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曲格列酮对 HepG2及 CD133+肝癌干细胞的毒性差异研究 
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摘  要：目的  分离与鉴定肝癌细胞 HepG2中 CD133标记的肝癌干细胞（LCSC），初步探讨曲格列酮（Tro）对 HepG2及
CD133+ LCSC的细胞毒性差异。方法  利用流式细胞仪分选纯化 HepG2中的 CD133+和 CD133-细胞，采用悬浮微球形成法、

平板克隆形成法、Transwell侵袭和迁移实验检测 HepG2、CD133+和 CD133-细胞的自我更新能力；BALB/c裸鼠体内成瘤实

验检测 HepG2和 CD133 LCSC细胞的成瘤能力；流式细胞术检测 HepG2、CD133+ LCSC细胞周期，MTT法测定其对索菲

替尼的耐药性；MTT法检测 Tro对 HepG2、CD133+ LCSC的毒性情况，全自动生化分析仪测定其对细胞上清天冬氨酸氨基

转移酶（AST）、乳酸脱氢酶（LDH）、白蛋白（ALB）、尿素氮（BUN）和总蛋白（TP）水平的影响，荧光法检测 Tro对细

胞 CYP450总活性和 ROS水平的影响。结果  CD133标记的 CSC在 HepG2中占（0.72±0.05）%，CD133+细胞分选后纯度

为 98.7%；CD133＋细胞微球形成能力、克隆形成能力以及 Transwell迁移与侵袭能力、肿瘤形成能力明显高于亲本（P＜0.05、
0.01）；CD133+细胞群大多处于 G0/G1期，G2/M期未阻滞，并且对索菲替尼表现较大耐药性（P＜0.05、0.01）；Tro处理 12、
24、48、72 h后，CD133+ LCSC半数抑制浓度（IC50）显著低于 HepG2（P＜0.05、0.01）；80 μmol/L Tro处理 48 h时，LCSC
上清 AST、TP、LDH、ALB、BUN生化指标不同程度升高，CYP450总活性和 ROS水平出现明显抑制（P＜0.05、0.01）。
结论  成功筛选和鉴定具有高增殖能力的 CD133＋ HepG2 CSC，其在 Tro引起肝细胞毒性方面较 HepG2细胞更敏感，细胞

毒性差异显著，为 Tro靶向 CD133＋ LCSC的细胞毒性研究提供新思路。 
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Abstract: Objective   To isolate and identify CD133 liver cancer stem cells (LCSC) in HepG2 cells, and to investigate the 
cytotoxicity of troglitazone (Tro) on HepG2 and its liver stem cells. Methods  The CD133+ and CD133- population in the HepG2 
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cell line were sorted by flow cytometry. Cells of CD133 sphere formation, colony formation assay, Transwell invasion migration 
assay, and BALB/c nude mice in vivo tumor formation were used to identify proliferative capacity of HepG2 cells and CD133 LCSC. 
Flow cytometry was used to detect the cell cycle of HepG2 and CD133+ LCSC, and LCSC drug resistance to sorafenlb was evaluated 
by MTT. The toxicity of Tro to CD133 LCSC was detected by MTT assay, automatic biochemical analyzer was used to detect the 
contents of AST, LDH, TP, ALB and BUN changes in cell supernatants after administration, and the effect of Tro on the total activity 
of CYP450 and level of ROS was examined by fluorescence method to compare the cytotoxicity differences. Results  CD133 
expression in LCSC were found to be (0.72 ± 0.05) % in HepG2 and 98.7% in CD133+ cells. The ability of sphere formation, colony 
formation and Transwell invasion migration of CD133+ cells were higher than those of parental cells (P < 0.05 and 0.01). Compared 
with HepG2 cell, the ability of CD133+ cell tumor formation was significantly increased. At the same time, CD133+ cells were 
mostly in G0/G1 phase, G2/M phase was not blocked, and the drug resistance of sorafenlb was higher than HepG2 cell (P < 0.05 and 
0.01). IC50 of CD133+ cell was significantly lower than that of HepG2 after treated with Tro for 12, 24, 48 and 72 h (P < 0.01). TP, 
LDH, ALB and BUN in LCSC treated with 80 μmol/L Tro for 48 h increased significantly, and the total activity of CYP450 and ROS  
were significantly inhibited (P < 0.05 and 0.01). Conclusion  Highly proliferative CD133+ HepG2 tumor stem cells was 
successfully isolated and identified, which was more sensitive than HepG2 cells in liver cytotoxicity induced by Tro, showing 
significant cytotoxicity difference. This study provides a new idea for the study of CD133+ HepG2 cells specific toxicity. 
Key words: HepG2; CD133; liver cancer stem cells; troglitazone; hepatotoxicity; sorafenlb 
 

肿瘤干细胞（cancer stem cells，CSC）作为正

常干细胞和癌细胞中具有自我更新的、高致瘤和药

物耐药细胞亚群，在调控肿瘤细胞的增殖、复发、

转移和耐药中发挥关键作用，多用于化疗药物的筛

选和靶向治疗。其中肝癌干细胞（liver cancer stem 
cells，LCSC）在最近几年的研究中，不断用于探

索肝癌耐药机制的研究[1-2]、靶向 CSC增殖信号研

究[3-4]、抗 CSC药物的筛选[5-6]等。 
曲格列酮（troglitazone，Tro）作为 II型糖尿病治

疗药物，由于严重的特异质肝毒性撤市，但其引起

的肝细胞毒性机制仍未得到较好的阐明。最近几年

研究发现，Tro 对多种肿瘤细胞具有细胞毒性，损

伤癌细胞[7-8]，从而抑制癌细胞增殖。 
LCSC 可通过不同途径对大多数抗肿瘤药物产

生耐药，但 LCSC对暴露于肝毒性药物所显示的细

胞毒性差异尚不清楚。因此，研究 Tro作用于肝癌

细胞及其干细胞的毒性差异，不仅对进一步研究

Tro特异质肝毒性具有重要意义，而且为靶向 LCSC
的毒性研究提供新思路。本研究以 CSC 标志物

CD133 筛选 HepG2 细胞中 LCSC，探讨 Tro 对

CD133+ LCSC及其亲本细胞的毒性差异。 
1  材料 
1.1  实验细胞与动物 

人肝癌 HepG2细胞，购买于中国协和医科大学

细胞资源中心，用含 15%胎牛血清（FBS）的 DMEM
高糖培养基，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，每

3～4天换液或传代 1次，取对数生长期细胞进行后

续实验。 
Balb/c- nu/nu小鼠，雄性，4～6周龄，体质量

18～21 g，购于北京维通利华实验动物技术有限公

司，实验动物生产许可证号 SCXK（京）2012-0001，
饲养于国家北京药物安全评价研究中心屏障环境

内，动物实验均按照国际实验室动物伦理行为准则

要求进行。 
1.2  药物及主要试剂 

曲格列酮（美国 R&D公司，批号 4A/141218），
索菲替尼（美国MCE公司，批号 19678）。 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）

细胞培养基、FBS、磷酸缓冲盐溶液（PBS）、
DMEM/F12（1∶1）细胞培养基、B27，美国 Gibco
公司；胰蛋白酶 Trypsin，美国 SIGMA公司；碱性

成纤维细胞生长因子（bFGF）、表皮生长因子

（EGF），美国 PeproTech公司；Matrigel基质胶、PI，
美国 BD公司；人 CD133/1（AC133）-PE、同型对

照Mouse IgG1-PE、FcR，德国Miltenyi Biotec；ROS
和 LDH检测试剂盒，中国 Beyotime公司。 
1.3  主要仪器 

BD FACS Calibur流式细胞仪、BD FACS Aria 
II SORP 分选型流式细胞仪，美国 BD 公司；

CKX41- A32RC 型倒置显微镜，日本 Olympus 公
司；ELX-800型酶标仪，美国 BIO-TEK公司；7180
全自动生化分析仪，日本日立公司；6 孔和 24 孔

超低吸附孔板培养板、8.0 µm Transwell，美国

Corning公司。 
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2  方法 
2.1  LCSC分选 

将对数生长期 HepG2细胞用 PBS缓冲液清洗 3
次，0.25%胰蛋白酶消化细胞成单细胞悬液，300×g
离心 10 min后弃上清，PBS缓冲液重悬细胞，细胞

计数，取 107/100 μL 4份，加 FcR阻断剂 20 μL 阻

断非特异结合，CD 133/1-PE抗体 20 μL混匀，4 ℃
避光孵育 30 min；PBS 缓冲液洗涤，300×g 离心

10 min弃上清，过 400目细胞筛，1 mL分选液重悬

成单细胞进行流式细胞仪分选 HepG2 CD133+和
CD133−细胞。 
2.2  CD133细胞自我更新能力 
2.2.1  悬浮微球形成实验  取对数生长期 HepG2细
胞和分选后 CD133+和 CD133− HepG2细胞，细胞胰

蛋白酶消化后制单细胞悬液，按每孔 300 个细胞接

种于超低吸附 24 孔板内，添加无血清 DMEM/F12
培养基 3 mL，含 20 ng/mL EGF、20 ng/mL bFGF、
20 μL/mL B27，隔 3天半量换液，连续培养 12 d，
于倒置显微镜下观察计数拍照，按每个肿瘤球至少

含 50个细胞计数，取全部视野下形成数，计算微球

增殖率。 
微球增值率＝形成球数/接种细胞总数 

2.2.2  平板克隆形成实验  取 HepG2 细胞和分选

后 CD133+和 CD133-细胞，HepG2胰蛋白酶消化后

计数，200 个细胞/孔种于 24 孔板，设 4 个复孔，

无血清培养基孵育 14 d 后用预冷 PBS清洗细胞，

20%甲醇固定 20 min，0.2%结晶紫染色 20 min，流

水轻微冲洗，室温风干后于光学显微镜下观察，计

数克隆形成数，计算克隆形成率。 
克隆形成率＝克隆形成数/接种细胞总数 

2.2.3  Transwell 侵袭与迁移实验   侵袭实验中

Transwell小室内加入 1∶5 Matrigel胶 37 ℃水化 30 
min，1% FBS培养基制备 HepG2、CD133+和 CD133-

单细胞悬液，500个/100 μL/孔，下室加含 20 % FBS
培养基 600 μL，孵育 24 h，甲醇固定 20 min，结晶

紫染色计数，迁移实验 Transwell 内不加 Matrigel
胶，其它同上。计算迁移或侵袭率。 

迁移或侵袭率＝迁移或侵袭数/接种细胞总数 

2.3  CD133标记 LCSC在裸鼠体内致瘤性 
Balb/c小鼠随机分 4组，每组 4只。分别将 5×

103 HepG2；5×103、2×104 CD133＋和 5×103、2×
104 CD133-细胞与Matrigel胶 1∶1注于皮下，定期

测量体质量、肿瘤长径（a）和短径（b），根据公

式 V＝ab2/2计算肿瘤体积，观察 60 d内成瘤小鼠

数量。 
2.4  细胞周期与索菲替尼耐药检测 

相同数量的 HepG2细胞、CD133+和 CD133-细
胞用预冷 PBS清洗 2次，300×g离心 5 min，小心

吸弃上清，70%乙醇固定过夜，洗涤后加 Ranse A 
37 ℃孵育 30 min，加入 300 μL 5 mg/mL PI进行流

式细胞仪分析。 
HepG2、CD133+、CD133-细胞按 5 000/100 μL/

孔接种于 96孔板，每组设 6个复孔，边缘用 150 
μL PBS缓冲液填充，细胞贴壁后用含 160、80、
40、20和 10 μmol/L浓度索菲替尼处理细胞 24、
48、72 h后加入 MTT作用 4 h，加入 DMSO轻微

震荡后检测吸光度（A）值，计算半数抑制浓度

（IC50）。 
2.5  Tro对 HepG2及 CD133+ LCSC的毒性差异 
2.5.1  MTT 法检测 Tro 对 HepG2、CD133+ LCSC
的毒性  HepG2、CD133+细胞按 5 000/100 μL/孔接

种于 96孔板，每组设 6个复孔，边缘用 150 μL PBS
缓冲液填充，细胞贴壁后用含 320、160、80、40、
20和 10 μmol/L浓度的 Tro处理细胞 12、24、48、
72 h后加入MTT作用 4 h，加入 DMSO轻微震荡

后检测 A值，计算 IC50。 
2.5.2  细胞上清中分泌酶的测定  HepG2、CD133+

细胞按 5 000/100 μL/孔接种于 24孔板，采用各自培

养条件培养，80 μmol/L Tro处理细胞 48 h为 Tro组，

另设不加药细胞为对照组。把培养上清转入离心管，

4 ℃、900×g 离心 10 min 取上清并迅速用全自动

生化分析仪测定其天冬氨酸氨基转移酶（AST）、乳

酸脱氢酶（LDH）、白蛋白（ALB）、尿素氮（BUN）
和总蛋白（TP）的水平。 
2.5.3  CYP450 酶活性和 ROS 水平的测 定  
HepG2、CD133＋细胞按 5 000/100 μL/孔接种于 24
孔板，采用各自培养条件培养，每组设 8个复孔，

80 μmol/L Tro处理 48 h后，按照 CYP450酶总活性

荧光定量试剂盒说明书测定；ROS水平检测分组同

上，HepG2采用原位装载 DCFC-DA探针，CD133+

细胞采用收集细胞后装载 DCFC-DA探针，37 ℃细

胞培养箱中孵育 30 min，每隔 3～5 min颠倒混匀 1
次，无血清培养液洗涤细胞 3次，多功能酶标仪 488 
nm激发波长，525 nm发射波长下测定。 
2.6  统计学分析 

数据均以 ±x s表示，采用 SPSS 19.0统计软件
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进行单因素方差分析。采用 Graphpad Prism 6.0软
件计算 IC50与绘图。 
3  结果 
3.1  HepG2细胞 CSC标志物检测 

对 HepG2肝癌细胞系中 CSC的标志物 CD133

进行流式细胞仪分析，CD133表型在 HepG2细胞含

量为（0.72±0.05）%，其中阳性和阴性细胞亚型表达

率分别为（58.5±2.3）%和（47.9±2.9）%。在保持

HepG2良好状态下分选获得CD133+和CD133-细胞，

其分选后纯度为 98.7%、53.76%。见图 1。 
 

                
 

A-HepG2细胞 CD133表型水平；B-HepG2细胞 CD133阳性和阴性亚型表达率；C-分选后 CD133+纯度；D-分选后 CD133-纯度 
A-CD133 phenotype level in HepG2 cell; B-HepG2 cell CD133 positive and negative subtype expression rate; C-HepG2 CD133+ purity after sorting; 
D-HepG2 CD133- purity after sorting 

图 1  流式细胞仪检测 HepG2 CSC标志物 CD133表达 
Fig. 1  Expression of HepG2 surface marker CD133 examined by FACS 

3.2  CD133细胞自我更新能力 
3.2.1  悬浮微球形成能力  在超低吸附孔板中，无

血清培养基连续培养 12 d后，CD133-、CD133+细胞

形成微球数显著高于HepG2细胞（P＜0.05、0.01），

其中 CD133+细胞形成微球数远高于 CD133-细胞。

HepG2细胞出现死亡，增值率为（12.2±1.7）%，

CD133+细胞不断增殖，形成悬浮微球团块，其单个

细胞增殖率为（51.98±3.10）%。结果见图 2。 
 

          

 

与 HepG2细胞比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs HepG2 cell 

图 2  无血清培养条件下 CSC的悬浮微球形成能力( x±s, n = 5) 
Fig. 2  Spere formation assay of CSC cells in serum-free culture medium ( x±s, n = 5) 

3.2.2  平板克隆形成能力   与亲本细胞比较，

CD133+和 CD133-细胞克隆数显著增加（P＜0.05、
0.01）。CD133+细胞克隆形成率为（44.91±0.36）%，

显著高于亲本细胞 HepG2 的（14.63±0.55）%和

CD133-细胞的（35.38±0.5）%。说明CD133+细胞具

有显著克隆形成能力。结果见图 3。 
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与 HepG2细胞比较：**P＜0.01 
**P < 0.01 vs HepG2 cell 

图 3  CD133+ LCSC平板克隆形成能力( x±s, n = 5) 
Fig. 3  Flat plate clony assay of CD133+ cells ( x±s, n = 5) 

3.2.3  迁移和侵袭能力  Transwell 小室 24 h 迁移

和侵袭结果显示，CD133+和 CD133-细胞经过对

Marigel胶侵袭消化，侵袭细胞数显著高于亲本细胞

（P＜0.05），而在迁移中，CD133-细胞相比亲本细胞

无明显差异。CD133+细胞迁移和侵袭率分别为

（43.93±0.27）%和（32.33±0.41）%，较 HepG2
细胞的（23.40±0.36）%和（8.00±0.29）%差异明

显。结果见图 4。 
 

        

与 HepG2细胞比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs HepG2 cell 

图 4  CD133+ LCSC Transwell迁移和侵袭能力( x±s, n = 5) 
Fig. 4  Ability of migration and invasion of CD133+ LCSC ( x±s, n = 5) 

3.3  CD133标记 LCSC在裸鼠体内致瘤性 
Balb/c 小鼠体内致瘤性结果显示，在相同时

间内，CD133＋
细胞的成瘤率随注射细胞的增加不

断增加；同时，在等同细胞数量中，CD133＋细胞

致瘤时间明显比 HepG2提前，肿瘤形成率高于阴

性细胞和亲本细胞（表 1）。随时间增长，瘤体积

增大，CD133＋细胞肿瘤体积增长最快，结果见图

5、6。 

3.4  CD133 LCSC细胞周期和耐药能力 
流式测定细胞周期结果显示，CD133+细胞大多

处于 G0/G1期，处于 DNA合成前期，同时 G2/M期

未得到阻滞，说明 DNA 合成功能完好，与 HepG2
比较，CD133+细胞具有潜在增殖分化能力。结果见

图 7。 
MTT检测 CD133＋ LCSC对索菲替尼耐药结果

显示，CD133+细胞在索菲替尼作用 24、48和 72 h  

5 mm 

HepG2          CD133+          CD133- 

 
 

  

迁移 

侵袭 

HepG 2               CD133+              CD133- 

150 

100 

50 

0 
HepG2     CD133+    CD133- 

** 
* 

300 

200 

100 

0 

* 

* 

* 

HepG2   CD133+    CD133- 

200 

150 

100 

50 

0 
HepG2     CD133+    CD133- 

平
板
克
隆
数
/个
 

迁
移
细
胞
数
/个
 

侵
袭
细
胞
数
/个
 



  Drug Evaluation Research  第 40卷 第 4期  2017年 4月 

      

• 460 • 

表 1  HepG2和 CD133 LCSC细胞的成瘤能力 
Table 1  Tumor formation ability of HepG2 and CD133 LCSC 

细胞系 表型 注射细胞数 
成瘤小鼠/只 

注射后 15 d 注射后 30 d 注射后 45 d 注射后 60 d 
HepG2 CD133＋ 5 000 0/4 2/4 4/4 4/4 
  20 000 1/4 3/4 4/4 4/4 
 CD133－ 5 000 0/4 0/4 3/4 4/4 
  20 000 0/4 2/4 4/4 4/4 
 HepG2 5 000 0/4 0/4 0/4 1/4 

 

 

图 5  Balb/c小鼠 sc CD133+、CD133-和 HepG2细胞肿瘤形成图 
Fig. 5  Images of tumors formed in Balb/c mice injected subcutaneously with CD133+ LCSC, CD133- LCSC, and HepG2 

 
 

图 6  肿瘤生长体积曲线( x±s, n = 4) 
Fig. 6  Growth curve of tumor volumes ( x±s, n = 4) 

的 IC50 分别为（13.85±1.38）、（41.22±1.75）和

（153.10±2.00） μmol/L，与 HepG2 细胞比较，

CD133+ LCSC 的耐药性随索菲替尼暴露时间的增

加而显著增加，符合 CSC的耐药性特点[9]，并与之

前相关报道肿瘤耐药结果相似。结果见表 2。 
3.5  Tro对 HepG2及 CD133+ LCSC的毒性差异 
3.5.1  MTT法测定Tro对LCSC的细胞毒性  如表

3所示，Tro的细胞毒性均随时间的延长而增大，呈

现出明显的时间剂量相关性。在不同时间点，Tro
对 CD133+ LCSC 的早期细胞毒性明显超过其亲本

细胞，差异显著（P＜0.01）。在 24～48 h时间段，  
 

         
  

与 HepG2细胞比较：*P＜0.01 
*P < 0.01 vs HepG2 cell 

图 7  CD133 LCSC的细胞周期( x±s, n = 4) 
Fig. 7  Cell cyele of CD133 LCSC ( x±s, n = 4) 
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表 2  MTT检测细胞对索菲替尼耐药性( x±s, n = 6) 
Table 2  Sorafenlb resistant were measured by MTT ( x±s, n = 6) 

细胞 
IC50/(μmol·L−1) 

作用 24 h 作用 48 h 作用 72 h 
HepG2 29.15±1.54 21.10±0.76 19.46±1.49 
CD133＋ 13.85±1.38* 41.22±1.75** 153.10±2.00** 

与 HepG2组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group HepG2 

表 3  Tro对 LCSC的细胞毒性( x±s, n = 6) 
Table 3  Cytoxicity of Tro on LCSC ( x±s, n = 6) 

细胞 
IC50/(μmol·L−1) 

作用 12 h 作用 24 h 作用 48 h 作用 72 h 
HepG2 217.83±1.47 171.18±1.56 79.38±0.54 50.87±0.16 

CD133+ 150.52±1.25* 99.08±1.90** 43.96±0.71** 14.81±1.30** 

与 HepG2组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01vs control group HepG2 

LCSC的细胞损伤程度超过其他时间点，但随着 Tro
暴露时间的延长，Tro 对 2 种细胞的毒性差异逐渐

缩小。 
3.6  Tro细胞毒性对培养上清的酶学影响 

结果表明，药物作用于 HepG2 和 CD133+细胞

48 h后，80 μmol/L的 Tro使得细胞 AST、TP、ALB、
BUN和 LDH均有不同程度升高。其中与各自对照

组比较，CD133+细胞的 ALB和 AST、TP水平上升

幅度显著升高（P＜0.05、P＜0.01），LDH 水平略

有升高，但无明显差异（P＞0.05），见表 4。
表 4  Tro对 HepG2和 CD133+ LCSC酶学分泌特征的影响( x±s, n = 8) 

Table 4  Effects of troglitazone on enzyme secretion of HepG2 and CD133+ LSCS ( x±s, n = 8) 
细胞 组别 剂量/(µmol·L−1) AST/(U·L−1) TP/(g·L−1) ALB/(g·L−1) BUN/(mmol·L−1) LDH/(U·L−1) 
HepG2 对照 － 2.71±0.61 1.46±0.23 2.05±0.29 3.81±0.05 37.11±1.36 

 Tro 80  4.71±0.73** 2.31±0.44  2.66±0.30* 3.98±0.10  45.67±6.51** 

CD133+ 对照 － 0.89±0.78 0.55±0.88 1.94±0.16 2.95±0.07  0.88±1.27 

 Tro 80  1.77±1.30**  1.14±0.17**  2.33±0.24* 3.11±0.08 1.22±0.97 

与相应对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01vs corresponding control group 

3.7  Tro对CYP450总活性和细胞ROS水平的影响 
结果可知，CD133+ LCSC的 CYP450总活性显

著高于其亲本细胞（P＜0.01），80 μmol/L作用 48 h
后，Tro能导致 CD133+ LCSC的 CYP450总活性明

显降低（P＜0.05），显示对 CYP450 酶一定的抑制

作用。在 ROS生成量上，随着剂量的增加，CD133+ 
LCSC的 ROS生成不断增加，在 80 μmol/L Tro暴
露时，ROS生成（1.27±0.06）%高于亲本细胞（1.18
±0.07）%（P＜0.05），结果见图 8。 
4  讨论 

目前 LCSC 大多通过 CSC 标记物如 CD133、
CD90 和 CD44 等进行流式细胞仪分选或免疫磁珠

分选获得。跨膜糖蛋白 CD133作为肿瘤细胞表面抗

原，在多种肿瘤组织中可检测到，如胃癌[10-11]、肺

癌[12-13]、结肠癌和肝癌[14]等。本实验以肝癌细胞

HepG2 进行研究，以 CD133 为标记物进行流式细

胞仪分选，获得 CD133＋和 CD133-细胞，实验采用

含 EGF、b-FGF、B27和 N2的无血清培养基悬浮培

养分选的细胞[15]，较好抑制 LCSC分化，保持 LCSC
的未分化状态，保证了后续实验条件。 

在过去已有报道中，LCSC中的 CD133+细胞较

CD133-细胞有更强的自我更新能力[16-17]，最大程度

代表着 CSC 细胞[18]。获得的 LCSC 细胞在增殖能

力方面，如在悬浮肿瘤微球形成、单细胞克隆形成、

侵袭和迁移能力等方面，CD133+细胞显示增殖能力

显著高于亲本细胞和 CD133－细胞，表现较强的自 
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与 HepG2细胞比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group HepG2 

图 8  Tro对 HepG2和 CD133+ LCSC CYP450总活性和 ROS水平的影响 
Fig. 8  Effects of Tro on CYP450 total activity and ROS level of HepG2 and CD133+ LCSC 

我更新能力，富有干细胞较强的潜在增殖能力。在

细胞周期表达中，CD133+细胞较亲本细胞大多为

G0/G1 期，处于静止期，在索菲替尼中也表现较强

的耐药性，随着时间的增加，耐药性显著增加，与

之前 CSC 相关报道相一致[19]，同时在体外异种肿

瘤形成实验中，在相同条件下，CD133+细胞的肿瘤

形成能力显著高于亲本和 CD133-，除 CD133-组（5 
000）环境因素造成肿瘤形成差异较大，符合了 CSC
的潜在增殖特性，也符合目前报道关于 CSC的普遍

生物学特点[20]。因此 CD133+细胞很大程度代表了

LCSC。 
过去研究发现，Tro 在多种肿瘤细胞中暴露出

肝细胞毒性，抑制肿瘤的增殖，但 Tro对来自 CSC
毒性少有报道。之前临床研究发现，在药物治疗过

程中，体干细胞如造血干细胞、上皮干细胞、间充

质干细胞[21]等受到药物毒副作用损伤，发生血液系

统毒性[22]、神经干细胞毒性[23]、器官上皮细胞毒性

等。干细胞的损伤将直接影响其向成熟细胞的分化，

进而影响脏器的修复。LCSC 作为来自肝癌细胞的

群体，保留了正常肝干细胞的大部分功能[24]，比如

较强的自我更新增殖能力，表达干性相关蛋白等，

因此 Tro在肝癌细胞和其 LCSC暴露的细胞毒性差

异研究显得至关重要。 
本研究发现，Tro在 HepG2及其干细胞中显示

一定的细胞毒性差异，且有显著的剂量-时间相关

性，在 72 h时，CD133+ LCSC所显示的细胞毒性

IC50达到其亲本细胞的 3 倍，说明 Tro 对 CD133+ 
LCSC 有一定选择毒性，而这种毒性可能与其

CYP450 活性抑制有关，降低对药物代谢，使得细

胞内药物蓄积浓度增加。ROS在多种生理病理中发

挥重要作用，也参与多种药物致肝损伤，CD133+

细胞释放的 ROS水平出现增高，很可能与药物引起

的氧化应急密切相关，进而损伤细胞，这也与本课

题组之前报道噻唑烷二酮类药物致肝损伤机制相一

致[25]。细胞培养上清酶学指标的变化一定程度显示

肝损伤情况[26]，在细胞群的培养上清释放生化酶类

中，药物的暴露促使 AST、LDH、TP 等不程度的

释放，但 CD133+ LCSC 所释放的酶水平的幅度高

于其亲本细胞，可能参与 Tro致 LCSC细胞毒性。 
综上所述，本研究成功从 HepG2细胞中获取潜

在增殖能力较强的 CD133+ LCSC，与其亲代细胞比

较，Tro对其 CD133+ LCSC显示有明显的细胞选择

毒性，这种毒性有可能与 Tro损伤肝细胞代谢作用

相关，其具体的机制需进一步研究，本研究为 Tro
靶向 LCSC的特异毒性研究提供新思路。 
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