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■背景资料
结肠癌是全球最
常见的恶性消化
系肿瘤之一, 其发
病率仅次于胃癌. 
环境污染不仅导
致结肠癌等肿瘤
的发病率明显上
升, 且其死亡率也
呈现上升趋势, 但
机制不清.
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Abstract
AIM
To investigate the influence of cadmium on the 
malignant biological behavior of HCT-116 cells 
and the mechanism involved.

METHODS
After HCT-116 cells were treated with cadmium, 
the changes in cell malignant biological behavior 
were assessed by MTT assay, colony forming 
assay, cell adhesion assay, and transwell 
migration and invasion assays. Western blot 
was used to detect the expression of E-cadherin, 
Vimentin, Zinc finger E-box binding homeobox1, 
MMP-3, MMP-9 and other proteins in cadmium 
treated cells. 

RESULTS
Chronic exposure to cadmium enhanced the 
malignant biological behavior of HCT-116 cells, 
and the transformed cells formed mesenchymal-
like intercellular junctions. The protein 
expression of vimentin, MMP3, and MMP9 was 
increased, while the expression of E-cadherin 
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间依赖性. 

结论
形态学和分子生物学都提示HCT-116细胞在
慢性低剂量Cd暴露后会引起EMT机制.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.

关键词: 镉; 结直肠癌; 上皮-间质转化; 钙黏附蛋

白E; 波形蛋白

核心提要: 环境污染水平的镉(cadmium, Cd)慢
性暴露可促进结肠癌细胞的恶性生物学行为, 
其分子机制可能与重金属污染物Cd诱导结肠癌
细胞发生上皮-间质转化有关.
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0  引言

结肠癌是全球最常见的恶性消化系肿瘤之一, 
其发病率仅次于胃癌[1], 在我国的发生率和死

亡率也逐年上升. 肿瘤发展是一个动态过程, 
包含肿瘤细胞的分化、增殖和转移, 三者相互

影响, 并和周围基质环境相作用[2]. 除遗传因素

外, 环境因素是调控肿瘤的另一要素[3-5], 而重

金属污染在环境污染中所占比例较大, 尤其是

砷(arsenic, As)和镉(cadmium, Cd)[6-8]. Cd是一

种广泛分布于土壤、空气和水中的重金属污

染物[9], 早在1993年Cd及其化合物即被国际癌

症研究机构列为人类的Ⅰ类致癌物. Cd暴露的

主要来源是食物、香烟烟雾和工业污染. 其生

物半衰期很长, 可在机体累积毒性并致癌[10,11].
上皮-间质转化(epithelial- mesenchymal 

transition, EMT)是上皮细胞经特定程序转化为

具有间质表型细胞的生物学过程. 其在胚胎发

育、炎症、纤维化疾病中发挥重要作用[12], 同
时也是肿瘤恶性进展的重要推手 [13,14]. 众多

研究 [15-18]表明C d涉及多种肿瘤(肺癌、前列

腺癌、膀胱癌、肾癌等)的发生发展, 但对于

Cd诱发结肠癌恶变的分子机制知之甚少. 本
文旨在探究通过低浓度Cd对人结肠癌细胞株

HCT-116进行慢性诱导, 建立诱导后的稳定细

胞株, 以观察结肠癌细胞株HCT-116的恶性生

物学行为的变化, 探究其机制是否与EMT相关.

was decreased in a time-dependent manner. 
Overall, morphological and molecular changes 
suggested that HCT-116 cells underwent an 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) 
process after chronic cadmium exposure.

CONCLUSION
Cadmium enhances the malignant biologic 
behavior of HCT-116 cells possibly by inducing 
EMT.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
探讨重金属污染物镉(cadmium, Cd)对人结
肠癌细胞株HCT-116的恶性生物学行为的影
响及其相关机制.

方法
选用低浓度C d诱导的人类结肠癌稳定细
胞株HCT-116和未诱导的细胞株HCT-116
为研究对象. 通过MTT实验、平板克隆形
成实验、黏附实验、Tr a n s w e l l细胞迁移
和侵袭实验等, 观察H C T-116细胞的恶性
生物学行为的变化; 蛋白免疫印迹法检测
E-cadherin、Vimentin、E-盒结合锌指蛋
白1、M M P-3、M M P-9等上皮-间质转化
(epithelial-mesenchymal transition, EMT)相关
蛋白的表达水平. 

结果
与对照组相比, Cd诱导组细胞的恶性生物学
行为增强(P <0.05), 且转化后的细胞间呈间
充质样链接; 相较于对照组, Cd诱导24 h后, 
间质样标志物Vimentin蛋白的相对表达量明
显增加(2.20±0.11 vs  1.03±0.08, P <0.01)、
MMP-3(5.76±0.20 vs  1.00±0.09, P <0.01)、
MMP-9(3.46±0.05 vs  0.99±0.04, P <0.01)
的蛋白相对表达量也上升, 而上皮样标志物
E-cadherin蛋白的相对表达显著下降(0.30±
0.03 vs  1.01±0.05, P <0.01), 且他们均呈现时
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■研发前沿
重金属污染物与
肿瘤发生发展关
系的研究是国内
外 研 究 的 热 点
之一 ,  但关于重
金 属 污 染 物 镉
( cadmium,  Cd)
通过上皮 -间质
转化(epithelial- 
m e s e n c h y m a l 
transition, EMT)
机制影响结肠癌
细胞恶性生物学
行为的研究在国
内外鲜有报道. 本
文通过环境污染
浓度的Cd慢性暴
露, 观察其对结肠
癌细胞恶性生物
学行为的影响并
探讨其机制, 对肿
瘤防治具有重要
意义.
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■相关报道
研究表明重金属
污染物As、Cd可
能参与多种恶性
肿瘤 (如肺癌、
前列腺癌、膀胱
癌、肾癌等)的发
生发展, 本课题组
前期也曾报道重
金属污染物As慢
性暴露可以促进
肠癌细胞HT-29的
恶性进展.

1  材料和方法

1.1 材料  人结肠癌细胞株H C T-116获自中

科院上海细胞生物学研究所; Dulbecco改良

Eag le即DMEM高糖(标准)培养基、胎牛血

清、胰酶(购自Gibco公司); 100 U/mL青霉素

和100 μg/mL链霉素(购自Hyclone公司); MTT
细胞增殖及细胞毒性试剂盒(购自K e y G E N 
BioTECH公司); 蛋白酶抑制剂(购自Roche公
司); 过硫酸铵AP、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰

胺、三羟甲基氨基甲烷Tris、十二烷基磺酸钠

SDS(购自上海生工生物公司); 一抗: β-actin单
抗、抗E-cadherin、抗Vimentin、抗ZEB-1(购
自Proteintech公司); 抗β-catenin、抗MMP-3(购
自Abcam公司); 二抗: HRP偶联的山羊抗鼠、

HRP偶联的山羊抗兔(购自Proteintech公司); 
PVDF膜(购自Millipore公司); 蛋白印迹法高灵

敏度化学发光检测试剂盒(购自北京康为世纪

生物科技有限公司); Transwell小室(购自BD公

司); 琼脂糖粉剂(购自Biowest公司)等, 本文中

所用化学品均为分析纯.
1.2 方法
1.2.1 细胞培养与分组: 将HCT-116细胞接种于

60 mm×15 mm小培养皿, 用DMEM-高糖型(含
10%胎牛血清+1%青霉素-链霉素), 放于一定

湿度下, 37 ℃、50 mL/L CO2的恒温培养箱中

培养. 细胞为上皮样贴壁生长, 每2-3 d传代一

次, 取生长对数期细胞, 随机分组(对照组、诱

导组), 每皿按1×105个细胞接种, 待细胞贴壁

后, 分别使用含0、15 nmol/L CdCl2的DMEM
培养基对对照组和诱导组进行处理、传代、

重复, 持续至40代. 将对照组、经Cd诱导20、
40代的细胞扩大培养进行观察研究

1.2.2 细胞增殖检测-MTT实验: 取对数期生长

细胞(对照组、诱导20代组、诱导40代组), 常
规消化计数, 用完全培养液重悬细胞, 调整浓度

为1×104/mL, 然后按200 μL/孔取细胞悬液接种

于96孔板, 培养0、24、48 h后, 每孔加0.02 mL
的5 mg/mL MTT溶液, 37 ℃孵育. 4 h后, 吸弃

上清, 再按0.15 mL/孔的量加二甲基亚砜, 孵育

10 min. 使用酶标仪, 选择490 nm波长, 检测吸

光度. 实验至少重复3次, 对结果统计后分析.
1.2.3 细胞群体依赖性、克隆形成能力检测-平
板克隆形成实验: 取对数期生长细胞(对照组、

诱导20代组、诱导40代组), 消化、重悬细胞

后, 按500个/孔接种于6孔板, 置37 ℃, 50 mL/L 

CO2培养箱培养2 wk, 至出现肉眼可见的克隆, 
培养终止. 弃上清, 冷PBS清洗后无水甲醇固

定15 min, 0.1%结晶紫染色2 h, 脱色干燥后, 拍
照、计数克隆形成数. 实验至少重复3次.
1 . 2 . 4  检测肿瘤细胞黏附能力 -黏附实验 : 
实验细胞分别按2×1 0 5个 /孔接种于包被

Matrigel(人工基底膜胶)的96孔板, 0.5、1、2 h
后用PBS轻轻冲洗2次, 并用70%乙醇室温下固

定15 min. 使用细胞计数试剂盒CCK-8(使用遵

说明书), 利用WST-8水解贴壁细胞进行评估

(黏附率 = Cd慢性诱导组平均OD值/对照组细

胞平均OD值×100%). 实验至少重复3次.
1.2.5 检测细胞迁移能力-迁移实验: 分组实验

细胞, 消化后用无血清培养基重悬细胞, 并将

细胞浓度调整至2×105/mL, 将带有8 μm孔径

微孔膜的Transwell小室小心放入24孔板的小

孔中(放置小室时要保证小室的底层薄膜与培

养液之间没有气泡), 细胞悬液按200 μL/孔接

种于小室的上室, 下室提前加入含10%FBS的
DMEM培养液500 μL. 常规培养12 h后, 收24孔
板, 吸弃上清, PBS冲洗, 然后用40 g/L多聚甲

醛固定, 再用0.1%结晶紫染色30 min, 清洗脱

色后棉签轻拭上室未迁移细胞, 待晾干于倒置

显微镜下随机观察每孔5个视野的细胞, 并照

相、统计分析. 实验重复3次.
1.2.6 检测细胞周期-流式细胞仪检测: 收集细

胞沉淀, 用预冷的PBS溶液重悬, 用70%乙醇(预
冷)固定过夜. PBS洗涤后, 细胞用0.1 mL RNase
透化处理, 37 ℃避光, 温浴30 min. 然后每管细

胞样品中用0.5 mL的碘化丙啶染色30 min. 用
流式细胞仪在激发波长488 n m、发射波长

525 nm分析细胞周期. 实验至少重复3次.
1.2.7 蛋白印迹法检测EMT相关蛋白的表达: 取
对数生长期HCT-116细胞, 分别用2.5 μmol/L 
CdCl2急性诱导0、12、24 h后, 收集细胞沉淀用

RIPA裂解液(含蛋白酶抑制剂)裂解细胞提取总

蛋白. 用BCA法测定蛋白质浓度, 以40 μg/孔加

样, 根据目的蛋白大小配制SDS-PAGE凝胶(8%
分离胶、5%浓缩胶), 进行电泳(浓缩胶80 V、

分离胶120 V)分离目的蛋白. 完成后通过电

转(200 mA, 2 h)将蛋白转移到PVDF膜上, 然
后室温下, 用TBST溶液(含5%脱脂奶粉)封闭

2 h后, 对应加入稀释过的一抗中(按说明书稀

释1000-2000倍), 4 ℃摇床孵育(过夜), 次日用

TBST洗膜, 4次×10 min/次, 常温下用二抗(含
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■创新盘点
本文首先发现环
境污染物中重金
属Cd慢性暴露可
以促进肠癌细胞
的恶性进展, 进一
步发现其机制与
诱导结肠癌细胞
发生EMT有关. 具
有一定的创新性.

5%脱脂奶粉的TBST溶液稀释过2000倍的辣根

过氧化物酶)孵育1 h, 再洗膜10 min×3次. 利
用增强的化学发光试剂盒进行ECL检测目的

蛋白, 对凝胶成像仪成像的条带利用Quantity 
One软件测灰度做定量分析(目的蛋白相对量=
目的蛋白的条带光密度/β-actin条带的光密度). 
实验至少重复3次.
统计学处理 使用S P S S19.0软件进行分

析 ,  数据以m e a n±S D表示 ,  用单因素方差

(ANOVA)分析、t检验, 对不同诱导时间的Cd
处理组和对照组进行组间比较. P <0.05为差异

显著, 具有统计学意义.

2  结果

2.1 Cd对HCT-116细胞生长的影响 MTT实验

结果显示, 实验细胞经培养0、12、24 h后, 
Cd慢性诱导组细胞的增殖能力增强(P <0.05, 
P <0.01)(图1); 平板克隆形成实验发现2 wk后, 

C d诱导组(40代)的克隆形成数为95.67个±

4.93个, Cd诱导组(20代)的细胞克隆数为46.33
个±4.73个, 而对照组克隆形成数为24.67个±

3.51个, 且Cd诱导组集落的大小也明显大与对

照组, 提示Cd诱导转化的HCT-116细胞的克隆

形成能力增强, 且变化呈现时间依赖性(图2), 
各实验组相较对照组有显著差异(P <0.01); 细
胞周期分析结果(图3)显示Cd诱导组细胞DNA
合成期(S期)在细胞周期中的比例明显升高, 与
细胞的Cd暴露时间成正变关系, 结果有统计学

意义(P <0.05, P <0.01).
2.2 Cd对HCT-116细胞黏附能力的影响 随着结

肠癌细胞在Cd中暴露时间的增加, 诱导组细胞

间的连接松散, 细胞黏附能力下降(图4), 变化

有统计学意义(P <0.05, P <0.01).
2.3 Cd对HCT-116细胞迁移能力的影响 倒置显

微镜下观察、计数穿过Transwell小室底膜的迁

移细胞数目. 与对照组相比, 随着Cd暴露时间

的增加, 诱导组细胞的迁移数量增多, 迁移能力

明显增强(图5), 有统计学意义(P<0.05, P<0.01). 
2.4 经2.5 μmol/L Cd急性诱导后HCT-116细胞
EMT相关蛋白的表达变化 以β-act in做内参, 
对Cd诱导组和对照组细胞进行E-cadherin、
Vimentin、E-盒结合锌指蛋白1(Zinc finger 
E-box binding homeobox1, ZEB1)、MMP-3、
MMP-9和β-catenin蛋白表达的检测. 相较对照

组, Cd诱导组见间质样标志物蛋白Vimentin、
MMP-3、MMP-9的表达上升, 同时, 上皮标志

物E-cadherin蛋白的表达下降, 提示EMT的发

生, 蛋白表达的灰度分析(P <0.05, P <0.01), 有
统计学差异(图6).

3  讨论 

目前, 在中国, 结直肠癌已严重威胁我国人民的

健康[18]. 研究[6-8,19,20]表明, 结直肠癌是遗传因素

和环境因素共同作用的结果, 而重金属污染在

环境污染中发挥关键作用, 尤其是重金属污染

物As、Cd. Cd是一种已知的环境致癌物质, 主
要来自相关工业(如电池生产、颜料制造等)的
熔炼释放、化石燃料燃烧、金属精炼和吸烟

等, 被Cd污染的空气及大米也会被人摄取[21,22], 
因此, 人体暴露于Cd的风险长期存在. 令人担

忧的是, 一些研究证实Cd与多种肿瘤的发生密

切相关, 包括结直肠癌[15-18,23-25]. 但是, 关于Cd
对结直肠癌细胞恶性进展的影响及其相关机

制的研究在国内外鲜有报道. 而肿瘤的恶性转
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图  2  镉处理不同时间对HCT-116细胞克隆形成能力的
影响. A: 平板克隆实验结果; B: 平板克隆实验结果分析. 
bP<0.01 vs  对照组.
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化及90%以上癌症相关的死亡原因是癌细胞

侵袭到周围组织, 向全身传播, 并转移至远处

器官形成继发性肿瘤[26-28]. 所以, 了解肿瘤恶性

进展及其分子机制非常必要, 其中EMT发挥重

要作用, 是目前人们对肿瘤恶性发展机制研究

的热点之一.
本课题组前期曾报道重金属污染物As慢

性暴露可以通过E M T机制促进结肠癌细胞

株HT-29的恶性进展[29]. 而本次研究试图通过

低浓度Cd暴露, 建立诱导后的稳定结肠癌细

胞株HCT-116, 以探究环境污染浓度的Cd慢
性暴露是否会加强结肠癌细胞的恶性生物学

行为. 以下数据支持了我们的想法. 我们对实

验组HCT-116细胞进行了慢性低剂量的Cd暴
露, 从而建立Cd诱导后稳定转化的HCT-116细
胞, 对其和对照组(未诱导)的细胞进行行为学

实验比较. MTT实验、平板克隆形成实验等

结果均表明, 经Cd慢性诱导后, HCT-116细胞

的增殖能力、克隆形成能力比对照组显著增

强; Transwell迁移和侵袭实验证明, Cd诱导组

的细胞迁移能力和侵袭力也随着Cd慢性暴露

的时间明显增强, 但诱导组细胞的黏附能力却

明显下降. 这些肿瘤细胞行为学的变化提示

在环境污染浓度的Cd慢性暴露后, 结肠癌细

胞株HCT-116的恶性生物学行为加强, 且发生

了EMT. 接下来, 我们从蛋白水平对EMT进行

了验证: 用2.5 μmol/L CdCl2分别急性诱导了

■应用要点
本 文 揭 示 结 肠
癌 发 展 的 相 关
机制 ,  试图寻找
一 些 分 子 机 制
中 相 关 标 志 物
(如E-cadherin、
vimentin、E-盒结
合锌指蛋白1等 )
的变化 ,  去评估
Cd暴露人群的肿
瘤恶性生物学进
展的风险. 这对于
肿瘤的防治也具
有重要意义.
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HCT-116细胞0、12、24 h, 用蛋白印迹法方法

检测Cd急性处理后, HCT-116细胞中与EMT相
关的E-cadherin和Vimentin蛋白的表达. 结果发

现上皮标志物E-cadherin蛋白的表达下降, 与
之相反, 间质型标志物Vimentin蛋白等的表达

增加. 这些变化提示EMT发生. 
关于EMT的发生机制, 各国科学家做了大

量研究. Kim等[30]研究发现, 低强度辐射处理

后的乳腺癌细胞的恶性生物学行为增强, 并发

生了EMT, 其机制可能与其经IL-6/JAK/STAT3
信号轴激活Notch信号通路有关. Gu等[31]研

究表明结直肠癌中的T U S C3 基因通过调节

MAPK、PI3K/AKT及Wnt/β-catenin信号通路

改变癌细胞的增殖、侵袭及转移能力, 从而促

进肿瘤的发展和EMT的发生. 陈晓敏等[32]指

出NF-κB等信号通路, 也可通过调控转录因子

(Twist1、Twist2、ZEB1及ZEB2等), 诱导EMT
进程. Robichaud等[33]研究新发现, 能特异性识

别mRNA的帽结合蛋白—真核起始因子eIF4E
在肿瘤的发生发展中起重要作用. 磷酸化后的

eIF4E可以促进肿瘤的发展, 且转化TGF-β诱
导eIF4E的磷酸化, 从而促进了Snail、MMP-3
的表达升高, 以致EMT的发生. 此外, 最新的一

些研究提出miRNA、lnc RNA等大量非编码

RNA也可调控EMT[34-36]. 另有研究提出新发现: 
miR-150是Wnt/β-catenin通路的效应分子, 可
能通过靶向抑制CREB信号通路增强结直肠癌

细胞的EMT[37]. 可见, EMT的发生是多因素、

■名词解释
上皮 -间质转化
(EMT): 是上皮细
胞经特定程序转
化为具有间质表
型细胞的生物学
过程 .  其主要特
征有细胞黏附分
子(如E-cadherin)
的表达减少、细
胞骨架波形蛋白
(vimentin)的表达
增加, 且形态上具
有间充质细胞的
特征等. 其在胚胎
发育、炎症、纤
维化疾病中发挥
重要作用, 同时也
是肿瘤恶性进展
的重要推动力.

多环节复杂作用的结果.
我们感兴趣的是, Sánchez-Tilló等[38]研究

发现ZEB1是结直肠癌细胞发生EMT的关键因

素, 通过经典的Wnt/β-catenin信号通路提高肿

瘤细胞的侵袭性和转移能力. 此外, 肿瘤的侵

袭还需要肿瘤周围基质蛋白的重塑, 其中基

质金属蛋白酶MMP家族(如MMP-3、MMP-9
等)可降解、重塑细胞外基质 ,  为E M T的发

生提供了微环境. 为进一步验证EMT的产生

机制, 我们也检测了这些标志物蛋白(核蛋白

β-catenin、ZEB-1、MMP-3、MMP-9)的表

达, 令我们惊喜的是随着Cd的诱导时间的推移

(0、12、24 h), 这些标志物蛋白的表达都有增

加, 且有统计学意义.
本文的形态学和分子生物学实验结果提

示: HCT-116细胞在慢性低剂量Cd暴露后, 可
使肿瘤细胞的恶性生物学行为加强, 其机制

可能与Cd诱导肿瘤细胞后引起ZEB1表达上

调, 并通过经典的Wnt/β-catenin信号通路, 促发

EMT有关. 由于我们的实验是肿瘤细胞体外诱
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导的结果, 在接下来的实验中我们将利用裸鼠

成瘤实验进行进一步的验证. Cd诱导肿瘤细胞

发生EMT的分子机制值得我们继续深入研究. 
本文试图寻找一些EMT相关的分子标志

物(如E-cadherin、vimentin、ZEB1等), 去评估

Cd暴露人群的肿瘤恶性进展的风险. 这些观点

可能为结肠癌的临床防治提供新思路[39,40].
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