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筛选鉴定Thy-1标记阳性肝癌细胞系中的卵圆细胞样干细胞： 
可能是肝肿瘤干细胞吗？☆ 

程变巧，江  艺 

Screening and identification of oval cells-like stem cells of Thy-1-labeled positive hepatoma 
carcinoma cells: Are they tumor stem cells?    

Cheng Bian-qiao, Jiang Yi 

Abstract 
 
BACKGROUND: There may be tumor stem cells during metastasis and recurrence of liver cancer. The number of tumor stem 
cells is very few, so it is difficult to be identified. Thy-1 is a surface marking protein of oval cells. Specific marker can indirectly 
confirm the existence of tumor stem cells in the tumor, which is a focus in recent studies.  
OBJECTIVE: To study whether Thy-1 positive marked oval cells was expressed in hepatoma carcinoma cells, and investigate its 
screening and identification.  
METHODS: Flow cytometry was used to identify that Thy-1 positive expression in hepatoma carcinoma cells HepG2 and 
BEL-7402 and normal hepatocytes QSG-7701. Immunomagnetic bead sorting was utilized to select hepatoma carcinoma cells 
with Thy-1. Immunofluorescence was used to identify selected efficiency. Naked mouse inoculated with hepatoma carcinoma 
cells in the skin test was assigned to three groups. In the Thy-1+ cells group, naked mice were inoculated with Thy-1+ cells 
(5×105/mouse) underneath the skin of the back. In the HepG2 cell positive control group, naked mice were inoculated with HepG2 
cells (0.5×107/mouse) underneath the skin of the back. In the Thy-1- cells negative control group, naked mice were inoculated 
with Thy-1- cells (0.5×107/mouse) underneath the skin of the back. Tumorigenicity in each group was observed one month later.  
RESULTS AND CONCLUSION: Thy-1 expression in hepatoma carcinoma cells HepG2 and BEL7402 was significantly greater 
compared with normal hepatocytes QSG7701 (P < 0.05). Positive rate of immunofluorescence staining was 85% in the Thy-1+ 
cell group, 1% in the HepG2 cell positive control group, 0% in the Thy-1- cell negative control group. There were nubble of five 
mice in HepG2 cell positive control and Thy-1+ groups, and the volume was large. However, there was one nubble in Thy-1- group, 
and the volume was significantly small (F=144.568, P < 0.05). Results indicated that hepatoma carcinoma cells contained Thy-1 
labeled positive oval cells-like stem cells, which may be tumor stem cells in hepatoma carcinoma cells. 
 
Cheng BQ, Jiang Y. Screening and identification of oval cells-like stem cells of Thy-1-labeled positive hepatoma carcinoma cells: 
Are they tumor stem cells? Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(10): 1795-1798.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 

背景：肝癌的转移复发被认为可能存在有肿瘤干细胞，后者在肿瘤细胞中数目极少，使得临床鉴别存在一定困难。Thy-1

是卵圆细胞的表面标记蛋白，通过特异性标记物间接证明肿瘤中存在肿瘤干细胞是目前研究的重点。 

目的：探讨肝癌细胞中是否存在 Thy-1 标记阳性的卵圆细胞，并进行筛选鉴定。 

方法：流式细胞仪检测卵圆细胞标记蛋白 Thy-1 在肝癌细胞 HepG2，BEL7402 及正常肝细胞 QSG7701 的阳性表达情况，

免疫磁珠分选 Thy-1 标记阳性的肝癌细胞，免疫荧光鉴定分选效率。裸鼠皮下接种实验设立 3 组，Thy-1+
细胞组裸鼠于背

部皮下接种分选的 Thy-1+
细胞 5×105/只，HepG2 细胞阳性对照组同法接种 HepG2 细胞 0.5×107/只，Thy-1-

细胞阴性对照

组同法接种分选的 Thy-1-
细胞 0.5×107/只，1 个月后观察各组成瘤性。 

结果与结论：卵圆细胞表面标记蛋白 Thy-1 在肝癌细胞 HepG2，BEL7402 中的表达明显高于正常肝细胞 QSG7701(P < 

0.05)。Thy-1+
细胞组免疫荧光染色阳性率为 85%，HepG2 细胞阳性对照组为 1%，Thy-1-

细胞阴性对照组几乎无免疫荧光

表达。HepG2 细胞阳性对照组、Thy-1+
细胞组 5 只裸鼠全部成瘤，且瘤体体积相对较大；而 Thy-1-

细胞阴性对照组仅有 1

只裸鼠成瘤，瘤体体积明显小于前 2 组(F=144.568，P < 0.05)，提示肝癌细胞中存在 Thy-1 标记阳性的卵圆细胞样干细胞，

其可能是肝癌细胞中的肿瘤干细胞。 

关键词：卵圆细胞表面标记蛋白；Thy-1；卵圆细胞；肝癌细胞；肝癌干细胞
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0  引言 

 

目前普遍认为肿瘤细胞存在有肿瘤干细

胞[1]。根据肿瘤干细胞在实体肿瘤中研究的深入，

有学者提出肝癌中也可能存在肿瘤干细胞[2-10]，而

且越容易复发的肿瘤，肿瘤干细胞越有可能存在。

但是肿瘤干细胞的含量极少，使得对肝癌的研究

陷入困境，通过干细胞表面标记蛋白成为研究的

突破口[11-19]。 

卵圆细胞是目前公认的肝脏干细胞，在一定

条件下可诱导分化成肝细胞[20-23]，因此推测肝癌

细胞中可能存在卵圆细胞样干细胞。研究证实肝

癌中存在卵圆细胞表面标记蛋白Thy-1，且与肝

癌的发生发展及远处转移密切相关[13，15-16]。为

此实验探讨卵圆细胞表面标记蛋白Thy-1在

HepG2中的表达情况。 

 

1   材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2008-04/2009-07在解放军

南京军区福州总院完成。 

材料：BALB/c裸鼠15只，4~6周龄，雌雄

不拘，体质量10~17 g，随机分为3组：HepG2

细胞阳性对照组、Thy-1-细胞阴性对照组、

Thy-1+细胞组，5只/组，由解放军南京军区福州

总院动物实验中心提供，动物质量合格证号：

SCXK2007-0005，实验过程中对动物的处置符

合动物伦理学标准。 

细胞与试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

细胞培养：肝癌细胞HepG2，BEL7402与正

常肝细胞QSG7701均培养于含体积分数为10%

胎牛血清、1×105青霉素、100 mg/L链霉素的

RPMI1640培养液中，于37 ℃、体积分数为5%

的CO2培养箱中培养。 

流式细胞仪检测：2.5 g/L胰酶常规消化细胞，

1 000 r/min离心5 min，弃上清，1×PBS 0.2 mL

调整细胞浓度为1×109 L-1，加入卵圆细胞表面

标记蛋白Thy-1单克隆抗体(每1×106个细胞加

入1 μg抗体)。37 ℃孵育30 min，1×PBS洗涤2

次，1 000 r/min离心5min，加入IgG-FITC二抗

(稀释比为1∶100)，37 ℃孵育30 min，1×PBS

洗涤2次，最后以400 μL上机检测。 

免疫磁珠分选：具体步骤按照说明书进行。

2.5 g/L胰酶常规消化细胞，离心，调整细胞

计数，保证细胞数≥1010 L-1。加入Thy-1一抗

(每 1×107 个细胞加入 2 μg)， 37 ℃孵育     

30 min，离心后以bufferⅡ重悬细胞。同时每

1×107个细胞取25 μL磁珠进行预洗，磁架上

放置2 min，后弃上清，最后以相同体积重旋

磁珠。标记有一抗的细胞与磁珠进行混合，  

4 ℃孵育20 min，磁架上放置2 min，取上清(此

时为Thy-1-细胞)。以bufferⅠ重悬沉淀，重复

上述步骤2次。最后以预热的bufferⅢ重悬沉

淀。每1×107个细胞加入DNAI 4 μL，常温下

孵育15 min，轻微吹打5~10次，磁架上放置   

2 min，取上清(此时为Thy-1+细胞)。重复上述

步骤两三次。 

荧光显微镜观察分选效果：取免疫磁珠分选

细胞，以HepG2作为阳性对照组，分选的

Thy-1-细胞及Thy-1+细胞分别作为阴性组及实

验组，分别加入Thy-1-FITC标记的抗体，孵育

30 min，1×PBS冲洗3次，荧光显微镜观察效果。 

成瘤能力检测：Thy-1+细胞组裸鼠于背部皮

下接种分选的Thy-1+细胞5×105/只，HepG2细

胞阳性对照组同法接种HepG2细胞0.5×107/

只，Thy-1-细胞阴性对照组同法接种分选的

Thy-1-细胞0.5×107/只，1个月后观察各组成瘤

能力及瘤体质量。 

 

 

主要观察指标：①流式细胞仪检测Thy-1

在3种肝细胞系中的差异表达情况。②免疫荧

光鉴定Thy-1在HepG2中的免疫磁珠分选效

率。③裸鼠皮下接种观察肿瘤成瘤性。 

设计、实施、评估者：设计、实施由第一

作者完成，评估由第二作者完成，均经过系统

培训，未使用盲法评估。 

统计学分析：由第一作者应用SPSS 13.0

软件进行完全随机设计的方差分析，计量资料

以x
_

±s表示，组间比较行LSD法，P < 0.05为差

异有显著性意义。 

细胞与试剂 

 

来源 

肝癌细胞系 HepG2，BEL7402， 

正常肝细胞 QSG7701 

RPMI1640、青霉素、链霉素、 

胎牛血清 

小鼠抗人 Thy-1 单克隆抗体 

羊抗小鼠 IgG-FITC 

小鼠免疫磁珠 IgG、磁架 

中科院上海细胞库 

 

Hycolne 公司 

 

santa crzu 公司 

武汉博士德生物公司 

美国 Dynal 公司 

瘤体体积(mm3)=(长径×短径
2)/2 



 
程变巧，等.筛选鉴定 Thy-1 标记阳性肝癌细胞系中的卵圆细胞样干细胞：可能是肝肿瘤干细胞吗？ 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH 1797

www.CRTER.org 

     

2  结果 

 

2.1  卵圆细胞表面标记蛋白Thy-1在3种肝细胞系中的
差异表达情况  流式细胞仪检测结果显示，卵圆细胞表

面标记蛋白Thy-1在肝癌细胞HepG2，BEL7402中表达

较高，阳性率约为2.25%，1.09%；在正常肝细胞

QSG7701中的表达相对较低，阳性率约为0.25%。Thy-1

在两种肝癌细胞中的表达明显高于正常肝细胞(P < 

0.05)，见图1。考虑到HepG2细胞裸鼠成瘤能力较强，

因此实验选择HepG2细胞作为下一步观察对象。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                        

   

 

 

 

                                                              

2.2  卵圆细胞表面标记蛋白Thy-1在肝癌细胞HepG2

中的免疫磁珠分选效率   免疫荧光鉴定结果显示，

Thy-1+细胞组免疫荧光染色阳性率为85%，HepG2细胞

阳性对照组免疫荧光染色阳性率为1%，Thy-1-细胞阴性

对照组几乎无免疫荧光表达，见图2。 

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  裸鼠皮下接种实验观察肿瘤成瘤性  与HepG2细

胞阳性对照组一样，Thy-1+细胞组小剂量的Thy-1+细胞

接种裸鼠后全部成瘤，而Thy-1-细胞阴性对照组接种较

大剂量的Thy-1-细胞仅有1只裸鼠成瘤。 

HepG2细胞阳性对照组、Thy-1+细胞组的瘤体体积

相对较大，分别为(0.550±0.022)cm3，(0.524±0.022)cm3，

两组比较差异无显著性意义(P > 0.05)；而Thy-1-细胞阴

性对照组的瘤体体积仅为(0.008±0.022)cm3，明显小于

前2组(F=144.568，P < 0.05)，提示Thy-1+细胞可能是肝

癌细胞HepG2中的肿瘤干细胞。 

 

3  讨论 

 

在大多数肿瘤细胞中存在着数量有限、但对肿瘤启

动和维持肿瘤生长起主要作用的细胞，称为“肿瘤干细

胞”。卵圆细胞是肝脏干细胞到成熟干细胞的中间产物，

具有典型的干细胞特征，被认为是具有分化为肝细胞及

胆管上皮细胞的双向潜能干细胞，在宿主受体诱癌剂的

作用下可以成为肝癌的始动细胞[24-25]。Hison等[26]研究

发现，癌变前位点和肝细胞癌的细胞均表达卵圆细胞和

肝细胞的特异性抗原，提示肿瘤干细胞由正常组织的干

细胞突变而来的可能性。Sell等[27]根据卵圆细胞的形态、

表形特征、癌基因表达等大量间接证据，认为肝癌细胞

来源于卵圆细胞。 

根据卵圆细胞的常见表面标记蛋白来进行肿瘤卵

圆细胞的分离，是鉴别肝癌中是否存在卵圆细胞并对其

a: Pro-separation (×200) b: Post-separation Thy-1+ cell 
(×100) 

c：Post-separation Thy-1- cell 
(×100) 

d：Post-separation Thy-1+ cell 
pro-stained (×100) 

Figure 2  Identification separation efficiency of Thy-1 in HepG2 
cells by immunofluorescence staining 

图 2  免疫荧光染色鉴定 Thy-1 在 HepG2 细胞中的分选效率

a: HepG2 cell 

b: BEL-7402 cell 

c: QSG7701 cell 

d: PBS negative control group 

Figure 1  Difference expression of Thy-1 in three cells 
图 1  卵圆细胞表面标记蛋白 Thy-1 在 3 种肝细胞系的差异

表达 
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进行基因表达谱研究的前提所在。实验通过对两种肝癌

细胞系HepG2，BEL7402及肝正常细胞QSG7701研究

发现，卵圆细胞表面标记蛋白之一Thy-1在3种细胞中均

有不同程度的表达，在恶性程度高的HepG2细胞中表达

最强，约1%左右；在BEL7402细胞系中的表达次之，

在正常肝细胞系QSG7701中的表达最弱，约为0.24%。

卵圆细胞在正常肝细胞和肝癌细胞中均存在这一现象

说明：①正常干细胞和肝癌细胞中均存在干细胞，占细

胞总数的很少部分，这符合干细胞的特点[6]。②肝癌中

卵圆细胞所占的比例比正常肝细胞中高，这可能是因为

正常肝细胞已经具备分化完全，而肝癌细胞具有分化不

完全、异常分化的原因，这也符合肿瘤干细胞具有无限

增殖和异常分化的特性。 

为进一步确定Thy-1+的卵圆细胞是否符合肿瘤干

细胞的易成瘤性，实验利用免疫磁珠分选技术，对Thy-1

表达量较高的HepG2细胞进行Thy-1+和Thy-1-细胞的

分选，用HepG2细胞作为阳性对照，分别把Thy-1+和

Thy-1-细胞种植到裸鼠背部皮下，HepG2细胞及Thy-1-

细胞用相同剂量，而Thy-1+的细胞用较小剂量，结果发

现Thy-1+细胞与HepG2细胞具有同样的成瘤能力，两组

成瘤率及瘤体大小均基本相似。而Thy-1-细胞的成瘤率

较低，与上述两组比较差异显著，说明Thy-1+细胞具备

肿瘤干细胞的无限增殖和分化异常的能力[11，28-30]。 

目前已经初步证实肝癌中存在卵圆细胞样肿瘤干

细胞，以卵圆细胞为基础，通过基因或蛋白表达谱之类

的研究，确定肝癌干细胞的特异性表面标记蛋白，对肝

癌的早期诊断、干预治疗及预后评估等具有重要意义。 
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来自本文课题的更多信息--  

利益冲突：无利益冲突。 

课题的创新点：卵圆细胞是肝脏的干细胞，根据其表面
标记蛋白试图找出肝癌的干细胞标记是课题研究的创新点。

课题评估的“金标准” ：实验将免疫磁珠筛选出的卵
圆细胞标记蛋白 Thy-1+用较小剂量进行裸鼠皮下接种，通
过观察其成瘤性来进行说明 Thy-1+细胞是肝癌干细胞。 

课题的偏倚与不足：实验没有进行临床组织学和血清学
证实。此外，根据成功接种裸鼠的瘤体进行组织学和基因、
蛋白水平实验，进一步证实是 Thy-1+的瘤体模型，是下一
步研究的内容。再者动物接种实验部分标本偏少，需要扩大
标本量。 

提供临床借鉴的价值：卵圆细胞是肝脏的正常干细胞，
研究认为其是肝癌的始动细胞，与肝癌发生密切相关。
Thy-1 是卵圆细胞的标记蛋白，在肝癌中有一定的表达。实
验结果证实 Thy-1+细胞是肝癌干细胞，在肝癌患者进一步
行血清学和组织学检测中，有助于对肝癌病情的复发及远处
转移和预后进行预测。 


