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　　摘　要：目的　初步筛选出肝母细胞瘤（ＨＢ）中的肿瘤干细胞（ＮＳＣ）相关表面标记组合，并了解ＮＳＣ的分布。方法　选择入

住江西省儿童医院并接受手术的 ＨＢ患儿，采用免疫组织化学染色的方法，观察干细胞相关标记物ＣＤ３４、Ｔｈｙ１、ｃｋｉｔ、ＣＤ５６和干

细胞生长因子（ＳＣＦ），在 ＨＢ组织及距肿瘤组织边缘３ｃｍ以外的正常肝脏组织的表达和分布。结果　Ｔｈｙ１、ｃｋｉｔ散在分布于

ＨＢ组织中，主要集中在汇管区，而正常肝脏组织中不表达；ＣＤ３４及ＳＣＦ在ＨＢ中的表达明显高于正常肝脏组织（犘＜０．０５），其中

ＣＤ３４主要在血管内皮系统中分布，ＳＣＦ主要表达在汇管区；ＣＤ５６表达于成簇的神经纤维组织中，在 ＨＢ及正常肝脏组织中表达

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　不同干细胞相关表面标志物分布于 ＨＢ组织中，并且集中表达在特定区域。表达Ｔｈｙ１／

ｃｋｉｔ阳性细胞可能对 ＨＢ的发生起一定作用。
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　　肿瘤干细胞（ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣ）的存在已在许多

肿瘤细胞株及原发性肿瘤中得到了证实。ＮＳＣ学说认为，肿

瘤组织由异质性的细胞组成，其中有极少部分细胞亚群具有起

始肿瘤的能力，它们虽然数量极少，却在肿瘤发生、转移和复发

中起重要作用。目前如白血病、乳腺癌、胃癌、前列腺癌、胰腺

癌、结肠癌、卵巢癌等中均证实了 ＮＳＣ的存在
［１］，可是肝母细

胞瘤（ｈｅｐａｔｏｃａｓｔｏｍａ，ＨＢ）的 ＮＳＣ却一直未能确定，而筛选出

合适的表面标记组合是有效分离和鉴定ＮＳＣ的前提。本文旨

在初步探讨 ＨＢ的ＮＳＣ相关表面标记物存在的合理性，为后

续的ＮＳＣ标记物分离和确定提供依据和参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００２～２０１２年江西省儿童医院普外科

收治的 ＨＢ患儿８例（肿瘤组），其中男５例，女３例，年龄１５ｄ

～１０岁，平均发病年龄为１９．８个月，术前未经放疗、化疗，８例

患儿均手术完整切除并经病理检查诊断为 ＨＢ，根据病理分

型，其中上皮型４例，混合型４例。取距肿瘤组织边缘３ｃｍ以

外的正常肝脏组织作为对照组。

１．２　方法　标本组织离体后立即取材，并以４％ 多聚甲醛固

定，常规石蜡包埋，４μｍ切片。石蜡包埋组织切片经常规脱蜡

至水，３％ Ｈ２Ｏ２ 阻断内源性过氧化物酶，山羊血清封闭，抗原

修复，然后采用常规ＳＰ免疫组织化学方法检测ＣＤ３４、Ｔｈｙ１、

ｃｋｉｔ以及干细胞生长因子（ＳＣＦ）和 ＣＤ５６的蛋白表达情况。

由两位病理科医生独立阅片，在光学显微镜下观察阳性细胞的

分布特征。以出现棕黄色、高出背景色者为阳性细胞。选取具

有代表性的肿瘤区域，在高倍镜下（×４００）随机选取１０个视

野，记录阳性细胞占组织细胞的百分率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件对数据进行统计

分析，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

　　本文８例患儿 ＨＢ组织中均可见到表达ＣＤ３４、Ｔｈｙ１、ｃ

ｋｉｔ、ＳＣＦ和ＣＤ５６阳性细胞，其中Ｔｈｙ１、ｃｋｉｔ散在分布于肿瘤

组织，主要集中在汇管区（图１Ａ、Ｂ），而在正常肝脏组织中不

表达（图１Ｃ）；ＣＤ３４主要表达于血管内皮系统，ＨＢ组织中的

表达明显高于正常肝脏组织（图１Ｄ、Ｅ，犘＜０．０５）；ＳＣＦ阳性细

胞主要分布于汇管区，ＨＢ中的表达明显高于正常肝脏组织

（图１Ｆ、Ｇ，犘＜０．０５）；ＣＤ５６表达于成簇的神经纤维组织中，二

者表达差异无统计学意义（图１Ｈ，犘＞０．０５）。两组ＣＤ３４、ＳＣＦ
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Ａ：ＨＢ组织中Ｔｈｙ１阳性细胞；Ｂ：ＨＢ组织中ｃｋｉｔ阳性细胞；Ｃ：正常肝脏组织中Ｔｈｙ１阴性表达；Ｄ：ＨＢ组织中ＣＤ３４阳性细胞；Ｅ：正常肝脏组织

中ＣＤ３４阳性细胞；Ｆ：ＨＢ组织中ＳＣＦ阳性细胞；Ｇ：正常肝脏组织中ＳＣＦ阳性细胞；Ｈ：ＨＢ组织中ＣＤ５６阳性细胞。

图１　　ＨＢ及正常肝脏组织中相关标记物表达（×４００）

和ＣＤ５６的表达比较，见表１。

表１　　两组ＣＤ３４、ＳＣＦ等表达比较（狓±狊，狀＝８）

组别 ＣＤ３４ ＳＣＦ ＣＤ５６

肿瘤组 ０．３２±０．０９ ０．４３±０．０９ ０．１１±０．０４

对照组 ０．１７±０．０７ ０．１１±０．０４ ０．０９±０．０９

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＞０．０５

３　讨　　论

ＨＢ是小儿最常见的肝脏原发性恶性肿瘤，在小儿恶性实

体性肿瘤中，ＨＢ发病率仅次于肾母细胞瘤和神经母细胞瘤，

位于第３位
［２］。儿童 ＨＢ是一种胚胎性肿瘤，其有未成熟的胚

胎性组织，这些组织持续增生，形成发育幼稚的组织块而可能

转化成恶性的母细胞瘤。ＨＢ病理组织学上可分为上皮型及

混合型［３］。上皮型又分为４个亚型：胎儿性、胚胎型、巨梁型、

小细胞未分化型。ＨＢ明确的发病机制尚未完全明了，有学者

认为可能与染色体异常、低出生体质量、母体妊娠期不良外界

因素等有关。ＨＢ的预后不容乐观，特别是在中国，由于患儿

就诊较晚，手术完整切除率低，治疗不规范，３年生存率小于

５０％
［４］。但近年ＮＳＣ理论的出现在一定程度上为 ＨＢ的发病

机制、治疗和预后提供了新的视角。该理论认为，ＮＳＣ是存在

于肿瘤细胞中的一个亚群，具有高度自我更新及无限增殖能

力，呈不对称分裂，大量事实证实其与肿瘤发生、侵袭、转移、复

发及耐药密切相关。许多肿瘤如乳腺癌、前列腺癌等，均分离

出了ＮＳＣ，但 ＨＢ的ＮＳＣ表面标记物一直未能确定。

卵圆细胞是人们目前公认的肝组织中的肝源性肝干细胞，

是肝内胆管系统源性的多潜能分化细胞群，可以分化为胆管上

皮细胞和肝细胞［５］。ＯＶ６、ＳＣＦ、ｃｋｉｔ、ＣＫ８、ＣＤ３４、ＣＤ４９、Ｔｈｙ

１、ＡＦＰ等被认为是卵圆细胞表达相对较高的标志物，其某些

标志物可以作为今后肝ＮＳＣ筛选的参考标志物。本研究基于

此前对肝脏干细胞的研究，结合文献［６７］报道，初步设想 ＨＢ

的ＮＳＣ相关几个表面标记物并验证其合理性。本研究采用免

疫组织化学染色的方法，观察表达ＣＤ３４、Ｔｈｙ１、ｃｋｉｔ、ＳＣＦ和

ＣＤ５６的阳性细胞在 ＨＢ组织及正常肝脏组织的表达情况和分

布，结果发现，Ｔｈｙ１、ｃｋｉｔ散在分布于 ＨＢ组织，主要集中在

汇管区，而正常肝脏组织中表达为阴性。Ｔｈｙ１是相对分子质

量为２５～３７×１０
３ 的细胞表面糖蛋白，通过二酰甘油（ＤＡＧ）锚

定于糖基磷脂酰肌醇（ＧＰＩ）的Ｃ末端而附着在细胞膜的胞浆

面，参与细胞的分化、识别、迁徙等功能。人类许多实体瘤细胞

（包括脑瘤、皮肤癌）中都有Ｔｈｙ１的表达，广泛分布于许多恶

性肿瘤中。有研究表明在某些肿瘤如肝癌、肺癌等组织中，其

表达情况与病理类型、肿瘤转移以及预后密切相关。Ｙａｎｇ

等［８］从肝癌细胞株和肝癌组织中筛选出Ｔｈｙ１阳性细胞，异种

移植入重症复合型免疫缺陷病小鼠体内，发现其有致瘤性，病

理提示符合肝细胞肝癌的诊断，进一步指出Ｔｈｙ１阳性肝癌细

胞具有自我更新、多向分化和高致瘤性等生物学特性，是肝癌

干细胞的特异性标志物。ｃｋｉｔ基因位于人染色体４ｑ１２１３，属

于原癌基因，其产物是Ⅲ型酪氨酸激酶，编码１４５×１０３ 的跨膜

糖蛋白，ｃｋｉｔ受体分布于细胞表面，结构类似于粒巨核细胞集

落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）和血小板源生长因子受体（ＰＤＧＦ

Ｒ）
［９］。ｃｋｉｔ与其配体结合后，诱导其胞外区的构象发生变化，

使受体在细胞膜上迁移、聚集，形成二聚体，使得酪氨酸激酶磷

酸化，继而激活酪氨酸激酶功能区，细胞质内多个蛋白质持续

磷酸化，这些效应分子的磷酸化促发细胞间信号的瀑布级链反

应，调控ｃｋｉｔ的下游底物，包括 ＭＡＰＫ、ＲａｓＲａｆＭＡＰ、ＪＡＫ／

ＳＴＡＴ等多条信号传导通路，最终活化细胞质内的转录因子，

从而调节基因表达，控制细胞生长、增殖和分化［１０］。诸如急性

髓细胞白血病、肺癌、肝癌等恶性肿瘤均有ｃｋｉｔ的表达，有些

肿瘤如胃肠道间质瘤，甚至认为ｃｋｉｔ是其特征性标记物
［１１］。

ｃｋｉｔ基因诱导肿瘤有两种方式，（１）ｃｋｉｔ基因的过表达，激活

下游信号通路，引起肿瘤的过度增殖所导致；（２）ｃｋｉｔ基因发

生突变，导致非配体依赖性的受体二聚体形成，从而激活ｃｋｉｔ

的酪氨酸激酶活性，并持续刺激下游的信号转导通路，引起细

胞不断的生长、增殖，最终成为肿瘤细胞［１２］。结合Ｔｈｙ１和ｃ

ｋｉｔ的特性本研究发现，其主要在 ＨＢ组织的汇管区表达，而在

正常肝组织中不表达或表达极少。由此，本研究推测Ｔｈｙ１／ｃ

ｋｉｔ阳性细胞可能在 ＨＢ的发生起一定作用。

ＳＣＦ又称肥大细胞生长因子，ＳＣＦ可以促使处于Ｇ０ 期的

干细胞进入细胞分裂周期，以此促进干细胞的增殖和分化。另

外，ＳＣＦ 还可抑制细胞凋亡过程，从而提高细胞的存活

力［１３１４］。ＳＣＦ在人体肝脏、骨髓、胎盘、睾丸和肾脏等多种组

织和细胞中都有表达，特别是干细胞群体更是高表达。有研究

表明，在肺癌、神经系统肿瘤、前列腺癌等均有ｃｋｉｔ和ＳＣＦ共

表达现象。ＣＤ３４在血管内皮细胞均有表达，在肿瘤组织中是

判断新生血管、侵袭性、恶性程度的重要指标［１５］。本实验中发
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现ＣＤ３４及ＳＣＦ在 ＨＢ组织中的表达明显高于正常肝组织，这

可能与肿瘤新生血管、恶性程度有关，与ＮＳＣ的关系有待进一

步研究。ＣＤ５６是神经细胞黏附分子的一种糖蛋白，位于中枢

和外周神经细胞及纤维膜表面，在神经系统的生长发育发挥重

要作用。本实验发现ＣＤ５６均表达于 ＨＢ以及正常肝脏组织

中成簇的神经纤维组织，二者在数量、分布未见明显差异。

ＨＢ是儿童最常见的肝脏原发恶性肿瘤，其最基本的治疗

方法是手术切除或通过化疗增加可切除的 ＨＢ病例数
［１６］。但

部分病例因原发性、继发性或多药耐药性而对化疗不敏感，预

后极差。ＮＳＣ理论在一定程度上为治疗提供了新的视角，鉴

定和筛选 ＨＢ中ＮＳＣ并了解表面标记组合的相关调控机制和

信号通路，对发现潜在的药物靶点，进而为临床治疗、提高治愈

率和长期存活率都具有重要意义。
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