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肺腺癌干细胞表达小细胞肺癌相关抗原的实验研究
吴丽霞  徐慧莉  陈复华  张  艳  胡晶莹  刘  蕾  薛建祥  董强刚*  王维林*

(上海交通大学医学院附属仁济医院、上海市肿瘤研究所, 上海 200032)

摘要      肿瘤干细胞(cancer stem cells, CSC)是指一类具有自我更新(self-renewal)能力的未分化

细胞。在肺腺癌中, CSC的自我更新调控机制类似胚胎干细胞, 即高表达OCT4、Nanog和Sox2多潜

能基因, 但目前对其表型特征尚存争议。该文采用成球试验(sphere-forming assay)从SPC-A1细胞株

中富集CSC后进行分子表型分析。结果显示, 此类肺球体细胞(pulmospheres)同时表达肺脏近端和

远端呼吸上皮的多个谱系(lineage)标志, 包括纤毛柱状细胞标志FoxJ1、非纤毛柱状细胞(即Clara细
胞)标志CCSP、肺神经内分泌细胞标志GRP、II型肺泡细胞标志SP-C及其转录调控因子TTF-1。这

些肺球体细胞也能够被3株小细胞肺癌特异性单抗(2F7、4B3和E6)所识别。通过基因沉默技术使

得肺球体细胞中OCT4表达转阴后, 上述标志(除E6外)均消失。研究结果揭示, 肺癌CSC具有肺脏

呼吸上皮多潜能细胞的表型特征。此外, 初步研究结果发现, 中药冬虫夏草(Hirsutella Hepialid of 
Cordyceps Sinensis)的被毛孢菌丝体中含有新颖抗癌成分, 能够显著遏制肺球体细胞增殖, 提示对其

进行分离鉴定, 将是研制开发肺癌CSC靶向药物的一个发展方向。
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Abstract       Cancer stem cells (CSC) represent a subtype of undifferentiated cells that have the ability to 
self-renew. It has been recognized that for the CSC of lung adenocarcinoma, the regulatory mechanisms of self-
renewal are identical to the embryonic stem cells, that is, they over-express OCT4, Nanog and Sox2 pluripotent 
genes. However, the phenotypic characteristics of these malignant stem cells remained disputes currently. With the 
sphere-forming assay, we herein enriched the CSC from SPC-A1 cell line and thereby, analyzed their molecular 
phenotypes. Our results indicated that these pulmospheres co-expressed multiple lineage markers of the proximal 
and distal respiratory epithelium in the lung, such as the ciliated columnar cell marker Foxj1, the non-ciliated co-
lumnar (Clara) cell marker CCSP, the pulmonary neuroendocrine cell marker GRP,  the type II alveolar cell marker 
SP-C and its transcription factor TTF-1. These pulmospheres were also recognized by three monoclonal antibodies 
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specific for small cell lung cancer (2F7, 4B3 and E6). By using of gene silencing technique that specially depleted 
the expression of OCT4 in these cells, the all above-mentioned markers (expect E6) were disappeared. These data 
demonstrated that the CSC in lung adenocarcinoma shared molecular phenotypes with the pluripotent progenitor 
cells of respiratory epithelium in human lung. Moreover, our preliminary studies showed that the Hirsutella Hepi-
alid of Cordyceps Sinensis, a traditional Chinese medicine, contained some ingredients with anti-cancer activities. 
These ingredients were able to potentially inhibit the proliferation of pulmospheres in vitro. These results point out 
that the isolation and characterization of these anti-cancer activities will provide a novel direction for the develop-
ment of CSC-targeted drugs against lung cancer.

Key  words        lung adenocarcinoma; cancer stem cells; phenotypical markers; antigens related to small cell 
lung cancer

肺癌是一种全球性的高发肿瘤, 通常分为小细

胞肺癌(SCLC)和非小细胞肺癌(NSCLC)二大类, 后
者包括鳞癌、腺癌和大细胞未分化癌等组织类型。

实验研究显示, SCLC和NSCLC(特别是肺腺癌)系肺

脏呼吸道不同解剖部位的上皮细胞恶性转化所致, 
如前者源自近端气道(支气管和细支气管)的肺神经

内分泌细胞(pulmonary nuroendocrine cells, PNEC), 
而后者源自远端气道(肺泡)的II型肺泡细胞(alveolar 
type II cells, AT2)[1-2]。然而, 最近有研究报道, 肺腺

癌在表皮生长因子受体(epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR)靶向治疗失效后会形成具有PNEC样
表型特征的肿瘤或SCLC[3-5]。对上述肺腺癌转型分

化(transdifferentiation)的机制还不清楚, 但推测与肿

瘤内的未分化癌细胞有关。

目前认为, 恶性肿瘤中存在少量能够自我更

新、具有未分化干细胞特征的癌细胞, 称为肿瘤干

细胞(cancer stem cells, CSC)[6]。在肺腺癌中, 此类

假定的(putative) CSC可以通过无血清悬浮培养技

术(成球试验, sphere-forming assay)加以富集。资料

显示, 肺腺癌的成球细胞(肺球体, pulmospheres)阳
性表达OCT4、Nanog和Sox2多潜能(pluripotent)基
因以及某些近端气道上皮的特性, 如具有DNA染料

Hoechst33342的拒染能力(即侧群细胞, side popula-
tion)和表达CD133表面抗原[7-9]。但对其表型特征还

缺乏足够了解, 此类CSC样细胞是否具有SCLC的相

关标志, 目前也没有研究报道。本文采用成球试验

从SPC-A1肺腺癌细胞株中富集CSC, 观察到这些肺

球体细胞表达肺脏呼吸上皮细胞多个谱系(lineage)
的表型标志包括PNEC标志, 并可被SCLC特异性抗

体识别。靶向灭活低氧诱导因子1α(hypoxia induc-
ible factor 1α, HIF1α)使得OCT4多潜能基因表达转

阴后, 其细胞表面的谱系标志及SCLC相关抗原随之

消失[10]。上述结果揭示, 肺腺癌中未分化的CSC可
以表达SCLC标志, 此类细胞可能具有分化可塑性。

此外, 本文还探讨了肺癌CSC的靶向治疗问题。

1   材料与方法 
1.1   材料 

胎牛血清购自奥地利PAA Laboratories GmbH公

司; DMEM及DMEM/F12培养基分别购自HyClone公
司和GIBCO公司; 实验所用免疫荧光检测抗体: 鼠抗

人OCT4单克隆抗体(sc-5279)、鼠抗人Sox2单克隆抗

体(sc-365823)、鼠抗人Foxj1单克隆抗体(sc-53139)、
鼠抗人P63单克隆抗体(sc-8431)、羊抗人Nanog多
克隆抗体(sc-30331)、羊抗人CCSP多克隆抗体(sc-
9770)、兔抗人SP-C多克隆抗体(sc-13979)、兔抗人

GRP多克隆抗体(sc-28923)荧光素Rhodamine标记的驴

抗鼠IgG、驴抗羊IgG及驴抗兔IgG抗体均购自Santa 
Cruz公司; 生长因子bFGF(basic fibroblast growth factor)
和EGF(epidermal growth factor)购自Peprotec公司; 肝素

(Heparin, Na Salt)购自Sigma公司; B27 supplement(50×)
购自GIBCO公司; Trizol试剂购自Ambion公司; cDNA
逆转录试剂盒(QuantiTect Reverse Transcription kit)、
PCR扩增试剂盒(HotStar Taq plus DNA ploymerase)及
SYBR GreenI real-time试剂盒(Guantifast SYBR Green 
PCR kit)购自QIAGEN公司; 流式分析所用细胞固

定及通透液试剂盒购自BD Biosciences公司; CCK-
8(Cell Counting Kit-8)试剂购自Dojindo公司。SCLC
特异性单抗的2F7、4B3及E6杂交瘤由本所自行研制, 
通过制备腹水后纯化获得[11]。人工培育的冬虫夏草

被毛孢(Hirsutella Hepialid of Cordyceps Sinensis)菌丝

体干粉由杭州柯氏生物技术有限公司惠赠。
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1.2   抗体–药物交联物制备  
顺铂(cisplatin, 江苏豪森药业股份有限公司)和

吉西他滨(Gemcitabine, Lilly France)与4B3单抗交联

参照文献[12], 交联产物采用Sephadex G50柱过滤, 
收集洗脱第一峰。

1.3   被毛孢菌丝体醇提物制备    
菌丝体干粉按5%(w/v)比例加入无水乙醇, 置

摇床上室温(22 °C)萃取24 h后收集上清, 经60 °C旋
转蒸发仪(rotary evaporator)浓缩干燥, 所得干粉称重

后溶解在DMSO中, 浓度为200 mg/mL, –70 °C保存。 
1.4   细胞培养  

肺腺癌SPC-A1细胞购自中科院上海生科院细

胞库, 培养基为含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素

和100 µg/mL链霉素的DMEM, 培养条件为37 °C、5% 
CO2。HIF1-KD细胞系HIF1α特异性shRNA慢病毒

转染SPC-A1球体细胞后, 采用嘌呤霉素筛选获得[10], 
培养条件同上。

1.5   成球试验    
用1×CSC培养基调整细胞密度至2×104/mL, 24

孔超低吸附板(Corning公司, cat No.3473)每孔接种

500 µL细胞, 37 °C、5% CO2条件下培养, 分别于培

养3, 5, 7 d加入10×CSC培养基(50 µL/well), 培养8 d
收集细胞, 100×g离心2 min后弃上清, 球体细胞重悬

于200 µL胰酶消化液, 37 °C作用3 min, 加入800 µL
含血清培养基, 采用Countstar自动细胞计数仪(上海

艾力特公司)计数活细胞。1×CSC培养基配方为无血

清DMEM/F12培养基, 内含20 ng/mL EGF、20 ng/mL 
bFGF、4 µg/mL肝素及1×B27。
1.6   免疫荧光检测   

将细胞接种内置盖玻片的24孔板(Costa公司)
中, 培养过夜后经4%多聚甲醛固定30 min, PBS洗3次
(每次3 min, 下同), 0.25% Triton X-100通透15 min, 3% 
BSA封闭3 h, PBS洗3次后加入一抗(1:50稀释), 设阴性

对照(用PBS代替一抗), 4 °C过夜。PBS洗3次去除非

结合抗体后加二抗(1:100稀释), 室温避光1 h, PBS洗3
次, 滴加Hoechest33342(1:40稀释)染核5 min, PBS洗2
次, 加封片剂于Olympus IX51型荧光显微镜下观察。

1.7   流式细胞检测   
2 mL离心管内加入4×106细胞, 离心洗涤(400×g, 

5 min)后弃上清。加入1 mL cytofix fixation buffer细
胞固定剂, 室温避光固定20 min, 加入1 mL 1×perm/
wash buffer细胞膜通透剂, 离心洗涤2次。细胞重悬

于1mL 1×perm/wash buffer, 室温避光通透10 min, 离
心洗涤后用2 mL PBS再次洗涤。所得细胞重悬于

400 µL PBS, 分为实验管和对照管(100 µL/管), 实验

管分别加入10 µL 2F7、4B3及E6抗体(1 mg/mL), 对
照管不加抗体, 4 °C避光温育30 min后用2 mL PBS
离心洗涤一次。实验管和对照管分别加入100 µL 
PBS及10 µL Alexa Fluor-594标记的驴抗鼠IgG抗体, 
4 °C避光温育30 min后用2 mL PBS离心洗涤, 标记细

胞重悬于100 µL PBS中待测。上机分析前取20 µL
细胞滴加在Countstar仪玻片中, 荧光显微镜下观察

阳性细胞。流式细胞检测在EPICS-XL型流式细胞

仪上进行, 采用随机软件计算阳性率。

1.7   RT-PCR及定量PCR检测  
应用Trizol试剂提取细胞总RNA后, 按Quanti-

Tect Reverse Transcription kit说明书将1 µg RNA逆转

成cDNA。取2 µL cDNA进行PCR扩增及荧光定量

检测, PCR反应液内含2.5 µL 10×PCR buffer, 0.5 µL 
10 mmol/L dNTP, 5 µL 5×Q-Solution, 1 µL 25mmol/L 
MgCl2, 0.25 µL Taq酶, 20 µmol/L上游及下游引物各

1 µL, 补充DEPC-H2O至25 µL体积。PCR扩增条件

为: 95 °C预热10 min; 95 °C变性15 s, 60 °C退火45 s, 
72 °C延伸30 s, 重复35个循环; 72 °C延伸7 min。扩

增产物在2%琼脂糖凝胶上电泳, 紫外检测。定量

PCR采用SYBR GreenI real-time试剂, 其余反应条件

同上。基因表达以18S rRNA管家基因为基准, 采用

相对定量法检测。各引物序列如下, 18s rRNA上游

引物: 5′-TCG GAG GTT CGA AGA CGA TC-3′; 下
游引物: 5′-CAG CTT TGC AAC CAT ACT CCC-3′。
OCT4上游引物: 5′-GGG TGG AGA GCA ACT CCG 
A-3′, 下游引物: 5′-GCT TGG CAA ATT GCT CGA 
G-3′。Sox2上游引物: 5′-GTT CTA GTG GTA CGG 
TAG GAG CTT TG-3′, 下游引物: 5′-TTT GAT TGC 
CAT GTT TAT CTC GAT-3′。Nanog上游引物: 5′-CCA 
GCT GTG TGT ACT CAA TGA TAG ATT T-3′, 下游引

物 : 5′-TTC TGC CAC CTC TTA GAT TTC ATT C-3′。
扩增产物均为150 bp。
1.8   Western blot检测  

参照文献[11], 细胞裂解后用Bradford法测定蛋

白浓度, 等量蛋白样品(80 µg)经10%的SDS-PAGE
电泳分离后, 转印至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉室温封

闭2 h, SCLC特异性单抗(1 mg/mL)按1:1 000比例稀

释, 4 °C孵育过夜。经PBST洗涤后, 加入HRP标记的
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抗鼠IgG抗体(稀释度同上), 室温下孵育2 h, 最后用

ECL化学发光试剂对X光片显影, 扫描图片。

1.9   细胞增殖实验  
细胞增殖采用CCK-8比色法检测, 96孔板中每孔

加入5×103细胞(100 µL体积), 培养过夜后加入100 µL
不同浓度的药物, 根据实验需要选择作用时间, 每孔

加入10 µL CCK-8, 温育4 h后在492 nm波长检测光

吸收, 细胞存活率(%)=(实验组光吸收值/对照组光

吸收值)×100%。

1.10   统计学方法  
对实验结果的数据资料进行描述性统计分析。

两配对样本比较采用t检验, 以P<0.05为差异有统计

学意义。

2   结果
2.1   肺腺癌干细胞的富集及其多潜能基因表达分析

在24孔超低吸附板内添加EGF和bGFG等生长

因子, SPC-A1细胞能在无血清培养基中悬浮生长。

追踪观察发现, 培养24 h后细胞即凝聚成球体雏形, 
随后细胞增殖、球体逐渐增大(图1A), 培养7 d后成

球(sphere-forming)细胞数量约增加25~30倍。免疫

荧光检测显示, SPC-A1的球体细胞阳性表达OCT4、
Nanog和Sox2多潜能转录因子(图1B)。

HIF1-KD细胞是采用HIF1α特异性shRNA慢病
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A: SPC-A1细胞在无血清悬浮培养1~5 d的成球状况; B: 培养8 d的SPC-A1球体细胞免疫荧光染色显示OCT4、Nanog及Sox2阳性表达; C: 培养8 d
的HIF1-KD球体细胞显示OCT4、Nanog及Sox2阴性表达; D: SPC-A1及HIF1-KD球体细胞的RT-PCR和定量PCR检测结果。

A: the sphere-forming state of SPC-A1 cells during 1~5 days in serum-free, floating culture; B: the positive expression of OCT4, Nanog and Sox2 in SPC-A1 
sphere-forming cells after 8 days in culture, assayed by immunofluorescent staining; C: the negative expression of OCT4, Nanog and Sox2 in HIF1-KD sphere-
forming cells after 8 days in culture; D: results of RT-PCR and real-time quantitative PCR assays for both SPC-A1 and HIF1-KD sphere-forming cells. 

图1  肺腺癌干细胞的富集及鉴定

Fig.1  Enrichment and characterization of lung adenocarcinoma stem cells
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毒感染SPC-A1细胞株中的OCT4+细胞亚群后获得

的基因沉默细胞, 这些细胞中OCT4检测阴性[10]。本

文采用相同的无血清悬浮培养方法, 发现HIF1-KD
细胞仍具有成球能力, 但此类球体细胞与HIF1-KD
细胞一样, OCT4、Nanog和Sox2检测阴性(图1C)。

应用RT-PCR方法检测了上述二种球体细胞的

OCT4、Nanog和Sox2多潜能基因表达。如图1D所示, 
SPC-A1球体细胞中上述基因的表达与HIF1-KD球

体细胞比较均明显增加, 定量PCR检测结果显示, 以
HIF1-KD球体细胞的基因表达水平为基准(设定为

1.000), SPC-A1球体细胞中OCT4、Nanog和Sox2的
mRNA表达量分别增加了14.853、20.779和2.396倍。

上述结果说明HIF1-KD细胞已经失去了CSC组分。

2.2   肺球体细胞的表型标志分析

采用免疫荧光检测了肺球体细胞的表型标志, 
并以HIF1-KD细胞作为对照。图2结果显示, 肺球

体细胞表达远端(distal)呼吸上皮标志, 如AT2细胞

标志C型表面蛋白(surfactant protein C, SP-C)及其转

录调控因子甲状腺转录因子-1(thyroid transcription 
factor-1, TTF-1)。此类细胞也阳性表达肺脏近端

(proximal)呼吸上皮标志, 如Clara细胞标志Clara细
胞分泌蛋白(Clara cell secretory proteins, CCSP)、纤

毛柱状细胞标志叉头蛋白J1(forkhead-box J1, FoxJ1)
和PNEC标志胃泌素释放肽(gastrin-releasing peptide, 
GRP), 但基底细胞标志P63(抑癌基因p53家族成员)

呈低或不表达。上述标志在HIF1-KD细胞中均不能

检测到(数据未列)。
2.3   肺球体细胞表达小细胞肺癌相关抗原

对肺球体细胞进行SCLC单抗(2F7、4B3和E6)
标记后采用流式细胞(FCM)检测, 发现此类抗体识别

的靶抗原属于胞浆蛋白, 如将球体细胞固定通透后

经2F7、4B3和E6抗体染色, 显微镜下观察到特异性

荧光信号, FCM测得阳性率分别为98.1%、95.7%和

96.9%(图3A), 而对未经固定通透处理的活细胞进行抗

体染色, 则均呈阴性(图3B)。免疫荧光检测证实, 肺球

体细胞阳性表达2F7、4B3和E6抗原(图3C), 而HIF1-
KD细胞仅表达E6抗原, 2F7和4B3均阴性(图3D)。
Western blot分析显示, 在肺球体细胞中上述抗原的分

子量分别为42 kDa(4B3)、50 kDa(2F7)和70 kDa(E6), 
而在HIF1-KD细胞中仅检测到E6(数据未列)。
2.4   肺球体细胞的靶向治疗

采用CCK-8比色法测试了SCLC抗体的药物

靶向作用。实验将4B3抗体分别与顺铂(Cisplatin, 
DDP)或吉西他滨(Gemcitabine, GEM)交联后, 发现交

联药物对肺球体细胞的增殖缺乏抑制效应(图4A)。
此结果与FCM检测结果吻合, 说明4B3抗原并不表

达在细胞表面, 因而不能被抗体识别发挥抗癌功能。

为了寻找肺癌CSC的新颖治疗手段,  我们探讨

了中药冬虫夏草的抗癌作用。对人工培育的中华

被毛孢菌丝体应用乙醇提取法获得粗提物(称为EE-

免疫荧光检测显示SPC-A1球体细胞阳性表达5个呼吸上皮谱系标志。

The immunofluorescent staining showed positive expression of five lineage markers of respiratory epithelium in SPC-A1 sphere-forming cells.
图2  肺腺癌干细胞的表型标志分析

Fig.2  The analysis of phenotypic markers in lung adenocarcinoma stem cells

TTF-1 CCSP SP-C

P63 FoxJ1 GRP
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HHCS)后, 采用CCK-8比色法测试抗增殖效应。图

4B结果显示, EE-HHCS在30~500 µg/mL浓度范围内

对肺球体细胞增殖具有剂量依赖性的抑制作用。而

2000 µg/mL EE-HHCS处理组出现细胞存活率上升

的假象, 形态观察发现, EE-HHCS作用24 h后细胞体

积即明显增大, 类似细胞老化特征(图4C)。为了评

估此类CSC是否具有增殖能力, 我们在球体培养d3
加入1 000 µg/mL EE-HHCS, 作用96 h后(d7)计数细

胞发现球体增殖受到显著抑制, 成球细胞数量维持

在接种时水平(1.16×104/孔), 而对照组细胞数量较

接种时(1×104/孔)增加了26倍(图4D)。将EE-HHCS
作用48 h(d5)的球体细胞转入6孔板用含血清培养基

(A)

(B)

(C)

(D)

2F7

2F7

4B3

4B3

E6

E6

2F7 4B3 E6

2F7 4B3 E6

2F7 4B3 E6

Control

2F7

4B3 E6

Control

A: SPC-A1球体细胞经固定通透后, 流式细胞检测显示3株SCLC特异性抗体均染色阳性; B: 未经固定通透的细胞抗体染色阴性; C: 免疫荧光检

测显示SPC-A1球体细胞中3株SCLC特异性抗体染色阳性; D: HIF1-KD细胞中仅E6抗体染色阳性。

A: after fixation and permerization, the SPC-A1 sphere-forming cells showed positive staining of 3 SCLC-specific antibodies, as determined by flow 
cytometry; B: no positivity was detected in live cells; C: the positive immunofluorescent staining of 3 SCLC-specific antibodies in the SPC-A1 sphere-
forming cells; D: HIF1-KD cells were recognized by E6 antibody only. 

图3  肺腺癌干细胞表达SCLC相关抗原

Fig.3  The expression of SCLC-related antigens in lung adenocarcinoma stem cells
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贴壁培养, 发现该组细胞增殖缓慢, 而对照组细胞

生长旺盛(图4E), 连续培养4 d后计数细胞, 显示EE-
HHCS组细胞数量仅为对照组的1.0%。

3   讨论
通过无血清悬浮培养(成球试验)富集CSC是近

年来的一项常用实验技术。在肺癌CSC研究中, 球
体细胞高表达OCT4等干细胞多潜能基因, 具有高致

瘤和高度耐药特性[7-9]。本文以SPC-A1肺腺癌细胞

株为研究对象, 也观察到球体细胞中OCT4、Nanog
和Sox2基因表达显著增高。作者最近报道, 在此类

癌细胞中OCT4和Nanog均具有转录调控功能, 这些

A: 4B3抗体–药物交联物作用72 h后对SPC-A1球体细胞增殖的影响; B: EE-HHCS作用24 h及48 h后对SPC-A1球体细胞增殖的影响; C: 2 mg/mL 
EE-HHCS作用24 h及48 h引起的SPC-A1球体细胞形态; D: 1 mg/mL EE-HHCS抑制SPC-A1细胞的成球生长, 收集球体细胞计数; E: 1 mg/mL EE-
HHCS作用72 h后, SPC-A1球体细胞的增殖能力明显受损, 收集球体细胞计数。

A: the anti-proliferative effect of 4B3 antibody-drug conjugates on SPC-A1 sphere-forming cells after 72 h exposure; B: the anti-proliferative effect of 
EE-HHCS on SPC-A1 sphere-forming cells after 24 h and 48 h exposure, respectively; C: the morphology of SPC-A1 sphere-forming cells after 24 h 
or 48 h exposure to 2 mg/mL EE-HHCS; D: the growth inhibition of spheres after exposure of SPC-A1 cells to 1 mg/mL EE-HHCS. The cell numbers 
were counted after sphere harvest; E: the impaired ability to proliferate in SPC-A1 sphere-forming cells after 72 h exposure to 1 mg/mL EE-HHCS. The 
cell numbers were counted after sphere harvest.    

图4  肺腺癌干细胞的靶向治疗探索

Fig.4  The exploration of targeted therapies against lung adenocarcinoma stem cells
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类神经肽家族, 分布在胞浆神经内分泌颗粒中。人

体肺脏呼吸上皮的PNEC中存在该肽类激素, 并且

GRP不仅在SCLC中阳性表达而且还具有刺激细胞

增殖的功能[25,27]。SPC-A1球体细胞表达GRP提示

这些细胞中可能还存在其他SCLC相关分子。利用

前期国家“863”高新技术项目研究的技术积累, 我们

探讨了该问题。结果显示, OCT4+球体细胞可被3株
SCLC单抗(2F7、4B3和E6)所识别, 其中2个SCLC相
关抗原(2F7和4B3)在OCT4–的HIF1-KD细胞内消失。

2F7和4B3单抗识别SCLC中分子量分别为50 kDa和
42 kDa的细胞表面蛋白, 这些抗体与化疗药物交联

后具有靶向抗癌效应, 但此类抗原在NSCLC中不表

达[11-12,28]。与SCLC细胞相反, 我们发现上述抗原仅

存在于SPC-A1球体细胞的胞浆内, 此结论得到了流

式细胞检测结果的支持。目前, 对这种SCLC相关抗

原分布变异的机制还不清楚。E6是2F7杂交瘤细胞

在克隆筛选过程中获得一个亚克隆, 此抗体识别约

70 kDa抗原, 但该抗原在肺癌各组织类型中的表达

不清楚。肺腺癌CSC能够表达SCLC抗原标志, 但是

否具备转型分化形成SCLC的潜能, 值得深入研究。

我们进行了实验探索, 虽然目前尚未证明这种分化

潜能, 但发现此类细胞可以通过药物诱导选择性表

达基底细胞标志P63(待发表资料), 说明至少从表型

标志的角度, 这些CSC具有多潜能分化特性。因此, 
寻找适当的诱导条件使肺球体细胞(即CSC)分化形

成SCLC样细胞, 这种可能性是存在的。

CSC靶向治疗是近年来CSC研究中的一个前沿

领域, 我们对肺癌CSC的靶向治疗已进行了多年的

实验探索。本文首先探讨了SCLC抗体的药物靶向

作用, 但实验没有获得预期结果, 主要原因是这些抗

体识别的抗原并不表达在细胞表面, 因而不能被抗

体识别发挥抗癌效应。随后, 我们选择中药冬虫夏

草进行了测试, 发现该药物的醇提物具有显著抗癌

效应。冬虫夏草是真菌寄生于蝙蝠蛾幼虫体形成的

复合物, 分子生物学研究报道了从冬虫夏草中可以

检出中华被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉等多种真菌, 并且

上述真菌已能够通过人工培育获得菌丝体[29-30]。西

安交通大学课题组曾报道拟青霉菌丝体的水提物

具有抑制A549肺腺癌细胞增殖的作用, 并在高浓度

(1~2 mg/mL)时诱导细胞凋亡[29]。但被毛孢菌丝体对

肺癌是否也具有抗癌效应, 则缺乏研究报道。本文采

用乙醇提取法从被毛孢菌丝体中获得了醇提物, 发

多潜能基因表达赋予了癌细胞CSC样特性[10,13]。此

结论与台湾研究组的结果一致, 该研究显示, 转基因

表达OCT4和Nanog可以促使肺腺癌细胞重编程并逆

向分化成为高致瘤和高度耐药的CSC样细胞[14]。

肺腺癌以外周肺多发, 其癌前期病变(称为不典

型腺瘤样增生, atypic adenomatous hyperplasia)的病

理表现为癌变细胞沿肺泡壁异常增生并具有AT2或
Clara细胞的形态特征, 说明肺腺癌源自远端气道尤

其是肺泡上皮[15]。而应用KRAS转基因模型获得的

实验研究结果指出, 肺腺癌有2个潜在的细胞起源, 
即位于细支气管–肺泡导管连接处(bronchioalveolar 
duct junction, BADJ)的细支气管肺泡干细胞(bron-
chioalveolar stem cells, BASC)和肺泡上皮AT2细胞, 
此类假定的(putative)肺腺癌起始细胞均同时表达

AT2细胞标志SP-C和Clara细胞标志CCSP[16-18]。与上

述研究结果吻合, 我们的前期研究也发现, SPC-A1
细胞株中的OCT4+细胞亚群具有SP-C+CCSP+表型特

征[19-20]。本文采用成球试验从SPC-A1细胞中富集了

OCT4+细胞亚群并再次证实了上述结果。综合以上

研究资料, 可以认为人和小鼠肺腺癌可能具有相同

的细胞起源, 其CSC属于远端气道上皮谱系, 但具有

近端气道上皮的表型标志, 如CCSP是支气管Clara
细胞的特异性表型标志, 在肺脏中该标志阳性细胞

在BADJ近端的各级气道均有分布[21]。此外, 其他研

究组也报道肺球体细胞具有近端呼吸上皮的表型

特征, 其中最受关注的是CD133表面抗原和对DNA
染料Hoechst33342的拒染能力(即SP)等[7-9]。在肺脏

呼吸道中, 支气管假复层上皮均阳性表达CD133抗
原, 而SP细胞则属于此类上皮中的基底细胞(basal 
cells)[22-23]。本文拓展了上述研究结果, 我们观察到

SPC-A1球体细胞还能够表达近端气道纤毛柱状细

胞标志FoxJ1[24]和PNEC标志GRP[25]。但值得注意的

是, 这种多谱系标志表达与OCT4等多潜能转录因子

密切相关, 如靶向灭活HIF1α导致OCT4等基因表达

下调后, 上述谱系标志均呈阴性。这些研究结果提示, 
在肺腺癌中OCT4、Nanog和Sox2转录因子不仅调控

CSC的自我更新, 而且通过维持其未分化状态使之同

时表达肺脏近端和远端呼吸上皮的多个谱系标志。

上述近端和远端气道的多谱系标志表达现象

在人支气管永生细胞的多潜能细胞亚群中也曾有报

道[26]。但与此类细胞比较, SPC-A1球体细胞的一个

特征是阳性表达GRP。GRP属于蛙皮素(bombesin)
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现此类粗提物不仅能够遏制肺癌CSC形成球体, 而且

对球体形成后的细胞增殖也具有显著的抑制功能。

鉴于此类癌细胞对多数化疗药物具有高度耐药特性, 
分离鉴定被毛孢菌丝体中的有效抗癌成份, 将是今

后研制开发肺癌CSC靶向药物的一个发展方向。

综上所述, 本文通过无血清成球培养技术获得

了肺腺癌的CSC样细胞。借助免疫荧光等分析技术, 
证明此类球体细胞表达OCT4、Nanog和Sox2多潜能

基因和肺脏呼吸上皮的多个谱系表型标志, 这些细

胞也阳性表达SCLC相关抗原。因而从表型分析的

角度, 肺球体细胞属于未分化的恶性干细胞即CSC。
鉴于原发肿瘤中存在此类OCT4+癌细胞, 严重威胁

肺癌患者生存[30-31], 对其实施特异性的靶向治疗是

近年来颇受关注的一个研究领域。本课题组也进行

了一些探讨, 本文结果提示, 从中药冬虫夏草中寻找

靶向肺癌CSC的新颖抗癌制剂值得深入研究。
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