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Abstract
AIM: To observe the expression of CD44+/ALDH1+ 
cancer stem cells in colorectal carcinoma and to 
analyze its clinicopathologic significance.

METHODS: Tissue chip technology and immu-
nohistochemistry were used to detect the expres-
sion of CD44+, ALDH1+, and CD44+/ALDH1+ 
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■背景资料
肿瘤干细胞是当
今肿瘤的研究的
热 点 ,  结 直 肠 癌
干细胞在国内研
究 甚 少 ,  有 特 异
性标志的癌干细
胞 ,  将 为 肿 瘤 靶
向治疗开辟新径; 
CD44是结直肠癌
干细胞研究比较
多 的 标 志 物 ,  而
ALDH1是近年来
肿瘤干细胞研究
的热点. 

cells in colorectal carcinoma, colorectal adenoma 
and normal colorectal mucosa.

RESULTS: The expression of CD44 and ALAH1 
was obviously higher in colorectal carcinoma 
than in colorectal adenoma and normal mu-
cosa (all P < 0.05). The positive rates of CD44 
and ALAH1 expression were related to tumor 
pathologic grade, invasion, and lymph node me-
tastasis (all P < 0.05). The expression of CD44+/
ALDH+ cells was obviously higher in colorectal 
carcinoma than in normal mucosa and adenoma 
(both P < 0.05), and the positive rate of CD44+/
ALDH+ cells was negatively correlated with tu-
mor differentiation.

CONCLUSION: CD44/ALDH can be used as 
valuable markers for colorectal cancer stem cells 
and may be a reliable parameter for evaluation of 
early relapse and metastasis of colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Cancer stem cells; 
CD44+ALDH1+ cells; Immunohistochemical double-
staining 

Zhang CL, Liu B, Yang YL, Su QJ, Shi M, Han JP, Qian Z, 
Dong L, Ha YD. Clinicopathologic significance of expression 
of CD44+/ALDH1+ cancer stem cells in colorectal carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(31): 3005-3009

摘要
目的: 观察癌干细胞CD44+/ALDH+在结直肠
癌组织中的表达, 并探讨其临床病理学意义. 

方法: 利用组织芯片仪制作组织芯片, 通过免
疫组织化学染色, 免疫组织化学双重染色观察
结直肠癌组织和不同组织中CD44+, ALDH+,  
CD44+/ALDH+的表达. 

结果: CD44, ALAH1在结直肠癌中的表达明
显高于正常肠黏膜和伴不典型增生的管状腺
瘤(均P <0.05); 在结直肠癌中, CD44和ALDH1
的表达率与癌组织的病理分级、浸润、淋巴
结转移有关(均P <0.05); CD44+/ALDH+在结直
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■相关报道
据文献报道CD44+/
ALDH+的致瘤能
力明显高, 可作为
结直肠癌肿瘤干
细胞的标志物, 而
今后靶向治疗更
要针对有特异标
志的肿瘤干细胞.

肠癌中的表达明显高于正常肠黏膜组织和伴
不典型增生的管状腺瘤(均P <0.05), 随着癌分
化程度的降低, 表达率增加. 

结论: CD44+/ALDH+可作为结直肠癌干细胞
有价值的标志物, 可作为结直肠癌早期和预防
复发转移的可靠指标. 

关键词: 结直肠癌; 肿瘤干细胞; CD44+/ALDH+; 免

疫组织化学双重染色
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0  引言

结直肠癌是全球最流行的癌症之一, 而且是癌

症死亡的主要原因[1], 据统计, 我国2005年结直

肠癌发病率和死亡率分别为24.7/10万和14/10
万, 且有逐年增加的趋势[2], 探讨恶性肿瘤的形

成和转移是当前研究的热点, 而恶性肿瘤的形

成和转移是一个多因素综合作用的结果, 是临

床和基础研究的主题之一, CD44和ALDH1是与

结直肠癌浸润和转移密切相关的两个因子. 本
实验利用利用免疫组织�学、免疫组织�学双

染技术, 定位标记CD44+/ALDH+双阳性细胞, 进
一步探讨比较其在正常黏膜及伴不典型增生的

管状腺瘤, 结直肠癌组织中的表达及与临床病

理学意义. 

1 材料和方法

1.1 材料 68例结直肠癌标本取自中国�民解放

军兰州军区兰州总医院病理科2010-2012外检

档案(术前均未行放�疗), 男46例, 女22例, 年
龄32-79岁, 平均年龄57.8岁. 按WHO标准, 高
分�腺癌22例, 中分�腺癌30例, 低分�腺癌

16例, 有淋巴结转移48例. 20例伴不典型增生

的结直肠腺瘤及12例正常肠黏膜组织, 均取自

兰州军区兰州总医院病理科2010-2012外检档

案. 鼠抗�单克隆抗体CD44购自北京中杉生物

技术公司, 兔抗�多克隆抗体ALDH1购自北京

博奥森生物技术有限公司, Polymer双染试剂盒

(KIT-9999)购自福州迈新生物技术有限公司. 
1.2 方法 所选病例蜡块采用组织芯片制作仪制

成阵列块3块(42点), 以4 μm厚度进行连续切片

制成组织芯片切片, 3块组织芯片连续切片各4

张. 每张切片分别做HE常规染色、免疫组织�

学及免疫组织�学双重染色. 免疫组织�学采

用SP法, 分别标记CD44和ALDH1, 严格按照说

明书操作; 免疫组织�学双重染色, 在同一组织

芯片中同时标记CD44和ALDH1, 严格按双染试

剂盒说明书进行操作, CD44表达于细胞膜, 呈黑

色, ALDH1表达于细胞浆呈红色. 
免疫组织�学染色CD44, ALDH1分别表达

于细胞膜和细胞浆, 均呈棕黄色, 阳性表达均采

用半定量分析法: 未见阳性细胞为(-), 阳性细胞

数0-5%为(+), 5%-15%为(++), >15%为(+++). 
细胞记数标准参照Tomomi Ishida的记数标准, 

40×物镜视野下共查100个细胞, 查10个视野[3], 染
色结果均由两位病理医生用盲法进行评估. 

统计学处理 实验数据采用SPSS17.0统计软

件包进行统计学处理, 计数资料用χ2检验, 定性

等级分组资料采用Spearman等级相关分析. 

2  结果

2.1 CD44和ALDH1的表达与临床病理特征的关

系 ALDH1表达于细胞浆, 呈棕黄色(图1), CD44
阳性表达于细胞膜, 呈棕黄色(图2), CD44在管

状腺瘤中局灶阳性表达, 在正常肠黏膜中几乎黏膜中几乎膜中几乎

不表达, ALDH1在伴不典型增生的管状腺瘤和

正常肠黏膜中局灶阳性表达; CD44的阳性表达黏膜中局灶阳性表达; CD44的阳性表达膜中局灶阳性表达; CD44的阳性表达

与癌组织浸润深度, 分�高低, 有无淋巴结转移

有明显差异(P <0.05), 而与性别, 年龄无相关性

(P >0.05). ALDH1的阳性表达在癌组织浸润深度, 
分�高低, 有无淋巴结转移有明显差异, 且与年

龄有明显差异性, 随着年龄的增加(>60岁), 表达

率越来越高(表1). CD44和ALDH1在结直肠癌中

的表达明显高于正常肠黏膜和伴不典型增生的黏膜和伴不典型增生的膜和伴不典型增生的

管状腺瘤(表2). 
2.2 CD44+/ALDH+在正常黏膜和不同病变组织中黏膜和不同病变组织中膜和不同病变组织中

的表达 CD44+/ALDH+在正常肠黏膜几乎不表达黏膜几乎不表达膜几乎不表达

(图3), 在伴不典型增生的管状腺瘤中局灶弱阳性图3), 在伴不典型增生的管状腺瘤中局灶弱阳性), 在伴不典型增生的管状腺瘤中局灶弱阳性

表达, 而在结直肠癌组织中双阳性细胞的表达率

明显高于正常肠黏膜和伴不典型增生的管状腺黏膜和伴不典型增生的管状腺膜和伴不典型增生的管状腺

瘤; CD44+/ALDH+在结直肠癌中的表达随着癌组

织浸润深度的增加, 表达率越来越高(表3).

3  讨论

近年来, 随着肿瘤研究的深入, 肿瘤干细胞(can-
cer stem cells cscs)成为研究的热点和重点, 结直

肠癌干细胞国内研究相对较少, CD44是结直肠
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■应用要点
本实验利用利用
免疫组织化学、
免疫组织化学双
染技术, 定位标记
CD44+/ALDH+双
阳性细胞, 进一步
探讨比较其在正
常黏膜及伴不典
型增生的管状腺
瘤, 结直肠癌组织
中的表达及与临
床病理学意义.

癌干细胞研究比较多的标�物, 他是一种细胞

黏附分子, 主要表达于上皮细胞、淋巴细胞及附分子, 主要表达于上皮细胞、淋巴细胞及

巨噬细胞,其功能主要是介导淋巴细胞的�巢、

淋巴细胞向炎症部位和黏膜相关淋巴组织�

位、黏附细胞外基质等, CD44分子与许多恶性

肿瘤的侵袭及转移有着密切的联系; 而ALDH1
是乙醛脱氢酶(aldehyde dehydrogenase, ALDH)
家族之一, 是催�细胞内乙醛氧�为乙酸的细

胞溶质酶, 参与多种组织的分�与基因表达, 是
近年来研究的比较有前景的结直肠癌标�物

之一, 现已被认为是乳腺癌、头颈部鳞状细胞

癌、肺癌、前列腺癌、胰腺癌、眼癌、结直

肠癌干细胞的通用标�物[4], Huang等[5]研究的

CD44+/ALDH+致瘤能力为70%, 提示ALDH1是
结直肠CSC的一个标�, CD133可以增加富集, 
在联合分析CD44和CD133表达时发现CD44+细

胞通常都表达CD133, 在多数情况下, CD44+细

胞包含在CD133含在CD133在CD133+细胞亚群中, 并进一步浓缩了

Co-CSC. 据此研究CD44+/ALDH+细胞在结直肠

中的高表达, 将有可能作为结直肠癌干细胞有

价值的标�物, 对恶性肿瘤的早期检测及预防

复发转移有重要作用. 
本实验的研究显示, CD44和ALAH1在结直

肠癌中的表达明显高于正常肠黏膜和伴不典型黏膜和伴不典型膜和伴不典型

增生的管状腺瘤, CD44+/ALDH+细胞在结直肠癌

中高于正常肠黏膜组织和伴不典型增生的管状黏膜组织和伴不典型增生的管状膜组织和伴不典型增生的管状

腺瘤. 同时发现, 随着结直肠癌分�程度的降低

及浸润深度的增加, CD44+/ALDH+双阳性细胞的

数量逐渐增多, 主要分布在腺管的基底侧和共壁

侧, 呈灶状或散在分布, 胞浆稀少, 或呈空泡状. 在
本实验早期研究EpCAM high/CD44+[6]及CD44+/
CD166+[7]表型的结直肠癌干细胞可以促进结直

肠癌的转移. 随着研究的深入, 不断发现一些新

的结直肠癌干细胞标�物, 如Barker等[8,9]提出的

Lgr5作为肠道肿瘤干细胞标�物, 这些结直肠癌

干细胞标�物的研究, 为肿瘤的复发, 转移及耐

药, 靶向治疗的研究提供了提供了新方向. 
早期Blacking等[10]研究在培养的犬科动物

细胞中, CD44的表达与增殖状态及在细胞周期

中的位置紧密相连, 同时Vogler等等[11]发现: 在结

直肠癌中, 癌细胞ALDH1的表达在肿瘤的恶性

发展和患者的预后方面具有重要的意义, 是一

个潜在的独立预后指标. 近来的李亭等[12]研究

图� �� � � � � � � �  2   � � � � � � �双阳性细胞在      结
直肠癌和管状腺瘤中的表
达(×40)��. A: 结直肠癌; B: 

管状腺瘤. 绿色箭头所示

双阳性细胞, 红色所示为

ALDH(×40)箭头所示为

双阳性细胞1阳性, 黄色所

示为CD44阳性.

BA

图� �� �������������������  3  �������������������正常肠黏膜中未见双阳性细胞(×40)�.

图� �� �������������  1  �������������ALDH1和CD44在结直
肠癌中的阳性表达(×40)��. 
A: ALDH1; B: CD44.

A B



表  1 CD 44和ALDH1在结直肠癌中的表达与临床病理特
征的关系

     
分组  n

      CD44
  P值

       ALDH1
  P值

 + ++ +++   -  + ++ +++

性别 >0.05 >0.05

  男 46 14 19  13 10   8   9  19

  女 22   9   5    8   4   4   8    6

年龄 >0.05 <0.05

  >60 40 13 14  13 4   9 11  16

  ≤60 28 10 10    8 10   3   6    9

肿瘤 >0.05 >0.05

  >4 42 11 16  15 7   8 13  14

  ≤4 26 12   8    6 7   4   4  11

部位 >0.05 >0.05

  结肠 36 12 13  11 9   6   8  13

  直肠 32 11 11  10 5   6   9  12

淋巴 <0.05 <0.05

  有 48 11 19  18 5 10 11  22

  无 20 12   5    3 9   2   6    3

病理 <0.05 <0.05

  高 22 13   2    7 10   3   6    3

  中 30   8 12  10 2   6   8  14

  低 16   2 10    4 2   3   3    8

分期 <0.05 <0.05

  A+B 28 15   7    6 12   5   8    3

  C+D 40   8 17  15 2   7   9  22

浸润 <0.05 <0.05

  ≤肌 24 13   6    5 9   4   5    6

  ≥浆膜 44 10 18  16 5   8 12  19

表  2 CD 44和ALDH1在不同组织中的表达

     
分组  n

         CD44
 P值

      ALDH1
 P值

 -  + ++ +++ - + ++ +++

结直肠癌 68   0 23 24  21 14 12 17  25

管状腺瘤 20 16   4   0    0 <0.05 17   3   0    0 <0.05

正常肠黏膜 12 12   0   0    0 11   1   0    0

表  3 CD 44+/ALDH+在正常黏膜和不同病变组织中的表达

     
分组  n

       CD44+/ALDH+

  P值
 -  +  ++  +++

管状腺瘤 20 17   3 <0.05

正常肠黏膜 12 12   0

结直肠癌 >0.05

  病理

    高 22   6 13   2    1

    中 30   6 15   7    2

    低 16   2   3   9    2

  淋巴  <0.05

    有 48   6 21 17    4 

    无 20   8 10   1    1

  浸润 <0.05

   A+B 28 10 11   5    2

   C+D 40   4 20 13    3
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■同行评价
该 文 章 的 科 学
性、创新性和可
读性能较好地反
映我国或国际胃
肠病学临床和基
础研究的先进水
平, 研究工作适合
大多数读者.

发现ALDH1在结肠癌组织和癌旁组织中表达有

明显差异, 临床上有用于结肠癌早期病变检测

的可能性. 所以根据本实验的结果显示, 联合检

测CD44和ALDH1在结直肠癌中的表达, CD44+/
ALDH+更有作为结直肠癌干细胞的价值. 此外

有学者Armstrong等[13]从C57BL/6和Balb/C小鼠

骨髓中分离出一群ALDH1高表达(ALDH1 high)
的HSC, 发现这些ALDH1 high细胞显示较成熟

细胞更高的端粒酶活性, 在S期比例较少,与“肿

瘤干细胞相对静止”[14]的干细胞理论相一致, 本
实验的研究使得CD44+/ALDH+成为结直肠癌干

细胞成为可能,可作为早期检测和预防复发转移

的可靠指标. 
肿瘤干细胞的发现和研究是肿瘤的治疗

有了新的研究热点, 而晚期和转移的恶性肿瘤

治疗最大的障碍是药物耐药, 所有肿瘤干细胞

的研究是为临床治疗服务, 有效的治愈肿瘤, 不
仅要杀死大部分已分�的肿瘤细胞, 更要杀灭

小部分的肿瘤干细胞. Douville等[15]实验结果显

示, 转移肿瘤ALDH1+的细胞能够避开CTX�疗

作用, 此研究表明ALDH1在肿瘤中的表达差异

可能是因为ALDH1+CSC的存在. 这种抗癌药物

对肿瘤干细胞的耐药渐渐受到关注, 如能进一

步的研制出杀死肿瘤干细胞的药物, 这将是肿

瘤治疗的最佳效果, 但如何识别肿瘤干细胞将

依如何更加合理有效地使用靶向治疗药物只针

对肿瘤干细胞而不损伤正常干细胞？这就是所

说的肿瘤干细胞, 而CD44+/ALDH+结直肠癌干

细胞为结直肠癌的早期发现和及时治疗开辟了

新径, 这就又使我们更进一步的研究肿瘤干细

胞特异性标�物, 如何使药物只靶向肿瘤干细

胞的肿瘤干细胞的特异性受体？这些问题仍亟

待解决, 要求我们通过临床及实验, 作进一步的 
研究. 
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《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技

期刊遴选指标体系综合评价, 《��������》被评为2011年度中国精品科技期刊. 中国精品科技期刊

以其整体的高质量示范作用, 带动我国科技期刊学术水平的提高. 精品科技期刊的遴选周期为三年. (编辑部主

任: 李军亮 2012-01-01)


