
■背景资料
CD44v6是最为
公认的大肠癌肿
瘤干细胞标志物
之一 ,  被认为与
肿瘤侵袭转移及
不 良 预 后 相 关 . 
但目前研究大多
局限于临床相关
性水平 ,  缺乏细
胞及动物水平的
功 能 机 制 研 究 . 
建立可靠的细胞
模型 ,  对深入研
究分子机制具有
重要意义.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of CD44v6 
overexpression on the invasion and metastasis 
of human colon cancer SW480 cells. 

METHODS: SW480 cells stably overexpressing 
CD44v6 (CD44v6 group) and negative control 
cells (NC group) were developed through 
lentivirus infection. Transfection efficiency 
was evaluated by detecting the expression of 
enhanced green fluorescent protein (EGFP). 
CD44v6 mRNA levels were determined using 
quantitative real-time PCR. Localization of 
the overexpressed protein was observed by 
immunofluorescence staining of Flag protein. 
Cell proliferation was determined by cell 
counting kit (CCK)-8 assay. Cell invasion and 
metastasis were examined by scratch assay 
and transwell assay.

RESULTS: EGFP detection indicated that 
transfection efficiency was close to 100% in 
both groups. CD44v6 mRNA levels in CD44v6 
overexpressing cells were significantly higher 
than those in the control cells (P < 0.001). The 
overexpressed CD44v6 protein was mainly 
localized on the cell membrane. No difference 
was revealed in cell proliferation between the 
two groups by CCK-8 assay. Scratch assay 
showed that the wound healing index was 
significantly increased in the CD44v6 group 
compared with the NC group (P < 0.05). 
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■研发前沿
肿瘤转移和复发
是导致肿瘤治疗
失败的主要原因. 
肿瘤干细胞被认
为是肿瘤转移、
复发和耐药的根
源 .  如何准确鉴
定和靶向肿瘤干
细胞是目前研究
的难点 ,  相关机
制亦有待进一步
阐明.

Transwell assay showed that the invasion and 
metastasis index was significantly increased 
in the CD44v6 group compared with the NC 
group (P < 0.05), and the index was significantly 
decreased after the cells in the CD44v6 group 
were treated with CD44v6 antibody (P < 0.05).

CONCLUSION: Overexpression of CD44v6 
significantly enhances the invasion and 
metastasis ability of SW480 cells.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要

目的: 研究CD44v6 基因过表达对SW480细
胞侵袭和迁移能力的影响.

方法:  慢病毒介导的C D44v6过表达细胞
(CD44v6组)和空载体对照细胞(NC组)由前
期实验构建. 采用荧光显微镜观察增强型
绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent 
protein, EGFP)表达、实时荧光定量PCR检
测CD44v6  mRNA表达水平、免疫荧光检测
Flag标签蛋白三种方法重新鉴定过表达细胞
模型; CCK-8法检测细胞增殖活性; 划痕试验
和Transwell试验检测细胞侵袭和迁移能力.

结果: 绿色荧光蛋白观察显示细胞转染效
率近100%; 实时荧光定量PCR显示CD44v6
组细胞CD44v6  mRNA表达水平较对照组
显著升高(P <0.001); F lag标签蛋白免疫荧
光染色显示过表达CD44v6蛋白主要定位于
细胞膜. CCK-8结果显示2组细胞增殖无明
显差异; 划痕试验结果显示CD44v6组细胞
划痕愈合指数较对照组显著增高(P <0.05); 
Transwel l试验结果显示CD44v6组细胞迁
移和侵袭相关指数均较对照组显著增高(均
P <0.05), 且CD44v6抗体处理后, CD44v6组
细胞迁移和侵袭相关指数均较前显著减低
(均P <0.05).

结论: CD44v6基因过表达能显著增强SW480
细胞侵袭和迁移能力.

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究采用慢病毒介导基因过表达

技术, 成功建立CD44v6稳定过表达SW480细胞, 
通过划痕试验和Transwell试验证实CD44v6过

表达可显著增强细胞侵袭和迁移能力.
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0  引言

大肠癌是最常见恶性肿瘤之一, 在美国其发病

率和死亡率均处于第3位[1], 在中国两者均呈逐

年上升趋势[2]. 虽然目前在大肠癌诊断和治疗

方面取得了较大进展, 但仍有50%-60%的患者

最终出现远处转移, 5年生存率低[3,4]. 因此, 对
大肠癌转移相关分子标志物进行鉴定和研究

具有重要临床意义. 
CD44属于黏附分子家族跨膜糖蛋白, 广

泛表达于多种内皮细胞、间充质细胞及中胚

层来源的组织和细胞; 但其变异体CD44v6仅
表达于肿瘤细胞和少数正常上皮源性细胞, 是
目前最为公认的大肠癌肿瘤干细胞标志物之

一[5,6]. 许多研究[7-9]表明大肠癌中CD44v6高表

达与肿瘤侵袭转移及不良预后显著相关, 但各

研究之间结论并不一致, 亦有报道认为其对预

后起保护作用. 此外, 既往报道大多局限于临

床相关性研究水平, 尚缺乏细胞及动物水平的

功能机制研究. 我们通过检索CellMiner开放数

据库[10], 发现SW480细胞中CD44基因处于低

表达水平. 为进一步阐明CD44v6在肿瘤细胞

播散中的作用及机制, 本研究采用慢病毒介导

基因过表达技术, 构建CD44v6稳定过表达细

胞模型, 检测其对SW480细胞侵袭和转移能力

的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人大肠癌SW480细胞株购自上海中

科院细胞库; Leibovitz's L-15培养基和胎牛

血清购自美国G i b c o公司; 带有增强型绿色

荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein, 
EGFP)、Flag标签和嘌呤霉素抗性筛选标记的

CD44v6基因过表达重组慢病毒颗粒和空载体
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■相关报道
Ni等通过RNA干
扰技术 ,  在前列
腺癌细胞中证实
CD44v6 基因沉
默后 ,  细胞侵袭
迁 移 能 力 降 低 , 
药 物 敏 感 性 增
加、增殖能力减
弱等 ,  此过程可
能为CD44v6通
过影响PI3K/Akt/
mTOR和Wnt信
号通路所致.

对照慢病毒颗粒由上海吉凯基因技术有限公

司提供; 嘌呤霉素购自美国AMRESCO公司; 
TRIzol试剂购自美国Invitrogen公司; 逆转录试

剂盒(Revert Aid First Strand cDNA Synthesis 
Kit)和实时荧光定量PCR试剂盒(Power SYBR 
Green PCR Master Mix)购自美国Thermo公司; 
CD44v6和GAPDH引物由美国Invitrogen公司

合成; CD44v6单抗(VFF-7)购自美国Abcam
公司; Flag单抗(1B10)和Dylight-549标记荧光

二抗购自美国Abbkine公司; 激光共聚焦专用

玻底小皿购自无锡耐思生物科技有限公司 ; 
Cell Counting Kit-8(CCK-8)试剂盒购自日本

Dojindo公司; Transwell小室(8 μm)购自美国

Corning公司; Matrigel基质胶购自美国BD公

司; DAPI染料和0.5%结晶紫染液购自上海碧

云天生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染: CD44v6过表达及空载

体对照SW480细胞由本实验小组前期研究构

建[11], 冻存于液氮中. 培养和转染方法简述如

下: 细胞用含10%胎牛血清的Leibovitz's L-15
培养基, 在37 ℃、无CO2条件下培养. 转染前

接种细胞于6孔板预先培养24 h, 以感染复数

(multiplicity of infection, MOI)为20, 分别加入

CD44v6基因过表达重组慢病毒颗粒和空载体

对照慢病毒颗粒进行转染, 24 h后更换培养基. 
转染后72 h开始添加2 μg/mL嘌呤霉素筛选稳

定转染细胞, 共筛选1 wk. 本次实验在复苏细

胞后对CD44v6表达情况进行了重新鉴定. 实
验均分2组进行: CD44v6过表达组(CD44v6)和
空载体对照组(NC).
1.2.2 实时荧光定量PCR: 首先用TRIzol试剂

提取细胞总R N A, 采用吸光度法进行质量

评估, 确保A 260/280介于1.9-2.1之间, 浓度不低

于300 ng/μL. 然后用Revert Aid First Strand 
cDNA Synthesis Kit试剂盒逆转录为cDNA. 最
后用Power SYBR Green PCR Master Mix试剂

盒进行实时荧光定量PCR检测, 每个基因设3
个复孔, 仪器为美国ABI 7500 Real-time PCR 
System. 以GAPDH作为内参, 采用2-△△Ct法分

析CD44v6  mRNA表达水平. CD44v6上游引物: 
5'-AGGAACAGTGGTTTGGCAAC-3', 下游引

物: 5'-CGAATGGGAGTCTTCTTTGG-3', 扩增

片段68 bp; GAPDH上游引物: 5'-ATGGGTGTGA
ACCATGAGAA-3', 下游引物: 5'-GTGCTAA

GCAGTTGGTGGTG-3', 扩增片段79 bp.
1.2.3 免疫荧光: 细胞接种于激光共聚焦专用

玻底小皿, 培养24 h至融合度约80%. 依次用

4%多聚甲醛固定20 min、0.3% Triton X-100通
透20 min、Flag单抗(1∶500)4 ℃孵育过夜、

Dylight-549标记荧光二抗(1∶200)室温孵育

30 min、DAPI染色4 min. 各步骤之间均以PBS
洗涤, 完成后立即于荧光显微镜下观察并拍照.
1.2.4 CCK-8试验: 细胞接种于96孔板, 密度1×
104个/孔, 体积100 μL. 每组各设5排, 每排5个
复孔, 另设1排无细胞对照. 接种后24 h起, 每隔

24 h各检测1排, 共5 d. 测定时每孔加入10 μL 
CCK-8试剂, 37 ℃孵育1 h, 然后用多功能酶标

仪测定450 nm吸光度(A 450), 并以630 nm(A 630)
作为参比波长. 每组以无细胞对照孔A 450校正, 
绘制生长曲线.
1.2.5 划痕试验: 在6孔板底面预先绘制数条参

考线, 用于定位划痕位置. 细胞以6×105个/孔
接种, 每组3个复孔. 培养24 h后, 使用200 μL枪
头进行划痕处理, PBS洗涤2次, 加入无血清培

养基培养, 观察并拍摄0 h划痕照片. 培养24 h
后, 于相同部位拍摄24 h划痕照片. 使用Image 
Pro Plus 6.0软件读取划痕面积(S), 计算划痕愈

合指数: (S0 h-S24 h)/S0 h.
1.2.6 Transwell侵袭迁移试验: 为观察CD44v6
单抗处理对过表达细胞侵袭迁移能力的影响, 
本试验设为3组: CD44v6组、NC组和CD44v6+
抗体组, 每组3个复孔. 迁移试验采用无基质胶

Transwell小室, 接种前用无血清培养基预平衡

30 min. 细胞消化后用无血清培养基重悬, 调整

密度至5×105个/mL. 上室加入200 μL细胞悬

液, 下室加入600 μL含10%胎牛血清的完全培

养基, 培养24 h. 然后取出小室, 甲醇固定20 min, 
0.5%结晶紫染色40 min, 用湿棉签拭去膜上表

面细胞, 漂洗后晾干. 侵袭试验采用含基质胶

Transwell小室, 基质胶用无血清培养基1∶2稀
释, 每个小室铺10 μL, 并于37 ℃成胶30 min, 
其余步骤同迁移试验. 最后每个小室用10倍物

镜拍摄上、下、左、右、中共5个视野. 使用

Image Pro Plus 6.0软件读取穿膜细胞累积面积

和数目, 以NC组均值为1计算相对迁移和侵袭

指数.
统计学处理 应用SPSS21.0统计软件进行

分析, 数据均采用mean±SD表示, 两组间均数

比较采用独立样本t检验, P <0.05为差异具有
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■创新盘点
既往CD44v6细
胞水平研究均使
用 R N A 干 扰 技
术 .  本研究首次
使用慢病毒介导
基因过表达技术, 
从另一层面证实
CD44v6在肿瘤
细胞侵袭和迁移
中的作用 ,  为后
续机制研究提供
基础.

统计学意义.

2  结果

2.1 CD44v6过表达细胞模型的鉴定 采用荧光

显微镜观察EGFP表达、实时荧光定量PCR检
测CD44v6  mRNA表达水平、免疫荧光检测

Flag标签蛋白3种方法重新评估过表达细胞模

型. 发现2组细胞均可见明显EGFP表达, 提示

转染效率均近100%(图1). 实时荧光定量PCR
结果显示, CD44v6组CD44v6  mRNA相对表达

水平较NC组显著升高, 差异具有统计学意义

(62.33±6.81 vs  1.00±0.00, P <0.001). Flag标签

为过表达目的蛋白尾部由8个氨基酸组成的短

肽, 易于检测而不影响目的蛋白功能. Flag标签

免疫荧光染色显示, CD44v6组可见明亮红色

荧光, 主要定位于细胞膜; 而NC组可见较弱的

红色荧光, 呈弥漫性分布, 提示CD44v6蛋白的

良好表达和正确定位(图2). 以上结果从不同层

面证实过表达细胞模型状态良好.
2.2 CD44v6过表达对细胞增殖的影响 通过

CCK-8细胞增殖活性检测, 发现各检测点2组
细胞A 450值均无明显差异, 细胞倍增时间均约

为48 h(图3). 提示CD44v6过表达对SW480细胞

增殖无明显影响.
2.3 CD44v6过表达对细胞迁移和侵袭能力的

影响 采用划痕试验和Transwell试验共同检测

细胞侵袭迁移能力. 划痕试验表明, CD44v6组
划痕愈合能力较NC组显著增强, 划痕愈合指

数分别为0.55±0.045和0.29±0.075, 差异具

有统计学意义(P  = 0.007)(图4). Transwell试验

表明(图5), 不论是否含有基质胶, 不论以累积

面积(S)或数目(N)评价, CD44v6组细胞穿膜能

力均强于NC组, 差异具有统计学意义(迁移: 
S: 1.62±0.21 vs  1.00±0.16, N: 1.44±0.11 vs  
1.00±0.15; 侵袭: S: 1.52±0.22 vs  1.00±0.17, 
N: 1.35±0.10 vs  1.00±0.15; 均P <0.05); 此外, 
经抗体封闭后, CD44v6组细胞穿膜能力较前

明显减弱, 差异具有统计学意义(迁移: S: 0.93
±0.16 vs  1.62±0.21, N: 1.09±0.17 vs  1.44±
0.11; 侵袭: S: 0.96±0.16 vs  1.52±0.22, N: 0.91
±0.16 vs  1.35±0.10; 均P <0.05). 以上实验表

明, CD44v6过表达可显著增加SW480细胞侵

袭和迁移能力, 而这种功能可以被CD44v6单
抗阻断.

3  讨论

CD44分子家族为跨膜糖蛋白. 其胞外结构域与

透明质酸(hyaluronic acid, HA)、胶原、层黏连

蛋白等细胞外基质成分相互作用; 胞内结构域

与ERM家族成员(埃兹蛋白、根蛋白、膜突蛋

A B

C D

图  1  CD44v6和NC细胞绿色荧光蛋白观察(×200). A: CD44v6组白光; B: CD44v6组绿色荧光; C: NC组白光; D: NC组

绿色荧光. CD44v6: CD44v6过表达组; NC: 空载体对照组.
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■应用要点
本研究进一步证
实CD44v6过表
达后大肠癌细胞
侵 袭 和 迁 移 能
力显著增强 ,  为
CD44v6作为肿
瘤干细胞标志物
和潜在治疗靶点, 
以及深入机制研
究提供新的理论
支持和实验基础.

白)、锚蛋白等细胞骨架成分交联; 在造血、淋

巴细胞归巢与活化、胚胎发育、创口愈合等

方面具有广泛功能[12]. 在胞外结构域近胞膜处

可插入不同可变外显子的产物, 从而形成多种

CD44变异体(CD44v), 其中不含任何可变外显

子产物的CD44称为标准型CD44(CD44s), 包含

可变外显子v6产物的变异体即为CD44v6[13]. 在
结直肠组织中, CD44v6具有良好的肿瘤特异

性, 其广泛表达于肿瘤原发灶和转移灶, 而在

正常上皮组织中几乎不表达[14,15].
作为良好的潜在靶向治疗位点, 目前已

有大量针对CD44v6的相关报道, 然而各研究

之间结论并不一致. 在不同肿瘤, 甚至相同类

型肿瘤中, 也常可见结论截然相反的报道. 在
大肠癌中, Zlobec等[9]采用大样本组织芯片染

色, 发现CD44v6膜表达缺失与肿瘤进展及不

良预后相关; 另外, 该作者通过对30篇大肠癌

A

C D

B

E F

图  2  CD44v6和NC细胞Flag蛋白免疫荧光染色(×1000). A: CD44v6组Flag蛋白荧光染色; B: NC组Flag蛋白荧光染色; C: 

CD44v6组DAPI核染色; D: NC组DAPI核染色; E: CD44v6组荧光叠加; F: NC组荧光叠加. CD44v6: CD44v6过表达组; 

NC: 空载体对照组.
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图  3  细胞生长曲线比较. CD44v6: CD44v6过表达组; 

NC: 空载体对照组.
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■名词解释
慢病毒介导基因
过表达技术 :  通
常 将 目 的 基 因
CDS 序列与慢病
毒载体重组, 慢病
毒转染细胞后, 可
将目的基因序列
逆转录整合到宿
主细胞中,  从而实
现目的基因稳定
过表达 .  与RNA
干扰技术共同为
基因功能机制研
究的重要技术.

免疫组织化学染色相关文献进行分析, 发现其

中6篇认为CD44v6高表达提示预后不良, 3篇
提示预后良好, 8篇则提示与预后无关. 研究结

果的不一致可能与以下因素有关: (1)实验方法

未标准化. 例如, 不同克隆号的CD44v6抗体具

有不同的抗原亲和力, 可以直接影响表达水平

的检测[15]; 免疫组织化学结果的判定也缺乏统

一标准, 从而减弱了不同研究之间的可比性; 
(2)CD44v6表达存在异质性[16]. 其存在膜型、

浆型、分泌型等多种表达模式, 可能预示着不

同的功能, 同时也增加了结果检测和分析的难

度; (3)CD44v6功能机制复杂多样. CD44v6保
留了CD44s的基本功能, 同时拥有v6结构域特

有的功能. 肿瘤微环境中, CD44v6在不同配体

作用下可激活不同的下游信号通路, 从而发挥

不同的生物学功能[13]. 因此, 深入研究CD44v6
与不同因子之间的相互作用关系, 对于阐明其

具体作用机制具有重要的指导意义.
基因沉默与过表达是基因功能研究的重

要技术. 其中, 过表达技术在研究分子间相互

作用关系方面更具优势, 但由于不易构建等原

因, 目前尚未发现关于人CD44v6过表达的报

道. 本研究采用在CD44基因可变外显子区插

入v6外显子的方式重组CD44v6 , 构建过表达

慢病毒载体, 并最终转染SW480细胞成功建立

CD44v6过表达细胞模型; 划痕试验和Transwell
侵袭迁移试验表明, CD44v6过表达可显著促进

肿瘤细胞侵袭和迁移, 与Saito等[8]、Jung等[17]

及Ni等[18]RNA干扰相关研究结论一致. 在增殖

方面, Marhaba等[19]发现在小鼠胸腺瘤细胞中

CD44v6通过持续激活MAPK通路促进细胞增

殖, 而本研究显示其对细胞增殖无明显影响, 
差异可能与细胞类型和所处微环境有关.

CD44v6介导大肠癌细胞侵袭转移为多种

机制共同作用的结果. 首先, 作为细胞黏附分

子, CD44v6与HA交联可直接影响细胞骨架

的构象和分布, 调节细胞黏附和运动[20,21]; 其
次, 多项研究表明肝细胞生长因子(hepatocyte 
growth factor, HGF)对肿瘤细胞中受体酪氨

酸激酶c-Me t的激活依赖于v6结构域的协同

作用[22,23], 而HGF/c-Met通路在肿瘤侵袭转移

中扮演重要角色, 包括促进细胞增殖、促进

细胞变形和迁移、诱导肿瘤血管生成等[24,25]. 
此外, CD44v6-HA交联可促进细胞外基质聚

集, 并在此基础上募集特定细胞因子, 如基质

金属蛋白酶家族(matrix metalloproteinases, 
MMPs)、骨桥蛋白(osteopontin, OPN)、多

种生长因子等, 从而改造肿瘤微环境使其适

合肿瘤细胞存活和转移[26]. 其中, MMPs聚集

和活化可有效降解细胞外基质屏障, 为肿瘤

A B

C D

图  4  细胞划痕试验比较(×100). A: CD44v6组0 h划痕; B: CD44v6组24 h划痕; C: NC组0 h划痕; D: NC组24 h划痕. 

CD44v6: CD44v6过表达组; NC: 空载体对照组.
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■同行评价
本文立题较新颖, 
采用慢病毒介导
基因过表达技术, 
构建CD44v6稳
定过表达细胞模
型, 发现CD44v6
过表达可显著增
加SW480细胞侵
袭 和 转 移 能 力 , 
具有一定的科学
性、创新性. 

细胞侵袭转移提供必要基础[27,28]; CD44v6与
OPN相互作用可进一步促进肿瘤细胞黏附和

迁移[29]; 而各种生长因子不但促进肿瘤细胞

的存活和增殖, 也参与肿瘤血管与淋巴管的

生成, 继而促进肿瘤细胞全身转移. Tremmel
等[30]亦发现CD44v6可直接激活血管内皮细胞

生长因子受体2(vascular endothelial growth factor 
receptor 2, VEGFR-2)促进肿瘤中脉管的形成. 
另外, 上皮间质转化(epithelial-mesenchymal 

transition, EMT)被认为是肿瘤转移的重要机

制之一[31], 我们前期研究[11]和Ni等[18]均证实

CD44v6亦参与了EMT过程. 
总之, 以CD44v6为中心, 多种因子共同参

与了肿瘤细胞的浸润和转移, 而具体相互作用

关系及调节机制有待进一步阐明. 本研究进一

步证实了CD44v6在肿瘤细胞侵袭和迁移中的

作用, 同时也证明了过表达细胞模型的有效性, 
为后续分子机制的研究奠定了基础.
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图  5  各组细胞Transwell迁移和侵袭试验比较. A: NC组迁移(×100); B: NC组侵袭(×100); C: CD44v6组迁移(×100); D: 

CD44v6组侵袭(×100); E: CD44v6+抗体组迁移(×100); F: CD44v6+抗体组侵袭(×100); G: 各组相对迁移指数比较; H: 

各组相对侵袭指数比较. aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  CD44v6组. CD44v6: CD44v6过表达组; NC: 空载体对照组.
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