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摘　要：肺癌是具有高度侵袭性的一类恶性肿瘤，传统以手术结合放化疗的治疗手段对肺癌的治疗效果不佳，

5 年生存率仅为 20%~30%，其中重要原因之一是肺癌容易转移与复发。在与肺癌长期斗争的过程中，人们

发现肺癌组织中存在一小群肺癌干细胞 (lung cancer stem cells, LCSCs)，它们是肺癌难以治愈和复发的根本

原因。从 LCSCs 的发现、相关的生物学特性和信号转导通路，以及 LCSCs 与表皮 - 间质转化 (epithelial-
mesenchymal transition, EMT) 之间的关系等方面对 LSCSs 进行综述。 
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Abstract: Lung cancer is a highly invasive type of cancer. Therapy effect of traditional treatment with surgery in 
combination with chemoradiotherapy is not satisfying. Since lung cancer is easy to be metastasis and its recurrence 
rate is high, the overall 5-year survival rate is only about 20%~30%. Struggling with lung cancer for a long time, 
people realized the existence of lung cancer stem cells in lung cancer tissue, which is the major reason why lung 
cancer is difficult to be cured and has high recurrence rate. The present review addresses aspects including the 
finding of lung cancer stem cells, their relevant biological characteristics, signaling pathways and relationship with 
epithelial-mesenchymal transition.
Key words: lung cancer stem cells; biomarker; signaling pathway; epithelial-mesenchymal transition

肺癌是全球常见的恶性肿瘤之一，发病率近年

来逐年上升。目前在我国，肺癌死亡率已占所有恶

性肿瘤的首位。绝大多数肺癌起源于支气管黏膜上

皮。临床上将肺癌主要分为非小细胞肺癌 (non-small 
cell lung cancer, NSCLC ；约占 80%) 和小细胞肺

癌 (small cell lung cancer, SCLC ；约占 20%)。非小细

胞肺癌中又有鳞状细胞癌 (squamous cell carcinoma, 
SCC)、腺癌 (adenocarcinoma, AC)、大细胞癌 (large 
cell carcinoma, LCC) 等组织类型。肺癌的发病原因

尚不明确，但吸烟、环境污染、肺部感染等因素与

肺癌的发病密切相关。目前肺癌的临床治疗采取以

外科手术为主、放化疗为辅的综合治疗，然而 80%

的肺癌病例在明确诊断时已失去外科手术的机会，

因此放化疗是中晚期肺癌的主要治疗手段。然而，

由于肺癌对传统的化疗以及放疗不敏感，导致中晚

期肺癌的 5 年生存率仅为 10% 左右。近些年随着

肿瘤干细胞 (cancer stem cells, CSCs) 研究的兴起，

人们发现 CSCs 是肿瘤治疗失败的根本原因。因此

在肺癌治疗的研究中，以肺癌干细胞 (lung cancer 
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stem cells, LCSCs) 作为靶点的治疗手段具有较好的

临床前景。

1　LCSCs的发现及其标志物

人的机体中存在天然的自我修复系统，即存在

部分的成体干细胞 (adult stem cells, ASCs)，这类

ASCs 在正常情况下处于休眠状态，但在机体受到

损伤或病变时可以启动更新分化程序对受损部位进

行修复。与 ASCs 类似，CSCs 的假设也由此而来。

根据 AACR 的定义，CSCs 是肿瘤中具有自我更新

能力并能产生异质性肿瘤细胞的“种子”细胞。

CSCs 通过不对称性分裂，产生与父代细胞性质相

同的 CSCs 和组成肿瘤大部分的非致瘤癌细胞。

CSCs 这一特性使其在免疫缺陷宿主体内可产生与

原发肿瘤相似的异质性肿瘤 [1]。

第一次对 CSCs 的认识来源于 Bonnet 和 Dick[2]

在白血病细胞中分离的一群 CD34+CD38- 白血病干

细胞，少量的这类亚群细胞即能够在 NOD/SCID 小

鼠体内重建白血病，并且这类细胞可以不断地在体

内重复移植重建白血病。自此，反复在免疫缺陷宿

主体内重建肿瘤的能力成为判断 CSCs 的金标准。

他们的研究工作开启了 CSCs 的研究序幕，成为肿

瘤研究的热门领域。CSCs 除具有正常干细胞自我

更新和分化能力外，还具有较强的致瘤性、耐药性

及异质性等特点。为了更好地研究 CSCs 的生物学

特性，需要对 CSCs 进行分选与鉴定。CSCs 的分选

通常根据其所具有的特异性标志物来使用流式细胞

分选技术 (fluorescence activated cell sorting, FACS)
或磁性激活细胞分选技术 (magnetic activated cell 
sorting, MACS) 进行分选。不同肿瘤类型的 CSCs 在
分子标志物上存在部分差异，甚至相同类型肿瘤的

CSCs 在标志物上也可能存在一定的争议。LCSCs
作为 CSCs 的一种，最早由 Kim 等

[3] 在樟脑丸诱导

的小鼠肺损伤模型中发现，可能起源于支气管肺泡

干细胞。LCSCs 具有 CSCs 的大部分共性，如较强

的致瘤性、侵袭性、耐药性、抗辐射性等特性，但

与其他类型 CSCs 在标志物的表达上略有差异，下

面对具有代表性的标志物进行阐述。

1.1　SP细胞

LCSCs 标志物的研究起源于侧群细胞 (side 
population, SP) 表型的细胞亚群。1996 年，Goodell 等 [4]

首次在小鼠骨髓中观察到一群可以排斥 Hoechst 
33342 荧光染料染色的细胞，并命名为 SP 细胞。在

这群细胞中，只需要正常细胞千分之一的数量即可

重建骨髓造血系统。研究者进一步发现乳腺癌耐

药蛋白 (breast cancer resistance protein, BCRP/ABCG2)
是引起 SP 表型的机制。ABCG2 属于 ABC 转运蛋

白 (ATP binding cassette transporter) 家族，是一类跨

膜蛋白，有 48 个家族成员。该家族蛋白的特点是

当底物与该蛋白结合后，可以利用 ATP 水解产生的

能量将底物排出胞外。ABC 转运蛋白与肿瘤细胞的

多药耐药性密切相关，而后者是肿瘤化疗中导致治

疗失败的主要原因。ABC 家族中最为重要的有 P-
糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp)、多药耐药相关蛋白

(multidrug resistance-associated protein, MRP) 及

ABCG2。这些 ABC 转运蛋白定位于细胞膜，可以

选择性地将 Hoechst 33342、Rhodamine 及药物排出

细胞外。2007 年，Ho 等 [5] 从 6 种人类肺癌细胞株

(H460、H23、HTB-58、A549、H441、H2170) 中

分选出 SP 细胞，以确定 SP 表型是否与 LCSCs 相关。

研究发现，肺癌中 SP 细胞具有比非 SP 细胞更高的

侵袭性和体内致瘤性，并且对化疗药物耐受，同时

SP 细胞具有较高的人端粒酶 (human telomerase reverse 
transcripatase, hTERT) 活性和较低水平微小染色体

维持蛋白 7 (minichromosome maintenance protein 7, 
MCM7) 的表达。hTERT 活性的升高意味着细胞具

有较强的永生化特性，而 MCM7 是细胞增殖的标

记蛋白，较低水平的表达意味着细胞处于静息期，

即 G0/G1 期。类似的针对肺癌 SP 细胞的研究还有

Shi 等 [6] 在 H460 细胞系中利用流式细胞仪分选出

SP 细胞亚群，发现该细胞亚群在体外培养可形成

悬浮细胞球，在 NOD/SCID 小鼠体内具有较强的致

瘤能力，同时该 SP 亚群细胞表达 ABCG2 和 Hed-
gehog 信号通路成员 Smoothened 跨膜蛋白 (Smo)。
用 Smo 的 抑 制 剂 环 巴 胺 处 理 H460 细 胞 阻 断

Hedgehog通路，可使G1 期细胞增加而S期细胞减少，

这提示 Hedgehog 通路在类 LCSCs 的 SP 细胞中具

有重要作用。另外，SP 细胞表型的维持近来被报道

与 β-arrestin1 的表达紧密相关 [7]。β-arrestin 介导胞

内信号转导，对于下游 Src 通路的激活及 MAPK 通

路中 ERK 的激活具有重要作用。β-arrestin1 的沉默

使 SP 表型细胞数量和 ABCG2 的表达大幅降低，而

过表达 β-arrestin1 则促进 SP 表型细胞的产生。

1.2　CD133阳性细胞

CD133 作为 CSCs 的标志物，在一系列不同类

型肿瘤中得到验证。以 CD133 作为 LCSCs 的标志

物的证据如下。Eramo 等 [8] 从肺癌肿瘤组织样本中
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分选得到 CD133 阳性的细胞，该细胞亚群不仅可

以体外悬浮培养形成肿瘤球，且可以分化为 CD133
阴性细胞。在 NOD/SCID 小鼠移植实验中显示，只

需要 1 × 104 CD133 阳性的细胞即可致瘤，而 CD133
阴性的细胞 1 × 105 也难以致瘤。对 CD133 阳性

LCSCs 的进一步研究发现，这类细胞表达干细胞全

能性蛋白 OCT4，而 OCT4 是参与调控胚胎干细胞

(embryonics stem cells, ESCs) 自我更新和维持其全

能性最为重要的转录因子之一。

Hilbe 等 [9] 对 79 例 NSCLC 临床标本研究发现，

63 例标本的 CD133 阳性细胞比例上升，由此认为

CD133 作为 NSCLC 的标志物具有临床意义，且

NSCLC 中 CD133 阳性细胞可能是促肿瘤血管形成

和肿瘤生长的重要原因。但以 CD133 作为 LCSCs
的标志物依然存在一些争议。如 Wang 等 [10] 在肺癌

细胞系 LC-42 中分选出 CD133 高表达和低表达的

细胞亚群，这两类细胞亚群在克隆形成能力、致瘤

能力及干性相关基因表达方面并没有显著差异，因

此认为 CD133 并不是 LC-42 肺癌细胞系 LCSCs 的
标志物。Le 等 [11] 认为，尽管 CD133 阳性的 NSCLC
细胞与 CD133 阴性细胞相比，表现出更强的致瘤性，

更高的药物抵抗性，以及多能性基因 Oct4、Nanog
及耐药基因 MDR1 更高的表达水平，但临床数据显

示 CD133 的表达水平与患者的整体生存率等预后指

标并没有相关性，因此不能作为独立的预后指标。

1.3　ALDH1阳性细胞

乙醛脱氢酶 1 (aldehyde dehydrogenase 1, ALDH1)
属于乙醛脱氢酶家族，通过将视黄醇氧化为视黄

酸，视黄酸再与视黄酸受体结合参与基因调控表

达。Chute 等 [12] 发现 ALDH1 在造血干细胞的早

期分化中起到重要作用。在随后的研究中发现

ALDH1 在一系列的 CSCs 中高表达，首先在白血

病中被作为鉴定和分离白血病 CSCs 的标志物 [13]，

随后在乳腺癌、前列腺癌、结肠癌等 CSCs 中发现

类似的表型。在肺癌的研究中发现，ALDH1 阳性

细胞的增殖能力、侵袭能力比 ALDH1 阴性细胞更

强，且体内成瘤能力远高于 ALDH1 阴性细胞 (1 × 
103 vs 1 × 105)[14]。体外实验与临床数据显示，与

ALDH1A1 阴性细胞相比，ALDH1A1 阳性细胞对

靶向抗肿瘤药物表皮生长因子受体 (epithelial growth 
factor receptor, EGFR) 酪氨酸激酶抑制剂 (tyrosine 
kinase inhibitor, TKI)，如吉非替尼具有抵抗性 [15]。

Alamgeer 等 [16] 在 205 例 I 期术后 NSCLC 中对

ALDH1A1 与 CD133 的表达与患者预后的关系进行

了分析。作为单独因素，虽然 ALDH1A1 而非 CD133
的高表达预示着患者较短的无复发生存期 (P = 
0.025)，但是在 ALDHA1 与 CD133 均高表达的患

者中，无复发生存期最短，整体生存率最低，显示

出与不良预后的显著相关。

1.4　对化疗耐药的细胞

在肺癌的治疗中，对化疗药物的耐药性是肺癌

治疗失败的重要原因。在肺癌组织这群异质性的

“细胞社会”中，LCSCs 处于这个社会的顶端。化

疗药物，如顺铂可以杀死分化的肺癌细胞，但由于

LCSCs 具有 ABCG2 等 ABC 跨膜转运蛋白的表达，

可以将 Hoechst 等荧光染料以及药物排出胞外，因

此化疗药物对 LCSCs 的杀灭效果不佳。从这点受

到启发，Levina 等 [17] 利用 LCSCs 对化疗药物的耐

药性对 LCSCs 进行了筛选和富集。首先用常见的

肿瘤治疗药物，如顺铂 ( 通过共价键直接与核酸结

合，使 DNA 链交连或断裂，破坏 DNA 功能并阻止

复制 )、多柔比星 ( 可嵌入 DNA 碱基对中，阻碍

RNA 转录 )、依托泊苷 ( 细胞周期特异性抗肿瘤药

物，作用于 DNA 拓扑异构酶 II，形成药物 - 酶 - 
DNA 稳定的可逆性复合物，阻碍 DNA 修复 ) 等对

肺癌细胞系 H460 在体外处理 1 周，发现存活下来

的耐药肿瘤细胞 (drug surviving cells, DSCs) 具有

LCSCs 的各类特性。DSCs 高表达 CD133、CD117、
核 β-catenin 及胚胎干细胞抗原和转录因子 SSEA-3、
TRA1-81、Oct-4，低表达细胞角蛋白 8/18 (cyto-
keratin 8/18, CK8/18)。 DSCs 可以在体外形成悬浮

细胞球，并可自我更新和分化。SCID 小鼠体内移

植可更高效地形成肿瘤。DSCs 接种小鼠产生的肿

瘤所分泌的血管生成因子和生长因子，如 VEGF、
bFGF、IL-6、IL-8、HGF、PDGF-BB、G-CSF 以及

SCGF-β 等是 H460 接种小鼠产生的肿瘤分泌的相关

因子的 2~3 倍。Barr 等 [18] 利用顺铂处理 NSCLC 细

胞系 A549、SKMES-1、MOR 及 H460，观察到类

似的现象。顺铂抵抗细胞具有众多干细胞标志物及

表皮 - 间质转化 (epithelial-mesenchymal transition, 
EMT) 相关标志物的表达上升，同时，顺铂处理引

起的 DNA 损伤减少。Freitas 等 [19] 总结得出常见抗

肿瘤药物除上述顺铂和多柔比星外，氟尿嘧啶 ( 胸
苷酸合成酶抑制药 )、甲氨碟呤 ( 抗叶酸类抗代谢药 )
和针对 NSCLC 的吉非替尼、厄洛替尼 ( 选择性

EGFR 酪氨酸激酶抑制剂 )，以及放化疗诱导，均

可产生具有类似 LCSCs 表型的抵抗细胞，并认为

肿瘤治疗手段是一种富集肺癌干细胞的有效方法。
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1.5　CD44阳性细胞

虽然以 CD44 作为 LCSCs 的标志物的研究较

少，但也有证据表明 CD44 的 NSCLC 细胞群具有

CSCs 的特性 [20]，包括具有较强的体外形成悬浮肿

瘤细胞球的能力、较强的增殖能力，以及表达

Oct4、Nanog 和 Sox2 等多能性基因等。另外，与

CD44 阴性细胞相比，CD44 阳性细胞对顺铂等化疗

药物耐受性更强。更重要的是，在 141 例术后 NSCLC
组织标本中，未发现 CD133 的高表达，而 CD44 表

达比例为 50.4%。

利用共同表达 LCSCs 两种标志物的肺癌细胞

对 LCSCs 进行研究可能更有意义。有学者对

ALDH 和 CD44 均高表达 (ALDHhiCD44hi) 的肺癌细

胞进行分析，发现该细胞亚群的干细胞特性表型均

强于 ALDHhiCD44lo、ALDHloCD44hi 、ALDHloCD44lo

及未分选的细胞群 [21]。ALDHhiCD44hi 细胞具有更

强的致瘤性且对化疗抵抗。抑制 Hedgehog 和 Notch
通路可降低 ALDHhiCD44hi 的细胞数，抑制 ALDH
的表达与 CD44 的敲低可使 ALDHhiCD44hi 细胞的

干性相关基因表达下降并对化疗药物增敏。相应的

临床数据显示，共表达 ALDHhiCD44hi 的细胞数量

与患者无复发生存期相关。CD90 作为 LCSCs 的标

志物报道得很少，除在 A549 与 H446 细胞系中研

究发现 CD90+ 细胞具有更强的 LCSCs 特征 [22]，如

自我更新能力更强和干性基因表达水平更高，尚无

更充足的证据。但 2013 年，Wang 等 [23] 从 20 例原

发肺癌组织中用无血清培养系统建立了 15 个原发

肺癌细胞系，这些细胞系包含 SCLC、LCC、SCC
和 AC 各亚型。他们发现 CD44highCD90+ 亚群细胞

在 SCLC 和 LCC 中具有 LCSCs 的特征，而在 SCC
亚型肺癌中，CD44high 亚群具有 LCSCs 的特性。

1.6　其他标志物

LCSCs 与 ESCs 具有相似的与多能性相关的基

因的表达，如 Oct4、Sox2、Nanog、SSEA4 等转录

因子和抗原。这些多能性相关基因据报道与肿瘤的

预后也具有相关性，如在 126 例临床肺腺癌组织样

本中，91 例显示 Oct4 阳性，且 Oct4 的表达与患者

的无病生存期等预后指标呈负相关 [24]。在体外肺癌

细胞中，Sox2 可以促进 EGFR 的表达，而 EGFR
的激活进一步促进 Sox2 的表达，形成正反馈。

Sox2 还可通过诱导抗凋亡基因 BCL2L1 表达等促

进化疗药物抵抗。临床证据显示，Sox2 与 NSCLC
患者的预后差相关性较强 [25]。在 163 例肺癌临床样

本中亦证实，Nanog 的表达水平与患者的肿瘤分化

程度及分级相关，高水平的 Nanog 的表达预示较差

的预后 [26]。在 38 例 NSCLC 病例 [27] 中也检测到

SSEA-4 表达的患者有更高的复发率 (6 倍) 和疾病

相关死亡率。

关于 LCSCs 的表面标志目前仍存在争议，尤

其是 SP 细胞、CD133 细胞、ALDH 细胞之间是否

是同一群细胞，它们之间是否有重叠。研究的结果

倾向于这几群不同亚型的细胞之间并不是相互重

叠，而是不同亚群的细胞群体。如 Akunuru 等 [28]

发现，无论在肺腺癌细胞系 A549 或人原代 NSCLC
细胞中，SP 细胞和非 SP 细胞中 CD133 细胞比例

没有显著差异，CD44 阳性细胞比例同样没有显著

差异；不过 ALDH 阳性细胞比例虽然在 A549 细胞

系中没有显著差异，但在人原代 NSCLC 细胞中具

有表达差异。而 Singh 等 [7] 在 H1975 和 H1650 细

胞系发现，分选的 SP 细胞中 ALDH 阳性细胞的比

例要高于非 SP 阳性细胞 (6~8 倍)。因此，对于肺癌

干细胞的表面标记有待进一步的研究。

2　维持LCSCs自我更新的相关信号通路

目前的研究显示，维持正常干细胞自我更新能

力的一些信号通路在 CSCs 中也有较高水平的表达，

这些信号通路调控网络共同组成了 CSCs 自我更新

能力维持的重要机制。这些信号通路主要包括

Hedgehog、Notch、Wnt 等信号通路。另外，非典

型蛋白激酶 C (atypical protein kinase C iota, PKCι)
通路不仅对于细支气管干细胞的增殖十分重要，对

癌基因 Kras 驱动型 NSCLC 的发生也是必需的 [29]。

最近，在 SCC 中的研究进一步证实 PKCι 对 LCSCs
表型的维持不可或缺 [30]。其他肿瘤信号通路，如

Pten 信号通路、EGFR 信号通路、Raf-Ras 信号通路、

PI3K-Akt 信号通路、SCF/c-Kit 信号通路、非经典

途径 JNK 通路等，在 CSCs 生物学特性的调控上与

干性相关信号通路相互作用，如 Notch 信号通路与

Wnt 信号通路之间 [31]、Notch 信号通路与 Pten 信号

通路之间 [32] 等，它们共同形成复杂的调控网络。

这些信号通路的失调可能在不同肿瘤中促使 CSCs
的发生。

2.1　Hedgehog信号通路

Hedgehog 信号通路由 Hedgehog 配体和跨膜受

体 Patched (Ptch) 和 Smoothened (Smo) 的结合而启

动，通过下游的转录因子 Gli 蛋白 (GLI1、GLI2、
GLI3) 的激活，进而调节下游靶基因的表达。Smo
受体是 Hedgehog 信号传递所必需的，在无 Hed-
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gehog 的情况下，Ptch 受体通过抑制 Smo 蛋白活性，

对 Hedgehog 信号起着负调控的作用。当 Hedgehog
结合到 Ptch 后，Smo 蛋白被释放，启动下游的 Gli
蛋白靶基因的转录。Gli激活的靶基因包括Cyclin D、

Cyclin E、Myc、Gli1 及 Ptch 等。Hedgehog 信号在

大多健康成体组织中表达沉默，但在不同的干细胞

和肿瘤组织中有表达，目前研究证实该信号通路在

整体上参与调节胚胎发育，如神经管发育，而在细

胞水平参与调控干细胞的增殖、迁移和分化过程。

在肿瘤发生发展过程中，Hedgehog 信号通路的作

用在一系列的肿瘤类型中得到证实，如神经胶质瘤、

黑色素瘤、乳腺癌及肺癌等。

SCLC 是一类恶性的神经内分泌亚型肺癌，

Watkins 等 [33] 首先在急性支气管上皮损伤再生中发

现 Hedgehog 信号通路被广泛激活，接着在 SCLC
中发现存在 Hedgehog 信号通路的激活。利用藜芦

植物生物碱成分环巴胺，一种天然的 Smo 蛋白的

抑制剂，可以使 SCLC 细胞的致瘤能力大大降低。

Park 等 [34] 在敲除 Rb1 和 Trp53 基因的小鼠 SCLC
模型中发现 Hedgehog 信号通路可被诱导激活，体

外持续性的 Hedgehog 信号通路激活可使 SCLC 细

胞克隆形成能力增强。在该 SCLC 模型中敲除 Smo
后大大降低了 SCLC 的发病，另外使用 Smo 的抑

制剂 NVP-LDE225 抑制 Hedgehog 信号通路尽管对

于肿瘤的化疗效果不佳，但可以很好地防止肿瘤的

复发，进一步表明 Hedgehog 通路在抑制 LCSCs 的
肿瘤重建方面具有重要的作用。

2.2　Notch信号通路

Notch 基因最早是在果蝇中发现的，因其功能

缺失引起果蝇翅膀的边缘形成缺口 (notch) 而得名。

哺乳动物中有 4 种 Notch 基因，且高度保守，在发

育中与细胞命运决定相关。Notch 配体 (DSL) 与受

体结合后，受体相继发生两次蛋白水解，分别由肿

瘤坏死因子 α- 转化酶 (tumor necrosisi factor-α-conv-
erting enzyme, TACE) 和 γ- 分泌酶 (γ-secretase) 所催

化。经过切割的 Notch 受体胞内域 (notch intra-
cellular domain, NICD) 进入胞浆并转移入细胞核，

与转录因子 CSL (CBF1/RBP-Jk/Suppressor of Hairless/ 
LAG-1, CSL) 结合，从而激活 HES (hairy and enhancer 
of split, HES)、Myc、p21 等靶基因的表达。Notch
与肿瘤的关系比较复杂，虽被证实与多种恶性肿瘤

相关，但在不同的肿瘤类型中作用却不完全相同，

如 Notch 在头颈肿瘤和乳腺癌中起促进作用，而在

皮肤癌中却起抑制作用。

Notch 受体的异常表达与肺癌相关，但不同类

型的肺癌中 Notch 的表达并不相同。在 NSCLC 中

存在 Notch1、Notch2 及下游 Hes1 的高表达，而在

SCLC 中却几乎检测不到。在 Ras 突变型肿瘤细胞

中，活化型 Ras-GTP 处于持续结合的状态，导致增

殖信号持续转导，引起细胞的过度增殖从而癌变，

而在这类细胞中 Notch 通路亦被激活，相应的受体

Delta-1 也表达上调
[35]。进一步的研究证明，Notch1

通过在翻译后修饰水平调节 p53 的稳定性，抑制

p53 所介导的凋亡，因而对 Kras 驱动型 NSCLC 的

发生具有重要作用 [36]。

虽然 Notch 在肺癌发生中具有重要作用，但

Notch 与 LCSCs 的研究目前报道较少。Hassan 等 [37]

利用 Notch 的 GFP 报告载体研究发现，Notch GFP
阳性肺腺癌细胞的 LCSCs 相关特性均显著高于

Notch GFP 阴性细胞。在 443 例肺腺癌患者中，89
例具有 Hes-1 高表达的患者临床预后显著较差。

Sullivan 等 [38] 在 NSCLC 临床标本中发现 ALDH1A1
高表达，而这群 ALDH 阳性的细胞 Notch 通路也高

表达。用 γ- 分泌酶抑制剂或者 Notch3 的 shRNA 处

理细胞后，NSCLC 中具有干细胞特性的 ALDH 阳

性细胞比例大大下降，这提示抑制 Notch 通路能靶

向杀死 LCSCs，从而对 NSCLC 的治疗具有重要价

值。在人胶质瘤 CSCs 的研究中发现，用 γ- 分泌酶

的抑制剂处理 [39] 胶质瘤细胞后，CD133 阳性细胞

的数量下降了近 80%，其中 SP 细胞亚群消失，在

体内肿瘤移植中也丧失了致瘤性。这提示胶质瘤

CSCs 对于 Notch 通路抑制剂也极为敏感。

由于 Notch 信号通路在肿瘤发生、干性维持、

肿瘤血管生成及免疫相关的功能各方面具有重要作

用，因此被认为是肿瘤治疗的一个重要靶点。在临

床试验中，γ- 分泌酶的抑制剂显示出较好的治疗效

果，但副作用也较大 [40]，这可能与缺乏特异性有关，

因此需要进一步寻找更加特异性的抑制剂。

2.3　Wnt信号通路

Wnt 最初在果蝇中被发现，是果蝇的分节极性

基因，与果蝇的胚胎发育和蜕变过程中体翼的形成

有关。在哺乳动物中，Wnt 通路在胚胎发育和中枢

神经系统的形成中具有十分重要的作用。Wnt 信号

转导通路包括 Wnt、受体 Frizzled 及下游胞质蛋白，

如 β-catenin、结肠腺瘤样息肉病蛋白 (adenomatous 
polyposiscoli, APC)、糖原合成酶 3β (GSK-3β)、轴

蛋白 (axin) 和转录因子 T 细胞转录因子 / 淋巴样增

强因子 (T cell transcription factor/lymphoid enhancer 
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factor, TCF/LEF) 等。在没有 Wnt 信号时，β-catenin
与 GSK-3β 复合物结合，被磷酸化从而降解，因此

胞质 β-catenin 表达水平很低；而当 Wnt 配体与

Fizzled 受体结合后，β-catenin 与 GSK-3β 复合物分

离，不再被降解，从而在胞质内积聚并向细胞核内

转移，与转录因子 TCF/LEF 结合，进而调节下游

靶基因如 c-Myc、Cyclin D1 等的表达。

Wnt 通路与肺癌和 LCSCs 之间的关系较为密

切，在相关的信号通路转导以及细胞黏附、增殖、

凋亡中均有作用 [41]。首先，肺癌中存在 Wnt 的过

度表达 [42]，且 Wnt 信号对于临床 NSCLC 的预后具

有一定意义。据报道 NSCLC 临床标本中 Wnt1 的

高表达意味着预后较差 (OR = 1. 834，P = 0. 032)，
因此，可以作为影响 NSCLC 预后的独立危险因

素 [43]。另一项研究中证实 NSCLC 患者标本中

Wnt2 高表达，同时用 Wnt2 抗体处理高表达 Wnt2
的细胞株发现细胞发生凋亡 [44]。进一步利用基因表

达谱芯片技术对人肺腺癌干细胞和肺正常干细胞的

基因差异表达研究发现，13 个与 Wnt 通路相关的基

因表达有明显差异，其中 8 个上调 (2 倍≤倍率≤ 13. 1
倍 )，5 个下调 (2. 1 倍≤倍率≤ 2. 8 倍 )[45]。

3　LCSCs与EMT的关系

EMT 是指上皮细胞在形态学上发生向成纤维

细胞或间质细胞表型的转变并获得迁移的能力，在

个体发育和组织再生中具有重要作用。研究证实

EMT 在不同类型肿瘤的发生发展中也扮演重要的

角色。在肿瘤的转移过程中，原位癌首先突破上皮

细胞基底膜，从而进入周围组织并随循环系统转移，

然后在特定位点转移出来并逐渐生长。这一过程具

备 EMT 类似的特点。在基因水平上，EMT 的重要

特征是上皮标志物如 E-cadherin、Cytokeratin 等的

丧失，间质标志物如 N-cadherin、Twist、Snail、Slug
及 Vimentin 等表达的增加。E-cadherin 作为细胞

黏附分子，对于细胞间黏附十分重要，其丧失意

味着黏附能力下降，细胞转移和侵袭能力增强。

Cytokeratin 则对于维持上皮细胞的形态完整性很重

要。Vimentin 是间质细胞中的一种中间丝蛋白，与

维持细胞骨架的完整性有关。临床研究证实，EMT
相关蛋白与肺腺癌预后紧密相关，EMT 相关蛋白

的表达越高，患者的生存期和整体状况越差 [46]。

在 NSCLC 的研究中发现，LCSCs 与 EMT 的

关系十分密切。Akunuru 等 [28] 报道用 TGF-β1 对

A549、H441 细胞系及人原代肺腺癌细胞进行处理

可促进 EMT 过程的发生。在该过程中，E-cadherin
表达下降，N-cadherin、Twist、Snail 及 Fibronectin
等基因表达上升。有趣的是，该过程伴随着 CD133
阳性和 ALDH 阳性细胞比例的明显上升，但 SP 阳

性的细胞比例却明显下降。当 TGF-β1 撤除以后，

以上表面标志的表达又发生逆转。另外，TGF-β1
的处理还可以使 NSCLC 干性相关基因 Oct4 和

Nanog 等表达增加，Notch 等信号通路也表达增加，

侵袭相关基因 HoxB9、VEGFA、IL-1β 和 IL-6 表达

水平上升，细胞的体外成球能力增加。同样，当

TGF-β1 撤除以后，以上生物学特性的变化又发生

逆转。进一步针对 EMT 过程中关键调控基因 Rac1
的研究发现，TGF-β1 处理细胞后 Rac1-GTP 的表达

水平上升，而敲除 Rac1 后可阻断 EMT 现象的发生，

且细胞成球能力下降，阻断了 TGF-β1 诱导产生的

ALDH 阳性细胞比例增加及 SP 细胞比例下降现象。

这些结果提示，LCSCs 与非 LCSCs 之间存在一种

动态平衡，在特定的条件下可以相互转化。作为肿

瘤微环境成分之一的成纤维细胞被证实参与了

NSCLC 细 胞 EMT 过 程。2013 年，Shintani 等 [47]

研究发现，NSCLC 肿瘤组织中成纤维细胞通过分

泌TGF-β1，在诱导NSCLC肿瘤细胞获取EMT特性，

进而向 LCSCs 转化的过程中具有重要作用。NF-κB
在 TGF-β 诱导的 NSCLC 的 LCSCs 产生过程中也

扮演关键的角色。Kumar 等 [48] 利用三维悬浮细胞

培养技术观察到 EMT 过程伴随 NF-κB 的组成性表

达，并且抑制 NF-κB 可以使 EMT 相关标志蛋白表

达下降，细胞的侵袭和转移能力也下降。有意思的

是，对 NSCLC 细胞系 A549 和 H460 进行放疗处理

后，具有放疗抵抗特性的类 LCSCs 亦可观察到

EMT 特征性蛋白的表达 [49]。对 LCSCs 的特性描述

见图 1。

4　展望

近年来，科研人员不仅对 LCSCs 的相关表型

进行了观察，而且对 LCSCs 的生物学特性及相关

信号通路进行了广泛的研究。尽管依然存在一些争

议，但随着人们对 LCSCs 认识的不断深入，靶向

LCSCs 或针对 LCSCs 异常信号通路的药物将具有

良好的应用前景，这些努力也必将使肿瘤治疗进入

新的阶段。
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