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Abstract
AIM: To examine whether side population (SP) 
cells isolated from hepatic carcinoma cell lines 
can escape being killed by NK cells from NOD/
SCID mice.

METHODS: Sorted natural killer (NK) cells from 
NOD/SCID mice were seeded in dishes and cul-
tured for three days in the presence of 25 ng/mL 
IL-2 and IL-15 to activate cells. SP cells and main 
population (MP) cells were sorted with the FAC-
SAria from Huh7 and PLC/REF/5 cell lines and 
co-cultured with activated NK cells for 12 hours. 
Cell apoptosis was evaluated by annexin V/7-
AAD staining and flow cytometry.

RESULTS: There are no significant differences 
in cell viability and apoptosis between MP cells 
and SP cells from Huh7 and PLC/REF/5 cell 
lines (all P > 0.05). However, the proportions of 
annexin V+/7-AAD+ cells in MP cells co-cultured 
with NK cells were significantly higher than 
those in MP cells cultured alone and SP cells co-
cultured with NK cells (Huh7: 8.43 ± 1.56 vs 4.33 

± 1.36, 4.41 ± 0.70; PLC/PRF/5: 7.89 ± 1.53 vs 5.47 
± 1.04, 4.94 ± 0.95, all P < 0.05).

CONCLUSION: SP cells isolated from Huh7 and 
PLC/REF/5 cells could probably escape being 
killed by activated NK cells from NOD/SCID 
mice.

Key Words: Cancer stem cells; Natural killer cell; 
Side population; Apoptosis

Qiu S, Zhang HY. Side population cells isolated from 
hepatic carcinoma cell lines escape being killed by NK 
cells from NOD/SCID mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(36): 3905-3909

摘要
目的: 探讨人肝癌细胞株Huh7、PLC/REF/5
中以侧群(SP)细胞为标志的肿瘤干细胞抵抗
NOD/SCID小鼠来源的NK细胞杀伤的作用. 

方法: 分选所得NK细胞制成细胞悬液接种于
培养皿中, 经小鼠重组IL2和IL15活化后, 同肝
癌细胞株Huh7、PLC/REF/5经FACS Aria分选后
所得主群(MP)、SP细胞共培养, 使NK细胞∶肿
瘤靶细胞为6∶1. 经Annexin V和7AAD染色
后, 流式细胞仪检测. 

结果: 单独培养Huh7或PLC/PRF/5细胞中MP
与S P细胞比较, 其细胞活力(A 值)及细胞凋
亡比例无明显差别(P >0.05); 而与NK共培养
的MP细胞中AnnexinV+7AAD+细胞较单独培
养的M P和与N K共培养的S P细胞明显升高
(Huh7: 8.43±1.56 vs  4.33±1.36, 4.41±0.70; 
PLC/PRF/5: 7.89±1.53 vs  5.47±1.04, 4.94±
0.95, P <0.05).

结论: 通过细胞凋亡检测发现, Huh7和PLC/
REF/5中SP能明显抵抗NK细胞诱导的杀伤作
用, 提示肝癌细胞株Huh7、PLC/REF/5中SP
细胞在体外具有主动的免疫逃逸能力.
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■背景资料
研 究 表 明 结 肠
癌、乳腺癌、黑
色素瘤等恶性肿
瘤中存在着具有
持续驱动肿瘤生
长的肿瘤干细胞, 
侧群细胞能够伏
击这样的肿瘤干
细胞, 侧群细胞也
就成为研究肿瘤
干细胞时的常用
的研究手段. 对肿
瘤干细胞、侧群
细胞自身生长特
性及其与宿主免
疫系统的研究, 能
够帮助人们更深
入地认识肿瘤的
发生、发展规律. 
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肖 文 华 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
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医科大学生理教
研室
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0  引言

肿瘤中存在极少量能驱动肿瘤生长的干细胞样

癌细胞亚群, 称为肿瘤干细胞(cancer stem cells, 
CSCs). 少量人CSCs反复接种在免疫缺陷小鼠体

内, 均能形成肿瘤移植物, 目前这也是人肿瘤中

CSCs存在的唯一鉴定方法[1-3]. 大量研究表明某

些肿瘤细胞经Hoechst33342染色后, 形成的侧群

(side population, SP)细胞, 能够相对富集肿瘤干

细胞, 因而认为SP细胞可能也是一种CSCs. 目
前也有研究认为CSCs和SP细胞所使用免疫缺

陷小鼠(NOD/SCID、SCID、Rag-/-)等, 只是缺失

了T、B淋巴细胞的获得性免疫能力, 但仍然存

在部分自然杀伤(natural killer, NK)细胞和全部

髓系免疫细胞组成的天然免疫能力, 仍然有一

定的抗肿瘤的免疫能力[4-6]. 因而提示少量CSCs
或SP细胞在免疫缺陷小鼠体内驱动肿瘤形成的

现象, 可能是由其特殊的逃逸免疫监视的能力

所致. 有研究表明在肝脏肿瘤中也存在CSCs[7], 
实验中我们观察了肝癌细胞株H u h7、P L C/
REF/5中的SP细胞[8], 对非肥胖糖尿病/重症联

合免疫缺陷(non-obese diabetic/severe combined 
immunodeficiency, NOD/SCID)小鼠NK细胞杀伤

的抵抗作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株Huh7、PLC/REF/5由天

津医科大学肿瘤医院提供, 细胞于含100 mL/L 
FBS、1%青链霉素的DMEM培养基中, 37 ℃、

50 mL/L CO2常规培养. NOD/SCID小鼠, ♂, 周
龄10 wk, 由中国医学科学院实验动物研究所提

供. Hoechst33342、烟曲霉素C(fumitremorgin 
C, FTC)、MTT由Sigma公司提供, 小鼠重组

细胞因子IL2、IL15购自PeproTech, 抗小鼠

CD49b(DX5)MicroBeads NK细胞分选磁珠试剂

盒购自Miltenyibiotec, AlexaFluor@647标记抗

小鼠NK1.1流式抗体为BioLegend产品, FITC标
记AnnexinV凋亡检测试剂盒为eBioscience产品. 
SP细胞分选使用BD FACS Aria流式细胞仪.
1.2 方法 
1.2.1 Hoechst33342标记肝癌细胞: 处于对数生

长期的Huh7、PLC/REF/5[9]细胞经胰酶-EDTA
消化, 用含50 mL/L FBS的PBS制备成106细胞

/mL的细胞悬液, Hoechst33342以10 mg/L的终浓

度加入细胞悬液中; 对照细胞中先加入ABCG2
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抑制剂FTC, 终浓度2 µmol/L, 37 ℃孵育15 min, 
再加入10 mg/L Hoechst33342, 37 ℃孵育90 min. 
孵育完成后, 上述细胞中立即加入10倍体积冷

PBS(含50 mL/L FBS), 4 ℃离心洗细胞2次, 细胞

在上流式细胞仪检测分选之前保持置于冰上[10]. 
1 . 2 . 2  M T T 检 测 主 群 细 胞、S P 细 胞 活 力 : 
Huh7、PLC/REF/5细胞经分选所得主群(main 
populat ion, MP)、SP细胞分别接种于96孔板

中, 5×104/孔, 分别培养12、24、48 h. 然后弃

去培养上清液, 每孔中加入100 µL(0.5 g/L)的
MTT(PBS)37 ℃孵育4 h, 弃上清液, 每孔加入

100 µL DMSO, 充分混匀溶解, 用酶标仪检测每

孔在570 nm处的吸光度值A . 
1.2.3 NK细胞分选: NOD/SCID小鼠麻醉后取脾

脏, 脾脏分别经50目、300目筛网研磨、过滤, 
离心洗两次, 最终制成108细胞/mL, 按细胞体积

的10%加入抗小鼠CD49b(DX5)MicroBeads, 4 ℃
孵育20 min, 后经分选柱磁性分选, 获得的分选

阳性细胞须经纯度检测, 纯度保持在90%以上. 
1.2.4 细胞凋亡检测: 用DMEM(100 mL/L FBS)
将磁珠分选所得NK细胞制成细胞悬液接种于培

养皿中, 并在细胞悬液中加入终浓度为25 µg/L
的小鼠重组IL2和IL15, 37 ℃、50 mL/L CO2孵

育3 d后细胞接种于96孔板中, 使孔中NK细胞数

为3×105/孔. 肝癌细胞株Huh7、PLC/REF/5经
FACS Aria分选后所得MP、SP细胞以5×104/孔
加入NK细胞中, 使NK细胞∶肿瘤靶细胞为6∶
1, 37 ℃、50 mL/L CO2孵育12 h后经Annexin V
和7AAD染色后[11], 经流式细胞仪检测. 

2  结果

2.1 Huh7及PLC/REF/5细胞株MP、SP细胞分

析 3次Hoechest33342标记流式细胞仪检测显示, 
Huh7和PLC/PRF/5细胞中SP比例分别为: 2.11±
0.40和2.33±0.35. FTC能够完全抑制SP细胞的

出现(图1).
2.2 H u h7及P L C/R E F/5M P、S P细胞活力分

析 MTT检测显示, 在12、24、48 h Huh7及
PLC/REF/5 MP、SP细胞增殖并没有显著差别

(P >0.05, 表1, 图2).
2.3 NK杀伤Huh7及PLC/REF/5 MP、SP细胞 
细胞活力检测显示12、24、48 h Huh7及PLC/
REF/5的MP、SP细胞之间增殖活力并无显著差

别, 为避免MP、SP细胞之间增殖差别影响细胞

凋亡检测, 选取12 h作为NK细胞杀伤MP、SP细
胞的观察点. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前国际上对侧
群细胞、肿瘤干
细胞的研究主要
集中在能够帮助
识别这些特殊肿
瘤细胞群的表面
标志物上, 以及这
些细胞的生长特
性上. 基于上面的
研究基础, 部分学
者已将注意力转
移至针对侧群细
胞、肿瘤干细胞
的治疗研究上.

■相关报道
Kelly等认为:  人
SP细胞或CSCs能
在免疫缺陷小鼠
体内生长的原因
是其更能适应小
鼠体内的分子环
境, 或其能够自分
泌足够维持自身
及其后代细胞生
长的生长因子.
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结果显示培养12 h, 肿瘤细胞中主要出现了

AnnexinV+7AAD+的凋亡中晚期细胞(图3A); 单
独Huh7和PLC/REF/5 MP、SP细胞单独培养12 h 
AnnexinV+7AAD+细胞比例无显著差别(P>0.05). 
同NK细胞共培养的MP细胞的AnnexinV+7AAD+

细胞比例显著高于共培养的SP细胞及单独培养

的MP细胞(P<0.05); 共培养的SP细胞表现出明显

的抵抗NK细胞杀伤的能力, 其AnnexinV+7AAD+

细胞比例和单独培养的SP细胞相比, 无显著差异

(P>0.05, 表2, 图3B).

3  讨论

近年提出的CSCs学说认为: 肿瘤中存在极少量

能驱动肿瘤生长的干细胞样癌细胞亚群, 其具

有无限增殖的潜能, 在启动肿瘤形成和生长中

起着决定性的作用, 而其余的大多数细胞, 经过

短暂的分化, 最终死亡. CSCs这种无限增殖的能

力被称为自我更新(self renew)[1,12]. 通过反复在

免疫缺陷小鼠体内接种少量(最少至100个细胞)
人CSCs, 观察肿瘤生长与否能够验证人CSCs的
自我更新能力, 目前这也是鉴定人肿瘤中CSCs
存在的最可靠的方法. CSCs学说的提出也为肿

瘤的研究与治疗提供了新的思路. 
目前 C S C s 的分选标志有多种 :  部分

白血病细胞C D34 +C D38 -细胞 [1 ],  乳腺癌中

CD44+CD24-/low细胞[13], 胶质瘤、髓母细胞瘤及

2.
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图   1   H u h 7 和 P L C / P R F / 5
细 胞 中 M P 、 S P 细 胞 分 析 . 
Huh7和PLC/PRF/5细胞经

Hoechest33342标记后, 流式细

胞仪检测显示其SP细胞均为2%

左右, 且FTC均可抑制Huh7、

PLC/PRF/5细胞中SP细胞的出

现, 图中为3次实验之一.

表  1  Huh7及PLC/REF/5 MP、SP细胞MTT检测 (mean±SD, A 570)

     
    Huh7 MP      Huh7 SP PLC/PRF/5 MP PLC/PRF/5 SP

12 h  0.95±0.10  0.98±0.11  1.01±0.11  1.03±0.12

24 h  1.15±0.14  1.13±0.15  1.14±0.10  1.19±0.12

48 h  1.30±0.12  1.28±0.09  1.33±0.13  1.34±0.14

表  2  MP、SP细胞AnnexinV+7AAD+的凋亡中晚期细胞比例 (mean±SD)

     
        MP          SP     NK∶MP     NK∶SP

Huh7  4.33±1.36  4.59±1.32  8.43±1.56ac  4.41±0.70

PLC/PRF/5  5.47±1.04  5.52±1.23  7.89±1.53ac  4.94±0.95

aP<0.05 vs 单独培养的MP细胞;  cP<0.05 vs NK共培养的SP细胞.

■应用要点
人肿瘤SP细胞或
CSCs在人体中处
于同源的免疫环
境 ,  其 受 到 的 免
疫压力可能同其
在免疫缺陷小鼠
体 内 类 似 .  通 过
研究人肝癌细胞
株 H u h 7、P L C /
REF/5中SP细胞
在NOD/SCID小
鼠移植模型中的
免疫逃逸作用, 对
于探讨SP细胞或
CSCs在人体内驱
动肿瘤生长的机
制应该具有一定
意义.

■创新盘点
本 文 针 对 以 往
CSCs相关研究中, 
大家不十分重视
的SP细胞或CSCs
与宿主免疫系统
之间的相互作用
设计研究方案. 初
步证实了肝癌细
胞株Huh7、PLC/
REF/5中侧群细胞
在体外具有主动
的逃逸NK细胞免
疫监视的能力.
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结肠癌中CD133+细胞[3,14,15]. 多数上述CSCs在进

行Hoechst33342染色时都会表现出一定的SP现
象, 因而SP也可作为一种通用的CSCs标志. 

随着研究深入也有部分学者对S P细胞或

CSCs驱动肿瘤生长持有不同观点, 同样在免疫

缺陷小鼠体内接种少量小鼠普通肿瘤细胞和与

人CSCs类似的小鼠CSCs时, 肿瘤的生长状况却

非常相同. 这种观点认为, 在排除免疫缺陷小鼠

的免疫监视作用的情况下, 人CSCs能在免疫缺

陷小鼠体内生长的原因是, 其更能适应小鼠体

内的分子环境, 或其能够自分泌足够维持自身

及其后代细胞生长的生长因子[16,17]. 
在2009年Nature报道了一篇文章[18], 认为

以往研究SP细胞或CSCs所使用免疫缺陷小鼠

仍然存在部分免疫能力, 研究者使用I L2受体

γ(Common γ)敲除的NOD/SCID小鼠作为受体, 任

意的单个肿瘤细胞均能生长出肿瘤. 这就为SP
细胞和CSCs研究引入了免疫学问题. 目前研究

所使用的免疫缺陷小鼠有NOD/SCID、SCID、

Rag-/-等[4-6], 这些品系均伴有不同程度的T、B淋
巴细胞的缺失, 然而研究表明这些小鼠仍然存在

十分健全的髓系免疫系统和功能部分受损的NK
细胞. 在Common γ敲除的NOD/SCID小鼠髓系细

胞仍然保存, 而NK细胞完全消失, 这是其和其他

免疫缺陷小鼠差别所在. 这些提示我们少量人SP
细胞或CSCs能在NOD/SCID、SCID、Rag-/-等免

疫缺陷小鼠体内生长也可能是因其具有逃避NK
细胞免疫监视所致. 

本研究中我们分选得到了人肝癌细胞株

Huh7、PLC/REF/5中SP细胞和MP细胞[9], 在体

外分别单独培养12、24、48 h, 细胞活力检测并

无差别; 且反复培养扩增的Huh7、PLC/REF/5

图  3  Huh7和PLC/PRF/5细胞中MP、SP细胞凋亡的流式细胞仪检测. A: 流式细胞仪检测显示, NK细胞和Huh7 MP细胞共培

养12 h后AnnexinV+7AAD+的凋亡中晚期细胞百分比升高较为明显; B: 单独培养Huh7或PLC/PRF/5细胞中MP、SP和与NK

共培养的SP细胞中的AnnexinV+7AAD+细胞比例无明显差别; 而与NK共培养的MP细胞中AnnexinV+7AAD+细胞同单独培养

的MP比较明显升高(P<0.05), 其和与NK共培养的SP细胞比较也明显升高(P<0.05).
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图  2  Huh7和PLC/PRF/5细胞中MP、SP细胞活力分析. A: Huh 7; B: PLC/PRF/5. Huh7和PLC/PRF/5细胞中MP、SP细胞以

5×104接种后, 分别培养12、24、48 h MTT法检测细胞活力(n = 10), 并以此推断增殖情况, 结果表明Huh7和PLC/PRF/5细

胞中MP、SP细胞48 h内增殖无明显差别(P>0.05)

1.5

1.2

0.9

0.6

0.3

0.0

B

12 h                24 h                 48 h        

PLC/PRF/51.5

1.2

0.9

0.6

0.3

0.0

A
值

MP
SP

12 h                24 h                 48 h        

A
值

Huh 7 MP
SP

A■名词解释
1 侧群(SP)细胞: 
是 利 用 H o e c h s t 
33342染料和流式
细胞术进行造血
干/祖细胞分离时
发现的一群特殊
细胞, 具有干细胞
样自我更新能力, 
其广泛分布于多
种成体组织、胚
胎和某些肿瘤细
胞系中. 
2  肿 瘤 干 细 胞
(CSCs): AACRl3 
2006年将肿瘤干
细胞定义为, 肿瘤
中具有自我更新
能力并能产生异
质性肿瘤细胞的
细胞.  
3 自然杀伤(NK)
细胞: 为含有穿孔
素和颗粒酶素的
非特异性细胞毒
淋巴细胞, 是固有
免疫系统的主要
成员, 对杀伤肿瘤
细胞和病毒感染
细胞起重要作用.
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细胞时, 其SP、MP细胞的比例并无变化. 这就

提示我们SP细胞和MP细胞在NOD/SCID小鼠体

内移植时也可能存在相似的无明显差别的生长

状态. 那么, 假设NOD/SCID小鼠仅存的免疫系

统对人肝癌SP细胞和MP细胞的排斥无差别, 说
明这两种细胞的成瘤性应该大致相同. 然而事

实是, 大部分学者只观察到了SP细胞发展成的

肿瘤, 这就提示我们Huh7、PLC/REF/5中SP细
胞可能具有逃避免疫监视的能力. 

基于上述考虑 ,  本研究以人肝癌细胞株

Huh7、PLC/REF/5中SP细胞和MP细胞为靶细

胞[9], 同NOD/SCID小鼠来源的NK细胞共培养, 
发现Huh7和PLC/REF/5细胞株中SP细胞能明显

抵抗NK细胞诱导的杀伤作用, 初步提示我们肝

癌细胞株Huh7、PLC/REF/5中侧群细胞在体外

具有主动的免疫逃逸能力. 
人肿瘤SP细胞或CSCs在人体中处于一个同

源的免疫环境, 其可能同在NOD/SCID小鼠中所

遇到的免疫监视作用相似, 这种免疫监视作用

可能都是由天然免疫系统的NK细胞或髓系免

疫细胞组成. 那么研究人肿瘤SP细胞或CSCs在
NOD/SCID小鼠移植模型中的免疫逃逸作用对

于探讨SP细胞或CSCs在人体内驱动肿瘤生长的

机制应该具有一定意义. 
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■同行评价
本文创新性较好, 
对理解侧群细胞
的生物学特性, 侧
群细胞与肿瘤干
细胞的关系均有
一定的科学意义.


