性纤维瘤病中干扰素可以导致SP细胞数量

的增加[26]. 以上结果表明一些化学性因素具有改

变SP数量的能力, 具有这种能力的因子可以结

合常规化疗用于减少或清除致瘤细胞预防肿瘤

复发. 
除了通过改变S P细胞的数量改善肿瘤预

后外, 还可能通过改变SP细胞的特性如自我更

新、致瘤性等来防止肿瘤复发. 基因BMI1参与

各种不同干细胞的自我更新[27,28], 研究表明其对

白血病干细胞自我更新能力的维持是必需的[29]. 
Chiba等[30]研究发现Huh7和PLC/PRF/5肝癌细胞

株中的SP细胞BMI1表达高于非SP细胞, 通过基

因敲除技术研究发现BMI1敲除后细胞活力下

降, SP细胞具有自我更新和产生非SP细胞的能

力, BMI1缺失可导致SP细胞的数量下降, 提示

BMI1亦调节肝细胞癌中SP细胞的自我更新能

力, BMI1缺失加快了SP向无致瘤性的非SP细胞

方向分化. 相反, 在Huh7肝癌细胞株中BMI1基
因的过度表达导致SP亚群显著的增长, CD133
阳性的细胞与阴性相比具有更强的致瘤性, SP
细胞中CD133的表达较非SP细胞强, BMI1缺失

可导致CD133数量下降, 反之则CD133数量增

多, BMI1与代表肿瘤干细胞表型的SP细胞以及

CD133阳性细胞均密切相关. Huh7和PLC/PRF/5
肝癌细胞株中的1×103 S P细胞即可在N O D/
SCID小鼠体内形成移植瘤, 但10倍的BMI1缺失

的SP细胞却失败了, BMI1的缺失使起始肿瘤的

能力显著的降低. SP细胞具有异质性, 不同的细

胞株BMI1对SP表型的作用不同, BMI1可能只是

众多SP细胞自我更新调节因子中的一种, 因此

需要更多的研究来明确调节肝癌干细胞具体机

制. BMI1与SP细胞细胞活力、自我更新能力以

及致瘤性有关, 因此他可能成为一个清除肝细

胞癌中的肿瘤干细胞的治疗靶点.

5  结论

随着对肿瘤干细胞更进一步的认识, 肿瘤干细

胞学说在不断发展. 如何分离纯化肿瘤干细胞

是一个亟待解决的问题, 在肝癌中目前仍没有

发现一个高特异性和敏感性表面标志物. 肝癌

SP细胞具有明确的高致瘤性等肝癌干细胞特性, 
尽管他不等同于肝癌干细胞, 但SP表型仍可作

为研究肝癌干细胞的重要手段. 同时, 人们还将

SP细胞作为治疗肿瘤的一个靶点进行了大量的

研究并取得了一定的进展, 虽然离应用于临床

治疗恶性肿瘤还有一定的距离, 但这为恶性肿

瘤的治疗带来了新的希望. 肿瘤干细胞生物学

行为的深入研究, 也许能帮助发现真正治愈恶

性肿瘤的方法. 
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