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Abstract
AIM: To evaluate the influence of transforming 
growth factor-β1 (TGF-β1)-induced epithelial-
mesenchymal transition (EMT) on side population 
cells in SMMC-7721. 

METHODS: The percentages of SP cells in 
SMMC-7721 and HepG2 cells were analyzed 
by flow cytometry. TGF-β1 was added to the 
cultured SMMC7721 and HepG2 cells to in-
duce EMT in vitro. Seventy-two hours later, cell 
morphological changes were observed, the pro-

tein expression of E-cadherin was detected by 
Western blot and immunofluorescence, and the 
changes in the percentages of SP cells were ana-
lyzed by flow cytometry.

RESULTS: An experimental system for the 
selection of SP cells from hepatocellular carci-
noma cells was successfully established. There 
were 4.3% of SP cells in SMMC-7721 cells, and 
the expression of ABCG2 (ATP-binding cassette 
superfamily G member 2) was up-regulated 
in these SP cells. No SP cells were detected in 
HepG2 cells. After exposure to TGF-β1 for 72 h, 
SMMC-7721 cells showed significant morpho-
logical changes and reduced E-cadherin expres-
sion and SP cell percentage.

CONCLUSION: TGF-β1 is able to induce EMT 
and reduce the percentage of side population 
cells in hepatocellular carcinoma cell lines, sug-
gesting that EMT may promote the invasion and 
metastasis of carcinoma cells by suppressing the 
proliferation of cancer stem cells.
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growth factor-β1; Epithelial-mesenchymal transi-
tion; Cancer stem cell; Hepatocellular carcinoma

Wang B, Xia YJ, Yan W, Xia LM, Liu M, Tian DA. 
Regulation of side population cells by TGF-β1-induced 
epithelial-mesenchymal transition in hepatocellular 
carcinoma cell lines SMMC-7721 and HepG2. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(23): 2416-2421

摘要
目的: 观察转化生长因子β1(TGF-β1)诱导的
上皮间质转化(EMT)对SMMC-7721中SP细胞
的影响. 

方法: 常规培养人肝癌细胞系SMMC-7721和
HepG2, 利用流式细胞术分析肝癌细胞系中
SP细胞的含量并分选出SP细胞, Western blot
检测ABCG2蛋白的表达. TGF-β1诱导肝癌细
胞SMMC-7721, 动态观察细胞形态学变化, 
Western blot和免疫荧光检测EMT相关指标钙

®

■背景资料
肿瘤干细胞学说
认为, 肿瘤组织中
并非所有的肿瘤
细胞都具有恶性
特征, 只有肿瘤干
细胞具有自我更
新和分化潜能, 成
为肿瘤增殖、抗
药和复发的根源. 
上皮间质转化学
说最早被发育生
物学家用来描述
胚胎发育过程中
某些特定部位的
上皮细胞所发生
的形态学改变, 发
生间质转化的上
皮细胞在经历了
短暂的结构改变
后, 细胞的迁徙和
运动能力增强, 从
而成为肿瘤侵袭
和转移的重要机
制之一. 

■同行评议者
倪润洲, 教授, 南
通大学附属医院
消化内科
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粘蛋白(E-cadherin)的表达, 通过流式细胞仪
分析TGF-β1诱导前后SP细胞含量的变化. 

结果: 利用流式细胞术成功建立了肝癌S P
细胞分选体系. 检测发现, S M M C-7721中
SP细胞含量为4.3%, Western blot显示该SP
细胞ABCG2蛋白表达明显上调. 而HepG2
中未能检测出SP细胞. TGF-β1诱导72 h后
SMMC-7721细胞发生上皮间质转化, Western 
blot和免疫荧光检测发现E-cadherin蛋白的表
达下调, 同时SP细胞含量也明显降低.

结论: 不同肝癌细胞系中SP细胞含量的差别
可能与细胞系的遗传背景和性质不同有关. 
EMT可能抑制了肿瘤干细胞的增殖, 促进肿
瘤细胞向侵袭和转移的方向发展.

关键词: 边缘群细胞; 转化生长因子β1; 上皮间质转

化; 肿瘤干细胞; 肝癌
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0  引言

恶性肿瘤的基本特性是细胞异常增殖、浸润转

移和复发, 其发病机制仍有待进一步阐明. 新近

研究发现, 肿瘤组织中并非所有的肿瘤细胞都

具有恶性特征, 只有肿瘤干细胞具有自我更新

和分化潜能, 成为肿瘤增殖生长、转移和复发

的根源[1-3]. 边缘群(side population, SP)细胞最初

是造血干细胞经流式细胞仪分选发现的一类具

有很强的自我更新和增殖分化能力的细胞[4,5]. 
随后, 人们在肿瘤细胞系中也发现少量具有这

样特性的SP细胞[6,7]. 目前认为肿瘤组织SP细胞

代表的是一族肿瘤干细胞, 这些细胞对化疗药

物有内在的高抵抗性, 即使大部分肿瘤细胞被

常规化疗杀死, 只要残存SP细胞, 都可能引起

肿瘤复发和转移[8-10]. 上皮-间质转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)最早被发育生物学

家用来描述胚胎发育过程中某些特定部位的上

皮细胞所发生的形态学改变, 发生EMT的上皮

细胞在经历了短暂的结构改变后, 细胞的迁徙

和运动能力增强. 转化生长因子β1(transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)是一种具有多种功能

的细胞因子, 已有研究发现其在诱发EMT中起

着关键的作用[11,12]. 目前认为和肿瘤干细胞一样, 
EMT亦是一种重要的肿瘤侵袭和转移机制[13-15]. 

原发性肝癌是我国最常见的消化系恶性肿瘤之

一, 临床上病情常迅速进展, 预后极差. 因此针

对肝癌的侵袭转移一直是该领域的研究热点. 
已有文献报道在肝癌组织和细胞系中发现肿瘤

干细胞[16,17]. 但关于肝癌组织中EMT和SP细胞

之间的关系, 国内外尚无相关报道. 本论文以

TGF-β1诱导肝癌细胞系发生EMT, 观察其对SP
细胞的影响, 试图为今后进一步研究肝癌复发

转移提供新的理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞系SMMC-7721和HepG2由
华中科技大学附属同济医院肝病研究所保存. 
DMEM培养基购自Gibco公司; 胎牛血清购自

Clark公司; Hoechst 33342、碘化丙啶(Propidium 
Iodide, PI)和维拉帕米均购自Sigma公司; 人
TGF-β购自英国Protech公司; 三磷酸腺苷结合盒

转运体成员2(ATP-binding cassette superfamily G 
member 2, ABCG2)及钙粘蛋白(E-cadherin)兔抗

人多克隆抗体购自Santa Cruz公司. FACS Aria流
式细胞仪及其分析软件为美国BD公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: SMMC-7721和HepG2细胞用含

青链霉素及100 mL/L胎牛血清的DMEM培养

液在37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度条件下培养, 
0.25%胰蛋白酶液消化传代, 取对数生长期细胞

用于实验. 
1.2.2 SP细胞分析及分选: 调整细胞密度为106/
mL, 设实验组和对照组. 实验组加入Hoechst 
33342至终浓度为10 mg/L. 对照组先加入终浓度

为50 mmol/L的维拉帕米在37 ℃水浴10 min. 然
后, 两组细胞均于37 ℃恒温避光水浴90 min, 每
15 min摇匀1次. 最后500 g于4 ℃离心5 min弃上

清, 以4 ℃预冷的HBSS重悬细胞. 在反应体系中

加入PI使其终浓度为0.5 mg/L时上流式细胞仪

检测. 仪器参数如下, 355 UV激发光源, 610 nm
双色短通反射滤镜, 450 nm和675 nm边缘长通

滤片分别散射蓝光和红光部分. 测量前向散射

和侧向散射二维参数图, 检测细胞均一性, 将低

蓝光低红光且维拉帕米组缺失区域设定为SP细
胞的门(gate), 分析并分选出SP和非SP细胞. 
1.2.3 TGF-β1诱导SMMC-7721后SP细胞分析: 
SMMC-7721细胞培养方法同前, 设实验组和

对照组. 实验组加入TG F-β1至其终浓度为10 
μg/L, 置37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度条件下培

养72 h后, Olympus倒置显微镜观察细胞形态, 

■研发前沿
肿瘤干细胞学说
和细胞上皮间质
转化学说是肿瘤
学领域新近研究
的重点和热点. 由
于肿瘤干细胞缺
乏特异性的细胞
表面标志, 而大量
的研究证实干细
胞及某些前体细
胞具有SP表型, 因
此推测SP细胞可
作为一种肿瘤干
细胞筛选和分离
纯化的标志. 深入
探讨SP细胞与肿
瘤干细胞之间的
联系及调控的机
制将是此领域亟
待研究的重要问
题之一. 
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Western blot分析E-cadherin蛋白的表达. 流式细

胞仪分析SMMC-7721细胞发生EMT时SP细胞

的含量变化.
1.2.4 Western blot检测目的蛋白表达: ABCG2
及E-cadherin蛋白的表达采用Western blot检测. 
RIPA裂解液提取总蛋白, Bradford法检测其浓

度. 取50 μg总蛋白进行电泳. 10% SDS-PAGE中
电泳完毕后将凝胶中的蛋白转移至硝酸纤维素

膜上, 5%的封闭液封闭2 h, 加入一抗(兔抗人多

克隆抗体, 1∶100), 4 ℃过夜; 洗膜, 再加入二抗

(羊抗兔IgG-HRP, 1∶10 000)孵育1 h, 洗膜后进

行ECL显色. 利用相关图像分析软件扫描分析条

带的灰度值. 目的蛋白表达的相对强度 = 目的

条带的灰度值/β-actin条带的灰度值. 
1.2.5 免疫荧光法检测细胞E-cadherin蛋白的表

达: 待上述各组SMMC-7721细胞在盖玻片上生

长融合到90%-95%时, 取出以4%的甲醛室温固

定30 min;  0.2% Triton X-100透化5 min; 5%的封

闭液室温封闭30 min; 加入一抗4 ℃过夜后, 加
入二抗避光孵育30 min, 激光共聚焦显微镜观察

蛋白定位表达情况.
统计学处理 应用SPSS11.0软件进行统计分

析, 实验数据以mean±SD表示, 各组间比较均采

用t检验, P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肿瘤细胞系中SP细胞的分析 SMMC-7721和

HepG2细胞经Hoechst 33342及PI双标记后经流

式细胞仪分析, SP细胞位于左下角两种荧光均

阴性或很弱的区域, SMMC-7721细胞实验组SP
细胞含量为4.3%, 由于维拉帕米可以阻断SP细
胞排出Hoechest 33432, 经维拉帕米处理后SP细
胞含量减少为0.1%. HepG2细胞实验组和对照组

之间无明显区别(图1). 前向散射和侧向散射二

维参数图分析SMMC-7721中SP和非SP细胞形

态、大小、胞质均匀性无明显区别. ABCG2表
达于SP细胞表面, 是造成细胞SP表型的关键分

子之一. 与非SP细胞相比, SMMC-7721中SP细
胞ABCG2表达明显上调(图2). 
2.2 TGF-β1诱导SMMC-7721发生EMT 研究显示, 
TGF-β1在诱发细胞EMT中起着关键作用, 而上

皮性标志物E-cadherin是EMT过程中表达下调的

主要因子之一. SMMC-7721细胞在TGF-β1刺激

下逐渐由原来的多角形生长变化为长梭形, 排列

松散, Western blot和免疫荧光均提示E-cadherin
的表达下调, 提示细胞间黏附减弱(图3, 4). 
2.3 TGF-β1诱导SMMC-7721EMT后SP细胞含量

分析 TGF-β1诱导SMMC-7721发生EMT后, 其
SP细胞含量明显下降. 未加入维拉帕米组SP细
胞含量为0.1%, 经维拉帕米处理后SP细胞含量

减少为0.0%(图5).

3  讨论

1996年, Goodell等采用流式细胞术研究造血干

■相关报道
最 初 的 研 究 表
明 :  来 源 于 骨 髓
的SP细胞具有很
强的造血干细胞
活 性 ,  能 重 建 致
死放射量照射小
鼠的髓系和淋巴
系 血 细 胞 ;  随 后
人们相继在多种
正常组织、肿瘤
组织和细胞系中
分离出功能类似
的SP细胞.
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图   1   肝 癌 细 胞 系
中 S P 细 胞 分 析 .  A : 

SMMC-7721细胞实验

组; B: SMMC-7721细

胞对照组; C: HepG2细

胞实验组; D: HepG2细

胞对照组. 
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细胞在体内的增殖情况时发现有一小群细胞呈

彗星状分布在细胞主群的一侧, 他们将这群细

胞称为SP细胞. 最初的研究表明: 来源于骨髓的

SP细胞具有很强的造血干细胞活性, 能重建致

死放射量照射小鼠的髓系和淋巴系血细胞; 随
后人们相继在多种正常组织(骨髓、骨骼肌、

肺、肝、心脏、睾丸、肾、皮肤、脑和乳腺

等)、肿瘤组织和细胞系中分离出功能类似的SP
细胞[18-21]. 由于SP细胞符合肿瘤干细胞学说的特

点, 对肿瘤组织中SP细胞的研究随即成为新的

热点[22,23]. 
S P细胞能特异性的将荧光染料H o e c h s t 

33342排出到胞外, 从而具有Hoechst 33342拒染

或淡染性, 钙离子拮抗剂能够阻止这个过程, 这
是流式细胞仪进行检测分选的基本原理. 膜转

运蛋白ABCG2是决定不同组织来源SP细胞排

出Hoechst 33342的决定性基因之一. ABCG2是
从MCF-7乳腺癌耐药细胞株克隆出来的ATP结
合盒转运子家族的一个新成员, 是一种多药耐

药基因, 推测其与SP细胞对化疗药物的内在高

抵抗性有关[24-26]. 维拉帕米和利血平能够抑制

SP细胞上膜转运蛋白的功能, 常使SP细胞数量

显著下降, 因此常被用来辅助鉴定SP细胞. 目
前认为维拉帕米主要阻断ABC转运蛋白家族中

■创新盘点
国内外学者已在
多种人肿瘤细胞
系中发现SP细胞; 
上皮间质转化机
制在肿瘤侵袭转
移过程中的作用
也 有 所 报 道 .  本
论文在此基础上
首先检测了SP细
胞在两种常用肝
癌细胞系中的分
布情况, 并深入探
讨转化生长因子
诱导的肝癌细胞
系发生上皮间质
转化对SP细胞含
量的影响. 结合肿
瘤学领域新理论, 
旨在为将来组织
水平研究肝癌转
移、抗药及复发
机制提供理论基
础, 此研究思路和
技术路线国内外
报道较少. 

图  4  免疫荧光法示SMMC-7721细胞中E-cadherin蛋白的表达(免疫荧光法). A-D: 实验组; E-H: 对照组; 绿色荧光: 

E-cadherin的表达; 蓝色荧光: Hoechst 33258核染色.
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图  5  SMMC-7721细
胞经TGF-β1诱导发生
EMT后SP细胞分析. A: 

无维拉帕米组; B: 维拉

帕米组.
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图  2  SMMC-7721细胞中ABCG2蛋白的表达. 1: SP细胞; 2: 

非SP细胞.
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图  3  SMMC-7721细胞中E-cadherin蛋白的表达. 1: 对照

组; 2: 实验组.
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多药耐药蛋白质1(multidrug resistance protein 1, 
MDR1), 但其阻断没有特异性; 利血平主要阻断

P-糖蛋白和ABCG2蛋白[27]. 不同细胞群中这些

膜蛋白的表达情况存在差异, 例如有些胃肠肿

瘤细胞中ABCG2并未参与SP细胞表型的形成, 
细胞培养前后SP和非SP细胞中ABCG2是一致

的. 因此, 不同的膜运载体在外排Hoechst 33342
中可能起着不同的作用[28], 从而间接影响了维拉

帕米等药物的阻断作用. 
我们的研究显示, SMMC-7721中Hoechest 

33342阴性/弱阳性细胞含量为4.3%, HepG2中未

能检测出此类细胞, 不同肝癌细胞系中此细胞

含量的不同可能与细胞系的遗传背景和性质不

同有关. 经维拉帕米处理后SMMC-7721中这些

细胞的含量下降为0.1%, 采用Western blot检测

发现该细胞群ABCG2蛋白的表达明显上调, 可
确认此Hoechest 33342阴性/弱阳性细胞为SP细
胞. 我们成功的采用流式细胞术建立肿瘤细胞

株中SP细胞分离纯化体系, 从而满足后续研究

的需要. 
E M T是指上皮细胞在特定的生理和病理

情况下向间质细胞转化的现象. 正常上皮细胞

富于细胞间黏附从而形成稳定的细胞间接触. 
EMT时上皮组织基本结构消失, 失去细胞极性

和紧密连接, 细胞内骨架成分重排并获得移行

能力等间质细胞的特性. EMT与胚胎发育过程

和特定类型的伤口愈合中细胞及组织的重塑有

关. 肝癌组织的中央细胞往往是上皮表型, 当
经历EMT后肿瘤细胞摆脱细胞之间的连接, 从
而获得突破基底膜、侵袭周围组织的能力 [29]. 
E-cadherin是上皮组织中的一种依赖Ca2+的细胞

间跨膜粘连糖蛋白分子, 主要参与细胞间的连

接. E-cadherin同时也是EMT的关键分子. TGF-β
是诱发EMT最强的因素之一[30]. 我们的研究结

果显示, 加入TGF-β1后, SMMC-7721细胞的形

态发生改变. 免疫荧光提示定位于胞质的表达

阳性细胞明显减少, Western blot提示其蛋白表

达明显下调, 说明TGF-β1能够诱导肿瘤细胞系

发生EMT, 从而在肝癌转移过程中起到重要的

作用.
既然SP细胞和EMT都与肝癌的发生及转移

有关, 两者之间的关系如何呢? 我们的研究发现, 
TGF-β1诱导SMMC-7721细胞发生EMT后, SP细
胞比例分别从未诱导前的4.3%降低到诱导后的

0.1%. 分析其可能的机制, 我们推测EMT状态的

诱导和维持在一定程度上抑制了肿瘤干细胞的

增殖, 促进了肿瘤细胞向侵袭和转移方向发展. 
另外, TGF-β1本身的作用机制也相当复杂, 对于

SMMC-7721细胞而言可能发挥了肿瘤生长抑制

因子的作用[31]. 
总之, 我们的研究建立了肝癌肿瘤干细胞分

选体系, 初步探讨了SP细胞和EMT之间的关系, 
为将来进一步研究肿瘤干细胞在肝癌发生中的

作用和调控机制提供了新的思路和依据.
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肝癌发生中的作
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供新的依据.


