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HepG2细胞系CD133+细胞对多柔比星的抗性及其机制
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[摘 要] 目的: 探讨HepG2中CD133+细胞对多柔比星（doxorubicin，DOX）的抗性及其作用机制。方法: 通过磁珠分选实验

对HepG2细胞中CD133+细胞进行分选，流式细胞术检测CD133+细胞阳性率，MTT法检测CD133+细胞对DOX诱导凋亡的抗性，

免疫荧光实验检测DOX处理各组细胞后P65激活转运情况，qRT-PCR检测各组细胞乳腺癌耐药蛋白（breast cancer resistance pro-

tein, BCRP) mRNA表达水平；Western blotting检测CD133+细胞凋亡相关蛋白的表达。结果: 磁珠分选可以高效地富集HepG2细

胞中CD133+细胞。与CD133-细胞相比，CD133+细胞对DOX具有更强的抗性（P<0.05）；与CD133-细胞、HepG2细胞相比，CD133+

细胞中P65激活速度与表达水平明显提高（均P<0.05）；CD133+细胞中BCRP mRNA表达水平明显高于CD133-细胞和HepG2细胞

（均P<0.05）；与HepG2、CD133-组相比，CD133+细胞组Bax和p53蛋白表达水平显著减少、Bcl-2和Survivin蛋白表达量显著增加

（P<0.05或P<0.01）。结论: HepG2细胞中CD133+细胞亚群对DOX 高耐药性的分子机制在于高表达存活相关蛋白NF-κB、

Bcl-2、Survivin以及耐药性转运蛋白BCRP，而低表达促凋亡相关蛋白p53、Bax。
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[Abstract] Objective: To explore the resistance of CD133+ cells in HepG2 cell line to doxorubicin (DOX) and its mechanism. Meth-

ods: CD133+ cells were sorted by magnetic beads and CD133+ positive rate was detected by flow cytometry. MTT assay was used to de-

tect the resistance to DOX-induced apoptosis of CD133+ cells. The expression of BCRP transporter mRNA was detected by RT-PCR.

The expression of apoptosis-related proteins was detected by Western blotting. Immunofluorescence assay was used to detect the activa-

tion and transportation of P65 after DOX treatment. Results: Magnetic beads sorting could efficiently sort the CD133+ cells from

HepG2 cells. MTT proliferation assay showed that CD133+ cells had stronger resistance to DOX than CD133- cells (P<0.05). Immuno-

fluorescence showed that the activation rate and content of P65 in CD133+ cells were significantly higher than those in CD133- cells and

HepG2 cells (P<0.05). The results of RT-PCR showed that the mRNA content of BCRP in CD133+ cells was significantly increased

compared with CD133- cells and HepG2 cells (all P<0.05). Compared with HepG2 and CD133- groups, the expression of Bax and p53

in CD133+ cells was significantly decreased (P<0.05), while the expression of Bcl-2 and Survivin protein in CD133+ cells was signifi-

cantly increased (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: The molecular mechanism of high DOX-resistance of the CD133+ cell subsets in

HepG2 cells is the high expression of the survival-related proteins NF-κB, Bcl-2, Survivin and the drug-resistance transporter BCRP,

and low expression of apoptosis-promoting proteins p53 and Bax.

[Key words] hepatocellular carcinoma; HepG2 cell; CD133+ cell; doxorubicin（DOX）; resistance

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(6): 595-600. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.06.008]

全世界每年有数百万人受到肝癌的影响[1]。对

于早期肝癌，肝脏切除或移植是比较有效的方法，但

由于缺乏有效的诊断方法，使大多数患者错过了最

佳的治疗期，加之肝癌细胞对传统放化疗的抗性，使

对中晚期肝癌的治疗没有有效的方法。肝癌抗药性

的形成机制是寻找有效治疗手段的基础，肿瘤干细

胞理论认为肿瘤的发生发展归咎于肿瘤细胞内一小

部分具有干细胞特性的肿瘤细胞[2-3]。到目前为止，

许多肿瘤当中都检测到肿瘤干细胞的存在。MA等[4]
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检测到肝癌具有等级分化的特点，它起始于一小部

分表面具有CD133+细胞标记物的干细胞群，这为肝

癌较强的抗放化疗特性提供了一定的基础，但具体

肝癌细胞系CD133+细胞抗放化疗的分子机制和通路

不甚明了。乳腺癌耐药蛋白(breast cancer resistance

protein,BCRP)是ATP结合盒转运蛋白超家族G亚族

成员之一[5]。实验[6]表明，BCRP在消化道肿瘤、生殖

道肿瘤、肺癌、黑色素瘤及急性白血病等中有较高表

达，BCRP启动子区存在 κB位点，NF-κB通过与该位

点结合可激活 BCRP 的表达。本实验通过检测

HepG2细胞、CD133-细胞和CD133+细胞中BCRP和

NF-κB相关分子的表达，为阐明CD133+细胞抗化疗

特性的分子机制提供一定的实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系与主要试剂

人肝癌细胞系HepG2由中国科学院上海生物研究

所提供。细胞培养基H-DMEM和DMEM/F12（美国

PeproTech公司），新生牛血清（杭州四季青生物工程材

料有限公司），PE-CD133磁性微珠（Miltenyi公司），0.25%

胰蛋白酶（Solarbio公司），抗Bax、Bcl-2、p53、Survivin抗

体均购自Santa Cruz公司，磁珠分选装备（Miltenyi公司），

MTT（Solarbio公司），凋亡检测试剂盒（solarbio公司），

多柔比星（doxorubicin，DOX；阿拉丁生化科技股份公

司）。FACScan流式细胞仪（BD公司）。

1.2 细胞培养

用含有 10% FBS 的 H-DMEM 培养基将 HepG2

细胞培养于37 ℃ 5%CO2培养箱中，待其生长至对数

期时，0.25%胰蛋白酶消化传代。

1.3 免疫磁珠分选CD133+细胞

取处于对数生长期细胞，弃去培养基，用分选缓冲

液洗3遍，每遍2 min，0.25%胰蛋白酶消化，待细胞变圆

后，弃去胰蛋白酶，用分选缓冲液吹打成单细胞悬液，

以2 000×g离心3 min，弃上清，分选缓冲液重选，锥虫

蓝法计数，调整细胞密度为1×107/80 μl，加入10 μl FCR

阻断剂，4 ℃孵育15 min，再加入CD133磁性微珠100

μl，充分混匀，置于4 ℃暗处避光孵育30 min。加入10

～20倍细胞体积的缓冲液洗涤，1 500×g离心5 min，去

上清液，加入500 μl的缓冲液缓冲重悬。将MS分选柱

安装在磁性分选架上，加0.5 ml缓冲液后润洗分选柱将

细胞移入MS分选柱中，并加入4倍体积的缓冲液，细胞

悬液流出(此时为CD133-细胞)。当液体停止流出时，将

分选柱移出分选架，用配套的塞子快速地将剩余液体

压入瓶中，此时得到CD133+细胞。

1.4 流式细胞术检测CD133+细胞阳性率

取分选后的CD133+和CD133-细胞，用PBS洗涤后，

将细胞收集于试管中，调整细胞密度至1×105/ml，将待

测细胞用1 500×g离心5 min，弃上清，用4 ℃预冷乙醇

固定并保存30 min，PBS洗涤3次。重悬于PI中，孵育

后上机检测，用流式细胞仪检测细胞CD133+的阳性率。

1.5 细胞成球实验检测CD133+细胞的成球能力

将分选后所得CD133-和CD133+细胞分别500/孔培养

于无血清 DMEM/F12 培养基中，并添加 20 ng/ml

EGF、20 ng/ml bFGF、0.4% BSA和2.0% B27,每隔1 d

拍照采集图片，比较两者成球能力。

1.6 MTT实验检测CD133+细胞增殖率

将分选后的 CD133+和 CD133-细胞分别培养于

10%FBS的H-DMEM中，使其贴壁，待其生长至对数

期时，消化成单细胞悬液，以5×104/ml接种于96孔板

中，每孔100 μl。过夜贴壁后，分别加入DOX，质量浓

度梯度为 25、12.5、6.25、3.12、1.56、0 μg /ml。加入

DOX后培养24 h，每孔加入20 μl MTT培养4 h，小心

吸去培养液，加入 150 μl DMSO溶解 10 min，酶标仪

490 nm处测量光密度（D）值，计算细胞存活率。增殖

率（%）=（D实验组/D空白组）×100%。

1.7 流式细胞术检测CD133+细胞的凋亡情况

将分选所得CD133+和CD133-细胞分别接种于6

孔板中，待其生长至对数生长期，加入不同质量浓度

的DOX处理24 h，收集细胞，调整待测细胞的密度为

5×105个/ml。取 1 ml细胞，4 ℃1 000×g离心 10 min，

弃上清。加入 1 ml预冷的 PBS，轻轻震荡使细胞悬

浮，再次 4 ℃ 1 000×g离心 10 min，弃上清。将细胞

重悬于 200 μl 结合缓冲液。加入 10 μl Annexin V-

FITC 和 10 μl PI，轻轻混匀，避光室温反应 15 min。

加入300 μl结合缓冲液，在1 h内用流式细胞仪检测。

1.8 免疫荧光检测NF-κB定位情况

将经过 3.12 μg/ml DOX处理 24 h的细胞采用固

定液固定，洗涤液洗涤后，封闭液室温封闭 1 h，洗涤

液洗涤，加入NF-κB p65抗体4 ℃孵育过夜。洗涤液

洗涤，加入抗兔Cy3，室温孵育1 h，洗涤液洗涤，滴加

适当量抗荧光封片液，封片显微镜下观察拍照。

1.9 qRT-PCR检测BCRP mRNA的表达量

将各组细胞消化后，PBS离心洗涤 3次，收集细

胞，使用 TRIzol法，提取总 mRNA。逆转录 mRNA，

使用qRT-PCR试剂盒以5 ˚C、10 s（变性）；60 ˚C、20 s

（退火）和 72 ˚C、20 s（延伸）扩增 cDNA，循环数 40。

BCRP mRNA 引物序列：上游为 5'-CTGAGATCCT-

GAGCCTTT-3'；下游为 5' - TGCCCATCACAACAT-

CATCT-3'。采用2-∆∆Ct法计算基因表达量。

1.10 Western blotting检测CD133+细胞凋亡相关蛋

白的表达情况

将处于对数生长期的CD133+和CD133-细胞，加
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入1.5 μg/ml DOX，37 ℃、5% CO2培养箱中处理24 h，

弃上清，加入 PBS洗 3次，于冰上沥干 PBS，加入RI-

PA裂解液，冰上裂解 30 min，待细胞大片脱落漂浮，

将细胞与裂解液收集于离心管中，在冰上继续裂解1

h后，13 000×g离心10 min，收集上清，加入4×上样缓

冲液，煮沸5 min，上样电泳，转膜，5%脱脂奶粉封闭，

孵育一抗，孵育二抗，ECL试剂显色。

1.11 统计学处理

采用SPSS 19.0统计学软件，数据以 x̄±s表示，组

间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 磁珠分选高效富集HepG2细胞中CD133+细胞

以 CD133 作为干细胞标记物，利用磁珠分选

HepG2细胞系中CD133+肝癌干细胞。流式细胞术检

测结果（图 1）显示，在未分选的 HepG2 细胞中，

CD133+ 细胞约占 1.85%；在分选后，阴性细胞中

CD133+细胞约占 0.65%，阳性细胞中CD133+细胞约

占 95.06%。表明利用磁珠分选可以高效地富集

HepG2细胞中CD133+细胞。

A：HepG2 cell；B：Expression of CD133+ cells in negative cells after separation；

C：Expression of CD133+ cells in positive cells after separation

图1 流式细胞仪检测磁珠分选后CD133+细胞阳性表达率

Fig.1 The positive expression rate of CD133+ cells after magnetic beads sorting detected by flow cytometry

2.2 CD133+细胞成球能力明显提高

细胞成球实验结果（图2）显示，随着时间的延长，

CD133-细胞并未成球，而CD133+细胞几乎都能成球。

图2 CD133-和CD133+细胞成球能力比较

Fig.2 Comparison of the ball-forming ability of

CD133- and CD133+ cells

2.3 DOX处理可提高CD133+细胞增殖率

DOX对CD133+细胞和CD133-具有细胞毒性作

用，MTT 实验检测结果（图 3）显示，CD133+细胞和

CD133-细胞的增殖率随着DOX质量浓度的升高而升

高，其 IC50分别为3.83 μg/ml和2.05 μg/ml。在相同质

量浓度的 DOX 下 ，CD133+ 细胞的增殖率高于

CD133-，尤其是DOX高于 1.5 μg/ml时，CD133+细胞

增殖率明显高于CD133-细胞（P<0.05）。

2.4 DOX处理显著增高CD133-细胞凋亡率

用 DOX 分别处理 CD133-和 CD133+细胞后，流

式细胞仪检测结果（图4）显示,随着质量浓度的增加，

DOX引起CD133-细胞凋亡率显著增高（P<0.01），而

CD133+细胞凋亡率升高较缓慢。DOX为 0.75 μg/ml

和 1.5 μg/ml，CD133-和CD133+细胞所对应的凋亡率

分别为（17.8 ± 1.4）%、（9.7 ± 0.8）%和（22.9 ± 1.5）%、

（12.3±1.1）%。
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*P<0.05 ,**P<0.01 vs CD133- group

图3 DOX对 CD133+和CD133-细胞增殖的影响

Fig. 3 Effect of DOX on proliferation of CD133+ and CD133- cells

2.5 DOX处理可激活P65在CD133+细胞核中的转运

用DOX分别处理HepG2、CD133-和CD133+细胞

后，P65核转运免疫荧光实验结果（图5）显示，随着处

理时间的增长，DOX引起3组细胞P65从细胞质进入

细胞核，但是所需时间与进入量不同。其中CD133+

细胞中P65进入细胞核所需时间最短，进入量最多，

在 30 min 时，大量 P65 进入细胞核，而 HepG2 和

CD133-细胞在30 min时，只有少量进入细胞核；DOX

处理60 min时3组细胞P65进入量几乎达到一致。

2.6 DOX 处理可提高 CD133+细胞 BCRP mRNA 表

达水平

RT-PCR 检测结果（图 4）显示，与 HepG2 比较，

CD133-细胞 BCRP mRNA 显著降低，CD133+细胞

BCRP mRNA含量显著升高（P<0.01）；与CD133-细胞

比较，CD133+细胞 BCRP mRNA 含量显著升高（P<

0.01）。

**P<0.01 vs CD133+ group

图4 DOX对CD133+和CD133-细胞凋亡的影响

Fig.4 Effect of DOX on apoptosis of CD133+ and CD133- cells

图5 DOX对各组细胞中P65激活转运的影响（（×400））

Fig. 5 Effect of DOX on P65 activation and transportation

in each group（（×400））

**P<0.01 vs CD133- or HepG2 group

图6 各组细胞中BCRP mRNA表达水平

Fig. 6 Expression of BCRP mRNA in the cells of each group
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2.7 DOX处理明显影响CD133+细胞相关蛋白的表达

Western bloting结果（图 7）显示，与HepG2组相

比，CD133+细胞组Bax和p53蛋白表达水平显著减少

（P<0.05或P<0.01）；与CD133-细胞和HepG2细胞相

比，Bcl-2和 Survivin蛋白在CD133+细胞中的表达量

都明显增加（P<0.01）；但上述4种蛋白在CD133-细胞

和HepG2细胞的表达量无明显变化。

*P<0.05，**P<0.01 vs CD133+ group

图7 DOX处理对CD133+细胞相关蛋白表达的影响

Fig.7 Effect of DOX treatment on relevant protein expressions in CD133+ cells

3 讨 论

传统的放化疗手段是诱导肿瘤细胞凋亡，但无

法根除肿瘤，容易复发。肿瘤干细胞具有无限增殖、

低分化、低代谢和不对称分裂的能力[7]。它是肿瘤发

生发展的实际推动者，赋予肿瘤复发转移和抗药性

能力[6]。CD133 是肿瘤干细胞的一个分子标记物。

在肝癌细胞中，CD133是研究最多的肿瘤干细胞标

记物之一。在人白血病、脑肿瘤、前列腺癌和喉部肿

瘤中，也鉴定出具有 CD133 标记物的肿瘤干细胞。

在肝脏中，与CD133-细胞相比，CD133+细胞具有较高

的增殖能力、克隆形成能力、体内诱导肿瘤形成的能

力和对放化疗的抵抗能力[9-11]。目前放化疗的目的主

要集中于诱导癌细胞凋亡，抗凋亡是癌细胞抵抗放

化疗的主要手段。

本研究选用肝癌细胞系HepG2细胞作为研究对

象，以 CD133 作为肝癌干细胞分子标记物分选

CD133+细胞。磁珠分选后流式检测结果显示，在

HepG2细胞系中有一小部分细胞表达CD133分子标

记物，标记为CD133+细胞，其余标记为CD133-细胞；

细胞成球实验结果显示相较于CD133-细胞，富集的

CD133+细胞具有更强的成球能力，因此CD133+细胞

具有干细胞特性。接着用DOX分别处理CD133-和

CD133+细胞，结果显示，在相同质量浓度下，CD133+

细胞比 CD133- 细胞具有更高的存活率，说明与

CD133-细胞相比，CD133+细胞对DOX的毒性作用具

有更高的抗性。为进一步说明 CD133+ 细胞比

CD133-细胞对DOX引起的细胞凋亡具有更强的抗

性，流式细胞仪检测细胞凋亡结果显示，CD133+细胞

比CD133-细胞对DOX引起的细胞凋亡具有更高的

抗性。

为探索CD133+细胞抗凋亡分子机制，本研究通

过免疫荧光技术检测经过DOX处理的各组细胞中

P65的激活转运情况；利用Western blotting实验检测

各组细胞中Bax、Bcl-2、p53和Survivin的表达。研究

发现，NF-κB高表达肿瘤细胞对抗肿瘤药物及电离射

线有较高的耐受性，而抑制NF-κB活性可明显增加

肿瘤细胞的治疗敏感性，诱导细胞凋亡[12]。本实验免

疫荧光结果显示，在HepG2细胞系中，并非所有细胞

亚群都高表达NF-κB，与HepG2细胞、CD133-细胞相

比，CD133+细胞中NF-κB表达量显著升高，并且经过

DOX处理后，CD133+细胞P65较其他两组细胞可更

快的激活并进入细胞核参与细胞的抗凋亡作用。在

肿瘤细胞中由于NF-κB的活化可以激活含有κB位点

的Bcl-2及Bcl-XL编码基因的转录表达，而对无κB位

点的Bax和Bad基因则无此作用，使得Bax/Bcl-2的

比值失衡，从而增强肿瘤细胞的抗凋亡性。有证据[13]

表明，NF-κB和p53存在转录对抗性，抑癌基因p53表

达产物可介导一些存在致肿瘤性染色体重组或其他

DNA损伤的细胞在通过凋亡检测点时被诱导凋亡，

而当NF-κB蛋白高表达拮抗p53介导的凋亡通路时，

存在基因变异的细胞逃避凋亡而在机体内扩增转

代，导致肿瘤的发生。此外，Bax的启动子中含有p53

的结合位点，所以 p53能够促进Bax的表达，从而导

致 Bax /Bcl -2 比值升高而使细胞凋亡[14]。Western

blotting实验结果显示，与CD133-细胞、HepG2细胞相
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比，CD133+细胞中Bax、p53表达明显降低，Bcl-2表达

明显升高。综上近述，由于CD133+细胞中NF-κB的

高表达，一方面可能直接诱导Bcl-2表达量升高，增加

细胞存活率；另一方面可能通过拮抗 p53作用，降低

Bax含量，使CD133+细胞逃避凋亡，具体机制需要进

一步研究。Survivin是细胞凋亡抑制蛋白家族中的

一员，研究[15]发现，在大部分人肿瘤组织中却过表达，

提示 Survivin 在肿瘤发生发展过程中起调控作用。

在肿瘤的发展过程中，Survivin 的过表达和野生型

p53表达沉默是常见的两类突变，提示Survivin和p53

具有功能上的联系[16]。研究[17]发现，野生型 p53可以

介导 Survivin表达的抑制。在某种程度上，Survivin

的缺失介导 p53依赖的凋亡途径[18]。WANG等[19]发

现，Survivin通过 caspase-3/Mdm2通路调控 p53的表

达和降解。Western blotting实验结果显示与CD133-

细胞、HepG2细胞相比，CD133+细胞中 p53表达明显

降低，而Survivin表达明显升高，从而导致CD133+细

胞较其他 2组细胞有更高的存活率。在本实验中，

qRT-PCR 检测结果显示，与 HepG2、CD133-细胞比

较，CD133+细胞BCRP mRNA显著升高，提示CD133+

中 NF -κB 表达升高导致 BCRP 的表达升高，赋予

CD133+具有更高的耐药性和增值率。

综上所述，在HepG2细胞中，并非所有细胞都有

高耐药性和存活率。本实验研究显示，在HepG2细

胞中存在一小群CD133+细胞亚群，具有干细胞特性，

其具有较高的耐药性和存活率。其原因在于与

HepG2 细胞、CD133-细胞相比，CD133+细胞中 NF-

κB、Bcl-2和Survivin表达量显著升高，p53、Bax含量

显著降低，最终导致CD133+细胞抗凋亡能力增加、增

殖率升高。此外，CD133+中BCRP的表达升高，赋予

CD133+具有更高的耐药性和存活率。
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