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【摘要】 目的 应用非显带技术，分析人体肝癌细胞系 SMMC-7721 的染色体核型。方法 体外培养

SMMC-7721细胞，通过秋水仙素使细胞同步化，低渗、滴片、吉姆萨染色，进行非显带染色体核型分析。结果 数目

方面，SMMC-7721细胞系核型的众数为60~70条，峰值主要出现在E组，通过分析染色体数目在50~70个之间的

较清晰的25个核型发现，E、F、G组染色体总数大多过半甚至超过60%；结构方面，分辨出双着丝粒染色体、含有3

个着丝粒的染色体和环状染色体。结论 上述染色体的数目异常与结构畸变，对认识肝细胞的转化、恶变以及

临床的初步诊治提供了细胞遗传学基础。
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Karyotype analysis of human hepatoma cell line SMMC-7721 using non-banding techniques. FAN Ning 1, GAO
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【Abstract】 Objective To analyze karyotype of human hepatoma cell lines SMMC-7721 using non-banding

technique. Methods SMMC-7721 cells were cultured in vitro, followed by cell synchronization with colchicine, hy-

potonic treatment and Giemsa staining, and then non-banding karyotype was analyzed. Results The majority number

of karyotypes of SMMC-7721 cell lines was 60 to 70. Peaks occurred mainly in the E group, and the majority of E, F,

G groups were more than half of the total number of chromosomes or even more than 60% (25/128). For the structure

of chromosomes, dicentric chromosome, chromosome sharing three centromeres and ring chromosome could be found

in a few cells. Conclusion The analysis of the abnormal chromosome will help us to deeply understand transforma-

tion and deterioration of liver cells, which provides the genetic basis for preliminary clinical diagnosis and treatment.
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蛋白在胚胎发育过程中发挥重要的作用。
本研究中，笔者利用免疫组织化学法检测巢蛋

白在胚胎时期肾组织中的表达，观察到巢蛋白在胎
肾组织的肾小球、肾小囊均有表达且有时空性，这
些结果证实巢蛋白与肾脏的发育相关，为进一步研
究巢蛋白在胚胎发育过程中的作用及机制奠定了
良好的基础。此外，笔者还发现，巢蛋白在胚胎肾的
表达也分布于肾组织内的微血管壁上，其表达同样随
着胎龄的增加而降低，提示巢蛋白与血管发生有关。
先前有研究发现，巢蛋白在大脑组织内的血管内皮上
表达，而且，不局限于新生的毛细血管，在直径较大的
小动脉和小静脉内皮细胞也有巢蛋白的表达[4]。巢
蛋白除了在正常组织血管有表达之外，在肿瘤组织新
生的血管内皮细胞巢蛋白也出现高表达，提示巢蛋白
的表达与肿瘤血管发生有关[5-6]。

参考文献
[1] 董丽萍, 邹 鹰, 黄 河, 等. 巢蛋白在人胚胎肺中的表达[J]. 国际

病理科学与临床杂志, 2011, 31(6): 483-485.

[2] Liu J, Ji X, Li Z, et al. Nestin overexpression promotes the embryon-

ic development of heart and brain through the regulation of cell pro-

liferation [J]. Brain Research, 2015, 1610: 1-11.

[3] 刘学红, 张 泳. MAP-2和巢蛋白在人胚胎舌肌组织发育过程中

的表达 [J]. 南方医科大学学报, 2013, 33(1): 135-137.

[4] Mokrý J, Ehrmann J, Karbanová J,et al. Expression of intermediate

filament nestin in blood vessels of neural and non-neural tissues [J].

Acta Medica (Hradec Kralove), 2008, 51(3): 173-179.

[5] Gravdal K, Halvorsen O J, Haukaas S A, et al. Proliferation of im-

mature tumor vessels is a novel marker of clinical progression in

prostate cancer [J]. Cancer Research, 2009, 69(11): 4708-4715.

[6] Eaton CL, Colombel M, Van Der Pluijm G, et al. Evaluation of the

frequency of putative prostate cancer stem cells in primary and met-

astatic prostate cancer [J]. The Prostate, 2010, 70(8): 875-882.

(收稿日期：2015-04-23)

··2967



海南医学2015年10月第26卷第20期

原发性肝癌是一种危害性较大的恶性肿瘤，过去
对肝癌的研究，多采用由致癌剂诱发的肝癌动物模
型，但这种动物的肝癌模型毕竟和人体肝癌的生物学
特性存在着相当大的差异[1]。因此，我们通过体外培
养人体肝癌细胞株SMMC-7721，利用非显带技术对
其进行染色体核型分析，为认识肝癌细胞的遗传学特
性提供实验数据。

1 资料与方法
1.1 细胞培养 SMMC-7721 传代培养 2~3 d，

待细胞生长密度为70%~80%，加1 µg/ml秋水仙素作
用4~6 h。胰酶消化细胞，用1640培养基和10%胎牛
血清终止消化，离心，弃去上清液，用磷酸盐缓冲液
(PBS)清洗细胞1次，再离心，弃上清。

1.2 低渗处理 加入0.075 mol/L KCl低渗液至
6 ml，轻轻混匀，37℃水浴20 min。

1.3 预固定 加入固定液(甲醛:冰醋酸=3:1)

1 ml，轻轻混匀。预固定2 min，1 500 r/min离心10 min，
弃去上清液，保留底部细胞。

1.4 固定 加入固定液至8 ml，混匀固定30 min，
1 500 r/min 离心8 min，弃去上清液。重复固定一次。

1.5 滴片 加至 1 ml固定液制成细胞悬液，悬
空 15~20 cm滴 1~2滴细胞悬液至冰水中取出的载玻
片上，迅速过酒精灯火焰烤片3~5 min。

1.6 染色 在标本上加数滴吉姆萨染液，染色
20~30 min，用水冲洗。

1.7 显微镜观察 在低倍镜下找到短小似棒状
处于分裂中期细胞的染色体，转换油镜继续观察，选
择染色体分散、没有重叠且团聚性较好的细胞，通过

图像采集系统Motrc Images Advanced 3.2镜下采图，
拍照，计数，分析肿瘤细胞染色体数目与结构。

2 结 果
本次标本共采集了153个细胞进行染色体分析，

肝癌细胞系 SMMC-7721 在传代培养过程中仍保持
其上皮细胞的形态。

2.1 数目方面 在153个核型中：① SMMC-7721

细胞系染色体数目的众数出现在 60~70 条 (图 1)。
②拥有65条染色体的细胞21个，68条染色体的细胞
9个。我们进一步分析了染色体数目在50~70个之间
的较清晰的 25 个核型发现。③C 组染色体的数目
在A、B、C、D组中最多。④各细胞中数目异常的峰
值多出现在 E 组 (表 1)。⑤E、F、G 组染色体总数
40%~50% 4个，50%~60% 15个，60~70% 6个，大多达
到50%甚至超过60%。

2.2 结构方面 在非显带技术下，标本中可见
1~4 个数目不等的双着丝粒染色体(图 2A)、三着丝
粒染色体(图 2B)以及环状染色体(图 2C)。其中，具

图1 SMMC-7721非显带核型中染色体的数目分布

图2 SMMC-7721非显带核型中染色体的结构异常

注：箭头所示分别为双着丝粒染色体(A)、三着丝粒的染色体(B)、环状染色体(C)，标尺为5 μm。

表1 25个核型中E、F、G组染色体数目统计表

染色体组别

E组

F组

G组

染色体数目等于

正常的核型个数

0

0

3

染色体数目大于

正常的核型个数

25

24

10

染色体数目小于

正常的核型个数

0

1

12

染色体序号

(染色体的正常数目)

16~18(6)

19~20(4)

21~22(4)
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有 1 个、2 个、3 个、4 个双着丝粒染色体异常的核型
个数为 9个、7个、3个、1个，具有三着丝粒染色体的

核型个数为 5 个，具有环状染色体异常的核型个数

为 10个。

3 讨 论

关于SMMC-7721细胞系的染色体数目变化，分

析结果较董荣春等[1]在染色体数目上有不同程度的

增加，这可能是不同实验室获得同一个细胞株后，在

离体培养和传代过程中细胞发生演变造成的，还发现

有近 90% (137/153)的标本其染色体属于超二倍体，

可能与肝癌细胞在有丝分裂时染色体不分离或染色

体缺失有关，而无丝分裂、核内不均等分裂也可能参

与了数目畸变的形成[2]。而核型数为(65,68)的标本出

现的频率较高，可能是在此状态下更有利于肝癌细胞

的存活。关于为何在25个核型里C组染色体数目在

A、B、C、D组中最多，已有文献报道，C组内的 8号染

色体存有癌基因，11号染色体的长臂是断裂重接位

点，已知该位点既是频发断裂点又是脆性位点和癌基

因位点，因此，8号与 11号染色体均以较高的频率参

与肿瘤染色体的重排[3]。关于为何在 25 个核型中 E

组出现峰值以及E、F、G组染色体总数大多过半甚至

超过60%，我们分析，前者可能是因为E 组的17号染

色体长臂含有脆性位点17q11，而该位点与癌基因位

点 eib-A-1相近，参与肝癌细胞的转化和癌变[4]；后者

可能是由于A、B、C大染色体组的染色体缺失、断裂

从而形成了近似E、F、G组大小的染色体，而这些染

色体中同样含有较多的癌基因和脆性位点，共同导致

了肝细胞的恶变[5]。

从结构上看，出现了双着丝粒染色体，分析是由

于非同源染色体的缺失断裂之后，含有着丝粒的染色

体两两组合形成的。至于出现含有三个着丝粒的染

色体，一方面可能是因为在非显带技术下将扭曲或粘

连的染色体误认为含有三个着丝粒的染色体，另一方

面也可能是因为两条染色体在形成过程中各自末端

缺失，第三条染色体两个末端均有缺失，继而这三条

染色体的四个粘性末端连在一起。由于含有三个着

丝粒染色体的细胞属于不稳定性染色体畸变，在其传

代以及生长时，将会因为基因重复、缺失以及形成新

的结构畸变而造成对细胞个体致命的损伤。环状染

色体的出现可能是因为一条染色体的长臂和短臂均

出现缺失形成粘性末端[2]，而后相连形成环状，或者

染色体在复制分裂过程中两条姐妹染色单体同侧缺

失形成粘性末端后自身相连成为部分环状。然而，上

述数目异常和结构异常发生的确切原因，有待于进一

步的染色体显带或FISH等技术确定。

通过上述研究，分析肝癌细胞转化、恶变的可能

过程是：大染色体含有较多的脆性位点和癌基因[1]，

进而频发断裂形成粘性末端并暴露癌基因，然后发生

重组，形成等臂、双着丝粒染色体[2]，促使原癌基因激

活，最终加速细胞恶变[6-8]。上述关于肿瘤细胞染色

体的核型分析将对肝癌细胞的转化，癌变提供一定的

细胞遗传学基础。
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