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Abstract
AIM: To investigate the impact of transforming 
growth factor-β1 (TGF-β1)-induced epithelial-
mesenchymal transition (EMT) on side popula-
tion cells in human gallbladder cancer cell line 
GBC-SD.

METHODS: GBC-SD cells were allowed to 
adhere and then incubated with human recom-
binant TGF-β1 to induce EMT in vitro. Morpho-

logical alterations were examined by phase-
contrast microscopy, and the expression of 
EMT-related proteins was detected by Western 
blot. The percentage of SP cells in GBC-SD cells 
with and without TGF-β1 was analyzed by flow 
cytometry. After the removal of TGF-β1, cellu-
lar morphological alterations, the expression of 
EMT-related proteins, and the percentage of SP 
cells were detected again. 

RESULTS: SP cells accounted for approximately 
0.87% of GBC-SD cells. TGF-β1 induced mor-
phological transition from epithelial to mesen-
chymal cells. After treatment with TGF-β1, the 
expression of epithelial cell marker E-cadherin 
was decreased, that of mesenchymal cell marker 
vimentin was increased, and the percentage of 
SP cells was increased to 2.3%. After removal of 
TGF-β1,  transitioned GBC-SD cells regained the 
epithelial phenotypes and restored the SP abun-
dance.

CONCLUSION: TGF-β1-induced reversible EMT 
increases the percentage of SD cells in human 
gallbladder cancer cell line GBC-SD, suggesting 
that EMT may promote tumor progression by 
augmenting the abundance of SP cells.

Key Words: Human gallbladder cancer; Side popu-
lation cells; Transforming growth factor-β1; Epithe-
lial-mesenchymal transition

Zhang ZF, Qin RY, Zhu F, Wang M, Li X, Shi CJ. TGF-β1-
induced epithelial-mesenchymal transition increases the 
abundance of side population cells in human gallbladder 
cancer cell line GBC-SD. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2011; 19(16): 1680-1685

摘要
目的��: 研究转化生长因子(TGF-β1)诱导的上皮
间质转换(EMT)对人胆囊癌细胞系GBC-SD中
侧群(SP)细胞表达的影响. 

方法�: 在体外培养的GBC-SD中加入TGF-在体外培养的GBC-SD中加入TGF-β1
后 ,  相差倒置显微镜下观察细胞形态学变

®

■背景资料
肿瘤干细胞理论
认为肿瘤起始于
一类具有干细胞
性质的细胞亚群, 
他驱动肿瘤发生
的自我更新和分
化 ,  对 肿 瘤 的 恶
性生物学特征起
决 定 性 作 用 .  上
皮间质转化是指
上皮细胞失去其
上 皮 特 征 ,  获 得
间质特性的过程. 
他可增强细胞的
迁移和运动能力, 
是导致肿瘤发生
远处转移的重要
机制之一.

■同行评议者
张宗明, 教授, 清
华大学第一附属
医院消化医学中
心
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化, Western blot检测E-cadherin、Vimentin的
表达改变, 采用流式细胞术检测TGF-β1处理
GBC-SD前、后SP细胞亚群的表达比例; 撤去
TGF-β1后, 检测细胞形态学变化、E-cadherin
和Vimentin的表达改变以及SP细胞亚群的表
达比例.  

结果��: 人胆囊癌细胞系GBC-SD中存在SP细
胞, 其比例约为0.87%; TGF-β1可诱导GBC-SD
细胞向间质型细胞形态转化, 并上调间质标记
蛋白Vimentin和下调上皮标记蛋白E-cadherin
的表达, TGF-β1处理后GBC-SD细胞中SP细胞
亚群的表达比例增加至2.3%; 撤去TGF-β1后, 
发生间质型转化的GBC-SD向上皮细胞形态
转化, 间质标记蛋白Vimentin表达下调和上皮
标记蛋白E-cadherin表达上调, SP细胞逐渐恢
复至TGF-β1诱导前的水平. 

结论�: TGF-β1诱导的可逆性EMT上调人胆囊
癌细胞系GBC-SD中SP细胞亚群的表达, 促进
了肿瘤的衍进.

关键词: 胆囊癌; 侧群细胞; 转化生长因子β1; 上皮

间质转化
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0  ��引言

侧群(side population, SP)细胞是一类具有外排

DNA染料-Hoechst33342, 而在流式细胞术检测

下呈弱荧光信号的细胞, 这种外排染料Hoechst 
33342的特性多因细胞膜表面高表达ABCG2/
BCRP1基因引起[1]. SP细胞广泛存在于正常组

织[2]、肿瘤组织[3,4]和肿瘤细胞系中[5-10], 因富集

了具有强致瘤能力和耐药特性的肿瘤干细胞而

与肿瘤的恶性生物学特性有密切的关系. 上皮

间质转化(epithelial to mesenchymal transition, 
EMT)是上皮细胞表型向间质细胞表型发生的

转变, 是哺乳动物胚胎发育过程中常见的生理

现象[11-13]. 最近研究发现EMT过程可增加肿瘤组

织中肿瘤干细胞的丰度[14-16], 表明EMT在肿瘤

的衍进过程中也发挥着重要的作用. 在我们的

前期研究中已经证实人胆囊癌细胞系GBC-SD
中SP细胞具有肿瘤干细胞的生物学特性[17], 然
而, EMT的GBC-SD会对具有干细胞特性的SP细
胞亚群产生何种影响尚未见报道. 本文拟以转

化生长因子β1(transforming growth factor beta 1, 

TGF-β1)诱导GBC-SD细胞发生EMT, 观察其对

SP细胞丰度的影响, 试图为今后进一步研究胆

囊癌转移、复发提供新的理论依据. 

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 人胆囊癌细胞系GBC-SD购自中国科

学院上海生物化学与生物学研究所 .  D N A染

料Hoechst33342(Sigma, 美国)、ABCG2转运

蛋白阻滞剂Verapamil(Sigma, 美国)、碘化吡

啶(PI, Sigma, 美国); TGF-β1(Protech, 英国);    
E-cadherin(Santa Cruz, 美国)、Vimentin(Sigma, 
美国). 
1.2 方法方法 
1.2.1 细胞培养:细胞培养: 人胆囊癌细胞系GBC-SD用含15 
mL/L胎牛血清(FBS, 杭州四季青生物工程材料

有限公司), 100 kU/L青霉素, 100 kU/L链霉素双

抗(Gibco公司, 美国)的RPMI 1640培养基(Gibco
公司, 美国), 在37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度的

培养箱中培养, 0.25%胰蛋白酶(Amresco公司, 
美国)消化传代, 选用对数生长期细胞进行实验. 
1.2.2 流式细胞术检测:流式细胞术检测: 收集单细胞悬液, 调整

细胞密度至109个/L. 加入Hoechst33342(1 g/L), 
其终浓度为5 mg/L. 避光、37 ℃水浴90 min, 每
15 min震荡离心管数次. 对照组于此步骤中加入

Verapamil(终浓度为25 μmol/L)同时孵育. 用400
目筛网过滤后, 4 ℃、1 000 r/min离心5 min, 弃
上清. 用预冷的、含2% FBS的磷酸缓冲液(PBS)
洗涤1次. 细胞重悬于上述PBS中, 加入PI至终浓

度为1 mg/L, 并避光置于冰浴30 min, 上机(FACS 
vatage DIVA, Becton Dickison and Co.)进行流式

检测SP细胞比例. 
1.2.3 EMT实验:EMT实验: GBC-SD细胞以106个/孔种植至

铺有无菌盖玻片的6孔板中. 细胞贴壁24 h后, 加
入终浓度为10 μg/L TGF-β1. 为了评估TGF-β1
的最佳作用时间, 在不同时间点观察细胞形态

及E-cadherin、Vimentin的表达水平. 同时, 为
了逆转间质上皮转化(mesenchymal to epithelial 
transition, MET), 将发生EMT的GBC-SD细胞消

化后重新种植入6孔板中, 撤去TGF-β1后培养7 
d, 间断观察细胞形态及E-cadherin、Vimentin的
表达水平. 
1.2.4 细胞免疫荧光检测:细胞免疫荧光检测: 待上述各组GBC-SD细

胞在盖玻片上生长融合至70%时, 取出盖玻片, 
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, 荧光

■研发前沿
肿瘤干细胞和细
胞上皮间质转化
一直都是研究的
热点, 而近年来两
者在肿瘤发生、
发展过程中的协
同作用更是引起
了广泛的关注. 肿
瘤干细胞的上皮
间质转化或者上
皮间质转化促进
了肿瘤干细胞发
生等研究都是目
前肿瘤干细胞研
究领域内亟须解
决 的 问 题 ,  他 可
为深入了解肿瘤
干细胞在肿瘤发
生、发展中的角
色提供新的理论
支持.
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显微镜观察蛋白定位及表达. 
1.2.5 Western blot检测E-cadherin、Vimentin的

表达: 收集细胞, 加入细胞裂解液, 冰上放置30 
min, 12 000 r/min离心15 min, 取上清, 以Brad- 000 r/min离心15 min, 取上清, 以Brad-000 r/min离心15 min, 取上清, 以Brad-
ford法测定蛋白质浓度后置-80 ℃贮存备用. 制 ℃贮存备用. 制℃贮存备用. 制
备10% SDS-PAGE凝胶, 电泳、转膜、封闭, 一
抗(1∶200)4 ℃孵育过夜, 二抗(1∶5 000)室温孵 ℃孵育过夜, 二抗(1∶5 000)室温孵℃孵育过夜, 二抗(1∶5 000)室温孵 000)室温孵000)室温孵

育1 h, 采用ECL化学发光试剂(Pierce, 美国)于暗美国)于暗)于暗

室中显色. 
统计学处理 应用SPSS11.0软件进行统计分应用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 人胆囊癌细胞系GBC-SD中存在SP细胞 人
胆囊癌细胞系GBC-SD中存在SP细胞, 其比例为

0.87%, 经ABCG2阻滞剂Verapamil阻断后SP细
胞比例减少至0.03%(图1). 

2.2 TGF-β1诱导GBC-SD发生EMT 经10 μg/L 
TGF-β1作用24 h后, 通过倒置相差显微镜观察到

GBC-SD细胞形态发生了明显的变化. GBC-SD
细胞由上皮细胞的多边样形态向间质样细胞的

梭形形态转变, 且细胞与细胞间的连接变得松

散(图2A). GBC-SD细胞上皮标记蛋白E-cadherin
表达明显下调, 间质标记蛋白Vimentin表达明显

上调(图2B). 
2.3 撤去TGF-β1, EMT的GBC-SD细胞发生MET 
将经10 μg/L TGF-β1诱导24 h发生EMT的GBC-
SD细胞重新消化种植于培养板中, 撤去TGF-β1
后继续培养1 wk, 第1、4、7 d检测GBC-SD细

胞形态及与MET相关标记蛋白的变化. 在撤去

TGF-β1后, 表达于细胞膜上的上皮细胞标记蛋

白E-cadherin表达逐渐升高, 且发生EMT的GBC-
S D细胞逐渐恢复上皮细胞形态(图3).  另外 ,  
E-cadherin表达上调, 并同时伴有间质标记蛋白

Vimentin的下调(图4).  
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SP

图� �� �����������  1  �����������人胆囊癌细胞系GBC-
SD中SP细胞分析. A: Hoechst 

33342; B: Hoechst 33342+ 

Verapamil.
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A B■相关报道

自2008年Wein-
berg等研究者发
现EMT可诱导人
乳腺癌细胞高表
达干细胞标志物标志物
后, 肿瘤干细胞与
EMT间的关系逐
渐引起了人们的
关注．当前人们
已经在多种肿瘤
中发现了具有干
细胞特性的SP细
胞, 并且在乳腺癌
细胞系MCF-7中
也发现了TGF-β1
诱导的EMT可对
SP细胞的表达产
生影响．

图� �� ����  2  ����TGF-β1诱导人胆囊癌细胞系GBC-SD发生EMT. A: TGF-β1诱导GBC-SD发生EMT过程中细胞形态学改变(SP×200); 

B: TGF-β1诱导GBC-SD发生EMT过程中E-cadherin、Vimentin的表达.
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2.4 TGF-β1对GBC-SD中SP细胞比例的影响 
TGF-β1诱导GBC-SD发生EMT后, 其SP细胞比

例增加至2.3%(图5). 撤去TGF-β1后, 第1、4、7 
d SP细胞比例依次为1.7%、1.1%和0.73%, SP细
胞丰度逐渐下降至处理前水平(图6). 

3  ��讨论

TGF-β1是一类具有多种生物学活性的细胞因

子, 调控着细胞增殖、凋亡、分化以及血管形

成等重要的生理过程[18]. 更为重要的是, TGF-β1
可刺激某些上皮细胞发生EMT[19-22]. EMT是指上

皮细胞失去其上皮特征, 获得间质特性的过程. 
在正常的成体组织内, EMT多处于静止状态, 但
是在某些生理或者病理刺激下又可被激活, 前
者主要发生于组织修复, 伤口愈合和器官发育

等过程[23,24], 后者则多见于组织纤维化以及肿瘤

发生衍进的过程中, 是导致肿瘤发生侵袭转移

的重要机制之一[25-27]. 
在本实验中, 为了研究EMT是否对人胆囊

癌细胞系GBC-SD中SP细胞的比例产生影响, 我
们首先研究了TGF-β1是否可诱导GBC-SD发生

EMT. 结果表明, 在10 μg/L TGF-β1的诱导下, 
GBC-SD细胞可发生类似EMT的改变. 这与以前

的研究结果相似[19-22], 说明TGF-β1可确切的诱

导上皮细胞发生EMT. 另外, 为了确定TGF-β1诱
导GBC-SD细胞发生EMT的最佳时间, 我们选取

不同的时间点观察GBC-SD细胞形态及与EMT
相关标记蛋白的变化, 结果显示TGF-β1作用24 
h与作用48 h其GBC-SD细胞形态及E-cadherin、
Vi m e n t i n的表达水平无明显差异, 于是选取

TGF-β1处理24 h作为GBC-SD发生EMT的最佳

作用时间. 早期的研究表明诱导不同来源的细

胞发生EMT的TGF-β1浓度及时间均不相同. 如
在乳腺癌细胞系MCF7中, TGF-β1诱导其发生

EMT的浓度和时间分别为10 μg/L和72 h[28], 在
前列腺癌细胞系PC-3中, TGF-β1的浓度和时间

为10 μg/L和24 h[29], 而在肺癌细胞系则分别是

5 μg/L和72 h[30]. 因此, 我们推测TGF-β1诱导发

生E M T的最佳时间可能与肿瘤细胞的类型、

TGF-β1的浓度及细胞的生长环境等因素相关. 
基于以上结果, 我们对GBC-SD细胞用10 μg/L 
TGF-β1处理24 h后, 再次进行Hoechst33342染色

发现SP细胞的比例明显增加, 说明EMT可通过

上调具有干细胞特性的SP细胞丰度来增加肿瘤

的恶性程度. 当前, TGF-β1诱导的EMT对肿瘤

SP细胞丰度的究竟产生何种影响尚有争论, 如
在小鼠肝癌细胞系K-251中, TGF-β1诱导可上

调SP细胞的表达, 而在小鼠肝癌细胞系dRLa74
中S P的表达则无明显改变 [31];  在人乳腺癌细

胞系MCF7[28]和人肝细胞癌系SMMC-7721[32]

■应用要点
本文发现了TGF 
-β1诱导的EMT是
影响人胆囊癌细
胞系SP细胞丰度
的因素之一, 这对
全面了解SP细胞
在肿瘤发 生、发
展过程中的关键角
色有着重要的补充
作用．
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图� �� ����������������������������������  3  ����������������������������������GBC-SD细胞中E-cadherin蛋白的表达(细胞免疫荧光法). A-E: 位于细胞膜上的E-cadherin蛋白表达(绿色荧光); F-J: 

DAPI核染色(蓝色荧光)(SP×200). A: 对照组(×200); B: 经10 μg/L TGF-β1诱导1 d发生EMT的GBC-SD细胞组(EMT)(×

200); C-E: GBC-SD经10 μg/L TGF-β1诱导1 d发生EMT后撤去TGF-β1的第1、4、7 d细胞组(×200).
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图� �� ������ 4   ������撤去TGF-β1诱导后, 已发生EMT的GBC-SD细胞中
E-cadherin、Vimentin的表达. Ctrl: 对照组; EMT: 上皮间质

转化组. 
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中, TGF-β1诱导的EMT则又可导致SP细胞的表

达下调. 虽有研究者发现EGFR[31]、E-cadherin
蛋白[28]可能参与了SP细胞丰度的调控过程, 但
其具体的分子机制尚需进一步研究. EMT可被

分为可逆性和不可逆性的EMT[33-35]. 为了证实

TGF-β1诱导的EMT是否可逆, 即发生MET, 我
们撤去了引起的GBC-SD发生EMT的TGF-β1. 
结果显示TGF-β1诱导GBC-SD发生的EMT是可

逆的, 并且SP细胞的丰度可随着TGF-β1撤去也

逐渐恢复至GBC-SD细胞处理前的水平. 因我

们的前期研究已经证实GBC-SD中SP细胞多处

于静止期[17], 结合本次研究的结果我们不排除

TGF-β1诱导的EMT选择性的抑制SP细胞的分

化, 从而造成SP细胞的丰度随着TGF-β1的撤除

而呈现波动性的变化. 
总之, 本研究初步探讨了TGF-β1诱导的EMT

与人胆囊癌细胞系GBC-SD中SP细胞丰度间的关

系, 这将有助于进一步拓展肿瘤干细胞生物学特

性的研究. 虽然目前EMT导致SP细胞丰度改变的

具体分子机制尚不清楚, 但如果能够促使EMT的
GBC-SD细胞恢复上皮细胞特性, 逆转EMT达到

下调SP细胞丰度的效果, 这将为从细胞源头上控

制胆囊癌的发生和发展提供新的思路和依据. 
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细胞比例. Ctrl: 对照组; EMT: 上皮间质转化组.
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