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Abstract
AIM: To investigate the expression of CD24 
and its role in the angiogenesis and tumor cell 
proliferation in colorectal carcinoma.

METHODS: Direct immunofluorescence flow 
cytometry (FCM) was used to detect the ex-
pression of CD24 in 66 specimens of colorectal 
carcinoma and normal colorectal tissues. The 
expression of CD24 protein was shown by the 
percentage of positive cells (PPC) and mean flu-
orescence index (MFI). The expression of CD34 
and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in 
colorectal carcinoma were detected by immuno-
histochemistry. Microvessel density (MVD) was 
figured out according to the positive staining for 
CD34. The proliferation index of carcinoma cells 
was figured out according to the expression of 
PCNA.

RESULTS: The values of PPC and MFI were 
significantly higher in colorectal carcinoma tis-
sue than that in the normal colorectal tissue (PPC: 
90.40% vs 36.15%, χ2 = 6.877, P < 0.001; MFI: 
18.10 vs 8.41, χ2 = 6.934, P < 0.001). The values of 
MFI and PPC were significantly correlated with 
tumor stages (Dukes and pTNM), lymph noda 
metastasis and infiltration types (P < 0.05). The 
expression of PCNA was increased with the up-
regulation of CD24 expression in CD24-positive 
cases (P < 0.05). There was a significant correla-
tion between the positive rate of CD24 expres-
sion and the value of MVD in colorectal carci-
noma (r = 0.243, P = 0.050). But the value of MFI 
had no marked correlation with that of MVD in 
colorectal carcinoma (r = 0.115, P = 0.358).

CONCLUSION: CD24 expression is obviously 
up-regulated in colorectal carcinoma, and it is 
correlated with the angiogenesis of tumor tis-
sues and proliferation of tumor cells.
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CD24; Microvessel density; Proliferating cell nuclear 
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摘要
目的: 探讨CD24在大肠癌中的表达及其与细
胞增殖、血管生成的关系. 

方法: 运用流式细胞术直接免疫荧光法检测
66例大肠癌肿瘤组织及相应正常大肠黏膜
CD24的表达量. CD24蛋白表达量以阳性率
(PPC)和平均荧光强度MFI值表示. 运用免疫
组织化学法检测肿瘤组织CD34, PCNA的表
达情况, 根据CD34的染色情况计算出大肠癌
组织的微血管密度(microvessel density), 根据
PCNA染色情况计算出肿瘤细PCNA标记指数. 

结果: 大肠癌肿瘤组织CD24阳性率90.40% 
( 7 5 . 1 0 % - 9 6 . 3 5 % ) 明 显 高 于 相 应 的 癌 旁

®

■背景资料
大肠癌的临床过
程多变, 如果能够
判定肿瘤的生物
学特点就能预测
个体内肿瘤的发
展过程. 传统的预
后指标已不能满
足临床的要求. 现
在已有应用分子
标记来确定预后
分级,  CD24是最
近确定的新型预
后标记基因, 与肿
瘤的侵袭转移相
关, 在确定肿瘤预
后分级方面和早
期诊断方面具有
重要意义,  CD24
可能帮助外科医
生判断肿瘤预后, 
从而决定手术切
除范围及辅助治
疗方案.
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组织36.15%(32.00%-53.28%)(χ2 = 6.877, 
P <0.001). 大肠癌肿瘤组织CD24蛋白MFI值
18.10(11.45-25.43), 明显高于正常黏膜组织
8.41(5.59-10.33)(χ2 = 6.934, P <0.001). 浸润
型、高Dukes分期、高pTNM分期及有淋巴结
转移的癌组织中CD24蛋白的平均荧光强度
显著高于对应组(P <0.05). 浸润型、低分化、

高Dukes分期、高pTNM分期及有淋巴结转
移的癌组织中CD24蛋白阳性百分率显著高
于对应组(P <0.05). 在CD24阳性表达病例中, 
PCNA的表达随着CD24表达强度的升高而升
高(P <0.05). 大肠腺癌肿瘤细胞CD24阳性表达
率与MVD呈正相关(r  = 0.243, P  = 0.050). 而
CD24蛋白平均荧光强度与MVD未见明显相
关(r  = 0.115, P  = 0.358).

结论: CD24在大肠腺癌中表达水平明显上调, 
并与肿瘤细胞增殖、血管生成密切相关.

关键词: 大肠肿瘤; 流式细胞术; CD24; 核增殖抗

原; 微血管密度 
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0  引言

大肠癌是我国常见恶性肿瘤之一, 占全部癌症

的6.8%, 大肠癌死亡率为3.54/10万, 占癌症死亡

率的5.29%, 居第6位. 引起患者死亡的主要原因

是肿瘤的侵袭与转移. 介导细胞黏附作用的细

胞表面黏附分子在肿瘤浸润和转移中具有重要

的地位. CD24是一种低分子质量高度糖基化的

黏附分子, 主要表达在造血系统. 最近研究表明, 
在造血系统肿瘤和一些器官的实体瘤表面可见

C D 2 4高表达 .  有资料显示C D 2 4在前列腺

癌[1-2]、非小细胞肺癌[3]、鼻咽癌、原发性肝细

胞癌[4]、胆管细胞癌[5]、麦克尔细胞癌[6]、神经

源性肿瘤[7]、胰腺癌[8]、胃癌[9]、结肠癌[10]、肾

细胞癌[11]、B细胞淋巴瘤[12]、乳腺癌[13-14]等肿瘤

组织中表达增强, 且和肿瘤侵袭转移、复发和

预后密切相关. 但对CD24在大肠癌侵袭转移中

的作用, 特别是CD24与肿瘤性血管生成的关系

尚未阐明[15]. 本研究拟用直接免疫荧光法流式

细胞术检测66例原发性大肠癌肿瘤组织中CD24
的表达量, 运用免疫组织化学法检测肿瘤组织

CD34, PCNA的表达情况, 分析他们的相互情况, 
探讨CD24与大肠癌侵袭转移、肿瘤细胞增殖和

肿瘤性血管生成的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 泉州市第一医院2006-03/09大肠癌手

术切除新鲜标本66例, 所有患者术前未经放疗

和化疗, 所有病例均经切片病理确诊. 全部病例

按WHO肿瘤分类标准(大肠癌)进行组织学分型, 
区域淋巴结转移分站及TNM分期. 其中男37例, 
女29例; 小于60岁25例, 大于60岁41例, 病理分

型: 低分化癌25例, 中分化癌31例, 高分化癌10
例; 大肠癌标本中浸透浆膜者47例, 未浸透浆膜

者19例; 有淋巴结转移者29例; Dukes分期: A期

18例, B期18例, C+D期30例. pTNM分期:Ⅰ期14
例, Ⅱ期21例, Ⅲ期20例, Ⅳ期11例. 

流式细胞术标本包括肿瘤部位和肿瘤边缘

5 cm以上的相应癌旁肠黏膜, 标本离体半小时内

新鲜取材. 另取对应癌组织, 经40 g/L中性甲醛

固定, 24 h内取材, 常规石蜡包埋, 4 μm厚度连续

切片.
1.2 方法 

1.2.1 流式细胞术 离体半小时内选取大肠癌组

织及距离癌组织约5 c m以上的正常大肠黏膜

(经病理证实无癌组织残留)各1份, 眼科剪刀剪

碎组织, 去除坏死组织和血块, 将剪碎组织置组

织细胞分离器(DAKO Medimachine)中制备单

细胞悬液, 500目尼龙网过滤, 将收集的细胞悬

液离心(800 r/min)5 min×3次, 弃上清液、沉淀, 
用2 mL的PBS漂洗, 再以1500 r/min离心5 min, 
弃上清液, PBS调整细胞数每管为1×106个细

胞. 鼠抗人CK-FITC mAb一抗工作液购自Dako 
cytomation(Clone: MNF116). 鼠抗人CD24-PE 
mAb一抗工作液购自Caltag Laboratories(Clone: 
SN3). 每管中加入20 μL鼠抗人CK-FITC mAb一
抗工作液标记上皮细胞(正常黏膜管)和肿瘤细

胞(肿瘤管), 并加入20 μL特异的鼠抗人CD24-
PE mAb一抗工作液, 另一管中加入阴性对照, 以
20 μL的IgG异硫氰酸荧光素(FITC)与细胞悬液

反应. 避光室温反应30 min. 所用流式细胞仪为

(FACSsort型流式细胞仪). 用荧光微球校准流式

细胞仪之后, 通过前向角散射(FSC)和侧向角散

射(SSC)双参数, 建立FS(log)/SS(log)双参数直方

图, 以矩形框和对角框选取有关细胞细胞群(尽
量去除细胞碎片及细胞集团)建立二维点图(图
1A). 以CK-FITC为纵坐标, SS(log)为横坐标, 建
立双参数直方图, 圈定CK阳性的细胞群(图1B). 
再建立FL2-CD24 PE单参数直方图检查CK阳性

■研发前沿
体外培养和动物
模 型 已 经 证 实 , 
C D 2 4 对 多 种 肿
瘤的生长和转移
相关的特性具有
调 节 作 用 .  但 对
CD24在大肠癌侵
袭转移中的作用, 
特别是CD24与肿
瘤性血管生成的
关系尚未阐明.
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的上皮细胞/肿瘤细胞CD24的表达强度(图2). 依
次测定每例标本中阳性细胞百分率(percentage 
of positive cell, PPC)和平均荧光强度值(mean 
fluorescence intensity, MFI). 
1.2.2 免疫荧光染色  避光室温反应后 ,  取少

量细胞悬液滴于波片上 ,  置于荧光显微镜下

(Olympus: BX-60-32FB2-A03)观察. 
1.2.3 免疫组织化学染色 CD34 mAb(克隆号: 
QBEnd/10)、PCNA mAb(克隆号: PC10)购自福

州迈新科技有限公司, 操作严格按照说明书进

行. 用已知阳性片作阳性对照. 同时用PBS代替

第一抗体作阴性对照. PCNA免疫组化结果以

细胞核出现棕黄色颗粒细胞为阳性细胞. 随机

选取5个高倍视野(×400)计数阳性细胞百分率. 
依阳性细胞百分率判定阳性强度. 阳性细胞数

≤25%为“+”, 26%-50%为“++”, ≥51%为

“+++”. CD34阳性染色定位于血管内皮细胞, 
呈棕黄色. 大肠癌组织内孤立的棕黄色血管内

皮细胞或细胞簇代表一条单独的微血管. 在10
倍物镜下挑选微血管分布最高的区域, 再在高

倍(×200)镜下计数被染成棕黄色的血管数目. 
结果用3个200倍视野下的血管数目的平均数来

表示. 取其平均值作为微血管密度. 分辨不清或

染色模糊的细胞不计入结果.
统计学处理  正态性检验应用K S检验法

(Kolmogorov-Smirnov); 方差齐性时数据用mean
±SD表示, 组间比较用单因素方差分析, 组间两

两比较用S-N-Q检验, 非正态性分布或方差不齐

时数据用中位数(四分位数间距)[M(QR)]表示, 
采用秩和检验, 组间两两比较用Nemenyi法检验. 
相关分析采用双变量Pearson相关分析. 检验水

准α = 0.05. 皆用SPSS12.0和Excell软件处理.

2  结果

2.1 免疫荧光染色结果 在免疫荧光显微镜下, 可
见CK-FITC阳性CD24-PE阴性的肿瘤细胞发出

绿色荧光(图3A); CD24-PE阳性CK-FITC阴性的

非上皮细胞发出橘红色的荧光(图3A); CD24阳
性的肿瘤细胞呈CK-FITC, CD24-PE双染色, 发
出绿色和橘红色双色荧光(图3B-C). 染色部位均

位于细胞膜. 
2.2 CD24表达与大肠癌临床病理学的关系 66
例大肠癌肿瘤组织C D24蛋白阳性表达率为

90.40%(75.10%-96.35%), 明显高于相应的癌

旁组织36.15%(32.00%-53.28%), c2 = 6.877, 
P <0.001. 66例大肠癌肿瘤组织CD24蛋白MFI
值18.10(11.45-25.43), 明显高于正常黏膜组织

8.41(5.59-10.33), c2 = 6.934, P <0.001. 浸润型、

高Dukes分期、高pTNM分期及有淋巴结转移的

癌组织中CD24蛋白的平均荧光强度显著高于

对应组(P <0.05). 浸润型、低分化、高Dukes分
期、高pTNM分期及有淋巴结转移的癌组织中

CD24蛋白阳性百分率显著高于对应组(P <0.05), 

■创新盘点
国内应用流式细
胞仪对实体瘤进
行分析多数采用
酶消化或者手工
破碎法收集单细
胞悬液, 易导致细
胞溶解或者组织
破碎不够、细胞
数太少等问题, 本
实验采用组织细
胞分散仪收集单
细胞悬液, 能避免
以上问题, 使实验
数据更据有说服
力. 同时应用低分
子质量的C K (细
胞角蛋白)标记单
细胞悬液中的肿
瘤细胞, 从而使实
验数据更加精确. 

图  1  双参数直方图. A: FS(log)/SS(log), 以矩形框和对角框

选取有关细胞细胞群(尽量去除细胞碎片及细胞集团)建立

二维点图; B: 以CK-FITC为纵坐标, SS(log)为横坐标, 圈定

CK阳性的细胞群.
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而与大肠癌患者的性别、年龄、浸润深度无关

(表1). 
2.3 CD24表达与PCNA指数的关系 大肠癌CD24
蛋白平均荧光强度和阳性细胞百分率与大肠癌

细胞增殖指数显著相关(P <0.05), 并且随着CD24
蛋白表达水平的增强, 细胞增殖指数也随之升

高, 两者呈正相关关系(图4, 表2). 
2.4 CD24表达与MVD的关系 66例大肠癌MVD
在200倍视野的均数为47.55±7.86. 随着CD24阳
性细胞率的增强, MVD也升高, 两者呈正相关(r 
= 0.243, P = 0.05). 而CD24蛋白平均荧光强度与

MVD未见明显相关(r = 0.115, P = 0.358).

3  讨论

CD24是一种低分子质量高度糖基化的黏附分

子, 由27个氨基酸组成, 通过糖基磷脂酰肌醇

黏附在细胞膜上[16]. P-选择素是CD24的唯一配

体, 通过低聚糖与CD24特异性结合. 在正常生

理情况下, CD24能够介导单核细胞或中性粒细

胞黏附于表达P-选择素的活化内皮细胞或血小

板, 抗P-选择素或抗CD24抗体可阻断这种黏附

作用. 在病理状态下, CD24介导癌细胞与活化血

小板和内皮细胞的结合[17]. 因此CD24/P-选择素

的黏附途径, 被推测更有利于CD24阳性肿瘤细

胞的浸润性和转移行为. 体外培养和动物模型

已经证实CD24表达产物足以促进肿瘤的侵袭

和转移[15]. CD24明显增强P-选择素依赖的肿瘤

细胞与内皮细胞黏附和肿瘤细胞在小鼠肺内迁

移滞留和集落形成[18]. 与对照组相比, CD24表达

可显著增加增殖转移能力较弱的胰腺癌细胞株

和乳腺癌细胞株向裸鼠肺部转移结节的数量[18]. 
Senner et al [19]证实CD24显著增加星形细胞瘤细

胞株在小鼠纹状体内的侵袭范围. 细胞培养刮

痕实验也显示, 在排除细胞增殖的影响下, 表达

CD24的乳腺癌单细胞层愈合速度明显比CD24
阴性的细胞快[18]. 我们发现与正常大肠黏膜相

比, 大肠癌肿瘤组织CD24蛋白阳性表达率和平

均荧光强度明显增强. 浸润型、高Dukes分期、

高pTNM分期、低分化及有淋巴结转移的癌组

图  3  免疫荧光染色结果. A: CK-FITC阳性CD24-PE阴性

的肿瘤细胞发出绿色荧光; CD24-PE阳性的非上皮细胞发

出橘红色的荧光; B, C: CD24阳性的肿瘤细胞呈CK-FITC, 

CD24-PE双染色, 发出绿色和橘红色双色荧光.

A

B

C

■应用要点
国外学者应用抗
CD24的mAb可以
时间和剂量依赖
的方式抑制表达
CD24的胰腺癌细
胞系和结肠癌细
胞 系 的 生 长 .  应
用 抗 C D 2 4 和 抗
CD21特异性抗体
治疗移植相关的
B 细 胞 增 殖 综 合
征已取得良好的
效果. 表明应用抗
CD24 mAb或者去
除、降低CD24表
达可能是治疗表
达CD24肿瘤的一
种新方案.

A

B

图  4  大肠癌组织免疫组织化学结果(SP). A: PCNA阳性染

色定位于肿瘤细胞细胞核, 呈深棕色颗粒状沉着(×400); B: 

CD34阳性染色定位于血管内皮细胞, 呈棕黄色(×200).
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织中CD24蛋白的表达显著高于对应组. Weichert 
et al [10]也发现结肠癌肿瘤中有68.7%胞膜染色阳

性,  84.4%胞质染色阳性, 胞质染色阳性与肿瘤

临床分期(Dukes和pT分期)、淋巴结转移、远处

转移和病理分级明显相关, 胞质CD24表达患者

生存期明显缩短. 最近Sagiv et al [20]发现90.7%的

结直肠腺瘤和86.3%结直肠腺癌表达CD24, 从而

提示CD24表达增强发生在结直肠癌肿瘤形成的

早期阶段, 可能参与大肠癌的肿瘤形成过程. 

研究发现CD24水平与恶性肿瘤的快速生

长密切相关. Baumann et al [18]应用实验性动物

模型发现表达有CD24的乳腺癌细胞株增殖明

显比CD24阴性的细胞株增殖快. 敲除CD24基
因的膀胱上皮癌细胞UM-UC-3、前列腺癌细胞

DU145、宫颈癌海拉(HeLa)细胞株、乳腺癌细

胞MCF-7及骨肉瘤细胞SAOS-2增殖能力明显降

低[21]. 我们发现大肠癌癌组织CD24蛋白表达水

平与肿瘤细胞增殖指数显著相关, 伴随着CD24
蛋白表达水平的增强, 肿瘤细胞增殖指数明显

升高. 提示CD24可促进肿瘤细胞生长. 
我们发现, 随着大肠腺癌CD24肿瘤细胞阳

性表达率的增加, MVD也升高(P = 0.050). 故提

示CD24蛋白可能通过某种方式促进肿瘤性血管

的生长. 有关CD24与大肠癌血管生成的研究较

少, 而且CD24蛋白平均荧光强度与MVD未见明

显相关. 因此很难对CD24在大肠癌血管生成中

是否起作用下定论. 这需要进一步研究. 
总之, CD24参与大肠癌发生、发展, 促进肿

瘤细胞生长, 可能参与大肠癌血管生成, 可通过

抑制或拮抗CD24表达来抑制肿瘤生长. 
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和单层上皮, 用于
鳞癌(包括梭形变
异), 各种腺癌(包
括肾上腺癌, 肝细
胞癌) ,  移行细胞
癌等上皮性肿瘤
的标记.

表  1  CD24表达与大肠癌临床病理学的关系[M(Q-R)]

                                                        肿瘤组织CD24染色

                                            MFI                         阳性细胞率(%) 

性别
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年龄  
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组织学分级
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Dukes分期 
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    pN0          37  15.10(10.10-18.40)    83.50(58.85-92.70)

    pN1          16  18.40(13.50-23.65)    88.85(77.65-92.45)

    pN2          13  35.10(20.80-42.50)sv    97.20(95.75-99.55)x

aP<0.05 vs 肿物型; dP<0.01 vs  溃疡型; fP<0.01 vs  肿物型和溃

疡型; gP<0.05 vs  高分化组; jP<0.01 vs  Dukes A期和Dukes B

期; kP<0.05 vs  TNM Ⅲ期; nP<0.01 vs  TNM Ⅲ期和TNM Ⅳ期; 
oP<0.05 vs  TNM Ⅰ期; rP<0.01 vs  TNM Ⅱ期; sP<0.05 vs  pN1; 
vP<0.01 vs  pN0; xP<0.01 vs  pN0和pN1.

项目                 n
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■同行评价
本 研 究 认 为 , 
CD24在大肠腺癌
中表达水平明显
上调, 并与肿瘤细
胞增殖、血管形
成密切相关有一
定的新颖性, 创新
性, 科学性较强.
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