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盘状结构域受体 渊discoidin domain receptor,
DDR冤 属于酪氨酸激酶家族受体袁 由两个成员
DDR1和 DDR2组成遥 DDR1基因位于人 6号染色

体的 p臂渊6p21.3冤袁其同源基因 DDR2位于 1号染
色体的 q 臂渊1q23.3冤遥 它们由与配体相互作用的
细胞外结构域尧 跨膜区和通过激酶结构域传递信
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揖摘要铱 目的 探究 DDR1促进胃癌细胞迁移侵袭的作用机制遥 方法 通过慢病毒转染法构建

SNU719 细胞 DDR1 过表达稳转株袁 嘌呤霉素药筛后使用 RT-qPCR 和蛋白印迹法进行稳转效果验
证遥 利用 Transwell小室实验对比 DDR1 过表达细胞株和对照组细胞的迁移侵袭能力袁 通过 Western
Blot 和抑制剂探究 DDR1 过表达对 SNU719 下游信号通路的影响遥 结果 RT-qPCR 和蛋白印迹结
果显示在 SNU719过表达组细胞株中袁DDR1在 mRNA水平和蛋白水平均有明显的升高遥迁移侵袭实
验示袁 小室膜底面的过表达组 SNU719 细胞数量均显著高于对照组遥 Western Blot 结果表明过表达
DDR1组 SNU719核内 B-catenin 含量明显增加袁而 NF-资B抑制剂亦明显抑制 DDR1 过表达组细胞的
迁移侵袭能力遥 结论 DDR1通过上调 NF-资B通路促进胃癌细胞的迁移侵袭遥

揖关键词铱 DDR1曰 胃癌曰 转移曰 NF-资B

DDR1 promotes the migration and invasion of gastric cancer cell by up-regulation of NF-资B pathway
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揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 To explore the mechanism underlying that DDR1 promotes the metastasis
ability of gastric cancer cell line SNU719. Methods The DDR1 overexpression stable strain of SNU719
cells was constructed by lentiviral transfection and verified by RT-PCR and Western blotting after puromycin
selection. Transwell chamber assay was used to compare the migration and invasion abilities of DDR1 overex鄄
pressing cells and control cells. The effects of DDR1 overexpression on the downstream signaling pathway of
SNU719 were determined by Western Blot and inhibitors. Results RT-PCR and Western blot showed that
DDR1 significantly increased in mRNA and protein levels in SNU719 overexpressing cell line. The migra鄄
tion and invasion assay showed that the number of SNU719 cells in the DDR1 group on the bottom of the
small chamber membrane was significantly higher than that in the control group. The results of Western blot
suggested that the content of b -catenin in SNU719 nucleus of over expressed DDR1 group increased sig鄄
nificantly, and NF-kB inhibitor also decreased the migration and invasion ability of cells in over expressed
DDR1 group. Conclusions DDR1 promotes the migration and invasion of gastric cancer cells by up-
regulating the NF-资B pathway.
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号的细胞质内结构域组成咱1暂遥 DDR1可与 I尧II尧III尧
IV 型胶原结合袁对 X 型胶原则亲和力较低咱2暂遥 对
于大多数酪氨酸激酶家族受体而言袁 酪氨酸残基
的磷酸化激活发生在配体结合的几秒钟内袁 随后
是由去磷酸化或者受体/配体内化降解所导致的
活性的快速下调咱3暂遥 而 DDR1 的磷酸化发生在同
胶原结合后几分钟到几小时内发生袁 并可持续数
天而没有明显的减弱遥 因此袁胶原蛋白与 DDR1结
合的反应是持续尧缓慢的袁而不是通过酪氨酸激酶
家族受体的信号传递相关的急性尧 快速反应 咱4暂遥
DDR1 主要表达于上皮细胞袁平滑肌细胞尧成纤维
细胞尧 少突胶质细胞和巨噬细胞袁 且 DDR1 与肾
脏尧 肝脏尧 肺组织的纤维化病变有关 咱5暂遥 此外袁
DDR1在多种肿瘤中均有表达袁如肺癌尧乳腺癌尧脑
瘤尧卵巢癌尧食管癌尧头颈部肿瘤尧肝癌等袁其高表
达与肿瘤预后不良密切相关咱6-9暂遥 但是关于 DDR1
激酶激活和信号传导的机制知之甚少遥 本文通过
探索 DDR1 在胃癌 SNU719 细胞株中的发挥的作
用袁探究其下游的相关信号通路袁为进一步寻找胃
癌早期诊断和和放化疗的新靶点提供新思路遥
1 材料与方法

1.1 细胞培养与稳转细胞株的构建 胃癌细胞

SNU719 用含 10%胎牛血清及青链霉素渊青霉素
100U/ml袁 链霉素 0.1 mg/ml冤 的 DMEM 培养基培
养袁并置于 37益袁5% CO2饱和湿度的培养箱内袁约
2-3 天换液袁使用 0.25%的胰酶消化细胞袁每周传
代 2-3 次遥 将 SNU719 细胞铺种 24 孔内过夜后袁
加入 10 ug/ml 的 polybrene 的完全培养基袁按照说
明书添加相应的病毒溶液袁 培养箱中继续培养 12
小时更换为新鲜培养基遥 转染 72 小时后观察荧
光袁 并更换为含 3 ug/ml 嘌呤霉素的培养基进行
药筛袁2 周后对细胞进行 QPCR 和 Western Blot 的
检测遥
1.2 实时荧光定量 PCR Trizol 法提取细胞总
RNA袁取 RNA于紫外分光光度计下测其浓度及纯
度袁 将配制好的反转录体系加入 RT-PCR 仪中进
行反应渊37益 15 min-85益 5 s冤袁得到 cDNA后行实
时荧光定量 PCR遥 使用的反应体系为 SYBR 5 ul袁
引物各 0.4 ul袁cDNA1 ul袁无酶水 3.2 ul遥 反应步骤
为 95益 10 min曰95益 15 s袁60益 1 min袁 共 40 个循
环遥 每个样设 3个复孔袁记录各孔 Ct值袁以 茁-Actin
为内参袁 引物序列为 5'-AGAAAATCTGGCACCA

CACC-3'渊上游冤袁5'-CATCTT- TGCTGAAGTCC-3'
渊下游冤袁DDR1 引物序列为 5'-AAGGGACATTTTG
ATCCTGCC-3' 渊上游冤5'-CCTTGGGAAACACCGA
CCC-3'袁采用 2-吟吟Ct法计算基因表达水平遥
1.3 Western Blot 胃癌细胞株传代种于六孔板

内袁待其汇合率至 80~90%时收样遥 预冷 PBS水迅
速洗三次后袁加入预制的含蛋白酶抑制剂袁磷酸酶
抑制剂和 PMSF 的蛋白提取液袁 冰上裂解 30 min
后收集至 EP管离心保存袁BCA法测定样品浓度后
100 摄氏度加热 10 min 变性遥 根据所测定浓度计
算上样体积袁以每孔 30 ug 蛋白上样袁在凝胶和相
应的装置内进行电泳渊90V袁30 min曰110V袁90 min冤
和转膜 渊110V袁60 min冤遥 5%脱脂牛奶室温封闭 1
小时后袁将膜放入一抗稀释液渊稀释比例依据说明
书冤后置于 4益摇床过夜袁TBST溶液浸洗后加入相
应二抗袁室温孵育 2 h 后袁使用发光液进行曝光并
拍照遥
1.4 细胞侵袭迁移实验 将基质胶从-20益取
出袁置于 4益冰箱内融化袁将基质胶与无血清培养
液按 1:10 比例稀释后冰上备用遥 在无菌操作箱
内袁将 Transwell 小室置于预冷的 24 孔板内袁用预
冷的枪头吸取 200 ul稀释后的基质胶溶液均匀包
被于 Transwell小室底部膜上袁注意避免产生气泡袁
于细胞培养箱内孵育 30 min袁 基质胶凝固后袁向
24孔板内加入 500 ul含 15%FBS的培养液遥 将各
组细胞消化袁收集袁离心袁用含 3%FBS 的培养基制
成悬液袁调整细胞密度为 5X104/100 ul袁接种于小
室内袁36 h 后取出小室袁吸尽培养基后迅速用预冷
PBS洗 3遍袁 并加入 4%多聚甲醛溶液固定 10 min袁
PBS 洗净后加入 1%结晶紫溶液染色 20 min袁PBS
漂洗 2-3 次后用棉签擦除上室面的细胞袁 于室温
晾干后置于显微镜下观察并拍照袁随机选取 5个视
野袁计数平均每个视野的细胞数袁每组细胞设 3个复
孔遥 Transwell迁移实验除无需铺胶外袁其余同上遥
1.5 统 计 分 析 采 用 SPSS13.0 统 计 软 件
渊SPSSInc袁Chicago袁US冤进行统计分析袁定量数据结
果用 3次实验的均数依标准差表示袁P<0.05渊双侧冤为
有统计学意义遥 两独立样本连续变量采用 t检验检
验袁多组连续变量采用单因素方差分析法检测遥
2 结果

2.1 构建 DDR1过表达的胃癌细胞株 SNU719 利

用复能公司设计的 DDR1 过表达慢病毒转染
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MKN45袁 药筛 2周后观察对照组和实验组细胞荧
光情况袁 并利用 QPCR和 Western Blot检测 DDR1
的 mRNA 和蛋白质表达变化情况遥 结果显示袁在
SNU719细胞中袁过表达 DDR1分子效果良好遥 渊图
1A-C冤
2.2 过表达 DDR1 可以促进胃癌细胞 SNU719 的
迁移侵袭能力 我们利用构建好的 SNU719Vector
和 SNU719DDR1 细胞株分别于 Transwell 小室内
进行细胞迁移和侵袭实验袁 将迁移和侵袭的细胞
固定染色袁 于显微镜下拍照并计数袁 研究结果表
明袁过表达 DDR1的 SNU719细胞相对于对照组细
胞分布于小室外侧面数量明显增多袁 差异具有统
计学意义袁表明其体外迁移和侵袭能力明显增强遥
渊图 2冤
2.3 DDR1通过 NF-资B信号通路调控 SNU719 的
迁移和侵袭 我们猜想 NF-资B 通路是胶原配体
刺激 DDR1 后的重要下游通路袁 且该通路在肿瘤
炎症及转移中发挥重要作用遥 为了验证该通路是
否介导过表达 DDR1 在 SNU719 细胞中的促迁移
和侵袭的作用袁 我们利用免疫印迹的方法发现过
表达 DDR1袁细胞核内 b-catenin 表达渊图 3A冤袁并

且利用 NF-资B 通路抑制剂作用于稳转株细胞后袁
SNU719DDR1 细胞的迁移侵袭能力明显下降 渊图
3B冤遥 上述结果表明袁DDR1 确实通过 NF-kb 通路
调控胃癌细胞 SNU719的迁移和侵袭遥
3 讨论

转移是指肿瘤细胞获得侵袭表型的能力并扩

散到远处器官袁是癌症的一个基本特征遥这种恶性
表型的获得伴随着肿瘤细胞与以细胞外基质

渊extracellular matrix, ECM冤为主的微环境生理作用
的破坏遥ECM中最主要的组成部分是 28种不同类
型的胶原袁 它们不仅组成了脊柱动物中的支撑蛋
白袁还可结合细胞表面特定的受体袁激活相关的信
号通路活动咱10暂遥 盘状结构域受体就是胶原蛋白最
重要的受体之一遥 由于 DDRs 可作为致癌和抗肿
瘤受体袁 并且它们的作用高度依赖于癌症的类型
和阶段袁具体作用机制复杂且尚未明晰咱11暂遥 DDR1
已被发现高表达在侵袭性肿瘤中袁 并作为细胞侵
袭和肿瘤转移的调节因子遥 本研究通过慢病毒转
染在 SNU719胃癌细胞株中过表达 DDR1 分子袁证
明了 DDR1 过表达促进肿瘤细胞的迁移和侵袭袁

图 1 构建 SNU719DDR1过表达稳转株

图 2 过表达 DDR1可以促进胃癌细胞 SNU719的转移能力
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图 3 NF-资B通路介导调控 DDR1在 SNU719细胞的促迁移作用
进一步巩固了 DDR1的促癌作用理论遥

Juin 等人研究显示 DDR1 对于线性侵入体的
形成以及肿瘤细胞在胶原丰富微环境中的侵袭活

动是至关重要的 咱8暂袁 并且该活动不需要胶原-
DDR1的激酶活性遥其具体机制可能为胶原依赖于
DDR1 激活 Rho-GTP酶 CDC4袁 且 Cdc412 特异性
鸟嘌呤核苷酸交换因子-Tuba 在该过程中起到重
要作用遥 除了介导直接胶原依赖性信号袁DDRs还
可以调节由其他基质受体渊例如袁整合素冤尧细胞因
子渊例如袁TGF-茁冤和跨膜受体渊例如袁胰岛素受体
和 Notch1冤启动的信号传导途径咱12暂遥 NF-资B 通路
可以调节多种与肿瘤转移表型相关的细胞因子和

黏附分子等蛋白的表达袁如金属基质蛋白酶袁白介
素 8袁尿激酶型纤溶酶原活化因子等咱13, 14暂遥 本研究
通过蛋白印迹和抑制剂实验进一步证实 NF-资B
通路作为 DDR1 重要的下游通路袁 在肿瘤细胞的
迁移和侵袭表型中发挥重要的作用遥诚然袁本研究
结果局限于单一细胞株的体外实验袁 进一步的研
究可增加其他细胞株的 DDR1 的敲低功能学和机
制研究袁有待动物实验进一步完善得出结论袁为胃
癌临床治疗提供新靶点建立坚实的理论基础遥
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1. 统计学研究设计院应交代统计研究设计的名称和主要做法遥 如调查设计渊分为前瞻性尧回顾性或横断面调查研究冤曰
实验设计渊应交代具体的设计类型袁如自身配对设计尧成组设计尧交叉设计尧析因设计尧正交设计等冤曰临床试验设计渊应交代
属于第几期临床试验袁采用了何种盲法等冤遥 主要做法应围绕 4个原则院随机尧对照尧重复尧均衡进行概要说明袁尤其要交代
如何控制重要非试验因素的干扰和影响遥

2. 资料的表达与描述院用(曾依泽)表达近似正态分布的定量资料袁用 M渊QR冤表达呈偏态分布的定量资料曰用统计表时袁要
合理安排纵横标目袁并将数据的意义表达清楚袁可使用表注在表格下方进行详细说明曰用统计图时袁所用统计图的类型应
与资料性质相匹配袁并使数轴上的刻度值的标法符合数学原则袁可使用图注进行必要的说明曰用相对数时袁分母不宜少于
20袁要注意区分百分率和百分比遥

3. 统计分析方法的选择院对于定量资料袁应根据所采用的设计类型尧资料条件和分析目的袁选择合适的统计方法袁不能
盲目套用 t检验和单因素方差分析曰对于定性资料袁应根据所采用的设计类型尧定性变量的性质和频数所具备的条件以及
分析目的袁选择合适的统计分析方法袁不能盲目套用 字2检验遥对于回归分析袁应结合专业知识和散布图袁选用合适的回归类
型袁不能盲目套用简单直线回归分析袁对于具有重复实验数据的回归分析资料袁不应简单化处理曰对于多因素袁多指标资
料袁要在一元分析的基础上袁尽可能运用多元统计分析方法袁以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全
面和合理的解释和评价遥

4. 统计结果的解释和表达院当 P<0.05 或 P<0.01 时应说明对比组之间的差异有统计学意义袁而不应说对比组之间具
有显著性渊或非常显著性冤的差别曰应写明所用统计分析方法的具体名称渊如院成组设计资料的 t 检验尧两因素析因设计资
料的方差分析尧多个均数之间的两两比较的 q 检验等冤袁统计量的具体值渊如 t=3.12袁字2=4.36袁F=6.86等冤应尽可能给出具体
的 P值渊如 P=0.012冤曰当涉及到总体参数渊如总体均数尧总体率等冤时袁在给出显著性检验结果的同时袁再给出 95%可信区
间遥
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