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·基础论著· 

血管内皮细胞对肝癌干细胞样细胞增殖 
及成瘤的影响 
易善永  南克俊  阮静  张丽娟  柯洋 

【摘要】 目的  探讨血管内皮细胞对肝癌干细胞样细胞增殖及成瘤的影响，并初步了解血管微环境对

肝癌干细胞样细胞作用。方法  用磁珠分选技术分选 MHCC97H 细胞株中的肝癌干细胞样细胞，将其分别

接种到普通软琼脂和内皮细胞条件软琼脂中，观察集落形成情况；将其与血管内皮细胞混合细胞接种到裸

鼠皮下，观察移植瘤形成情况。结果  肝癌干细胞样细胞在普通培养基和内皮细胞条件培养基中集落形成

率分别为：（14.25±2.94）% vs.（33.49±5.46）%，差异具有统计学意义（P＝0.036）。两组移植瘤的体积

和重量分别为（1442.73±67.51）mm3 vs. （862.93±135.12）mm3；（1.45±0.15）g vs. （0.91±0.19）g，
差异具有统计学意义（P＝0.008；P＝0.043）。结论  血管内皮细胞是肿瘤干细胞血管微环境的重要组成部

分，血管内皮细胞不仅在体外培养时能够促进肝癌干细胞样细胞的生长与增殖，而且在体内也能促进其

移植瘤的生长。 
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【Abstract】 Objective  To investigate the effects of vascular endothelial cells(VECs) on the proliferation in 
vitro and tumorigenesis in vivo of liver cancer stem-like cells(LCSLC). Methods  LCSLC were inoculated in both 
normal serum-containing media and human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) conditioned 
serum-containing media. After 2 weeks, the number of the colony formation was assessed by counting under 
microscope. LCSLC either alone or in combination with HUVECs were inoculated into the bilateral back of every 
nude mouse. After 4 weeks, xenograft tumors were measured. Results  The ratios of colony formation of LCSLC 
in HUVEC conditioned media and unconditioned identical media were (33.49±5.46)% and (14.25±2.94)%, 
which demonstrated statistical significance(P＝0.036). The results strongly indicated that LCSLC cultures grown 
in HUVEC conditioned media formed significantly more colony compared with LCSLC grown in 
unconditioned identical media. The volume and weight of xenograft tumors of LCSLC group and mixed cells 
group were (1442.73±67.51)mm3 vs. (862.93±135.12)mm3; (1.45±0.15)g vs. (0.91±0.19)g. There were significant 
differences between the two groups (P＝0.008 or P＝0.043). The data suggested that HUVEC could promote the 
growth of xenograft tumors in vivo, also. Conclusion  VECs are critical component of the cancer stem cells 
vascular niche. VECs could enhance the self-renewal and proliferation capacity of LCSLC in vitro, and they also 
accelerated the initiation and growth of xenograft tumors.  
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近年来，一些研究证实，肿瘤来源于肿瘤干细胞，

肿瘤干细胞像正常干细胞一样赖以生存于干细胞巢的

微环境中[1-4]。研究还发现，血管内皮细胞（vascular 
endothelial cells，VECs）是肿瘤干细胞血管巢的重要

组成部分。VECs 与肿瘤干细胞的自我增殖密切相关，

并且 VECs 还能够分泌一些生长因子使肿瘤干细胞维

持干细胞状态[5-6]。本研究旨在观察 MHCC97H 细胞株

中的 CD133＋
细胞，即肝癌干细胞样细胞（liver cancer 

stem-like cells，LCSLC）在普通软琼脂和内皮细胞条

件软琼脂中集落形成情况；探讨血管内皮细胞对

LCSLC 增殖及成瘤的影响。 

材料与方法 

一、主要材料与试剂 
MHCC97H 细胞株购于上海中科院细胞库；人脐

静脉内皮细胞株（human umbilical vein endothelial 
cells，HUVECs）由西安交通大学医学院中心实验室培

养提供；Balb/C 裸鼠购于中国科学院上海实验动物中

心。RPMI-1640 培养基（Sigma 公司）。鼠抗人

PE-CD133、CD133 免疫磁珠细胞分选系统（Miltenyi
公司），流式细胞仪（BD 公司）。 

二、内皮细胞条件培养液的配制 
在 14 mm 培养皿中，将生长状态为 80%的 HUVECs

用 PBS 洗涤，然后加入含 15% FBS 的 RPMI-1640 培

养基 12 ml，置于 5% CO2，37 ℃饱和温度的培养箱中

进行培养 24 h。将培养液倒出，以 1500 r/min，离心

10 min，过滤，取其上清。即内皮细胞条件培养液，

保存备用。 
三、免疫磁珠法分选细胞 
取呈对数生长期的人肝癌 MHCC97H 细胞株数

瓶，胰酶消化，用 0.4%锥虫蓝染色、计数，使细胞总

量保持在 1×108 数量级。取上述准备好的 MHCC97H
细胞，按 100 μl/108 的比例加入 FcR 阻断试剂；5 min
后按 100 μl/108 的比例加入交联 CD133 抗体的微磁珠

标记 MHCC97H 细胞。充分混匀后在 4～8 ℃冰箱内孵

育 25 min。然后加入缓冲液进行离心，弃上清，制成

细胞悬液；过 MACS 分离柱分选 MHCC97H 细胞，并

收集 CD133＋
。 

四、LCSLC 在不同条件培养基中集落形成情况 
按 1︰1 比例混合琼脂糖溶液和 RPMI-1640 培养

液，室温下冷却凝固形成培养底板。按 1︰1 的比例使

0.6%琼脂糖溶液和 RPMI-1640 培养液或者内皮细胞条

件培养基分别在无菌试管中相混，然后向试管中加入

LCSLC 细胞悬液（约 1000 个/ml），充分混匀，再以

1 ml/孔浇灌于已铺有 0.6%的琼脂糖底层六孔板中，形

成双琼脂层，将上述 2 组细胞每组接种 3 孔。待上层

琼脂凝固后，置于 5% CO2，37 ℃的培养箱中培养，

每天观察细胞集落生长。2 周后，在相差显微镜下观察

细胞集落的形成情况，镜下计数含 50 个细胞以上的集

落数量。计算集落形成率（集落形成率＝集落形成数/
接种细胞数×100%）。 

五、LCSLC 及其与 HUVECs 混合细胞的成瘤实验 
取 20 只 4～6 周龄，体重为（21.4±3.2）g 雄性裸

鼠，随机分为2组（n＝10）。取生长状态良好的HUVECs
和 LCSLC 数瓶，调整细胞密度为 1×105。分别取密度

为 1×105 的 LCSLC 及其与 HUVECs 的混合细胞，分

别注射于 10 只 Balb/C 裸鼠前肢左侧背部皮下，每只

裸鼠接种的细胞悬液量大约为 0.2 ml。接种后每周观

察两次各组细胞的成瘤情况。应用免疫组化法检测治

疗后各组移植瘤组织中 CD133 的表达情况。用德国

LeicaQ550cw 图像分析系统照相记录，并分析其灰度值。 
六、统计学处理 
所有计量资料以均数±标准差（ x ±s）表示，两

组间比较应用 t 检验分析。采用 SPSS 17.0 统计软件进

行分析处理。检验水准 α＝0.05。 

结    果 

1. LCSLC 在不同条件培养基中集落形成的比较：在

双层软琼脂培养过程中，我们观察到 LCSLC 在内皮细

胞条件软琼脂培养基中形成的集落出现早、数目多且

体积较大（图 1）。LCSLC 在普通和内皮细胞条件培

养基中集落形成率分为（14.25±2.94）vs.（33.49±
5.46）%，两组差异具有统计学意义（P＝0.036，图 2）。 

2. HUVECs 对 LCSLC 体内成瘤的影响：在第 3
天混合细胞接种部位已有肿瘤长出，而直到第 1 周末

单纯接种 LCSLC 的接种部位才有肿瘤长出。到第 4 周

末，每个接种部位均有移植瘤形成，混合细胞组与单纯

接 种 LCSLC 组 形 成 的 移 植 瘤 体 积 分 别 为

（1442.73±67.51）mm3 vs. （862.93±135.12）mm3，重

量分别为（1.45±0.15）g vs. （0.91±0.19）g。两组

移植瘤的大小、重量差异均具有统计学意义（P＝

0.008；P＝0.043，表 1）。 

表 1   两组细胞成瘤大小的比较（ x ±s） 

组别 肿瘤体积（mm3） 肿瘤重量（g） 

LCSLC 862.93±135.12 0.91±0.19 

混合细胞 1442.73±67.51 1.45±0.15 

P 值 0.008 0.043 
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3. 免疫组化检测 CD133 的表达结果：免疫组化结

果显示，各组均可见细胞膜和（或）细胞质呈棕黄色

而胞核不染色的 CD133＋
细胞。LCSLC 组和混合细胞组

的灰度值依次为：185.28±16.58 vs. 152.19±18.65。两

组相比差异具有统计学意义（P＝0.046；图 3）。灰度

值与实际表达强度成反比，即灰度值越低，阳性表达

越强。 

讨    论 

随着对肿瘤干细胞研究的不断深入，人们发现肿

瘤干细胞和正常干细胞一样也处于一个特殊的微环境

中，又称为血管微环境[1-4]。它可为肿瘤干细胞提供一

个保护性微环境，维持其自我更新和分化间的平衡，

使其不受外界因素的影响并保持其未分化状态。此外，

肿瘤干细胞的“归巢”及“动员”又和肿瘤的侵袭与

转移有着非常密切的关系。研究表明，血管内皮细胞

是肿瘤干细胞血管微环境的重要组成成分[5-6]。 
我们在前面的研究中已经证实 CD133＋MHCC97H

细胞具有肿瘤干细胞的特性，虽然目前还不能完全肯

定它们就是肝癌干细胞，但是至少可以将其定义为肝

癌干细胞样细胞[7-10]。本研究发现，LCSLC 在内皮细

胞条件软琼脂培养基下形成的集落出现早、数目多、

体积大，而在普通软琼脂培养基下形成集落出现晚、

数量少、体积小。这表明血管内皮细胞可能分泌某些

可溶性因子增加或者促进了 LCSLC 体外集落形成。据

以往文献报道，脑肿瘤干细胞样细胞需要血管微环境

来支持、维护其干细胞状态，在细胞培养中也需要血

管生长因子来保养和维持其无限增殖能力[5]。我们的研

究也支持这个观点，在 LCSLC 培养中血管内皮细胞可

能分泌某些生长因子有助于促进其增殖。LCSLC 的自

我更新、无限增殖与其周围微环境的某些生长因子密

切相关。 
在本实验中，我们将 LCSLC 以及 LCSLC 与

HUVECs 的混合细胞分别接种到裸鼠背部皮下，混合

细胞组较单纯接种 LCSLC 组形成的移植瘤出现早，体

积更大、重量更重，表明 LCSLC 与 HUVECs 共移植

可以促进移植肿瘤的快速生长，并且免疫组化结果显

示，CD133 阳性表达更强，这进一步证实了血管内皮

细胞可以促进肿瘤干细胞的生长与增殖。究其原因可

能为：一方面血管内皮细胞是肿瘤干细胞血管微环境

的重要组成部分，增加血管内皮细胞促进血管微环境

的构成，血管微环境又可以维持 LCSLC 的干细胞状态 
促进肿瘤的生长；另一方面血管内皮细胞能够分泌某

些可溶性生长因子，它们具有促进 LCSLC 的自我增殖
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及维持其未分化状态作用[5-6]。本研究进一步证实了血

管微环境在 LCSLC 移植瘤生长中的重要性。 
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