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Abstract
AIM: To isolate and characterize the heterogene-
ous subpopulation cells from human hepatocel-
lular carcinoma (HCC), and to explore the mech-
anism of HCC heterogeneity.

METHODS: Tumor samples were obtained from 
1 patient with HCC after surgery, and then HCC 
cells were cultured in vitro by primary tissue 
culture technique. Heterogeneous subpopula-
tions were isolated by limiting dilution and their 
growths were observed with the help of cell 
counts. The cycle and DNA content of tumor 
cells were investigated with flow cytometry. 
Each subpopulation was implanted in nude mice 
subcutaneously to measure the tumor forming 
ability.

RESULTS: Two subpopulations of HCC cells, 
LCSC-1 and LCSC-2, were derived from primary 

tumor tissues. LCSC-1 cells show a sharp and 
spindle feature, and could not form new tumor 
when implanted in nude mice (0/8). However, 
LCSC-2 cells were multangular in shape, with 
protuberances, and could produce new tumor 
(8/8). In comparison with LCSC-2 cells, LCSC-1 
had stronger proliferation ability, and the double 
time (18.6 ± 3.2 h vs 25.9 ± 4.7 h) and maximum 
multiples (16.1 ± 1.4 vs 12.2 ± 1.6) were markedly 
different between the two (P < 0.01). Further-
more, the ratio of cells in S and G2M phase was 
significantly higher for LCSC-1 than those for 
LCSC-2 (S phase: 28.4% ± 3.3% vs 20.2% ± 1.9%, 
P < 0.01; G2M phase: 25.0% ± 6.3% vs 16.6% ± 
4.7%, P < 0.05).

CONCLUSION: HCC cells are heterogeneous 
with respect to characteristics on morphology, 
proliferation and tumorigenesis potentiality. The 
heterogeneity of HCC may arise from the differ-
entiation of tumor stem cells.
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摘要
目的: 通过原代培养人肝癌细胞、克隆分离
异质性亚群细胞, 探讨肝癌异质性机制. 

方法: 原代培养人肝细胞癌细胞, 应用有限稀
释法对培养的肝癌细胞进行单细胞克隆分离
异质性亚群, 并应用细胞计数法测定其细胞倍
增时间及倍增数, 流式细胞仪检测其DNA含
量确定细胞周期分布, 裸鼠异体移植检测其成
瘤能力.

结果: 分离到LCSC-1及LCSC-2两个细胞亚
群. LCSC-1亚群细胞呈长梭形, 裸鼠异体移植
不能成瘤(0/8); LCSC-2亚群细胞呈多角形、

多突起, 裸鼠异体移植可成瘤(8/8). LCSC-1与
LCSC-2相比, 体外增殖能力强, 倍增时间(18.6
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■背景资料
随着干细胞研究
的不断深入, 发现
干细胞和癌细胞
之间有惊人的相
似 :  肿 瘤 可 能 通
常起源于正常干
细胞的转化, 相似
的信号通路可能
既调节干细胞也
调节癌细胞的自
我更新, 故癌细胞
中可能包含有肿
瘤干细胞( tumor 
stem  cells). 目前, 
在血液瘤、乳腺
癌、脑肿瘤及前
列腺癌中, 肿瘤干
细胞研究取得了
一 定 的 进 展 .  但
是, 其他实体瘤中
肿瘤干细胞的鉴
定与分离、肿瘤
干细胞特征以及
与成体干细胞的
确切关系, 迫切需
要通过实验进行
探索. 
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±3.2 h vs  25.9±4.7 h)和最大倍增倍数(16.1
±1.4 vs  12.2±1.6)有显著差异(均P <0.01); 而
且LCSC-1处于细胞周期S(28.4%±3.3% vs  
20.2%±1.9%, P <0.01)和G2M(25.0%±6.3% 
vs  16.6%±4.7%, P <0.05)的比例明显高于
LCSC-2.

结论: 原发性肝细胞癌中存在着异质性的肿
瘤细胞亚群, 可能来源于肿瘤干细胞的分化.

关键词: 肝癌; 肿瘤异质性; 肿瘤干细胞
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0  引言

在原发肿瘤组织中存在着不同的肿瘤细胞亚群, 
这些亚群细胞具有不同的形态、表型和功能的

特征. 在所有亚群中, 只有个别的亚群细胞具有

肿瘤起始能力称为肿瘤起始细胞或肿瘤干细胞

(tumor stem cells, TSC). 正是肿瘤干细胞的存在, 
才可能是肝细胞癌复发、转移及产生耐药性的

根本原因. 因此探讨其异质性机制具有重要的

理论和实践意义. 我们原代培养人肝细胞癌细

胞, 单细胞克隆分离肝癌细胞亚群, 并对分离到

的细胞亚群进行形态学、增殖、成瘤及自我更

新能力的观察, 探讨肝细胞癌异质性机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 裸小鼠(BALB/c), 雌雄兼用, 4-6周龄, 
体质量10-17 g, 由南方医科大学动物实验中心

提供. 主要试剂: DMEM、胎牛血清(FBS)、谷

氨酰胺、青霉素/链霉素为美国Gibco公司产品; 
胰蛋白酶、胶原酶Ⅵ、胰岛素为Sigma公司产品.
1.2 方法

1.2.1 分离、培养肝癌细胞 原发性肝细胞癌组

织取材于1例手术标本, 标本切下后10 min内
剪取未坏死的肝癌组织, 将组织置入含青霉素

(100 000 U/L), 链霉素(100 000 mg/L)的无血清

DMEM培养基内, 并于1 h内处理. 组织块置于

培养皿中, 加入DMEM液, 用眼科剪将不需要的

血块和组织(坏死组织或结缔组织等)除去, 再用

DMEM液漂洗两次后剪成约1 mm3大小. 加入

1 g/L胶原酶Ⅵ消化液37℃消化30 min, 细胞悬

液纱布过滤, 1 000 r/min 5 min离心两次, 弃上

清; 800 r/min 4 min离心两次, 弃上清, 每次以

DMEM液重悬沉淀. 细胞沉淀重悬于含100 mL/
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L FBS的DMEM中. 测细胞活力, 以>1×109个/L
的浓度接种于25 mL培养瓶, 50 mL/L CO2培养

箱37℃孵育. 24 h后换液, 去除未贴壁细胞, 加入

DMEM液(含10 mg/L胰岛素, 1 mmol/L谷氨酰

胺, 100 000 U/L青霉素, 100 000 mg/L链霉素, 
100 mL/L FBS). 37℃ 50 mL/L CO2培养箱内静置

培养. 每两天半换液, 每天倒置显微镜观察. 成纤

维细胞通过反复贴壁分离法、机械刮除法去除. 
得到的为纯化的上皮样生长细胞, 每3 d传代一

次.
1.2.2 有限稀释法克隆培养肝癌细胞 取对数生

长期的第10次传代细胞用胰蛋白酶消化、离

心、计数; 将细胞稀释成100 μL约含50个细胞, 
打匀; 用20 μL移液枪吸取细胞悬液点入96孔板, 
每孔约2 μL, 倒置显微镜下观察, 仅向单个细胞

的孔中加入200 μL上述培养液, 然后置CO2培养

箱37℃培养. 标记单细胞培养孔, 共164孔. 待孔

内细胞增殖至大部分孔底盖满时, 经胰酶消化、

分离转种植到24孔板上扩大培养. 最后形成7个
克隆集落, 选取其中形态差别最大的两类细胞

株, 并命名为肝癌亚群细胞LCSC-1和LCSC-2. 
进行以下实验. LCSC-1和LCSC-2亚群细胞继续

进行单细胞亚克隆培养.
1.2.3 细胞生长的测定 用DMEM加150 mL /L 
FBS培养基将两亚群细胞分别调配成细胞数为3
×104/mL的细胞悬液, 按每皿1 mL接种于3 cm
的培养皿中, 2 d换液, 连续培养7 d, 每日各取3
皿计数, 取平均值作为结果. 每个细胞数量设3个
平行样, 实验重复3次, 计算平均值.
1.2.4 细胞周期的检测 将处于生长期的上述

LCSC-1和LCSC-2细胞换DMEM加20 mL/L FBS
培养基同步化培养24 h, 胰酶消化, 预冷至4℃, 
PBS吹打成单细胞悬液, 离心弃上清, 700 mL/L
酒精4℃固定48 h, 1 000 r/min离心10 min, 弃
去上清, 加入1 mL PBS及10 g/L RNase 20  μL
充分混匀, 37℃水浴45 min. PBS洗去RNase, 
100  μL PBS重悬, 加100  μL PI染液4℃避光染色

1 h. FACScan流式细胞仪测定荧光强度, 激发波

长488 nm, cellquest分析软件进行细胞周期DNA
含量分析, 确定细胞周期分布. 实验重复3次.
1.2.5 肿瘤细胞亚群成瘤能力测定 调整肿瘤细

胞密度为2×106/mL, 取0.2 mL细胞悬液注射到

裸鼠腋背部皮下, 观察裸鼠移植肿瘤生长情况. 
检测: 肿瘤生长曲线. 种植后2 wk末每周测量肿

瘤的长径(a)和短径(b), 按公式V  = a×b2/2计算

肿瘤体积.
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■创新盘点
本研究通过肿瘤
异质性亚群的克
隆分离, 研究肝脏
肿瘤干细胞存在
的可能性及其表
型特征, 为今后肝
肿瘤临床个性化
靶向治疗提供理
论依据.



2  结果

2.1 LCSC-1和LCSC-2亚群细胞的形态学特点 常
规培养48 h, 相差显微镜下观察, LCSC-1细胞为

梭形, 颗粒多, 生长分布不均, 突起少; LCSC-2细
胞为多角形, 体积大小不均匀, 突起多, 颗粒少, 
排列致密, 单层生长(图1, 2). LCSC-2细胞亚克隆

培养, 产生的子代克隆集落出现了形态异质性

的细胞, 同样产生梭形及多角形细胞；将多角

形克隆集落转种植到24孔板扩大培养可见到同

上两种不同形态的细胞集落(图3). 而LCSC-1细
胞亚克隆培养未能产生子代细胞. 
2.2 LCSC-1和LCSC-2亚群细胞的生长特点 在功

能上两亚群细胞也存在明显差异, LCSC-1细胞

较LCSC-2细胞有更短的倍增时间及更高增殖倍

数, 具有更旺盛的增殖能力. 经t检验有显著差异
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(P <0.05)(表1).
2.3 LCSC-1和LCSC-2亚群细胞周期检测 用流

式细胞仪测定DNA相对含量, 确定细胞周期各

时相所占的百分数. LCSC-1细胞与LCSC-2细
胞比较, 无论是S期比例, 还是(S+G2M)都高, 说
明其体外增殖能力较强 .  经t 检验有显著差异

(P <0.05)(表1).
2.4 LCSC-1和LCSC-2亚群细胞裸鼠致瘤试验

结果 LCSC-2细胞皮下种植2 wk后皮下形成瘤

体, 成瘤率达100%(8/8)(图4); LCSC-1细胞种植

6 wk后皮下未见瘤体形成. LCSC-2亚克隆的

子代多角形细胞种植到裸鼠皮下, 成瘤率也达

100%(8/8); 而LCSC-2子代梭形细胞种植到裸鼠

皮下未见成瘤. LCSC-2种植瘤体积与种植时间

的关系(图5).
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图  1  LCSC-2亚群细胞, 细胞呈多角形 (×200).

    

表  1  两细胞亚群生长特点及细胞周期时向分布 (n  = 3)

	                                      细胞生长	                                                                               细胞周期

	                  倍增时间 (h)               最大增生倍数	         G1 (%)	                           S期 (%)                           G2M (%)

LCSC-1 	                18.6±3.2b                  16.1±1.4b                  46.7±4.0b                  28.4±3.3b                  25.0±6.3a

LCSC-2                  25.9±4.7                   12.2±1.6                   63.2±4.2	       20.2±1.9	         16.6±4.7

aP<0.05, bP<0.01 vs  LCSC-2细胞.

细胞亚群

图  2  LCSC-1亚群细胞, 细胞呈梭形 (×100).

图  3  LCSC-2亚克隆子代细胞, 可见多角形及梭形两种形
态 (×100).

图  4  裸鼠成瘤.

■同行评价
肿瘤干细胞概念
的提出有很长一
段时间, 但近期才
受到人们的关注. 
本研究从肝癌组
织中分离出具有
不同形态和生物
学特征的两种细
胞亚群, 并且两群
细胞的致瘤性也
不同, 从而证明肿
瘤细胞具有异质
性, 并认为这种异
质性可能来源于
肿瘤干细胞的分
化. 作者的研究思
路很好, 研究结果
对于揭示肿瘤发
生机制有一定的
帮助. 肿瘤干细胞
应有相关表面标
志, 如果作者能够
深入研究两种细
胞群的表面标志
的差异, 将有助于
寻找肝癌细胞的
特征性标记物. 建
议今后在这方面
能够深入展开研
究.
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3  讨论

肿瘤研究的主要问题是确定有能力维持和致肿

瘤克隆性生长的细胞类型. 大量的证据显示所

有肿瘤是克隆性生长, 来源于一个单细胞. 在大

多数肿瘤中, 哪种细胞具有肿瘤启动功能及维

持肿瘤生长尚不清楚. 肿瘤具有异质性, 在原发

肿瘤细胞中存在着不同的肿瘤细胞亚群, 这些

亚群具有不同的形态、不同的增殖能力、不同

的表型和染色体组型的特征[1,2], 只有有限数量

的特殊亚群细胞具有肿瘤起始能力称为肿瘤起

始细胞或肿瘤干细胞(TSC)[3,4]. 因此肿瘤中不同

表型的细胞可能也来自干细胞的异常分化, 是
正常干细胞遗传突变积累的结果[5-7]. 他们的不

对称分裂产生细胞质、细胞器不均分布, 分裂

后形成两个不对称细胞, 其结果是维持TSC数目

稳定并产生肿瘤, 使细胞内DNA含量及细胞周

期时相分布产生差异[8]. 
原发性肝细胞癌(hepatic cellular cancer, 

HCC)是我国常见恶性肿瘤之一, 其死亡率在所

有恶性肿瘤中居第三位. 可能正是由于肿瘤特

殊亚群细胞的存在, 才是HCC复发、转移、耐

药形成的根本原因[3,9-13]. 本实验通过原代肝细

胞癌培养, 单细胞克隆分离亚群细胞. 根据显微

镜下细胞形态的差异筛选鉴定了两个细胞亚

群, 分别命名为LCSC-1、LCSC-2细胞亚群. 这
两亚群细胞在形态上有明显差异, LCSC-1为梭

形, 突起少, 表面平; LCSC-2为多角形, 体积不

均匀, 排列致密. 在功能上两亚群细胞也存在明

显差异, LCSC-1细胞较LCSC-2细胞有更短的倍

增时间及更高增殖倍数. LCSC-1无论是S期比

例还是(S+G2M)都高于LCSC-2, 说明其体外增

殖能力较强. Arnerlov et al [14]认为肿瘤细胞DNA
含量的异质性与组织形态学异质性有一定关

系, 而DNA含量的异质性远较组织形态学异质

性更早出现. 本文结果表明在组织形态学出现

异质性的肝癌细胞亚群中其DNA相对含量、

细胞周期时相分布均存在着差异, 这一结果与

Arnerlov et al的观点是一致的. 通过亚克隆培养

比较LCSC-1和LCSC-2两亚群细胞, LCSC-2细胞

可以产生亚克隆子代细胞, 有较强的自我更新

能力, LCSC-1未形成亚克隆. 观察LCSC-2亚克

隆子代细胞形态发现有梭形及多角形两种细胞, 
而将子代多角形克隆集落扩大培养可见到两种

不同形态的集落, 说明LCSC-2亚克隆细胞同样

产生了形态异质细胞. 在癌的生物学特性中, 作
为恶性肿瘤的重要标志的成瘤能力最为关键. 
实验证实LCSC-1和LCSC-2两亚群细胞的成瘤

能力存在着明显差异, 证明两亚群存在成瘤能

力的异质性, LCSC-2克隆子代细胞成瘤表明其

保持母代细胞的特性. 在原发瘤中并非每个细

胞亚群都存在致瘤能力, 有理论[15]认为, 这些特

性也许是不同潜能的肿瘤细胞亚群与宿主组织

或细胞之间, 相互作用、不断消长和选择过程

中使最具有成瘤能力的细胞竞争性存活和发展

的结果. 随着对肿瘤源细胞研究的深入, 肿瘤干

细胞的不对称分裂产生细胞质、细胞器不均分

布, 分裂后形成两个不对称细胞的机制才可能

是肿瘤异质性的根本原因. LCSC-2株有较强致

瘤能力及自我更新能力显示他具有干细胞的特

征. 肿瘤干细胞的概念产生于肿瘤细胞和干细

胞自我更新机制的相似性[3]. 最近关于白血病、

乳腺癌的研究发现在肿瘤组织中只有少数细胞

具有无限增生和致瘤的潜能, 而大多数细胞只

有有限的克隆扩增和形成肿瘤的能力, 只分离

出数量较少的细胞能够致瘤且具有明显的自我

更新潜能[16,17].  
总之, 两亚群细胞在形态、增殖能力、成

瘤性、DNA相对含量及克隆能力方面存在异

质性, 表明原发肝细胞癌存在异质性亚群, 只
有LCSC-2亚群具有致瘤及自我更新能力, 显示

LCSC-2具有干细胞特征, 肿瘤异质性可能产生

于肿瘤干细胞的分化. 
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第十一届全国普通外科学术会议征文通知

本刊讯 中华普通外科杂志编辑部将于2006年7月下旬在内蒙古呼和浩特市召开“第十一届全国普通外科学术会

议”. 本次会议将围绕普通外科手术并发症与外科再手术的主题就普通外科临床与基础研究、外科并发症、以

有外科再手术等问题进行研讨. 会议邀请国内外著名外科专家, 对热点总是做专题演讲, 参会代表进行学术交流, 

经验介绍、开展讨论.

1　征文内容

征文内容包括: (1)腹部外科手术并发症和外科再手术经验; (2)普通外科的新进展、新诊断、新技术、新方法、

新手术、新经验; (3)临床研究、基础研究、实验研究; 手术适应证、禁忌证问题; (4)腹腔镜手术; (5)肿瘤的放

化疗; (6)手术并发症和再手术的营养支持; (7)手术并发症和再手术的护理等.

2　征文要求

征文要求包括: (1)请将未公开发表的论文全文以及800字以内的中文摘要各1份, 并附拷贝软盘, 寄到100034北

京西城区阜内大街133号 齐老师 收, 联系电话: 010-66168321转3126, 010-66164704. (2)来稿请注明单位、作者

姓名、邮编及联系电话(请自留底稿, 恕不退稿), 请在信封左下角注明“普外会议征文”字样. 参会代表将获

得国家级继续医学教育一类学分. (3)截稿日期2006年6月30日. 
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