
书书书

第二军医大学学报　２００９年１月第３０卷第１期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２００９，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．１

· １　　　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００９．００００１ ·论　著·
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［摘要］　目的：从肝癌及门静脉癌栓中分别取材建立人肝癌细胞系，探讨其生物学特性。方法：取人肝癌及门静脉癌栓新鲜

手术标本，利用胶原酶消化法进行肿瘤细胞原代培养并扩大克隆培养建系。采用光镜、电镜、染色体核型分析及异种移植瘤实

验对新建细胞系生物学特性进行观察。结果：来源于门静脉癌栓的人肝癌细胞在体外稳定培养已经将近１年，传至１００余

代，命名为ＣＳＱＴ１。该细胞系具有典型的恶性上皮细胞特征，其群体倍增时间为４８ｈ；染色体中位数为８７～９０，为亚四倍体；

裸鼠皮下异种移植可形成移植瘤，该细胞系中ＣＤ１３３＋表达比较稳定。结论：细胞系特征显示该细胞系是一株新建的来源于

门静脉癌栓的人肝癌细胞系。
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　　原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一。近
年来，肝癌患者的总体疗效虽有一定提高，但大部分
中晚期患者由于已发生门静脉转移形成门静脉癌

栓，手术切除率低，术后复发率高［１］，总体疗效仍不

满意。肝癌转移的重要原因之一即为向门静脉内生
长而形成门静脉癌栓［２３］。国内外对其形成机制的
研究还不够系统和深入，并缺乏相应的研究平台。
本研究采用体外原代培养的方法，成功建立一株来
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源于人肝癌门静脉癌栓的肝癌细胞系，为研究肝癌
门静脉癌栓形成机制提供实验材料。

１　材料和方法

１．１　标本来源　标本取自我院收治的４３岁男性肝
癌患者。术前征得患者本人同意，签署知情同意书。
术后病理诊断为：肝细胞癌，粗梁型Ⅲ级；伴门静脉
癌栓。

１．２　培养方法　将手术切除的新鲜肝癌及门静脉
癌栓标本浸入到含抗生素的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，

４℃条件下送实验室。在无菌操作台内，将新鲜组织
剔除血管、包膜、血污及坏死组织，然后剪碎成约

１．０ｍｍ３大小，用ＤＨａｎｋ液充分洗涤后，用无菌剪
刀把组织剪成浆糊状，加入０．１％Ⅰ型胶原酶溶液

１ｍｌ，３７℃恒温水浴振荡消化１５～３０ｍｉｎ，经直径

７２μｍ细胞筛滤过，除去未消化组织，将细胞接种于
一次性塑料培养皿中（ｄ＝３５ｍｍ），放入５．０％ＣＯ２、

３７℃培养箱中培养。隔天换一次液，待细胞长满瓶
底面积８０％左右按１２传代。

１．３　细胞增殖动力学测定　利用常规ＭＴＴ法绘制细
胞生长曲线，利用半高度法计算细胞群体倍增时间；按
以下步骤完成克隆形成实验并计算克隆形成率：接种分
散均匀的细胞于６孔板，每孔１０００个细胞，静止培养

２～３周，当培养板中出现肉眼可见的克隆时，终止培养。
甲醇固定后加适量结晶紫染色，计数克隆数。克隆形成
率＝克隆数／接种细胞数×１００％。

１．４　细胞特性检测　按常规方法，取第４０代细胞
进行Ｒ显带核型分析，流式细胞仪检测ＣＳＱＴ１细胞
周期（ＰＩ染色法），分别取第１０代和第４０代细胞培
养上清进行 ＡＦＰ、ＨＢｓＡｇ检测。根据文献［４］的方

法，将第１５代和３５代的细胞进行ＣＤ１３３抗体标记
后上流式细胞仪分析。

１．５　裸鼠成瘤实验　取第４０代对数生长期的

ＣＳＱＴ１细胞；６只 ＢＡＬＢ／ｃｎｕ／ｎｕ裸鼠（４～６周
龄，购自上海中国科学院斯莱克实验动物研究中心）
每只在双侧鼠背部皮下接种ＣＳＱＴ１细胞悬液，按
接种细胞数量不同分为２组，Ａ组裸鼠每只接种细
胞数为８×１０５（０．２ｍｌ），Ｂ组裸鼠每只接种细胞数

８×１０６（０．２ｍｌ）。观察成瘤情况。

２　结　果

　　来源于门静脉癌栓的人肝癌细胞在体外稳定培
养已经将近１年，稳定传代至１００代，命名为ＣＳＱＴ
１，而来源于同一患者的肝癌原发灶的细胞则未能在
体外稳定传代。

２．１　形态观察　在倒置相差显微镜下观察培养的
活细胞，大多呈椭圆形，肿瘤细胞排列紧密，接触性
抑制丧失（图１）。扫描电镜显示细胞表面有微绒毛
或指状突起（图２）。透射电镜显示细胞外形不规则，
核大有畸变，核质比例增大，核膜有凹陷，胞质内有
丰富的游离核糖体、粗面内质网、溶酶体等细胞器，
清晰可见，细胞表面有微绒毛，可见细胞间紧密连接
（图３），未发现支原体污染。

图１　单层生长的细胞形态上呈

典型的恶性上皮细胞特征

Ｆｉｇ１　Ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｉｎｍｏｎｏｌａｙｅｒｓｈｅｅｔｓａｎｄ

ｅｘｈｉｂｉｔａｔｙｐｉｃａｌｍａｌｉｇｎａｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图２　细胞表面可见微绒毛

Ｆｉｇ２　Ｍｉｃｒｏｖｉｌｌｉｏｎｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０００

２．２　细胞特性检测　细胞分别在ＤＭＥＭ培养液和

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液条件下，绘制出该细胞系的生长
曲线（图４），利用半高度法计算细胞群体倍增时间为

４８ｈ；通过计算得到肿瘤细胞的克隆形成率为

２０％。第１０代和第４０代的细胞上清均检测不到

ＡＦＰ和 ＨＢｓＡｇ的分泌。第１５代细胞ＣＤ１３３＋所占
比例约为２４．５３％，第３５代细胞ＣＤ１３３＋所占比例
约为２２．６７％，不同代数之间的细胞其ＣＤ１３３＋的细
胞比例比较稳定。

２．３　细胞遗传学特征　Ｒ显带分析显示该细胞系染
色体来源于人，但结构和数量均异常，介于三倍体和
四倍体之间，中位数在８７～９０条，为亚四倍体（图５）。
检测２５个细胞核型发现，染色体１２号、１９号、２２号数
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量各增加１条，占１００％（２５／２５）；结构异常方面，９ｑ＋

和１６ｐ＋均占１００％（２５／２５）；其他出现频率大于５０％

的数量和结构异常的情况见表１。ＤＮＡ周期分析：Ｇ１
期为６４．４３％，Ｇ２期为１９．１３％，Ｓ期为１０．３８％。

图３　ＣＳＱＴ１细胞透射电镜照片

Ｆｉｇ３　ＭｉｃｒｏｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆＣＳＱＴ１ｃｅｌｌｌｉｎｅ（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）

Ａ：Ｇｏｌｇｉｏｓｏｍｅ（ａｒｒｏｗ）；Ｂ：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ；Ｃ：Ｒｏｕｇｈｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（ＲＥＲ，ａｒｒｏｗ）；Ｄ：Ｄｅｓｍｏｓｏｍｅ（ａｒｒｏｗ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：

×３２５０（ＡＣ）；×７５００（Ｄ）

图４　细胞在两种不同培养基中的生长曲线图

Ｆｉｇ４　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图５　细胞染色体核型分析

Ｆｉｇ５　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｋａｒｙｏｔｙｐｅａｎａｌｙｓｉｓ

表１　２５个细胞染色体核型分析数量和结构异常表（出现频率＞５０％）

Ｔａｂ１　Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆａｂｎｏｒｍａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｉｎ２５ｋａｒｙｏｔｙｐｅｓ（４０ｐａｓｓａｇｅ）

Ｅｘｔｒａ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ Ｅｘｔｒａ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ Ａｂｎｏｒｍａｌ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

＋１ １５ ＋１８ ２０ ８ｐ＋ １５
＋２×２ １９ ＋１９ ２５ ９ｑ－ １５
＋６ １５ ＋２０×２ ２０ １０ｐ＋ １５
＋１０ ２０ ＋２１ １５ １７ｐ＋ ２０
＋１２ ２５ ＋２２ ２５ １８ｑ－ ２０
＋１３ ２０ ＋Ｘ ２１ ９ｑ＋ ２５
＋１４ １５ １６ｐ＋ ２５

　Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆａｂｎｏｒｍａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｉｓｏｖｅｒ５０％ｏｆｋａｒｙｏｔｙｐｅｓａｎａｌｙｓｅｄ

２．４　异体成瘤　取第４０代对数生长期的ＣＳＱＴ１
细胞分别接种于裸鼠皮下，Ａ组每只鼠接种８×１０５

个细胞，有２只裸鼠从第３周开始出现肿瘤块，另外

１只注射部位的注射包块随时间延长而逐渐消失，１
个月成瘤率为６６．７％（１／３）；Ｂ组裸鼠每只接种８×

１０６个细胞，从第１０日３只均开始出现明显的肿瘤
块，至１个月时裸鼠成瘤率为１００％（３／３），肉眼观
察肿瘤块有明显的血供。病理组织学检查可见癌细
胞生长旺盛，核分裂相增多，与该患者原肿瘤标本病
理结果基本一致（图６）。
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图６　皮下瘤病理检查结果

Ｆｉｇ６　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆｘｅｎｏｇｒａｆｔｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ（ＨＥ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

３　讨　论

　　一系列人肝癌细胞系的建立，为在分子生物学

水平上探讨肝癌的发病机制、演变及治疗方法，提供

了理想的体外模型。目前肝癌细胞建系的瘤源大多

取自患者肝癌原发灶或人肝癌裸鼠模型的皮下瘤及

肺转移灶等［５８］，而从门静脉癌栓取材进行细胞建系

的报道非常少，仅 Ｈｕ等［９］报道从门静脉癌栓中及

其肝内原发灶中同时进行原代培养，并通过核型分

析和比较基因组杂交技术得出染色体８ｐ缺失可能

与门静脉癌栓形成有关的结论，并未做细胞建系的

相关鉴定工作。本实验中通过光镜及扫描、透射电

镜观察证实，ＣＳＱＴ１符合上皮样恶性细胞特征；在

增殖动力学方面，其生长曲线属于无限细胞系曲线，

细胞倍增时间较短；克隆形成率为２０％；流式细胞

仪结果证明其ＤＮＡ合成旺盛，恶性程度高；异种移

植能形成移植瘤。根据第二届全国细胞和组织培养

专题讨论会的建系标准，ＣＳＱＴ１是一株新建的来

源于人门静脉癌栓的肝癌细胞系，为肝癌门静脉癌

栓生长机制研究提供了实验材料。

　　Ｍｉｃｈｏｒ等［１０］提出肿瘤干细胞仅占细胞总量的

一小部分，但却在肿瘤的发生、发展、分化和转移中

起到非常重要的作用。Ｚｈｏｕ等［４］提出ＣＤ１３３＋细胞

在 Ｈｅｐ２细胞中仅占５％左右，且具有自我更新、多

向分化潜能、广泛增殖等干细胞特征，认为可将其作

为肝癌干细胞的一个标志物；Ｍａ等［１１］在肝癌临床

样品中分离出ＣＤ１３３＋的细胞群，也通过异种移植

等方法证实这群细胞具有一些肿瘤干细胞的特性。

本研究在新建的ＣＳＱＴ１细胞系中检测到ＣＤ１３３＋

的细胞含量在不同代数的细胞中比较稳定，提示该

细胞系也含有一部分肝癌干细胞活性样细胞亚群，

可能与肝癌干细胞相关，这也为肝癌门静脉癌栓形

成与肝癌干细胞相互关系研究提供了实验材料。
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