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亚硝酸盐调控人肝癌 SMMC-7721 细胞癌干细胞特性 
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摘要: 有证据表明肝癌含有一定数量的具有自我更新能力的癌干细胞亚群。然而, 癌干细胞是如何被调控的
还不清楚。肿瘤微环境中一些生物介质可以导致癌干细胞快速可逆性改变。本文旨在探讨, 在肿瘤微环境中有
较高含量, 又是细胞关键的调控因子的亚硝酸盐是如何调控人肝癌干细胞样细胞表型的。用 SMMC-7721细胞系
无血清培养获得细胞球。流式细胞术检测细胞周期, 体外克隆形成实验和球形成实验检测细胞自我更新能力, 侵
袭实验检测细胞侵袭能力, 癌干细胞标志物检测采用流式细胞术和Westen blot方法, MTT检测细胞活力。皮下
注射 SMMC-7721球形成细胞建立裸鼠移植瘤模型, 活性氧 (ROS) 检测试剂盒检测移植瘤组织内 ROS水平, 免
疫荧光检测组织内缺氧有诱导因子-1α (HIF-1α)。结果显示, SMMC-7721 细胞系来源的球细胞自我更新能力增强, 
干细胞标志物表达增加, 耐药性增强, 提示球形成细胞富集了较多的具有癌干细胞特征的细胞。用亚硝酸钠 
(150 μmol·L−1) 处理亲本细胞和球形成细胞后, G0/G1 期细胞比例增加, 肝癌干细胞标志物 CD133、CD90 和
EpCAM 表达增加, 细胞耐药能力和侵袭能力增强。与亲本细胞相比, 亚硝酸盐对球形成细胞的上述作用明显增
强。体内实验结果也显示, 亚硝酸盐促进球形成细胞移植瘤生长, 组织内 ROS水平下降, HIF-1α累积。结果表明, 
亚硝酸盐通过上调肝癌干细胞“干性”增强肝癌细胞侵袭能力。 
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Abstract: Increasing evidence suggests that hepatocellular carcinomas (HCCs) are sustained by a distinct 

subpopulation of self-renewing cells known as cancer stem cells (CSC).  However, our understanding of       
their regulation is limited.  Rapid reversible changes of CSC-like cells within tumors may result from the effect 
of biological mediators found in the tumor microenvironment.  This paper aims to explore how nitrite, a key 
cellular modulator whose level is elevated in many tumors, affects CSC-like phenotypes of human hepatoma 
cells SMMC-7721 cells.  The SMMC-7721 cell line was cultured under serum-free conditions to produce     
floating spheres.  The distribution of cell cycle was analyzed by flow cytometry, the capability of cells 
self-renew was detected by colony-forming capabilities and spheroid-formation assay, the expression of stemness 
protein such as CD133, CD90 and EpCAM were determined by flow cytometry and Western blot, cell invasion 
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was analyzed by transwell assay, and viability of SMMC-7721 parental cells and spheroids cancer cells was      
determined by the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide (MTT) assay.  Xenograft 
tumor models were established by subcutaneously injecting SMMC-7721 spheroids cancer cells, the transplanted 
tumor tissue ROS levels was detected by reactive oxygen species (ROS) test kits, the expression of HIF-1α was 
observed by immunofluorescence.  Our results showed that the SMMC-7721 spheroid cells were enriched with 
CSCs properties, indicated by the ability to self-renew, increased expression of CSCs markers, and increased     
resistance to chemotherapeutic drugs.  Additionally, SMMC-7721 parental cells and spheroids cancer cells were 
treated with 150 μmol·L−1 sodium nitrite for 6 days, compared with control cells, an increased accumulation       
of G0/G1 phase cells was observable in treatment cells.  Indeed, our data demonstrated that in parent cells and 
spheres cells that were treated with sodium nitrite for different time, the cells’ ability to chemoresistance and     
invasion, clone-forming efficiencies and the spheres forming ability were significantly higher than that of control 
cells.  Exposure of sodium nitrite regulated CSC-like phenotype, indicated by increased expression of known 
CSC markers, CD133, CD90 and EpCAM in the exposed parental cells, as well as in dormant spheroids cancer 
cells.  Compared with the parent cells, the above effects of nitrite on the spheres cells were significantly        
enhanced.  In vivo data also presented a more significant promotion of tumor xenograft growth from the nitrite 
treatment than from either of the control.  Mechanistic analysis indicated that nitrite induced the upregulation of 
HIF-1α as well as the downregulation of ROS in the tumor microenvironment.  These results suggest that nitrite 
increases the invasiveness of SMMC-7721 cells through up-regulation of tumor stemness. 

Key words: nitrite; human hepatocellular carcinoma; cancer stem cell; chemoresistance; invasion 

                                                                                                          

越来越多的证据表明, 肿瘤化疗或放疗后复发
的主要原因是肿瘤组织内含有数量不一的肿瘤干细

胞 (cancer stem cells, CSCs)[1]。与普通的肿瘤细胞相

比, 肿瘤干细胞呈现出增殖速度减慢, 药物外排能力
增强, 耐药和侵袭能力增加等特征[2]。肝癌是人类常

见恶性肿瘤, 已经发现肝癌组织内也有少量的肿瘤
干细胞[3]。在肝癌组织内, 肿瘤干细胞受肿瘤微环境
的影响, 未分化的肿瘤干细胞与已分化的普通肿瘤
细胞之间存在相互转换现象, 包括“干性”(stemness) 
获得与失去的过程[4]。然而具体是其中哪些化学或细

胞因子调控肿瘤干细胞的这种可塑性, 目前还不清
楚[5]。肝癌组织内部是一个缺氧酸性环境, 内含有较
高浓度的一氧化氮和亚硝酸盐[6]。亚硝酸盐在酸性环

境下可以还原为一氧化氮, 一氧化氮可以促进肿瘤
干细胞数量增加和干细胞表征增强[7]。亚硝酸盐本身

在细胞上作用的靶点主要是线粒体呼吸链复合物 , 
通过与氧气竞争性结合位点, 造成细胞内缺氧, 进而
促使细胞缺氧因子累积, 诱导细胞发生上皮间质转
化 (epithelial-mesenchymal transition, EMT), 而 EMT
可以诱导已分化的肿瘤细胞转化为肿瘤干细胞[8]。课

题组前期发现, 亚硝酸盐有诱导肝癌细胞发生 EMT, 
促进增殖和侵袭作用[9], 外源性给予亚硝酸盐会导致
小鼠肝癌组织内部亚硝酸盐蓄积, 促进癌细胞肺转
移[10]。综合文献和课题组前期发现, 作者推测亚硝酸
盐有可能直接参与肝癌干细胞数量的调控和“干

性”的调节。 
鉴定肿瘤干细胞的方法主要有流式细胞术检测

边缘群, 半悬浮培养观察细胞球形成以及检测干细
胞标志物等[11]。为此, 本研究用半悬浮培养法获取的
人肝癌 SMMC-7721 细胞球作为球形成细胞, 常规培
养的细胞为亲本细胞, 观测了亚硝酸盐处理后这两
种细胞群体中具有干细胞特征的细胞数量变化以及

干细胞表型的变化, 以探讨亚硝酸盐对人肝癌肿瘤
干细胞的调控作用。 
 

材料与方法 
材料和主要仪器  人肝癌 SMMC-7721细胞株购

自中国医学科学院基础医学研究所, 生长在含 10% 

胎牛血清 (FBS)、1%  青链霉素的 DMEM 高糖培养    
基中, 5% CO2、37 ℃恒温培养箱中培养。亚硝酸钠 
(sodium nitrite, SN) 购自天津市晨福化学试剂厂 (分
析纯); DMEM高糖培养基、DMEM/F12培养基购自
Gibco公司; FBS、青链霉素混合液、结晶紫染料购自
杭州四季青生物公司; 二甲基亚砜 (DMSO)、噻唑兰
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2- H-tetrazolium 
bromide, MTT)、顺铂 (cisplatin)、人重组表皮生长因
子 (EGF)、人重组碱性成纤维生长因子 (bFGF)、B27、
活性氧检测试剂盒购自 Sigma 公司; Transwell 小室    
购自 BD 公司; CD90 兔抗人单克隆抗体、EpCAM        
兔抗人单克隆抗体、CD133 兔抗人单克隆抗体、兔
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抗人 HIF-1α (hypoxia inducible factor-1α)、β-actin      
单克隆抗体、ECL Western blot 化学发光检测试剂     
盒及二抗购自 Abcam 公司; 超低吸附 6 孔板购自美
国 Corning 公司; NovoCyte 流式细胞仪 (ACEA, 美        
国); BCA 蛋白质定量试剂盒 (北京康为世纪公司); 
DYY-7C型电泳仪、WD-9413B 凝胶成像分析仪 (北
京市六一仪器厂)。 

球形成细胞获取及传代  将肝癌SMMC-7721细
胞在含 10% FBS、1%  青链霉素的 DMEM 高糖培养
基中培养, 置于 37 ℃、5% CO2恒温培养箱中。待细

胞长满瓶底面积 80%  时, 换 DMEM/F12 无血清培养
基 (含 1%  青链霉素、20 ng·mL−1 EGF、10 ng·mL−1 
bEGF、2% B27), 消化并吹打成单个细胞, 收集细胞
悬液, 1 000 r·min−1离心 5 min, 再以 DMEM/F12无    
血清培养重悬。调整细胞浓度为每毫升 1×104个接种

于超低吸附 6 孔板, 每孔接种 5 000 个细胞, 再加入
DMEM/F12无血清培养基 2 mL, 将 6孔板置于 37 ℃、

5% CO2 恒温培养箱中培养。隔天换液, 观察细胞悬
浮生长状态, 每天拍照记录细胞球形成的情况。培养
1周后, 细胞球直径达 50 μm时收集细胞悬液, 加入
0.25%  胰蛋白酶消化细胞球, 吹打分散成单个细胞, 
DMEM 高糖培养基重悬细胞, 得到的细胞为球形成
细胞。常规培养的细胞作为亲本细胞。 

细胞周期检测  调整细胞浓度为每毫升 1×104

个 , 分 4 组 : 亲本细胞和球形成细胞对照组加入
DMEM 普通培养基, 亲本细胞和球形成细胞处理组
培养基中加入浓度为 150 μmol·L−1 NaNO2。细胞置于

37 ℃、5% CO2恒温培养箱中培养。隔天换液, 6天后
收集细胞, 75%  乙醇固定 4 h以上, 离心, 吸弃固定液, 
加入含 RNA酶的碘化丙啶 (PI) 溶液, 4 ℃避光孵育

30 min, 流式细胞术检测细胞周期。 
体外克隆形成实验  细胞处理和分组同上。调整

细胞浓度为每毫升 1×104个接种于普通 6 孔板中, 每
孔的总体积均为 2 mL。将 6孔板置于 37 ℃、5% CO2

恒温培养箱中培养。隔天换液, 每天观察细胞克隆的
生长情况, 1 周后, 弃培养液, 4% 多聚甲醛固定 30 
min, PBS漂洗 2次, 每孔加入结晶紫染料 1 mL, 染    
色 15 min, 随机选取 3个视野, 计数每个视野下细胞
数大于 50的克隆形成数, 并拍照记录。 

细胞球形成实验  细胞分组和处理同上。制成单
细胞悬液, DMEM/F12无血清培养基重悬细胞, 调整
细胞浓度为每毫升 1×104个, 接种于超低吸附 6孔板
中, 每孔的DMEM/F12无血清培养基和细胞悬液的总
体积均为 2 mL。将 6孔板置于 37 ℃、5% CO2恒温培

养箱中培养。隔天换液, 每天观察各组细胞球形成情
况, 1 周后在倒置显微镜下观察, 随机选取 3个视野, 
计数细胞球直径大于 50 μm的细胞数, 并拍照记录。 

流式细胞术检测各组细胞肿瘤干细胞表面标志

物  待各组细胞生长至对数期时, PBS 漂洗 2 遍, 
0.25%  胰蛋白酶消化细胞 , 制成细胞浓度为每毫升
1×104个的单细胞悬液, 用 PBS缓冲液重悬细胞。按
照说明书每组分别加入 1∶1 000、1∶1 500、1∶1 000
的 CD90、CD133、EpCAM流式抗体各 1 mL, 充分
混匀后常温孵育 30 min, 流式细胞仪检测肿瘤干细
胞标志物的表达量。 

Western blot 检测肿瘤干细胞表面标志物的表
达  消化收获各种处理的细胞, 用 RIPA 200 μL充分
裂解提取蛋白, BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量, 
均衡每组蛋白浓度后, 以 12% SDS-PAGE凝胶电泳分
离。转移蛋白至 PVDF膜, 5%  脱脂奶粉封闭过夜, 分
别加入 CD133 (1∶2 000)、CD90 (1∶1 500)、EpCAM 
(1∶2 000) 一抗于 4 ℃封闭袋中孵育过夜, 二抗孵育
1 h。化学发光法显示结果, 压片曝光。凝胶图像分析
系统拍照, 采用 IPP软件对目的条带进行灰度分析。
实验重复 3次。 

Transwell 侵袭实验  细胞分组和处理同上。当
细胞生长到对数生长期, 消化收获细胞, 用无血清
DMEM 培养基洗 3 次, 各组分别接种 1×105个细胞    
于已行 matrigel 包被的 transwell 小室中, 滤膜微孔     
直径为 8 μm, 小室内的培养基为无血清的 DMEM, 
亲本细胞处理组和球形成细胞处理组加入相应剂量

的亚硝酸钠, 体积 200 μL, 然后于小室外即 24 孔板
的孔内加入 800 μL 含 10% FBS 的 DMEM 培养基,     
以提供细胞侵袭运动的趋化因子。每组 3个复孔, 培
养 24 h 后自 24 孔板中取出 transwell 小室, PBS 轻      
轻冲洗 3次, 用自备小棉签小心擦净小室底部微孔滤
膜上层的细胞, 然后将小室置于甲醇固定液中放置
10 min, 取出小室放于结晶紫中染色 5 min; 沿小室
底部边缘剪下滤膜, 显微镜下观察穿过 matrigel 及微
孔至滤膜反面的细胞, 实验重复3次, 于200倍光学显
微镜下计数 5个视野的细胞, 取平均值。 

MTT 法检测各组耐药性实验  收集各组生长至

对数期的细胞并消化, 制成细胞浓度为每毫升 1×104

个接种于 96 孔板, 每孔加入培养基 200 μL, 每组 5
个复孔, 重复 6 次, 并设置调零孔。各组在恒温培养
箱中培养 24 h后, 依次加入 0、0.625、1.25、2.5、5
和 10 mg·L−1质量浓度梯度的顺铂, 继续培养 24 h后, 
每孔加入 5 g·L−1 MTT 20 μL培养 4 h后, 吸去培养液, 
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每孔加入 150 μL DMSO于振荡器上振摇, 待紫色晶
体完全溶解后, 在酶标仪上测定 570 nm 处的吸光度
值 (A 值)。以含有等体积的培养液和 DMSO 的无细
胞孔测得的吸光度值为空白对照。 

移植瘤实验  BALB/c裸鼠  [合格证号 SCXK (豫) 
2010-0002] 5 只, 由河南省实验动物中心提供, 裸鼠
全部为雄性, 日龄 28～35天, 体重 18～22 g, 常规裸
鼠饲养。动物实验得到河南大学医学院医学伦理委员

会批准。收集球形成细胞, 计数, 调整细胞悬液浓度
为每毫升 1×105个。将球形成细胞分 2 组, 亚硝酸盐
处理组用 150 μmol·L−1 NaNO2孵育 24 h, 对照组加等
体积的培养液。每组取 0.1 mL分别接种于同一只裸
鼠左或右侧腋窝皮下, 每天观察小鼠一般情况, 隔日
测量一次移植瘤体积。饲养至 21天, 处死动物, 完整
取出移植瘤称重, 立即行冰冻切片。同时计数肺表面
白色的转移灶。 

移植瘤冰冻切片检测活性氧 (ROS)  实验结束
时取出移植瘤, 冰冻切片, 按试剂盒说明书对示踪剂
DCFH-DA进行处理, 使用 488 nm激发波长, 525 nm
发射波长, 在 DM2500徕卡荧光显微镜下拍照。 

移植瘤组织免疫荧光法检测 HIF-1α  实验结束
时取出移植瘤, 冰冻切片, 冷丙酮固定 6 min, 自然
干燥。3% H2O2室温孵育 15 min, 10% BSA 4  ℃封闭

过夜, PBS 冲洗 3 次, 每张盖玻片加 100 µL 兔抗人
HIF-1α工作液, 4 ℃过夜孵育, PBS洗 3次, 加 Alexa 
594标记的山羊抗兔 IgG二抗, DAPI复染, 37 ℃孵育

30 min, PBS洗 3次, 自来水冲洗, 自然干燥, 硅油封
片, DM2500 徕卡荧光显微镜下拍照。用 Image-pro 
plus图像分析软件分析荧光强度。 

统计学分析  数据均采用均数  ±  标准差 ( x ± s) 
表示, 应用 SPSS 13.0 软件包处理, 正态分析和方差
齐性检验后, 进行单因素方差分析处理组与对照组
的差别, 处理组之间两两比较采用行×列表的卡方检
验。P < 0.05被认为统计学具有显著性。 

结果 
1  肝癌 SMMC-7721 细胞能够在无血清培养基中悬
浮培养形成细胞球 

以无血清条件培养基于超低黏附 6 孔板中悬浮
培养肝癌 SMMC-7721 细胞, 结果显示部分细胞随培
养时间的延长开始克隆生长, 逐渐形成立体、悬浮生
长的细胞球, 体积逐渐增大, 而未成球的细胞则逐渐
凋亡; 当多个细胞球距离较近时会融合成更大的细
胞球, 1 周后细胞球体积达到最大, 以后不再增长 
(图 1)。 
2  亚硝酸钠阻滞球形成细胞于 G0/G1期的作用强于

亲本细胞 

肿瘤干细胞的一个显著特征就是多处于静止状

态, 生长缓慢。图 2结果显示, 球形成细胞处于 G0/G1

期细胞明显多于亲本细胞。与未处理组相比, 经亚硝
酸钠处理后, 无论是亲本细胞还是球形成细胞被阻
滞于G0/G1期的细胞数明显增多, S期细胞减少, 而处
于细胞分裂期的 G2/M期则明显减少。与亲本细胞相
比, 亚硝酸钠对球形成细胞 G0/G1期的阻滞作用明显

增强。在亚硝酸盐作用下, 球形成细胞 G0/G1期的阻

滞比未处理的球形成细胞增强。 
3  亚硝酸钠对球形成细胞自我更新能力增强作用大
于亲本细胞 

细胞体外细胞克隆形成能力和球形成能力是判

断细胞自我更新能力常用的指标。体外细胞克隆形成

实验结果如图 3A和 B所示, 球形成细胞的克隆形成
个数高于亲本细胞; 与未处理的亲本细胞或球形成
细胞相比, 经过亚硝酸钠处理后, 各组克隆形成个数
显著提高; 同样, 亚硝酸钠处理后球形成细胞克隆形
成个数显著高于亲本细胞。在亚硝酸盐作用下, 球形
成细胞克隆形成个数比未处理的球形成细胞增多。说

明亚硝酸钠能够增加 SMMC-7721细胞的克隆形成个
数, 增强肝癌干细胞克隆形成能力。球形成实验结果
如图 3C和 D所示, 球形成细胞的球形成个数高于亲 

 

 
Figure 1  Induction of sphere cells from SMMC-7721 cell lines (magnification, 40 ×).  Tumor sphere culture was performed in ultra-    
low attachment dishes for different times.  Dark dots represent dead differentiated cells.  Survived cancer stem cells have formed     
clusters named spheres.  Formation of spheres was observed from day 3 to 7; the sphere size increased during this period  



 刘良策等: 亚硝酸盐调控人肝癌 SMMC-7721细胞癌干细胞特性 · 1245  · 

 

 
Figure 2  Effects of sodium nitrite (SN) on distribution of cell 
cycle in SMMC-7721 parental and sphere cells.  A: The cells 
stained with propidium iodide were subjected to flow cytometric 
analysis to determine the cell distributions at each phase of the 
cell cycle; B: The quantified results of flow cytometry analysis 
showed that treatment with SN (150 μmol·L−1, 24 h) resulted      
in parental and sphere cells arrest in G0/G1 phase, compared      
with the parent cells, the proportion of G0/G1 phase cells were 
increased approximately 1.5 folds in sphere cells, while the G2/M 
phase proportion was significantly decreased.  n = 3, x ± s.      
*P < 0.05 vs parental cell group; #P < 0.05 vs sphere cell group 

 
本细胞; 与未处理的亲本细胞或球形成细胞相比, 经
过亚硝酸钠处理后, 各组球形成个数显著提高; 同样, 
亚硝酸钠处理后球形成细胞球形成个数显著高于亲

本细胞。在亚硝酸盐作用下, 球形成细胞球形成个数
比未处理的球形成细胞增多。结果提示, 亚硝酸钠能
显著增强肝癌 SMMC-7721细胞的球形成能力。亚硝
酸钠对球形成细胞成球的促进作用明显大于亲本细

胞, 提示球形成细胞可能富集了更多的肝癌干细胞。 
4  亚硝酸钠促进球形成细胞肿瘤干细胞标志物表达
的作用强于亲本细胞 

图 4 流式细胞术检测结果显示, 球形成细胞组
CD133、CD90和 EpCAM表达量明显高于亲本细胞; 
与未处理的亲本细胞或球形成细胞组相比, 亚硝酸
钠处理后明显增强各组 CD133、CD90和 EpCAM的
表达量; 同样, 在亚硝酸钠处理后, 与亲本细胞组相 

 
Figure 3  SN enhanced tumor the self-renewal capacity of 
SMMC-7721 parental and sphere cells.  A: The numbers of 
colonies were counted after staining with crystal violet; B: The 
spheres were imaged under a light microscope (magnification, 
100×); C: The histogram indicated the number of colonies; D: 
The quantified tumor spheres numbers of B.  n = 3, x ± s.  *P < 

0.05 vs parental cell group; #P < 0.05 vs sphere cell group 

 

 
Figure 4  Effects of SN on the expressions of hepatoma stem 
cell related proteins in SMMC-7721 parental cells and sphere 
cells.  Flow cytometry analysis showed that treatment with      
SN (150 μmol·L−1, 24 h) resulted in parental and sphere cells 
increased the expressions of CD133 (A), CD90 (B) and EpCAM 
(C), compared with the parent cells, and these marker were     
increased approximately three folds in SMMC-7721 sphere cells.  
n = 3, x ± s.  *P < 0.05 vs parental cell group; #P < 0.05 vs sphere 
cell group 

 
比, 球形成细胞组 CD133、CD90 和 EpCAM 表达量
增加更为明显。在亚硝酸盐作用下, 球形成细胞标志
物表达水平比未处理的球形成细胞升高。 

为进一步验证流式细胞术检测肿瘤干细胞标志

物相关蛋白的表达结果, 本实验又利用Western blot方
法检测了上述 3种蛋白表达 (图 5), 结果与图 4一致。 
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Figure 5  Effects of SN on the expressions of hepatoma stem cell related proteins in SMMC-7721 parental cells and sphere cells.        
A: Western blot data showed that the expressions of the CD133, CD90 and EpCAM proteins were upregulated in sphere cells compared 
with those in parental cells.  Treatment with SN (150 μmol·L−1, 24 h) resulted in parental and sphere cells increased the expressions     
of markers, compared with the parent cells, and the above effects of nitrite on the spheres cells were significantly enhanced.  B: The     
quantified results of A.  n = 3, x ± s.  *P < 0.05 vs parental cell group; #P < 0.05 vs sphere cell group 
 

 
Figure 6  Effect of SN on the invasion ability of SMMC-7721 parental cells and sphere cells.  A: Transwell invasion assays the cells 
invading the matrigel after 24 h of culture as shown by the microscopic images (magnification, 100×).  Invading cells were fixed in 
formaldehyde and stained with crystal violet.  B: The quantified results of A.  n = 3, x ± s.  *P < 0.05 vs parental cell group; #P < 0.05 
vs sphere cell group 
 
5  亚硝酸钠促进球形成细胞侵袭能力大于亲本细胞 

肿瘤细胞分泌的基质金属蛋白酶可以溶解基底

膜, 有助于细胞侵袭转移。用 matrigel包被的 transwell
小室, 模拟基底膜可以用于检测肿瘤细胞的侵袭能
力。图 6结果显示, 球形成细胞穿膜细胞数明显多于
亲本细胞; 与未处理的亲本细胞或球形成细胞相比, 
亚硝酸钠处理后各组穿膜细胞数明显增多; 同样, 在
亚硝酸钠处理后, 球形成细胞组的穿膜细胞数明显
多于亲本细胞。在亚硝酸盐作用下, 球形成细胞侵袭
能力比未处理的球形成细胞增强。结果提示, 球形成
细胞侵袭能力明显强于亲本细胞, 亚硝酸钠可以显
著提高 SMMC-7721亲本细胞和球形成细胞的侵袭能
力; 球形成细胞可能富集更多的肝癌干细胞, 从而导
致其侵袭能力强于亲本细胞。 
6  亚硝酸钠增强球形成细胞耐药能力的作用强于亲
本细胞 

肿瘤干细胞耐受化疗药物损害是其很重要的一

个特征。图 7显示, 在不同浓度顺铂 (cisplatin) 的作 

 
Figure 7  Effect of SN on the drug resistance of SMMC-7721 
parental cells and sphere cells.  The cells exposed previously      
to DMEM or SN (150 μmol·L−1) for 24 h, and then treated with     
a serial dose of cisplatin for 24 h, the viability of cells was     
reflected by the MTT absorbance ( n = 3, x ± s) 

 
用下, 各组细胞的增殖均受到抑制, 但是可以看出, 
亲本细胞受该药物的抑制作用明显高于其他 3组。与
未处理组相比, 经过亚硝酸钠处理后, 亲本细胞或球
形成细胞活力明显增强。提示亚硝酸钠处理后, 各组
细胞耐药能力明显增强。同样, 在亚硝酸钠处理后, 球
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形成细胞的细胞活力明显大于亲本细胞。在亚硝酸盐

作用下, 球形成细胞耐药性比未处理的球形成细胞
增强。说明亚硝酸钠对球形成细胞抵抗化疗药物损害

能力方面的促进作用要明显大于亲本细胞。 
7  亚硝酸钠增强球形成细胞体内成瘤能力和肺转移
能力   

图 8A为实验结束时取出的同一只小鼠左右移植
瘤, 共 5只。肉眼可见 4只小鼠亚硝酸钠处理组的球
形成细胞移植瘤大于另一侧未处理组的球形成细胞

形成的移植瘤, 图 8B 是球形成细胞接种不同时间测
量的移植瘤体积, 结果显示亚硝酸钠处理组的球形
成细胞移植瘤体积在不同时间点均大于未处理组。图

8C 统计结果显示, 亚硝酸钠处理组的球形成细胞移
植瘤重明显高于未处理组。图 9为实验结束时取出的
肺, 球形成细胞皮下种植均可引起肺转移, 但是亚硝

酸钠处理组肺转移结节数明显多于未处理组。 
8  亚硝酸钠减少球形成细胞移植瘤内 ROS水平   

图 10A 为荧光探针 DCFH-DA 检测的组织内
ROS, 经统计分析, 亚硝酸钠预处理的球形成细胞移
植瘤组织内荧光强度明显弱于未处理组 (图 10B)。 
9  亚硝酸钠增加球形成细胞移植瘤内 HIF-1α水平   

图 11A红色荧光为免疫荧光检测的组织内 HIF-1α
蛋白水平, 经统计分析, 亚硝酸钠预处理的球形成细
胞移植瘤组织内荧光强度明显强于未处理组 (图 11B)。 
 

讨论 
肝癌是高度异质性的恶性肿瘤, CSCs 只是其中

数量很少的细胞群。与不具有干细胞特征的肿瘤细胞

相比, CSCs通过 DNA损伤修复、抑制凋亡通路和产
生耐药蛋白等自我保护机制, 增强了肿瘤进展、转 

 

 
Figure 8  SN augments the tumorigenic properties of SMMC-7721 sphere cells in vivo.  A: The untreated or SN pre-treated 
SMMC-7721 sphere cells were injected subcutaneously in the left and right flank of the same BALB/c nude mice, the xenograft tumor 
were showed.  B: Effect of SN on volume of xenografts in mice bearing sphere cells.  C: The plot shows the comparison of corre-
sponding tumor weight (g), measured after harvesting on day 21, in the same mice.  n = 5, x ± s.  *P < 0.05 vs sphere cell group 
 

 
Figure 9  Comparisons in the number of metastatic nodules in 
the lung.  A: At the 21rd day following the interventions, BALB/c 
nude mice from each group were euthanized and the numbers of 
tumor nodules (red arrow) in the lung were showed.  B: Sphere 
cells received SN treatments had significant higher findings in 
tumor metastatic nodules than the one without ( P < 0.05).  n = 5, 
x ± s.  *P < 0.05 vs sphere cell group 

 

 
Figure 10  Effect of SN on ROS production in xenografted 
tumors.  A: The frozen section of xenografted tumors co-     
incubated with ROS assay kit for 2 h, and then detected by fluo-
rescence microscope.  B: Xenografted tumors ROS production 
was detected by Image-pro plus.  n = 5, x ± s.  *P < 0.05 vs 
sphere cell group 
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Figure 11  Effect of SN on HIF-1α expression in xenografted 
tumors.  A: The frozen section of xenografted tumors immuno-
fluorescence staining of HIF-1 α, and then detected by fluores-
cence microscope.  B: Xenografted tumors HIF-1 α expression 
was detected by Image-pro plus.  n = 5, x ± s.  *P < 0.05 vs 
sphere cell group 

 
移、耐药和自我更新能力[12]。CSCs的干细胞特征性
也被称为“干性” (stemness)。肝癌CSCs的“干性”
通常包括体外形成克隆及肿瘤球、在体致瘤能力增

强、高表达干细胞相关的生物学标志物等特征[13]。

肝癌 CSCs 还表现细胞 G0/G1 期阻滞和较强的耐药   
性[14]。用无血清培养基悬浮培养获得细胞球, 球形成
细胞富集了具有干细胞特性的细胞, 通常作为干细
胞用于研究[15]。本实验也发现, 用无血清培养基低    
黏附培养 1 周获得的肿瘤细胞球, 与亲本细胞相比, 
G0/G1期细胞比例、自我更新能力、肝癌干细胞标志

物表达、侵袭能力和耐药性都明显增加。用球形成细

胞接种裸鼠皮下成瘤并发现了肺转移灶。结果提示, 
本实验获得的细胞球富集了肝癌干细胞, 可以作为
肝癌干细胞样细胞用于调控研究。 

越来越多的实验证实, CSCs 的数量不是一个稳
定的状态, 已经分化的肿瘤细胞通过去分化的方式, 
可重新获得干细胞特性[16]。本实验结果显示, 未经任
何处理的 SMMC-7721亲本细胞只包含极少数具有干
细胞特性的细胞, 经亚硝酸盐处理后, 亲本细胞获得
了较多的“干性”特征。球形成细胞体内移植瘤实验

也显示, 经亚硝酸钠预处理的球形成细胞移植瘤体
积、重量和肺转移结节数都比未处理组增加。结果提

示, 亚硝酸盐具有诱导 SMMC-7721 细胞群体中一些
非肿瘤干细胞转化为肿瘤干细胞的能力。肿瘤微环境

刺激 CSCs自我更新、血管新生和重塑免疫, 提供其
他有利于肿瘤侵袭转移力和CSCs动态变化的良好环
境[17]。肿瘤微环境还是一个缺氧酸性环境, 内部含有
较高水平的亚硝酸盐。亚硝酸盐在酸性环境下可以被

还原为一氧化氮。一氧化氮具有诱导普通癌细胞向肿

瘤干细胞转化的能力[18]。其次, 亚硝酸盐作用的靶点
是线粒体呼吸链, 通过与氧分子竞争性结合呼吸链 

复合物, 造成细胞内缺氧, HIF-1α累积, 细胞内 ROS
水平下降[19]。这种现象本研究在球形成细胞体内移植

瘤冰冻切片也得到了初步印证。HIF-1α 积累和 ROS
水平下调有利于非肿瘤干细胞向肿瘤干细胞转化[20]。

另外, 课题组前期发现, 亚硝酸盐通过上调 HIF-1α的
表达, 诱导 SMMC-7721 细胞 EMT[10], 而 EMT 被证
实是已分化的肝癌细胞向肿瘤干细胞转化的一种主

要形式[21]。 
CSCs 的“干性”也不是一个稳定的状态。当生

物体发育进入终末阶段时, 正常的干细胞会利用一
套完善的反馈系统, 限制细胞“干性”以确保机体
进入分化末期, 在这个过程中, 一部分基因会“沉
默”, 而另一部分基因则开始表达, 使细胞在发育的
不同阶段具备特异性的表型。较高“干性”和较低

“干性”的胚胎干细胞之间可自发的相互转化[22]。

CSCs 的“干性”受细胞内外细胞因子的调控。有实
验发现, IL-6和 IL-8有增强肝癌 CSCs自我更新和体
内成瘤能力[23]; TGF-β通过下游靶基因 EpCAM在多
种肝癌 CSCs“干性”维持方面发挥作用[24]。本实验

显示, 在亚硝酸盐作用下, 球形成细胞“干性”明显
比亲本细胞增强。有实验证实, 亚硝酸钠可以促进细
胞 TNF-α、IL-1β和 IL-6等细胞因子分泌增加[25]。课

题组[9]前期也发现, 亚硝酸盐具有刺激 SMMC-7721
细胞分泌 TGF-β的作用。本实验还显示, 在亚硝酸盐
作用下, 球形成细胞“干性”明显比未处理的球形
成细胞增强, 提示亚硝酸盐也可能增加球形成细胞
的细胞因子分泌。结合上述文献分析, 亚硝酸盐可能
具有调控干细胞基因, 诱导细胞因子分泌来上调肝
癌 SMMC-7721干细胞“干性”的作用。 

本研究所用亚硝酸钠浓度选为 150 μmol·L−1     
(相当于 16 mg·L−1) 的依据是: 正常人餐后唾液亚硝
酸盐浓度为 170 mg·L−1, 到胃内可被稀释 10 倍以    
上[26], 这就意味着人餐后胃内亚硝酸盐浓度有可能
达到 17 mg·L−1, 非常接近于本实验处理组所用亚硝
酸钠的浓度。 

综上所述, 人肝癌 SMMC-7721 细胞在低黏附无
血清悬浮培养条件下培养 1 周, 可以获得富集 CSCs
的细胞球。亚硝酸盐通过抑制人肝癌 SMMC-7721细
胞内的氧消耗, 减少 ROS产生, 促进 HIF-1α累积, 通
过 EMT 方式, 致使一部分已分化的肝癌细胞转化为
CSCs。亚硝酸盐还可能通过刺激 CSCs细胞因子分泌, 
使干细胞样细胞“干性”增强, 从而促进 SMMC-7721
细胞侵袭、转移和耐药能力。 
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