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利用TNF-α诱导建立结肠癌细胞

HCT116体外侵袭模型
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摘要      该研究利用TNF-α诱导建立肿瘤细胞体外侵袭模型, 为进一步的研究提供基础。利

用20 ng/mL TNF-α刺激结肠癌细胞HCT116 7 d后, 使用流式细胞术检测HCT116细胞的CCR7和
CXCR4受体表达量的变化, 并利用Transwell小室检测TNF-α刺激对CCL21、SDF-1介导的细胞迁移

与侵袭能力的影响。实验结果显示, 20 ng/mL TNF-α刺激7 d后的HCT116细胞的CCR7和CXCR4表
达量均显著增加, 侵袭能力也增强, 且使CCL21、SDF-1介导的细胞迁移与侵袭能力显著增强。结

果说明了本实验利用TNF-α诱导HCT116细胞, 成功建立了HCT116的体外侵袭模型, 为接下来的研

究提供了细胞模型基础, 也为进一步的药物筛选提供了基础。
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结肠癌在全球女性中是第二大常见癌症, 男性

中是第三大常见癌症, 多发于发达国家[1]。虽然随着

医学的发展, 手术治疗的治愈率有所提高, 但肿瘤的

侵袭与转移仍是导致结肠癌患者死亡的最主要原

因[2], 因此在细胞水平上模拟建立结肠癌细胞侵袭

转移的模型, 对于探究肿瘤侵袭转移能力的机理, 筛
选抑制肿瘤细胞侵袭转移能力的抗癌药物具有重要

意义。

近年来研究发现, 结肠癌患者自身分泌的TNF-α
增多, 且与结肠癌细胞侵袭转移能力的增强呈正相

关[3]。此外, 用低剂量的TNF-α刺激多种肿瘤细胞, 
如肾脏上皮癌细胞[4]、胰腺癌细胞[5], 均能够明显

促进细胞发生侵袭转移。以上研究结果表明, 利用

TNF-α可能诱导建立结肠癌细胞HCT116体外侵袭

转移模型。

研究表明, 在结肠癌中趋化因子受体CCR7[6-7]

和CXCR4[8]的过表达与细胞的侵袭和转移能力的增

强有密切的关系[9], 可以用作为判断结肠癌肿瘤细

胞侵袭和转移情况的检测指标[10]。而趋化因子受

体CCR7与其配体CCL21[11]、受体CXCR4与其配体

SDF-1[12]的结合则是促进结肠癌肿瘤细胞侵袭和转

移到特定部位过程中的一个更为重要的因素。趋化

因子受体及其配体的结合, 进一步增强肿瘤细胞的

迁移能力[13], 亦可作为一项判断肿瘤细胞侵袭转移

能力的重要指标。

本研究采用人结肠癌细胞HCT116为研究对象, 
以低剂量的TNF-α刺激后的细胞形态学变化、趋

化因子受体CCR7和CXCR4表达量变化以及CCL21
和SDF-1的诱导作用为指标, 判断细胞侵袭能力的

变化, 从而探讨利用TNF-α诱导建立结肠癌细胞

HCT116体外侵袭模型的可能性。

1   材料与方法
1.1  材料与主要仪器

HCT116细胞株(购自上海细胞库), RPMI-1640
培养基、FBS(购自Gibco公司), 青霉素–链霉素双

抗液(购自Beyotime公司), TNF-α(购自Protech公司), 
Transwell小室(直径6.5 mm, 孔径8 μm, 购自Costar公
司), 苏木素(购自南京建成科技有限公司), CCR7抗
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体、CXCR4抗体(购自BD公司), 其余试剂均为国产

分析纯。Beckman EPICS XL流式细胞仪。

1.2  细胞培养

购得HCT116细胞, 由本实验室传代保存。细胞

在37 ºC、5% CO2条件下, 置于含有10%胎牛血清、

含青霉素–链霉素双抗液(1:100)的RPMI-1640培养

基中培养, 取处于对数生长期, 状态良好的细胞用

于实验。

1.3  TNF-α刺激7 d后, 形态变化观察

取处于对数生长期的HCT116细胞, 铺至6孔板

(5% FBS), 接种密度为2×104/mL, 第2 d换液并加入

20 ng/mL的TNF-α刺激, 连续作用7 d。
1.4  流式细胞术检测CCR7和CXCR4受体变化

用TNF-α 20 ng/mL连续刺激HCT116细胞7 d后, 
将细胞用0.25%胰酶消化成单细胞悬液于EP管中, 
用PBS洗一遍, 1 000 r/min离心4 min, 弃上清, 加入

100 μL PBS, 打匀, 留一管作对照, 其余加10 μL CCR7
抗体, 迅速打匀后, 避光静置30 min, 加入500 μL PBS, 
1 000 r/min离心4 min, 弃上清, 加入500 μL PBS, 打
匀, 以不加TNF-α的细胞作为对照, 用流式细胞仪检

测细胞CCR7受体的表达量的变化。CXCR4受体的

表达量依同样方法测定。

1.5  Transwell小室检测HCT116侵袭能力的变化

1.5.1　CCL21对HCT116侵袭能力的影响        在
Transwell的下室中加入适量培养基, 浸泡过膜, 放入

细胞培养箱中过夜活化, 空白组细胞和用TNF-α
刺激7 d组细胞无血清培养24 h后, 制备成密度为

5×105/mL的细胞悬液, 并加至Transwell上室(100 μL), 
下室加入CCL21重组蛋白 70 ng/mL, 含有3% FBS
培养基600 μL; 37 ºC, 5% CO2条件下孵育3 h, 取出

Transwell上室, 用4%多聚甲醛固定细胞, 苏木素染

色, 于显微镜下随机选取5个视野(200×), 计Tran-
swell膜背面细胞数, 用平均值进行统计, 分析细胞的

趋化活性的变化。

1.5.2　SDF-1对HCT116侵袭能力的影响        如
1.5.1步骤, 空白组细胞和用TNF-α刺激7 d组细胞无

血清培养24 h, 制备成密度为5×105/mL的细胞悬液, 
并加至Transwell上室(100 μL), 下室加入SDF-1重组

蛋白80 ng/mL, 含有3% FBS培养基600 μL; 37 ºC、
5% CO2条件下孵育3 h, 取出Transwell上室, 用4%多

聚甲醛固定细胞, 苏木素染色, 于显微镜下随机选取

5个视野(200×), 计Transwell膜背面细胞数, 用平均

值进行统计, 分析细胞的趋化活性的变化。

1.6  统计学处理

使用SPSS 13.0软件进行数据统计分析, 数据均

用mean±S.D.表示。样本均数间进行t检验。P<0.05
时认为差异具有统计学意义。其余数据用Excel 2007
软件进行分析。

2   结果
2.1  TNF-α刺激后细胞侵袭能力增强

低剂量TNF-α(20 ng/mL)连续刺激HCT116细胞

7 d后, 细胞形态间质化明显, 即由不规则多边形转

变为长梭形(图1)。

A: HCT116细胞; B: 20 ng/mL TNF-α刺激7 d后的HCT116细胞。

A: HCT116 cells; B: HCT116 cells stimulated by 20 ng/mL TNF-α for 7 
days.

图1　20 ng/mL TNF-α刺激7 d后HCT116形态的变化

Fig.1　The change of HCT116 morphology after stimulated 
by 20 ng/mL TNF-α for 7 days

2.2  TNF-α上调HCT116中CCR7和CXCR4受体的

表达

2.2.1　CCR7受体流式检测        如图2所示, 在低浓

度TNF-α(20 ng/mL)刺激7 d后, HCT116细胞的CCR7
受体表达密度较空白组提高了15.2%。

2.2.2　CXCR4受体流式检测        如图3所示, 在
低浓度TNF-α(20 ng/mL)刺激7 d后, HCT116细胞的

CXCR4受体表达密度较空白组提高了20.3%。

2.3  TNF-α促进CCL21、SDF-1介导的HCT116迁
移与侵袭的作用

2.3.1　TNF-α促进CCL21介导的迁移与侵袭的作

用        为了进一步证实TNF-α可增强结肠癌细胞

HCT116的迁移能力, 采用Transwell小室实验。其结

果如图4所示, 20 ng/mL的TNF-α刺激7 d后, CCL21诱
导HCT116细胞迁移及侵袭能力明显增强。

2.3.2　TNF-α促进SDF-1介导的迁移与侵袭的作用

影响        如图5所示, Transwell小室的结果显示, 
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A: 空白细胞, 下室未加趋化因子刺激; B: 空白细胞, 下室加CCL21刺激; C: TNF-α刺激7 d, 下室加CCL21刺激。

A: HCT116 cells without any stimulation; B: HCT116 cells stimulated by CCL21 in lower chamber; C: HCT116 cells stimulated by TNF-α for 7 days 
then stimulated by CCL21 in lower chamber.

图4　CCL21增强HCT116细胞迁移能力

Fig.4　CCL21 facilitates the invasiveness and migration of HCT116

A: 空白对照组;  B: 20 ng/mL TNF-α 刺激7 d的HCT116细胞与空白对照组的比较。

A: control; B: comparison of HCT116 stimulated by 20 ng/mL TNF-α for 7 days wtih control.
图3　流式细胞术检测CXCR4在TNF-α刺激7 d后的HCT116细胞的表达

Fig.3　The expression of CXCR4 receptors detected by flow cytometry for 7 days

A: 空白对照组; B: 20 ng/mL TNF-α 刺激7 d的HCT116细胞与空白对照组的比较。

A: control; B: comparison of HCT116 stimulated by 20 ng/mL TNF-α for 7 days with control.
图2　流式细胞术检测CCR7在TNF-α刺激7 d后的HCT116细胞的表达

Fig.2　The expression of CCR7 receptors detected by flow cytometry for 7 days
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20 ng/mL的TNF-α刺激7 d后, SDF-1诱导HCT116细
胞迁移及侵袭能力明显增强。

3   讨论
TNF-α是由单核巨噬细胞、内皮细胞产生的

一种多功能细胞因子, 在正常情况下, 具有抗肿瘤、

抗感染等作用。但如果持续释放或外源过多的加

入, 就会产生广泛的病理效应。研究表明, 高浓度

TNF-α能诱导肿瘤细胞凋亡, 具有免疫调节等多种

生物学功能, 并对肿瘤细胞有细胞毒作用, 而低浓度

TNF-α可以诱导肿瘤细胞发生侵袭行为[14], 并且近

年研究发现TNF-α在多种恶性肿瘤患者血清中显著

升高, 与肿瘤的发生、进展及预后有一定关系[15-19] 。
结肠癌患者的TNF-α mRNA表达量比正常者高, 自
身分泌的TNF-α增多, 刺激细胞内相关分子的活化, 
进而促进结肠癌细胞发生侵袭转移[3]。在本研究中, 
我们利用20 ng/mL TNF-α连续刺激HCT116细胞7 d, 
成功建立了结肠癌细胞体外侵袭模型, 为进一步研

究肿瘤细胞转移的机制、筛选抗肿瘤药物奠定了

基础。

研究表明, 恶性肿瘤倾向于特异性地转移到某

些组织器官, 而趋化因子及其受体的特异性表达是

其中一个重要的因素[20]。已有研究表明, CCR7与
CXCR4的表达与肿瘤细胞的转移有着密切的关

系[8]。在本研究中, 我们利用流式细胞术可以检测

到在TNF-α的刺激下, 受体CCR7及CXCR4的表达密

度明显增加, 但其产生的机制尚不清楚。

CCL21和 SDF-1分别是CCR7和CXCR4的配

体, Transwell小室实验结果显示了分别在CCL21、
SDF-1的介导下, HCT116细胞的穿膜能力明显增强, 
且TNF-α刺激后的细胞在CCL21及SDF-1的作用下

穿膜能力进一步增强。此外, 本研究结果也提示了

在TNF-α诱导的肿瘤细胞迁移与侵袭过程中, CCR7/
CCL21及CXCR4/SDF-1生物轴可能发挥了重要作用。

本研究结果显示在TNF-α刺激下, 结肠癌细胞

HCT116的CXCR4和CCR7受体的表达量增加, 细胞

的侵袭能力增强, 可以由此建立结肠癌细胞HCT116
体外侵袭模型。虽然所建的模型存在一定的局限性, 
比如TNF-α作为体外细胞刺激因子诱导的EMT未能

完全模拟肿瘤在体内EMT发生的过程, 而且利用其

A: 空白细胞, 下室未加趋化因子刺激; B: 空白细胞, 下室加SDF-1刺激; C: TNF-α刺激7 d, 下室加SDF-1刺激。

A: HCT116 cells without any stimulation; B: HCT116 cells stimulated by SDF-1 in lower chamber; C: HCT116 cells stimulated by TNF-α for 7 days 
then stimulated by SDF-1 in lower chamber.

图5　SDF-1增强HCT116细胞迁移能力

Fig.5　SDF-1 facilitates the invasiveness and migration of HCT116
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他细胞因子如TGF-β等也可以诱导肿瘤细胞EMT的
发生, 然而本研究建立的TNF-α诱导肿瘤细胞EMT
模型具备如下优点: (1)刺激条件较简单, 即在细胞

正常生长的条件下, 用低剂量的TNF-α刺激; (2)建模

时间较短, 在TNF-α诱导 7 d就可以明显地观察出变

化, 效果明显, 有较高的可重复性。因此, 利用其探

讨肿瘤转移的分子机制简单方便, 且可以将该肿瘤

细胞体外侵袭模型广泛地应用于药物的筛选。
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Establish An in vitro HCT116 Human Colon Cancer Cell 
Invasion Model by TNF-α

You Zhenyuan, Chen Danyang, Liu Chuqi, Yuan Huimin, Wang Hongsheng, Du Jun*
(Department of Microbial and Biochemical Pharmacy, School of Pharmaceutical Sciences, 

Sun Yat-sen University, Guangzhou 510006, China)

Abstract        This research focused on establishing an in vitro HCT116 cells invasion model for drug screen-
ing. In this study, HCT116 human colon cancer cells were treated by 20 ng/mL TNF-α for 7 days, then the expres-
sion of CCR7 and CXCR4 receptors were detected by flow cytometry. The cell invasion ability of CCL21 and SDF-
1 was further evaluated by transwell chamber. After stimulated by 20 ng/mL TNF-α for 7 days, the expression of 
CCR7 and CXCR4 increased significantly which facilitated the migration of HCT116. Furthermore, the CCL21 and 
SDF-1 could enhance the cell invasiveness. The results of this study demonstrate that the invasiveness of HCT116 
can be enhanced by TNF-α, so that it can be used to establish an invasion model in vitro for drug screening.
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勘误声明

2012年34卷第7期704页第4行原文“lncDNA”, 应为“lncRNA”, 特此更正。

2012年34卷第8期800页图8应为:
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