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Abstract
Colorectal cancer is a worldwide enormous 
cancer burden and a major therapeutic chal-
lenge as other solid tumors. The cancer stem 
cell hypothesis provides a cellular mechanism 
to account for the development, progression, 
recurrence and metastasis of colorectal can-
cer. The aim of this paper is to review the ad-
vances in research on colorectal cancer stem 
cells. 
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摘要
结直肠癌与其他实体肿瘤一样是我国乃至世
界范围的重要疾病负担, 其治疗也面临许多挑
战. 近几年, 日益受到重视的癌症干细胞理论
似乎可以解释结直肠癌的发生发展、复发转
移的细胞学机制. 本文就结直肠癌干细胞的研
究进展作一综述.   
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0  引言

结直肠癌与其他实体肿瘤一样是我国乃至世

界范围的重要疾病负担, 其治疗也面临许多挑

战. 近几年, 日益受到重视的癌症干细胞(cancer 
stem cell, CSC)理论似乎可以解释结直肠癌的发

生发展、复发转移的细胞学机制, 可能为改进

结直肠癌的治疗策略提供理论依据, 从而改善

结直肠癌患者的预后.

1  CSC理论的提出与初步证据

同一组织的恶性肿瘤存在不同的病理学分类, 
且表达不同的生物标志. 随着基因芯片与蛋白

组学技术的进展, 对同一组织的恶性肿瘤分类

已达到分子水平. 这些肿瘤生物学现象可以理

解为不同亚型的肿瘤起源于不同的细胞. 然而, 
同一细胞来源的肿瘤经常显示出细胞在功能

上的异质性(functional heterogeneity), 表现为不

同的增殖与分化能力[1,2]. 目前, 能解释此现象

的CSC模型(图1)越来越被大多数学者所接受. 
CSC是指具有自我更新及产生组成肿瘤不同细

胞能力的肿瘤细胞亚群[3-5]. 这些细胞显示出干

细胞样特性与持续维持致瘤的能力. Lapidot等
对急性粒系白血病细胞的研究首次证实CSC的

存在[6]: 大约占白血病细胞总数的0.01%-1%的

细胞移植入免疫缺陷小鼠后能诱导形成白血

病. 尤其值得关注的是在实体肿瘤中也被证实

CSC的存在. Al-Hajj等从乳腺癌组织中分离出

CD44+CD24-/low的细胞亚群, 并发现他们具有

起始肿瘤的能力[7]. Singh等利用CD133作为分选

标志分离并鉴定出脑肿瘤中的CSC[8]. 此后, 日
益增加的证据显示几乎所有的实体肿瘤包括结

肠、肝[9]、胰[10]、前列腺[11]、卵巢[12]、肺[13]、

黑色素瘤[14]等都被特有的CSC亚群按等级组织

与维持. 至今, 乳腺癌与脑恶性肿瘤的CSC研究

更为深入. 已有证据显示CSC的生物学行为随
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整个肿瘤生长进展或经受临床干预过程而变化

(图2), Barabe等[15]研究显示白血病干细胞具有

随时间积累而出现进化潜能, 表现为从最初细

胞类型到含有重分配的免疫球蛋白H基因, 这
一研究提示CSC本身可能出现克隆进化(clonal 
evolution); Clark等[16]报道肿瘤细胞体内系列移

植可产生更多的侵袭性肿瘤; Creighton等[17]对经

历常规内分泌与化学治疗后残余乳腺癌的研究

显示其中CD44+CD24-/low表型的CSCs出现更多

间质标志基因表达. 这些研究报道均提示CSCs
受其所处小境(niche)的影响可能出现生物学特

性的变化.

2  结直肠癌干细胞存在的实验证据

首次报道结直肠癌干细胞存在的两个研究小组

是O'Brien等[18]与Ricci-Vitiani等[19], 前者在17例
原发与转移结肠癌组织中用FACS分析显示原

发结肠癌组织中CD133+细胞占7.5%-15.9%, 转
移结肠癌中CD133+细胞占3.2%-24.5%, 分选出

CD133+与CD133-细胞后, 分别植入NOD/SCID
小鼠肾囊内鉴定肿瘤起始细胞(colon cancer-
initiating cell, CC-IC), 结果显示262个CD133+

肿瘤细胞中有1个CC-IC; 后者的19例结肠癌组

织中有16例含有C D133+细胞, 约占总细胞的

0.7%-6.1%, 另3例未检出CD133+细胞, 通过体内

外实验显示一小群未分化的CD133+细胞皮下

植入NOD/SCID小鼠能产生与父代相似的结肠

癌. 随后, Todaro等[20]报道在21例结肠癌组织中

CD133表达为0.3%-3%, 裸鼠皮下移植结果显示

2×106 CD133-细胞在15 wk的观察期间无肿瘤

生长, 而2.5×103 CD133+细胞生成肿瘤体积在

1.5 cm3左右; 进一步分析显示CD133+细胞能通

过自分泌IL-4保护这些细胞免于凋亡以及抵抗

常规治疗. 至此, CD133作为结直肠CSC的标志

已被大多数学者所认可. 
除了C D133作为结直肠C S C的标志外 , 

CD44与结直肠CSC的研究也有报道. Dalerba
等 [ 2 1 ]对人类结肠 C S C s 的表型研究显示 : 
(EpCAM)high/CD44+表型的结肠癌细胞为CSC, 
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同时对此表型的细胞表面标志谱分析发现

CD166也能作为CSC的表型; 此外, 作者还发现

CD44+细胞代表了CD133+细胞群中的小部分亚

群细胞. 即与CD133+结肠癌细胞比较, CD44+结

肠癌细胞中更有效地富集了CSCs. Du等[22]利用

慢病毒R N A干扰技术敲出结直肠癌细胞中的

CD44或CD133基因后显示: 仅CD44基因敲出能

明显阻止癌细胞克隆形成以及抑制移植模型中

细胞的致瘤性. 该研究提示CD44在结直肠CSC
中具有很重要的功能意义. 

为了验证再生一个异质性结直肠癌的能力

是否存在于一个单克隆结直肠癌细胞群体或依

靠多个不同的CSCs, 也即按目前研究所定义的

单个结直肠CSC是否确实具有多向分化潜能. 
Vermeulen等[23]对原发与肝转移结直肠癌细胞行

结肠球培养, 这些球能在免疫缺陷小鼠中成瘤, 
从球分离成单个癌细胞培养结果显示20个细

胞中大约有1个细胞能形成克隆, 同时在球培养

中大约16个CD133+细胞中有1个细胞能形成球, 
而CD133-细胞需250个中有1个细胞能形成球; 
在与CD133共表达的标志如CD44、CD166、
CD24、CD29中, 以CD133+CD24+细胞有更高的

克隆形成能力(约20%); 通过对单细胞克隆的结

肠CSCs的体内外研究显示CSCs具有多向分化

潜能, PI3K信号通路参与了CSCs分化的决定. 该
研究支持了拥有多向分化潜能的CSC导致了组

成肿瘤的细胞层级的假说. 
为了解决单用免疫方法检测C D133表达

的不确定性, Shmelkov等[24]建立了在CD133基
因的启动区域敲进报道基因lacZ的遗传小鼠模

型, 结果发现CD133广泛表达在成年小鼠结肠上

皮细胞; 用CD133抗体检测成年人正常结肠上

皮显示其表达在绝大多数分化的上皮细胞; 在
原发的人结肠癌标本中免疫染色也显示CD133
广泛表达在所有恶性上皮细胞中; 随后的Il10-/-
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CSC

克隆进化

CSC1

CSC2
图  1  CSC模型.

图  2  CSC生物学特征的变化.
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中存在干细胞样
的细胞亚群, 其特
异性细胞表型还
需深入研究.
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CD133lacZ的自发结肠癌小鼠模型中也得到一致

的CD133表达的结果. 该研究结果引起了人们对

CD133作为原发结直肠癌干细胞标志的质疑. 随
后Horst等[25]与Kojima等[26]应用作用于不同表位

的抗体对结直肠癌的CD133免疫染色结果也支

持该研究, 即CD133并不局限表达在少数结直肠

癌上皮细胞中. 
醛脱氢酶1(a ldehyde dehyd rogenase 1, 

ALDH1)近来被认为是一个有前景的CSC标志. 
ALDH是氧化细胞内醛的一个解毒酶, 他的存

在可能是干细胞长期存活的基础. 自从J ones
等 [27]首次描述了利用测量细胞内A L D H酶活

性分离造血祖细胞之后, 已有研究报道在鼠脑

中分离出ALDH+细胞具有自我更新与多向分

化的潜能以及ALDH1是乳腺CSC的特异性标

志[28,29]. Huang等[30]对7例结肠癌患者的研究显

示: ALDH+ESA+细胞范围在3.5%±1.0%, 低于

CD44+ESA+与CD133+ESA+细胞范围的5-7倍; 
500个ALDH+ESA+细胞NOD/SCID小鼠移植在

30 d内能形成肿瘤, 而10 000 ALDH- ESA+细胞

在50 d内仍不能形成肿瘤; ALDH+CD133+ESA+

细胞比ALDH+ESA+细胞的致瘤率高(89% vs  
58%), ALDH+CD44+ESA+细胞与ALDH+ESA+细

胞的致瘤率相同(70%). 该研究提示ALDH1是结

肠CSC的一个标志, 结合CD133可以稍稍增加

CSC的富集. 但Chu等[31]却报道了不一致的结果, 
从4例原发结肠癌小鼠移植瘤中分离出CD44hi

具有高的致瘤性, 结合ALDH标志分选的细胞其

致瘤性较单独的CD44hi有明显增加, 而CD44hi与

CD133结合却不增加其致瘤能力. 比较这两个研

究, 可能与后者的研究采用了CD44表达强度高

的细胞有关. 
综合目前所有的结直肠CSC的研究, 尽管

在分选标志上的差异, 甚至有矛盾的结果, 但仍

可认为在结直肠癌中存在干细胞样的细胞亚群, 
其特异性细胞表型还需深入研究.

3  结直肠癌干细胞的起源

CSCs是否直接起源于突变的干细胞或肿瘤形

成过程中获得干细胞特性的成熟细胞目前还不

清楚. Mani等[32]对永生化的人乳腺上皮细胞行

上皮间质转换(epithelial-masenchymal transition, 
EMT)诱导后, 产生了有干细胞特性的细胞, 同
时乳腺癌中分离的干样细胞也表达E M T的标

志. 该研究提示癌细胞受EMT的临时诱导可能

是CSC的来源. 另一方面, CSCs 的特性极其类似

于正常的干细胞, 都具有自我更新与多潜力分

化的能力以及表达共同的表面标志[33]. 在大多数

实体组织中, 由于他们的干细胞及其子代细胞

还无确切的细胞表面免疫表型, 因此更难确定

CSCs类似的细胞类型或起源于某种细胞. 但就

结直肠CSC的起源目前已有一些研究显示可能

来源于干细胞的突变. 
Z h u等 [ 3 4 ]用C r e及L a c Z报道基因敲入

Prom1(即CD133)的基因位点(Prom1C-L)建立小

鼠模型, 谱系跟踪研究显示Prom1+细胞位于小

肠隐窝基底部, 并共表达另一个肠干细胞基因

Lgr5[35], 产生完整的小肠上皮, 因此是小肠干细

胞; 当该小鼠含有β-catenin突变时, 出现了隐窝

结构破坏与隐窝基底部不相称地Prom1+细胞扩

展, 谱系跟踪证实Prom1+细胞的子代细胞代替

了整个小肠肿瘤黏膜, 其病理为局灶性高级别

上皮内瘤变与隐窝腺瘤形成, 有7%的这些子代

肿瘤细胞仍表达Prom1. 此研究提示Prom1标记

的成体小肠干细胞易受肿瘤转化并维持部分突

变的Prom1+肿瘤细胞. 
Barker等[36]建立了敲入Lgr5并他莫昔芬诱

导Cre重组酶表达在肠长期生存的干细胞或短

生存期的传递-放大细胞的小鼠模型, 当诱导肠

Lgr5+干细胞APC基因缺失的数天内就出现肿瘤

性转化, 转化的干细胞位于肠隐窝的底部, 驱动

微腺瘤无阻止性生长, 从而在3-5 wk后发展成肉

眼所见的腺瘤; 而当APC基因缺失在隐窝的传递

至放大细胞时, 诱导的微腺瘤被明显推迟, 甚至

在30 wk之后大的腺瘤仍非常少. 该研究提示隐

窝干细胞特异性APC缺失将导致进行性生长的

肿瘤. 
目前多数研究提示人类结肠隐窝的干细胞

数大约占隐窝总细胞数的1%, 即每个隐窝不到

20个干细胞, 他们位于隐窝基底部. Boman等[37]

通过对结肠癌触发事件行计算机模拟建立数学

模型, 提出了干细胞过剩(stem cell overpopula-
tion)假说, 即仅仅隐窝干细胞数量增加可能解释

导致结肠癌发生的早期组织学异常, 而不是非

干细胞群体的凋亡、分化或增殖变化所致. 并
认为隐窝干细胞过剩是在细胞层面上连接结肠

分子水平的触发(如典型的APC突变)到组织水

平的早期变化(隐窝增殖异常)的关键事件. 随后, 
在家族性腺瘤性息肉病标本中利用免疫组织化

学染色显示腺瘤发生过程中结肠隐窝MSH2、
Bcl-2、survivin等标志的变化, 得到了支持隐窝

基底细胞扩展的证据[38]; 另两个利用结肠细胞

■相关报道
Mani等对永生化
的人乳腺上皮细
胞行上皮间质转
换(EMT)诱导后, 
产生了有干细胞
特性的细胞, 同时
乳腺癌中分离的
干样细胞也表达
EMT的标志.
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表观遗传标志甲基化的研究显示在家族性腺瘤

性息肉病中伴随结肠癌发生的干细胞生存能力

被增强[39,40]; 这些研究间接支持了在结肠癌发生

发展中干细胞过剩假说. 最近, Huang等[30]的研

究显示ALDH1+细胞在人结肠隐窝中是稀少的, 
并局限在隐窝基底部干细胞占据的位置, 在从

正常上皮到APC突变上皮, 再到腺瘤, ALDH1+细

胞在数量上增加以及向隐窝上段分布, 且少量

ALDH1+结肠癌细胞就能在免疫缺陷小鼠中致

瘤, 提示在结肠瘤变与驱动结肠癌发展过程中

出现了进行性的结肠干细胞过剩. Boman等[41]进

一步研究认为结肠癌变过程中导致干细胞过剩

的机制可能与控制能增殖的结肠隐窝细胞比例

与其处于细胞周期S期的概率失调有关. 
结合以上关于肠干细胞与结肠癌的关系研

究, 可以推测结肠隐窝干细胞在获得或遗传APC
基因突变的第一次打击后出现突变的干细胞数

量过剩, 在随后所处的小境变化时受到了再次

突变的第二次打击后形成了CSCs, 在组织学上

出现细胞癌变.

4  转移性结直肠癌干细胞的研究

在癌细胞中仅CSCs具有自我更新与多向分化

的特性, 可以预测也只有CSCs才能在远隔部位

形成转移性肿瘤. Hermann等[10]对胰腺癌细胞

系的研究支持了这个概念, 同时证实CSCs中独

特亚群CD133+CXCR4+表型细胞为转移性胰腺

CSCs. 早在此研究之前, Brabletz等[42]以结直肠

癌为模型, 阐述了原发肿瘤细胞发生EMT后具

有转移能力, 癌细胞经过循环迁移到远隔部位

后发生M E T并形成与原发肿瘤组织构型一致

的肿瘤, 借此推断恶性肿瘤进展过程中可能存

在具有运动迁移特性的CSCs, 首次提出迁移性

CSCs(migrating cancer stem cells)的概念. 细胞发

生EMT已经被发现能获得干细胞特性, 可能是

CSCs的起源; 而CSCs发生EMT 是否能产生转移

性CSCs还有待实验证实. 
在结肠癌肝转移病例中, Shmelkov等[24]利用

FACS分析了19例标本, 其中有11例出现CD133+

细胞(1.9%-30%), 且在有CD133+的转移性结肠

癌中分离出的CD133+细胞与CD133-细胞都能

在免疫缺陷小鼠形成肿瘤; 与CD133+细胞比较, 
CD133-细胞体内展示更快生长率与体外显示有

更高的反映肿瘤侵袭性标志CEA的阳性率. 提
示CD133可能也不是转移性结直肠CSCs的标志. 

我们通过对来源于同一患者的原发肿瘤

所建立的细胞系S W480及其转移淋巴结所建

立的细胞系SW620用FACS分析显示: CD133
在SW480细胞系中阴性表达, 在SW620细胞系

中为阴性与阳性两群细胞; 从SW620细胞系中

分选出CD133+与CD133-细胞, 侵袭性实验显示

CD133-细胞强于CD133+细胞; 软琼脂克隆形成

实验示CD133-细胞形成克隆能力高于CD133+

细胞; 鉴于结肠癌细胞体外3D球培养可模拟肿

瘤早期微转移[43,44], 我们通过悬吊培养CD133-

细胞与CD133+细胞, 二者都能形成球, 分析显

示CD133-细胞的球中出现了CD133+细胞, 而
CD133+细胞的球中并无CD133-细胞产生. 我
们的研究支持CD133不是转移性结直肠CSCs
的标志, 并提示转移性结直肠癌细胞中出现的

CD133+细胞可能来源于从原发肿瘤中迁移出去

的CD133-细胞. 
结直肠癌组织的侵袭前沿(invasive front)常

出现一些分离的或成簇的癌细胞, 称之为肿瘤

出芽(budding), 大数量的研究提示肿瘤出芽与结

直肠癌细胞EMT有密切关系[45]. 推测正是这些

肿瘤出芽细胞发生了EMT, 并执行远处转移的

生物行为. Horst等[25]对结直肠癌组织免疫染色

示肿瘤腺泡CD133表达, 在其侵袭前沿未分化的

肿瘤“芽”CD133染色阴性. 我们的研究也获得

了一致的结果, 对50例组织学上有肿瘤出芽的

结直肠癌标本行CD133免疫染色, 结果显示大多

数肿瘤腺体细胞表达CD133, 而所有出芽的肿瘤

细胞为CD133阴性表达, 其相应的转移淋巴结或

肝转移灶免疫染色显示存在CD133+与CD133-的

两群细胞. 
综合以上研究, 我们提出CD133与结直肠癌

转移的假说, 即结直肠癌侵袭前沿CD133-细胞

经循环迁移至远隔淋巴结或肝脏等器官; 在局

部微环境影响下, 部分CD133-细胞上调CD133
的表达, 表现为转移灶中含有CD133+与CD133-

细胞. 在转移肿瘤CD133-细胞中寻找转移性结

直肠CSCs可能是一个有效的途径.

5  结直肠癌干细胞研究的相关问题

CD133是最先作为结直肠CSCs的标志, 但也

是质疑较多的分子. 目前常用的CD133抗体为

AC133与AC141单克隆抗体(Miltenyi, 德国), 他
们作用于CD133的糖基化表位. 这就意味着当用

这两个抗体识别与分选CSCs时, CD133的糖基

化状态可能成为CSC表型的间接标志, 而不是

CD133蛋白本身表达[46]. 已有研究报道在结肠癌
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中CD133表位(AC133)具有细胞周期依赖性变

化的特点[47]. 因此, 应用CD133多克隆抗体以及

结合其mRNA水平才能反应细胞CD133的表达. 
由于在我们的研究中C D133-的结直肠癌细胞

能形成结肠球, Shmelkov等[24]的研究中CD133-
结直肠癌细胞移植在免疫缺陷小鼠能致瘤, 暗
示CD133本身并不执行肿瘤生长的功能, 这与

Du等[22]以及Hors t等[48]. 在结肠癌细胞中敲出

CD133后未观察到CD133具有功能作用的报道

一致. 但是理解这一问题还有待阐明CD133的分

子细胞功能. 到目前为止, 结直肠CSCs还缺乏特

异性好、稳定性高、实用性强的单个或一组分

选标志. 
鉴定肿瘤细胞是否为CSC的“金标准”为

移植成瘤实验. 大多数情况下异种移植的效率

显著低于同种移植, 部分原因在于生长因子、

细胞因子与相应受体、配体的种属特异性. 正
如Kelly等[49]研究提示异种移植可能对在异种环

境能生存的细胞具有选择性. 而就是这样生存

下来的细胞被我们公认为CSCs. 但是, 建立完

全拥有人体微环境的小鼠模型却是一个巨大的

挑战. 另一个影响异种移植效率的因素是现有

的免疫缺陷小鼠体内残存的免疫效应细胞. 比
如目前广泛用于CSCs研究的NOD/SCID小鼠仍

维持有自然杀伤细胞的活性. 而Quintana等[50]

应用缺乏自然杀伤细胞的更加严重的免疫缺陷

NOD/SCID-IL2Rγnull小鼠进行人黑色素瘤细胞致

瘤实验, 结果显示能致瘤的细胞频率显著增加. 
此外, 异种移植的部位也影响致瘤细胞的频率. 
O'Brien等[18]在结直肠CSC的鉴定过程中发现在

肾囊内移植100-200个细胞就能出现显著差异, 
而Ricci-Vitiani等[19]在皮下移植却需至少3 000个
细胞才能显示出差异. 这可能与肾囊内丰富的

血管环境有关系. 目前还没有结直肠CSC原位移

植实验的报道.

6  结论

随着CSC研究领域的快速发展, 以及基因组学等

高通量的筛选技术的进步, 必将有助于识别结

直肠CSC新的标志; 结合对结直肠癌干细胞起源

机制的进一步研究, 将使靶向结直肠CSCs的治

疗成为可能, 真正达到能治愈结直肠癌的目标. 
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维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.


