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ＨｅｐＧ２亚群中细胞角蛋白１９的表达差异
周红兵，樊菁，任彦顺，李丙所，党军强，窦科峰

（第四军医大学西京医院 肝胆外科，陕西 西安 ７１００３３）

　　摘要：目的　探讨细胞角蛋白 １９（ＣＫ１９）在 ＨｅｐＧ２细胞系中不同细胞亚群的表达差异及其意义。
方法　采用免疫细胞化学方法观察 ＣＫ１９在边缘群（ＳＰ）及非边缘群（ｎｏｎＳＰ）２个不同肝癌亚群中表

达的变化及含量。结果　ＳＰ细胞仅占细胞总体的 １．６％ ；ＳＰ细胞 ＣＫ１９表达明显高于 ＮｏｎＳＰ细胞

（Ｐ＜０．０１）。结论　ＣＫ１９在肝癌细胞中表达有差异，强阳性多数分布在 ＳＰ细胞亚群中；进一步证实

了肿瘤的异质性。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（１）：４８－５０］
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　　关于肿瘤的发生发展比较有影响力的解释是
随机理论和等级理论。前者认为肿瘤是由一个相

对同源的群体构成，仅有小部分经历了随机事件

而获得广泛增殖和形成新肿瘤的能力；并认为在

肿瘤细胞中存在金字塔式的结构，它类似于正常

组织中细胞组成的结构。位于塔顶的是肿瘤干细

胞（ＣＳＣｓ），它们能自我更新，分裂为子代细胞并
形成新的肿瘤［１］。近年来，利用流式细胞荧光激

活分选法可以获得组织中具有原始干细胞特征的

成体细胞 ，利用类似的方法可将肝癌细胞分成两

个不同特征的亚群［２］。探讨 ＣＫ１９在这两个不同
亚群细胞中的表达差异对阐明和验证肝癌组织中

是否存在具有干细胞特征的肿瘤细胞具有重要的

意义。

１　材料和方法

１．１　材料
ＨｅｐＧ２细胞系（人高转移肝癌细胞系）购自西

安超英生物公司，荧光染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２购自
Ｓｉｇｍａ公司，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，鼠抗人 ＣＫ１９一抗及 ＦＩＴＣ连接的山羊抗鼠二
抗（中杉金桥），ＦＡＣＳＡｄｖａｎｔａｇｅＩＩ型六色荧光流
式细胞仪购自美国 ＢＤ公司，ＩＸ７０Ｏｌｙｍｐｕｓ激光共
聚焦显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。



第１期 周红兵，等：ＨｅｐＧ２亚群中细胞角蛋白１９的表达差异

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２细胞中
加入含有 １０％胎牛血清（ＦＣＳ）和 １％青霉素／链
霉素的 ＤＭＥＭ培养基，５％ ＣＯ２孵箱中３７℃孵育。
１．２．２　细胞亚群的分选及检测
１．２．２．１　分选方法　将 ＨｅｐＧ２细胞常规消化，
ＨＢＳＳ洗 涤，制 备 成 单 细 胞 悬 液；细 胞 密 度 为
１×１０９／Ｌ。等分细胞悬液，两组均加入荧光染料
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２使终浓度为 ６ｍｇ／Ｌ；其中一组再加入
维拉帕米，终浓度５０ｍｍｏｌ／Ｌ。３７℃避光水浴９０ｍｉｎ，
冰上１０ｍｉｎ终止染色；冰预冷ＨＢＳＳ洗涤细胞并重悬
浮，再加入碘化丙啶（ＰＩ）使终浓度为２ｍｇ／Ｌ。
１．２．２．２　流式细胞仪检测细胞亚群　３５５ｎｍ
ＵＶ激 发 光 源，６１０ｎｍ 双 色 短 通 反 射 滤 镜，
４５０ｎｍ和 ６７５ｎｍ边缘长通滤片分别检测散射光蓝
光及红光部分，线性模式采集信号，测量前向散

射和侧向散射二维参数图，检测细胞均一性。以

Ｈｏｅｃｈｓｔ红为 Ｘ轴，Ｈｏｅｃｈｓｔ蓝为 Ｙ轴作二维散点
图，将低 Ｈｏｅｃｈｓｔ红及低 Ｈｏｅｃｈｓｔ蓝且维拉帕米组
缺失的区域设定为 ＳＰ细胞的“门”（ｇａｔｅ），计算
百分比，分选出 ＳＰ细胞及 ｎｏｎＳＰ细胞。
１．２．３　ＣＫ１９免疫细胞化学分析　将两种细胞
分别接种于盖玻片，培养方法同前。分别于培养

４，６，８，１０ｈ后，－２０℃下丙酮固定细胞 ２０ｍｉｎ，并
用含 ０．１％吐温 ２０的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤。
在使用山羊正常血清封闭 １ｈ后，固定的细胞分别
用 ＣＫ１９一抗在湿盒内 ４℃过夜。随后使用含有
０．１％吐温 ２０的 ＰＢＳ液洗涤，摇床摇洗 ２０ｍｉｎ。
加入二抗，３７℃孵育 ２ｈ。ＰＢＳ清洗后，用３００ｍＬ／Ｌ
的甘油缓冲液封闭细胞爬片，用奥林巴斯聚焦显

微镜进行观察。ＣＫ１９单抗最适工作浓度为１∶１００，
二抗工作浓度为 １∶５００。
１．３　统计学处理

用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件包分析。统计学差异
采用配对 ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＳＰ细胞及 ＮｏｎＳＰ细胞的分选
前向散射和侧向散射二维参数图证明受检细

胞大小、形态、胞质均匀性一致，无 ＰＩ染色细胞，
无杂细胞干扰。二维散点图示：在细胞集中区域

（Ｐ２）左下角（Ｐ１）另有小部分散点聚集（低 Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ），而维拉帕米拮抗组无此区域，即 ＳＰ细胞
区（图 １）。对 Ｐ１区域的 ＳＰ细胞及 Ｐ２区域的 ｎｏｎ
ＳＰ细胞进行分选，分别获得 ４×１０５及 １×１０６个细
胞，两种细胞分别占受检细胞的 １．６％和 ４％。
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　　图 １　流式细胞仪二维散点图　Ｈｏｅｃｈｓｔ红为 Ｘ
轴；Ｈｏｅｃｈｓｔ蓝为 Ｙ轴

２．２　ＣＫ１９免疫细胞化学分析
ＳＰ细胞及 ｎｏｎＳＰ细胞爬片 ４ｈ后均贴壁。免

疫细胞化学分析发现，ＳＰ细胞及 ｎｏｎＳＰ细胞胞质
内均可见绿色荧光，其中 ＳＰ细胞爬片可见许多强
荧光显色。利用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０．２软件分别检
测 ＳＰ细胞和 ｎｏｎＳＰ细胞爬片的平均积分光密
度，结果表明，ＳＰ细胞及 ｎｏｎＳＰ细胞中 ＣＫ１９的
表达有统计学差异（图 ２Ａ－Ｂ，表 １）。

图２　ＳＰ和ＮｏｎＳＰ细胞ＣＫ１９表达（间接免疫荧光染色 ×２００）　Ａ：ＳＰ细胞；Ｂ：ｎｏｎＳＰ细胞

９４
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表１　ＳＰ细胞及ｎｏｎＳＰ细胞中ＣＫ１９的表达

细胞亚群
培养时间

４ｈ ６ｈ ８ｈ １０ｈ
ｔ值 Ｐ值

边缘群（ＳＰ）

非边缘群（ｎｏｎＳＰ）

１．４２７４８７

１．２２２８９２

１．４０６４７４

１．２１３６４１

１．４０１４６３

１．１９８９１２

１．４０９７８６

１．１９８６８７
５３．６３７ ＜０．０１

３　讨　论

肿瘤的发生机制是当前国内外研究的热点领

域。有学者［３］提出肿瘤细胞和干细胞都具有幼稚

的细胞表型，并提出肿瘤的干细胞起源假说 。随

着研究的深入，已有多种方法应用于肿瘤组织中

具有干细胞样特性的肿瘤细胞的分离。利用干

细胞对多种染料具有排斥性的特异性功能标志，

结合荧光激活细胞分选法，可得到低荧光并表现

为边缘性聚集的 ＳＰ细胞 ［４－５］。目前以这种分离

富集干细胞样细胞的方法最为先进。肿瘤细胞

和干细胞在无限增殖、多向分化及自我更新机制

等方面具有相似性。近年在乳腺癌、白血病、中

枢神经系统肿瘤的研究中，发现肿瘤组织只有少

数细胞具有无限增生和致瘤的潜能［６］。ＨｅｐＧ２细
胞系是一株高转移率的肝癌细胞系，本研究利用

ＨｅｐＧ２细胞系表达 ＣＫ１９的情况来探讨肝细胞肝
癌中是否也存在类似的特点。ＣＫ１９的表达有组
织和分化特异性，是胆管的特异性标志物，是目

前筛选出的肝干细胞高度表达且特异性较好的

标志物之一。ＣＫ１９在正常成体肝脏中仅表达于
胆管上皮细胞而不表达于肝细胞。肝细胞阳性

表达被认为是来源于已初步分化的肝干细胞 ［７］。

当肝细胞发生癌变时，有的癌细胞可表达 ＣＫ１９，
且表达程度与细胞的分化程度呈负相关 ［３］。Ｔａ
ｋａｈｉｒｏ等［８］研究表明，表达 ＣＫ１９的肝癌侵袭性
更强，恶性程度更高。肝癌细胞表达胆管细胞特

异性标志意味着其可能来源于恶变前的某种祖

细胞［９］。本研究通过流式细胞荧光激活分选法富

集了干细胞样肝癌细胞（ＳＰ细胞），用免疫细胞
化学方法证实在 ＨｅｐＧ２细胞系两个亚群都表达

ＣＫ１９。本结果还发现 ＣＫ１９的表达存在明显差
异，仅极少部分 ＨｅｐＧ２细胞 ＣＫ１９表达呈强阳性，
且绝大多数分布在 ＳＰ细胞亚群中。通过计算免
疫荧光平均积分光密度，发现 ＣＫ１９的表达在两
个亚群中确实存在明显差异。提示，仅有少量克

隆扩增、形成肿瘤及自我更新能力强的、更为原

始的干细胞样肿瘤细胞高表达 ＣＫ１９，进一步证
实了肿瘤的异质性。
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