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粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子对结肠癌肝转移的促进作用及其可能机制
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[摘 要] 目的：探讨粒细胞-巨噬细胞集落因子（granulocyte-macrophage colony stimulating factor，GM-CSF）对结肠癌肝转移的

促进作用及其可能机制。方法：采用稳定转染方法将 GM-CSF 基因以及靶向 GM-CSF 的 shRNA 分别导入人结肠癌细胞系

HCT116和SW480，用ELISA法检测GM-CSF表达水平。脾内注射结肠癌细胞建立结肠癌肝转移模型，部分模型小鼠隔天腹腔注

射不同剂量（3、0.6 μg）的重组人GM-CSF。模型建立后4周后观察肝大体及肿瘤转移灶，实时荧光定量PCR检测神经钙黏素（N-

cadherin）和基质金属蛋白酶 2（matrix metalloproteinase 2，MMP2）的表达，Western blotting检测上皮钙黏素（E-cadherin）的表达。

结果：根据GM-CSF表达量建立GM-CSF低、中、高表达细胞系（GMlo、GMint、GMhi HCT116）和GMKDSW480细胞系。大体和病理

结果均显示，接种高表达GM-CSF的HCT116细胞或外源性给予GM-CSF明显增加小鼠结肠癌肝转移灶数量，而敲低GM-CSF的

作用则相反。GM-CSF能够显著上调N-cadherin和MMP2的表达，同时下调E-cadherin的表达（P<0.05）。结论：GM-CSF能够促

进结肠癌移植瘤的肝转移，该效应可能与E-cadherin表达的下调和N-cadherin以及MMP2表达的上调有关。
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Sciences，Beijing 100850，China; 3. College of Pharmacy，Fujian Medical University，Fuzhou 350000，Fujian，China）

[Abstract] Objective: To investigate the effect of granulocyte-macrophage colony stimulating factor（GM-CSF）on liver metastasis of

colon cancer and the underlying mechanisms. Methods: GM-CSF gene and shRNA targeting GM-CSF were stably transfected into hu-

man colon cancer HCT116 and SW480 cell lines, respectively; the expression of GM-CSF was detected by ELISA. Liver metastasis

model of colon cancer was established by injecting cancer cells into spleen. Some of the model mice were intraperitoneally injected

with recombinant human GM-CSF every other day (3 μg，0.6 μg/mice). Four weeks after model establishment，liver gross and tumor

metastasis were observed. The expression of N-cadherin and matrix metalloproteinase 2 (MMP2) was detected by Real-time fluorescent

quantitative PCR while E-cadherin was detected by Western blotting. Results: According the expression of GM-CSF, HCT116 cells

were grouped into low, median and high expression subgroups (GMlo, GMint, GMhiHCT116); Meanwhile, GMKDSW480 group (GM-CSF

knockdown) was established. Liver gross and pathological results showed that injecting of GM-CSF-overexpressed HCT116 cells or ex-

ogenous GM-CSF remarkably increased the amounts of liver metastasis; In contrast, knockdown of GM-CSF showed the opposite ef-

fect. Furthermore，GM-CSF over-expression significantly up-regulated the levels of N-cadherin and MMP2 as well as down-regulated

the levels of E-cadherin (P<0.05). Conclusion: GM-CSF can potently promote liver metastasis of colon cancer xenograft, which may
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be due to the down-regulation of E-cadherin and up-regulation of N-cadherin and MMP2.

[Key words] granulocyte-macrophage colony stimulating factor（GM-CSF）; colon cancer; liver metastasis；E-cadherin；N-cadherin；

matrix metalloproteinase 2(MMP2)

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(1): 56-61. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.01.010]

近年来结肠癌的发病率呈明显上升趋势，已严

重威胁人类的健康[1]。结肠癌的发生发展是多途径、

多因素共同作用的结果[2]。在结肠癌形成过程中，肠

上皮屏障系统的破坏可以引起持续性炎症反应及大

量的炎性细胞浸润，继而释放细胞因子及活性介质。

在炎症期，以多种炎性细胞因子（如 IL-1β、IL-6）大量

持续性释放为标志，IL-6通过激活STAT3信号途径增

强中性粒细胞促进肿瘤血管生成的功能[3]，IL-1β在

单核细胞中通过MAPK信号通路调控TNFα水平发

挥促炎效应[4-6]。粒细胞-巨噬细胞集落因子（granulo-

cyte-macrophage colony stimulating factor，GM-CSF）

为重要的前炎细胞因子 [7]，具有多种免疫调节活性[8]，

包括促进免疫细胞的分化，激活并募集DC，改变细

胞因子的分泌，影响细胞的信息传递。结肠癌患者

肠黏膜中GM-CSF表达水平明显升高[9]，其生物学活

性通过细胞表面CSF2受体α（CSF2Rα）和CSF2Rβ表

达呈现出来[10]。人结肠癌细胞株 HCT116 表达

CSF2Rα[11]。课题组前期研究[12]中发现，GM-CSF并不

影响HCT116细胞的增殖，但却明显增强其迁移和侵

袭能力。本研究构建了过表达和沉默GM-CSF的结

肠癌细胞系及裸鼠结肠癌肝转移模型，并对相关肿

瘤转移标志物及可能的信号通路进行了检测，旨在

探讨GM-CSF对结肠癌肝转移的影响及其机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系、动物和主要试剂

人结肠癌细胞系HCT116和SW480、鼠结肠癌细

胞系CT26购自美国模式菌种收集中心（ATCC）。雄

性、质量 18~22 g、6~8周龄的SPF级BALB/c-nu裸鼠

（动物合格证号：201504）购自北京军事医学科学院

动物中心。人GM-CSF过表达、沉默以及空载质粒

（美国GeneCopoeia公司），DMSO（美国Sigma公司），

RPMI 1640 培养基（美国 Gibco 公司），胎牛血清

（FBS，元亨金马公司），人GM-CSF ELISA试剂盒（美

国 eBioscience公司），TRIzol（美国 Invitrogen公司），

逆转录试剂盒（北京全式金公司），2×Taq PCR Mix

（天根生化科技有限公司），SYBR® Green Real-time

PCR Master Mix（日本TOYOBO公司），实时荧光定

量PCR（qPCR）引物由北京天一辉远生物科技有限公

司合成，BCA蛋白定量试剂盒（美国Thermo公司），

神经钙黏素（N-cadherin）、上皮钙黏素（E-cadherin）、

GAPDH（德国CST公司），辣根过氧化物酶（HRP）标

记羊抗兔和羊抗小鼠抗体（美国KPL公司），重组人

GM-CSF（美国 Pepro Tech公司），Transwell小室（美

国康宁公司），基质胶（美国BD公司）。

1.2 细胞培养

将人结肠癌HCT116和SW480细胞及鼠源结肠

癌CT26细胞分别置于含有10%FBS的RMPI 1640培

养基中，在37 oC、5%CO2培养箱中培养。每天观察细

胞生长情况，2~3 d换一次培养液，当细胞汇合至培养

瓶的80%~90%时进行传代，传代比例为1∶2，以后每

隔 2~3 d传代一次。取对数生长期的细胞用于后续

试验。

1.3 构建过表达或沉默GM-CSF的结肠癌细胞株

1.3.1 过 表 达 GM-CSF 的 HCT116 细 胞 株 在

HCT116细胞中转入人GM-CSF过表达及空载质粒

并使用G418（400 μg/ml）进行稳定株筛选。将稳定过

表达GM-CSF的HCT116细胞以细胞密度5×104/孔接

种于 24孔板，1 ml全培养基（1640培养基+10%FBS）

培养 24 h后收集上清，根据ELISA试剂盒说明书操

作，用多功能酶标仪于450 nm处检测光密度（D）值，

检测GM-CSF分泌水平。将过表达GM-CSF细胞株

按 GM-CSF 的分泌水平分为 ：GM-CSF 低表达

（GMlo）、GM-CSF中等表达（GMint）和GM-CSF高表达

（GMhi）3组。

1.3.2 沉默GM-CSF的SW480细胞株 在SW480细

胞中转入人GM-CSF沉默及空载质粒并使用嘌呤霉

素（5 μg/ml）进行稳定株筛选。将稳定沉默GM-CSF

的 SW480 细胞以细胞密度 3.75×105/孔接种于 24 孔

板，1 ml全培养基（1640培养基+10% FBS）培养 24 h

后收集上清，根据ELISA试剂盒说明书操作，用多功

能酶标仪于 450 nm处检测光密度（D）值，检测GM-

CSF 分泌水平。建立命名为 GMKD1 和 GMKD2 的

SW480稳定株。

1.4 裸鼠结肠癌肝转移模型的建立及观察

裸鼠腹腔注射麻醉药（氯胺酮 55 mg/kg，甲苯噻

嗪 10 mg/kg，充分混合），完全麻醉后置手术台上，常

规消毒腹部皮肤，依次切开皮肤（避免出血）、肌层和

腹膜，在脾内注射结肠癌细胞（1×106/只，100 μl），逐

层缝合腹壁。模型建立4周后，用于后续实验:（1）结

肠癌裸鼠模型建立后第1天，分别腹腔注射PBS缓冲

液（对照组）、人GM-CSF不同计量（3、0.6 μg/只）（实

验组），每2 d 1次，至实验结束；（2）处死小鼠，开腹取

出肝，观察统计肝表面转移灶数量并拍照；剪取部分
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组织于10%甲醛溶液中固定，石蜡包埋，常规石蜡切

片、H-E染色后，在光镜下观察计数瘤结节以及肿瘤

组织的病理变化。

1.5 Transwell实验检测过表达或沉默GM-CSF对结

肠癌细胞迁移、侵袭的影响

1.5.1 迁移实验 收集GM-CSF（25 ng/ml）刺激21 d

的HCT116细胞，以未刺激的HCT116细胞为对照组，

分别将 1×105细胞铺于Transwell专用 8孔板中，200

μl无血清1640培养基放于小室上层，其下层加800 μl

完全培养基，于37oC、5%CO2孵箱中培养36 h，真空泵

抽去上清后加 1 ml 的 4% 甲醛固定 10 min，吸干甲

醛，用Gimsa染液染色1 h，在荧光显微镜下（×200）随

机计数5个视野穿膜细胞数。实验重复3次。

1.5.2 侵袭实验 实验前将所有用具在 4 ℃预

冷 ，将稀释的 Matrigel 基质胶（无血清 RPMI 与

Matrigel 凝胶 1∶1 配制而成）包被 Transwell 小室

基底膜，置 37oC 中 2 h 后加入 100 μ l 无血清 RPMI

培养基水化 30 min，收集GM-CSF（25 ng/ml）刺激 21

d的HCT116细胞，以未刺激的HCT116细胞为对照

组，余标本处理及实验方法同迁移实验。实验重复3

次。

1.6 qPCR检测过表达GM-CSF对结肠癌细胞E-cad-

herin、N-cadherin及MMP2 mRNA表达

将培养于 6 孔板的GMhiHCT116、正常CT26 细胞

及外源性加入 GM-CSF（10 pg/ml，1 000 pg/ml）培养

7 d 后的 CT26 细胞分别收集于 EP管中加入 1 ml

TRIzol重悬，按照操作说明书提取细胞总 RNA。使

用逆转录试剂盒将mRNA 逆转录为 cDNA，用 qPCR

法检 测 样 本 中 的 MMP2/9/26 和 E-cadherin 、N-

cadherin 表达水平，以GAPDH作为内参。引物序列：

hMMP2 上游为5'-TGACTTTCTTGGATCGGGTCG-3'，

下游为5'-AAGCACCACATCAGATGACTG-3'；hMMP9

上游为5'-TGTACCGCTATGGTTACACTCG-3'，下游为

5'-GGCAGGGACAGTTGCTTCT-3'；hMMP26上游为5'-

TCGGAATGGGACAGACCTACT-3'，下 游 为 5' -

TCAAAGGGGTCACATTGCTCC-3'；hE-Cadherin上游

为 5'-CGAGAGCTACACGTTCACGG-3'，下游为 5'-

GGGTGTCGAGGGAAAAATAGG-3'；hN-Cadherin上游

为5'-TCAGGCTGTGGACATAGAAACC-3'，下游为5'-

GCTGTAAACGACTCTGGCACT-3'；hGAPDH上游为

5' - TGTGGGCATCAATGGATTTGG - 3'，下游为 5' -

ACACCATGTATTCCGGGTCAAT-3'。通过熔解曲线检

测引物扩增特异性，并通过公式2-△△Ct计算目的基因的

相对表达水平。实验重复3次。

1.7 Western blotting 检测结肠癌细胞中 E-cadherin

的表达

将HCT116、GMhiHCT116和SW480细胞以1×106

细胞/孔接种于12孔板，每种细胞设置3个复孔，1 ml

完全培养基（1640培养基+10%FBS）体系培养，收集

细胞置于EP管中，以600×g离心5 min，弃去上清，加

100 μl蛋白裂解液混匀，置于冰上摇动裂解 10 min，

加 5×上缓冲液液 25 μl，沸水煮 10 min。紫外分光光

度计测定蛋白浓度。定量后行 SDS-PAGE。以空载

体转染的细胞蛋白为对照，GAPDH蛋白为内参，分

离后的蛋白电转至PVDF膜上，加一抗兔抗人E-cad-

herin抗体（1∶1 000）、鼠抗人GAPDH抗体（1∶1 000），

孵育过夜。加羊抗小鼠 IgG，羊抗兔 IgG二抗，孵育1

h后显影。待测蛋白相对表达水平用待测蛋白与内

参蛋白GAPDH电泳条带灰度比值表示。实验重复3

次。

1.8 统计学处理

用SPSS统计分析软件，计量数据以 x̄±s表示，组

间数据比较采用 t检验，多组间资料比较采用χ2检验。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 过表达GM-CSF促进裸鼠结肠癌肝转移

成功建立过表达 GM-CSF 结肠癌 HCT116 细胞

株。ELISA法检测结果（图 1）显示，根据GM-CSF的

表达水平，获得GMlo[（85.0±1.2）pg/106个细胞]、GMint

[（152.1±0.8）pg/106 个细胞]和 GMhi[（1350.0±100.0）

pg/106个细胞]GM-CSF表达水平呈梯度的 3个亚组

HCT116细胞，而空载HCT116细胞（NC）不表达GM-

CSF（ND）。用上述 3种细胞株分别建立结肠癌肝转

移模型，4周剖腹观察结果（图2）显示，对照组、GMlo、

GMint和GMhi HCT116组小鼠结肠癌肝转移发生例数

分别为 1/10、4/10、6/10、9/10，结果表明过表达GM-

CSF 能够促进结肠癌 HCT116 细胞肝转移，其中以

GMhi组作用最为明显。

2.2 沉默GM-CSF抑制裸鼠结肠癌肝转移

成功建立沉默 GM-CSF 的结肠癌 SW480 细胞

株。ELISA检测结果（图 3）显示：空载（NC）、GMKD1、

GMKD2 SW480 细胞的 GM-CSF 分泌量分别为（48.0±

0.8）、（14.0±1.0）和（18.0±2.0）pg/106个细胞。用上述

细胞株分别建立结肠癌肝转移模型4周后，剖腹观察

结果（图 4A）显示，NC 组和敲低 GM-CSF（GMKD1，

GMKD2）SW480组小鼠结肠癌肝转移发生例数分别为

8/10、2/10、1/10。H-E染色结果（图 4B）显示，GMKD-

SW480组裸鼠结肠癌肝转移灶数量明显减少。实验

结果表明，沉默GM-CSF能够显著抑制裸鼠结肠癌肝

转移。
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*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

图1 成功建立过表达GM-CSF结肠癌的HCT116 细胞株

Fig. 1 Establishment of HCT116 cell line

overexpression of GM-CSF

图2 过表达GM-CSF促进裸鼠结肠癌肝转移

Fig. 2 Overexpression of GM-CSF can promote liver

metastasis of colon cancer

**P<0.01 vs NC group

图3 成功建立沉默GM-CSF的结肠癌SW480细胞株

Fig. 3 Establishment of SW480 cell line with GM-CSF

knockdown

2.3 外源性GM-CSF促进结肠癌肝转移

给予腹腔注射外源性 GM-CSF 后，外源性 GM-

CSF能够显著增强裸鼠结肠癌肝转移结节个数：对照

组（PBS）为1/8，低GM-CSF（0.6 μg/只）为5/8，高GM-

CSF（3 μg/只）为 8/8（图 5 A）。H-E染色结果（图 5B）

显示，注射外源性GM-CSF的裸鼠结肠癌肝转移灶数

量明显增多，且呈剂量依赖。结果表明，外源性GM-

CSF可以促进裸鼠结肠癌肝转移。

2.4 GM-CSF刺激增强结肠癌HCT116细胞迁移及

侵袭能力

Transwell迁移和侵袭实验结果（图6）发现，注射GM-

CSF（25 ng/ml）3周后的结肠癌HCT116细胞的迁移及

侵袭能力显著强于未注射HCT116细胞组[（398.0±8.0）

vs（203.0±12.0）个，P<0.05；（430.0±12.0）vs（52.0±4.0）个，

P<0.05]。

A: Liver gross specimen; B: Pathological tissue sections

(H-E staining, ×200)

图4 沉默GM-CSF抑制结肠癌肝转移

Fig. 4 Silence of GM-CSF can suppress liver metastasis of

colon cancer

A: Liver gross specimen; B: H-E staining, ×200

图5 外源性注射GM-CSF促进结肠癌肝转移

Fig. 5 Injection of exogenous GM-CSF can promote liver

metastasis of colon cancer

A，C: No injection group；B，D: Injection group

图6 GM-CSF增强结肠癌HCT116细胞的迁移（（A、、B））及侵袭

（（C、、D））能力（（Gimsa染色，，×200））

Fig. 6 GM-CSF can increase migration（（A，，B））and invasion

（（C, D））abilities of HCT116 cells（（Gimsa stainning，，×200））
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2.5 GM-CSF 刺激诱导结肠癌细胞 N-cadherin、E-

cadherin和MMP2的表达

qPCR检测结果（图7）发现，与对照组比较，GM-

CSF 能够显著上调 N-cadherin mRNA 的表达（图

7A）,同时下调 E -cadherin 蛋白的表达（图 7B），且

MMP2 的表达显著增加（1.75±0.23 vs 1.20±0.50，P<

0.05），而 MMP9、MMP26 的表达水平无明显变化

（MMP9：1.03 ± 0.05 vs 1.15 ± 0.30, P>0.05；MMP26：

1.48±0.25 vs 1.18±0.50，P>0.05；图 7C）。结果表明，

GM-CSF可能通过诱导EMT和MMP2的表达促进结

肠癌肝转移。

* P<0.05 vs NC group

A: Expression of E-cadherin and N-cadherin by qPCR; B:

Expression of E-cadherin by Western blotting;

C: Expression of MMP26，MMP9 and MMP2 by qPCR

图7 GM-CSF影响结肠癌细胞N-cadherin、、E-cadherin和

MMP2的表达

Fig. 7 Effect of GM-CSF on the expressions of N-cadherin、、

E-cadherin and MMP2 in colon cancer cells

2.6 GM-CSF上调MMP2 mRNA表达呈剂量-效应关系

qPCR检测结果（图8）表明，给予结肠癌HCT116

细胞10、100 pg/ml的GM-CSF刺激后，MMP2 mRNA

表达水平有剂量依赖倾向，尤以 100 pg/ml组细胞表

达水平显著高于与对照组（P<0.05）。

3 讨 论

本课题采用稳定转染方法建立了过表达和沉默

GM-CSF的结肠癌细胞系和结肠癌肝转移裸鼠模型。

此外，通过给予外源性人GM-CSF进一步评价GM-

CSF对结肠癌肝转移的影响，并对可能的机制进行了

的探究，初步证实了GM-CSF对结肠癌肝转移的促进

作用。

*P<0.05 vs 0 or 10 group

图8 GM-CSF上调结肠癌HCT116细胞MMP2 mRNA表达

Fig. 8 GM-CSF up-regulates the expression of

MMP2 mRNA in HCT116 cells

上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transi-

tion，EMT）在肿瘤细胞的浸润与转移过程中起着重

要作用[13]。N-cadherin和E-cadherin属于EMT相关蛋

白[14-15]，MMP2也与肿瘤浸润与转移有关[16]。在上皮

组织中，N-cadherin的表达上调可使癌细胞更容易获

得迁移及侵袭能力。MMP-2则能够降解胶原，促进

肿瘤细胞转移。E-cadherin主要介导同型上皮细胞

间的黏附，其在肿瘤细胞的表达水平降低有助于细

胞迁移。

CSF 包括巨噬细胞 CSF（macrophage CSF，M-

CSF）、粒细胞 CSF（granulocyte CSF，G-CSF）、GM-

CSF、多重CSF、干细胞因子和红细胞生成素等[17-18]。

有研究[19]表明，M-CSF、G-CSF在肿瘤细胞浸润与转

移过程中发挥重要作用。GM-CSF在胰腺导管癌的

进展以及迁移中通过影响肿瘤微环境发挥重要作

用，同时GM-CSF能显著增加胰腺癌患者化疗后胰腺

细胞以及肿瘤组织多样性，诱导单核细胞转变为髓

系抑制型细胞[20]。肿瘤的浸润及转移是一个复杂的

多基因、多步骤、多阶段的调控过程，其中的关键步

骤是发生EMT和MMP的过表达。EMT是以上皮细

胞丧失极性和黏附性并获得间质特性为主要特征的

复杂过程，其中钙黏蛋白表达的异常发挥重要作用，

包括 E-cadherin 的表达降低和 N-cadherin 的表达升

高。MMP 通过降解细胞外间质便于肿瘤转移[21]，

MMP-2属明胶酶类，是能够降解胶原的主要基质水

解酶。本研究发现，GM-CSF能够显著增强EMT过

程以及上调MMP2的表达，其中的分子机制值得深

入探究。此外，作为对免疫系统具有明确和显著影

响的前炎因子，是否存在GM-CSF通过调节免疫反应
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进而间接影响肿瘤转移也值得进一步研究。

为了深入了解GM-CSF与结肠癌肝转移的确切

关系，还需采集临床结肠癌患者肝标本并检测GM-

CSF表达，同时需要评估阻断GM-CSF对结肠癌肝转

移的抑制效应。总之，本研究初步证明了GM-CSF对

结肠癌肝转移的促进作用，提示GM-CSF可能是结肠

癌肝转移临床干预的潜在靶点，为后续的进一步研

究奠定了基础。
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