
中国组织工程研究与临床康复  第 15 卷 第 6 期  2011–02–05 出版 

Journal of Clinical Rehabilitative Tissue Engineering Research  February 5, 2011  Vol.15, No.6 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com         1070 

1
Department of 

Hematology, First 

Affiliated Hospital, 

Kunming Medical 

University, Kunming  

650021, Yunnan 

Province, China; 
2
Department of 

Hematology, Fourth 

Affiliated Hospital, 

Kunming Medical 

University, Kunming  

650031, Yunnan 

Province, China; 
3
Institute of Tumor, 

Third Affiliated 

Hospital, Kunming 

Medical University, 

Kunming  650106, 

Yunnan Province, 

China 

 

Xie Jian★, Master, 

Physician, 

Department of 

Hematology, First 

Affiliated Hospital, 

Kunming Medical 

University, Kunming  

650021, Yunnan 

Province, China 

ls_xiejian@163.com 

 

Correspondence to: 

Li Hui-min, Professor, 

Chief physician, 

Department of 

Hematology, First 

Affiliated Hospital, 

Kunming Medical 

University, Kunming  

650021, Yunnan 

Province, China  

lihuimin@medmail. 

com.cn 

 

Supported by: the 

Natural Science 

Foundation of 

Yunnan Province, No. 

2006C0076M*  

 

Received: 2010-07-07   

Accepted: 2010-10-18  

     

 

 

 

 

 

 

 

人淋巴瘤Raji细胞系中的边缘细胞：淋巴瘤干细胞存在之可能*
★ 

谢  健
1
，李晓进

2
，金从国

3
，喻美佳

2
，李惠民

1
 

Side population cells in human lymphoma Raji cell line: Possibility of lymphoma stem cells     

Xie Jian
1
, Li Xiao-jin

2
, Jin Cong-guo

3
, Yu Mei-jia

2
, Li Hui-min

1
 

Abstract 

BACKGROUND: Previous studies have demonstrated that cancer stem cells enriched SP cells in the acute leukemia and multiple 

myeloma. Moreover, immunophenotype and biological characteristics have significant heterogeneity compared with main 

population cells. However, there is few study concerning lymphoma stem cells.   

OBJECTIVE: To examine whether the human lymphoma cell line-Raji contains SP cells, to investigate the difference in 

differentiation antigen, P-glycoprotein expression and cell cycle between SP cells and non-SP cells, and to explore the existing 

possibility of lymphoma stem cells.  

METHODS: After Hoechst-33342 staining, Raji cell line SP cells were detected and sorted using flow cytometry with ultraviolet. 

Inhibitory effects of various mass concentrations of verapamil on SP cells were observed and an optimal inhibitory concentration 

was selected. After sorting, P-glycoprotein, differentiation antigen CD34, CD20, CD19, CD5 and cell cycle were determined and 

compared between SP and non-SP cells.  

RESULTS AND CONCLUSION: SP cells accounted for about 2% of viable cells in Raji, and could be blocked when verapamil was 

50 mg/L. SP expressed 18.2% CD20+ cells compared with non-SP (93.6% CD20+), 78.0% CD5+cells compared with non-SP 

(22.2% CD5+). No significant difference in P-glycoprotein expression was detected between the two populations, but the 

P-glycoprotein (+) cells in SP displayed more intensive fluorescence compared with non-SP. These indicated that there are 

significant differences in differentiation degree and multidrug resistance between SP cells and non-SP cells in Raji cell line. SP 

cells are heterogeneous subset. We supposed that Raji cell line might be organized similarly as cancer stem cell hierarchy, and it 

is possible that lymphoma stem cells are enriched in SP cells. 

 

Xie J, Li XJ, Jin CG, Yu MJ, Li HM. Side population cells in human lymphoma Raji cell line: Possibility of lymphoma stem 

cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(6): 1070-1074.      

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

 

摘要 

背景：已有研究提示急性白血病、多发性骨髓瘤中肿瘤干细胞富集于 SP 细胞中，且免疫表型及生物学特性相比于主群细胞

存在明显的异质性。而关于淋巴瘤淋巴瘤干细胞的研究报道甚少。 

目的：检测人淋巴瘤 Raji细胞系中是否存在 SP细胞，分选该群细胞后观察其与非 SP细胞在分化抗原和 P-糖蛋白表达以及

细胞周期方面的差异，探讨淋巴瘤干细胞存在的可能性。 

方法：Hoechst-33342染色细胞后运用带紫外激发光的流式细胞仪进行 Raji细胞系 SP细胞的检测及分选。观察不同质量浓

度维拉帕米对 SP细胞抑制的程度，选择最佳抑制浓度。分选后分别检测 SP和非 SP细胞 P-糖蛋白、分化抗原 CD34，CD19，

CD20，CD5表达以及细胞周期，并进行对比。 

结果与结论：Raji细胞系中存在 SP细胞，比例在 2%左右，当维拉帕米质量浓度为 50 mg/L时能被完全抑制。SP和非 SP

细胞 CD20阳性表达率分别为 18.2%和 93.6%，CD5阳性表达率分别为 78.0%和 22.2%；P-糖蛋白表达差异无显著性意义，

但 SP中阳性细胞的平均荧光强度强于非 SP细胞。提示 Raji细胞系中 SP与非 SP细胞在分化程度、多药耐药性方面具有

明显的差异，SP 细胞是具有明显“异质性”的细胞亚群。据此可初步推测，Raji 细胞系的构成也类似肿瘤干细胞分级组成

模式，而淋巴瘤干细胞则有可能富集于 SP亚群中。 

关键词：淋巴瘤；SP细胞；异质性；分化抗原；肿瘤干细胞 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.06.026 
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0  引言 

 

肿瘤干细胞(cancer stem cells，CSCs)的

研究始于造血系统肿瘤，已有越来越多的研究

表明多数白血病和浆细胞肿瘤中存在

CSCs
[1-3]
，它们都符合CSCs理论中的“分级组

成模式”。通过特异性抗原标记可以分离纯化

CSCs，而在特异性标记未知的情况下还可以通

过研究SP细胞的方法研究CSCs。近来的研究

发现急性白血病和骨髓瘤中的SP细胞亚群同

样具有CSCs的特性
[4-6]
，而关于淋巴瘤CSCs

的研究报道甚少。 

本文运用类似的方法对人淋巴瘤Raji细胞

系中的SP亚群进行了初步分析，从而探讨淋巴

瘤干细胞存在的可能性。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞水平的对比观察实验。
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方法： 

Raji细胞系的培养和传代：由RPMI-1640加体

积分数10%新生小牛血清构成完全培养基，同

时适量添加葡萄糖、丙酮酸钠、Hepes，使其

质量终浓度分别为2.5，0.11，2.383 g/L，置于

37 ℃恒温培养箱(含体积分数5%CO2，湿度

95%)。选取对数生长期细胞实验。 

SP细胞亚群的检测
[7-8]

：取对数生长期的细

胞，调整活细胞数浓度至10
9
 L

-1
，重悬于新鲜

的培养液。设实验管和对照管，每管均加入上

述细胞悬液1 mL，使各管Hoechst-33342的最

终质量浓度为5 mg/L；对照管同时加入维拉帕

米，终质量浓度分别为25，37.5，50 mg/L；置

37 ℃的恒温摇床，避光，染色时间严格控制在

90~120 min。染色完成后，试管中立即加入   

4 ℃冰PBS液终止反应；低温离心5 min后将细

胞重新悬浮于4 ℃ PBS液，在上机检测之前所

有细胞都保存于4 ℃低温环境中。355 nm UV

为激发光源， 610 nm双色长通反射滤镜，  

450 nm和675 nm边缘长通滤镜分别检测散射

光、蓝光和红光部分。以H-red作为横轴，H-blue

作为纵轴作二维散点图，观察细胞在图上的分

布；设门：将低H-red和低H-blue区域作为SP

细胞的基础区域，同时将加入不同质量浓度维

拉帕米的对照管与实验管比较，前者在二维散

点图上缺失的细胞区域即为真正的SP细胞区

域，并计算比例，观察不同质量浓度维拉帕米

对SP细胞抑制的程度，选择最佳抑制质量浓

度。 

SP细胞的分选：调整活细胞浓度至10
9
 L

-1
，

所备活细胞总量>10
7
。将细胞悬液分别移入若

干试管，加入配制好的染液H，使各管的细胞、

染液H的终浓度为10
6
/5 mg/L；对照管加入维拉

帕米，终质量浓度为50 mg/L，染色完成后于   

4 ℃PBS终止反应，低温保存。各试管样品细

胞均上机检测，检测方法同前。分选后收集到

的SP细胞数约10
5
，非SP细胞(N-SP细胞)细胞

数约10
6
；将收集到的2份细胞离心后弃上清，

PBS液洗涤2次，置于4 ℃保存。 

主要观察指标：运用EPIX-XL流式细胞仪，

对上述两份细胞分别检测相关分化抗原

(CD34，CD20，CD5，CD10等)和P-糖蛋白

(P-gp)表达，以及细胞周期情况。检测细胞周

期时，观察二倍体、四倍体峰，记录分析各组

细胞G0/G1，S，G2/M期比例的差异性。 

   

2  结果 

 

2.1  Raji细胞系中SP细胞的比例  见图1。多

次实验结果显示，当抑制剂维拉帕米质量浓度

为25 mg/L时，SP区域抑制不明显；当维拉帕

米浓度至37.5 mg/L时，可见SP区域已有部分

抑制，但尚不完全；而当维拉帕米质量浓度至     

50 mg/L时，SP细胞区域已完全缺失，见图1b，

Raji细胞系中SP细胞比例约2%。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

2.2  SP细胞的分选  分选后收集到的SP细胞

总数约为10
5
，N-SP约10

6
。 

2.3  分化抗原的表达情况  CD20在N-SP和

SP细胞群的阳性表达率分别为 93.6%和

18.2%，CD5为22.2%和78.0%，两种分化抗原

在两群细胞中的表达率差异性有显著性意义；

而CD19的表达分别为98.8%和70%。其中作

者所检测到的CD34在未分选的Raji中的表达

细胞及试剂 来源 

人 Burkitt’s淋巴瘤细胞系 Raji 

RPMI-1640培养基、体积分数 

10%新生小牛血清  

Hoechst-33342、维拉帕米、PI 

CD5-FITC，CD20-FITC， 

CD34-PE，CD19-ECD， 

EPIX-ALTRA流式细胞仪、 

EPIX-XL流式细胞仪  

中科院上海药物所 

杭州四季青公司 

 

Sigma公司 

Beckman-Coulter公司 

Figure 1  Two-dimensional scatterplot of SP cells 
图 1  SP细胞检测二维散点图 

a: Control group  

b: Verapamil=50 mg/L 
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率为0.4%，而SP中CD34
+
细胞比例达18.0%N-SP与未

分选的Raji细胞在各分化抗原表达上差异无显著性意

义。见图2，3。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  P-gp 表达情况  多药耐药糖蛋白 P-gp1 在 N-SP

和 SP细胞中的阳性表达率分别为 6.1%，12.5%，但在

流式分析处理软件的一维直方图上，可以发现 SP细胞

群 P-gp1荧光强度明显高于 N-SP细胞群，平均值几乎

是 N-SP细胞群的 2倍，见图 4，这说明该耐药蛋白的

表达强度在两群细胞之间存在着一定的差异。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  细胞周期  未分选的Raji细胞各细胞周期比例分

别为G0/G1：52.0%，S期：29.5%，G2/M：18.5%。N-SP

细胞群各细胞周期比例分别为G0/G1：92.7%，S期：

7.0%，G2/M：0.2%。上述结果均为流式自带数据软件

分析处理后的统计学结果。 

因分选后的SP细胞数量较少，而PI染色细胞周期检

测所需细胞数量相对较多，因而未检测SP细胞群所在细

胞周期情况。见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

SP细胞是由 ABCG2和P-gp所介导的染料外泵机

制的结果
[7，9]
。运用流式细胞术检测，在二维散点图上

该群细胞明显偏离主群细胞而分布在靠近原点的低染

区域，同时，在SP细胞群的判定上必须结合被维拉帕米

Figure 4  P-glycoprotein expression
图 4  P-gp表达 

p-gp 

Figure 2  Expression of relevant differentiation antigen
图 2  相关分化抗原表达 

a: CD20(N-SP) 

c: CD5(N-SP) 

b: CD20(SP) 

d: CD5(SP) 

e: CD19(N-SP) f: CD19(SP) 

Figure 3  CD expression in SP, non-SP and unsorted cells 
图 3  SP、非 SP及未分选细胞中 CD表达 
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Figure 5  Cell cycle 
图 5  细胞周期 
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所抑制的区域。Goodell等
[7]
推荐在SP细胞检测中维拉

帕米的浓度为50 mmol/L(25 mg/L)，虽然大多数研究在

检测SP细胞时使用上述推荐浓度，但SP区域被完全抑

制的不多见。而本实验过程中，在对照管中做了3种维

拉帕米质量浓度(25，37.5，50 mg/L)的对照，发现推荐

浓度的维拉帕米并不完全抑制SP区域；增加维拉帕米至

2倍(即50 mg/L)时，基本能完全抑制(SP细胞比例下降

至0)，而并未发现此浓度的维拉帕米对N-SP区域细胞分

布形态有明显的影响。因此，作者认为维拉帕米质量浓

度在50 mg/L时所抑制的这部分低染区域细胞确实是

Raji中的SP细胞。本实验结果表明，Raji细胞系中可检

测到的SP细胞比例在2%左右，与大多数肿瘤中SP细胞

比例接近
[10-12]

，同时也有研究表明在一些肿瘤细胞中SP

细胞的比例并不占少数
[13-14]

，而临床上这类肿瘤往往表

现出难治性、高耐药性
[14]
。因此，“SP表型”也许最主

要的是反映了干细胞在耐药方面的“异质性”，有学者

指出，数量的多少并不是CSCs的本质特征，应当转变

对CSCs概念的认识
[15]
。 

Raji为人Burkitt’s淋巴瘤的建株系，该类型肿瘤为淋

巴组织滤泡的生发中心B细胞来源
[16]
，表达成熟B淋巴

细胞相关抗原，如CD20，CD22和CD19，同时表达

CD10，Bcl-6等生发中心抗原，而静止期B淋巴细胞抗

原CD5表达为阴性
[17]
。因此，Raji是一群CD20

+
CD5

-

肿

瘤细胞，这与作者所检测到的Raji中N-SP细胞(即主群

细胞)抗原表达一致，而与其中的SP细胞亚群相反，后

者表达CD5，而不表达CD20，提示Raji中的SP细胞是

较主群细胞具有明显“异质性”的亚群细胞。在B淋巴

细胞成熟过程中，CD20的表达最早出现在前B淋巴细

胞，并持续表达至成熟B淋巴细胞的整个过程，而其后

分化至浆细胞的过程中失去表达，因此它是成熟B淋巴

细胞最广泛的分化标记
[18]
；CD5最典型的是表达于静止

的成熟B淋巴细胞(未接受抗原刺激)，迁移至淋巴组织皮

质部分套区时仍表达，而后至滤泡区受到有丝分裂原刺

激后开始增殖后，CD5的表达逐渐失去，这一点也与

CD5在慢性淋巴细胞白血病和套区淋巴瘤的表达高度

一致(生发中心来源淋巴瘤不表达)
[19]
。WHO淋巴组织肿

瘤类型及分化程度界定以正常淋巴细胞各分化阶段为

参照基础，分化抗原表达情况是主要指标，反映了肿瘤

分化停滞所在的阶段。因而从分化抗原表达情况来看，

生发中心B淋巴细胞来源的肿瘤细胞Raji，其中的SP细

胞亚群并非具有生发中心B淋巴细胞特点，似乎处于更

早的分化阶段(更类似予静止期或套区B淋巴细胞的表

达)。从分化程度来看，Raji中CD5
+
CD20

-

SP亚群可能

为该类型肿瘤的起源细胞，而CD5
-

CD20
+
主群细胞

(N-SP)极有可能是由前者分化而来，这一点与Matsui

等
[3]
在多发性骨髓瘤干细胞研究中的理论相似。他们发

现多发性骨髓瘤中主群细胞CD20
-

CD138
+
并不具有致

瘤能力，而具有成熟B淋巴细胞标记的CD20
+
CD138

-

细

胞亚群具有干细胞特性，后者分化程度更早期，且在正

常淋巴及浆细胞成熟过程中CD20
-

CD138
+
细胞由

CD20
+
CD138

-

分化而来；而在更早的关于急性白血病研

究也显示，CD34
+
CD38

-

lin
-

亚群具有干细胞特性，

CD34
-

lin
+
主群细胞却不具备

[1，4，20]
，从分化程度来看，

前者也处于更早期阶段。作者认为，Raji所代表的该类

型肿瘤与急性白血病和多发性骨髓瘤中干细胞与主群

细胞的分化关系类似，似乎“复制”了正常造血细胞分

化成熟的某个过程，只是各处的阶段不同而已，因此

CD5
+
CD20

-

SP亚群可能为该类型肿瘤的“干细胞”。 

虽然CD34在Raji中SP和N-SP细胞中表达有一定

差异性，但作者认为意义不大。CD34为造血干细胞重

要标记，CD34
+
提示造血细胞分化较早，也是急性白血

病CSCs重要标记
[21]
。目前的观点认为造血系统肿瘤

CSCs有两个来源：①直接来源于正常的造血干细胞。

②非正常干细胞直接来源，例如可以来源于外周处于持

续增值状态的成熟淋巴细胞
[22-23]

。对于分化程度较低的

肿瘤(如急性白血病)来说，已有研究提示其CSCs来源于

前者(CD34
+
)，而对于分化程度相对较高的外周成熟淋

巴肿瘤来说(如生发中心来源淋巴瘤Raji)，人们更倾向

于其CSCs来源于后者，因此CD34并不是其特异标志。 

P-gp是最早发现的介导肿瘤细胞多药耐药机制的重

要分子
[24]
。通过其外排药物分子使肿瘤细胞避免化疗药

物的打击，从而长期存活。该蛋白分子高表达于正常的

干细胞及肿瘤干细胞中，和肿瘤耐药有直接关系。最早

发现钙离子通道拮抗剂维拉帕米可以阻断P-gp“外泵”

功能，因此临床上用于逆转肿瘤细胞的多药耐药性
[25]
。

从SP及N-SP两组细胞P-gp的表达可以发现，虽然阳性

表达率无明显差异，但SP细胞群中阳性细胞的表达强度

明显高于N-SP，前者的平均荧光道数为后者的2倍以

上。这说明在SP细胞中，与多药耐药有关的蛋白分子

P-gp含量高于N-SP细胞群，这也与SP细胞本身外泵染

料而表现为低染的特征相符，并与肿瘤干细胞高度耐药

性有直接关系；而N-SP细胞P-gp的表达率和荧光强度

已经有明显下调趋势。上述结果和现象也提示着Raji中

SP细胞有可能富集了CSCs。 

相关研究表明，富集了CSCs(或SP细胞)群中的细

胞绝大多数处于G0/G1期
[5，26]

，而N-SP细胞中G0/G1期

细胞比例则明显减少。正是由于CSCs所具备这一特性，

它们才能避免大多数化疗药物(细胞周期依赖性药物)的

“攻击”。而本实验却发现，所检测到的分选后的

RajiN-SP细胞中，G0/G1期比例竟然高达90%以上，这

与目前的观点相悖，可能与本实验在设定细胞范围时只

设定了其中一小部分为所需细胞范围，而作者所设定的

这部分极有可能是属于二倍体区，因此，所检测到的

N-SP细胞周期结果恰好是G0/G1期高比例。 
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结论：CSCs在造血系统肿瘤中的急性白血病和多

发性骨髓瘤研究相对较多，也较深入，而仅有极少数

关于分化成熟的淋巴细胞肿瘤干细胞的研究报     

道
[27-30]

。CSCs理论强调“异质性”细胞亚群，表现为

致瘤能力、耐药性及分化程度的差异性，而本实验主要

是从分化程度上的“异质性”(即分化抗原表达的差异性)

来论证了淋巴细胞肿瘤中CSCs存在的可能性，这也为

研究淋巴瘤提供了一定的理论依据。其次，作者在研究

中发现Raji中SP细胞亚群为CD20
-

，这一点似乎暗示了

在Raji所能代表的该类型的成熟B淋巴细胞肿瘤中，经

利妥昔单抗治疗后该群CD20
-

细胞能逃避其打击，从而

存活下来成为肿瘤复发的根源？这其实也是目前在临

床上治疗B淋巴细胞肿瘤所面临的重要问题之一。当然，

作者的研究只是初步的，尚需要更多的实验加以论证和

完善。 
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