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肝细胞癌克隆起源研究进展

王　斌，丛文铭

第二军医大学东方肝胆外科医院病理科，上海２００４３８

［摘要］　多结节和复发性肝细胞癌可分为肝内转移和多中心发生两种，其克隆起源方式与临床诊治密切相关，根据其克隆起

源方式设计合理的治疗方案是肝脏外科亟待解决的新问题。本文就近来国内外关于肝癌多中心发生的临床病理学特点、分子

诊断及临床意义作一综述。
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　　１９７６年提出肿瘤的单克隆学说，即单克隆性增生是肿瘤

的重要特征之一，为随后肿瘤性病变和增生性病变的鉴别奠

定了重要的理论基础。此后多数学者一直沿袭这一理论，认

为肝细胞癌的多结节灶、复发灶、卫星灶以及肝外转移灶系

单克隆起源。直到２０世纪８０年代末，分子技术的发展推动

了肝细胞癌克隆起源的研究，至此人们才逐渐认识到肝癌多

中心发生（ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｒｉｃｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ，ＭＯ）的存在。

１　肝癌克隆起源的临床病理学特点

１．１　组织病理学诊断标准　肝癌克隆起源的形态学基础主

要源于对肝癌癌前病变、早期肝癌和微小肝癌的病理形态学

观察。日本学者在此方面做了大量工作，并积累了自身的经

验。Ｓｈｉｍａｄａ等［１］从大体和镜下对多结节肝细胞癌肝内转移

（ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ＩＭ）的特点进行了描述：（１）肿瘤明

显来自门静脉癌栓；（２）多发卫星结节围绕主瘤生长；（３）邻

近主瘤的孤立癌灶具有与主瘤相似的组织学表现。对于复

发性肝细胞癌，有资料显示如果复发肿瘤为中或低分化肝细

胞癌，组织学分级与原发肿瘤相同或更低，可诊断为ＩＭ。

１９９７年和２０００年日本肝癌研究组先后提出并修订了同时性

ＭＯ（ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｍｕｌｔｉｃｅｎｔｒｉｃｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ）的形态学诊断标

准，当多结节肝细胞癌符合以下一项或多项条件，可以考虑

诊断为同时性 ＭＯ。具体为：（１）在腺瘤样增生（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓ

ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ，ＡＨ）或异型增生结节（ｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｎｏｄｕｌｅ，ＤＮ）内

可见高分化肝细胞癌成分；（２）肝细胞癌呈高分化状态；（３）

高分化肝细胞癌内含有中或低分化癌成分［２］。该标准与

２０００年 ＷＨＯ提出的肝癌 ＭＯ的诊断标准基本相似。

　　肝癌异时性 ＭＯ（ｍｅｔａｃｈｒｏｎｏｕｓｍｕｌｔｉｃｅｎｔｒｉｃｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ）

是临床上更为重视的一种肝癌复发形式，形态学诊断标准

为：（１）原发肿瘤为中低分化肝细胞癌，复发肿瘤为高分化肝

细胞癌；（２）原发及复发肿瘤均为高分化肝细胞癌；（３）复发

肝癌呈结节内结节型；（４）复发肿瘤周边肝组织内可见异型

增生结节。以上标准的制定主要依据高分化肝癌一般无转

移或甚少转移。但是，某些 ＭＯ的高分化肝癌也会迅速的去

分化而表现为中或低分化［３］，且我国临床上收治的病例多为

中晚期肝癌，此时仅依赖组织病理学表现很难对肝癌的克隆

起源作出准确诊断。

１．２　临床特点　判断肝癌克隆起源除依靠组织病理学表现

外，还常参考一些临床指标。有研究［４］将８２例 ＨＢＶ阳性的

多结节性肝癌分为 ＭＯ组和ＩＭ 组进行比较分析，结果发

现：Ｃｈｉｌｄ分级、门静脉癌栓、血清胆碱酯酶水平、肿瘤大小和
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组织学分级是区分二者的独立因素。另一些资料表明 ＭＯ
的一个重要的基础是 ＨＢＶ或 ＨＣＶ感染所致的慢性肝炎及

肝硬化，且在 ＨＣＶ感染基础上的肝硬化比 ＨＢＶ感染者更

易出现 ＭＯ［５７］，而血小板计数与肝纤维化程度及门静脉压

力有关，其计数下降反映肝硬化的程度，亦是鉴别 ＭＯ和ＩＭ
的参考指标之一［１］。此外，亦有学者根据术前和复发时ＡＦＰ
的异同判别复发性肝癌的克隆起源，其水平升高可能与肝细

胞癌 ＭＯ密切相关［８］。新近，Ｓｈｉｒａｂｅ等［９］对１５２例肝细胞

癌术后复发情况进行回顾性研究，结果发现复发结节数≤４
个可能与 ＭＯ有关，这组患者临床病理学特点包括血清谷丙

转氨酶升高、低蛋白血症、吲哚靛青绿储留率升高、ＨＣＶ感

染、低血小板计数以及组织学呈活动性肝炎表现。

２　肝癌克隆起源的分子诊断

　　组织病理学以及临床特点往往难以准确地区分ＩＭ 和

ＭＯ，鉴于肝癌常有基因突变、基因缺失、基因过表达和基因

表型改变等特征，因而可以从分子水平鉴别肝癌克隆起源的

差异。２０世纪８０～９０年代有学者相继应用分子生物学的方

法检测 ＨＢＶＤＮＡ整合模式、ｐ５３突变类型和ＤＮＡ倍体模

式等来确定肝癌克隆起源，以下主要介绍近年来发展的克隆

性标志物及其应用。

２．１　线粒体 Ｄ环区突变模式　人类恶性肿瘤中线粒体

ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）发生高频的错义突变和

移码突变，这些突变集中发生在非编码的Ｄ环区域，该区域

是人类线粒体基因组中变异最大的部分，也是体细胞线粒体

ＤＮＡ突变的热点区域［１０１２］。据国外研究［１１，１３］报道，原发性

肝细胞癌线粒体ＤＮＡ发生Ｄ环区突变的频率介于３９％～
６８％。国内黄学文等 ［１４］对２０例原发性肝癌线粒体ＤＮＡＤ
环区突变情况进行检测，结果显示Ｄ环区突变率为４０％（８／

２０），共发现突变位点５３个，其中包括２个插入、１１个缺失和

４０个点突变。线粒体基因组的高突变率不但产生了大量的

致病突变体，还产生了更多的序列多态性，如作为遗传标志

的单核苷酸多态性位点。将线粒体ＤＮＡＤ环区突变的多态

性作为克隆性标志为肿瘤克隆起源的研究提供了新思

路［１１，１５］。Ｎｏｍｏｔｏ等［１１］采用直接测序法对１９例复发性肝细

胞癌线粒体Ｄ环区的突变进行检测，结果发现１３例标本中

每例至少有１个瘤结节存在线粒体ＤＮＡ的突变，其中３例

标本各瘤结节突变模式相同，认为是相同克隆起源；另８例

肿瘤线粒体ＤＮＡ突变模式不同，不同克隆来源可能性大；其

余２例无法确定克隆起源，即复发肿瘤出现的某种突变在原

发肿瘤中不存在，这可能与肿瘤进展过程中随时发生新的线

粒体ＤＮＡ突变有关。由于肝细胞癌中线粒体ＤＮＡ具有高

频突变和石蜡切片中仍呈高拷贝状态的特点，通过比较线粒

体Ｄ环区突变模式确定肝细胞癌的克隆起源是一种高度敏

感并具有临床应用前景的克隆性分析方法。

２．２　基于Ｘ染色体基因的多态性分析　很多恶性肿瘤的克

隆性分析基于女性体细胞Ｘ染色体失活的嵌合性。Ｘ染色

体的失活具有遗传稳定性，所有来源于这一细胞的子代细

胞，无论是正常的还是发生了转化的肿瘤细胞，都是相同的

染色体失活。因此，每个肿瘤中所有的瘤细胞只有１条失活

的Ｘ 染色体 （ｐａｔｅｒｎａｌＸｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，Ｘｐ；或 ｍａｔｅｒｎａｌＸ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，Ｘｍ），而正常组织或反应性增生病变是多克隆

细胞群体，其中失活的Ｘｐ和失活的Ｘｍ都存在，二者约为１∶

１。根据这一特征，可区分肿瘤性增生和反应性增生以及分

析多发肿瘤中不同瘤结节的克隆关系，明确克隆起源［１６１７］。

目前该项克隆性检测技术常用的多态性位点包括磷酸甘油

酸激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｋｉｎａｓｅ，ＰＧＫ）、人雄激素受体和单

胺氧化酶基因。国内和国外的数据表明，约１／３女性具有

ＰＧＫ基因的多态性，而人雄激素受体和单胺氧化酶基因杂

合性比率更高，分别为９０％和７５％［１８］。目前通过分析人雄

激素受体基因的多态性已经成为许多良性病变及肿瘤克隆

性研究的主要方法［１８］。Ｏｋｕｄａ等［１９］通过检测Ｘ染色体上人

雄激素受体基因的多态性对４例多结节肝细胞癌进行克隆

性分析，发现２例患者的多个肿瘤结节ＰＣＲ产物电泳结果

显示分了量不同的单一条带，故提示 ＭＯ；另２例各瘤结节

则表现为分子质量相同的单一条带，表明为ＩＭ。Ｌｉｎ等［２０］

应用相同的方法对４例多结节肝细胞癌的克隆性进行研究，

结果显示１例为ＩＭ，３例为 ＭＯ，这与微卫星杂合性缺失

（ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，ＬＯＨ）分析的结果完全一致。Ｘ染色

体基因多态性的克隆性分析技术具有方法简单、所需样本量

较少、适用性和可靠性较强的优点，但该方法仅适用于女性

肝癌患者，而肝癌以男性患者居多，因此该方法在肝癌克隆

起源的研究上受到了一定的限制。

２．３　ＤＮＡ甲基化谱式　在肝癌发生的分子基础中，遗传和

表观遗传机制均起着重要的作用。表观遗传学是一门新兴

学科，主要研究非ＤＮＡ序列变化引起的，在细胞分裂中可遗

传的基因修饰作用，其中ＤＮＡ甲基化属于表观遗传的范畴。

目前研究［２１］发现，肝癌是一种高频率的抑癌基因启动子

ＣｐＧ岛高甲基化肿瘤，启动子区的高甲基化可能是除突变和

缺失以外导致抑癌基因功能失活的又一关键机制，ＤＮＡ甲

基化异常与肝癌的发生、发展密切相关。按照表观遗传学理

论，肿瘤特异的ＣｐＧ岛高甲基化在细胞分裂和增殖中能够

稳定传递，且肝癌ＤＮＡ异常甲基化发生频率较高，故可将

ＤＮＡ的甲基化谱式作为肝癌克隆性分析的分子标志。

Ａｎｚｏｌａ等［２２］应用甲基化特异性ＰＣＲ技术（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅ

ｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）检测了３０例肝细胞癌中６７个瘤结节的

ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ１４ＡＲＦ和ＧＳＴＰ１基因的甲基化状态，结果发现３个

基因的异常甲基化率分别为５６．７％、４３．３％和１７．９％，进一

步比较各结节甲基化谱式的异同，最后认为２３例为 ＭＯ，７
例为ＩＭ。Ｎｏｍｏｔｏ等［２３］使用相同的技术联合检测１１个抑

癌基 因 （ｐ１６，ＤＡＰＫｉｎａｓｅ，ＭＧＭＴ，ＧＳＴＰ１，ＡＰＣ，ＲＩＺ１，

ＳＦＲＰ１，ＳＦＲＰ２，ＳＦＲＰ５，ＲＵＮＸ３和ＳＯＣＳ１）甲基化状态来确

定多结节肝癌的克隆起源，并通过分析线粒体ＤＮＡ突变模

式对结果进行验证。结果显示１９例患者中每例至少存在１
种基因的异常甲基化，每例患者的肿瘤组织均可通过１１个

抑癌基因的甲基化检测谱来确定多结节以及复发性肝癌的

克隆起源。他们认为该方法的敏感性超过了其他所有分子

生物学方法，如果进一步增加待检测基因的数量，将更加准

确并且敏感地反映肝癌的克隆起源。

２．４　染色体ＬＯＨ模式　肝癌常有高频染色体或微卫星杂
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合性缺失，如染色体１ｐ、４ｑ、５ｑ、８ｐ、８ｑ、９ｐ、１０ｑ、１１ｐ、１３ｑ、１４ｑ、

１６ｑ、１７ｐ和２２ｑ上的ＬＯＨ十分常见。迄今尚未发现肝癌具

有染色体特异性位点的丢失，据此采用限制性片段长度多态

性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）的分析

方法，通过对多结节和复发性肝癌ＬＯＨ模式的比较分析，可

了解肝癌克隆起源的方式。选用多种探针对１９例肝癌的４３
个癌结节的ＬＯＨ模式进行分析，结果发现经组织学诊断的

１１例多中心肝癌中有８例至少在１个或多个位点上检测到

染色体１６的ＬＯＨ，且各结节间ＬＯＨ 模式不相同，提示为

ＭＯ；５例组织学诊断为相同克隆起源者，各结节ＬＯＨ 模式

相同；另５例不能确定克隆起源的多结节肝癌中，４例出现

ＬＯＨ，其中２例各结节出现不同的 ＬＯＨ 模式，提示为

ＭＯ［２４］。ＲＦＬＰ技术存在步骤繁琐、工作量大、成本较高以及

多态信息含量低等不足，因而临床应用受到很大限制。微卫

星ＤＮＡ作为衡量细胞基因组整体稳定性的良好标志，具有

更多的优点，如ＰＣＲ分析更加简便、位标更致密、便于更确

切地定位和突变频率低等。因此，选择多个高频率ＬＯＨ染

色体和更多微卫星标志将有助于提高诊断肝癌克隆起源的

准确性［２４］。Ｎｇ等［２５］比较了微卫星ＬＯＨ、ｐ５３突变类型和

ＨＢＶＤＮＡ整合模式３种方法在鉴别多结节肝癌的克隆起

源上的差别，认为微卫星ＬＯＨ是３种方法中应用范围最广

泛，对于ＤＮＡ含量少的标本，如针吸活检或者肝组织活检均

适用。此外，微卫星ＬＯＨ分析还适用于甲醛固定石蜡包埋

的肝癌组织。但对于相同克隆起源的癌结节，其ＬＯＨ模式

也可能存在一定的异质性，在利用ＬＯＨ模式进行克隆源性

分析时要考虑到这部分变异的情况［２６］。

３　肝癌克隆分析的临床意义

　　肝癌术后复发一直是制约肝癌治疗效果的主要原因，鉴

别多结节和复发性肝癌的克隆起源不仅对肝癌复发机制有

重大理论价值且更有实践意义。许多研究者对肝癌 ＭＯ和

ＩＭ的预后进行了对比分析。Ｙａｓｕｉ等［２７］比较研究了经外科

手术治疗的１８例肝细胞癌 ＭＯ和６４例ＩＭ；前者３年无病

生存率为３９％，３年生存率为７０％，均明显高于ＩＭ 组；与孤

立性肝细胞癌比较，虽然手术时 ＭＯ组患者肿瘤分期晚，但

术后两组存活率无显著差别。Ａｒｉｉ等［７］报道了肝癌术后肝

内复发再切除后１年、３年存活率，ＭＯ组为１００％与８０％，

而ＩＭ组为９１．７％与３８．１％，认为复发性肝癌属 ＭＯ者手术

切除预后更好。另一项研究［２８］表明，２４６例肝细胞癌患者根

治切除术后早期复发（≤１年）８０例、晚期复发（＞１年）４６
例，其中９例行再切除术的早期复发肿瘤中有８例诊断为

ＩＭ，而６例行再切除术的晚期复发均诊断为 ＭＯ，晚期复发

患者中位生存期较早期复发者明显延长（１５．８个月ｖｓ２９．６
个月，Ｐ＝０．００５）。目前临床上治疗肝癌的手段除外科手术

切除外还有肝移植和很多微创疗法，如射频消融、微波凝固

及无水乙醇注射等。从理论上讲，多克隆起源的术后复发性

肝癌在本质上是新生肿瘤，具有与原发性肝癌相似的生物学

特征，再次手术切除仍可望获得良好疗效，而单克隆起源的

术后复发性肝癌在本质上是癌栓或卫星灶等残癌组织的持

续生长，更应注重综合治疗。今后还应进一步探索简便、准

确的肿瘤克隆分子诊断技术，在肿瘤克隆起源理论指导下制

订科学的个体化治疗方案，并在临床实践中验证肿瘤克隆起

源方式与临床治疗模式的关系，不断提高肝癌治疗水平。
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　　本书广泛吸收了国内外信息检索与利用的最新研究成果，结合当前我国信息环境的特点以及医药卫生工作者的信息需

求，以信息检索的基本知识为基础，以国内外经典和重要的生物医学信息源为主线，以信息利用为重点，按照检索基础－信息

资源－资源利用的思路，系统阐述了信息检索基本原理、国内外生物医学信息数据库的使用方法和技巧、医学科技论文（含学

位论文）写作以及医学情报调研和循证医学等内容。全书案例丰富，资料翔实，具有较强的实用性和针对性，既可作为高等医

学院校研究生、本科生教学用书，也可供广大医药卫生工作者参阅。
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