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肝癌干细胞分离及其细胞生物学特性 
 
刘  岩，周越塑，赫  兢，刘  鹏(解放军第三〇二医院急诊科，北京市  100039) 

 
文章亮点： 
1 文章首次采用流式细胞技术在人高转移肝癌细胞系 MHCC97 中筛选肿瘤干细胞，并进行细胞鉴定及生物学

分析。 
2 实验结果显示，人肝癌细胞系中 CD133+CD34+MHCC97 具有肿瘤干细胞的特性，可以向内皮和上皮细胞

分化，同时具有肿瘤干细胞的生物学特性，是肿瘤复发转移的根源，也是临床治疗的靶点，为临床肝癌的个

性化治疗提供了理论依据。 

关键词： 
干细胞；肿瘤干细胞；人肝癌细胞系 MHCC97；培养；分离；生物学特性 
主题词： 
干细胞；肿瘤干细胞；肝肿瘤；细胞分离 
 
摘要 
背景：正常干细胞和肿瘤干细胞在基因表达和依赖的细胞信号通路上应该存在不同，如何发现能选择性杀伤

肿瘤干细胞的治疗手段是一个仍然需要大量研究的课题。 
目的：分离人肝癌细胞系肿瘤干细胞 MHCC97，分析其细胞生物学特性。 
方法：采用流式细胞技术在人高转移肝癌细胞系 MHCC97 中筛选肿瘤干细胞，分离正常人肝脏干细胞

CD133-CD34- MHCC97 和人肝癌细胞系肿瘤干细胞 CD133+CD34+ MHCC97，分别检测其表型、生长曲线、

细胞周期和多系分化能力。 
结果与结论：人肝癌细胞系 CD133+CD34+ MHCC97 肿瘤干细胞的表型为 CD133+CD34+，人肝癌细胞系

CD133+CD34+ MHCC97 具有与 CD133-CD34- MHCC97 相似的细胞曲线和生长周期，可以向上皮和内皮细

胞分化，并表达相应特异性的分子标志。提示人肝癌细胞系中 CD133+CD34+MHCC97 细胞具有肿瘤干细胞

的特性，可以向内皮和上皮细胞分化，同时具有肿瘤干细胞的生物学特性，是肿瘤复发转移的根源，也是临

床治疗的靶点。 
 
刘岩，周越塑，赫兢，刘鹏 . 肝癌干细胞分离及其细胞生物学特性 [J].中国组织工程研究，2014，
18(28):4549-4554. 
 
Liver cancer stem cell isolation and biological characteristics    
 
Liu Yan, Zhou Yue-su, He Jing, Liu Peng (Department of Emergency, the 302 Hospital of Chinese PLA, 
Beijing 100039, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Normal stem cells and tumor stem cells have differences in cell signaling pathway of gene 
expression and dependence. How to find a therapeutic method of selectively killing tumor stem cells is a topic that 
should be studied greatly.  
OBJECTIVE: To isolate human liver cancer stem cells MHCC97 and to investigate the biological characteristics 
of them.  
METHODS: Tumor stem cells were selected from highly metastatic human hepatoma cell line MHCC97 by flow 
cytometry. CD133-CD34- MHCC97 from normal human liver stem cells and CD133+CD34+ MHCC97 from tumor 
stem cells were isolated. Their phenotypes, growth curve, cell cycle and multi-lineage differentiation were 
measured.  
RESULTS AND CONCLUSION: Phenotypes of CD133+CD34+ MHCC97 cancer stem cells were CD133+ and 
CD34+ and they had the same growth curve and cell cycle with the liver stem cells CD133-CD34- MHCC97, 
besides, they had the differential ability to epithelial cells and endothelial cells that proved to be stem cells. These 
results indicated that human cancer stem cells CD133+CD34+ MHCC97 had the specific characteristics of tumor 
stem cells, could differentiate into epithelial cells and endothelial cells, had the biological property of tumor stem 
cells, was an origin of tumor relapse and metastasis, and a target of clinical therapy.  
  
Subject headings: stem cells; neoplastic stem cells; liver neoplasms; cell separation 
 
Liu Y, Zhou YS, He J, Liu P. Liver cancer stem cell isolation and biological characteristics. Zhongguo Zuzhi 
Gongcheng Yanjiu. 2014;18(28):4549-4554. 
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0  引言  Introduction 
近年来，肿瘤干细胞理论的提出为肿瘤的治疗研究

提供了新的思路。肿瘤干细胞学说认为肿瘤组织中绝大

多数细胞只具备有限增殖能力[1-2]，对化疗药物产生抗性

的仅是肿瘤中极少一部分细胞，即肿瘤干细胞，治疗如

果不能杀死导致肿瘤形成并维持肿瘤生长的肿瘤干细

胞，那么肿瘤仍会复发，故对肿瘤的治疗应针对肿瘤干

细胞[3-5]。 
实际上，肿瘤干细胞与正常干细胞的区别是由其来源

和本质决定的：肿瘤干细胞来源于肿瘤组织，而正常干细

胞来源于正常组织。 
具体说来，首先，正常干细胞的自我更新具有反馈机

制调节，增殖和分化处于平衡状态，是有序的；而在肿瘤

干细胞中，这一调节机制已失衡，它的增殖分化是无序的，

失控的；其次，肿瘤干细胞没有分化为成熟细胞的能力，

其分化程序异常，这与有正常分化程序的干细胞有着本质

的不同；最后，肿瘤细胞倾向于积累复制错误，而正常干

细胞的发育机制要防止这种现象的出现[6-8]。因此，肿瘤干

细胞概念的提出，更多的是体现在对肿瘤发生机制的认识

上，根据目前已知的研究结果还不能简单地把它评价为一

种新的干细胞。肿瘤细胞组织具有异质性，这些特殊的细

胞就是肿瘤干细胞，并且推论是肿瘤干细胞对肿瘤的增殖、

转移和复发起决定性作用。 
越来越多的证据证明肿瘤来源于肿瘤干细胞，肿瘤干

细胞在肿瘤的发生发展乃至进展过程中发挥着重大的作

用，肿瘤干细胞的关键技术平台在于利用流式细胞技术分

离和提纯特殊表型下的干细胞，分离纯化技术对于肿瘤干

细胞有着重要的意义[9-10]。肿瘤干细胞的异常分化和克隆增

生使其失去正常细胞具有的凋亡能力。 
肝癌作为最常见的恶性肿瘤之一，在所有恶性肿瘤

中居第3位。肝脏肿瘤干细胞备受瞩目，肝癌肿瘤干细胞

成为干细胞领域最为活跃的部分，越来越多的数据证明

肝脏肿瘤干细胞对肝脏恶性肿瘤的发病起着重要作用，

是肝脏恶性肿瘤化疗疗效差、容易复发和转移的根本原

因。 
肝癌肿瘤干细胞是肿瘤组织中具有很强增殖能力， 

表现部分干细胞特性的细胞亚群，对肿瘤放化疗抗性的产

生和肿瘤的复发起关键作用。目前用于靶向肿瘤干细胞的

药物多为小分子抑制剂和融合蛋白。以溶瘤腺病毒为载体

携带外源基因表达的新型治疗策略——病毒基因疗法，在

各种抗癌方案中展现出明显的优势，对实体瘤表现出很好

的疗效，将其应用于靶向肿瘤干细胞的治疗具有良好的发

展前景。 
课题采用流式细胞技术在MHCC97细胞系(人高转移

肝癌细胞系)中筛选肿瘤干细胞，对其表型、生长曲线和多

系分化能力进行探讨，以期为临床肝脏肿瘤的肿瘤干细胞

靶向治疗提供理论依据。 

1  材料和方法  Materials and methods  
  设计：细胞学水平，随机双盲实验。 

时间及地点：于2012年3月至2013年10月在解放军第

三〇二医院完成。 
材料：人肝癌细胞系MHCC97购自中国医学科学院基

础医学研究所细胞库。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

流式细胞仪检测人肝癌干细胞膜表面分子标记物表

达：待肝癌细胞PLC细胞系MHCC97长至80%浓度时，

用0.25% 胰酶消化后离心去上清，细胞计数，每1×107

细胞中加入100 μL PBS后加入10 μL抗体，充分混匀，   
4 ℃避光孵育10 min，流式检测膜干细胞分子标记物表达

量。 
细胞倍增时间(doubling time，tD)的测定：提取细胞，

传代后将细胞消化分离，计数细胞数量，接种于24孔板内

(5×103/孔)，于37 ℃、体积分数5%CO2培养箱中放置12 h
后，收集细胞悬液，离心(1 500 r/min，10 min)后取上清

液，细胞生长成熟时，计算均值，绘制生长曲线。在指数

生长期细胞倍增时间tD=0.301t/logNt-logNo，t为细胞培养

时间(h)。 
体 外 内 皮 诱 导 ： 24 孔 培 养 板 用 Matrigel(factor 

reduced，BD Bioscience)包被，按5×104/孔接种CD133+ 

CD34+ MHCC97。内皮诱导液为M199、体积分数2%胎牛

血清、50 μg/L血管内皮细胞生长因子、10 μg/L碱性成纤

维细胞生长因子和100 mg/L青霉素及100 U/mL硫酸链霉

素，诱导二至三天。光学显微镜下记录48 h内细胞形态变

化过程，并以RT-PCR和免疫荧光方法鉴定分化结果，未

诱导的MHCC97作为阴性对照，肝微血管内皮细胞作为阳

性对照[11]。 
体外上皮诱导：细胞按5×108 L-1浓度重悬于DF-12溶

液中，进行10 Gy放射(照射速率，1.0 Gy/min)。于37 ℃、

体积分数5%CO2培养箱中放置12 h后，收集细胞悬液，离

心(1 500 r/min，10 min)后取上清液，再加入等体积的

DF-12溶液。并以此作为母液，添加10 μg/L胰岛素样生长

因子、20 μg/L肝细胞生长因子、10 μg/L成纤维细胞生长

因子4和体积分数2%胎牛血清。该培养液即作为上皮诱导

培养液。 

肝癌干细胞分离及其细胞生物学特性实验的主要试剂： 

试剂 来源 

胎牛血清，CD25单克隆抗体，CD28单克隆抗

体，胶原酶、胰蛋白酶、谷氨酰胺  
GibcoBRL公司 

β-巯基乙醇  Merck公司 

转化生长因子、血管内皮生长因子、甘油硫酸、

抗坏血酸、抗人IgG-FITC  
Sigma公司 

内皮细胞生长因子  Gibco公司 

抗羊 IgG-TRITC  Santa Cruz Biotechnology 
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图 3  CD133+CD34+ MHCC97 上皮细胞分化 
Figure 3  Differentiation of CD133+CD34+ MHCC97 epithelial cells 
图注：图中 A 显示 CD133+CD34+MHCC97 在 EpDM 中诱导培养 3 周后，部分细胞由梭形变为典型的卵石样上皮细胞形态(×200)；B 为免疫荧

光染色，显示诱导后约 60%细胞表达广谱上皮细胞标志 pan-CK(×200)； C 为 RT-PCR 结果，显示分化后的细胞表达上皮细胞特异标志 CK18，
而未经诱导的 MHCC97 则并不表达。图中 1，2，3 分别为未经诱导的 CD133+CD34+MHCC97 组、EpDM 诱导 CD133+CD34+MHCC97 组及

肝脏上皮细胞组。 

 A B  C 1                  2                 3 

CK18 

β-actin 

图 1  人肝癌干细胞表型的流式细胞术检测结果 
Figure 1  Flow cytometry results of human liver cancer stem cell phenotype 
图注：利用流式细胞技术分离 CD133+CD34+ MHCC97，表型特征为 CD11a(-)、CD31(-)、CD34(-)、CD45(-)、CD133(+)、CD44(+)、CD73(+)、
CD105(+)、CD166(+)。 

图 4  CD133+CD34+ MHCC97 血管内皮细胞分化 
Figure 4  Differentiation of CD133+CD34+ MHCC97 vascular endothelial cells 
图注：图中 A 显示 CD133+CD34+ MHCC97 在内皮诱导 24 h 后即出现了典型的血管网状结构(×200)；B 为 vWF 免疫荧光染色，显示约 70%
的细胞呈阳性(×200)；C 为 RT-PCR 结果，显示分化后的细胞表达内皮细胞特异性标志 CD31、vWF 和 CD34。图中 1，2，3 分别为未经诱导

的 CD133+CD34+MHCC97 组、内皮诱导 CD133+CD34+MHCC97 组及肝微血管内皮细胞组。 

 A B  C 1                     2                  3 

CD31 

 

CD34 

 

vWF 

β-actin 
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CD133+CD34+ MHCC97按每孔2×105个细胞接种于6

孔板中，分别在如下诱导培养基中进行上皮诱导3周：单纯

EpDM；EpDM加10 μg/L转化生长因子β1；EpDM加    
100 μg/L 转化生长因子β1；用EpDM与120 d肝细胞共培

养(两种细胞用8 μm孔径的transwell板相分隔[12]。各组培养

液均每三至四天半量换液。未经诱导的MHCC97作为阴性

对照，肝脏上皮作为阳性对照。 

主要观察指标：人肝癌干细胞表型、生长曲线和细胞

周期，CD133+CD34+ MHCC97的体外诱导分化结果。 
统计学分析：应用SPSS 13.0软件进行数据处理，

CD133+CD34+ MHCC97和CD133-CD34- MHCC97的细

胞周期比较采用t 检验，P < 0.05显示差异有显著性意义。 
 

2  结果  Results  
2.1  人肝癌干细胞表型  利用流式细胞技术分离CD133+ 

CD34+ MHCC97，这种细胞为类卵圆形梭形细胞，表型特征

为CD11a(-)、CD31(-)、CD34(-)、CD45(-)、CD133(+)、
CD44(+)、CD73(+)、CD105(+)、CD166(+)(图1)。 

与 CD133-CD34-MHCC97 相 比 ， CD133+CD34+ 
MHCC97恶性程度更高，更容易侵袭转移，在现在的分离

方法上，其更容易被消化和传代，作者推测，细胞特异性

的CD133+CD34+的表型可能在这一过程中起重要作用，更

多分子形态的验证会更进一步阐明肿瘤干细胞的生物学特

性。 
2.2  人肝癌干细胞生长曲线和细胞周期  肿瘤干细胞的

特征在于可以逃逸化疗，比较恶性能力的一个指标就是

体外扩增和分化能力，本实验证明 CD133+CD34+ 
MHCC97细胞的生长曲线与CD133-CD34-MHCC9细胞

没有区别(图2)。 
24 h后，去除悬浮细胞，补充培养基，细胞每隔3 d换

液1次，待细胞长至70%-80%汇合时，用0.125%胰蛋白  
酶+0.01% EDTA消化传代。CD133+CD34+ MHCC97来源 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

的细胞在第6天细胞基本上达到汇合，而CD133-CD34- 
MHCC97来源的细胞在第9天达到汇合。CD133+CD34+ 
MHCC97和CD133-CD34- MHCC97的倍增时间分别为 
26 h和37 h。细胞周期分析对数生长期的细胞，结果证明

两者差别不大，差异无显著性意义(表1)。 
2.3  CD133+CD34+MHCC97在体外经诱导可分化为上皮

细胞  CD133+CD34+ MHCC97在EpDM中诱导培养3周
后，部分细胞由梭形变为典型的卵石样上皮细胞形态(图
3A)。免疫荧光染色显示，诱导后约60%细胞表达广谱上皮

细胞标志pan-CK(图3B)。 
RT-PCR结果显示，CD133+CD34+ MHCC97的细胞表

达上皮细胞特异标志CK18，而CD133-CD34- MHCC97并
不表达(图3C)。 
2.4  CD133+CD34+MHCC97在体外经诱导可分化为血管

内皮细胞  CD133+CD34+ MHCC97在内皮诱导24 h后即

出现了血管网状结构(图4A)。 
vWF免疫荧光染色显示，约70%的细胞呈阳性，用

血管内皮细胞特异的vWF抗体进行免疫荧光双染，可见

β2M/vWF双阳性的供体来源的血管内皮细胞(图4B)。 
RT-PCR显示分化后的细胞表达内皮细胞特异性标志

CD31、vWF和CD34(图4C)。 
 
3  讨论  Discussion 

肿瘤干细胞是肿瘤复发和转移的根源已经被越来越多

的认可，肿瘤复发和转移的根本原因在于肿瘤干细胞对化

疗的耐受和肿瘤干细胞的免疫逃逸，而肿瘤细胞之所以发

生逃逸的一个重要原因在于其特征性的表型，导致免疫系

统对恶性肿瘤干细胞监视的失效，从而引起肿瘤的免疫逃

逸。肿瘤干细胞的异常分化和克隆增生使其失去正常细胞

具有的凋亡能力[13-15]。 
现有的治疗癌症的方法，包括肿瘤外科、肿瘤放射治

疗、肿瘤化学治疗以及通常的免疫及基因治疗，其目标大

多数是尽可能杀死或清除一切肿瘤细胞。这些治疗方法多

具有其局限性，如不良反应强烈、无法抑制肿瘤的复发等。

目前肿瘤的常规治疗、如放疗、化疗的确能杀死大部分恶

性细胞， 但是对存在于肿瘤中的数量稀少的干细胞样细胞

群却作用甚微。治疗后残存肿瘤干细胞的增殖，足以使肿

瘤复发和转移。  
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图 2  CD133+CD34+ MHCC97 细胞的生长曲线 
Figure 2  Growth curve of CD133+CD34+ MHCC97 cells 
图注：CD133+CD34+ MHCC97 细胞的生长曲线与 CD133-CD34-

MHCC9 细胞没有区别。 

时间(d) 

表 1  CD133+CD34+ MHCC97 和 CD133-CD34- MHCC97 的细胞周

期比较 
Table 1  Cell cycles of CD133+CD34+ MHCC97 versus 
CD133-CD34- MHCC97 cells     

表注：细胞周期分析对数生长期的细胞，结果证明两者差别不大。 

细胞周期 CD133+CD34+ MHCC97 CD133-CD34- MHCC97 

G0-G1期 
G2-M 期 
S 期 

70.55% 
19.03% 
10.43% 

61.24% 
17.63% 
21.12% 
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由于肿瘤干细胞与干细胞的相似性，如何避免对肿瘤

干细胞具有杀伤作用的治疗手段影响到正常的干细胞就显

得十分重要，如果采用的治疗手段不合适，有可能引发严

重的不良反应，使人类正常的干细胞受到损害。干细胞的活

动受到其微环境的严格调控，是人类正常的生理活动，而肿

瘤干细胞的活动则产生肿瘤，因此正常的干细胞和肿瘤干细

胞在基因表达和依赖的细胞信号通路上应该存在不同，如何

发现能选择性地杀伤肿瘤干细胞的治疗手段是一个仍然需

要大量研究的领域[16-17]。据此可以通过改善肝脏的微环境来

诱导癌细胞向正常细胞分化，或者通过诱导癌细胞凋亡来达

到治疗目的，而且已有相关的此类研究的报道[18]。 
本实验对 CD133+CD34+MHCC97 和 CD133-CD34- 

MHCC97进行了比较研究。由于在使用半透膜把CD133+ 

CD34+MHCC97和CD133-CD34- MHCC97分割开后，免疫

调节作用依然存在，所以很多的研究者认为间充质干细胞

抑制免疫细胞增殖，活化，是通过分泌可溶性的抑制性因

子实现的。目前已经被研究证实的发挥作用的因子有很多

种，其中主要包括转化生长因子β1、干细胞生长因子、前

列腺素E2、白细胞介素10、一氧化氮、吲哚胺-2，3-双加

氧酶等等。已经有很多研究显示，CD133+CD34+ MHCC97
可以归巢到骨髓或者其他受损组织，有一些研究认为表达

CXCR4的CD133+CD34+MHCC97是通过基质细胞衍生因

子1这个途径归巢的[19-20]。虽然CD133+CD34+ MHCC97可
能通过这种细胞间直接接触发挥其免疫抑制活性，但究竟

有哪些表面分子介导了这种细胞间的相互作用还有待进一

步研究。最新一项研究结果推动了该方向的进展，CD133+ 

CD34+MHCC97细胞表面组成性表达的HLA-G抗原参与介

导了CD133+CD34+MHCC97间充质干细胞的免疫抑制作

用。 
CD133+CD34+ MHCC9三系分化的能力，从而证明其

肿瘤干细胞的特性。有许多研究表明，CD133+CD34+ 
MHCC97群体在合适的诱导环境下，能向3个胚层细胞分

化(神经细胞、上皮细胞、间质细胞)。但CD133+CD34+ 
MHCC97是一个异质性群体的事实也已经被广泛承认[21]。

作为临床应用的希望，间充质干细胞的这些免疫调节优势

已经在许多不同的疾病动物模型中开展研究，包括了异体

免疫排斥(器官和干细胞移植)，自身免疫和肿瘤免疫。而

且，相应的临床病例也有报道。但从目前的研究中发现

CD133+CD34+ MHCC97的这种免疫调节能力对于急性炎

症 似 乎 更 有 效 ； 在 慢 性 或 稳 定 性 的 炎 症 状 况 下

CD133+CD34+ MHCC97的免疫耐受效应并不理想，而很

可能是因为在这种情况下，似乎并不需要再去控制已经超

负荷的免疫系统反应。分化掉的细胞在整个细胞群体中

的比例会越来越高，那么如果利用这个细胞群体中绝大

多数细胞的表面标志来定义CD133+CD34+MHCC97群
体，很可能反映的不是CD133+CD34+ MHCC97在体内本

来的性状。所以，怎样区分出原始的以及成熟的细胞会

很有价值。 
肿瘤干细胞学说这一新概念的提出及认定无疑将会是

人类攻克癌症的一大进步，将会对癌症的诊断、治疗及预

防产生深远的影响，为人类治愈癌症提供重要帮助。但目

前这一研究领域仅是初级阶段，还有许多问题有待解决，

如是否各种肿瘤都含有肿瘤干细胞、肿瘤干细胞的具体生

物学特性、肿瘤干细胞的调节机制、肿瘤干细胞的药物研

制及其疫苗的研制等等，此外近年发现的SP细胞与肿瘤干

细胞的具体内在联系也是需要搞清的问题之一，因为这种

细胞可能与肿瘤的耐药性有很大关系[22]。 
已经通过实验证实，瘤细胞就是由肿瘤干细胞分化而

来的。因而，只要对肿瘤干细胞准确实施医学打击，就可

能从根本上摧毁肿瘤细胞母体，整个肿瘤也会随之溃散，

从而可避免常规放疗、化疗等传统癌症治疗方法不能根除

癌症等弊端。其他部位癌症的发生，也是由某个母体繁殖、

扩增的。只要同样打击肿瘤细胞的“母体”，治疗癌症将更

加有效，这将有待于进一步去证实。肿瘤干细胞作为一种

新的发现虽然时间还不长，但它从一个全新的角度开启了

人们的思维、开拓科研工作者的思路。肿瘤干细胞的分离

和鉴定，为临床彻底根治癌症带来了希望。肿瘤原发灶的

手术根治及特异性免疫和生物治疗将是彻底清除残存肿瘤

干细胞治愈肿瘤的有效手段。 
相信随着对肿瘤干细胞研究的不断深入，研究结果将

有利于深入了解肿瘤的发生机制，为肿瘤治疗提供新的靶

点，人类将有望从根本上根治癌症。 
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