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Abstract
AIM: To investigate ABCG2 expression and its 
significance in hepatocellular carcinoma (HCC) 
tissue and HCC cell lines.

METHODS: The expression of ABCG2 and 
the distribution of ABCG2-positive cells of 
30 HCC cases and 8 cases of paraneoplastic 
liver cirrhosis were examined using immuno-
histochemistry SP methods. Dual-fluorescent 
immunostaining was used to detect ABCG2 
positive cells in two HCC cell lines, and flow 
cytometry was used to figure out the percent-
ages of ABCG2-positive cells in the two HCC 
cell lines.

RESULTS: The present study confirmed the 
predominant localization of ABCG2 transporter 
in plasma membrane. Some of ABCG2-positive 
tumors showed mixed membranous and cyto-
plasmic staining. ABCG2 expression was detect-
ed in 63.33% (19/30) of HCC and 25% (2/8) of 
paraneoplastic liver cirrhosis. ABCG2 expression 
was observed both in the two HCC cell lines, 
ABCG2 expression in HepG2 was only observed 
in the cytoplasm, whereas ABCG2 expression 
was observed on the cell membrane in addi-
tion to the cytoplasm in PLC/PRF/5; ABCG2-
positive cells can be detected by flow cytometry 
in PLC/PRF/5 (P < 0.05), but not in HepG2. 

CONCLUSION: The expression of ABCG2 found 
in HCC tissue and HCC cell lines may be closely 
related to oncogenesis and progress of HCC, 
and the ABCG2 may be regarded as a potential 
maker for liver cancer stem cells. 
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member2; Liver cancer stem cell; Immunohisto-
chemistry; Immunocytochemistry; Flow cytometry
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摘要
目的: 探讨干细胞标志物ABCG2在肝细胞性
肝癌组织和肝癌细胞株中表达的意义. 

方法: 应用免疫组化SP方法检测ABCG2在30
例肝细胞性肝癌组织和8例癌旁肝硬化组织
中的表达、分布, 并采用细胞免疫荧光技术
检测ABCG2在两种肝癌细胞株HepG2、PLC/
PRF/5中的表达, 采用流式细胞技术测试出两
种细胞株中ABCG2阳性细胞的比例.  

结果: 免疫组化中, ABCG2阳性染色定位于癌
细胞胞膜, 部分病例胞质也有分布. 免疫组化
显示ABCG2在肝细胞性肝癌组织和癌旁肝硬
化组织中的表达阳性率分别为63.33%(19/30)
和25%(2/8). ABCG2蛋白在HepG2、PLC/
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■背景资料
关于肿瘤的起源
问题一直是研究
难题. 肿瘤干细胞
理论为肿瘤的起
源提供了全新的
理念, 认为肿瘤起
源于肿瘤组织中
少数的具有干细
胞特征的肿瘤干
细胞. 

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科



PRF/5这两个肝癌细胞株中均有表达, HepG2
中, ABCG2阳性染色定位于细胞胞质中, 而
在PLC/PRF/5中, ABCG2阳性染色定位于细
胞胞质和细胞膜上. PLC/PRF/5细胞株中, 通
过流式细胞仪能检测出表达ABCG2的细胞
(P <0.05), 而在HepG2细胞株中, 通过流式细胞
仪不能检测出表达ABCG2的细胞. 

结论: ABCG2在肝细胞性肝癌的发生发展过
程中可能起着非常重要的作用, 有可能成为临
床治疗肝细胞性肝癌的分子靶标. 

关键词: ATP结合转运蛋白G超家族成员2; 肝癌干

细胞; 免疫组织化学; 免疫细胞化学; 流式细胞技术
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0  引言

ABCG2属于ABC转运蛋白家族成员之一, 被认

为是侧群细胞的表型, 一种潜在的干细胞分子标

志[1-2]. 目前已经发现部分肿瘤干细胞的标志中包

含ABCG2, 并且有些研究直接用ABCG2作为干

细胞或肿瘤干细胞的标志物来分离或鉴定干细

胞或肿瘤干细胞[3-5]. 最新研究表明肝癌干细胞可

能也存在于人类肝细胞型肝癌中, 而且在肝癌的

发生、发展中占有重要作用[6-7], 也有文献表明在

肝癌细胞株中确实存在肝癌干细胞[8], 本研究通

过组织学和细胞学结合的方式, 探讨干细胞标

志分子ABCG2在肝细胞性肝癌组织和肝癌细胞

株中的表达和分布, 阐明肝癌干细胞在肝癌形

成过程中的作用, 为临床治疗肝细胞性肝癌确

定可能的分子靶标. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2和PLC/PRF/5(购
买自中国科学院上海生命科学院细胞库 ) ,  
H-DMEM培养液(美国Hyclone公司), 胎牛血清

(美国Hyclone公司), 胰蛋白酶(美国Hyclone公
司), 鼠抗人ABCG2单克隆抗体(克隆号: 5D3, 美
国R&D公司产品, 工作浓度1∶20), 异硫氰酸标

记的兔抗鼠二抗100 μL(Millipore公司产品, 工作

浓度1∶50), Hochest 33258染料(Sigma公司产品, 
工作浓度1∶1000), 倒置显微镜(Olympus公司), 
二氧化碳培养箱(Thermo公司), 超净工作台(苏州

净化有限公司), 荧光显微镜(Olympus公司), 流式

细胞仪(Thermo公司). 收集南京市鼓楼医院病理
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科2006-10/2007-12病例资料完整的30例肝细胞

性肝癌和8例癌旁肝硬化手术切除标本(患者手

术前都没有接受过化疗或放疗). 经我院病理科

均确诊为肝细胞型肝癌. 其中男25例, 女5例; 患
者年龄32-82(平均年龄60)岁. 参照国际TNM分期

标准, 分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期, 再分为早期(Ⅰ、

Ⅱ期)19例, 晚期(Ⅲ、Ⅳ期)11例, 组织学显示乙

型肝炎后肝硬化17例, 有脉管癌栓11例. 肿瘤最

大直径1.0-15 cm, ≥10 cm者7例, 3-10 cm者18例, 
≤3 cm者5例. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组化染色: 采用SP方法. 一抗为鼠抗人

ABCG2单克隆抗体(克隆号: 5D3, 美国R&D公

司产品, 工作浓度1∶100). 主要步骤包括: 常规

脱蜡至水, 1 mmol/L、pH6.0柠檬酸微波95℃ 20 
min, 阻断内源性过氧化物酶、正常羊血清封闭, 
一抗4℃过夜; 次日依次加生物素标记的羊抗

鼠二抗和Streptavidin-Peraxidase, DAB显色; 苏
木素复染, 脱水、透明、固定. 试验中同时设立

阳性对照和阴性对照. 阴性对照: 用PBS代替一

抗. 阳性对照: 根据抗体说明书, 选用胎盘组织

ABCG2染色. 结果判定: ABCG2阳性细胞为胞

膜棕黄色染色, 癌细胞全部不着色为阴性.  
1.2.2 人肝癌细胞株HepG2和PLC/PRF/5的培养: 
人肝癌细胞株HepG2和PLC/PRF/5细胞接种于

75 mL的培养瓶中, 培养液为90%的H-DMEM, 
100 mL/L胎牛血清, 100 kU/L青霉素, 100 mg/L
链霉素, 置于37℃, 50 mL/L CO2环境中培养, 24 
h后首次换液去掉未贴壁的悬浮细胞. 以后根据

细胞生长情况每3天换液, 第6-7天细胞生长占瓶

底面积超过90%时, 用2.5 g/L浓度的胰蛋白酶消

化, 按照1∶2进行传代, 以后重复操作, 传至第

五代, 培养过程中倒置相差显微镜下对培养中

的细胞进行观察.  
1.2.3 人肝癌细胞株HepG2和PLC/PRF/5的免疫

细胞化学: 细胞长满后接种于高压消毒处理过

的载玻片上, 待细胞处于对数生长期时取出载

玻片, PBS清洗5 min×3次后, 用40 mL/L多聚

甲醛固定10 min, PBS清洗5min×3次后, 0.2% 
Tr i ton-X100破膜2 min, PBS清洗后加鼠抗人

ABCG2单克隆抗体(用含3% BSA的PBS稀释)100 
μL, 4℃孵育, 过夜. 同时设立对照组: 用PBS代替

一抗. PBS清洗5min×3次后, 加入异硫氰酸标记

的兔抗鼠二抗100 μL, 工作浓度1∶50, 4℃孵育

30 min. PBS清洗5 min×3次. 加入Hochest 33258
染料100 μL, 4℃孵育15 min, PBS清洗5 min×3

www.wjgnet.com

■相关报道
有报道采用侧群
细胞技术来分离
实体性肿瘤细胞
株 中 的 侧 群 细
胞 ,  并 检 测 侧 群
细 胞 的 致 瘤 性 , 
从而确定肿瘤干
细 胞 的 存 在 .  但
是 ,  侧 群 细 胞 分
离过程中采用的
Hoechst33342染
料具有细胞毒性, 
不能很好阐明致
瘤性的原因. 

■研发前沿
肿瘤干细胞理论
相继在白血病、

脑肿瘤、乳腺癌
等一些疾病中被
证实, 相关肿瘤干
细胞也得到了分
离和鉴定, 相关肿
瘤标志物也被确
定, 而关于肝癌干
细胞的分离和鉴
定报道很少, 相关
肿瘤标志物也未
找到. 
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次, 甘油封片, 荧光显微镜下观察、照相. 
1.2.4 流式细胞术分选阳性细胞比例: 用2.5 g/L
浓度的胰蛋白酶消化下来后, 计数细胞达到106

数量级装入Ep管中, 1200 r/min离心5 min, PBS
清洗5 m i n×3次, 加入一抗: 鼠抗人A B C G2 
mAb, 4℃过夜. 同时设立阴性对照组: 用PBS代
替一抗. PBS清洗5 min×3次, 次日加入异硫氰

酸标记的羊抗鼠二抗, 4℃孵育30 min. PBS清洗

5 min×3次. 上流式细胞仪检测细胞ABCG2阳
性率. 实验重复4次. 

统计学处理 采用SPSS 15.0统计软件进行数

据处理. 配对资料采用t检验, P <0.05表示有显著

性差异. 

2  结果

2.1 ABCG2表达阳性率和定位 ABCG2在肝细胞

性肝癌组织和癌旁肝硬化组织中的表达阳性率

分别为63.33%(19/30)和25%(2/8). 在癌旁肝硬化

组织中, ABCG2表达在胆小管和Hering小管中

(图1A中有些细小的管腔, 周围没有结缔组织而

是被成熟的肝细胞包绕, 提示该组织为Hering小
管), 而在肝癌组织中, ABCG2则表达在癌细胞

的胞膜和胞质中, ABCG2在癌旁肝硬化组织中

表达强度比在肝癌组织中弱. 不同区域的染色

程度差异不明显, 阳性产物呈弥散的棕黄色颗

粒. 阳性对照(胎盘组织)染色的合胞体滋养层细

胞膜和胞质可见ABCG2强阳性染色(图1).
2.2 细胞免疫荧光结果 两种肝癌细胞株都表达

ABCG2(阴性对照组都没有观察到绿色荧光染

色). 在HepG2中, ABCG2主要表达在细胞的胞质

中, 而在PLC/PRF/5中, ABCG2主要表达在细胞

膜上, 胞质内也有表达(图2). 其中蓝色荧光的为

Hochest33258染色, 大多细胞都能被染色, 绿色

荧光的为ABCG2染色. 
2.3 细胞流式分选结果 HepG2中, 对其采用配对

资料的t检验, 得出P  = 0.149>0.05. 说明这两组数

图  1  ABCG2的表达(SP染色). A: 癌旁肝硬化组织中的阳性表达(×400); B: 癌旁肝硬化组织阴性对照(×400); C: 肝细胞型肝

癌组织中的阳性表达(×400); D: 肝细胞型肝癌组织中的阴性对照(×200); E: 胎盘组织中的强阳性表达(×400).

A B

C D

E

■应用要点
根据肝癌细胞株
中细胞是否表达
ABCG2蛋白 ,  将
阳性细胞和阴性
细胞分选开来, 为
今后的细胞异体
移植研究打下基
础, 从而确定肝癌
干细胞的标志物, 
为肝癌的临床和
基因治疗提供依
据. 

■创新盘点
本研究首次采用
公认的干细胞标
志物ABCG2作为
肝癌干细胞的潜
在标记分子, 检测
其在肝细胞型肝
癌组织和肝癌细
胞株中的表达. 
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据没有统计学差异. 这表明通过流式细胞仪不能

检测出表达ABCG2的细胞. 同样,  PLC/PRF/5中, 
对其采用配对资料的t检验, 得出P  = 0.008<0.05. 
说明这两组数据有统计学差异. 这表明通过流式

细胞仪能检测出表达ABCG2的细胞(表1). 

3  讨论

关于肿瘤的起源有两种学说: 成熟细胞起源学

说和祖细胞起源学说[9-10]. 成熟细胞起源学说认

为人类肿瘤起源于分化细胞基因突变的不断积

累; 而祖细胞起源学说只适用于一些少数的肿

瘤, 如畸胎瘤和白血病[11]. 从肿瘤细胞的增殖观

念角度, 有两种模型: 推测模型和等级分化模

型. 推测模型认为肿瘤的所有细胞都具有相同

的致瘤能力, 并且可以像一个新的肿瘤细胞发

挥功能作用. 相反的, 等级分化模型则认为: 只
有少数细胞或细胞亚群具有明显的增殖能力, 
而且可以产生新的肿瘤细胞. 等级分化模型与

肿瘤干细胞理论相符, 也就是说肿瘤干细胞可

能是致瘤细胞, 在肿瘤细胞的谱系中占有重要

地位[12-13]. 最新的干细胞研究认为: 祖细胞起源

学说和等级分化模型可以应用在实体肿瘤上. 
肿瘤干细胞可能不仅仅存在于白血病, 还有可

能存在于实体肿瘤, 如脑肿瘤和乳腺癌[14-16]. 
1997年, Goodel l et al [17]开创了一个新的

方法来证实成人干细胞存在. 当骨髓来源的细
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表  1  两种细胞株中, 通过流式细胞仪检测出表达ABCG2
的细胞比率 (%)

图  2  HepG2和PLC/PRF/5细胞中ABCG2的表达(×400). A、C、E: HepG2细胞; B、D、F: PLC/PRF/5细胞; A-B: ABCG2;  

C-D: Hochest33258; E-F: 整合.

A B

C D

E F

     
                  HepG2	      

P 值
	       PLC/PRF/5           

P 值
         对照组    实验组               对照组      实验组

Ⅰ         0.5        1.0     	  1.8          22.6	

Ⅱ         0.8        4.3       0.149     3.0          31.4      0.008a

Ⅲ         0.2        1.0	  	  1.5	 42.2	

Ⅳ         0.2        0.9		   1.5	 43.7	

aP<0.05.

■名词解释
ABCG2 :  ATP结
合 转 运 蛋 白 G 超
家 族 成 员 2 ,  是
一 种 P - 糖 蛋 白 ,  
ABCG2在侧群细
胞SP中呈现高表
达 ,  被 认 为 参 与
肿瘤细胞的多药
耐药性 .  ABCG2
蛋白被认为是半
转运蛋白,可识别
带正负电荷的分
子、有机离子和
硫酸盐络合物, 主
要存在于干细胞, 
某些肿瘤细胞和
上皮细胞的顶膜. 
ABCG2主要参与
肿瘤干细胞多药
抗性的形成. 
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胞与Hoechs t33342染料共同孵育, 并通过流式

细胞仪检测时, 发现有一小部分细胞不能够被

Hoechst33342染料染色, 从而被证实为侧群(side 
population, SP)细胞. SP细胞技术被用来检测正

常组织中的干细胞和肿瘤组织中的肿瘤干细

胞[18-19]. 肿瘤干细胞与肿瘤细胞在形态上没有

差异, 肿瘤干细胞只是一个功能学概念, 体内致

瘤性是鉴定肿瘤干细胞的重要依据. 通过侧群

细胞的研究, 可以在肿瘤细胞株中将SP细胞与

非SP细胞分选开来. 分选出来的SP细胞则可以

用来检测他们是否有肿瘤干细胞特性: 体内高

效的致瘤性. 但是, Hoechst33342染料具有细胞

毒性, SP细胞因为细胞膜上有ATP结合盒膜转

运蛋白保护而不受Hoechst33342染料的毒性作

用, 但是非SP细胞因为细胞膜上没有保护性蛋

白, 所以不能存活[20]. 那么, SP细胞的致瘤性究

竟是肿瘤干细胞的内在致瘤性, 还是由于人为

的Hoechs t33342染料的毒性作用, 就不得而知

了. 这样的话, 以是否可以泵出Hoechst33342染
料来用于肿瘤干细胞的鉴定是不合理的. 然而, 
ABCG2在细胞表面的表达可能可以作为一个肝

癌干细胞的表面标志物来研究[21].
ABCG2属于ABC转运蛋白家族成员之一, 

被认为是侧群细胞的表型, 一种潜在的干细胞

分子标记, 本实验通过对30例肝细胞型肝癌组

织和8例癌旁肝硬化组织免疫组织化学的实验

研究发现, ABCG2在癌旁肝硬化组织和肝细胞

型肝癌组织中都有表达, 且肝细胞型肝癌组织

中的阳性率明显高于肝硬化组织. 在癌旁肝硬

化组织中, ABCG2表达在胆小管和Hering小管

中, 而在肝癌组织中, ABCG2则表达在癌细胞的

胞膜和胞质中. 这表明ABCG2+细胞在从癌旁肝

硬化组织向肝癌组织演变的过程中是一直存在

的. 现在公认的肝癌干细胞可能就是起源于正

常组织肝干细胞, 这些细胞主要位于胚胎肝脏

或成年肝脏的胆管末端Hering小管中[22], 而本实

验的结果表明Hering小管中表达ABCG2的肝干

细胞可能就是肝癌干细胞. ABCG2+细胞具有很

多干细胞或者祖细胞的特性, 例如自我更新能

力, 高效的增殖能力, 以及能够产生非干细胞后

代等. ABCG2+细胞在癌旁肝硬化组织和肝细胞

型肝癌组织中都存在, 说明在癌细胞的谱系中

占有重要位置, 可能在肿瘤细胞的扩增中发挥

重要作用. 在该研究中, 鉴于ABCG2在癌旁肝硬

化和肝癌中的阳性表达, 表明祖细胞起源学说

和等级分化模型适用于人类肝细胞型肝癌.

在本研究中, 通过流式细胞仪不能从HepG2
细胞株中检测出表达ABCG2的细胞, 而在PLC/
PRF/5细胞株中, 可以检测出表达ABCG2的细

胞. 但是对于HepG2细胞株, 通过细胞免疫荧

光检测, 确实可以观察到表达ABCG2阳性的细

胞. 这一问题可能与ABCG2在不同的细胞株中

的细胞定位有关[21], 因为流式细胞仪只能检测

出表达细胞膜上的蛋白, 细胞膜的内蛋白因为

没有作破膜处理, 一抗未能与其结合, 从而检测

不出. ABCG2定位在HepG2的细胞胞质内, 在细

胞膜上不表达, 通过流式细胞仪无法检测, 但是

ABCG2在PLC/PRF/5细胞中, 定位不仅在细胞胞

质内, 在细胞的胞膜上也有表达, 所以通过流式

细胞仪可以检测出表达ABCG2的细胞, 本实验

通过流式细胞仪检测出在PLC/PRF/5中ABCG2
阳性细胞比率平均值为35.0%, 但是根据肿瘤干

细胞理论, 肿瘤干细胞的数量只有占一小部分, 
分析其原应可能与实验仪器误差有关, 还有可

能与实验当时细胞的增殖状态有关. 
总之, 通过本研究可以确定干细胞标记分子

ABCG2在癌旁肝硬化和肝癌组织中都有表达, 
而且在肝癌细胞株中也可以筛选出表达ABCG2
阳性的细胞 ,  我们可以得出干细胞标记分子

ABCG2可能是肝癌干细胞的标记分子, 是否可

以单独作为特异性的标记分子还需要进一步的

研究证明. 例如, 体内致瘤性是筛选和鉴定肿瘤

干细胞的重要手段, 建立在本实验的基础上, 可
以在肝癌细胞株PLC/PRF/5中分选出ABCG2阳
性的细胞, 以阴性细胞作为对照, 同时注入裸鼠

体内, 观察其致瘤性和致瘤能力的差异, 从而确

定肝癌干细胞特异性的标志分子. 
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