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幽门螺杆菌致炎症微环境促进结肠癌

SW620细胞发生EMT
宋光永1  张晓荣2  李梦俊2  高艳萍2* 

(1山西医科大学, 太原 030001; 2山西医科大学汾阳学院, 汾阳 032200)

摘要      该文探讨了幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, HP)炎症微环境对结肠癌SW620细胞发生上

皮−间质转化(epithelial mesenchymal transformation, EMT)的影响。使用ELISA方法检测HP干预U937
细胞后上清中炎症因子MIF、IL-1β等的变化; 采用RT-PCR方法检测MIF、IL-1β、NF-κB基因水平的

变化; 细胞划痕实验检测炎症上清处理SW620细胞后SW620细胞的侵袭迁移能力; CCK-8方法检测

HP处理U937细胞后炎症上清对SW620细胞增殖活性的影响; 免疫荧光实验检测炎症上清处理SW620
细胞后SW620细胞EMT相关蛋白Vimentin的荧光变化; Western blot实验检测脂多糖(LPS)上清干预

SW620细胞后EMT相关蛋白Vimentin、E-cadherin和N-cadherin的变化; Western blot实验检测HP干预

U937细胞后NF-κB蛋白, 炎症上清处理SW620细胞后EMT相关蛋白Vimentin、E-cadherin和N-cadherin
的变化。结果显示, HP干预U937细胞后引起巨噬细胞移动抑制因子(MIF)、白细胞介素-1β(IL-1β)和
NF-κB等相关炎症因子及基因表达升高; CCK-8结果表明HP干预U937细胞后, U937细胞毒性增强; 划
痕实验结果表明在12 h、24 h、36 h时, 随着时间点的推移, SW620细胞的侵袭迁移能力有所增强; 免
疫荧光实验结果显示SW620细胞Vimentin绿色点状聚集显著增加; Western blot结果显示在16 h、24 h
时间点U937细胞NF-κB蛋白表达明显升高; LPS上清干预SW620细胞后Vimentin蛋白表达无明显变化, 
N-cadherin蛋白24 h组表达减少, E-cadherin蛋白增多, HP炎症微环境上清干预SW620细胞后12 h、24 h、
36 h时, 随着时间点推移SW620细胞Vimentin蛋白表达显著增加, E-cadherin和N-cadherin蛋白表达显著

减少。该实验研究结果表明, 幽门螺杆菌致炎症微环境可以促进SW620细胞发生EMT。
关键词       幽门螺杆菌; 炎症微环境; 上皮–间质转化; SW620细胞

Helicobacter pylori-Induced Inflammation Microenvironment Promotes 
Colon Cancer SW620 Cell EMT
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Abstract       This article explores the effects of HP inflammation microenvironment on EMT of colon cancer 
SW620 cells. The ELISA method was used to detect the changes of inflammatory factors MIF and IL-1β in the su-
pernatant after HP intervention in U937 cells. RT-PCR was used to detect the changes of MIF, IL-1β, NF-κB gene 
levels. Scratch assay was used to detect the invasion and migration ability of SW620 cells after treatment with in-
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flammatory supernatant. Effect of inflammatory supernatant on proliferation of SW620 cells after HP-treated U937 
cells was observed by CCK-8 method. Changes of EMT-related proteins Vimentin, E-cadherin and N-cadherin in 
SW620 cells treated with LPS supernatant were detected by Western blot assay. Immunofluorescence assay was 
used to detect the fluorescence changes of EMT-related protein Vimentin in SW620 cells treated with inflammatory 
supernatant. Western blot was used to detect the changes of NF-κB protein in U937 cells treated with HP, and EMT-
related protein Vimentin, E-cadherin and N-cadherin in SW620 cells treated with inflammatory supernatant. The 
results showed that HP could increase the expression of MIF, IL-1β and NF-κB in U937 cells. Scratch test showed 
that the invasion and migration ability of SW620 cells increased with the passage of time points at 12 h, 24 h and 
36 h. Immunofluorescence test showed that Vimentin green dot aggregation of SW620 cells increased significantly. 
Western blot analysis showed that the expression of NF-κB protein in U937 cells was significantly increased at 16 h 
and 24 h. There was no significant change in the expression of Vimentin protein after intervention of SWPS cells in 
LPS supernatant, the expression of N-cadherin protein in 24 h group was decreased and E-cadherin protein was in-
creased. The expression of Vimentin protein in SW620 cells increased significantly and the expression of E-cadherin 
and N-cadherin protein decreased significantly at 12 h, 24 h and 36h after intervention of HP inflammatory micro-
environment supernatant. The results of this experimental study indicated that H. pylori-induced microenvironment 
can promote the occurrence of EMT in SW620 cells .

Keywords       Helicobacter pylori; inflammatory microenvironment; epithelial -mesenchymal transformation; 
SW620 cells

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, HP)是一种在

世界范围内感染率较高的病原菌, 主要生长于人体

的胃部及十二指肠的各区域内, 世界卫生组织将其

定义为I级致癌物质, 约有世界一半的人口在一生中

发生过感染, 并引起慢性胃炎及促进消化性溃疡和

相关消化道肿瘤的发生发展[1-2]。HP在感染人体后

引起的损伤及后续的不可预知的危害是极其严重

的, 因此目前迫切需要深入研究, 以便寻找更加有效

的预防和诊治HP所致相关疾病的措施。

结肠癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一, 
近几年来全球结肠癌的发病率呈上升趋势。结肠

癌与遗传、环境和生活方式等因素有关, 目前结肠

癌的病因尚未完全清楚, 因此探索结肠癌的病因具

有重要临床意义。结肠癌在世界范围内是癌症死亡

的主要原因, 且其不良预后主要归因于高复发率[3]。

本研究旨在探讨HP感染所致炎症微环境对SW620
细胞的作用及机制, 试图阐明炎症微环境参与HP对
结肠损伤或结肠癌发生、转移及治疗中的作用和机

制, 为结肠癌的发生发展及诊疗提供新的依据。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株与HP菌株      巨噬细胞系U937细胞和

结肠癌细胞(SW620)购于武汉博士德生物技术有限

公司, 本课题组培养; 培养条件: 含有10%的新鲜胎

牛血清的RPMI-1640培养基和L-15培养基, 37 °C、
5% CO2培养箱中进行培养。幽门螺杆菌HPJ99标准

致病株由兰州大学免疫实验室馈赠。

1.1.2   主要试剂      MIF、IL-1β ELISA、免疫荧光

FITC二抗、CCK-8试剂盒试剂盒购于武汉博士德生

物技术有限公司; MIF、IL-1β、NF-κB引物购于生

工生物工程(上海)股份有限公司; 实时荧光定量试

剂盒购于北京天根生物技术有限公司; LPS购于北

京索莱宝生物技术有限公司; NF-κB、Vimentin、E-
cadherin和N-cadherin兔抗人抗体及GAPDH抗体购

于BioWorld公司。

1.2   方法

1.2.1   实验分组      HP培养7天收集菌体, 紫外可见

分光光度计测其660 nm D值, HP菌液D660=1约相当

于1×108 cfu/mL; 设置HP干预巨噬细胞系U937细胞

实验组(MOI HP׃U937=1008 ,1׃ h、16 h、24 h组)和
对照组, LPS干预巨噬细胞系U937细胞实验对照组

(100 ng/mL, 查询相关文献100 ng/mL LPS与细菌׃细
胞数=1001׃); 收集上述HP和LPS干预的U937细胞炎

症上清和对照组上清分别干预SW620细胞, 分为实验

组(上清体积׃SW620培养基体积=112 ,50׃ h、24 h、36 h
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组)和对照组; 结合相关文献LPS处理组选择100 ng/mL
浓度干预SW620细胞可作为体外炎症微环境的一个

对照实验。实验比例浓度确定: 结合相关文献及前

期结果显示, 在HP׃U937=1001׃、上清׃SW620培养

基=150׃时细胞的各种变化较为明显。

1.2.2   ELISA检测相关炎症因子      U937细胞处理

方法同1.2.1, 设置对照组和实验组。U937细胞在细

胞培养箱中分别培养8 h、16 h、24 h后检测上清中

验证因子MIF、IL-1β变化。

1.2.3   RT-PCR方法检测相关炎症因子基因表达      
U937细胞处理方法同1.2.1, 设置对照组和实验组。

U937细胞在细胞培养箱中分别培养8 h、16 h、24 h
离心收集细胞提取RNA后, 用RT-PCR实验检测细

胞中炎症因子MIF、IL-1β、NF-κB基因表达变化, 
MIF、IL-1β、NF-κB基因引物在生工生物工程(上
海)股份有限公司设计, 依次分别为F: 5′-GCA GAA 
CCG CTC CTA CAG CA-3′, R: 5′-GGC TCT TAG 
GCG AAG GTG GA-3′; F: 5′-CTT CGA GGC ACA 
AGG CAC AA-3′, R: 5′-TTC ACT GGC GAG CTC 
AGG TA-3′; F: 5′-CAC TTA TGG ACA ACT ATG 
AGG TCT CTG G-3′, R: 5′-CTG TCT TGT GGA CAA 
CGC AGT GGA ATT TTA GG-3′。
1.2.4   CCK-8实验检测HP对U937细胞的毒性       U937
细胞处理方法同1.2.1, 设置对照组和实验组。选取

对数期且活性大于90%的细胞进行实验; 在450 nm
下检测各孔的D值然后算出D均值, 计算出各孔的细

胞存活量从而获得其毒性的强弱。实验重复3次。

1.2.5   Western blot实验检测相关蛋白变化      分别

收集对照组和干预组的两种细胞, 加入总蛋白裂解

提取液80 µL置于冰上裂解30 min, BCA试剂盒检

测蛋白浓度, SDS-PAGE进行电泳后转膜至PVDF膜
上; 用5%脱脂牛奶常温孵育PVDF膜2 h, 随后分别

孵育NF-κB、Vimentin、E-cadherin、N-cadherin和
GAPDH抗体, 4 °C过夜后常温下孵育HRP标记的二

抗2 h; 加入ECL发光液, 使用蛋白曝光仪进行蛋白显

影。

1.2.6   Immunofluorescence实验检测Vimentin蛋白

荧光强度变化      收集对照组和干预组的SW620细
胞, 提取蛋白(方法同1.2.5); 12孔板进行铺板, 干预

完成后洗出原来的培养基后加入1 mL PBS洗涤3次, 
5 min/次, 倒掉洗液, 每孔加入在冰上预冷后的1 mL 
4%多聚甲醛, 然后放置在4 °C冰箱20 min, 弃去多

聚甲醛, 加入PBS洗涤3 min/次, 每孔添加1 mL 0.5% 
Triton X-100, 室温下孵育10 min后弃去, 加PBS洗涤

如上, 每孔添加1 mL 5% BSA封闭溶液, 常温下封

闭40 min, 吸出封闭液(不用洗涤); 每孔滴加150 µL 
Vimentin一抗(1000 2׃), 4 °C过夜, 然后滴加FITC标
记的荧光二抗室温避光孵育1 h, 最后加入DAPI染液

进行染色, 放置在荧光倒置显微镜下分析记录结果。

1.2.7   细胞划痕实验检测SW620细胞侵袭迁移能力      
6孔板培养细胞, 待其长到板底面积的95%时换液进

行干预细胞同时用枪头垂直划痕(细胞干预方法同

1.2.1), 然后分别在12 h、24 h、36 h时间点观察细胞

的生长愈合程度。

1.2.8   数据分析      使用SPSS 21.0数据软件进行数

据分析及Graphpad Prism 5作图; t检验用于两两比较, 
多组资料采用多因素方差分析(One-Way ANOVA), 
P<0.05表示在统计学上有意义。

2   结果
2.1   HP激活NF-κB通路诱导炎症微环境形成 

HP干预U937细胞后, Western blot结果显示, HP
干预组(16 h、24 h组) NF-κB蛋白表达量较对照Mock
组都有着明显的升高(P<0.01), LPS干预组(24 h组) 
NF-κB蛋白表达量较对照Mock组明显升高(P<0.01); 
ELISA结果显示, HP干预组MIF、IL-1β炎症因子的

分泌量与对照Mock组相比有着显著的升高(P<0.05), 
LPS干预组(24 h组) MIF、IL-1β炎症因子的分泌量也

较对照Mock组升高但是与HP干预组相比程度较弱。

结果表明, HP干预U937细胞后可以在一定程度上活

化NF-κB通路, 进而诱导炎症因子分泌量的增多从而

形成一个相对的炎症微环境(图1)。
2.2   HP干预U937增强其毒性及诱导相关炎症因

子基因表达量的升高 
CCK-8结果显示HP处理U937细胞后, 干预组

(8 h、16 h、24 h组) U937细胞毒性与对照Mock组相

比都有明显的增强; RT-PCR结果显示干预组细胞中

(8 h、16 h、24 h组) MIF、IL-1β、NF-κB基因表达量

较对照Mock组有着显著的升高。以上结果揭示, HP
干预U937细胞后增强了细胞毒性, 诱导了U937细胞

中MIF、IL-1β、NF-κB炎症因子的基因表达(图2)。
2.3   LPS干预U937细胞的炎症上清对SW620细胞

EMT相关蛋白的影响

LPS上清干预SW620细胞后, Western blot结果
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显示, 干预组(24 h组) N-cadherin蛋白较对照Mock组
明显减少 , E-cadherin较对照Mock组有着明显的增

多, 但是干预组(12 h、24 h、36 h组) Vimentin蛋白

与对照Mock组相比没有明显的变化。以上结果揭

示, LPS干预SW620细胞无法促进SW620细胞发生

EMT(图3)。
2.4   HP干预U937细胞的炎症上清对SW620细胞

EMT相关蛋白的影响 
HP炎症上清干预SW620细胞后, Western blot

结果显示, 干预组(24 h、36 h组) Vimentin蛋白的表

达较对照Mock组有着明显的增加, E-cadherin、N-
cadherin蛋白的表达与对照Mock组相比有着显著的

减少; 免疫荧光实验结果显示, 干预组(12 h、24 h、
36 h组) Vimentin蛋白的荧光点状聚集数量较对照

Mock组有着显著的增加。以上结果表明, HP干预

U937细胞诱导的炎症上清可以促进SW620细胞发

生EMT(图4)。
2.5   HP干预诱导的炎症上清对SW620细胞侵袭

迁移的影响

HP炎症上清干预SW620细胞后, 细胞划痕实验
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Fig.1   Western blot assay was used to detect the expression of NF-κB protein and ELISA was used to detect the secretion of 
inflammatory cytokines MIF and IL-1β in supernatant
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Fig.2   CCK-8 assay was used to detect the toxicity of HP to U937 cells and RT-PCR was used to 
detect the expression of MIF, IL-1β and NF-kB mRNA
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图3   LPS上清干预SW620细胞后, Western blot实验检测Vimentin、E-cadherin、N-cadherin蛋白表达

Fig.3   Western blot assay was used to detect the expression of Vimentin, E-cadherin, N-cadherin protein 

显示, 炎症上清干预组与对照Mock组相比, SW620
细胞的侵袭迁移能力明显增强。上述结果表明, HP
干预诱导的炎症上清可以促进SW620细胞的侵袭迁

移(图5)。

3   讨论
HP是一种螺旋形、微需氧、对生长条件要求

十分苛刻的细菌, 大约有世界一半的人口一生中曾

发生过HP感染[2]。有研究证明, 在HP阳性胃癌患者

疾病发生发展中高水平的炎症因子分泌明显与HP之

间存在中度阳性关联[4]。同时来自人类志愿者试验、

抗菌药物治疗试验和动物模型试验的最新研究表明, 
HP在B型胃炎的发病机制中起着病因学作用, 这与

HP感染会引起炎症因子高分泌是相对应的[5]。炎症

微环境亦指肿瘤炎症微环境, 是指与肿瘤的发生和

转移密切相关的慢性炎症环境; 流行病学和许多实

验证据支持慢性炎症促进癌症发展和进展的观点, 
炎症作为一个涉及效应细胞和介质的复杂过程很可

能通过炎症多发性病变促进肿瘤进展[6-7]。Stephanie
等[8]的文章中提到慢性炎症常与恶性肿瘤生长有
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关, 且在文章中报道过白细胞介素-1β(interleukin-1β, 
IL-1β)通过增强骨髓源性抑制细胞(myeloid-derived 
suppressor cells, MDSC)的积累来促进肿瘤进展, 这
与本文中HP诱导的高水平IL-1β能够促进SW620细
胞发生EMT有着一定的类似性。本实验中用HP以
1的比例感染U937细胞后, NF-κB信号通路的活׃100

性被激活诱导了炎症因子MIF、IL-1β分泌明显增加, 
然而在以100 ng/mL浓度的LPS处理U937细胞后(24 h
组)虽然NF-κB信号通路的活性也有一定的激活, 但
是炎症因子分泌能力却没有HP处理强烈; 所以本实

验在HP感染U937细胞后可以形成一个炎症因子浓

度比较高的炎症微环境。Spaeth等[9]的研究指出, 间
充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSC)对组织损

伤部位和肿瘤微环境具有定向性,  限制间充质干细

胞向肿瘤微环境的迁移可能阻止肿瘤基质形成, 从
而阻碍肿瘤的生长, 这也在一定程度上指出了肿瘤

炎症微环境对肿瘤生长的重要意义。

炎症微环境可以促进肿瘤的发生发展, 但是其对

肿瘤发生发展的具体机制仍有待进一步研究。有研究

指出HP定植胃上皮可直接激活NF-κB信号通路[10]; 同
时也有实验证明, IL-1和IL-6可以促进NF-κB信号通

路的活性从而诱导炎症[11]。这与本研究中HP诱导

的炎症可以促进NF-κB信号通路的激活是相一致的, 
这就为HP感染活化NF-κB通路提供了更有力的实验

证据。在癌症前期及后续的发展中, EMT有着至关

重要的作用, 在Jose等[12]的研究中也支持慢性炎症

微环境是引发病理性EMT的一个至关重要的因素。

转移是癌症相关死亡的主要原因, 通过严格的组织

A、B: Western blot检测结果; C、D: immunofluorescence检测结果。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A,B: the results of Western blot; C,D: the results of immunofluorescence. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图4   HP上清干预SW620细胞后, Western blot实验检测Vimentin、E-cadherin、N-cadherin蛋白表达和

immunofluorescence实验检测Vimentin蛋白荧光强度变化

Fig.4   Western blot assay was used to detect the expression of Vimentin, E-cadherin, N-cadherin protein and 
immunofluorescence assay was used to detect the fluorescence intensity change of Vementin protein
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*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.
图5   HP上清干预SW620细胞后, 细胞划痕实验检测SW620细胞侵袭迁移能力

Fig.5   Detection of invasion and migration of SW620 cells by cell scratch assay
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学分析检测到在发生明显的恶性肿瘤之前, 慢性炎

症刺激的细胞可以早期侵入并进入血流, 这种行为

与EMT广泛相关[13]; 这与本文中炎症微环境能够促

进SW620细胞侵袭转移有着一定的研究相关性。本

文用HP炎症微环境上清干预SW620细胞后, 结果

显示12 h、24 h、36 h时, 随着时间推移SW620细胞

Vimentin蛋白表达显著增加, E-cadherin和N-cadherin
蛋白表达显著减少, Vimentin绿色点状聚集显著增

加并可以促进其发生侵袭迁移; 结合体外LPS对照

实验结果显示 : LPS干预U937细胞后的上清处理

SW620细胞后Vimentin蛋白表达无明显变化, N-cad-
herin蛋白24 h组表达减少, E-cadherin蛋白增多。由

结果可以得知, 在LPS干预U937细胞后虽然也能诱

导炎症因子的分泌但与HP干预相比明显减少, 在此

低浓度的炎症因子下不足以形成一个相对稳定的炎

症微环境, 所以在炎症因子分泌较少的情况下不能

促进SW620细胞发生EMT。上述结果说明, HP诱导

的炎症微环境是可以促进SW620细胞发生EMT的。

HP CagA蛋白可以以磷酸化依赖方式诱导受感染胃

上皮细胞中EMT相关因子进而发生EMT和胃癌的

发生[14]。Chen等[15]的实验揭示肿瘤坏死因子α-诱导

蛋白(tumor necrosis factor α inducing protein, Tipα)是
HP分泌的一种新的致癌因子, 尽管已经证实Tipα是
EMT的强诱导物, 但其确切的分子机制尚不清楚[15], 
且HP诱导的其他炎症因子也可能作为结直肠癌中

EMT的强力诱导物[16]。因此我们推测, HP诱导炎症

微环境可以促进SW620细胞发生EMT, 在我们的实

验中以一定浓度的HP炎症因子上清干预SW620细
胞后确实验证了能够促进EMT发生这一结论, 从而

进一步验证了我们的推测。

综上所述, 我们用HP感染U937细胞, 运用ELI-
SA、RT-PCR、Western blot等实验方法验证了HP感
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染U937细胞可以诱导炎症微环境的形成; 而后又用

炎症上清干预SW620细胞, 运用免疫荧光、Western 
blot、划痕实验等实验方法验证了炎症微环境上清可

以促进SW620细胞发生EMT以及侵袭迁移。以上实

验结果表明, HP诱导的复杂的炎症微环境能够促进

SW620细胞发生EMT, 接下来我们将进一步对其诱导

机制作更深层次的探讨研究, 以从炎症微环境的角度

为结肠癌的临床诊疗提供更多的参考。
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