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[摘 要] 目的：探讨趋化因子CCL20/CCR6促进结肠癌SW480细胞侵袭和迁移的分子机制。方法：筛选高表达CCR6的结肠

癌SW480细胞，加入外源性重组人CCL20后，采用Transwell、划痕愈合实验检测其侵袭和迁移能力，以免疫荧光、WB实验检测SW480

细胞EMT标志蛋白、AKT信号蛋白以及靶标蛋白MMP3的表达；通过MK2206阻断实验验证AKT信号是其作用机制，通过TCGA

数据库资源（https://portal.gdc.cancer.gov/）分析CCL20和MMP3在结直肠癌组织中的表达水平及其相关性。结果：趋化因子CCL20

能够明显促进结肠癌SW480细胞侵袭和迁移（均P<0.01），其间并不伴随细胞的EMT变化，而是通过AKT信号的激活及下游靶标

蛋白MMP3表达上调是其诱因之一；阻断AKT信号能够明显抑制SW480细胞侵袭和迁移能力，且下调 MMP3 的表达水平（P<

0.05 或 P<0.01）。TCGA 平台数据提示，结肠癌组织中 CCL20 和 MMP3 的表达明显高于正常肠黏膜组织，且两者呈明显正相

关（r=0.051，P<0.01）。结论：趋化因子CCL20通过AKT/MMP3信号轴而非EMT机制促进结肠癌SW480细胞的侵袭和迁移。
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AKT/MMP3 activation, not EMT pathway, participates in CCL20-induced inva-
sion and migration of colon cancer SW480 cells
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[Abstract] Objective: To investigate the molecular mechanism of chemokine CCL20/CCR6 in promoting invasion and migration of

colon cancer SW480 cells. Methods: Colorectal cancer SW480 cells with high expression of CCR6 receptor were screened by immuno-

chemistry (IHC). After co-culture with recombinant human CCL20, the invasion and migration of SW480 cells were detected by Tran-

swell assay and Wound-Healing assay, respectively. Expressions of EMT markers, AKT signal protein and target protein MMP3 were

detected by immunofluorescence (IF) and WB. AKT signaling pathway as the key mechanism was confirmed by MK2206 blocking as-

say. The expressions of CCL20 and MMP3 in colorectal cancer tissues as well as their correlation were analyzed by TCGA database re-

sources (https://portal.gdc.cancer.gov/). Results: CCL20 promoted the invasion and migration ability of SW480 cells significantly (all P

<0.01), and this was induced by activation of AKT signaling and up-regulation of downstream target protein MMP3, instead of EMT.

Blocking AKT signaling could significantly inhibit the invasion and migration of SW480 cells, and down-regulate MMP3 expression

(P<0.05). TCGA platform data showed that the expressions of CCL20 and MMP3 in colorectal cancer tissues were significantly higher

than those in normal mucosa tissues (P<0.05 or P<0.01), and an evidently positive correlation was found between CCL20 and MMP3 (r

=0.051, P<0.01). Conclusion: The chemokine CCL20 promotes the invasion and migration of SW480 cells through AKT/MMP3 signal

axis, but not the EMT.
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结直肠癌肝转移（colorectal liver metastases，

CLM）是一个受多因素调控的、复杂的生物学过程，

是结直肠癌患者死亡的主要原因，其发生机制至今

仍不甚清楚[1]。肿瘤微环境的改变[2]、上皮间质转化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）的发生[3]及

细胞外基质（extracellular matrix，ECM）的降解[4]等是

肿瘤远处转移的重要机制。EMT是一个由上皮细胞

向间质细胞转变从而形成间充质细胞的暂时性和可

逆性过程。上皮细胞表型标志物E-钙黏蛋白（E-cad-

herin，E-cad）表达缺失和间质细胞表型标志物波形蛋

白（Vimentin，Vim）表达上调使得细胞丧失极性和细

胞间连接、黏附力减弱，从而增强其侵袭和迁移能

力[5-7]。基质金属蛋白酶3（matrix metalloproteinase 3，

MMP3）是一种由肿瘤细胞和间质细胞分泌的、可以

降解、促使肿瘤细胞侵袭和迁移的蛋白酶。研究[7]表

明，MMP3在结直肠癌组织中表达明显上调，参与其

远处转移。CCL20是肿瘤微环境成分中趋化因子家

族的一个重要分子，CCR6是其唯一受体[8-9]。本课题

组前期研究[5]显示，CCL20 能够促使结肠腺癌细胞

SW480侵袭和迁移，参与结肠癌肝转移的过程。然

而，关于机制探讨不够深入，EMT和MMP3是否参与

CCL20诱导的SW480细胞侵袭转移，至今尚不十分

明确。本研究选择高表达 CCR6 受体的 SW480 细

胞，通过细胞和分子水平研究及TCGA数据库数据分

析，探讨 EMT 和 MMP3 是否参与 CCL20 诱导的

SW480细胞的侵袭和迁移，为明确其中的分子机制

提供实验基础。

1 资料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

人结肠腺癌细胞株SW480、Caco-2及LoVo细胞

均购自中国科学院上海细胞生物研究所细胞库。

DMEM-F12、RPMI 1640培养基、胎牛血清（fetal bo-

vine serum，FBS）和胰蛋白酶均购自Gibco公司，兔抗

人CCL20单克隆抗体、小鼠抗人 CCR6 单克隆抗

体、小鼠抗人 MMP3 抗体均购自 Abcam公司，重组

人巨噬细胞炎性蛋白3α（recombinant human recombi-

nant macrophage inflammatory protein - 3α，MIP3α 或

CCL20）购自 R&D 公司，Matrigel 胶购自 BD 公司，

AKT 阻断剂 MK2206 购自 Selleck 化学制品公司，

GAPDH抗体购自康成生物公司。

1.2 细胞培养及分组

SW480、Caco-2和LoVo细胞的培养均使用含青

霉素、链霉素及 10% FBS 的 RPMI 1640 培养于 5%

CO2、37 ℃孵箱。实验分组为空白对照组、CCL20

组、CCL20+MK2206组和CCL20+Anti-CCR6组。课

题组前期研究[5] 提示，CCL20 在 100 ng / ml 时对

SW480细胞增殖和侵袭能力的影响最强，1 μmol/ml

的MK2206对SW480细胞侵袭和转移能力无明显影

响，但能明显阻断AKT信号。因此，选用 100 ng/ml

CCL20、1 μmol/ml MK2206进行本研究。根据说明

书，使用 10 μg/ml CCR6抗体进行CCR6特异性阻断

实验。

1.3 免疫组化染色检测结肠癌细胞系中CCR6受体

表达

按照2.5×105个/孔细胞密度将各组细胞接种于6

孔板中多聚赖氨酸处理后的玻片上，培养24 h。取出

玻片，免疫组织化学检测 SW480、Caco-2和LoVo细

胞 CCR 6 受体的表达。10% 中性甲醛固定 30 min，

0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液抗原修复，过氧化物阻断

酶阻断，非免疫动物血清封闭，使用CCR6（1∶1 000

～1∶2 000）抗体孵育，4 ℃过夜，次日辣根过氧化物

酶标记的第二抗体孵育 1 h，DAB显色，中性树胶封

片并采集图片。CCR6阳性表达呈棕黄色颗粒状，表

达定位于细胞膜。依据 IRS 系统[10]进行评分：IRS

（分）=染色程度（SI）×阳性细胞率（PP）。染色强弱判

断标准：0分，阴性；1分，弱阳性；2~3分，中度阳性；4

分，强阳性。阳性细胞率判断标准：0 分，0%；1 分，

1%~10%；2分，11%~50%；3分，51%~80%；4分，81%~

100%。IRS 判断标准：-，0~3 分；+，4~6 分；++，7~9

分；+++，10~12分。评分分别由2名人员独立进行。

1.4 划痕愈合实验检测SW480细胞的迁移能力

按照80×105/孔的细胞密度将SW480细胞种植于

Matrigel包被的 6孔培养板中。次日，将细胞分为空

白对照组、CCL20组、CCL20+MK2206组和CCL20+

Anti-CCR6 组，使用白色枪头沿着无菌直尺划痕，

PBS洗涤 3次，除去划下的细胞。置入孵箱培养，且

按 0、12、24、48 h取样，拍照。图片经 Imagine J软件

计算迁移率后进行统计分析。

1.5 Transwell实验检测SW480细胞的侵袭能力

用Matrigel胶包被Transwell小室底部膜的上室

面；将空白对照组、CCL20组、CCL20+MK2206组和

CCL20+Anti-CCR6组的细胞消化制成 50×105/ml细

胞密度的细胞悬液，以 200 μl/孔的量加入Transwell

小室，下室分别加入 500 μl条件培养基，24 h后取出

小室，结晶紫染色，于显微镜下随机取16个视野计数

穿至小室底部膜细胞数目。

1.6 WB 检测 SW480 细胞 AKT 相关信号蛋白及
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MMP3的表达

提取各组细胞的总蛋白，用BCA法检测蛋白浓

度后，使用8% SDS-PAGE胶分离蛋白，转膜至PVDF

膜；孵育相应抗体(1∶1 000～1∶2 000)，4 ℃过夜，次日

HRP 标记的二抗(1∶1 000)室温孵育 1 h，经 ECL 显

色，曝光，采集图片。WB数据采用Quantity One软件

（Bio-Rad公司）进行灰度分析，以GAPDH为内参。

1.7 通过数据库信息分析结肠癌组织中CCL20和

MMP3 mRNA的表达

通过 TCGA 数据平台 (https://portal. gdc. cancer.

gov/)下载结肠癌癌组织和癌旁组织基因表达数据及

其相关的临床数据，其中未检测CCL20和MMP3的

病例给予排除，原始数据取 log对数值，根据其表达

量的中位数将病例分为高表达组和低表达组。

1.8 统计学处理

以上 1.3~1.6实验均重复 3次，获得的所有数据

以 x̄±s表示，采用SPSS16.0 统计学软件进行分析，组

间比较采用 t检验和单因素ANOVA方差分析，相关

性分析采用 Spearman 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 结肠癌细胞系中CCR6表达差异

免疫组化检测结果（图1A）显示，3株人结肠腺癌

细胞 SW480、Caco - 2 和 LoVo 均不同程度地表达

CCR6受体，且均表达定位于细胞膜。WB检测结果

（图1B）显示，SW480和LoVo细胞中CCR6的表达水

平高于 Caco-2 细胞（0.41±0.09、0.38±0.13 vs 0.21±

0.07，均P<0.01）。因LoVo细胞形态呈梭形，不便于

后续EMT形态学观察，因此，本研究最终选择SW480

细胞作为研究对象。

A: Immunohistochemistry (×400); B: WB

图1 CCR6受体在3株人肠腺癌细胞SW480、、Caco-2和LoVo

中的表达

Fig.1 Expression of CCR6 receptor in three human intestinal

adenocarcinoma cell lines (SW480, Caco-2 and LoVo)

2.2 CCL20促进结肠癌SW480细胞侵袭和迁移

划痕愈合实验检测结果（图 2A）显示，在PBS空

白对照组中，划痕边缘SW480细胞缓慢向中央爬行，

修复缓慢，其迁移率明显低于CCL20处理组[（9.83±

4.83）% vs（31.67±7.53）%, P<0.01]。Transwell 实验

检测结果（图 2B）显示，PBS对照组穿膜数明显低于

CCL20处理组的细胞穿膜数[（27.33±4.04）vs (93.3±

3.05）个，P<0.01]。结果表明，趋化因子CCL20能明

显促进SW480细胞侵袭和迁移。

使用10 μg/ml CCR6中和抗体阻断CCR6受体信

号后，划痕愈合实验和 Transwell 结果分别显示，

SW480细胞迁移率为（5.00±2.09）%（图 2A）、细胞穿

膜数为（35.00±4.58）个/视野（图 2B），两者均显著低

于CCL20处理组（均P<0.01），而与空白对照组未见

明显差别（P>0.05）。结果表明，CCL20通过CCR6受

体促进的结肠癌SW480细胞侵袭和迁移

使用1 μmol/L MK2206处理结肠癌SW480细胞阻

断AKT途径后，划痕愈合实验和Transwell结果分别提

示，SW480细胞迁移率为（7.33±4.94）%（图2A），细胞穿

膜数为（33.67±3.06）个/视野（图2B），均低于CCL20处

理组（均P<0.01），与空白对照组和Anti-CCR6组未见明

显差别（P>0.05）。结果表明，AKT信号活化参与了

CCL20诱导的结肠癌SW480细胞的侵袭和迁移。

2.3 趋化因子CCL20不能诱导结肠癌 SW480细胞

发生EMT

通过倒置显微镜对 SW480细胞形态观察发现，

经CCL20处理 24 h后的细胞形态未见明显变化，仍

为圆形、鹅卵石状规则排列。经 1 μmol / L 浓度

MK2206 预处理后，CCL20 同样不能改变 SW480 细

胞的形态。免疫荧光和WB法对EMT标志检测结果

提示，CCL20处理24 h后，SW480细胞上皮标志物E-

cad 和间质标志物 Vim 表达均无明显变化(P>0.05)

（图3、5）。

2.4 基于TCGA信息分析的结肠癌组织中CCL20和

MMP3的表达及其相关性

通过TCGA平台共下载51例正常肠黏膜组织和647

例结肠癌组织的基因检测数据显示，癌组织中CCL20

的表达量明显高于正常肠黏膜组织（10.27±1.73 vs 9.48±

1.18，t=3.222，P<0.01；图4A）。癌组织中MMP3的表达

水平明显高于正常肠黏膜组织（9.38±2.33 vs 5.24±1.62，

t=12.46，P<0.01；图4B）；Spearman分析发现，癌组织中

CCL20的表达与MMP3的表达呈明显正相关（r=0.051，

P<0.01；图4C）。

2.5 活化AKT上调的MMP3参与CCL20诱导的结

肠癌SW480细胞侵袭和迁移

WB 结果（图 5）显示，CCL20 尽管不能改变

SW480细胞E-cad和Vim表达，但能明显激活AKT信
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号，且伴随MMP3表达上调，经MK2206预处理阻断

AKT活化后，CCL20不能促使MMP3的表达（P<0.05

或P<0.01）。结果表明，CCL20/CCR6通过活化AKT

信号途径、上调 MMP3 表达而降解 ECM，从而促使

SW480细胞侵袭和迁移，其中并未激活EMT途径。

**P<0.01

A: Wound-healing assay for the migration of colorectal cancer SW480 cells after exposure to CCL20 (×100);

B: Invasion of SW480 cells after exposure to CCL20 (×200).

图2 CCL20对SW480细胞侵袭和迁移能力的影响

Fig. 2 Effect of CCL20 on invasion and migration of SW480 cells

图3 CCL20对SW480细胞EMT相关标志物的影响（免疫荧光染色，×200））

Fig.3 Effect of CCL20 on EMT-related markers in SW480 cells（（Immunofluorescence staining，，×200））

3 讨 论

CCL20是CC类趋化因子家族成员之一，可通过

其唯一受体CCR6趋使DC、T细胞等免疫细胞定向

迁移而发挥较强的募集作用。结肠癌组织中的

CCL20可以通过癌细胞自分泌和旁分泌途径参与肝

转移[10]。有研究[11-13]显示，结肠癌原发灶中CCR6的

表达是正常肠黏膜组织的 8倍，结肠癌肝转移灶中

CCR6的表达低于原发灶，仅为正常肠黏膜中的4倍；

结肠癌组织中CCL20表达则是正常肠黏膜的2.5倍，

且与肿瘤分级、分期以及肝脏、淋巴结等远处转移密

切相关。本课题组前期研究[5,14]发现，结肠癌组织中

CCL20表达阳性率达到 63.9%，与肿瘤大小、肿瘤浸

润和肝转移密切相关。
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**P<0.01

A: Expression of CCL20 in cancer and normal tissues; B: Expression of MMP3 in cancer and normal tissues;

C: Analysis of correlation between CCL20 and MMP3

图4 CCL20和 MMP3在癌组织和正常组织中表达及其相关性

Fig.4 Expression of and correlation between CCL20 and MMP3 in tumor and normal tissues

*P<0.05, **P<0.01

图5 CCL20诱导及MK2206阻断对EMT标志蛋白和AKT通路的影响

Fig.5 Effects of CCL20 inducting and MK2206 blocking on the expression of EMT marker proteins and AKT pathway

有研究[15-16]表明，CCL20通过与其受体CCR6结

合后可以激活ERK1/2、SAPK/JNK和AKT等多条信

号转导通路，促进结肠癌及其他肿瘤细胞的增殖、侵

袭和转移。本研究发现，100 ng/ml CCL20能有效促

进结肠癌 SW480细胞侵袭和迁移，阻断CCR6受体

后，其侵袭和迁移能力明显受抑制。胞内信号分子

检测发现，CCL20 能够明显激活 AKT 信号，在

MK2206预处理 SW480细胞后，其AKT信号的活化

受到显著抑制，同时伴随细胞侵袭转移能力的下降。

因此，AKT信号的活化参与CCL20/CCR6诱导的结

肠癌SW480细胞侵袭和迁移。

肿瘤上皮细胞可以通过EMT过程“褪去”已分化

细胞所具有的细胞间黏附、细胞极性、细胞缺乏运动

能力等特点，细胞形态发生明显的梭形等变化，从而

获得间质细胞的特征，如迁移、侵袭和抗凋亡能力增

强等。因此，EMT被视为肿瘤细胞发生局部浸润及

远处转移的一个重要起始步骤[3]。研究[17]表明，趋化

因子是诱导肿瘤细胞发生EMT的一类重要分子。然

而本研究发现，尽管CCL20提升SW480细胞的侵袭

和迁移能力，然而并未诱导 SW480 细胞形态学及

EMT相关标志发生改变。

肿瘤细胞、间质细胞及ECM构建的肿瘤微环境

在肿瘤发生发展过程中发挥重要作用[18]。ECM由蛋

白多糖、糖胺聚糖以及明胶酶、溶基质素等多种大分

子蛋白和蛋白酶构成，并形成一个天然屏障，防止肿

瘤细胞侵袭转移[19]。外界环境改变导致的ECM重塑

和降解是肿瘤侵袭和迁移的重要机制。MMP是一类

Zn离子依赖蛋白酶家族，几乎能降解ECM中的所有

成分[4]。现有研究[20]表明，多种细胞因子及其受体作

用后可上调MMP表达而水解外周基质。本研究通

过TCGA数据库分析发现，结肠癌组织中的CCL20

和 MMP3 的表达明显高于正常肠黏膜组织，且

CCL20的表达与MMP3表达呈明显正相关。上述研

究提示，CCL20处理后的 SW480细胞，其AKT信号

活化的同时会伴随MMP3表达的上调，经MK2206预

处理阻断AKT活化后，CCL20不能促使MMP3的表
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达。因此，AKT信号活化后上调MMP3的表达，促使

ECM的降解是CCL20诱导结肠癌 SW480细胞侵袭

和迁移的重要机制。

综上所述，趋化因子CCL20促进结肠癌细胞侵

袭转移分子信号机制十分复杂，AKT/MMP3是其重

要机制之一，然而EMT并非其作用机制。该结果将

为深入了解CCL20/CCR6轴参与结肠癌肝转移的机

制及靶向CCL20/CCR6轴治疗结肠癌肝转移的策略

提供实验依据。
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