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　　［摘要］　目的　建立人肝癌组织中肿瘤相关肝星状细胞（ｔＨＳＣｓ）分离、培养方法，探讨ｔＨＳＣｓ对肝癌细胞生物学行为的

影响。方法　采用密度梯度离心法从新鲜切除的人肝癌组织样本中分离ｔＨＳＣｓ，锥虫蓝染色检测细胞活力，细胞免疫荧光鉴
定活化ｔＨＳＣｓ表达α平滑肌肌动蛋白的特征，光镜观察培养的ｔＨＳＣｓ形态学变化；ｔＨＳＣｓ无血清培养后，收集条件培养液，分

别与肝癌细胞系ＱＧＹ７７０１、ＢＥＬ７４０２、ＳＭＭＣ７７２１共培养，并以肝星状细胞系ＬＸ２做对照，采用 ＭＴＴ法、细胞划痕实验、

蛋白质印迹等方法检测肝癌细胞增殖、迁移和上皮间质转化（ＥＭＴ）相关指标的表达。结果　从肝癌组织中分离的ｔＨＳＣｓ活率
在９５％以上，纯度接近１００％，在体外可进行传代培养与冻存。ｔＨＳＣｓ能诱导３个受试肝癌细胞系产生典型的ＥＭＴ样形态学变

化及其分子标记物表达改变，表现为上皮标记物Ｅ钙黏蛋白表达减少（Ｐ＜０．０５），间质标记物波形蛋白表达增加（Ｐ＜０．０５）。与此

同时，ｔＨＳＣｓ能促进培养的３个肝癌细胞系增殖和迁移。结论　从人肝癌组织中分离的原代ｔＨＳＣｓ活力和纯度高，可用于

ｔＨＳＣｓ的生物学功能实验研究。ｔＨＳＣｓ在诱导肝癌细胞产生ＥＭＴ样改变的同时，体外促进肝癌细胞的增殖和迁移。
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　　肿瘤微环境是一个复杂的综合系统，细胞外基

质（ＥＣＭ）和多种间质细胞是其主要组成成分［１］。肝

脏特有的肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）

是一种具有多向潜能的间质细胞，占肝脏非实质细

胞约１３％［２］。肝脏损伤时，静息型 ＨＳＣｓ被活化，转

变成高增殖性肌成纤维细胞样细胞，表现为富含维

生素Ａ的脂滴减少和α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）

阳性。由于能够产生大量的ＥＣＭ，活化 ＨＳＣｓ被认

为是肝纤维化等慢性肝病发生发展的中心环节［２］。
研究显示，活化 ＨＳＣｓ与肝癌发生发展有关［３４］。但

有关研究均采用 ＨＳＣｓ细胞系或来自于正常肝组织

的 ＨＳＣｓ，而这些 ＨＳＣｓ的表型与肝癌组织中的

ＨＳＣｓ并不完全相同［５］。本研究从新鲜人肝癌组织

中分离ＨＳＣｓ（肿瘤相关ＨＳＣｓ，ｔＨＳＣｓ），经鉴定均为

活化 ＨＳＣｓ，并且能够诱导肝癌细胞产生上皮间质转

化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）样改

变，体外促进肝癌细胞增殖和迁移。

１　材料和方法

１．１　材料　（１）新鲜人肝癌组织取自东方肝胆外科

医院肝外四科肝癌切除样本，立即放入预冷的

ＤＭＥＭ 培养液中。（２）肝癌细胞株 ＱＧＹ７７０１、

ＢＥＬ７４０２、ＳＭＭＣ７７２１和 ＨＳＣｓ系ＬＸ２购自中国

科学院典型培养物保藏委员会细胞库／中国科学院

上海生命科学研究院细胞资源中心。（３）主要试剂：

ＤＭＥＭ培养基干粉和胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；

链酶蛋白酶、ＤＮＡ酶和Ⅳ型胶原酶（德国Ｒｏｃｈｅ公

司）；碘海醇（Ｎｙｃｏｄｅｎｚ，挪威 ＡｘｉｓＳｈｉｅｌｄ公司）；α

ＳＭＡ、Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）和波形蛋白（Ｖｉｍｅｎ

ｔｉｎ）单克隆抗体（英国Ａｂｃａｍ公司）。

１．２　ｔＨＳＣｓ分离和培养　新鲜人肝癌组织采用不

含Ｃａ２＋ 的 ＤＨａｎｋｓ、胶原酶和链酶蛋白酶依次灌

洗，然后置于含有胶原酶、链酶蛋白酶和脱氧核糖核

酸酶的消化液中剪碎，３７℃震荡３０ｍｉｎ。经筛网过

滤制成细胞悬液，４５０×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清。用

ＤＭＥＭ培养液重悬细胞沉淀，并通过５０×ｇ速度离
心３ｍｉｎ分离肝细胞。收集上清，以４００×ｇ速度离
心５ｍｉｎ×２次，富集非实质细胞。细胞沉淀用６ｍＬ
含有２８．７％ Ｎｙｃｏｄｅｎｚ的ＤＭＥＭ 培养液重悬，并在

４℃以１４００×ｇ速度离心１５ｍｉｎ。在 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ层

和ＤＭＥＭ层之间吸取细胞，ＤＭＥＭ洗涤２次，在含

２０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基常规培养。

１．３　ｔＨＳＣｓ条件培养液（ｔＨＳＣＣＭ）和ＬＸ２条件

培养液（ＬＸ２ＣＭ）收集　在６孔培养板中分别接种

ｔＨＳＣｓ或 ＬＸ２，１０５个细胞／孔，２４ｈ后用无血清

ＤＭＥＭ 清洗２次，然后在２ｍＬ无血清ＤＭＥＭ中培

养２４ｈ，收集培养液上清。

１．４　条件培养液培养肝癌细胞　肝癌细胞株

ＱＧＹ７７０１、ＢＥＬ７４０２和ＳＭＭＣ７７２１在常规培养

液中接种培养２４ｈ后改用ｔＨＳＣＣＭ或ＬＸ２ＣＭ进

行培养。

１．５　主要检测方法　细胞增殖实验采用四甲基偶

氮唑蓝法（ＭＴＴ 法）［６］。细胞划痕实验参照文献

［７］。蛋白表达分别采用细胞免疫荧光染色和蛋白

质印迹法。后者结果经ＥＣＬ显色后在Ｘ线片上曝

光。运用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行灰度扫描分析［７］。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计

分析。计量资料以珚ｘ±ｓ表示，组间均数比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　分离的ｔＨＳＣｓ活率、活化、纯度和形态学鉴

定　锥虫蓝染色检测分离的细胞活率在９５％以上。

在激发波长３２８ｎｍ的荧光显微镜下，富含维生素Ａ
的脂滴能自发产生蓝绿色荧光。图１Ａ和１Ｂ显示，

富含维生素Ａ脂滴的ｔＨＳＣｓ少见。细胞（爬片）免

疫荧光染色结果显示，几乎所有的ｔＨＳＣｓ均表达

αＳＭＡ（图１Ｃ～１Ｅ）。相差显微镜下可观察到新鲜

分离的ｔＨＳＣｓ呈圆球形，少量细胞胞质内含有折光

性颗粒（图１Ｆ）。２～３ｄ后，细胞开始伸展并伸出伪

足，呈现肌成纤维细胞样（图１Ｇ）。５～７ｄ后，细胞

继续伸展部分细胞并相互融合呈片状（图１Ｈ），１４ｄ
后，细胞铺满瓶底（图１Ｉ）。以上结果表明，分离的

ｔＨＳＣｓ纯度接近１００％，并且几乎都处于活化状态。

２．２　ｔＨＳＣｓ诱导肝癌细胞产生ＥＭＴ样形态学变

化　在ｔＨＳＣＣＭ中培养４８ｈ和７２ｈ，肝癌细胞系

ＱＧＹ７７０１、ＳＭＭＣ７７２１和 ＢＥＬ７４０２都发生明显

的ＥＭＴ样改变，表现为细胞之间松散，且呈现棒状、

变长的成纤维细胞样形态。而ＬＸ２ＣＭ的作用则不

明显（图２）。
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图１　原代ｔＨＳＣｓ分离培养和鉴定

Ｆｉｇ１　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍａｒｙｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ（ｔＨＳＣｓ）

Ａ，Ｂ：ＶｉｔａｍｉｎＡａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍａｒｙｔＨＳＣｓ（Ａ：３２８ｎｍ，Ｂ：Ｗｈｉｔｅｌｉｇｈｔ）；ＣＥ：ＰｒｉｍａｒｙｔＨＳＣｓｓｈｏｗｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆα

ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（αＳＭＡ）．Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ４，６ｄｉａｍｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ（ＤＡＰＩ）ｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｎｕｃｌｅｉ（Ｃ：ＤＡＰＩ，Ｄ：

αＳＭＡｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，Ｅ：Ｍｅｒｇｅ）；ＦＩ：ＰｒｉｍａｒｙｔＨＳＣｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ．

Ｉｍａｇｅｓｗｅｒｅｔａｋｅｎａｆｔｅｒ０ｄ（Ｆ），３ｄ（Ｇ），７ｄ（Ｈ）ａｎｄ１４ｄ（Ｉ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　ｔＨＳＣＣＭ诱导肝癌细胞发生ＥＭＴ样改变

Ｆｉｇ２　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｃｈａｎｇｅｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉａｏｆｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ（ｔＨＳＣＣＭ）

ＰｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｉｍａｇｅｓｏｆＨＣＣｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇＥＭＴｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｒｉｍａｒｙｔＨＳＣＣＭ．Ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｓｄｉｓｐｌａｙｅｄａｎａｌｔｅｒｅｄｍｅｓ

ｅｎｃｈｙｍａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　ｔＨＳＣｓ导致肝癌细胞ＥＭＴ分子标记物表达

变化　在ｔＨＳＣｓ诱导肝癌细胞产生ＥＭＴ样形态学

变化的同时，蛋白质印迹检测结果显示，肝癌细胞表

达上皮标记物Ｅ钙黏蛋白减少，而间质标记物波形

蛋白表达则增加（图３）。

２．４　ｔＨＳＣｓ促进肝癌细胞增殖和迁移　ＭＴＴ法

检测结果显示，ｔＨＳＣＣＭ能提高肝癌细胞体外增殖

能力，并在７２ｈ内具有时间依赖性（图４）。细胞划

痕实验结果显示，ｔＨＳＣＣＭ 可促进肝癌细胞迁移

（图５）。
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图３　不同肝癌细胞系中ＥＭＴ标记物表达变化

Ｆｉｇ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｍａｒｋｅｒｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

ｔＨＳＣＣＭ：Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉａｏｆｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＬＸ２ＣＭｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图４　ｔＨＳＣＣＭ促进不同肝癌细胞增殖

Ｆｉｇ４　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉａｏｆｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ（ｔＨＳＣＣＭ）

ｐｒｏｍｏｔｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ａ：ＱＧＹ７７０１；Ｂ：ＳＭＭＣ７７２１；Ｃ：ＢＥＬ７４０２．ＭＴＴａｓｓａｙｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｐｒｉｍａｒｙｔＨＳＣＣＭｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｍｏｔｅｄｇｒｏｗｔｈｏｆ

ＨＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓｉｎｖｉｔｒｏ．Ｐ＜０．０５ｖｓＬＸ２ＣＭｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＨＳＣｓ是存在于肝脏中的一种非实质细胞，主

要位于肝脏的Ｄｉｓｓｅ间隙内，约占肝脏所有细胞的

５％～８％，占肝脏所有非实质细胞的１３％［２］。活体

原位灌注消化是分离大鼠 ＨＳＣｓ的一个常用方法，

但由于肝脏质地不同等因素不适用于人肝癌组织原

代 ＨＳＣｓ的分离。我们借鉴国内外 ＨＳＣｓ分离、培

养的经验［８］，摸索出从肝癌组织中成功分离并培养

原代ｔＨＳＣｓ的实验方法，初步认为分离肝癌组织原

代 ＨＳＣｓ需要特别注意以下两点。首先，选取肝癌

组织以质地柔软的白色鱼肉状组织为宜，尽量避免

具有过多出血点和质地较硬的肝癌组织，否则灌注

不充分，影响消化结果。其次，尽量减少消化和离心

时间，最大程度地降低对细胞的损伤，以消化时间控

制在２０～３０ｍｉｎ内为宜。细胞形态学和分子生物

学鉴定结果表明，我们从肝癌组织中分离的原代

ＨＳＣｓ活力和纯度高，并且几乎所有 ＨＳＣｓ均处于

活化状态，从而为进一步开展ｔＨＳＣｓ的生物学功能

研究奠定了基础。
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图５　ｔＨＳＣＣＭ促进肝癌细胞迁移能力

Ｆｉｇ５　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉａｏｆｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ（ｔＨＳＣＣＭ）

ｐｒｏｍｏｔｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ａ：ＱＧＹ７７０１；Ｂ：ＳＭＭＣ７７２１；Ｃ：ＢＥＬ７４０２．ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｍｏｎｏｌａｙｅｒｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｐｒｉｍａｒｙｔＨ

ＳＣＣＭｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ｉｍａｇｅｓｗｅｒｅｔａｋｅｎａｆｔｅｒ０，１２，２４ａｎｄ４８ｈｏｆｃｕｌｔｕｒｅ．
Ｐ＜０．０５ｖｓＬＸ２ＣＭｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　由于能够产生大量的ＥＣＭ，ＨＳＣｓ增殖活化已

被广泛认为是肝纤维化等慢性肝病发生发展的中心

环节［２，９１３］。近年来研究显示，活化的 ＨＳＣｓ和肝癌
发生发展有着密切的关系［４，１４１６］。推测肝癌细胞产

生的一些细胞因子能够促进 ＨＳＣｓ活化，而活化的

ＨＳＣｓ不仅能够产生各种细胞因子，促进肝癌细胞

增殖与分化［１６１９］，而且能够分泌可溶性蛋白引起间
质改变，为肿瘤侵袭提供微环境的支持［２０］。然而，

现有的 ＨＳＣｓ与肝癌关系的研究都仅限于 ＨＳＣｓ系

或者从正常肝组织中分离培养的原代 ＨＳＣｓ。而这

些ＨＳＣｓ的表型并不完全相同于ｔＨＳＣｓ［５］。本研究
首次应用ｔＨＳＣｓ研究其对肝癌细胞生物学行为的

影响，发现与ＬＸ２相比，ｔＨＳＣｓ不仅能诱导肝癌细

胞产生ＥＭＴ样改变，而且还能促进肝癌细胞的增

殖和迁移。这进一步说明ｔＨＳＣｓ可能受到肝癌细

胞的作用而被活化，使其表型明显不同于普通

ＨＳＣｓ。之所以选择２４ｈ培养基，是因为ＥＬＩＳＡ检

测结果显示２４ｈ培养基中的多种细胞因子水平（生

长因子α和β、肝细胞生长因子、血管内皮生长因

子、血小板衍生生长因子等）含量高于４８ｈ和７２ｈ。
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已知 ＨＳＣｓ可分泌上述细胞因子，而这些细胞因子

已被证实具有促进肿瘤细胞ＥＭＴ、增殖和侵袭的作

用［３４，２１］。因此，推测在肝癌微环境中，ｔＨＳＣｓ通过

分泌大量细胞因子参与肝癌细胞ＥＭＴ，从而增强肝

癌细胞增殖和侵袭能力。
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