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Abstract 

BACKGROUND: It is possible that leukemia relapse is related with side population (SP) cells, which can escape cell cyles phase 

specific chemotherapeutic drugs . 

OBJECTIVE: To isolate and preliminarily identify whether the human chronic myeloid leukemia cell line-K562 contains SP cells 

or not, and to further research K562 SP cells and study the expression of multidrug resistance proteins and DNA content in two 

subpopulations. 

METHODS: Flow cytometry with UV excitation light was used to detect the percentage of SP cells in logarithmic growth period 

K562, which were then sorted by the fluorescence activating cell sorter, and then SP and non-SP subpopulations were collected. 

The expression of multidrug resistance proteins were examined by flow cytometry technique in two subpopulations. DNA content 

of two subpopulations was examined by flow cytometry. 

RESULTS AND CONCLUSION: The K562 cell line contained SP cells, and the proportion of SP cells was much lower. Although 

there were no differences between these two subpopulations in P-gp expression, ABCG2+ cells expression in the SP 

subpopulation was significant higher than that in the non-SP subpopulation (P < 0.05). The G0/G1 phase cells in the K562 SP 

subpopulation accounted for about 80% of the total cells. According to the significant differences in the expression of MDR 

proteins between the SP subpopulation and the non-SP subpopulation, and the majority in a quiescent period, it is possible that 

leukemia stem cells are enriched in SP cells. 

 

Fan RH, Li HM, Guo DX, Gao Y, Chen XF. Isolation of side population cells in leukemia K562 cell lines and the expression of 

resistance protein and cell cycle in two subpopulations.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(45): 

8479-8482.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：血液肿瘤细胞中的侧群细胞能够逃避细胞周期化疗药物的作用，可能与白血病复发有关。 

目的：鉴定人慢性粒细胞白血病细胞株 K562中是否存在侧群细胞，并观察侧群细胞亚群与非侧群细胞亚群耐药蛋白、细胞

周期表达的差异。 

方法：采用流式细胞术检测 K562细胞株中是否存在侧群细胞；并分析 K562侧群细胞和非侧群细胞两亚群间耐药蛋白 P-gp、

ABCG2以及细胞周期的表达情况。 

结果与结论：K562细胞株中均存在侧群细胞，这群细胞比例均少。侧群细胞亚群耐药蛋白 ABCG2表达高于非侧群细胞亚

群(P < 0.05)，两亚群耐药蛋白 P-gp中表达差异无显著性意义；侧群细胞亚群中 G0/G1期细胞占 80%，非侧群细胞亚群中

G0/G1期细胞占 43.7%。证实 K562细胞株中确实存在较少比例的侧群细胞，其和主群细胞在耐药蛋白表达上有异质性，大

部分处于静止期，可能富含和肿瘤耐药有关的白血病干细胞。 

关键词：白血病干细胞；侧群细胞；流式细胞术；耐药蛋白；细胞周期 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.45.026 
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0  引言 

 

近年来对干细胞和肿瘤研究的深入，已表

明干细胞自我更新和肿瘤生成有惊人的相似

之处，而且肿瘤中某些数量极少的细胞具有干

细胞特性，提出了肿瘤干细胞学说
[1-2]
，认为肿

瘤干细胞是肿瘤转移、复发和耐药的根源。越

来越多的证据表明，在白血病中有一群可以逃

避正常自我更新控制的白血病干细胞，它们不

仅有和造血干细胞相似的自我更新和分化潜

能特点，还有高致瘤性、耐药性的特点
[3]
。

Setoguchi等
[4-5]
研究发现侧群细胞富含肿瘤干

细胞，但将侧群细胞分选应用在血液系统肿瘤

干细胞中的相关研究少，实验应用这种方法在

分选出K562细胞株侧群细胞亚群和非侧群细

胞亚群，再检测其耐药蛋白p-gp、ABCG2以及

细胞周期等方面的差异，探讨侧群细胞和白血

病耐药关系。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外对比观察。 

时间及地点：于2008-08/2010-08在云南
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省肿瘤医院肿瘤研究所和淮安市第一人民医院中心实

验室完成。 

材料：人慢性粒细胞白血病细胞株K562购自中科院

上海细胞库。 

试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

主要溶液的配置：RPMI-1640培养基：RPMI-1640、

胎牛血清、青、链霉素(1∶100)临用时配置，4 ℃保存；

PBS液：NaCl 8.0 g，KCl 0.2 g，Na2HP04 1.448 g，

KH2P04 0.24 g溶于800 mL蒸馏水，HCl调节pH值至

7.4，定容至1 000 mL，高压灭菌备用；细胞冻存液：

将过滤后DMSO与胎牛血清按比例混合，现配现用；

Hoechst33342溶液(1 g/L)：为现配现用，Hoechst33342

干粉2.5 mg+蒸馏水2.5 mL，轻吹打，充分溶解；

Verapamil溶液(1 mol/mL)：为现配现用，Verapamil  

2.5 mg+蒸馏水5 mL，轻吹打，充分溶解。 

侧群细胞预制和分选：将K562细胞培养于含体积分数

10%胎牛血清，0.2%谷氨酰胺的RPMI1640培养基，常

规条件孵育；细胞预制和分选参照文后文献[4]的方法进

行，将K562分为2个细胞亚群，分别称为K562侧群细胞

及K562非侧群细胞。 

流式细胞仪检测K562侧群细胞及非侧群细胞耐药蛋白表

达：荧光素FITC标记的anti-P-gp，PE标记的anti-ABCG2

鼠抗人单克隆抗体，抗体加样，室温孵育20min，10g/L

多聚甲醛固定30 min，上流式细胞仪EPICS-XL检测，

激发光波长为488 nm，标记PE、FITC荧光素的检测波

长分别为576 nm、520 nm。以不加任何抗体，作为荧

光表达阴性对照，记录各样本阳性细胞表达率，统计学

分析K562细胞株各亚群细胞耐药蛋白P-gp、ABCG2的

表达差异。 

流式细胞仪检测K562侧群细胞及非侧群细胞细胞周期：

取单细胞悬液，同时加入PI及透膜剂，室温孵育20 min。

10 g/L多聚甲醛固定，上机检测。激发光波长为488 nm，

检测光波长为635~670 nm观察二倍体、四倍体峰，记

录并分析K562细胞株各样本亚群细胞G0/G1、S和G2/M

期比例的差异。 

主要观察指标：K562细胞株侧群细胞的比例，侧

群细胞与非侧群细胞两亚群耐药蛋白和细胞周期的差

异。 

统计学分析：正态分布计量资料以x
_

±s表示，两组

间比较采用成组t 检验，采用SPSS 13.0统计软件进行

数据的统计处理均以P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  K562细胞株中存在侧群细胞  流式细胞仪检测在

K562细胞株中存在侧群细胞，这群细胞数量少，比例为

(2.7±0.5)%，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  K562细胞株中侧群细胞和非侧群细胞耐药蛋白的

表达差异  P-gp在两细胞亚群中均为极低表达，统计学

分析在两亚群细胞中P-gp
+
细胞表达差异无显著性意

义，而侧群亚群中耐药蛋白ABCG2
+
细胞表达要明显高

于非侧群亚群，见表1。 

试剂及仪器 来源 

胎牛血清  

RPMI-1640，青、链霉素  

Hoechst33342、二甲基亚砜 

(DMSO)、Verapamil  

流式细胞仪 EPICS-ALTRA、 

EPICS-XL、无菌流式管和 

抗体：P-gp、ABCG2、碘化丙啶  

医用无菌超净台、恒温水浴箱  

二氧化碳恒温培养箱、-80 ℃超低 

温冰箱、高速低温离心机  

倒置相差显微镜、微量移液器 

细胞计数板  

培养皿、培养瓶  

旋涡混合器  

天津灏洋生物制品公司 

Gibco公司 

Sigma公司 

 

Beckman Coulter公司 

 

 

苏州净化设备公司 

Theremo公司 

 

Olympus公司 

上海求精生化试剂仪器有限公司

江门生物技术有限公司 

江苏海门麒麟医用仪器厂 

a: Portion of SP cells, likes the shape of tail

Figure 1  Side population (SP) cells in the K562 cell lines 
detected by flow cytometry 

图 1  在 K562细胞株中检测到侧群细胞 
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X-axis represents hoechst33342 red fluorescent, Y-axis represents 

hoechst33342 blue fluorescent. 

b: 50 mg/L Verapamil inhibitor and the side population cells in the region 

have been almost completely suppressed 
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2.3  K562细胞株中侧群细胞和非侧群细胞细胞周期的

表达差异  流式细胞仪检测两群细胞的细胞周期，分析

可见在侧群细胞亚群中G0/G1：80.0%，S：20.0%，G2/M：

0；非侧群细胞亚群分别为G0/G1：43.7%，S：23.7%，

G2/M：32.6%，可以看出大部分的K562侧群细胞处于

静止期，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

近年来，在血液系统肿瘤也开始侧群细胞的研究，

但发现并不是所有的细胞株中都可以检测到侧群细胞。

Patrawala等
[6]
在急性白血病细胞株HL-60的检测中未

发现侧群细胞，但是在HL-60中加了低浓度阿霉素后可

以检测到侧群细胞，并且随着阿霉素浓度的增加，HL-60

细胞中侧群细胞比例也随着增加；在急性早幼粒细胞白

血病细胞株NB4中侧群细胞比例<1%
[7]
；在多发性骨髓

瘤细胞株RPMI8226和NCI-H929中侧群细胞比例在

0.8%~1.9%
[8]
；在成人T细胞白血病/淋巴瘤12株细胞系

中，发现不是所有的成人T细胞白血病/淋巴瘤细胞株都

能检测到侧群细胞，其中有4个细胞株检测到侧群细胞

存 在 ， 分 别 是 HUT-102(0.47%) 、 ATL-2(5.5%) 、

ATL-16T(0.93%) 和ATL-43Tb(3.0%)，剩余的8个细胞

株SezM3、ATL-35T、Sez627C、ED-40515、MT-1、

SLB-1、MT-2以及MT-4中未检测到侧群细胞存在
[9]
。前

期研究发现在4个细胞株NB4、Raji、K562/ADM和K562

中存在侧群细胞，这部分细胞确实比例少
[10]
。为了进一

步认识K562细胞株侧群细胞，实验分选K562两亚群细

胞进行耐药初步研究。 

Wulf等
[11]
在急性髓系白血病的研究中发现，急性髓系

白血病患者的侧群细胞对柔红霉素和米托蒽醌的泵出明

显强于非侧群细胞，说明侧群细胞可以逃避细胞周期化疗

药物的作用，可能和白血病复发有关。房伯俊等
[12]
发现，

与K562/VP16非侧群细胞比较，K562/VP16侧群细胞对

伊马替尼的耐药性更强，并且这种抗性几乎不能被多种

多药耐药逆转剂逆转。本实验K562侧群细胞亚群中耐药

蛋白ABCG2表达确实要高于非侧群细胞亚群。正常成

体干细胞(包括造血干细胞)在通常情况下均处于细胞周

期的静止状态(G0期)，只有当机体组织受损时，干细胞

迅速进入细胞增殖周期，通过增殖细胞分化参与组织损

伤的修复，上述过程结束后，干细胞又再次回到静止细

胞状态，因此干细胞DNA含量大多数时候为二倍体，而

慢性粒细胞白血病干细胞也同样具有相似的特点，能避

免细胞周期性化疗药物的杀伤，和肿瘤的耐药联系到了

一起
[13]
。侧群细胞也是多数处于静止期的细胞，

Benchaouir等
[14]
在对侧群细胞的细胞周期研究中发现，

多数侧群细胞是处于G0期的静止细胞，用电镜观察侧群

细胞超微结构，发现细胞内大多是滑面内质网，缺少粗

面内质网和核糖体，对这些特征的转录情况进行分析，

发现侧群细胞的转录能力与主群细胞相比大幅度降低，

细胞内与细胞周期停滞相关的基因表达上调，而与细胞

周期运行的相关基因表达下调，符合G0期细胞的慢周期

性特征。有研究人员发现，95%以上的白血病干细胞处

于G0期静止状态
[15-16]

，肿瘤干细胞处于静止期，才可以

避免细胞周期化疗药物的杀伤，在本实验中K562侧群细

胞亚群中静止期细胞比例达到80%，明显要高于K562

非侧群细胞亚群中的静止期细胞比例。 

在小鼠造血干细胞研究中关于侧群细胞和造血干细

胞的关系，就有学者提出侧群细胞表型不是所有造血干细

表 1  K562细胞株中侧群细胞和非侧群细胞耐药蛋白阳性表
达率 

Table 1  Expression of multidrug resistance proteins of two 
subpopulations in K562 cell lines       (x

_

±s, n=3, %)

Cell subpopulations P-gp ABCG2 

Side population 7.93±2.40 23.83±1.59 

Non-side population 8.53±2.34 3.63±1.41 

P 0.772 0.001 

 

Figure 2  Detection of cell cycle of two subpopulations in K562
cell lines 

图 2  在 K562细胞株中侧群细胞和非侧群细胞细胞周期检
测结果 

a: Side population cells 

b: Non-side populetion cells 
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胞特有的表型，不能用此来观察造血干细胞的功能
[17]
，还

有学者在小鼠中联合免疫表型和侧群细胞分选的方法

来分离造血干细胞
[18]
。同时关于侧群细胞和白血病干细

胞的研究也一直都在进行，多数是在体内外实验来证明

侧群细胞的分化增殖能力等生物学特性，Moshaver等
[19]

通过流式细胞仪把急性髓系白血病患者的侧群细胞分

为HSSC和LSSC侧群亚群，通过体外克隆形成实验证

实，LSSC侧群细胞的克隆形成能力明显强于HSSC侧

群细胞，LSSC侧群细胞有很低的CD38
+
细胞表达，这

两群细胞在CLL-1和其他免疫标记CD7、CD19表达有明

显差异，认为数量极少的LSSC侧群细胞是富含白血病

干细胞的。本实验初步发现K562细胞株侧群细胞数量

少，大部分处于静止期，高表达耐药蛋白，推测其可能

为主群肿瘤细胞的前体细胞或者是富集了肿瘤干细胞，

尚需进一步行动物成瘤实验来证实。 
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本文创新性：多年前在流式细胞仪研究中早有根据

Hoechst33342泵出而定义的侧群细胞，侧群细胞仅代表了

整个细胞群的一小部分。干细胞中富含侧群细胞，这些细胞

在正常发育和肿瘤生物学方面起重要作用。但这些细胞无明

确定义，特别它们的细胞数量极少，在分离和鉴定方面面临

挑战，由于国内条件的限制，近年来才逐渐开展这项工作，

实验目的在于分选侧群细胞，并进一步认识血液肿瘤的侧群

细胞，探讨它的特性，为理解肿瘤干细胞甚至肿瘤的耐药一

个可行的靶点。 


