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■背景资料
肿瘤干细胞的发
现是最近肿瘤研
究中的一个重要
方向. 肿瘤干细胞
方面的的深入研
究, 对于理解肿瘤
的发展、转移、
预后和治疗等有
重要的意义.
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Abstract
AIM: To establish a novel high-throughput two-
dimensional screening technique for cellular 
recognition and localization in hepatocellular 
carcinoma (HCC).

METHODS: HCC specimen was collected from 
a patient who underwent radical resection. 
The paraffin-embedded specimen was seri-
ally sectioned at a thickness of 1 μm. Five serial 
sections were used for staining: one for H&E 
staining and the other four for immunofluores-

cence staining for detecting eight reported liver 
cancer stem cell (LCSC) markers. Fluorescein 
isothiocyanate (FITC) and tetramethyl rhoda-
mine isothiocyanate (rhodamine) were used for 
fluorescent imaging for double staining. The sec-
tions were counterstained with Hoechst33342 to 
demonstrate the nuclei for cellular localization. 
Fluorescence microscopy was used to detect the 
fluorescence intensity and localization. 

RESULTS: We identified the valid number of 
cells in a visual field (1 × 100) of microscopy 
and delineated the merged cell map. The results 
showed that 8 LCSCs biomarkers could be de-
tected in 2 772 valid cells. The expression levels 
of biomarkers were different in these cells and 
a single valid cell could express 0-8 biomarkers. 
No biomarkers could be detected in 2 453 cells 
(88.5%).

CONCLUSION: A high-throughput two-dimen-
sional screening technique for cellular recogni-
tion and localization has been successfully de-
veloped and can be used to detect the expression 
of two or more LCSC markers in one liver cancer 
cell.

Key Words: Liver cancer stem Cells; High-through-
put screening; Two-dimension; Cellular recognition; 
Cellular localization
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摘要
目的:  建立一种新颖的高通量二维细胞识
别、定位技术, 为肝癌干细胞的鉴定、异质性
分化细胞分类等提供技术平台.

方法: 收集原发性肝细胞癌患者手术标本1例, 
每个标本分别石蜡包埋, 以1 μm的厚度连续
切5片. 每张切片取第一片做常规HE染色, 病
理诊断. 其余4张切片分别以肝癌组织中目前
已报道的8个可能的肝癌干细胞标志物进行了

■同行评议者
代智 ,  副研究员 , 
复旦大学附属中
山医院肝癌研究
所
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■研发前沿
已有文献报道肝
癌干细胞的分离
和鉴定. 但目前还
没有公认而统一
的肝癌干细胞标
志物. 不同肝癌干
细胞亚群之间的
差异特征和相关
分子机制尚未见
报道.

免疫荧光标记, 利用试剂Hoechst33342(蓝色)
标记细胞核定位, 异硫氰酸荧光素(fluorescein 
isothiocyanate, FITC), 四甲基异硫氰酸罗
丹明(tetramethyl rhodamine isothiocyanate 
rhodamine)双荧光标记待测抗体, 荧光显微镜
检测荧光位置及强度. 

结果: 以4个切片中均能识别的细胞核做定位, 
确定每个切片1个1×100显微镜视野中有效细
胞的个数, 作出4个切片合并的细胞图谱, 建立
了一种新颖的二维细胞识别技术. 检测得到有
效细胞为2 772个. 检测的8个抗体均在肝癌细
胞中表达, 并且不同肝癌细胞中肝癌干细胞标
志物的表达情况不同, 同一肝癌细胞可同时表
达多个肝癌干细胞的分子标志, 且可见8个抗
体均阳性的肝癌细胞. 其中 2 772个有效细胞
中有2 453个细胞为阴性, 所占比例为884.9‰. 

结论: 完成了高通量二维细胞识别、定位技
术方法的建立, 该方法可在一个肝癌干细胞上
检测两种以上的肝癌干细胞分子标志的表达
情况.

关键词: 肝癌干细胞; 高通量; 二维技术; 细胞识别; 
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0  引言

随着对肿瘤干细胞研究的深入, 肿瘤干细胞理

论已经逐渐受到广泛认可. 肿瘤干细胞分子标

志物在乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、神经胶质

瘤、白血病、肺癌等肿瘤中已确立[1-6], 但是就

肝癌干细胞的分子标志物而言, 目前的研究证

据尚不能完全证实肝癌干细胞(liver cancer stem 
cell, LCSC)的存在. 肝癌中已证实有一小群具

有干细胞样潜能的肿瘤细胞的存在, 并发现了

一些人肝癌干细胞可能相关的生物标记, 包括

侧群细胞[7-9]、CD133[10-14]、CD133+/CD44+[15]、

CD133+/CD45-[16]、CD90[17]、CD90+/CD44+[18]、

OV6[19]、AFP+/EpCAM+[20-23]、ALDH[24], 但尚无

一致结论. 上述肝癌干细胞可能的标志物及相

关标志物组合有8个, 但不同实验室的结果不能

相互印证, 免疫组织化学、免疫荧光技术一次

做多能标识两个抗体于同一细胞, 在同一细胞

标记8个相关抗体目前技术仍无法达到. 因此, 

我们利用组织免疫荧光、荧光显微镜检测技术

建立一种新的高通量的二维细胞识别技术. 

1  材料和方法

1.1 材料 Hoechst33342染料(Sigma公司, 工作浓

度1∶1 000), 异硫氰酸荧光素(fluorescein iso-
thiocyanate, FITC), 四甲基异硫氰酸罗丹明(tet-
ramethyl rhodamine isothiocyanate rhodamine), 
80i正置荧光显微镜荧光显微镜(Nikon公司), 抗
体ABCG2, AFP, CD133, c-Kit, CD34, CD44(PTG
公司). 
1.2 方法

1.2.1 肝癌组织固定, 包埋与切片: 收集上海复旦

大学附属中山医院原发性肝细胞癌患者手术标

本1例, 每个标本经40 g/L的中性甲醛固定, 分别

石蜡包埋, 以1 μm的厚度连续切5片. 每张切片

取第一片做常规HE染色, 病理诊断. 其余4张切

片分别以肝癌组织中目前已报道的8个可能的

肝癌干细胞标志物进行了免疫荧光双标记. 
1.2.2 标本脱蜡及水化: 将组织切片于恒温烘箱

孵育半小时, 在二甲苯中浸3次, 每次10 min. 脱
蜡后切片依次浸入1 000 mL/L、950 mL/L、
700 mL/L梯度乙醇中脱二甲苯, 每次2 min. 至蒸

馏水中浸5 min, 0.01 mol/L的PBS洗3次, 每次5 
min. 
1.2.3 抗原修复及封闭: 取出切片, 放置于3%过

氧化氢溶液中, 室温孵育15 min, 0.01 mol/L的
PBS振洗2次, 每次5 min. 取出标本, 放入95 ℃预

热的抗原修复液(柠檬酸抗原修复液, pH6.0), 中
低火煮沸15 min, 冷却至室温, 0.01 mol/L的PBS
振洗3次, 每次3 min. 取出切片, 擦干切片组织周

围的液体, 放置于湿盒中, 每份标本加入10%正

常山羊血清, 每张片子约50 μL, 室温孵育30 min. 
1.2.4 加入抗体及封片: 将切片的液体甩干, 滴
加对应的一抗于组织上. 切片加入一抗后,  置
于湿盒内, 4 ℃过夜. 取出后37 ℃复温60 min, 
0.01 mol/L的PBS振洗3次, 每次5 min; Hoechst 
33342(1∶100)染核. 将切片的液体甩干, 滴加对

应的二抗于组织上, 二抗为1∶1混合FITC标记

的羊抗兔IgG和罗丹明标记羊抗小鼠IgG, 37 ℃, 
40 min. 0.01 mol/L的PBS振洗3次, 每次5 min, 
10%缓冲甘油封片. 设空白对照(无一抗, 加PBS)
和抗体特异性对照(只加一抗不加二抗或只加二

抗不加一抗), 所有切片同时染色. 抗体名称及

组合如下: EPCAM/AFP, CD90/CD44, ABCG2/
CD133, c-Kit/CD34. 
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■相关报道
Y a n g 等 分 离 鉴
定 了 C D 9 0 + 肝
癌 干 细 胞 .  证 实
CD90+CD44+的肝
癌细胞具有较强
的侵袭和转移能
力, 差异基因组学
筛选出一系列与
侵袭转移相关的
差异基因.

表 1 表达不同数目肝癌干细胞标志物的细胞个数

     
HCSCs标志物数目     阳性细胞数目 所占比例(‰)

8     11     3.9

7       2     0.7

6     28   10.1

5       6     2.2

4     45   16.2

3     23     8.3

2   146   52.7

1     58   20.9

0 2 453 884.9

1.2.5 荧光显微镜检测荧光位置及强度: 细胞定

位及计数: 以4个连续切片中均能识别的细胞

核做定位, 记为有效细胞, 确定每个切片1个1×
100显微镜视野中有效细胞的个数. 于中山医院

中心实验室Nikon 80i正置荧光显微镜下4张连

续切片分别观察, 于1个1×100的显微镜视野中

每张切片均选择相同的视野, 拍照、保存. 用A3
纸打印出图片, 4张纸都用3 mm的长度或宽度分

别列出坐标, 横向为: X1, X2, X3...X99; 竖向为

Y1, Y2, Y3...Y140(A3纸长宽分别为297 mm和

420 mm), 4张切片中的相同坐标部位均有细胞的

存在才能记为一个有效细胞. 在原图片进行荧光

半定量计数, 按荧光强弱分为+++, ++, +, 阴性.

2  结果

2.1 荧光显微镜检测荧光位置及强度 肝癌组

织经组织免疫荧光后, 于×400的荧光显微镜

下观察拍照 .  图1为肝癌组织切片的E p C A M
和A F P检测示意图 .  肝癌组织切片利用试剂

Hoechst33342(蓝色)标记细胞核定位, FITC(绿
色)和Rhodamine(红色)分别标记EpCAM和AFP
二抗, 荧光显微镜检测蓝, 绿, 红的成像再利用

Nikon 80i正置荧光显微镜自带软件做出相关合

成图. 
2.2 8个标志物在肝癌组织中的表达 4张切片中

的相同坐标部位均有细胞的存在才能记为一个

有效细胞, 共计算有效细胞为2 772个. 检测的8

个抗体均在肝癌细胞中表达, 并且不同肝癌细

胞中肝癌干细胞标志物的表达情况不同, 同一

肝癌细胞可同时表达多个肝癌干细胞的分子标

志(表1), 且可见8个抗体均阳性的肝癌细胞(图
2). 其中, 2 772个有效细胞中有2 453个细胞为阴

性, 所占比例为884.9‰. 

3  讨论

肝癌干细胞是指肝癌组织中一小群具有自我更

新与分化潜能的肝癌细胞, 因其可能与肝癌发

生和转移直接相关而备受关注. Ma等[14]的研究

表明, CD133+ HCC细胞具有干细胞/祖细胞的

特点. 也有一些实验显示C133+细胞CD133-细

胞具有相同的致瘤能力[4]. Yamashita等[20]发现

EpCAM+AFP+细胞亚群具有肝癌干细胞特征, 且

图 1 EpCAM和AFP检测肝癌组织切片(×100). A: Hoechst 33342; B: FITC; C: Rhodamine; D: 合成图.

A B

C D
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■创新盘点
利用建立的一种
新颖的高通量二
维细胞识别技术. 
可以对8个分子标
记进行肝癌干细
胞的分选或免疫
双标.

在不同的细胞系中, 肝癌干细胞的标志物也有

差别. AFP+的细胞系HuH1、HuH7、Hep3B同
时也表达EpCAM、CD133, 但没有CD90阳性表

达细胞; AFP+的细胞系SK-Hep-1、HLE、HLF有
CD90+的细胞亚群, 但没有EpCAM+和或CD133+的

亚群. 卵圆细胞标记OV6+的肝癌细胞具有更高的

体内成瘤能力和化疗耐受性[19]. Zhu等[15]在对肝癌

细胞系HepG2、Hep3B、Huh7、SMMC-7721、
M H C C-L M3、M H C C-97L的研究中发现从

CD133+细胞群中分离出的CD133+CD44+细胞

具有干细胞的特性. Yang等[18]从肝癌细胞株和

HCC患者肝癌组织中研究发现CD90+CD44+细

胞具有肿瘤干细胞特性, 且较CD90+CD44-具有

较强的侵袭能力与转移能力. 上述各个实验结

果都证明各自的具有特殊分子标记的细胞具有

LCSC的特征, 但是对于不同细胞系的研究分子

标记有差异, 且相关的分子组合也只有2个. 
在既往文献对肿瘤干细胞分子标记的报道

图 2 8个肝癌干细胞标志物有效细胞荧光检测结果(×400). A: Hoechst 33342; B: FITC; C: Rhodamine; 通过细胞定位显示4

个连续切片中的同一个肝癌细胞(图中箭头所指). 

A1 B1 C1

A2 B2 C2

A3 B3 C3

A4 B4 C4
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中, 多采用流式[25-28]或磁珠分选[29-33]对癌细胞系

中的具有癌干细胞分子标记的细胞进行分选, 
此分选价格较昂贵且对1个细胞1次最多也只能

分选具有2个的分子标记; 采用免疫组织化学或

免疫荧光法对人肿瘤组织检测CSCs的存在时, 
双抗也只能检测出1个细胞同时存在的两种分

子标记[34,35]. 目前, 与LCSC相关的标志物有8种, 
采用流式或磁珠分选、免疫组化技术只能用于

两个相关的分子标记相互关系的研究. 本实验

用8个已报道的肝癌干细胞标志物对肝癌患者

肿瘤组织进行了检测、立体定位和分类, 结果

发现在同一肝癌组织中, 多种肝癌干细胞标志

物可在一个肝癌细胞上同时表达, 少数肝癌细

胞可同时表达8个肝癌干细胞标记, 各个肝癌干

细胞分子标记存在交叉表达的情况. 
总之, 高通量二维细胞识别技术方法的建

立, 可同时对目前8个肝癌干细胞相关的分子标

记之间的相关性进行研究; 可用于推测肝癌干

细胞在肝癌细胞中的比例与复发的相关性; 用
于比较肝癌干细胞标志物在肝癌及癌旁组织的

表达差异, 根据其与预后的关联, 探讨最佳的肝

癌干细胞标志物组合及验证其在复发中的作用, 
并检验肿瘤干细胞的特性, 为肝癌干细胞的分

离和临床应用提供理论依据和实践基础. 
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.625   

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果11月26日由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布. 《中国

科技期刊引证报告(核心板)》统计显示, 2009年《世界华人消化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综

合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国科技论文统计

源期刊(中国科技核心期刊)的第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指标0.112, 他引率0.79, 引用刊数

473种, 扩散因子15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机

构分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01. 

经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐, 《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技论文

统计源期刊”(中国科技核心期刊). (编辑部主任: 李军亮 2010-11-28)


