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［摘要］　目的：建立一株新的肝癌细胞系ＥＨＢＣ５１２并分析其生物学特性，为后续研究奠定基础。方法：切取肝癌手术标本进

行体外原代培养，采用光镜、电镜观察细胞形态，流式细胞检测细胞周期，并进行染色体核型分析，免疫荧光及化学发光法检测细

胞上清液ＡＦＰ的表达；裸鼠体内种植观察异种成瘤情况。结果：光镜下细胞形态具有肝癌细胞特征；电镜下细胞具有较多的线

粒体，核异形性明显，染色体众数为１１０～１２０条。细胞群体倍增时间为４８ｈ，贴壁率达９０％。免疫荧光染色显示：细胞 ＡＦＰ、

ＣＫ１８表达，ＣＥＡ、ＣＫ１９未表达；细胞高分泌ＡＦＰ，上清液ＡＦＰ含量＞１２１０μｇ／Ｌ。裸鼠体内成瘤病理检测与原发灶保持相同的

结构和细胞形态。结论：成功建立一株生物学特性稳定并能体外高分泌ＡＦＰ的人类肝癌细胞系（ＥＨＢＣ５１２），为肝癌研究提供

新的研究工具。
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　　原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，常合
并肝硬化和肝内转移，预后极差［１３］。手术仍然是目
前肝癌最有效的治疗方法，但由于大部分患者就诊时
已属于中晚期，大部分均发生肝内外转移，故手术切
除率低，术后复发率较高［４６］。因此，迫切需要深入研

究肝癌的发病机制，寻找有效的肝癌治疗手段。肝癌
细胞系在当前肝癌理论和应用研究中具有十分重要

的价值。但由于肿瘤的异质性和复杂性［７］，随着体外
传代次数的增加，肿瘤细胞的特性会发生一定的改变，
如某些基因的丢失，增加与体内实体瘤间的差异，同时
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也增加实验结果的不确定性。因此，本研究从人体肝癌
标本取材，尝试建立一株新的肝癌细胞系ＥＨＢＣ５１２，并
探讨其生物学特性，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及组织来源　高糖 ＤＭＥＭ 培养液
（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清、Ⅳ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司），
兔抗人ＡＦＰ抗体、鼠抗人ＣＥＡ抗体、鼠抗人ＣＫ１８
抗体、鼠抗人ＣＫ１９抗体（武汉博士德生物工程有限
公司）。组织来源：肝癌组织取自第二军医大学东方
肝胆外科医院２００８年５月１２日手术切除标本，患
者男，３１岁，发现肝占位２周入院，ＣＴ提示肝右叶
原发性肝癌，门静脉后支栓塞，ＡＦＰ＞１７５０μｇ／Ｌ，

ＨＢｓＡｇ阳性。术后病理：肝细胞癌三级，粗梁型，小
结节型肝硬化，无包膜，门静脉癌栓。

１．２　原代细胞培养及细胞形态观察　无菌条件下
切取肝癌手术标本，用加双抗的培养液清洗数次，无
菌手术剪剪成１ｍｍ３大小组织块，Ⅳ型胶原酶３７℃
消化１ｈ，无菌纱布过滤。红细胞裂解液去除红细
胞，ＤＭＥＭ 加１０％胎牛血清３７℃、５％ＣＯ２体外培
养，每２～３ｄ更换新鲜培养液，反复贴壁法去除成纤
维细胞。１个月后出现数个克隆，选较大的克隆，胰
酶消化后传代。传至第１０代时进行相关指标检测，
并命名为ＥＨＢＣ５１２。体外培养细胞用倒置显微镜
观察；取对数生长期细胞５×１０５，ＰＢＳ洗数次，离心
取沉淀戊二醛固定，按常规电镜制作方法进行包埋、
超薄切片，染色和透射电镜观察。

１．３　细胞生长曲线的绘制及贴壁率的测定　细胞
生长曲线的绘制：调整细胞密度，取１×１０５细胞接种
于６孔板，每个样品重复３个孔。每２４ｈ进行计数，
连续计数５ｄ。取培养时间为横坐标，细胞数为纵坐
标，绘制生长曲线。贴壁率的测定：取１×１０５细胞种
于６孔板，标准条件下培养，每组重复３个孔。每

２ｈ取一组进行消化贴壁细胞计数，连续计数２４ｈ。
以培养时间为横坐标，贴壁细胞数／接种细胞数为纵
坐标，绘制贴壁率曲线。

１．４　细胞周期的检测及核型分析　细胞周期的检
测：取对数生长期细胞，胰酶消化、离心，预冷ＰＢＳ洗
数次，离心后取沉淀，加入４℃预冷的７５％乙醇，冰
浴３０ｍｉｎ，离心，ＰＢＳ重悬，加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８，冰
上３０ｍｉｎ，离心，ＰＢＳ重悬后进行流式细胞周期检
测。核型分析：在对数生长第１０代细胞中加入秋水
仙素，３０ｍｉｎ后加入增强剂，过３０ｍｉｎ消化，离心，
去上清，加入０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＫＣｌ，３７℃３０ｍｉｎ，
加入１ｍｌ固定液，吹打均匀，２５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，
离心，去上清，加入固定液６～８ｍｌ，室温置３０ｍｉｎ，
固定２次，收集细胞进行染色体核型分析。

１．５　平板克隆形成试验及肿瘤指标的检测　６孔板
每孔加入１×１０３细胞，每组做３个复孔。培养２～３
周，出现肉眼可见观察克隆后停止培养，固定、染色
后进行克隆计数。克隆形成率＝克隆数／接种细胞
数×１００％。肿瘤指标的检测：取第３０代细胞种于
圆玻片上，４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，１％Ｔｒｉｔｏｎ破膜
室温５ｍｉｎ，１０％山羊血清封闭３０ｍｉｎ，一抗分别为

ＡＦＰ、ＣＥＡ、ＣＫ１８、ＣＫ１９，４℃过夜，ＰＢＳ洗后加入荧
光二抗，室温１ｈ，Ｈｏｅｃｈｓｔ复染，水性封片剂封片后
镜检摄片。细胞贴壁长满培养皿底部后，收取上清
液采用化学发光法检测ＡＦＰ分泌。

１．６　裸鼠体内成瘤　４～５周龄ＢＡＬＢ／ｃｎｕ／ｎｕ裸
鼠（上海斯莱克实验动物有限公司），ＳＰＦ环境下饲
养。取第３０代５×１０６／２００μｌ细胞注射于裸鼠背部
皮下，４周后观察。肿瘤生成后切取部分瘤组织作

ＨＥ染色，并与患者原肿瘤组织进行比较。

２　结　果

２．１　形态学观察　倒置相差显微镜：细胞镜下呈多
角形，大小不一，细胞间排列紧密，可见多核巨细胞，
并呈团块状生长，铺满培养皿底部后有重叠生长（图

１Ａ）。ＨＥ染色（图１Ｂ、１Ｃ）显示细胞核增大，核仁
明显。电镜观察（图１Ｄ、１Ｅ、１Ｆ）：细胞核大，异形性
明显，核仁聚于核膜，胞质较少，有较多的线粒体和
溶酶体，可见光面内质网和核糖体。

图１　ＥＨＢＣ５１２形态学观察结果

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＥＨＢＣ５１２ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ；Ｂ，Ｃ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；ＤＦ：Ｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｄ：Ｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓ（ａｒｒｏｗ）；Ｅ：Ｒｏｕｇｈｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
（ａｒｒｏｗ）；Ｆ：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ（ａｒｒｏｗ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０（Ａ），×１０（Ｂ），×４０（Ｃ），×３０００（Ｄ），×５０００（Ｅ），×８０００（Ｆ）
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２．２　生长曲线及贴壁率曲线的绘制　生长曲线（图

２Ａ）：细胞在ＤＭＥＭ培养液加１０％胎牛血清培养情
况下细胞稳定生长，半高度法测得细胞群体倍增时

间为４８ｈ。贴壁率曲线（图２Ｂ）：细胞在ＤＭＥＭ 培
养液加１０％胎牛血清培养条件下，１６ｈ其贴壁率达

９０％。

图２　生长曲线（Ａ）及贴壁率（Ｂ）曲线

Ｆｉｇ２　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓ（Ａ）ａｎｄａｄｈｅｒｅｎｃｅｒａｔｅ（Ｂ）ｏｆＥＨＢＣ５１２
Ａｄｈｅｒｅｎｃｅｒａｔｅ：Ｃｅｌｌａｄｈｅｒｅｎｃｅｉｎｐｅｒ９．７８×１０４ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　细胞周期及染色体分析　ＤＮＡ周期分析：Ｇ１
期为３９．２５％，Ｇ２期２４．８７％，Ｓ期为１５．０９％。选取
中期分裂相细胞进行观察，细胞染色体结构和数量
均异常，特征为五倍体，众数１１０～１２０。染色体 Ｒ
显带分析５ｐ＋、９ｐ＋、１７ｐ＋、Ｙｑ＋，另有３个 Ｍａｒｋ
ｅｒ染色体（图３）。

图３　染色体核型分析

Ｆｉｇ３　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｋａｒｙｏｔｙｐｅａｎａｌｙｓｉｓ

２．４　克隆形成率及肿瘤指标检测　克隆形成率为

２０％～３０％。免疫荧光染色（图４）显示：细胞 ＡＦＰ
表达较强，ＣＥＡ则未见明显表达，大部分细胞表达

ＣＫ１８，而未表达ＣＫ１９。细胞上清液中ＡＦＰ含量大
于１２１０μｇ／Ｌ。

２．５　裸鼠体内成瘤　裸鼠体内成瘤，５×１０６细胞接
种于裸鼠背部皮下，２个月内１／５裸鼠有肿瘤生成

（图５Ａ）。瘤组织病理切片染色（图５Ｂ）和原患者肿
瘤标本（图５Ｃ）病理结果进行比较显示，两者细胞形
态及组织结构相似。

图４　免疫荧光染色检测各项肿瘤指标

Ｆｉｇ４　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｕｍｏｒｍａｒｋｅｒｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图５　裸鼠皮下移植

Ｆｉｇ５　Ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ
Ａ：Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｘｅｎｏｇｒａｆｔ；Ｂ：Ｘｅｎｏｇｒａｆｔ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）；Ｃ：Ｐａｔｉｅｎｔ’ｓｐｒｉ

ｍａｒｙｔｕｍｏｒ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ｂ，Ｃ）
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３　讨　论

　　建立体外人体肝癌细胞系是肝癌基础及临床研
究不可缺少的工具。目前采用的肝癌细胞系较多，
包括人肝癌细胞系：ＢＥＬ７４０２［８］、ＳＭＭＣ７７２１［９］、

ＭＨＣＣ９７［１０］、Ｈｅｐ３Ｂ
［１１］、ＰＬＣ／ＰＲＦ／５［１２］等；动物肝

癌细胞系：如大鼠的ＲＬＣ８０１［１３］、小鼠的 ＭＨ１３４［１４］。
但随着肝癌研究的不断深入，对肿瘤异质性和复杂
性方面的要求越来越高，同时随着肝癌细胞系不断
地体外传代，其一些肿瘤特征逐渐消失，如ＳＭＭＣ
７７２１经过长时间的体外传代，其 ＡＦＰ的分泌功能
会丧失。因此，需要不断建立新的具有肝癌特征的
稳定细胞系来体现其复杂性，丰富肝癌基础及临床
研究手段。

　　本研究建立的肝癌细胞系ＥＨＢＣ５１２在体外长
期培养，能稳定生长传代；细胞形态为多边形，大小
异形性明显；细胞失去接触抑制现象，长满后能重叠
生长，较易形成克隆。电镜下细胞核大而明显，核质
比倒置，大量的线粒体表明其旺盛的生长和代谢能
力。染色体核型分析显示其来源于人，有明显的染
色体结构和数量异常，众数约为１２０。分析其组织
来源，免疫荧光染色显示，肝细胞来源标志物ＣＫ１８
强阳性表达，而胆道标志物ＣＫ１９未见表达，同时，
大部分细胞都有ＡＦＰ强阳性表达，表明ＥＨＢＣ５１２
为一株肝细胞来源的肝癌细胞系。裸鼠体内成瘤试
验中，取皮下生长的瘤组织病理检测，并与原发肿瘤
比较发现，两者有着相同的细胞形态和组织学结构，
进一步说明，该细胞系为肝癌细胞系。经过较长时
间的体外培养，在贴壁细胞上清中仍能检测到ＡＦＰ
的表达，并且表达量较高，说明ＥＨＢＣ５１２保留着肝
细胞癌的特性，是理想的肝癌基础和临床研究的新
工具。
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