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Abstract
According to cancer stem cell theory, colorectal 
cancer stem cells (CCSCs) are involved in the 
incidence, metastasis and recurrence of colon 
caner, so it's of great significance to separate and 
purify the CCSCs for colon cancer prevention, 
diagnosis and treatment. This article reviews 
the methods for the sorting and identification of 
CCSCs. 
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摘要
肿瘤干细胞理论认为结肠癌的发病、转移与
复发与大肠癌干细胞(colorectal cancer stem 

cells, CCSCs)有关, 因此分离纯化大肠癌干细
胞对于结肠癌的预防, 诊断及治疗具有重要意
义. 本文就大肠癌干细胞的分选与鉴定方法作
一综述.  
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0  引言

大肠癌(colorectal cancer)是严重危害人类健康

也是最常见的恶性肿瘤之一, 在西方发达国家

其发病率居于恶性肿瘤的第2位, 在我国其发病

率和死亡率均呈明显上升趋势. 关于肿瘤的起

始原因存在两种理论: 一种理论(Stochastic理论)
认为所有癌细胞的形状、大小及细胞容积都是

相同的, 都可进行分化形成新的肿瘤, 但其增

生分裂是一些低概率的随机事件. 另一种理论

(Hierarchy理论)则强调, 在癌细胞中, 只有少许

具有选择性的细胞可以分裂成新的癌细胞, 进
而形成肿瘤. 这些少量的具有选择性的细胞被

称为肿瘤干细胞, 其自我更新和分化能力, 是肿

瘤不停生长、死灰复燃的罪魁祸首[1], 目前肿瘤

的干细胞起源得到越来越多的研究结果支持[2]. 
大肠癌干细胞是消化系恶性肿瘤中第1个被发

现的肿瘤干细胞, 分选并鉴定大肠癌干细胞对

消化系肿瘤的预防、诊断及开拓新一代肿瘤治

疗方案有着重要意义. 

1  肿瘤干细胞的研究

肿瘤干细胞(cancer stem cells, CSCs)是一类存

在于癌细胞中具有自我更新、无限增殖及多分

化潜能等干细胞特性的未成熟细胞, 少许此类

细胞就可以分化成新的肿瘤细胞, 进而形成肿

瘤. 人类认识CSCs起源于对白血病的研究, 20世
纪70年代Nowell[3]发现在白血病组织中仅有极

少数细胞能在体内进一步增殖, 并在体内移植

后形成集落, 从而提出了白血病干细胞的概念. 
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■背景资料
肿瘤干细胞理论
认为肿瘤干细胞
是存在于肿瘤组
织中具有干细胞
特性的未分化细
胞, 少许细胞就可
分化成新肿瘤细
胞, 是肿瘤形成的
来源, 该理论得到
了越来越多研究
结果的支持. 而肿
瘤干细胞研究的
首要重点即肿瘤
干细胞的分选与
鉴定, 包括大肠癌
肿瘤干细胞在内
的多种肿瘤干细
胞已经被成功分
选鉴定.
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华中科技大学同
济医学院附属协
和医院普通外科



2002年, Clarke et al [4]的研究小组利用流式细胞

仪首次从乳腺癌肿瘤分离出肿瘤干细胞. 2003
年Al-Hajj et al [5]通过特异性的细胞表面标志Lin-
ESA+CD44+CD24-/low分离纯化出乳腺癌干细胞, 
这种干细胞只占乳腺癌细胞的2%, 但只需要200
左右个细胞就可在小鼠乳腺中形成肿瘤. 此后, 
研究人员又根据不同的细胞表面分选标记, 分
别从脑神经胶质瘤[6]、肉瘤[7]、结肠癌[8-10]、头

颈癌[11]、肝癌[12-14]、肺癌[15]、黑素瘤[16]、胰腺

癌[17]、前列腺癌[18]、卵巢癌[19]、肾癌[20]中分离

出肿瘤干细胞.

2 大肠癌干细胞的分选方法

大肠癌干细胞的分选可通过肿瘤细胞的体外培

养分选、免疫学分选[21]以及功能学分选[22]等方

法, 其中最为常用、有效的是免疫学分选法. 
2.1 体外培养分选法 体外培养分选法是将结肠

癌的肿瘤标本通过机械法和酶消化法分散, 将
得到的肿瘤细胞群用含有表皮生长因子和成纤

维细胞生长因子的无血清培养基培养, 观察细

胞能否悬浮生长、生长速度、增殖能力及细胞

球形成情况. 大部分分化的肿瘤细胞不能耐受

无血清培养, 只有少数未分化的肿瘤干细胞和

祖细胞以指数的速度增长并且形成漂浮的肿瘤

干细胞球, 这些肿瘤干细胞球中富集肿瘤干细

胞, 但通过这种方法得到的肿瘤干细胞含量并

不高, 一般需要通过免疫法或功能法进行纯化. 
在国内, 王锡山 et al [23]首次把Lovo细胞系培养于

无血清干细胞培养基中, 待增殖形成细胞球后, 
分离呈悬浮球样生长的细胞群并机械吹打成单

细胞悬液, 利用有限稀释试验计算出该细胞大

约占0.54%-0.62%, 并进一步利用含血清的干细

胞培养基和无血清的干细胞培养基交替培养及

Musashi-1免疫化学染色试验来鉴定其具有肿瘤

干细胞的特性[24]. Li et al [22]通过用含生长因子的

无血清培养基(SFM)培养大肠癌Colo205细胞, 
后者能在无血清培养基中存活、增殖并形成肿

瘤干细胞球, 高表达Musashi-1. 这种细胞球富集

了大肠癌肿瘤干细胞. 
2.2 免疫学分选 免疫学分选, 待测标本通过机械

法分离成单细胞悬液然后置于利于悬浮的高表

达CD133结肠癌细胞球生长的条件中培养. 利
用免疫组织化学检查, 用流式细胞仪将细胞分

选出CD133+以及CD133-两组细胞, 然后直接注

射到裸鼠身上, 新分选的CD133+细胞和培养的

结肠癌细胞球都能生成与原始标本组织学特征
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(H&E染色)一致的肿瘤(图1). 
目前作为大肠癌干细胞的主要分选方法-免

疫学分选包括: 荧光活化细胞分选(fluorescence 
activated cell sorting, FACS)及磁性活化细胞分

选(magnetic activated cell sorting, MACS), FACS
方法是利用干细胞表面一些膜蛋白(主要是一

些CD抗原, 如CD117、CD133、CD34、CD44/
CD24等)的某些成员的表达上调, 另一些成员

则下调的特点, 用其一种或两种以上的不同激

发波长的荧光素标记的mAb标记单细胞悬液后

用流式细胞仪分选干细胞, 如急性单核细胞性

白血病干细胞、脑瘤、乳腺癌、室管膜瘤、前

列腺癌、视网膜母细胞瘤、胰腺癌等肿瘤干细

胞的研究就是采用了这种方法. MACS的原理

则是利用未标记的CD抗原等蛋白的mAb作为

第一抗体与单细胞悬液孵育后, 再用免疫磁珠

(micro-beads)标记的第二抗体结合, 利用这种

特异性一抗、二抗标记的细胞悬液流过特制的

永久磁铁的磁场时, 可吸附在磁式分选柱内, 再
将磁式分选柱移开磁场从柱内洗脱、收集干细 
胞[25]. 这两种分离技术均需将待测标本制成单

细胞悬液, 且有赖于对大肠癌干细胞表面标志

物的识别. 迄今仍未找到大肠癌干细胞特异性

的表面标志物, 故认为寻找大肠癌干细胞的特

异性表面标志物对分离鉴别大肠癌肿瘤干细胞

有十分重要的意义. 
     O'Brien et al [9]和Ricci-Vitiani et al [10]已经成功

地分离并鉴定了富含大肠癌干细胞的CD133+表

型大肠癌细胞亚群. O'Brien et al研究发现所有

的大肠癌干细胞都是CD133+表型的, 这些大肠

癌干细胞包括一些表达CD133分子的未分化细

胞. CD133分子是一种跨膜蛋白, 定位于细胞膜

及细胞质, 在各种组织的干细胞或者起始细胞

通常都有表达[26-27]. CD133+细胞表达上皮细胞

黏附抗原分子(即EpCAM), 而不表达一些分化

标志物, 比如一种通常存在于胃肠上皮成熟细
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■研发前沿
2006年Clarke et al
成功分选出大肠
癌干细胞以来, 研
究人员为得到纯
化的大肠癌干细
胞并进行细胞株
建系, 围绕大肠癌
肿瘤干细胞表面
免疫学标记做了
深入研究, 但是迄
今为止仍然没有
找到高特异性的
标记物加以纯化, 
因此发现大肠癌
干细胞高特异性
表面标记物成为
目前亟待解决的
问题.

■相关报道
有学者把Sca-1、
keratin-6、 inte-
grinβ1, Musashi-1
与Hes1等表面标
志作为参考标志
来分选大肠癌干
细胞, 通过单细胞
克隆方式纯化.

酶法消化/
机械法分离

肿瘤标本

给裸鼠注射

制成单细胞悬液

抗体标记

利用FACS/
MACS分选

形成肿瘤

没有形成肿瘤

图  1  大肠癌干细胞的免疫学分选.

给裸鼠注射
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胞中的中间丝状蛋白CK20. Ricci-Vitiani et al [10]

通过向裸鼠sc 3000个刚刚从肿瘤切除样本中分

选出来的CD133+大肠癌干细胞可以很容易复

制原来的肿瘤. 在已经发生异体种植肿瘤的裸

鼠模型中能引起肿瘤异体种植的CD133+细胞

大大减少, 而在此种小鼠肾脏被膜下仅仅注射

100个CD133+细胞都能复制原来的大肠癌肿瘤. 
这个模型促使研究者在体内进行有限稀释法实

验以估计大肠癌肿瘤组织中干细胞出现的频

率. 有限稀释分析试验表明5.7×104个未分选的

肿瘤细胞中含有一个大肠癌干细胞, 而在262个
CD133+肿瘤细胞中就含有一个, 说明CD133+结

肠癌细胞中富含大肠癌干细胞的量为未分选的

肿瘤细胞的200倍. 相反, 从大肠肿瘤标本中分

选出的CD133-细胞群仍然不具有致瘤性. 而且

他们发现, 尽管可能性很小, 但CD133+细胞也能

在正常的结肠组织中观察到, 这提示肿瘤样本

中CD133+细胞数量的增长是由于正常结肠干细

胞发生致癌性转化所导致的. 
除了基于C D133分子阳性表达的分选外, 

Dalerba et al [8]利用细胞表面标志物EpCAMhigh/
CD44+/CD166+的表达进行了分选. 上皮细胞

黏附分子(epithelial cell adhesion molecule, 
EpCAM)和CD44均是一种跨膜糖蛋白, 定位于

胞膜, 在大肠癌腺瘤组织中高表达. CD166作
为间充质干细胞的标志物已被人们所熟知, 其
在大肠癌上皮细胞胞质中呈异质性分布 ,  在
大肠癌中的高表达与较差的临床预后相关 [29]. 
Clarke e t a l认为大肠癌干细胞的表型应该是

EpCAMhigh/CD44+, 因为在有的肿瘤组织中可能

不表达CD133分子[26,28], 但可以表达CD44表面

分子. 他们[8]将人大肠癌肿瘤解离为单细胞悬液, 
根据细胞上CD44和EpCAM的表达利用流式细

胞仪将肿瘤细胞分为两群(EpCAMhigh/CD44+和

EpCAMlow/CD44-), 并取癌组织附近的正常肠黏

膜作为对照. 利用注射原始肿瘤细胞样本获得

肿瘤的实验显示: 致瘤能力的大小与EpCAM+细

胞群里的CD44+/CD166+细胞密切相关, 且肿瘤

组织中EpCAMhigh/CD44+的表达要比正常组织中

高. 从一个小鼠的大肠癌异种种植肿瘤传代得

到的EpCAMhigh/CD44+细胞表达其他的干细胞相

关标志物, 比如CD49f和醛脱氢酶的活性, 给裸

鼠注射200-500个EpCAMhigh/CD44+的细胞就能

长出肿瘤, 所致肿瘤和原始肿瘤有相似的形态

异质性和表型异质性, 同时保留分化的表型特

征. 并且EpCAMhigh/CD44+和EpCAMlow/CD44-所

占比例和原始肿瘤组织相似; 而104个EpCAMlow/

CD44-的细胞也不能致瘤. CD133+细胞上这些另

外的细胞表型标志物的存在将使得细胞的分选

更加容易, 但是这仍然需要对更广泛的肿瘤样

本的分析来验证[30]. 
综合目前的研究[8-10], 可以联合选用CD133, 

CD44, EpCAM和CD166这四个细胞表面生物标

记通过免疫学分选法来不断纯化大肠癌干细胞

群. 仅仅依靠CD133分子阳性表达来分选大肠

癌干细胞得到的只是一些成瘤能力很低的细胞, 
相比而言, 在CD133+肿瘤细胞群中联合CD44+/
EpCAMhigh/CD166+这三种分子特征标记分选, 获
得细胞中大肠癌干细胞所占比例更高, 成瘤能

力会强[26,28]. 大肠癌肿瘤干细胞可以根据细胞表

面蛋白组成成分的表达借助流式细胞术从大量

肿瘤细胞中分选出来. 联合选用不同的细胞表

面标志物, 分选的效能有所不同, 获得的细胞也

表现出不同的致瘤能力[8-10](图2).
2.3 功能学分选 正常干细胞可以主动转运出一

些特定的荧光探针(如Hoechst 33342),  从而不被

着色, 功能学分选就是根据这一特点利用流式

细胞术把肿瘤细胞分离纯化成不同的细胞亚群, 
然后对不同亚群进行成瘤性检测, 筛选出能够

连续性成瘤的亚群, 并进一步证实该亚群细胞

具有自我更新、多向分化的干细胞特性, 就可

以初步分选出肿瘤干细胞. 采用流式细胞术可

以从肿瘤单细胞悬液中分选出未着色的干细胞, 
这样得到的细胞通常称为侧群(side population, 
SP)细胞. SP细胞的分离最初是应用于鉴定造血

干细胞[31], 在肿瘤中也分离得到了SP细胞, 并且

这些细胞具有肿瘤干细胞的特性[32], 因此可以将

分选SP细胞作为分离纯化肿瘤干细胞的一种途

径, 功能学分选由此亦可称为SP分选. 在Huh7和
PLC/PRF/5两种肝癌细胞株中发现, SP细胞的成

瘤能力是非SP细胞的1000倍[33]. 人及小鼠卵巢

癌和C6神经胶质瘤细胞株中SP性状的肿瘤干细

胞, 在裸鼠体内成瘤率也明显高于非SP肿瘤细

胞[34-35]. 
目前认为在消化系肿瘤细胞中也存在着干

细胞样肿瘤细胞富含于SP细胞中[36]. Haraguchi 

CD44+, EpCAMhigh, CD166+

CD44+, EpCAMhigh

CD133+

分选

效能

增加

细胞表面标记物

图  2  免疫学分选过程中标记物的选用.

■应用要点
本文阐明了大肠
癌干细胞研究的
重要意义, 同时从
三种不同的分选
方式, 对目前大肠
癌肿瘤干细胞的
分选鉴定方法进
行了对比, 为大肠
癌干细胞建系奠
定基础, 对大肠癌
的早期诊断, 研究
具有重要意义.
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et al [37]指出, 在不同的胃肠道癌症细胞系中鉴定

出含有0.3%-2.2%的SP细胞, 在干细胞培养基中

一般呈悬浮的肿瘤球样生长. 目前未见采用此

方法分选大肠癌肿瘤干细胞的报道.

3  大肠癌干细胞的鉴定

肿瘤干细胞是一个功能学概念, 所以肿瘤干细胞

功能测定具有非常重要意义, 因为干细胞本身不

具有任何特异的形态学特征[38]. 能够鉴定肿瘤干

细胞的金标准就是连续传代培养并在动物模型

上进行体内成瘤性实验. 虽然这并不是完美无

缺的标准, 但已经是公认的最好的功能鉴定的

办法[39]. 现在多通过免疫组织化学法观察移植肿

瘤与原发瘤形态结构、生物学特征和细胞表型的

相似性以及在动物体内进行成瘤性实验进行验证. 
    Li et al [22]以无血清培养基(SFM)培养大肠

癌Colo205细胞, 以含血清培养基(SSM)组作

为对照观察细胞生长形态、诱导其分化 ,  分
别检测无血清培养基(S F M)组细胞分化前、

分化后以及含血清培养基(S S M)组细胞表面

标志CD133、CD44以及正常肠道干细胞标志

Musashi-1表达的改变, 分析各细胞周期的比例, 
最后进行核型分析以验证肿瘤干细胞. O'Brien 
et al [9]用鼠致瘤试验证明大肠癌干细胞具有自我

更新能力, 并且能分化成其他类型的肿瘤细胞. 
将离散的大量未分选的肿瘤细胞、根据CD133+

分选获得的肿瘤细胞分别移植于裸鼠所获得的

肿瘤与人大肠癌的原始肿瘤相比较: 三组肿瘤

在组织化学染色(H&E染色)以及含有的免疫化

学标志物(CK20, CK7, CEA, Muc2, MIB-1, p53 )
极为相似. Ricci-Vitiani et al [10]用无血清培养基

培养的CD133+结肠肿瘤细胞, 在体外能以未分

化的肿瘤球的形式迅速增殖生长并持续1年以

上, 并且移植后产生的肿瘤与原始肿瘤表型相

同. Dalerba et al [8]在对六个不同的异种种植细

胞系的几个独立的裸鼠实验中, 发现EpCAMhigh/
CD44+细胞引起的大肠癌异种种植肿瘤维持了

原始肿瘤的分化表型, 再现了他们的形态学上

以及表现型遗传方面的特征包括上皮腺样结构

的形成, 并表达中性上皮黏蛋白和结肠特殊分

化标志物CK20, 从而验证了分选得到的细胞即

大肠癌肿瘤干细胞.

4  结论

肿瘤干细胞理论从细胞水平上研究肿瘤形成机

制与生物学特征, 为肿瘤研究和治疗提供了新

的途径, 对肿瘤的预防、诊断、病理分期的评

估及预后有重要意义, 大肠癌肿瘤干细胞的发

现与分选, 将会使得治疗大肠癌有的放矢. 但
肿瘤干细胞理论也面临诸多挑战, 由于理论的

不成熟和实验方法差异, 给实体瘤干细胞的分

离和纯化带来了许多困难, 一些学者对肿瘤干

细胞的存在表示怀疑. Kelly et al [40]对目前的实

验方法提出了质疑, 认为由于细胞周围微环境

对细胞生长增殖非常重要, 动物移植模型的不

同可能会对致瘤细胞的数量产生影响, 因此, 能
够在裸鼠导致肿瘤的细胞数只能认为是能够在

异体微环境中生存的细胞数. 而且分选肿瘤干

细胞主要依赖细胞表面标志物, 但由于干细胞

本身未分化的特性, 目前没有一个公认的干细

胞表面标志物用于分选获得纯净的大肠癌干细

胞. 所以不能仅仅依靠在肿瘤干细胞成长过程

中的某一阶段所表现出的细胞表面标志物来分

选, 也许可以通过发现更多的肿瘤干细胞表面

标志物来进一步纯化, 或者可以尝试FACS以及

MACS以外的更多分选办法. 所以, 需要更加科

学的方法来验证肿瘤干细胞的存在并加以分选. 
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■同行评价
大肠癌干细胞目
前还没得到公认, 
但这方面的研究
有重要意义, 是胃
肠道肿瘤干细胞
研究的前沿. 本文
就此对相关研究
进行了及时总结, 
值得关注.


