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摘要：目的 探究 DDR1( Discoidin domain receptor 1,DDR1)对结肠癌细胞增殖转移的影响及可能机制。方法  使用公

共数据库 GEPIA(Gene Expression Profiling Interactive Analysis)分析 DDR1 在人结肠癌组织和癌旁组织中的表达情况，蛋

白质印迹实验(Western blot)检测 DDR1 在正常结肠上皮细胞 FHC 和结肠癌细胞（DLD-1、SW480、SW620 和 HCT-15）

中蛋白表达量，使用平板克隆形成实验检测细胞增殖能力，Transwell 小室迁移和侵袭实验检测细胞转移能力，蛋白质

印迹实验检测 MEK-ERK 通路的变化。结果 DDR1 在人结肠癌组织中表达水平高于癌旁组织(*P<0.05)， shCon 组(阴

性对照组)的增殖转移能力明显强于 shDDR1 组(DDR1 低表达组) (**P<0.01,  ***P<0.001)， Western blot 结果显示, 与

shCon 组相比, shDDR1 组 p-MEK1/2(S217/221)和 p-ERK1/2(T202/Y204)的蛋白表达水平下降。 结论  DDR1 在人结

肠癌组织和细胞中高表达，且 DDR1 促进人结肠癌细胞 DLD-1 和 SW480 增值转移，这可能是与 MEK-ERK 通路的

磷酸化调控相关。 
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结肠癌（Colon cancer）是全球第三大常见癌症，也

是全世界癌症相关死亡的主要原因[1]。然而，结肠癌的发

病机制目前尚未完全阐明，大多数结肠癌患者被诊断时已

经发生转移。目前，结肠癌的治疗以手术治疗为主，辅以

放疗、化疗等辅助治疗方案。然而，约 3%-50%的患者术

后出现局部转移复发[2]，造成患者预后较差，影响常规治

疗的疗效。因此，探索结肠癌转移的分子机制从而有效的

靶向其转移机制能为结肠癌治疗提供新策略。  盘状蛋白

结构域受体 1（DDR1）是一种单遍跨膜蛋白，属于受体

酪氨酸激酶（RTKs）超家族 

盘状结构域受体1( Discoidin domain receptor 1,DDR1)，

是类属于酪氨酸激酶受体（ Receptor tyrosine kinases , 

RTKs ）超家族的单次跨膜蛋白，该基因位于6p21，也被

称为CAK 、CD167、RTK6、MCK10、PTK3等。同时在哺

乳动物中DDR1还有功能较为类似的旁系同源基因DDR2，

它主要表达于间质起源细胞，例如肌肉、结缔组织等。与

DDR2不同的是，DDR1表达仅限于上皮细胞，特别是在肾

脏、肺、胃肠道和大脑[3]。此外，在多种癌症细胞系中报

道了DDR1介导细胞迁移，其中包括胶质瘤、肝癌、肺癌、

胰腺癌、结肠直肠癌和乳腺癌等[4,5-9]。然而，DDR1对癌细

胞的迁移调控依赖于细胞类型，有研究表明使用IV型胶原

激活MDA-MB-231乳腺癌细胞后，能够通过DDR1和CD9

的途径诱导细胞迁移[5]，但在MDA-MB-468乳腺癌细胞中

DDR1对细胞迁移促进作用是依赖于其对酪氨酸蛋白激酶

(syk)活性的调节[10]。因此，在同一肿瘤不同细胞系中DDR1

对癌细胞的迁移调控机制仍有差别， 本文研究了在结直

肠癌细胞DLD-1和SW480中低表达DDR1后其迁移和侵袭

能力的改变, 并通过蛋白印迹实验初步探索引起这种变

化的可能原因。 

1 材料和方法 

1.1 细胞和主要试剂 

人结直肠癌细胞（DLD-1、 SW480、SW620、HCT-15）

和人正常结直肠上皮细胞FHC来源于中国科学院上海生

命科学研究院细胞资源中心。细胞培养使用的胎牛血清来

自Lonsa Science SRL公司(乌拉圭)。细胞培养所使用的培

养基RPMI-1640源自美国Grand Island Biological 公司。细

胞保存使用的二甲基亚砜源自西格玛奥德里奇公司。细胞

胰蛋白酶消化液、蛋白RIPA裂解液、PMSF试剂、测定蛋

白浓度试剂盒（BCA方法）、吐温20和GAPDH兔多克隆抗

体等试剂来源于上海碧云天生物技术研究所。化学发光显

影试剂、细胞转染试剂Lipofectamine 3000、抗生素嘌呤霉

素、DDR1单克隆抗体 (D1G6))、Phospho-p44/42 MAPK 

(Erk1/2) 单克隆抗体和Phospho-MEK1/2单克隆抗体源自

美国赛默飞公司。HRP标记的山羊抗小鼠或抗兔(IgG)抗体

来自杭州联科生物科技公司。30%APS来自索莱宝科技有

限公司。Transwell小室、细胞培养需要的六孔及十二孔板

培养皿 等来自美国康 尼公司。基质胶购自美国

Becton,Dickinson公司。 
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1.2 方法 

1.2.1 细胞培养 

使用内含5%灭活新生小牛血清的RPMI-1640培养基，

放在37 °C、 5% CO2的细胞无菌培养箱中培养人结肠癌

细胞DLD-1和SW480。 

1.2.2 细胞转染   

DDR1 敲低质粒的载体为 pLKO.1-TRC-copGFP 

-2A-PURO,shRNA 序列:CTGGTAGCTGTCAAGATCTTA 和

GTGTGGCTCGCTTTCTGCAGT,使用慢病毒转染技术构建

DDR1 敲低的稳转细胞株，其中结肠癌细胞 DLD-1 和

SW480 使用嘌呤筛药的浓度分别为 3 μg/ml 和 2 μg/ml  

1.2.3 Western blot检测相关蛋白的表达水平 

根据实验设置，使用RIPA裂解液提取蛋白后，采用

BCA试剂盒测定蛋白浓度，使用5X SDS Loading Buffer 在

金属浴将蛋白变性（100°C， 5 min）。使用浓缩胶(5% 

SDS-PAGE)以恒压80V运行半小时，分离胶 (12% SDS 

PAGE)以恒压90V运行一个半小时分离蛋白，将已分离的

蛋白以恒流300mA运行一个半小时转移至硝酸纤维膜

(PVDF膜)上, 使用TBST配置的5%脱脂牛奶在摇床室温封

闭一个半小时,将条带置于对应抗体中在4 °C摇床过夜。

将条带置于对应的二抗(辣根过氧化物标记的山羊抗兔或

抗小鼠lgG)中25°C摇床一小时。使用Bio-Rad成像仪成像, 

Image J软件分析。 

1.2.4 Transwell小室迁移实验 

依据实验需要选择稳定转染细胞重悬于无血清培养

基中。在上室加入200 μL细胞悬液(DLD-1细胞3×104个

/200 μL ，SW480细胞4×104个/200 μL),在下室加入600

μL含有20% 胎牛血清的RPMI-1640培养基,放入37 °C、

5%  CO2二氧化碳培养箱中继续培养。48 h后, 去除上室

中细胞, 把小室放到4%多聚甲醛中15 min，再把小室放入

结晶紫中15 min。在显微镜下随机选择5个视眼，使用

Image Pros Plus软件分析。 

1.2.5 Transwell小室侵袭实验 

将基质胶、实验使用的Transwell小室、枪头和细胞培

养板等放入4 °C冰箱，基质胶和细胞培养基原液以1：10

的比例配置， 取40 μL加入小室内放入无菌二氧化碳培养

箱(37 °C、5% CO2)中孵育 7~10 h,弃去小室内的液体，加

入40 μL培养基原液放入无菌二氧化碳培养箱(37 °C、5% 

CO2)中30 min。其他步骤同1.2.4。 

1.2.6 细胞平板克隆形成实验 

体外培养细胞株，使用牛鲍计数板计数1000个肿瘤细

胞（参照文献），均匀铺到六孔板后体外培养两周，使用

4%多聚甲醛固定15分钟，使用结晶紫染色15分钟后用PBS

缓冲液清洗。 

1.3 统计学分析 

每个试验都有三次以上的重复，独立样本分析采用 t 

检验，P<0.05 时，差异具有统计学意义，使用Graph Pad 

Prism 7.0软件进行统计学分析和绘图。 

2 结果 

2.1 DDR1在结肠癌细胞和组织中的蛋白表达情况 

使用蛋白印迹实验检测DDR1在结肠癌细胞（DLD-1、

SW480、SW620、 HCT-15）和正常结肠上皮细胞FHC中

的蛋白表达水平，DDR1在结肠癌细胞中的蛋白表达水平

远高于正常结肠上皮细胞（见图 1A），使用网页

http://gepia.cancer-pku.cn/在TCGA数据库中分析DDR1在

结肠癌组织和癌旁组织中的表达水平，DDR1在结肠癌组

织中表达水平显著高于癌旁组织（见图1B）。 

 
A：结肠癌细胞株中 DDR1 蛋白水平表达情况；B： TCGA 数据库分析

DDR1 在结肠癌组织中表达情况 

图1  DDR1在结肠癌细胞和组织中高表达 

2.2 稳定转染后结直肠癌细胞DDR1的蛋白表达水平变化 

使用DDR1敲低质粒及其对照质粒构建DDR1低表达

的稳转细胞株，通过Western blot实验进行验证且具有统计

学意义（见图2） 

 
图2  蛋白印迹实验检测稳定转染后结肠癌细胞的DDR1

蛋白表达 
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2.3 DDR1促进结肠癌细胞增殖 

通过细胞平板克隆形成实验检测细胞的增殖能力，结

果显示 DDR1 促进结肠癌细胞 DLD-1 和 SW480 增殖（图

3A）,且具有统计学意义（图 3B）。 

 
A：平板克隆形成实验检测结肠癌细胞增殖水平。B：结直肠癌细胞增殖

能力相对定量柱状图（P<0.05）。 

图3  DDR1促进结直肠癌细胞增值 

2.4 DDR1促进结肠癌细胞转移 

使用 Transwell 细胞体外迁移和侵袭实验进行检测，

结果显示 DDR1 促进结肠癌细胞 DLD-1 和 SW480 转移，

且具有统计学意义（图 4A-D）。 

 
A、C：Transwell 实验检测结肠癌细胞转移水平。B、D：结直肠癌细胞

转移能力相对定量柱状图（P<0.05）。 

图4  DDR1促进结直肠癌细胞转移 

2.5 DDR1低表达对结直肠癌细胞MEK-ERK信号通路的影

响 

使用蛋白印迹实验检测 DDR1 低表达后 MEK 和 ERK

蛋白磷酸化的表达水平, 与对照组相比, shDDR1 组 MEK

和 ERK 的蛋白表达水平明显升高（图 5A）。 

 
图 5  Western blot 检测 p-MEK1/2(S217/221) 

p-ERK(T202/Y204)的蛋白表达水平 

3 讨论 

盘状蛋白域受体(DDRs)是一类可与胶原结合并被其

激活的酪氨酸激酶受体,它们参与很多的生物学过程，如

细胞粘附、迁移、增殖和细胞外基质重构[11]。 

有研究表明在体外使用 siRNA靶向胶质瘤中的DDR1
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或 shRNA 靶向胰腺癌细胞株 DDR1 可抑制肿瘤细胞增殖
[12,13]；DDR1 抑制后会导致乳腺癌细胞和胶原治疗的霍奇

金淋巴瘤细胞的凋亡水平增加[14]。本实验研究发现与上述

一致，在结肠癌细胞 DLD-1 和 SW480 中使用 shRNA 低

表达 DDR1 能够抑制其增殖和转移，但是有研究结论与上

述研究结果相悖逆:DDR1 也可以抑制肿瘤细胞生长，在胶

原三维培养系统中，DDR1 通过诱导与促凋亡蛋白 BCL-2

相互作用的杀伤蛋白(BCL-2 interacting killer,BIK)促发腔

内乳腺癌细胞的凋亡[15]。综上可见 DDR1 在不同的肿瘤类

型和微环境中对肿瘤增殖和凋亡的影响不尽相同，所以关

于 DDR1 对细胞增殖和存活的影响是促进还是抑制目前

还存在较大的争议。 

当 DDR1 与胶原结合时，存在于 DDR1 酪氨酸激酶结

构域激活环中的特定酪氨酸残基会被磷酸化，激酶结构域

中被激活的酪氨酸可作为多个适配器蛋白的对接位点，如

含有 SH2 结构域的转化蛋白 1(Shc1)[16]、Nck2[17]、NF-kB[18]

等。此外，也有研究表明，某些蛋白与 DDR1 的结合不依

赖 DDR1 的磷酸化，如 DARPP32[19]、多巴胺、E-钙黏蛋

白、Syk、肾脑表达蛋白和 Par3/Par6 等[20]。本实验研究发

现 DDR1 对结肠癌细胞 DLD-1 和 SW480 增值转移的调控

可能不一定依赖于胶原蛋白的刺激。 

有关 DDR1 下游信号通路的报道有很多，在大肠癌中，

DDR1 通过与 Notch1 相互作用，从而促进 Hes1 和 Hey2

促存活蛋白的表达[21]。由于细胞背景的不同，胰腺癌细胞

中激活 DDR1 后可以和与整合素协同作用导致 JNK 通路

的激活，进而使 N-钙黏蛋白水平上调并促进 EMT 的发生
[22]，而在犬肾细胞中激活 DDR1 可以抑制 STAT1/3 信号和

下调 Cdc42 的表达来阻碍整合素介导的肿瘤细胞的转移，

进而稳定 E-钙黏蛋白并抑制 EMT 的发生[23]。DDR1 在血

管平滑肌细胞中可以激活 ERK 通路[24]，但是在肾小球系

膜细胞中则是抑制 ERK 通路的，而在乳腺癌中并不调节

ERK 通路[25],本实验研究发现 DDR1 在结肠癌细胞 DLD-1

和 SW480 中可以激活 MEK-ERK 通路。 

综上所述，本研究在细胞层面探究了 DDR1 对结肠癌

细胞增殖转移的影响。结果显示 DDR1 在结肠癌细胞和组

织中表达升高，且 DDR1 可能通过激活 MEK-ERK 通路促

进结直肠癌细胞侵袭。 
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