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文章亮点： 
1 实验使用免疫组织化学双染法，通过表达原癌基因 C-myc与 CD44蛋白来标记肿瘤干细胞。通过数据统计
发现 CD44+/C-myc+细胞数量与结直肠癌的病理分级呈负相关，即肿瘤分化越差，组织中双阳性细胞越多，证

明肿瘤干细胞对肿瘤的生长分化有重要调控作用。 
2 通过对随访资料的单因素分析发现患者淋巴结转移、肿瘤干细胞数量、Ducks分期是影响预后的重要因素。
将患者的总生存率与无进展生存率多因素分析发现肿瘤干细胞的表达是影响患者预后的稳定因素，肿瘤干细

胞的表达不但能影响患者的死亡率还与患者的复发、转移关系密切。  
关键词： 
干细胞；肿瘤干细胞；结直肠癌； CD44+/C-myc+；组织芯片；免疫组化双重染色；随访；预后；甘肃省自

然科学基金 
主题词： 
结直肠肿瘤；肿瘤干细胞；基因, myc；细胞粘附分子 
基金资助： 
甘肃省自然科学基金资助项目(096RJZA096) 
 
摘要 
背景：肿瘤复发的原因是具有自我更新特性的肿瘤干细胞未能彻底清除，于是如何标记并消灭肿瘤干细胞成

为治疗肿瘤的关键所在。 
目的：观察结直肠癌组织中 CD44+/C-myc+细胞的形态分布及数量，并探讨其表达与患者肿瘤复发转移的关系。 
方法：选取 150 例结直肠腺癌患者的病理组织制成组织芯片，采用免疫组化双重染色观察并计数 CD44+/ 
C-myc+细胞，并与正常组织、腺瘤组织比较。使用手机、书信等方式对患者进行随访，统计患者的复发转移

与 CD44+/C-myc+
细胞表达的关系。 

结果与结论：CD44+/C-myc+细胞在正常组织中无分布，在腺瘤组织中极少散在分布，在腺癌组织中少量单个

点状或灶性分布，双阳细胞数量与腺癌分化程度、浸润深度、淋巴结转移有关(P < 0.05)。单因素分析患者腺
癌的总生存率、无进展生存率均与双阳性细胞数量、淋巴结有无转移、Ducks分期有关(P < 0.05)，多因素分
析患者的总生存率与双阳性细胞数有关，无进展生存率与双阳性细胞数及 Ducks分期有关。结果表明结直肠
组织中 CD44+/C-myc+细胞极有可能为腺癌干细胞；Ducks分期、CD44+/C-myc+细胞的数量是影响患者预后

的重要因素。 
 
马法库，王欢，刘斌，杨艳丽，苏勤军，钱震，董亮. CD44+/C-myc+癌干细胞在结直肠肿瘤中表达及与预后

的关系[J].中国组织工程研究，2015，19(14):2161-2166. 

doi:10.3969/j.issn.2095-4344.2015.14.006 

 

Expression of CD44+/C-myc+ cancer stem cells and its relationship with the 
prognosis of patients in colorectal tumors   

 

Ma Fa-ku1, 2, Wang Huan1, 2, Liu Bin1, 2, 3, Yang Yan-li1, Su Qin-jun1, Qian Zhen1, Dong Liang1 (1Department 
of Pathology, Lanzhou General Hospital of Lanzhou Military Command of Chinese PLA, Lanzhou 730050, 
Gansu Province, China; 2Institute of Pathology, College of Basic Medicine, Lanzhou University, Lanzhou 
730000, Gansu Province, China; 3Key Laboratory of Stem Cells and Gene Medicine, Lanzhou 730000, 
Gansu Province, China) 
 

Abstract 
BACKGROUND: Tumor recurrence results from the incomplete removal of cancer stem cells with self-renewal 
characteristics, and then how to label and eliminate cancer stem cells becomes the key to cancer treatment. 
OBJECTIVE: To observe the morphology，distribution and number of CD44+/C-myc+ cells in colorectal cancer, 
and to explore the relationship between the expression and postoperative metastasis.  
METHODS: Pathological tissues from 150 patients with colorectal cancer were taken to prepare tissue microarray, 
in order to observe and count CD44+/C-myc+ cells by using immunohistochemical double staining. Patients were 
followed up through mobile phones , letters , and so on, and the relationship between the expression of 
CD44+/C-myc+ cells and postoperative metastasis were statistically recorded.  
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RESULTS AND CONCLUSION: There was no CD44+/C-myc+ cells in normal tissue and little in adenoma. A small 
number of CD44+/C-myc+ cells distributed as dots or focal lesions in adenocarcinoma. The number of CD44+/C-myc+ 
cells was related to the degree of adenocarcinoma differentiation, depth of invasion, and lymph node metastasis (P < 
0.05). The univariate analysis showed that the overall survival rate and progression-free survival rate were associated 
with the number of CD44+/C-myc+ cells, lymph node metastasis and Ducks staging in adenocarcinoma (P < 0.05). The 
multivariate analysis showed that the overall survival rate was related to CD44+/C-myc+ cell amount and the 
progression-free survival rate was related to CD44+/C-myc+ cell amount and the Ducks staging. Therefore, 
CD44+/C-myc+ cells are probably cancer stem cells, and Ducks staging and CD44+/C-myc+ cell amount are important 
prognostic factors for colorectal cancer. 
 
Subject headings: Colorectal Neoplasms; Neoplastic Stem Cells; Genes, myc; Cell Adhesion Molecules 
Funding: the Natural Science Foundation of Gansu Province, No. 096RJZA096 
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0  引言  Introduction 
结直肠癌为发病率及死亡率较高的一种肿瘤相关疾

病，其术后复发率在30%以上[1]，传统的治疗手段如手术、

化疗、放疗已经不能满足患者的需求。肿瘤复发的原因是

具有自我更新特性的肿瘤干细胞未能彻底清除，于是如何

标记并消灭肿瘤干细胞成为治疗癌症的关键所在。 
细胞黏附分子CD44是较早发现并普遍公认的一种干

细胞标志物，主要作用是调节肿瘤细胞与宿主细胞以及细

胞外基质之间的黏附和连接
[2]
；原癌基因C-myc可促进细

胞增殖和维持细胞活性，是维持胚胎干细胞活性的重要因

子
[3-4]
，Polo等[5]

发现C-myc基因在诱导胚胎干细胞转录早
期起着重要作用，提示C-myc可能是干细胞标志物之一。 
本实验使用组织芯片、免疫组化双染技术观察

CD44+/C-myc+
细胞在结直肠癌组织中的形态特征、表达数

量、位置分布，讨论CD44+/C-myc+
细胞与结直肠癌病理分

级、患者生存状况的关系。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
    设计：观察统计性实验。 
时间及地点：于2015年2月在解放军兰州军区兰州总

医院完成。 
材料：收集2007至2012年解放军兰州军区兰州总医院

病理科150例结直肠癌(术中均完整切除肿瘤)患者病历信
息，调取患者癌组织石蜡包埋标本，其中男91例，女59例；
年龄83-20岁，平均年龄58.4岁。石蜡标本中高分化腺癌
47例、中分化腺癌48例、低分化腺癌36例、黏液腺癌19
例。另取腺瘤组织标本(部分伴有不典型增生)34例，距癌
组织15 cm以外正常组织10例作为对照。患者术前均未行
放化疗。 
主要试剂：兔抗人即用型单克隆抗体CD44试剂、兔抗

人即用型单克隆抗体C-myc试剂、Dou-SPTM
免疫组织化学

双染试剂盒(兔/鼠)购自北京中杉金桥生物技术有限公司。 
实验方法： 

组织芯片的制作：根据张登才等
[6]
发明的简便组织芯

片制作方法，首先使用穿刺针在空白蜡块打孔作为受体蜡

块，然后观察患者石蜡标本(供体蜡块)苏木精-伊红切片，
镜下标记癌组织，使用穿刺针穿刺供体蜡块相应癌组织，

最后将穿刺的癌组织柱推入受体蜡块孔内。重复此顺序制

得6×8阵列的蜡块，将蜡块放入60-70 ℃烤箱中3 min左右
取出，轻轻挤压蜡块使穿刺的组织柱与受体蜡块相融，自

然冷却后即为制作完成的组织芯片。 
免疫组化双染及结果判定： 
免疫组化双染：组织芯片常规切片(厚度4 μm)，严格

按照免疫组化双染试剂盒说明步骤进行。使用EDTA高温高
压进行抗原修复，然后滴加C-myc抗体，碱性磷酸酶
(BCIP/NBT)显蓝黑色，再用双染增强剂孵育，加入二抗
CD44，AEC显红色，苏木精复染，水性封固剂封固。 
结果判定标准：经观察发现CD44表达于细胞膜显红

色、C-myc表达于细胞核显蓝黑色，染色结果由两位经验
丰富的病理医生双盲法评估，统计CD44+/C-myc+

细胞在

400倍视野下与癌细胞数量的百分比作为阳性强度判定，
双阳性细胞无表达为 (-)，双阳性细胞数≤5%(+)，
6%-15%(++)，>15%(+++)。 
随访：使用电话、门诊复诊等方式获取患者生存信息，

随访时间0.5-92个月，中位随访时间45.8个月，其中失访
20例，有效随访率为87%(130/150)，死亡53例，总死亡率
为35%(53/150)。 
主要观察指标：①结直肠不同组织中CD44+/C-myc+

细胞的数目。②CD44+/C-myc+
细胞的形态及分布位置。③

患者预后与各个病理参数之间的关系。 
统计学分析：使用SPSS 19.0统计软件对数据进行处

理，不同组织中双阳性细胞的表达差异性使用χ
2
检验，双

阳细胞数量与各病理参数之间的相关性使用Spearman等
级相关分析，生存率的比较使用多因素Cox回归分析，P < 
0.05为差异有显著性意义。 

 
2  结果  Results  
2.1  CD44+/C-myc+细胞在不同组织中的表达及形态  观
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察发现CD44+/C-myc+
细胞胞膜显红色，胞核显蓝黑色。双

阳细胞多表达于癌腺样组织中的基底部和共壁腺样组织的

共壁处，在正常组织中无表达(图1A)，在腺瘤组织中散在
单个表达(图1B)，在腺癌组织中呈单个点状或灶性分布(图
1C-F)。所有双阳性细胞的形态一致：胞核大呈卵圆形，
胞质较少。 
正常组织、腺瘤组织、腺癌组织中双阳细胞的表达差

异有非常显著性意义(P < 0.001)，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  CD44+/C-myc+细胞的表达与临床病理特征的关系  
据统计发现双阳性细胞数量随着腺癌分化程度由高到低而

呈递增趋势(r=0.250，P < 0.05)，癌浸润全层的组织中双阳
性细胞数量明显多于浸润肌层的组织(r=0.223，P < 0.05)，
伴有淋巴结转移的组织中双阳性细胞数量多于未转移的组

织(r=0.175，P < 0.05)，随着Ducks分期由低到高双阳性细
胞呈递增趋势(r=0.183，P < 0.05)，双阳性细胞表达与性别、
年龄、部位、浸润程度、TNM分期无关(P > 0.05)，见表2。 
2.3  患者预后与病理特征及双阳性细胞表达的关系 
2.3.1  单因素分析结果  将各个临床病理因素分别导入
Cox模型中进行单因素分析发现：淋巴转移、双阳性细胞
数、Ducks分期对患者总生存率有显著影响(P < 0.05)，见
表3；在患者的无进展生存率中，淋巴转移、双阳性细胞数、
Ducks分期同样具有影响(P < 0.05)，与总生存率的分析结
果一致，见表3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 3  影响患者总生存率和无进展生存率的单因素分析 
Table 3  Univariate analysis of the overall and progression-free 
survival rate 

因素 n 总生存率(%) P 无进展生存率(%) P 

性别   0.345  0.167 
男 91 64.8  50.5  
女 59 64.4  52.5  

年龄(岁)   0.309  0.963 
< 60 77 68.2  53.8  
≥ 60 73 59.7  48.6  

病理分级   0.710  0.443 
高 47 66.0  66.0  
中 48 55.6  55.6  
低 36 73.5  73.5  
黏液腺癌 19 48.3  48.3  

部位   0.475  0.756 
结肠 56 58.9  48.2  
直肠 94 68.1  53.2  

浸润程度   0.701  0.239 
肌层 39 71.8  59.0  
全层 111 62.2  48.6  

淋巴是否结转移   0.003  0.026 
否 84 76.2  59.5  
是 66 50.0  40.9  

双阳性细胞数   0.001  0.000 
- 38 90.6  78.1  
+ 42 91.7  77.8  
++ 37 55.9  41.2  
+++ 33 33.3  20.8  

Ducks分期   0.000  0.012 
A 27 74.1  63.0  
B 54 75.9  59.3  
C 48 60.4  50.0  
D 21 33.3  19.0  

TNM分期   0.185  0.262 
Ⅰ-Ⅰa 26 80.8  65.4  
Ⅱ-Ⅱd 55 54.5  45.5  
Ⅲ-Ⅲd 47 66.0  55.3  
Ⅳ-Ⅳb 22 68.2  40.9  

表注：淋巴转移、双阳性细胞数、Ducks分期是患者总生存率、无进展生存率

的影响因素(P < 0.05)。 

表 1  CD44+/C-myc+
细胞在不同组织中的表达 

Table 1  Expression of CD44+/C-myc+ cells in different tissues 

CD44+/C-myc+
细胞 组织类型 n 

- + ++ +++ 

P 

正常 10 10 0 0 0 < 0.001 
腺瘤 34 29 5 0 0  
腺癌 150 38 42 37 33  

表注：CD44+/C-myc+
细胞在结直肠正常黏膜组织、腺瘤组织、腺癌组织中的表

达差异有显著性意义(P < 0.05)。 

表 2  CD44+/C-myc+
细胞与各病理参数之间的关系 

Table 2  The relationship between CD44+/C-myc+ cell expression 
and clinical pathological characteristics 

CD44+/C-myc+
细胞 项目 n 

- + ++ +++ 

r P 

性别      0.010 0.904 
男 91 23 29 16 23   
女 59 15 13 21 10   

年龄(岁)      0.136 0.098 
< 60 77 18 31 16 12   
≥60 73 20 11 21 21   

病理分级      0.250 0.004 
高 47 13 17 11 6   
中 48 12 10 16 10   
低 36 7 5 8 16   

  黏液腺癌 19 6 10 2 1   
部位      -0.053 0.517 
结肠 56 13 19 6 18   
直肠 94 25 23 31 15   

浸润程度      0.223 0.006 
肌层 39 17 9 8 5   
全层 111 21 33 29 28   

淋巴是否结转移      0.175 0.032 
否 84 24 27 20 13   
是 66 14 15 17 20   

Ducks分期      0.183 0.025 
A 27 9 7 5 6   
B 54 13 21 12 8   
C 48 13 11 16 8   
D 21 3 3 4 11   

TNM分期      0.136 0.097 
Ⅰ-Ⅰa 26 9 10 1 6   
Ⅱ-Ⅱd 55 17 12 13 13   
Ⅲ-Ⅲd 47 10 11 16 10   
Ⅳ-Ⅳb 22 2 9 7 4   

表注：CD44+/C-myc+
细胞数量与腺癌分化程度、浸润深度、淋巴结转移呈正相

关(r >1，P < 0.05)。 
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2.3.2  多因素分析结果  将各个病理参数导入Cox比例风
险模型，使用“Forward：wald”计算方式进行多因素分
析发现：患者的总生存率仅与组织中双阳性细胞数量有关，

与其他病理参数无关，在其他参数相同的条件下双阳性细

胞数量平均每增加一级，患者的死亡风险便增加2.562倍 
(P < 0.05)，见表4，图2。在患者的无进展生存率中，双阳
性细胞数同样是其独立危险因素，在其他参数相同的条件

下双阳性细胞数量平均每增加一级，患者的疾病进展风险

便增加1.998倍(P < 0.05)，在其他参数相同的条件下

Ducks平均每升一级，患者的疾病进展风险便增加1.751倍
(P < 0.05)，见表5，图3，4。 
 
 
 
 
 
 
 

表 4  影响患者总生存率的因素 
Table 4  Multivariate analysis of the overall survival rate 

因素 回归 
系数(β)

标准误(SE) Wald值 P值 相对 
危险度

95%可信区间 

双阳性细胞 0.941 0.179 27.759 0.001 2.562 1.806-3.636 

表注：双阳性细胞是影响患者总生存率的稳定因素(P < 0.05)。 

图 1  CD44+/C-myc+
细胞在不同组织中的表达及形态(免疫组化双染) 

Figure 1  Expression and morphology of CD44+/C-myc+ cells in different tissues (immunohistochemical double staining) 
图注：图中 A显示正常结直肠组织无双阳性细胞表达(×100)；B显示腺瘤组织中有散在单个双阳性细胞，黑色箭头所指为双阳性细胞(×400)；
C，D，E显示高、中、低分化结直肠癌组织有单个点状或灶性分布的双阳性细胞(×400)；F显示结直肠黏液腺癌组织中灶性分布的双阳性细胞
(×400)，黑色箭头所指为双阳细胞。 
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图 2  CD44+/C-myc+
细胞数对患者总生存率的影响 

Figure 2  Influence of the number of CD44+/C-myc+ cells on the 
overall survival rate 
图注：阳性程度越高患者总生存率越低。 
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图 3  CD44+/C-myc+
细胞数对患者无进展生存率的影响 

Figure 3  Influence of the number of CD44+/C-myc+ cells on the 
progression-free survival rate 
图注：阳性程度越高患者无进展生存率越低。 
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3  讨论  Discussion 
自20世纪70年代至21世纪初全国的结直肠癌患者的

发病率与死亡率呈大幅度增长
[7-8]
，严重影响了人类的生活

质量与生命健康。目前结直肠癌的主要治疗手段还是以手

术为主，辅助放、化疗；手术治疗由传统切除方法进展为

完整结肠系膜切除术及全直肠系膜切除术[9]，由传统腹腔

镜手术发展到了更精准、安全的腹腔镜机器人手术[10]；放

疗手段多是以术前增加放疗剂量为主；临床上正在使用的

化疗药物并不多，多是以奥沙利铂及伊立替康为基础的联

合治疗方案及其延伸出来二线、三线的治疗方案[11-13]，随

着中医的深入研究发现多种中药成药联合放、化疗能提高

结直肠癌患者的生存质量[14-17]。虽然治疗后相比以前获得

了长足的进步，但是治疗效果并不理想。手术切除不能完

全切除癌干细胞、放化疗对人体的伤害不能避免、中药疗

效太慢机制不太明确，因此需要找到更加具有疗效的治疗

方法并明确影响结直肠腺癌患者生存率的各个病理因素。 
肿瘤干细胞学理论于2001年由Reya等[18]提出后，科研

人员们从各种肿瘤组织中陆续发现了肿瘤干细胞，证明了

肿瘤干细胞学说的真实性，该学说认为肿瘤组织中存在少

量的肿瘤干细胞，是引发肿瘤生长分化的决定性细胞[19]，

具有强致癌性。然而现在对恶性肿瘤的治疗手段多是针对

肿瘤细胞的清除，对肿瘤干细胞却没有有效的清除手段，

会造成肿瘤的复发率较高。因此治疗肿瘤的关键在于有效

的清除肿瘤干细胞，现在流行的靶向治疗就是方法之一，

靶向治疗的前提条件就是找到并标记肿瘤干细胞。 
目前已经发现了众多肿瘤干细胞标记物，在结直肠癌

中CD133[20]，CD44[21-22]，ALDH1[23]，EpCAM[24]，Oct4
等可能是肿瘤干细胞标记物[25]。CD44是目前被承认最多的
标记物，其基因位于11号染色体短臂，属于细胞黏附分子
家族中的重要一员，是一种单基因编码的单链跨膜糖蛋白。

研究发现，将100个CD44+结肠癌细胞种植裸鼠体内即可形

成癌灶，培养单个CD44+结肠癌细胞就能形成细胞集落，

RNA干扰法降低CD44的表达后，细胞集落生长缓慢并显
著减少，证明CD44+结肠癌细胞具有干细胞的特性 [26]。

C-myc属于myc基因家族，是一种常见的原癌基因，其主
要调控细胞的增殖与凋亡。研究发现在结直肠肿瘤中，

C-myc的过表达常出现在肿瘤的早期并对肿瘤细胞的增
殖、肿瘤的恶性生长有促进作用[27]

。罗瑾等[28]
使用S-腺苷

甲硫氨酸(SAM)对大肠癌细胞系HT-29中的C-myc基因重
新甲基化，降低了C-myc的表达，从而有效的降低了肿瘤
细胞的生长水平。 
肿瘤干细胞与正常干细胞相似都处于细胞静止期

(G1/G0期)，主要区别在于正常干细胞是受调控的自我更新
分化，而肿瘤干细胞是失控的生长[29]

。CD44+
细胞在肿瘤

细胞的各个生长期均有表达，不符合肿瘤干细胞的特性，

说明单因子标记肿瘤干细胞并不精确。因此本实验使用免

疫组织化学双染法，通过表达原癌基因C-myc与CD44蛋白
来标记肿瘤干细胞。 
实验发现CD44+/C-myc+细胞的形态与表达位置与正

常肠腺体隐窝的干细胞相似，证明CD44+/C-myc+细胞很有

可能为结直肠癌肿瘤干细胞。通过数据统计发现：

CD44+/C-myc+
细胞数量与结直肠癌的病理分级呈负相关

(r=0.250，P < 0.05)，即肿瘤分化越差，组织中双阳性细
胞越多，与王芙蓉等

[22]
、张登才等

[25]
的研究一致，证明肿

瘤干细胞对肿瘤的生长分化有重要调控作用，进一步论证

了肿瘤干细胞学说
[7，30]
。 

通过对随访资料的单因素分析发现患者浸润程度越

深、肿瘤干细胞存在越多、Ducks分期越高其预后越差，
证明淋巴结转移、肿瘤干细胞数量、Ducks分期是影响患
者预后的重要因素，这些因素可指导临床医生如何对患者

进行后续治疗并对患者的预后进行评估，从而提高患者的

术后生存时间及患者的生存质量。将患者的总生存率与无

进展生存率多因素分析发现肿瘤干细胞的表达是影响患者

预后的稳定因素，干细胞的表达不但能影响患者的死亡率

还与患者的复发、转移关系密切。 
结直肠癌患者的治疗方法多是手术切除患部，术后复

发转移率太高，效果并不理想，因此靶向治疗受到了越来

越多的关注与接受。目前靶向治疗多是清除已增殖分化的

肿瘤细胞，而针对肿瘤干细胞的靶向治疗方法却很少。肿
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图 4  Ducks分期对患者无进展生存率的影响 
Figure 4  Influence of Ducks stages on the progression-free 
survival rate 
图注：Ducks分期越差患者无进展生存率越低。 
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表 5  影响患者无进展生存率的因素 
Table 5  Multivariate analysis of the progression-free survival rate 

因素 回归系数 
(β) 

标准误(SE) Wald值 P 相对 
危险度 

95% 
可信区间 

双阳性细胞 0.692 0.134 27.390 0.000 1.998 1.536-2.600 
Ducks分期 0.560 0.222 6.345 0.012 1.751 1.132-2.706 

表注：双阳性细胞、Ducks分期是影响患者无进展生存率的稳定因素(P < 0.05)。
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瘤干细胞标记物已经发现很多，下一步的重点就是研究如

何让药物只靶向肿瘤干细胞特异性受体而不损伤正常干细

胞、如何降低肿瘤对靶向治疗药物的耐药性。随着分子技

术水平的提高，这些问题将需要不断实验研究来解决，为

肿瘤的治疗带来崭新的时代。 
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