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Id1和 Id3协同诱导结肠癌SW620细胞EMT并影响其侵袭与迁移
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.
[摘 要] 目的：探讨分化抑制因子1基因（inhibitor of differentiation-1, Id1）和 Id3是否协同促进结肠癌SW620细胞EMT和细

胞的侵袭迁移能力及其可能的机制。方法：利用慢病毒载体构建 Idl和 Id3单或双基因敲减的结肠癌SW620细胞，实验分为 4

组：SW620-Sh-Id1组（转染 shRNA-Id1）、SW620-Sh-Id3组（转染 shRNA-Id3）、SW620-Sh-Id1-Id3组（共转染 shRNA-Id1和 shRNA-

Id3）、SW620-NC组（转染阴性空载慢病毒）。用 qPCR法和Western blotting法分别检测敲减效果，显微镜下观察稳定下调 Idl和

Id3后SW620细胞形态的变化，划痕愈合实验和Transwell小室法检测SW620细胞迁移和侵袭的变化，Western blotting检测EMT

标志分子及迁移、侵袭相关蛋白的表达。结果：成功构建了 Idl和 Id3单基因敲减与双基因敲减的结肠癌SW620细胞株。（1）Idl

和 Id3的敲除诱导SW620细胞形态由上皮样向间质样转变；（2）与对照组相比，SW620-Sh-Id1组和SW620-Sh-Id3组SW620细胞

侵袭和迁移的能力显著下降(均P<0.05)；SW620-Sh-Id1-Id3组细胞侵袭和迁移的能力较SW620-Sh-Id1组和SW620-Sh-Id3组也明

显下降(均P<0.05)；（3）与对照组相比，SW620-Sh-Id1组和SW620-Sh-Id3组β-catenin、snail1及MMP2蛋白表达降低，上皮黏蛋白

及TIMP2蛋白表达增高(均P<0.05)；SW620-Sh-Id1-Id3组与SW620-Sh-Id1组和SW620-Sh-Id3组相比，β-catenin、snail1及MMP2

蛋白表达也下降，同时上皮钙黏蛋白及TIMP2蛋白表达也增高(均P<0.05)。结论：Id1和 Id3可能通过诱导EMT协同影响结肠癌

SW620细胞侵袭与迁移的能力。
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Id1 and Id3 synergistically influence invasion and migration of colon cancer
SW620 cells by inducing EMT
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[Abstract] Objective: To investigate whether inhibitor of differentiation 1 gene (Id1) and Id3 gene can synergistically promote epitheli-

al-mesenchymal transition (EMT), invasion and migration of colon cancer SW620 cells and to explore its underlying mechanisms.

Methods: The SW620 cell strain with Idl or Id3 gene knockdown and the SW620 cell strain with Id1/Id3 gene double-knockdown were

constructed by lentiviral vectors transfection. The SW620 cells were divided into four groups, which included SW620-Sh-Id1 group

(transfected with shRNA-Id1), SW620-Sh-Id3 group (transfected with shRNA-Id3), SW620-Sh-Id1-Id3 group (transfected with shRNA-

Id1 plus shRNA-Id3) and SW620-NC group (transfected with negative lentivirus). The efficiency of knockdown was detected by Real-

time qPCR and Western blotting. The influence of stable knockdown of Idl or Id3 on cell morphological change was observed under a

microscope. The changes of migration and invasion abilities of the SW620 cells were determined by wound healing assay and Tran-

swell assay. EMT, invasion and migration related proteins were measured by Western blotting. Results: The SW620 cell strains with Idl

and/or Id3 gene knockdown were successfully constructed. Idl and Id3 knockdown induced the epithelial-like to the mesenchymanl-like

transformation of SW620 cells. (1) Compared with the control group, the invasion and migration abilities of the SW620 cells were sig-

nificantly decreased in the SW620-Sh-Id1 group and SW620-Sh-Id3 group (all P<0.05). (2) Meanwhile, the invasion and migration abil-

ities in the SW620-Sh-Id1-Id3 group were obviously weaker than the SW620-Sh-Id1 group and SW620-Sh-Id3 group (all P<0.05). (3)
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Compared with the control group, the SW620-Sh-Id1 group and SW620-Sh-Id3 group had a reduction in the protein expressions of β-

catenin, snail1 and MMP2, and an increase in the protein expressions of E-cadherin and TIMP2 (all P<0.05). (4) Compared with the

SW620-Sh-Id1 group and SW620-Sh-Id3 group , the protein expressions of β-catenin, snail1 and MMP2 were reduced, and the protein

expressions of E-cadherin and TIMP2 were increased in the SW620-Sh-Id1-Id3 group (all P<0.05). Conclusion: Id1 and Id3 could syn-

ergistically influence invasion and migration of SW620 cells, possibly through inducing EMT.

[Key words] inhibitor of differentiation 1 gene (Id1); inhibitor of differentiation 3 gene (Id3); epithelial-mesenchymal transition

(EMT); colon cancer; SW620 cell; invasion; migration

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(10): 987-993. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.10.003]

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是全球三大常

见的恶性肿瘤之一，其发病率与病死率呈上升趋势，

严重威胁人类健康[1-2]。目前CRC患者5年生存率仍

然很低，暂无较好的方法控制肿瘤的进展，究其原因

在于肿瘤发生发展的确切机制还未完全阐明，因此

研究CRC侵袭转移的分子机制、寻找有效的治疗手

段尤为重要。近年来，分化抑制因子（inhibitor of dif-

ferentiation，Id）在肿瘤的侵袭及转移过程中的作用备

受关注。在小细胞肺癌[3]和前列腺癌[4]中 Id1和 Id3均

表现出协同促进血管生成并抑制细胞凋亡的作用，

提示 Idl和 Id3存在协同促癌的可能。EMT被认为是

肿瘤发展的重要的环节，细胞形态由上皮样向间质

样转变，细胞与细胞间黏附力减弱。EMT赋予细胞

更强的运动能力，使其能自由移动，更轻易能脱离癌

巢。课题组前期研究[5]已初步证明，Id1基因沉默表

达后可降低结肠癌HCT116细胞的增殖、侵袭能力，

同时 Id1参与HCT116细胞的EMT过程。本课题通

过单或双敲减 Idl和 Id3的表达，探索 Idl和 Id3是否共

同通过调控EMT的发生从而协同促进结肠癌SW480

细胞的侵袭与迁移。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

人结肠癌细胞株SW620购自上海细胞库。L-15培

养基、胎牛血清FBS购自美国Gibco公司。shRNA-Id1、

shRNA-Id3及阴性空载慢病毒购自上海吉凯基因化学

技术有限公司，逆转录试剂盒购自美国Promega公司，

引物购自北京梓熙生物科技有限公司，DyNAmo Flash

SYBR Green qPCR Kit、化学发光试剂盒购自美国

Thermo Fisher Scientific公司，BCA法蛋白定量试剂盒、

Matrigel 胶购自美国 Bio-Rad 公司，NC 膜购自美国

Amersham公司。一抗兔抗 β-actin 多克隆抗体、兔抗

E-cadherin单克隆抗体、兔抗snail1单克隆抗体，及二抗

辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔抗体和马抗鼠抗

体购自美国Cell Signaling公司，一抗兔抗 Id1和 Id3多

克隆抗体、鼠抗β-catenin单克隆抗体、兔抗MMP2多克

隆抗体、兔抗TIMP2多克隆抗体购自美国Santa Cruz公

司，纤连蛋白购自美国Millpore公司。Transwell小室购

自美国Corning公司。

1.2 细胞培养及慢病毒感染

SW620细胞采用含10%胎牛血清的L-15培养基，

于5%CO2、37 ℃培养箱培养，传代1次/3 d。将SW620

细胞分为4组：SW620-Sh-Id1组（单敲减 Id1）、SW620-

Sh-Id3组（单敲减Id3）、SW620-Sh-Id1-Id3组（双敲减Id1

和 Id3）、SW620-NC组（对照组）。取SW620细胞接种

于6孔板（3×105个/孔），每组均接种4个平行孔。24 h后

细胞贴壁，SW620-Sh-Id1组、SW620-Sh-Id3组、SW620-

Sh-Id1- Id3 组、SW620-NC 组分别加入 shRNA-Id1、

shRNA-Id3、shRNA-Id1+shRNA-Id3、阴性对照病毒液，

慢病毒感染 12 h 后，更换为新鲜的 L-15 培养基（含

10%FBS），继续培养48 h后更换为含1.5 µg/ml嘌呤霉

素的L-15培养基（含10%FBS）筛选细胞，每3 d更换一

次新鲜的嘌呤霉素抗性培养基。

1.3 qPCR 检测敲减 Id1 和 Id3 对 SW620 细胞 Idl 和

Id3 mRNA表达的影响

收集稳定单、双敲减 Id1和 Id3的细胞以及对照组

4组细胞，用TRIzol法提取各组细胞总RNA，并根据逆

转录试剂盒逆转录合成cDNA。PCR引物序列：Id1上

游为5'-GTAAACGTGCTGCTCTACGACATGA-3'，下游

为5'-AGCTCCAACTGAAGGTCCCTGA-3'；Id3上游为

5' - AGCCAGGTGGAAATCCTAC - 3'，下 游 为 5' -

AAGCTCCTTTTGTCGTTGG-3'；以β-actin作为参照，

上游为5'-TGGCACCACACCTTCTACA- 3'，下游为5'-

AGCACAGCCTGGATAGCA-3'。PCR反应用DyNAmo

Flash SYBR Green qPCR Kit试剂盒，qPCR反应条件：

95 ℃ 15 min；95 ℃ 15 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 s，进行40个

循环；55 ℃ 1 s，40℃ 1 min。用2−△△Ct值表示 Id1和 Id3

mRNA的相对表达量。实验重复5次。

1.4 Western blotting检测敲减 Id1和 Id3对SW620细

胞EMT及迁移侵袭相关蛋白表达的影响

收集稳定单、双敲减 Id1和 Id3的SW620细胞以

及对照组细胞，用裂解液裂解，冰上孵育15 min，提取

细胞总蛋白。用BCA法进行蛋白定量，每组取25 µg裂

解蛋白进行凝胶电泳，电转至NC膜。用 5% BSA封闭

液室温封闭 1 h，加一抗（稀释比例 1∶500，1∶1 000）

4 ℃过夜，用TBST 洗 3 次后加二抗（稀释比例1∶
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1 000），室温孵育 2 h后，TBST洗 3次。使用化学发

光试剂盒显影，采用 Image Lab 4.1凝胶图像分析软

件分析灰度值，以目的蛋白条带与 β-actin条带灰度

值比值表示各目的蛋白相对表达水平。实验重复 5

次。

1.5 敲减 Id1和 Id3细胞的形态学观察与分析

胰酶消化 4组 SW620细胞，分别用L-15培养基

（含10%FBS）调整细胞密度至4×105个/ml，取2 ml接

种于 6孔板，24 h细胞贴壁后，在光学显微镜下观察

细胞形态并拍照。

1.6 划痕愈合实验检测敲减 Idl和 Id3对SW620细胞

迁移的影响

胰酶消化4组SW620细胞，分别用L-15培养基（含

10%FBS）调整密度至6×105个/孔接种到6孔板，每组设

置3个复孔，24 h后细胞贴壁并铺满，用10 µl枪头在孔

中央划出一道均匀的痕，用PBS洗去悬浮的细胞，加入

无血清培养基L-15继续培养48 h，在划痕0、48 h显微

镜下拍照观察划痕愈合情况。实验重复5次。

1.7 Transwell 小室法检测敲减 Idl 和 Id3 对 SW620

细胞迁移的影响

将Transwell小室置于24孔板中，吸取10 µl纤连蛋

白（1 mg/ml）均匀涂抹在下室膜上，置于37 ℃孵箱中孵

育4 h。胰酶消化4组SW620细胞，分别用无血清培养

基L-15调整至密度为1×106个/ml的细胞悬液，取100

µl加至上室中，下室为600 µl含20%FBS的L-15培养基

液，每组设置3个复孔。置于37 ℃孵箱中孵育48 h后，

取出Transwell小室，擦去膜上层细胞，PBS轻轻冲洗2

次，甲醇固定30 min，室温晾干后，0.1%结晶紫染液600

µl/孔，染色20 min。弃染液，双蒸水润洗2次。在显微

镜下（×200）随机选5个不同的视野计数穿膜细胞数，取

平均值。实验重复5次。

1.8 Transwell 小室法检测敲减 Idl 和 Id3 对 SW620

细胞侵袭的影响

取200 µl Matrigel原液用300 µl无血清培养基L-15

稀释。取100 µl稀释后的Matrigel加至Transwell小室

的上室中，置于37℃孵箱中孵育2 h使Matrigel凝固。

余下步骤与Transwell迁移实验相同。实验重复5次。

1.9 统计学处理

采用SPSS 18.0统计学软件分析，计量数据用 x̄±s

表示，组间比较采用 t检验。以P<0.05或P<0.01表示

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 建成 Idl和 Id3单或双基因敲减的SW620细胞株

慢病毒感染的 SW620 细胞经嘌呤霉素筛选 3

周后，荧光显微镜 下 观 察 感 染 效 率（图 1A）显

示，4 组（SW620-NC、SW620-Sh-Id1、SW620-Sh-Id3

及SW620-Sh-Id1-Id3）细胞表达绿荧光率均达90%以

上，提示慢病毒成功感染SW480细胞。

qPCR检测结果（图1B）表明，与SW620-NC组相

比，SW620-Sh-Id1、SW620-Sh-Id1-Id3 组细胞的 Id1

mRNA 表达水平均下降（t=28.78，30.55，均 P<0.05)，

SW620-Sh-Id3、SW620-Sh-Id1-Id3组细胞的 Id3 mRNA

表达水平均下降（t=25.90，24.37，均P<0.05)。

Western blotting检测结果（图 1C）表明，SW620-

Sh-Id1及SW620-Sh-Id1-Id3组细胞的 Id1蛋白表达水

平均低于 SW620-NC 组（t=26.39，32.67，均 P<0.05)，

SW620-Sh-Id3及 SW620-Sh-Id1-Id3组细胞的 Id3蛋

白表达水平均低于 SW620-NC组（t=38.89，37.48，均

P<0.05)。

2.2 Idl和 Id3诱导SW620细胞形态由上皮样向间质

样转变

显微镜下观察稳定的 Idl和 Id3单、双基因敲减

的SW620细胞株（图2）发现，SW620-NC对照组细胞

形态多呈现长梭状，与之相比，Idl和 Id3分别敲减后

SW620-Sh-Id1、SW620-Sh-Id3组约 70%的细胞形态

变的较圆且细胞间隙变小，而双敲减SW620-Sh-Id1-

Id3组较单敲减SW620-Sh-Id1、SW620-Sh-Id3组更多

的细胞都转变为卵圆形，呈现上皮样的极性特征。

2.3 双敲减 Idl和 Id3协同抑制SW620细胞的迁移和

侵袭

划痕愈合实验结果（图 3A）显示，48 h后，单敲

减 SW620-Sh-Id1组和 SW620-Sh-Id3组细胞划痕愈

合能力低于 SW620-NC 细胞组 (t=6.24，5.00，均 P<

0.05)，Idl和 Id3双敲减的SW620-Sh-Id1-Id3组较单敲

减组细胞划痕愈合能力变弱更加明显(t=6.63，7.31，

均 P<0.05)。Transwell 迁移（图 3B）与侵袭实验（图

3C）结果显示，与SW620-NC组相比，单敲减SW620-

Sh-Id1组和SW620-Sh-Id3组细胞穿膜的细胞数均减

少(t=7.29，7.91，均P<0.05；t=5.52，3.68，均P<0.05)，双

敲减SW620-Sh-Id1-Id3组较单敲减SW620-Sh-Id1组

和SW620-Sh-Id3组细胞穿膜数更少(t=5.50，4.06，均

P<0.05；t=3.89，8.05，均 P<0.05)。以上结果表明，双

敲减 Idl和 Id3对SW620细胞的迁移和侵袭能力都具

有协同抑制作用。

2.4 Idl和 Id3对 SW620细胞EMT及迁移侵袭相关

蛋白的影响

Western blotting检测结果（图4）显示，相比于对

照组,单敲减SW620-Sh-Id1和SW620-Sh-Id3组的 β-

catenin、snail1 及 MMP2 蛋 白 表 达 降 低 (t=17.89，

53.69，20.90，均 P<0.05；t=20.03，40.00，17.84，均 P<

0.05)，同时上皮钙黏蛋白及TIMP2蛋白表达增高(t=
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17.33，30.23，均 P<0.05；t=26.83，29.79，均 P<0.05)。

双敲减 SW620-Sh-Id1 - Id3 组对 β - catenin、snail1 和

MMP2蛋白表达的下调作用(t=10.30，18.97，16.97，均

P<0.05；t=14.85，22.90，21.21，均P<0.05)，及对上皮钙

黏蛋白和TIMP2蛋白表达的上调作用明显强于单敲

减 SW620-Sh-Id1 组和 SW620 - Sh - Id3 组 (t=9.90，

17.45，均P<0.05；t=10.00，11.17，均P<0.05)。

*P<0.05 vs SW620-NC group

A: Expression of GFP in the SW620 cells under fluorescence microscope (×200); B: Expression of Id1 and Id3 mRNA in the SW620

cells; C: Expression of Id1 and Id3 protein in the SW620 cells

图1 成功构建 Id1和 Id3单或双基因敲减的SW620细胞株

Fig.1 The SW480 cell strain with Id1 and Id3 gene knockdown was successfully constructed

3 讨 论

CRC是预后与转归最差的恶性肿瘤之一，发生

远处转移的晚期CRC患者5年生存率仅为12%[6]，阐

明CRC发生转移的机制，是提高患者生存率的重要

手段。Id分子在肿瘤的侵袭及转移中发挥的作用越

来越受到关注，Id基因表达产物属于碱性螺旋-环-螺

旋(basic helix-loop-helix,bHLH)转录因子家族，由于

Id分子缺少与DNA结合必需的碱性区[7]，使其成为

负性调控类 bHLH转录因子。Id1和 Id3基因同属分

化抑制因子家族，分别定位于 20q1和 1p36号染色体

上[8]，分子质量均在 13 000~20 000之间[9]。Id1和 Id3

与 bHLH结合成异二聚体后阻碍其与靶基因上的E-

box基因序列结合，从而阻断细胞的分化进程，促进
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细胞增殖。由于结构上互不干扰，功能上有诸多重

叠效应，当 Id1和 Id3在同一细胞中同时高表达时即

可能产生协同效应。Id1和 Id3在乳腺癌[10]、胃腺癌[11]

等多种恶性肿瘤中高表达，同时促进了肿瘤细胞的

转移。

图2 显微镜下观察稳定下调 Id1和 Id3后细胞形态的改变(×200)

Fig.2 Influence of stable knockdown of Id1 and Id3 on cell morphological change under a microscope (×200)

*P<0.05 vs SW620-NC group; △P<0.05 vs SW620-Sh-Id1 or SW620-Sh-Id3 group

A: Wound healing assay; B: Transwell migration assay; C: Transwell invasion assay

图3 Id1和 Id3单或双基因敲减协同抑制SW620细胞的迁移和侵袭(×200)

Fig.3 Id1 and Id3 single or double-knockdown synergistically inhibited the migration and invasion of SW620 cells (×200)
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*P<0.05 vs SW620-NC group
△P<0.05 vs SW620-Sh-Id1 or SW620-Sh-Id3 group

图4 Id1和 Id3对SW620细胞中EMT及迁移和

侵袭相关蛋白表达的影响

Fig.4 Effects of Id1 and Id3 on the expressions of EMT, mi-

gration and invasion related proteins in the SW620 cells

EMT是肿瘤侵袭和转移的早期事件，有学者[12]

认为 EMT 是 CRC 发生侵袭与转移的重要环节。

TELLEZ等[13]对肺上皮细胞形态学观察发现，细胞发

生 EMT，细胞形态向长梭形转变，细胞间黏附性减

弱，细胞获得更强的迁移能力。本研究构建了稳定

单敲减和双敲减 Idl和 Id3的结肠癌 SW620细胞株。

显微镜下观察所见，Idl和 Id3低表达时 SW620细胞

呈卵圆形上皮样形态，细胞排列紧密，而 Idl和 Id3高

表达时SW620细胞呈长梭形间质样，细胞间隙较大。

根据以上结果推断，Idl和 Id3皆参与了EMT形态学

改变，Idl和 Id3高表达时 SW620细胞形态更易于脱

离细胞团自由移动。

EMT的过程伴随上皮标志物上皮钙黏蛋白表达

水平下调[14]，以及间质标志物β-连环素（β-catenin）表

达水平上调[15]，Id分子可以显著抑制上皮钙黏蛋白活

性，主要通过抑制转录起始位点上游1281~1286位的

E-box活性发挥转录调控作用[16]。另一间质标志物

snail，既是EMT的活化分子，又是上皮钙黏蛋白的转

录抑制子。ELLOUL等[17]证实，在卵巢癌中 snail与

SIP1竞争性结合上皮钙黏蛋白基因启动子近端的E-

box序列，当 snail表达增加时，进一降低了上皮钙黏

蛋白的表达。本课题组前期研究[5]发现，在结肠癌

HCT116细胞中靶向敲低 Id1基因后，snail的mRNA

和蛋白表达水平均随之下调，推测 Id1的表达与 snail

的表达呈正相关关系。同时有研究[18]指出，Id1使甲

状腺癌细胞由上皮表型向间质表型转化，本实验结

果与此报道相符，Western blotting检测显示 Id1和 Id3

单或双敲减时，由于 EMT 逆转，间质标志物 β -

catenin、snail表达下调，上皮标志物上皮钙黏蛋白表

达上调，说明 Id1和 Id3正调控间质标志物的表达，负

调控上皮标志物的表达，双敲减比单敲减作用更显

著。结合形态学观察进一步推测，Id1和 Id3在结肠

癌SW620细胞中可协同诱导EMT。

肿瘤侵袭转移的过程常伴随侵袭转移相关蛋白

表达水平的改变。肿瘤开始转移首先必须要通过细

胞外基质的破坏这一关键的过程。MMP属于降解细

胞外基质的主要酶类，MMP蛋白水解过程受到金属

蛋白酶组织抑制物（tissue inhibitor of metalloprotein-

ase, TIMP）的调节，细胞外基质的动态代谢取决于两

者表达水平的动态平衡[19]。CHO等[20]发现，在肝癌

细胞中沉默 Idl后可抑制MMP2的表达，同时抑制了

肿瘤的转移。本课题前期研究[5]同样发现，在结肠癌

HCT116细胞中沉默 Id1基因后MMP2的mRNA和蛋

白水平及其活性均下调。本实验结果也证实了这一

点，Id1和 Id3单基因敲减和双基因敲减组较于对照

组，MMP2的表达水平降低，TIMP2的表达水平升高，

并且双敲减比单敲减效果更显著。RADISKY等[21]发

现，MMPs水平升高诱导了乳腺上皮细胞EMT的发

生；何平等[22]在实验中证明了靶向敲低MMP2的表达

后阻碍了肝癌细胞 EMT 的发生。上述研究说明，

MMP2很有可能是EMT效应的上游调控分子，Idl和

Id3可以协同上调MMP2的表达，从而诱导了EMT的

发生，伴随细胞外基质的降解使肿瘤细胞更易于转

移。结合划痕实验和Transwell实验结果，再次验证

Idl和 Id3能协同增强结肠癌SW620细胞侵袭和迁移

的能力。

综上所述，Idl和 Id3协同促进了 SW620细胞的

侵袭和迁移，可能通过诱导EMT发挥作用。如果靶

向共敲减 Idl和 Id3，可对CRC的发展与转移起到一

定的抑制作用。但 Idl和 Id3对CRC具体的作用机制

以及参与的信号通路还需要更加深入的研究。
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