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α6 整合素通过激活 TGFβ/Smad2 通路促进结直肠癌迁移与侵袭

祝子雯1,2,3，詹娜4，董卫国1,2,3

(武汉大学人民医院 1. 消化内科；2. 消化系统疾病湖北省重点实验室；3. 中心实验室；4. 病理科，武汉 430060)

[摘　要]	 目的：探讨α6整合素(integr in α6，ITG A6)在结直肠癌(colorectal  cancer，CRC)中的表达及其对

迁移与侵袭的影响。方法：使用生物信息分析ITG A6在CRC中的表达，Western印迹法检测其在

CRC组织及细胞中的表达；使用瞬时转染方法建立ITGA6过表达SW480及HCT116细胞及对照细胞

株；Traswell迁移及侵袭实验检测ITGA6对CRC细胞迁移及侵袭能力的影响。于倒置显微镜下观察

CRC细胞形态的改变；Western印迹法及免疫荧光检测ITGA6过表达细胞及对照细胞中上皮-钙黏

素(E-cadherin)，神经-钙黏素(N-cadherin)及波形蛋白(vimentin)的表达；基因集合富集分析(gene 

set enrichment analysis，GSE A)与ITGA6相关的通路并通过Western印迹法验证。结果：ITGA6在

CRC组织和细胞中的表达明显高于对照组织及肠上皮永生化细胞；过表达ITG A 6后，S W480和

HCT116细胞从圆形、短梭形变得更为细长，整个细胞形态向长梭形转变。Transwel l结果显示过

表达ITG A6可促进CRC细胞迁移及侵袭能力；Western印迹法及免疫荧光显示过表达ITG A6后，

E-cadherin表达下调，N-cadherin及vimentin的表达上调；GSEA发现ITGA6的过表达可上调TGFβ通

路表达，Western印迹法检测显示过表达ITGA6可激活TGFβ/Smad2通路。结论：ITGA6在CRC中高

表达，并可通过激活TGFβ/Smad2通路促进CRC细胞上皮-间质转化和肿瘤转移。
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Abstract Objective: To investigate the expression of integrin α6 (ITGA6) in colorectal cancer and explore the effect of 

ITGA6 on migration and invasion ability. Methods: Bioinformatics was used to analysis the expression of ITGA6 

in colorectal cancer, Western blot was chosen to detect ITGA6 expression in colorectal cancer specimens and cell 

lines, transient transfection of ITGA6 and control plasmid was selected to construct SW480, HCT116 ITGA6 

overexpressed cells and control cells, Transwell assays were used to detect colorectal cancer (CRC) cell migration 

and invasion ability, inverted microscope was used to analysis the morphology of cultured cell, the effect of ITGA6 
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结直肠癌(colorectal cancer，CRC)是最常见的

消化道恶性肿瘤之一，其发病率居所有恶性肿瘤

第4位，病死率居第5位[1]，而转移是导致CRC患者

死亡的主要原因[2]。研究[3]证实：肿瘤细胞上皮-间
质转化(epithelial-mesenchymal transition，EMT)是

肿瘤转移的重要策略，肿瘤细胞通过发生E MT，

失去上皮细胞极性，向间质形态转变，以获得更

好的侵袭、迁移和治疗抵抗的能力，并伴随着上皮

标志物如上皮–钙黏素(E-cadherin)，ZO-1等的减少

和间质标志物如神经–钙黏素(N-cadherin)，波形蛋

白(vimentin)等的增加。EMT的发生是个多级联复

杂的过程，而信号转导与E MT密切相关，尤其是

TGFβ/Smad2信号通路 [4]。因此，针对EMT及其调

控通路的研究有望为解决肿瘤转移提供新策略。

整合素是一类位于胞膜的信号转导受体，通

过与细胞外基质和肿瘤微环境相互作用，激活胞

内信号转导，调控细胞骨架的改变，促进肿瘤转

移 [5]。α6整合素(integr in α6，ITG A6)是整合素家

族的一员。ITG A6在乳腺癌 [6-7]、头颈部鳞状细胞 
癌[8]、食管鳞状细胞癌[9]等多种肿瘤中高表达，并

调控肿瘤增殖、转移、治疗抵抗等多种恶性生物

学行为。但ITGA6在CRC中的功能及其潜在的分子

机制尚不清楚。本研究拟探讨ITGA6在CRC中的表

达及其对迁移与侵袭的影响，为临床改善患者预后

提供新方向。

1  材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  细胞株

人 C R C 细 胞 株 H T 2 9 ， H C T 1 1 6 ， S W 4 8 0 ，

SW620，LOVO及人结肠上皮永生化细胞NCM460
均 购 自 中 国 科 学 院 典 型 培 养 物 保 藏 委 员 会 细 胞

库。所有细胞用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养

基培养于37 ℃，5%CO2的培养箱中。

1.1.2  组织标本来源

8例经病理学检查确诊为CRC的新鲜CRC组织

均取自武汉大学人民医院，且患者术前均未接受

过放化疗及免疫治疗。分别取无坏死癌组织及癌

旁5 cm正常组织标本各1块，PBS冲洗后立即放入

液氮中保存。

1.1.3  主要试剂

R P M I  1 6 4 0 培 养 基 及 胎 牛 血 清 购 自 美 国

Gi baco公司，ITG A6单克隆抗体(1 :1  000)购自美

国 S a n t a  C r u z 公司， G A P D H ( 1 : 1  0 0 0 ) 单抗购自

北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ， E - c a d h e r i n 
[1:1 000(W b)，1:100(IF)]，N-cadherin(1:500)及

vimentin[1:500(W b)，1:50(IF)]单克隆抗体购自美

国A b c am公司。Tran s wel l小室及基质胶购自美国

BD公司，ITG A6过表达载体购自苏州吉玛基因股

份有限公司。

1.2  方法

1.2.1  Western 印迹法

常 规 方 法 提 取 C R C 及 癌 旁 正 常 组 织 、

C R C 细 胞 总 蛋 白 ， 用 1 0 % 十 二 烷 基 硫 酸 钠 聚

丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 凝 胶 进 行 电 泳 ， 转 膜 结 束

后 5 % 脱 脂 奶 粉 封 闭 1  h ， 人 I T G A 6 ( 1 : 1  0 0 0 ) ，

E - c a d h e r i n ( 1 : 1  0 0 0 ) ， N - c a d h e r i n ( 1 : 5 0 0 ) 及

v iment in(1:500)单克隆抗体孵育过夜，次日加入

辣根过氧化物酶标记的二抗(1:5 000)，室温孵育 
1 h后常规显色发光。

1.2.2  免疫荧光

细胞消化计数后铺于共聚焦小皿中，24 h后固

定、漂洗，一抗过夜，次日加入荧光二抗(1:250)
避光反应1 h，漂洗后DAPI染色，激光共聚焦显微

overexpression on epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers (E-cadherin, N-cadherin, vimentin) was 

obtained by Western blot and immunofluorescence assays. Gene set enrichment analysis (GSEA) was selected 

to explore ITGA6 related pathway and Western blot was further used to verify. Results: ITGA6 expression level 

was significantly higher in CRC tissues and CRC cells compared with paired normal mucosa and normal mucosa 

cell, after ITGA6 overexpression, morphology of SW480 and HCT116 cells changed from spheroid to spindle; 

Transwell assays showed ITGA6 overexpression enhanced migration and invasion ability; Western blot and 

immunofluorescence results showed ITGA6 overexpression reduced epithelial marker E-cadherin and upregulated 

mesenchymal markers N-cadherin, vimentin, GSEA analysis showed ITGA6 was positively related with TGFβ 

pathway, Western blot results confirmed ITGA6 could activate TGFβ/Smad2 pathway. Conclusion: ITGA6 was 

overexpresses in colorectal cancer and modulates TGFβ/SMAD2 pathway to induce EMT and promote metastasis.

Keywords colorectal cancer; integrin α6; epithelial-mesenchymal transition; TGFβ/Smad2 pathway
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镜下观察拍照。

1.2.3  Transwell 迁移及侵袭试验

消化计数细胞，将不含胎牛血清的细胞悬液

加入Tr a n s w e l l上室，下室加入含2 0 %胎牛血清的

RIPM 1640培养基，培养箱中孵育48 h，取出，固

定，染色，拍照并计算穿出细胞数。

1.2.4  Transwell 侵袭试验

于Tr a n s w e l l上室加入1 : 8稀释的基质胶(每孔

6 0  μ L ) ， 培 养 箱 中 孵 育 4  h ， 消 化 计 数 细 胞 后 加

入不含胎牛血清的细胞悬液，下室中加入含 2 0 %
胎牛血清的R I PM  1 6 4 0培养基，置培养箱中孵育

4 8  h，取出，固定，染色，用棉签刮除上室基质

胶，拍照并计算穿出细胞数。

1.3  统计学处理

采用SPSS 20.0统计软件进行数据分析，计量

资料用均数±标准差(x±s)表示，两样本均数比较采

用t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  ITGA6 在 CRC 中的表达

通过分析肿瘤相关数据库(Oncomine数据库)，

发现与正常肠黏膜组织相比，ITGA6在CRC中表达

明显上调(Fold=3.473，P<0.001；图1A)。Western

印 迹 法 结 果 显 示 ： I T G A 6 在 C R C 细 胞 H T 2 9 ，

HCT116，S W480，S W620及LOVO中的表达均高

于人结肠上皮永生化细胞NCM460(图1B)；8对新

鲜 C R C 组织中，与癌旁配对正常组织相比， 7 例

ITGA6表达上调(P<0.01；图1C，1D)。

2.2  ITGA6 对 CRC 细胞迁移和侵袭能力的影响

瞬时转染 I TG A 6过表达质粒，Tran s wel l迁移

及 侵 袭 实 验 结 果 显 示 ： 与 对 照 细 胞 相 比 ， 过 表

达 I TG A 6后，侵袭和迁移出的CRC细胞S W 4 8 0和

H C T 1 1 6 数 目 明 显 增 多 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( 均
P<0.001；图2A，2B)。

2.3  ITGA6 对 CRC 细胞 EMT 的影响

通 过 形 态 学 观 察 发 现 ： 过 表 达 I T G A 6 后 ，

S W 4 8 0 和 H CT 1 1 6 细胞从圆形、短梭形变得更为

细 长 ， 整 个 细 胞 形 态 向 长 梭 形 转 变 ( 图 3 A ) 。 而

细胞形态学改变又常常与E MT相关，提示ITG A6
可能诱导 C R C 细胞发生 E M T 。 We s t e r n 印迹法结

果 显 示 ： 与 对 照 细 胞 相 比 ， 过 表 达 I T G A 6 后 ，

E-cadherin表达下调，N-cadherin及vimentin的表达

上调(图3 B)。免疫荧光结果显示：过表达 I TG A 6
后，E -cadherin表达下调，而v imentin的表达上调

(图3C)。

图1 ITGA6在CRC中的表达水平

Figure 1 Expression level of ITGA6 in CRC

(A)Oncomine数据库分析24例正常肠黏膜组织和45例CRC组织中ITGA6的表达；(B)Western印迹法检测ITGA6在永生化肠黏

膜上皮细胞NCM460和5种CRC细胞中的表达水平；(C)Western印迹法检测ITGA6在8例CRC组织的表达；(D)Western印迹法

检测ITGA6在8例CRC配对癌旁正常组织中的表达。

(A) Expression level of ITGA6 in 24 normal mucosa tissue specimens and 45 CRC tissues in Oncomine database; (B) ITGA6 expression in 

normal mucosa cell NCM460 and 5 CRC cells detected by Western bolt; (C) Expression of ITGA6 in 8 CRC tissues detected by Western 

bolt; (D) Expression of ITGA6 in 8 paired normal mucosa detected by Western bolt.
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2.4  ITGA6 对 TGFβ 信号通路的影响

上述结果证实ITG A6通过调控E MT促进CRC

侵 袭 转 移 ， 而 E M T 的 发 生 与 肿 瘤 细 胞 内 信 号 转

导 过 程 密 切 相 关 ， 为 挖 掘 I T G A 6 潜 在 调 控 的 信

号 通 路 ， 本 研 究 通 过 基 因 集 合 富 集 分 析 ( g e n e 

set  enr ichment  analys i s，GSE A)CRCGEO数据库

G S E 8 6 7 1，在2个基因集中均发现 I TG A 6与TG F β

通 路 呈 正 相 关 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( 均 P < 0 . 0 5 ， 

图4 A )。Wester n印迹法检测发现：过表达 I TG A 6

后，p- Smad2表达增加，证明TGFβ/Smad2通路被

激活，差异有统计学意义(P<0.001；图4B，4C)。

图2 Transwell检测过表达ITGA6对细胞迁移、侵袭能力的影响

Figure 2 Effect of ITGA6 overexpression on migration and invasion ability detected by Transwell assay
(A)过表达ITGA6后对SW480，HCT116细胞迁移能力的影响；(B)过表达ITGA6后对SW480，HCT116细胞侵袭能力的影响。
(A) Effect of ITGA6 on migration ability in SW480 and HCT116 cells; (B) Effect of ITGA6 on invasion ability in SW480 and HCT116 cells.
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图 3 ITGA6 对 CRC EMT 的影响

Figure 3 Effect of ITGA6 overexpression on EMT

(A) 过表达 ITGA6 后对细胞形态学的影响；(B)Western 印迹法检测过表达 ITGA6 对 EMT 标志物的改变；(C) 检测免疫荧

光检测过表达 ITGA6 对 EMT 标志物的改变。

(A) Effect of ITGA6 overexpression on cell morphological feature; (B) Effect of ITGA6 overexpression of EMT markers detected by 

Western bolt; (C) Effect of ITGA6 overexpression of EMT markers detected by immunofluorescence assays.

SW480
SW480

HCT116
HCT116

Control
Control

ControlITGA6

ITGA6

E-cadherin

N-cadherin

Vimentin

GAPDH

ITGA6

A

C
on

tro
l

E-cadherin DAPI Merged MergedVimentin DAPI

IT
G

A6

C

B



临床与病理杂志, 2018, 38(4)    http://lcbl.amegroups.com710

3  讨论

CRC在我国呈现高发病率和高病死率的特征[1]，

其高发病率可能与人民生活水平改善、肉质类饮

食增加有关，而高病死率则与转移密切相关。研

究[10]显示：I期CRC 5年生存率高达90%以上，而IV
期仅约10%。因此，探索CRC转移的分子机制，可

能为临床改善患者预后提供新方向。

生 理 情 况 下 E M T 是 生 物 发 育 发 展 的 重 要 过 
程 [11]，但在某些病理情况下，如肿瘤发生时，肿

瘤细胞则可通过发生E MT获得更强的迁移侵袭能

力 和 治 疗 抵 抗 能 力 [ 3 - 4 ]。 E M T 的 发 生 与 细 胞 外 基

质、肿瘤微环境、肿瘤相关细胞等多种因素密切相

关，而整合素作为连接细胞外基质与肿瘤细胞通

讯的桥梁，在E MT的发生过程中显得尤为重要。

研究[12-14]报道：多种整合素可调控EMT的发生，如

ITGB4通过FAK/SOX2/HIF-1α信号轴促进EMT，诱

导胃癌转移[12]；三阴性乳腺癌中，靶向沉默ITGB3
则削弱 TG F β 诱导的 E M T 和肿瘤转移 [ 1 3 ]；胶质瘤

中，ITGA5B1调控AKT/β-catenin通路促进胶质瘤

迁移与治疗抵抗 [14]。因此针对整合素家族成员的

研究有望进一步明确EMT发生的分子机制。

本 研 究 通 过 O n c o m i n e 数 据 库 的 分 析 ， 发 现

ITG A6在CRC中高表达。研究 [6-9]报道：ITG A6在

乳腺癌 [6-7]、头颈部鳞状细胞癌 [8]、食管鳞状细胞

癌[9]等多种肿瘤也存在高表达。本研究通过细胞水

平和组织水平的双重验证，证实ITGA6在CRC中高

表达，提示 I TG A 6是个潜在的癌基因。当前针对

ITGA6生物学功能的报道仍不多，主要集中于乳腺

癌的研究。Cariati等 [7]发现ITGA6能显著促进乳腺

癌的成瘤能力，是个潜在的抗癌靶点。Brooks等[6]

进一步研究发现：ITGA6是HIF-1α的下游靶点，是

HIF-1α促进干性和转移的重要桥梁。此外，ITGA6
还能活化AKT/ERK信号通路，介导乳腺癌放疗抵

抗 [15]。Laudato等 [16]发现：在CRC中，miR-30e-5p
是肿瘤抑制因子P53的下游效应分子，并成功鉴定

出ITGB1和ITGA6为miR-30e-5p的靶基因，但并未

对ITGA6的表达模式、生物学行为和调控的分子机

制进行深入研究。因此推测ITGA6是一个CRC相关

的促癌基因。本研究的体外实验证明：ITGA6的过

表达显著增加CRC细胞SW480和HCT116的迁移、

侵袭能力；而通过形态学观察发现： I TG A 6过表

图4 ITGA6对TGFβ通路的影响

Figure 4 Effect of ITGA6 on TGFβ pathway

(A)GSEA分析ITGA6相关信号通路；(B)Western印迹法检测ITGA6对TGFβ通路的作用；(C)图4B中SW480和HCT116蛋白的

定量分析。

(A) Analysis of ITGA6 related pathway by GSEA; (B) Effect of ITGA6 on TGFβ pathway activation detected by Western bolt; (C) 

Quantitative analysis of SW480 and HCT116 in Figure 4B.

A

CB

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

En
ric

hm
en

t 
sc

or
e (

ES
)

En
ric

hm
en

t 
sc

or
e (

ES
)

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

SW480

NS

Control

p-Smad2 Smad2

ITGA6

R
el

at
iv

e p
ro

te
in

 
ex

pr
es

sio
n 

to
 G

A
PD

H P<0.001

2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

HCT116

NS

Control

p-Smad2 Smad2

ITGA6

Re
lat

ive
 p

ro
te

in
 

ex
pr

es
sio

n 
to

 G
AP

D
H P<0.001

GSE8671
Enrichment plot: HALLMARK_TGFβ_SIGNALING Enrichment plot: BIOCARTA_TGFβ_PATHWAY

NSE=1.69
P=0.01

NSE=1.62
P=0.02

SW480 HCT116

Contro
l

Contro
l

IT
GA6

IT
GA6

Smad2

P-Smad2

GAPDH



α6 整合素通过激活 TGFβ/Smad2 通路促进结直肠癌迁移与侵袭    祝子雯，等 711

达的细胞具有更长梭的针刺样形态，提示 I TG A 6
可能诱导肿瘤细胞EMT。有研究 [17]通过对模式细

胞犬肾细胞进行研究发现：癌基因 K - R a s 介导的

ITG A6表达能促使细胞发生E MT的改变。同时本

研究通过对E MT标志物的改变，也证实ITG A6可

下调E-cadherin，上调N-cadherin及vimentin，提示

ITG A6在CRC中高表达，并调控E MT，介导肿瘤

侵袭转移。

E MT的发生与细胞胞内信号转导密切相关，

而整合素是介导信号转导的关键分子。本研究通

过 G S E A 分 析 I TG A 6 潜 在 调 控 的 信 号 通 路 ， 发 现

I TG A 6与TG F β信号通路密切相关。TG F β通路是

E M T 最 为 相 关 的 通 路 之 一 ，一 方 面 通 过 S m a d 依

赖方式，磷酸化 S m a d 2 ， S m a d 3 ，与 S m a d 4 形成

转录复合体，调控E MT的发生；另一方面，通过

Smad非依赖方式，直接或间接调控P I 3 K / A K T，

MAPK，Rho GTPases等信号通路，介导肿瘤细胞

发生EMT [4]。本研究通过Western印迹检测证实：

ITG A6的过表达能显著磷酸化Smad2，激活TGFβ

通路，这也是ITG A6首次被证实是调控TGFβ通路

的重要分子。

综上所述，本研究证实 I TG A 6在CRC中高表

达，ITG A6的高表达通过活化TGFβ通路，诱导肿

瘤细胞发生E MT，从而获得更好的迁移和侵袭能

力，促进CRC转移。本研究为靶向干预E MT治疗

肿瘤转移提供了一定的实验依据，未来针对ITGA6
设计特异性抑制剂或拮抗剂有望成为抑制肿瘤转

移的新方法。
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