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摘要 目的 研究人肝癌 SMMC 7721 细胞中 CD133 + 细胞

的干细胞特性，初步探讨调控 Notch 1 信号通路对 CD133 +

细胞亚 群 增 殖 和 凋 亡 的 影 响。方 法 流 式 分 选 和 检 测

SMMC 7721 细胞中的 CD133 + 细胞。利用软琼脂集落实验

及裸鼠成瘤实验验证 CD133 + 细胞的干细胞特性。ＲT-PCＲ

法检测 CD133 + 细胞中 Notch 信号系统的表达; 将分选出来

的 CD133 + 细胞分为激活组( 加入 Notch 1 激活剂 Jagged 1) 、

抑制组( 加入 Notch 1 抑制剂 DAPT) 和空白对照组 ( 加入

PBS 缓冲液) ，ＲT-PCＲ 法检测 3 组细胞 Hes-1 基因的表达，

MTT 法和流式细胞仪检测各组细胞增殖能力和凋亡能力。

结果 成功分选出 CD133 + 亚群细胞; 软琼脂集落实验和裸

鼠成瘤实验表明 CD133 + 细胞较 CD133 － 细胞具有较强集落

形成能力和体内成瘤能力; ＲT-PCＲ 检测 CD133 + 细胞中仅

表达 Notch 1 /Jagged 1 信号通路; 激活组 Hes-1 表达强度增

强，抑制组表达强度减弱，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。

MTT 检测激活组、抑制组和空白对照组吸光度值差异均有

统计学意义( P ＜ 0. 05) 。流式细胞仪检测激活组总凋亡率

大于空白对照组，反之，抑制组总凋亡率小于空白对照组，各

组差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。结论 CD133 + 细胞是人

肝癌 SMMC 7721 细胞中干细胞标志物之一，Notch 1 信号通

路对 CD133 + 细胞的增殖和凋亡发挥着重要作用。
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肿瘤干细胞( cancer stem cells，CSCs) 在肿瘤细

胞中有一种数量极少，是肿瘤形成的起始细胞，具有

无限增殖潜能的一种干细胞样癌细胞亚群［1］。目

前已经在许多肿瘤( 如乳腺癌、结肠癌) 中成功分离

出 CSCs，且利用干细胞特性，在治疗中发挥了重要

的作用，也是未来最佳的生物治疗靶点之一［2］。该

研究通过 CD133 细胞表面标志物，对 CD133 + 细胞

的进行分选，检测 CD133 + 细胞 Notch 信号系统的表

达，研究 Nocth 1 信号通路是否在 CD133 + 细胞中发

挥着重要的调控作用，为今后 CSCs 的生物研究奠

定一定的基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 人肝癌 SMMC 7721 细胞株( 安徽医科

大学中心实验室馈赠) ; 实验动物: SPF 级 A /J 裸小

鼠 30 只，4 ～ 6 周龄，体重 18 ～ 20 g，雌雄各半( 南京

军事科学研究所) ; DMEM 培养液、胎牛血清 ( 美国

Hyclone 公司) ; 青霉素、链霉素、胰蛋白酶 ( 华美生

物工程有限公司) ; Jagged 1 蛋白 ( 美国 Promega 公

司) ; DAPT ( 美国 Sigma 公司 ) ; CD133-抗体 ( 德国

Miltenyi 公司) ; 重组人碱性成纤维细胞生长因子

( basicity fibroblast growth factor，bFGF) 、上皮生长因

子( epidermal gowth factor，EGF) ( 美国 Pepro Tech 公

司) ; B27( 美国 Invitrogen 公司) ; ＲT-PCＲ 试剂盒( 大

连 TaKaＲa 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 人肝癌细胞系 SMMC 7721 用含

10%胎牛血清，100 U /ml 青霉素，100 U /ml 链霉素

的 DMEM 培养液，置于 5% CO2、37 ℃ 饱和湿度的

培养箱中培养，细胞贴壁 80%，用 0. 25% 胰蛋白酶

消化按 1 ∶ 2 或 1 ∶ 3 传代培养，实验采用对数生长

期细胞。
1． 2． 2 流式细胞术分选 SMMC 7721 肝癌细胞中

CD133 + 亚群及培养 CD133 + 细胞 选取大量处于

对数期生长的 SMMC 7721 细胞，0. 01%的 PBS 洗涤

2 次，用胰酶消化，重悬，离心( 1 000 r /min、5 min) ，

去上 清 液，制 备 成 单 细 胞 悬 液，加 入 标 记 荧 光 的

CD133 抗体 10 μl，室温暗处孵育 0. 5 h，PBS 洗涤，

上机检测、分选。将分选后的 CD133 + 细胞培养在

含 20 ng /ml 的 EGF、10 ng /ml 的 bFGF 和 2%B27 的

无血清 DMEM/F12 干细胞培养液中，悬浮培养，置

于含 5% CO2、37 ℃饱和湿度的培养箱中培养，每 2
d 换 1 次培养液，在第 7、10 天利用流式细胞仪检测

CD133 + 细胞百分比。
1． 2． 3 体内成瘤及体外增殖实验 将分选后的
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CD133 + 细胞、未分选的 SMMC 7721 细胞及 CD133 －

细胞按 1 × 103、1 × 104、1 × 105 /ml 密度分别接种于

裸鼠背部皮下，每组 10 只，注意观察肿瘤形成情况

及测量肿瘤的大小，连续 4 周，比较 3 组细胞的成瘤

能力是否有差异。给 1. 2% 的琼脂糖与干细胞培养

液等体积混合，制成 0． 6%的底层琼脂凝胶，加至 24
孔板，每孔 600 μl，待凝固后，再利用 0. 6% 的琼脂

糖与干细胞培养液等体积混合制成上层琼脂，每孔

200 μl，将分选后的 CD133 +、未分选的 SMMC 7721
细胞及 CD133 － 的各组 SMMC 7721 细胞加入上层琼

脂中，每孔 1 000 个，重复 5 孔。待上层琼脂凝固后将

培养板置于含 5% CO2、37 ℃饱和湿度的培养箱中培

养 1 周，拍照，光镜下计数集落数。实验重复 5 次。
1． 2． 4 ＲT-PCＲ 检测 CD133 + 细胞中 Notch 信号系统

的表达及比较其与 CD133 －、未分选细胞的 Notch 1
mＲNA 的比较 将分选出的 CD133 + 细胞、CD133 －

和未分选的肝癌细胞，按照 TＲIzol 试剂盒说明提取

总 ＲNA，逆转录为 cDNA，所检测基因引物序列见表

1。PCＲ 反应条件: 94 ℃ 变性 1 min，56 ℃ 退火 1
min，72 ℃延伸 1 min，共循环 37 次，72 ℃终延伸 10
min。取产物 5 μl 进行电泳，凝胶成像系统拍照，以

各目的基因与内参 β-actin 灰度值的比值表示各目

的基因的表达量。

表 1 各检测基因序列

基因 引物序列
扩增长度

( bp)
Notch 1 上游: 5’-CACCCATGACCACTACCCAGTT-3’

下游: 5’-CCTCGGACCAATCAGAGATGTT-3’ 510
Notch 2 上游: 5’-CGTGCAGAGTGAGACCGTGGA-3’

下游: 5’-TGCGGTCTGTCTGGTTGTGCA-3’ 599
Notch 3 上游: 5’-TGATGGACGAATGCCTTTTCC-3’

下游: 5’-ACTGGGGAGAATGCTTCACCA-3’ 385
Notch 4 上游: 5’-ATCCATGGCTCCATCGTCTA-3’

下游: 5’-TTCTGATTGTCGTCCATCAG-3’ 422
Jagged 1 上游: 5’-AACTGGTACCGGTGCGAA-3’

下游: 5’-TGATGCAAGATCTCCCTGAAAC-3’ 216
Jagged 2 上游: 5’-GCTGAGCCTGACCAATA-3’

下游: 5’-GGCAATCACAGTAATAG-3’ 373
Hes-1 上游: 5’-CGAAGAGCAAGAATAAAT-3’

下游: 5’-GAATGAGGAAAGCAAACT-3’ 565
β-actin 上游: 5’-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3’

下游: 5’-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3’ 285

1． 2． 5 调控 CD133 + 细胞 Notch 1 信号通路及 ＲT-
PCＲ 检测靶基因 Hes-1 表达 将分选的 CD133 + 细

胞分为 3 组，分别为激活组 ( 加入 Notch 1 激活剂

Jagged 1 蛋白 5 mg /L) ，抑制组 ( 加入 Notch 1 抑制

剂 DAPT 50 μmol /L) 和空白对照组 ( 加入等体积

PBS 缓冲液) 。再按上述条件检测加入激活剂和抑

制剂 24 h 后各组细胞中 Hes-1 mＲNA 的表达量。
1． 2． 6 检 测 各 组 CD133 + 细 胞 增 殖 能 力 将

CD133 + 细胞接种到 96 孔板中，每孔 1 000 个细胞，

按上述分组，每组重复 5 孔。加干细胞培养基，置于

5% CO2、37 ℃饱和湿度的细胞培养箱中培养，分别

在 12、24、36、48 h 后用 MTT 检测，于 570 nm 波长测

量吸光度( absorbance，A) 值。重复实验 5 次。
1． 2． 7 流式细胞术检测各组细胞凋亡情况 收集

3 组 CD133 + 细胞，以 1 000 r /min 离心 5 min，弃上

清液，PBS 洗涤 2 次，以 Binding Buffer 悬浮; 加入

Annexin V-FITC 和碘化丙啶各 5 μl，避光孵育 15
min 后，上机检测，分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件分析，

数据以珋x ± s 表示，基因灰度分析采用 Image J 及 Ex-
cel 软件分析，均采用单因素方差分析，两两间比较

采用 LSD 法。

2 结果

2． 1 流式细胞仪检测分选前后及培养 10 d 中的

SMMC 7721 细胞系中 CD133 + 的细胞 流式检测

在未分选人肝癌 SMMC 7721 细胞系中仅少量的细

胞表达 CD133 + ; 上机分选后 CD133 + 细胞纯度提

高; 分选后的 CD133 + 细胞接种于无血清含生长因

子的干细胞培养液中，第 7、10 天细胞中 CD133 + 表

达率逐渐下降，提示干细胞正在进行分化，见图 1。

图 1 CD133 + 细胞所占比例

A: 分选前; B: 分选后; C: 培养第 7 天; D: 培养第 10 天
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2． 2 CD133 + 体 内 成 瘤 能 力 1 × 103 /ml 的

CD133 + 细胞在 4 周后可在背部形成明显的肿瘤，未

分选的 细 胞 1 × 104 /ml 可 在 背 部 形 成 瘤 体，而

CD133 － 细胞在 1 × 105 /ml 的细胞数形成不明显的

肿瘤，见图 2。

图 2 裸鼠成瘤实验

A: CD133 + 细胞; B: 未分选细

胞; C: CD133 － 细胞

2． 3 CD133 + 体外增殖能力 在软琼脂培养基中

培养 1 周后，未分选的 SMMC 7721 细胞的集落数为

61. 6 ± 4. 6，CD133 + 和 CD133 － 细胞的集落数分别为

86. 2 ± 6. 3 和 49. 6 ± 7. 1，各组细胞集落数目差异有

统计学意义( F = 46. 707，P ＜ 0. 05) ，CD133 + 细胞集

落数目明显增多，反之，CD133 － 细胞集落数目明显

减少( P ＜ 0. 05) ，见图 3。

图 3 软琼脂集落实验

A: CD133 + 细胞; B: 未分选细

胞; C: CD133 － 细胞

2． 4 ＲT-PCＲ 检测 CD133 + 细胞中 Notch 信号系

统的表达及调控 Notch 1 信号通路后 Hes-1 基因表

达情况 在 CD133 + 人肝癌 SMMC 7721 细胞系中，

仅有 Notch 1 和 Jagged 1 显著表达。激活剂 Jagged 1
蛋白和抑制剂 DAPT 蛋白作用 CD133 + 细胞 24 h
后，各组 Notch 1 下游靶基因 Hes-1 mＲNA 表达差异

有统计学意义( F = 489. 697，P ＜ 0. 05 ) 。Notch 1 下

游靶基因 Hes-1 基因表达与空白对照组相比，激活

组表达增强，抑制组表达降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，表明对

Notch 1 信号通路双向调控成功，见图 4、5。

图 4 Notch 信号通路受体和配体 mＲNA 表达情况

M: Marker; 1: Notch 1; 2: Notch 2; 3: Notch 3; 4: Notch 4; 5:

Jagged 1; 6: Jagged 2

图 5 ＲT-PCＲ 检测调控 Notch 1 后 3 组细胞 Hes-1 表达情况

M: Marker; 1: 激活组; 2: 空白对照组; 3: 抑制组; 与空白对照组比

较: * P ＜ 0. 05

2． 5 CD133 + 细胞的增殖能力变化 MTT 检测提

示，各组细胞不同时间段增殖能力差异有统计学意

义( F12 h = 110. 253，F24 h = 210. 246，F36 h = 355. 245，

F48 h = 351. 991; P ＜ 0. 05 ) ，激活组 CD133 + 细胞增

殖能力明显低于空白对照组 ( P ＜ 0. 05 ) ，抑制组

CD133 + 细胞增殖能力高于空白对照组( P ＜ 0. 05 ) ，

且均具有时间依赖性。见表 2。
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表 2 各组 CD133 + 细胞 A 值比较 ( n = 5，珋x ± s)

组别 12 h 24 h 36 h 48 h
空白对照 0． 358 ± 0． 011 0． 412 ± 0． 019 0． 545 ± 0． 026 0． 637 ± 0． 053
激活 0． 322 ± 0． 007* 0． 258 ± 0． 022* 0． 202 ± 0． 031* 0． 118 ± 0． 048*

抑制 0． 398 ± 0． 017* 0． 526 ± 0． 021* 0． 623 ± 0． 022* 0． 945 ± 0． 049*

与空白对照组比较: * P ＜0． 05

2． 6 调控 Notch 1 通路后 CD133 + 细胞的凋亡能

力变化 流式细胞仪检测提示，各组细胞凋亡能力

差异有统计学意义( 早期、晚期和总凋亡的 3 组 F =
22. 766、71. 703、58. 308，P ＜ 0. 05 ) ，与空白对照组

比较，激活组 CD133 + 细胞的凋亡能力明显增强，而

抑制剂组 CD133 + 细胞的凋亡能力明显降低 ( P ＜
0. 05) 。显示抑制了 Notch 1 信号通路有明显的抗

CD133 + 细胞凋亡的作用，见表 3、图 6。

表 3 各组细胞凋亡情况( % ，珋x ± s)

组别 早期 晚期 总凋亡

空白对照 13． 40 ± 3． 99 15． 00 ± 2． 18 28． 40 ± 4． 21
激活 20． 00 ± 4． 58* 26． 10 ± 2． 91* 46． 10 ± 6． 73*

抑制 4． 45 ± 1． 78* 9． 04 ± 1． 56* 13． 49 ± 2． 38*

与空白对照组比较: * P ＜ 0． 05

3 讨论

Suetsugua et al［3］从肝癌 Huh-7 细胞中成功分离

出 CD133 + 细胞，证实 CD133 + 细胞的体内成瘤能

力、增 殖、侵 袭 能 力 均 比 CD133 － 细 胞 较 强，但

CD133 + 细胞中细胞色素 P450 等干细胞标志物表达

水平一般，甲胎蛋白表达程度增强，提示 CD133 + 肝

癌细胞仅为幼稚干细胞的状态，初步证实 CD133 作

为 CSCs 的表面标志物是可行的。目前分选干细胞

主要是通过磁珠分选和流式细胞仪，但细胞流式仪

较磁珠分选能更好地提高分选纯度，细胞流式仪检

测显示 SMMC 7721 细胞中表达 CD133 + 细胞，分选

出的 CD133 + 细胞体外集落形成能力和裸鼠体内成

瘤能力明显高于未分选的肝癌细胞，通过干细胞金

标准的鉴定，表明 CD133 + 具有典型的干细胞特性，

目前对干细胞的生物学靶向治疗较普通细胞的生物

学治疗能够更好地抑制肿瘤的进展，是一个新型的

治疗方法，所以对 CD133 + 细胞的有关联肿瘤发展

的生物学研究有利于对最原始肿瘤细胞的认识。
Notch 1 基因在果蝇中发现，在哺乳动物体内有

4 种受体( Notch 1 ～ 4) 及 5 种配体( Jagged 1 ～ 2、Dll
1 ～ 3) ，Notch 受体与配体结合，经 γ-分泌酶内切释

放胞内段 NICD，激活 Hes、Hey 等靶基因的释放，从

而发挥作用［4］。通过 ＲT-PCＲ 检测表明 CD133 + 的

SMMC 7221 肝癌细胞中，存在 Notch 信号通路，且仅

有 Notch 1 及Jagged 1基因显著表达，说明 Notch 1
信号 通 路 在 SMMC 7721 中 有 着 一 定 的 作 用。
Jagged 1蛋白不能直接激活细胞内 Notch 1 信号通

路，但可以通过增强配体 Jagged 1 的表达来活化

Notch 1 信号通路，DAPT 主要通过抑制 γ-分泌酶，

抑制了 Notch 1 通路的活性［5］。Hes-1 基因是 Notch
1 信号通路的一种下游靶基因，反映 Notch 1 信号通

路的活化程度，ＲT-PCＲ 检测显示相比空白对照组，

激活组 Hes-1 基因高表达，而抑制组低表达，说明激

活剂和抑制剂对 Notch 1 信号通路调控是可行的。
前期研究［6］显示 Notch 1 信号通路在肝癌细胞中普

通表达，对增殖和侵袭有密切联系。肿瘤细胞具有

无限增殖的特点，如何控制肿瘤细胞增殖是治疗肿

瘤的关键之一，MTT 结果提示激活组 CD133 + 细胞

增殖率低，而抑制组细胞增殖率高，且在48 h内具

图 6 流式细胞仪检测 3 组细胞凋亡情况

A: 空白对照组; B: 激活组; C: 抑制组
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有时间的依赖性。肿瘤细胞的凋亡能力关乎肿瘤细

胞存活时间的长短，与肿瘤的治疗效果密不可分，流

式细胞仪检测分析 3 组细胞凋亡情况，发现激活组

的细胞凋亡率增高，反之，抑制组的细胞凋亡率降

低，相对于空白对照组差异均有统计学意义。
目前只初步研究 Notch 1 信号通路对 CD133 +

细胞内部分的生物学作用，已有研究［7 － 8］显示 Notch
1 信号通路导致肝癌生长缓慢的作用机制，可能是

因为下调了 Akt 通路和 Notch 受体转录因子的失活

等原因，所以在今后的研究中，要进一步分析其内在

通路之间可能存在的联系再研究其分子机制。
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Ｒole of Notch 1 signaling in the proliferation and Die depth of
CD133 + cells from human hepatoma SMMC 7721 cells

Wu Lele，Yu Guangjin，Chen Shuangsheng，et al
( Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the stem cell properties of CD133 + cells from the human hepatoma SMMC 7721
cells and investigate the effect of Notch 1 signaling pathway on the proliferation and apoptosis of CD133 + cells．
Methods The CD133 + cells from SMMC 7721 cells were sorted out and detected by flow cytometer． Soft agar col-
ony formation and tumor formation in nude mice were used to validate the stem cell properties of CD133 + cells． The
Notch signaling system of CD133 + cells was measured by ＲT-PCＲ． The Jagged 1，an activator of Notch signaling，

and the γ-secretase inhibitor ( DAPT) were added into the mediums of the CD133 + cells respectively，the control
was added with PBS buffer． Then the level of each Hes-1 mＲNA was measured by ＲT-PCＲ，MTT assay and Flow
cytometry were used to detect the proliferation and apoptosis of CD133 + cells． Ｒesults The CD133 + cells were sor-
ted out from the SMMC 7721 cells successfully． Compared to CD133 － cells，CD133 + cells had stronger abilities of
colony formation in vitro and tumorigenic in vivo． Only the Notch 1 /Jagged 1 expressed in the CD133 + cells． Expres-
sion of Hes-1 mＲNA in activator group and inhibitor group had significant difference compared with control group( P
＜ 0. 05) ，A value of CD133 + cells cultured in activator group and inhibitor group had significant difference com-
pared with control group ( P ＜ 0. 05) ，and the total apoptosis rates in activator group and inhibitor group had signif-
icant difference compared with control group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The CD133 + cells have the stem cell prop-
erties and the CD133 + is a label of the stem cell in human SMMC 7721 cells． The Notch 1 signaling pathway plays
an important role in the proliferation and apoptosis of the CD133 + cells．
Key words CD133 + ; Notch 1 signaling; liver cancer
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