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肝癌组织中多种自体吞噬的形态测量学分析
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　　［摘要］　目的　调查不同类型自体吞噬在肝癌及癌旁组织中的分布情况。方法　通过电子显微镜观察１５对肝癌组织
标本的超微结构，并使用相关软件量化图像指标以分析不同类型自体吞噬分布与细胞超微结构特征之间的联系。结果　数
据提示肝癌细胞中主要分布巨型自噬，分布与肿瘤细胞的活动及代谢情况相关；而癌旁细胞主要分布微型自噬，且分布与细胞

的炎症损伤程度相关。结论　巨型自体吞噬和微型自体吞噬在肝细胞癌组织及癌旁组织中呈现不对称分布，该现象可能与
肝癌的发生相关。
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　　自体吞噬是细胞存活、分化、进展及保持稳态所
必需的一种依赖于溶酶体的降解途径［１］。在细胞处
于代谢性应激的阶段，通过自噬转化损坏或过剩的
蛋白质和细胞器作为替代的能量从而维持稳态和活

力［２］。在凋亡功能缺失的肿瘤细胞中，自噬有助于延
长生存时间。相关研究［３４］证明，自噬不仅在肿瘤的
进展过程而且在对抗肿瘤治疗的反应过程中起着重

要的支持作用。而让人感觉矛盾的是，自噬功能的
缺失又和肿瘤的发生联系在一起。如作为必要的自
噬调节基因，ｂｅｃｌｉｎ１在人类卵巢癌、乳腺癌、前列腺
癌中是缺失的，并且ｂｅｃｌｉｎ１（＋／－）基因敲除的小鼠
有发生肿瘤的倾向性。自噬功能的缺失还可以激活
细胞ＤＮＡ的损伤反应，连同凋亡功能的缺失就可以

导致肿瘤的生成［５６］。目前，自噬对于肿瘤双重作用
的机制尚不明了。

　　原发性肝癌，病理绝大多数是肝细胞癌（ＨＣＣ），
是世界上第五大常见肿瘤，第三大肿瘤死亡原因［７］。
在肝细胞癌中自噬的作用也是非常复杂的，相关研
究甚至有着完全不同的结论。研究显示在肝细胞癌
中自噬相关基因及自噬活动是被抑制的。自噬作用
的缺失连同凋亡活动的异常可能促进肿瘤恶性程度

的分化［８］。但另外一些研究［９１０］证明作为自噬相关

基因在肝癌组织中表达是增加的，而且增加的自噬
活动可以降低肝癌细胞对化疗药物的敏感性。

　　通过电镜监测自噬活动有利于细致地分析和评
估各种自噬结构的变化，判定细胞质中哪些细胞器
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或范围会被靶定降解［１１］。事实上，肝细胞中自噬活
动非常丰富，形态上至少可以分为３种类型：巨型自
体吞噬、微型自体吞噬及分子伴侣介导的自噬，区别
在于细胞质被传递到溶酶体的方式。巨型自噬通过
一种双层膜结构隔离，待降解物形成自噬体随后与
溶酶体融合；而微型自噬指溶酶体能通过膜内陷直
接摄取胞质成分；分子伴侣介导的自噬与其他两类
自噬的不同主要存在于吞噬泡的缺失，降解底物的
类型及细胞器降解的缺失［１２］。尽管很多年前巨型自
噬和微型自噬就已经被发现是肝细胞降解胞质中蛋

白质的两种主要途径［１３］，但两者的确切作用至今仍
未明确。

１　材料和方法

１．１　组织标本来源及临床资料收集　肝脏组织标
本均来自于在第二军医大学东方肝胆外科医院接受

肝癌根治手术的患者，所有参与研究的患者在标本
收集前已签署由医院医学伦理委员会审核通过的知

情同意书。１５对肝癌及相匹配的非肿瘤肝组织标
本，术后立即被切割成直径１～２ｍｍ的小块并固定
在戊二醛溶液中，在经病理确诊为肝细胞癌后进行
超微结构观察及图像定量分析。

１．２　超微结构观察及形态测量学分析　肝癌组织
及癌旁组织固定在２．５％的戊二醛２ｈ以上，然后用

１％的四氧锇酸孵化２～３ｈ，经乙醉和丙酮脱水固定
后，树脂包埋，使用ＬＫＢＩ超薄切片机切割成厚度

５０～６０ｎｍ薄片并置于电镜铜网上，经乙酸双氧铀
和枸橼酸铅染色后，在日立Ｈ６００ＴＥＭ电子显微镜
下观察，并按预定的间隔随机拍摄完整细胞的照片。
通常每２～５个铜网网格拍摄１张。分析每个被拍
摄细胞的超微形态特征，记录细胞及细胞核外形，自
噬体、溶酶体、线粒体、内质网、核糖体等细胞器的分
布情况，并对细胞自噬活动情况使用软件ＳｃｉｏｎＩｍ
ａｇｅＢｅｔａ４．０２（ＳｃｉｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ，ＭＤ）
进行图像定量测量分析，通过测量自体吞噬体面积
占细胞总面积的比例判断细胞自噬活动情况。详细
方法见文献［１１］。

１．３　统计学处理　所有数据采用ＳＡＳ９．１．３软件
进行统计分析。图像量化后数字资料采用χ

２检验。
检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　肝细胞癌组织细胞与非癌肝组织细胞的超微
结构特点　随机拍摄了共１５８个完整细胞的电镜照
片。８０个细胞来自于肿瘤组织，７８个细胞来自于非
癌肝细胞。正常肝细胞呈对称的多角形，结构清晰

匀称，线粒体、核糖体等细胞器分布均匀，溶酶体较
常见而自噬体分布较少。但许多肝细胞受炎症及肝
硬化等因素影响，出现细胞及细胞器水肿，细胞多角
外形丧失，细胞核轻度增大及粗面内质网少量增生，
这类受炎症影响的肝细胞常伴有明显的微型自体吞

噬活动亢进，表现为溶酶体数量增多，体积明显增
大，溶酶体出现空泡或吞噬泡（图１Ｅ～１Ｈ）。肿瘤细
胞超微结构异形严重，细胞核形态不规则增大，呈伪
足样改变，细胞内核糖体大量丧失增生并出现聚集，
线粒体的数量减少并且体积减小，线粒体嵴趋向消
失，粗面内质网增生甚至呈指纹样改变等特异现象，
其中多层膜的自噬体结构也较为常见（图１Ａ～１Ｄ）。

　　在８０个肝癌细胞中，４６个细胞可观察到明显巨
型自噬体，７８个肝细胞中只有１５个细胞可以观察到
巨型自噬体。７８个肝细胞中有４２个细胞可以观察
到微型自体吞噬的明显活动。而８０个肝癌细胞未
能观察到明显的溶酶体活动，两种类型自噬在肝癌
和肝细胞中分布差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　巨型自体吞噬在各类细胞中分布的形态学分
析　正常肝细胞中巨型自体吞噬不仅数量少，体积
小且内容物少有细胞器。经超微结构图像定量测
量，正常肝细胞中的巨形自噬体，直径通常为０．６～
１．５μｍ，自噬面积约占细胞横截面积的０．１％～
０．８％。而肿瘤细胞中巨型自体吞噬体积相对巨大，
直径为１～８μｍ，自噬面积约占细胞横截面体积的

０．５％～１８％。包涵物多为细胞器，包括线粒体（图

２Ａ）、核糖体（图１Ａ、１Ｄ）、内质网（图２Ｂ）等。

　　按肿瘤细胞的形态学差别，肿瘤细胞按照状态
可以大致分为３类。Ⅰ类肿瘤细胞相对稳定处于静
息状态，这些细胞没有明显的代谢亢进征象，细胞器
无过度增生，细胞核、线粒体等细胞器也未见明显的
损伤（图２Ｃ）。此类肿瘤细胞共观察了２３个，出现
巨型自噬仅有４个。Ⅱ类肿瘤细胞具有代谢亢进的
征象，细胞核极度增大，细胞器过度增生，粗面内质
网增生呈指纹状（图２Ｄ），或核糖体大量增生堆积等
（图１Ａ），此类肿瘤细胞有２９个，出现巨型自噬的有

２０个。巨型自噬体包涵物主要为过剩的核糖体（图

１Ａ、１Ｄ）、内质网（图２Ｂ）及水肿的线粒体（图２Ａ）。Ⅲ
类肿瘤细胞有明显受损的征象，细胞核浓缩甚至碎
裂，线粒体高度水肿，线粒体内部结构模糊甚至消失，
细胞器数量包括线粒体数量明显减少，甚至缺失（图

２Ｅ）。此类肿瘤细胞有２８个，出现巨型自噬有２２个。
巨型自噬体包涵物主要为线粒体。在Ⅲ类肿瘤细胞
中，少量的细胞损伤状态非常严重，且处于过度的巨
型自噬状态中，在这些细胞中巨型自噬体隔离包裹了
大多数细胞器（图２Ｆ）。３类肿瘤细胞巨型自噬分布
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差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示肿瘤细胞在代谢 亢进或功能受损的情况下巨型自噬更易出现。

图１　在肝癌细胞（Ａ～Ｄ）和肝细胞（Ｅ～Ｈ）中巨型自噬和微型自噬的不对称分布

Ｆｉｇ１　Ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｍｉｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｂｅｔｗｅｅｎＨＣＣｃｅｌｌｓ（ＡＤ）ａｎｄｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ（ＥＨ）ｉｎａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
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图２　不同状态肝肿瘤细胞中巨型自噬的超微结构形态
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２．３　微型自体吞噬在肝细胞中分布的形态学分

析　正常肝细胞有对称的多角形外形，细胞内细胞

器分布均匀，溶酶体的活动很常见，一个细胞截面通

常可以看到多个溶酶体，溶酶体内无明显的空泡出

现（图３Ａ）。共观察了１８个正常肝细胞，溶酶体直

径约为１．０～１．５μｍ，溶酶体面积约占细胞横截面

积的０．２％～０．８％。但肝细胞因受多种原因引起

炎症的影响，细胞及细胞内细胞器会出现水肿，细胞

会丧失多角形外形甚至气泡样变。在这样的细胞胞

质中，溶酶体的数量与体积均有增加，且溶酶体会出

现多个空泡成为多腔溶酶体（图３Ｂ），此类肝细胞共

观察了２９个，溶酶体直径约为１．０～２．５μｍ，面积

约占细胞横截面积的０．５％～２．０％。反复长期的

炎症可引起肝硬化，此阶段的肝细胞周边有明显胶

原纤维，细胞水肿明显，边界不清；细胞还有核改变、

粗面内质网轻度增生，溶酶体体积增大及多腔化明

显等不典型改变，细胞表现出较重的损伤（图３Ｃ）。

此类肝细胞共观察到３１个，溶酶体直径约为１．５～
２．５μｍ，面积约占细胞横截面积的１．５％～３．５％。

通过图像软件分别求得３类细胞的细胞总截面面积

及微型自噬截面面积，３类细胞中微型自噬的分布

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示微型自噬的分

布可能与细胞的炎性程度相关，肝细胞的炎症情况

越重，微型自噬的分布就越多。

图３　处于不同炎症状态肝细胞的超微结构形态
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３　讨　论

　　在本实验中，图像量化数据显示巨型自体吞噬

和微型自体吞噬在肝细胞癌组织及癌旁组织中是不

对称分布的，该现象文献尚未见报道。分析其原因

可能是微型自噬没有特异性的分子标志物，仅能靠

透射电镜去鉴别。另一方面，相关研究也发现微型

自噬与巨型自噬有共同的分子通路［１４１５］。有研究证

明在巨型自噬相关Ａｔｇ基因变异的细胞中微型自噬

被有效抑制，电镜观察到Ａｔｇ７、Ａｔｇ８、Ａｔｇ９基因变

异的细胞中微型自噬可以形成小囊泡但无消化功

能［１６］。研究表明，微型自噬活动与巨型自噬活动可

能有共同的生化标志。而近２０年对自体吞噬的研

究主要集中在生物化学方面，超微影像学研究只是

最近才被重新重视。在很多方面微型自噬与巨型自

噬的作用可能被混淆了。

　　本实验发现，微型自噬主要分布在受炎症影响

的肝细胞中，且炎症损伤越重，微型自噬活动越明

显，而肿瘤细胞中微型自噬活动却是缺失的。我们

推测，微噬有维持细胞内环境稳态的重要作用，当微

噬功能缺失时，细胞内环境恶化，肿瘤细胞由此生

成。有研究证明微型自噬作为一种多用途的降解方

式，不仅可以为细胞提供能量转换，还可以维护细胞

的内环境稳定，微型自噬可降解细胞内外源性的蛋

白质［１７１８］。在酵母细胞中微型自噬可以清除过氧化

物酶体保持细胞内的稳态［１９］。同时受损肝细胞中

大量分布的微型自噬也压制了巨型自噬活动，有研

究证明ＥＧＯ复合体可以通过与ＴＯＲ酶结合，上调

微型自噬的活动同时压制雷帕霉素引起的巨型自噬

活动［２０］。

　　在那些凋亡功能缺失的肿瘤细胞中，代谢性应

激可以引起无止尽的巨型自噬。当缺少外源性的营
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养源，巨型自噬就可以作为能量源维持细胞活力。

氨基酸缺乏，缺氧、缺糖、低生长因子及细胞毒损伤

均可以引起细胞内巨型自噬，在这种情况下，抑制巨

型自噬可能直接导致细胞坏死 ［２４，２１］。现在一些研

究发现９０％的实体肿瘤中存在着缺氧 ［２２２３］，缺氧可

以直接引起细胞线粒体噬，线粒体噬作为一种适应

性应激反应可以降低细胞内活性氧簇的水平，防止

细胞死亡［２４２５］。这可能是肿瘤细胞中尤其是受损严

重的肿瘤细胞中大量出现线粒体噬的原因。如果肿

瘤细胞一直处于这种无止境的巨型自噬状态，当耗

尽所有细胞器时，细胞死亡就不可避免了。

　　综上所述，多种自体吞噬的不对称分布可能与

自噬对肝癌的双重作用相关，微型自噬可以维持细

胞稳态压制肿瘤发生，而作为看家功能的巨型自噬

可以在肝肿瘤细胞缺乏能量情况下提供能量，帮助

肿瘤细胞存活。我们将在进一步研究中验证多种自

体吞噬在细胞中的功能，从而为肝肿瘤病因的研究

及治疗提供新的线索。
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