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　　肿瘤异质性 (heterogeneity)是指肿瘤性质上的

多样性。异质性对于解释肿瘤基础研究及临床研究

中出现的许多疑问具有重要意义。有关肿瘤异质性

的研究 ,已经从肿瘤病理学深入到细胞生物学 ,分子

生物学 ,分子遗传学 ,分子病理学等方面。肺癌异质

性较为明显 ,一直是讨论肿瘤异质性的主要对象。

大量研究表明肺癌的形态学表现、核型、生长速率、

DNA含量、转移潜能、对化疗药物的耐药性等各方

面都表现出不同程度的异质性。

1　肺癌异质性的表现

肺癌往往不是以单一的组织学类型出现 ,表现

出异质性的可达到 66% 。这种异质性主要包括组

织结构和细胞形态两方面 ,表现为同一病例甚至同

一张切片中可以出现两种或两种以上的组织学类型

的混合。混合形式以腺癌/小细胞癌、小细胞癌/大

细胞癌最为常见 ,但几种主要组织类型的各种形式

的混合都可出现。如果采用电镜和免疫组化检测方

法 ,这种异质性的表现则更为突出。

不同的细胞亚群中 ,肺癌细胞可产生不同质的

抗原物质。Fargion 等采用免疫组化和免疫荧光染

色方法在新鲜肺癌标本和肺癌细胞株中检测 7种不

同的表面抗原 ,观察到抗原物质的异质性表达 ,而且

发现阳性细胞的分布以及抗原的密度并不一致。另

外 ,抗原表达阳性的细胞株被克隆出来后 ,抗原表达

的异质性继续存在于细胞株中 ,这说明产生抗原表

达异质性是肿瘤细胞的内在特征[1] 。

原发肿瘤及其转移灶在基因含量、形式、功能以

及成分上存在相当大的异质性。Selypes 等研究发

现 ,肺癌脑转移病例原发灶和转移灶癌细胞染色体

数目及 DNA 含量存在明显的异质性[2] 。肿瘤细胞

群中各种癌细胞的增殖能力与转移能力并不一致 ,

增值旺盛的肿瘤细胞不一定有很强的转移力 ,说明

组成肿瘤的细胞群存在着转移性上的异质性。转移

是一个多阶段复杂的过程 ,涉及多种分子与基因的

激活及抑制。另外转移瘤并不是原发灶简单的克

隆 ,转移瘤的形成与宿主免疫力、激素水平、血管密

度等体内环境因素有关。这些因素的不确定性也使

得肿瘤转移具有异质性。

肺癌中可以检测到神经内分泌表型。肺癌的神

经内分泌分化常表现出明显的异质性 ,除小细胞肺

癌 (SCLC)和类癌有神经内分泌表型外 ,其他非小细

胞肺癌 (NSCLC)也具有较明显的神经内分泌分化。

Linnoila 等研究神经内分泌分化在肺癌中的表现 ,

发现近一半的 NSCLC 可以表达神经内分泌标记

物 ,并且 NSCLC 表达神经内分泌的形式有别于

SCLC[3] 。

2　肺癌异质性的基因基础

虽然已证实肺癌是单克隆起源 ,但在肿瘤演进

过程中由于其遗传不稳定性及环境因素而获得异质

性素质 ,而生物学特性的异质性又正反映了这种遗

传不稳定性。肿瘤遗传不稳定性是肿瘤发展和肿瘤

异质性的始动因素。遗传不稳定性表现在核苷酸水

平上的不稳定和染色体不稳定性 (chromosomalin 2
stabilit y)两个方面[4] 。

2.1 　染色体异常　肺癌细胞经常呈现复杂的染色

体变异。肺癌患者中经常可检测到明显的染色体不

稳定性和遗传异质性 (genetichetero geneity) 。Gi2
rard 等研究 36 个肺癌细胞株发现 ,在染色体 1p、3p

、4p、4q、5q、8p、9p、9q、10p、10q、13q、15q、17p、18q、

19p、Xp、Xq上均可检测到杂合性丢失 (lossofhet 2
erozygosity,LOH ) 。另外 ,在 2p23、8q24、18q11 和

Xq22 上可检测到纯合性缺失 ( homozygousdele 2
tion) [5] 。在这些染色体上常存在一些抑癌基因 ,如

p53 抑癌基因位于17p13.1 位点 ;Rb 抑癌基因位于

染色体 13q14;FHIT 抑癌基因于 3p14223。这些抑

癌基因随之发生的丢失或异常 ,在肺癌的发生及发

展过程中发挥重要作用。

肿瘤演进过程中也可发生较为明显的染色体变

异 ,而且在各个阶段这种变异也并不相同。Petersen

等用比较基因组杂交 ( CGH)方法明确地发现没有

转移的和已有转移的肺鳞癌之间基因型存在的差

异 ,这种差异确切地说明了与转移表型相关的染色

体失调 ( chromosomalimbalance ) [6] 。Anami 等用

AP2PCR分析肺癌的基因改变时 ,在一些染色体上
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检测到等位基因紊乱 (allelicimbalance ) 。并且得出

结论 ,肿瘤早期比进展期发生等位基因紊乱的频率

要高 ,提示在肿瘤进展的早期遗传异质性更为明

显[7] 。

2.2 　原癌基因及抑癌基因异常 　染色体异常可以

使原癌基因和抑癌基因随之发生异常。单个基因的

突变或异常也常常表现出异质性。在不同组织学类

型的肺癌中 ,原癌基因的突变位点及突变率不同。

同一原癌基因不同位点的突变对功能的改变并不相

同 ,于是会表现出不同的生物学功能。

肺癌细胞的基因型及表型均有众多改变 ,涉及

到的主要癌基因有 ran 家族、myc家族、jun 及 fos 家

族、erb 家族等 ,抑癌基因有 p53、p16、Rb、p15、p18、

FHIT 等。这些癌基因和抑癌基因虽然与肺癌高度

相关 ,但它们的表达并不具有明显的特异性。例如

ras基因突变的发生率存在很大差别 ,一般报道为

20%～50%, 但最高有 79.07% 的报道[8] 。另外 ,这

些基因激活的机制也有多种方式 ,K2ras以点突变最

为常见 ,但也能以基因插入、转位或基因扩增而导致

K2ras基因活化。而且即使是同一位点的点突变 ,突

变结果也并不一致。Sagawa等研究发生在 K2ras第

12位密码子点突变时发现 14 例中有 6 例突变为

TGT (半胱氨酸) ,5 例为 GTT (缬氨酸 ) ,2 例为

GCT(丙氨酸) ,1 例为 TTT (苯丙氨酸) [9] 。p53 点

突变也可以表现出相当大的突变异质性 ,已发现在

p53 基因中存在至少 2000 个不同的点突变。这些

点突变中约 83%是能引起蛋白质改变的错义突变。

肺癌细胞染色体的多个区域均可发现有丢失。

Kohno等研究丢失图谱发现在 21 条不同的染色体

上有 30个区域丢失。一些区域发生的高频丢失强

烈支持该区有存在抑癌基因的可能。这些区域中包

括一些 DNA 过度甲基化的染色体区域和一些染色

体脆性位点 ,这些基因位点都可能存在一些尚未被

发现的与肺癌有关的抑癌基因[10] 。

2.3 　微卫星不稳定性　微卫星 (microsatellite )是广

泛分布于人类基因组中的一些高度多态性的短串联

重复序列 ,是由 1～6个核苷酸组成的重复单位串联

排列而成的 DNA 序列。它们可能与基因重排及变

异、基因表达调控、维持基因组稳定等多种重要生命

活动有关。肿瘤细胞中的微卫星异常主要表现为微

卫星不稳定性 (microsatelliteinstabilit y,MSI )和微卫

星 LOH。肺癌尤其是 NSCLC 患者中常常可以检测

MSI。Sozzi等研究 87 例 NSCLC 病例发现 MSI 的

检出率为 56% 。另外其血清样本中可以检测到

40%的 MSI [11] 。MSI 会导致细胞生命活动的紊乱

而可能导致肿瘤发生。微卫星与一些重要基因紧密

连锁 ,MSI 会导致这些基因的异常。Fong 等发现

MSI 与 DNA 分子异常密切相关 ,这些异常包括 K2
ras基因和 p53 基因突变以及在染色体 5q、8p、9p、

11p 和 17p 区域发生的高频杂合性丢失[12] 。

一般认为 ,肺癌起源于一个单独的细胞。但在

肿瘤演进的过程中 ,正是由于基因水平的不稳定而

导致肿瘤失去单克隆性 ,获得异质性素质。起源克

隆的遗传不稳定性是导致肿瘤异质性的主要因素。

这些分子水平上的不稳定性一方面来自环境因素或

病毒感染 ,一方面来自肿瘤细胞的肿瘤遗传易感性

(geneticsusce ptibilit y) 。遗传易感性常表现出染色

体畸变率和突变率明显高于正常 ,基因水平上可表

现为 DNA 修复及合成上的固有缺陷或染色体特殊

部位的固有脆性。反之 ,肿瘤的遗传异质性又导致

了肿瘤易感的多基因遗传 (polygenicinheritance ) ,

多基因遗传正是由导致肿瘤易感或耐受的等位基因

的改变而引起的 ,因此肿瘤易感性也是一种基因决

定事件 ,而遗传异质性正是导致这种基因事件的原

因[13] 。也就是说起源克隆的遗传不稳定性导致个

体对肿瘤的易感性憎加 ,反之肿瘤易感的多基因遗

传又影响基因的不稳定性 ,这使得肿瘤异质性变得

更为复杂。

3　小结

肺癌的异质性不容忽视 ,需要进行全面的研究 ,

以对其进行合理的解释。对于肺癌的分子致癌机

制 ,应进行多方面的探讨 ,研究各个方面的协同作用

和影响因素。从分子水平解释肺癌异质性并从分子

角度研究克服异质性的影响是肺癌异质性研究的关

键 ,随着对肺癌的分子机制的深入研究及对肿瘤异

质性的深入认识 ,肺癌的防治将会有根本性的突破。
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　　抗人肝癌单抗 HAB18早已证实与

肝癌组织有很好的亲和力 ,以其为载体

的导向药物治疗肝癌目前已进入临床实

验。为了更好的了解其相应抗原在肝癌

表达的意义 ,我们对四种肝癌细胞与正

常肝细胞 HAB18GmRNA及相应蛋白的

表达进行了细胞内定位及半定量分析 ,

试图探索 HAB18G基因蛋白产物的表

达规律。

1　材料和方法
1.1 　细胞与 HAB18单抗　人肝癌细胞

系 ( HHCC) ,肝癌细胞株 SMMC-7721,

BEL-7402, 正常人肝细胞系 ( QZG)均

来自中国科学院上海细胞所。HHCC-

9204 及鼠抗人肝癌单抗 HAB18由我校

863组提供。

1.2 　HAB18cDNA探针的制备 　探针

标记试剂盒购置德国宝灵曼公司。将

HAB18GcDNA片段用 EcoRI及 XhoI从

pBluescriptsk 重组质粒中切出 ,回收 ,纯

化 ,定量后按试剂盒说明标记。

1.3 　方法

1.3.1 　核酸原位杂交　细胞用 RPMI2
1640完全培养基培养 ,取对数生长期的

细胞用 2.5% 胰酶消化 ,制成浓度为 1×

107 个/ml 的细胞悬液 ,接种于盖片上 ,

加完全培养基 48h,4%PFA 固定 10min,

25ug/ml 蛋白酶 K消化 10min, 脱水 ,探

针于沸水浴中变性 ,杂交 ,过夜 ,加地高

辛抗体 37℃,2h。NBT/BCIP 显色系统

显色。设未含探针的预杂交液代替杂交

液为空白对照 ,用 RNase处理玻片为阴

性对照 ,转染 pcDNA3/HAb18G 的 CHO

细胞为阳性对照。

1.3.2 　免疫组织化学　免疫组化试剂

盒 SP-9000 为北京中山生物技术有限

产品。将细胞用 PBS 漂洗后 ,固定 ,

0.3% 甲醇封闭。按 S-Pkit 进行 ,用

PBS及无关抗体代

替一抗为阴性对照。

2　结果
2.1 　肝 癌 细 胞

HAB18mRNA的表达 　肝癌细胞 HHCC,

HHCC-9204,SMMC-7721 均见有阳性信

号 ,篮色 ,定位于胞浆 ,其中 HHCC为表达

最多 ,BEL-7402 及正常肝细胞未见表达。

2.2 　免疫组化检测　四种肝癌细胞蛋

白反应阳性 ,HHCC蛋白表达最多 ,棕黄

色 ,定位于胞膜及胞浆 ,其中 BEL-7402

为弱阳性 ,正常肝细胞未见特殊性染色。

3　讨　论
BEL-7402 细胞中 HAb18G 蛋白

含量较低 ,其 mRNA 未检测到 ,可能因

为含量较少未能检测出来。但少量的

mRNA可翻译出足够的蛋白 ,使免疫组

化的结果呈现阳性反应。

四种肝癌细胞中 HAB18G蛋白的

表达均高于正常肝细胞的表达 ,以前研

究证实 ,HAB18G 基因编码与 CD147分

子相同 ,CD147 分子主要作用之一是作

为基质金属蛋白酶诱导因子 ,诱导产生

基质金属蛋白酶 ( MMPs ) ,MMPs 在肿

瘤的侵袭中占有非常重要的地位 ,参与

基底膜和细胞外基质的降解 ,促进肿瘤

的浸润和转移。在本文的几种肝癌细胞

中 ,由于 HHCC 具有低分化和转移倾

向 ,而其 HAB18G的表达无论在 mRNA

水平还是蛋白水平都明显高于其他细胞

的表达。这表明 HAB18G在肝癌中的

表达量与肿瘤的分化程度密切相关。

肝癌单抗 HAB18G目前无论在基础及

临床显像和治疗中 ,都显示其潜在的利用价

值。对于其相应抗原意义和功能的更加明

确认识 ,尚需进行进一步的探索。
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