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乙醇通过促进上皮间质转化增强结直肠癌细胞的侵袭转移能力
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　　［摘要］　目的　研究乙醇对结直肠癌细胞 ＨＴ２９、ＳＷ４８０增殖、侵袭迁移能力的影响，并探讨其作
用机制。方法 　利用ＣＣＫ８实验检测乙醇对ＨＴ２９和ＳＷ４８０细胞增殖活性的影响，采用相关分析得出
ＩＣ５０值，建立结直肠癌细胞株低浓度乙醇染毒模型；流式细胞术检测细胞周期分布，细胞划痕实验、
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞迁移、侵袭能力，流式细胞术检测细胞 ＲＯＳ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ｖｉｍｅｎｔｉｎ等上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关蛋白表
达情况，利用乙醛检测试剂盒检测乙醇作用下乙醛的浓度。结果　 乙醇对ＨＴ２９、ＳＷ４８０细胞的ＩＣ５０值
分别为４３６、４２４ｍｍｏｌ／Ｌ；随着乙醇浓度的增大，处于Ｇ１期细胞的占比增大；细胞划痕实验结果显示，与
对照组相比，各浓度组乙醇处理后，ＨＴ２９、ＳＷ４８０细胞愈合百分比皆明显增加（Ｐ＜０．０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
显示，在无基质胶和有基质胶条件下，乙醇处理皆能显著增加 ＨＴ２９、ＳＷ４８０细胞穿透小室的细胞数量
（Ｐ＜０．０５）。进一步实验结果显示，乙醇能明显增加 ＨＴ２９、ＳＷ４８０细胞内的 ＲＯＳ水平（Ｐ＜０．０５）；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示乙醇作用后 ＨＴ２９、ＳＷ４８０细胞内 ＥＭＴ相关蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达显著降低，
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达明显增加（Ｐ＜０．０５）；乙醇浓度的升高，细胞中乙醛浓度随之增大。结论　
乙醇可能通过ＲＯＳ介导ＥＭＴ途径增强结直肠癌细胞的侵袭迁移能力。
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是全球发病率
排第３，病死率排第２的恶性肿瘤。据估计，２０１８年结
直肠癌的新发病例数约为 １８０万，死亡病例约为
８８万［１］。在中国，随着经济的发展及人们生活方式的

改变，ＣＲＣ发病率及病死率不断上升，造成了严重的
疾病负担。近年来，尽管在结直肠癌的治疗方面取得

很大进展，但晚期和转移性结直肠癌患者总生存率的

改善并不明显，转移及复发是造成结直肠癌患者死亡

的一大原因［２］。大量的流行病学研究提示，饮酒不仅

会造成癌症的发病率增高，对于已经患癌的患者，饮酒

还会促进癌症的发展，增加治疗难度，但具体机制尚不

清楚［３］。

　　乙醛作为乙醇代谢的中间产物，具有很高的致畸、
致癌、致突变毒性，乙醛的致癌作用主要可通过与

ＤＮＡ形成加合物，阻断ＤＮＡ的甲基化过程，阻断ＤＮＡ
的修复，课题组前期的研究发现作为ＤＮＡ损伤修复方
式之一的同源重组修复与结直肠癌的发生具有关联

性［４］。上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）过程的激活，通过导致细胞极性的丧失、细
胞与细胞间连接的破坏、基底膜的降解以及细胞外基

质的重组等在肿瘤侵袭转移及恶性进展中起着重要作

用［５］，而各种内外因素导致的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）增加及氧化应激异常激活等多种因素
与ＥＭＴ激活密切相关［６－７］。由于酒精在人体的代谢

过程中会产生大量 ＲＯＳ［８］，饮酒可能导致过量 ＲＯＳ
的累积和氧化应激并通过促进癌症细胞发生 ＥＭＴ而

促进ＣＲＣ等相关肿瘤的进展。近期研究表明，乙醇与
肝癌、乳腺癌等肿瘤细胞的侵袭转移增加有关［９－１０］，但

其是否影响结直肠癌细胞侵袭迁移能力及具体机制仍

有待明确。本研究拟通过建立 ＣＲＣ细胞体外乙醇作
用模型，研究乙醇对 ＣＲＣ细胞侵袭转移能力的影响，
并从ＥＭＴ角度探索乙醇促进ＣＲＣ侵袭转移作用的相
关机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＨＴ２９购于陆军军医大学基础医学院中心实验室，
ＳＷ４８０细胞购于美国 ＡＴＣＣ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基、
胰蛋白酶、ＰＢＳ缓冲液、青霉素／链霉素购于 Ｇｉｂｃｏ公
司，胎牛血清购于ＨｙＣｌｏｎｅ公司，细胞耗材购于中国海
狸Ｂｅａｖｅｒ公司，无水乙醇、乙醛检测试剂盒购于 Ｓｉｇｍａ
公司，ＣＣＫ８试剂购于日本东仁公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培
养小室、Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购于康宁（Ｃｏｒｎｉｎｇ）公司，碘化
丙啶／核糖核酸酶染色溶液、抗体染色缓冲液购于 ＢＤ
公司，ＤＣＦＨＤＡ探针购于南京建成公司，兔抗ＧＡＰＤＨ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ购自武汉三鹰公司，
ＨＲＰ标记山羊抗兔ＩｇＧ抗体购自上海碧云天公司。
１．２　细胞培养
　　人结直肠癌细胞 ＨＴ２９、ＳＷ４８０用含有 １０％ ＦＢＳ

的１６４０培养基，于３７℃、５％ＣＯ２的饱和湿度培养箱
中进行培养。
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１．３　结直肠癌细胞乙醇染毒模型的建立
　　为了防止乙醇挥发带来的影响，采用密闭容器的
方法来维持培养基中乙醇的浓度［１１］。将细胞接种于

细胞培养板，于３７℃培养２４ｈ待细胞贴壁后，加入含
有１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ缓冲液的含乙醇培养基，继续于
细胞培养箱中培养２４ｈ后进行后续实验。
１．４　ＣＣＫ８法检测细胞活性
　　取对数生长期细胞，按照 １×１０４／孔接种于 ９６孔
板。细胞贴壁后弃细胞原液，每孔分别加入含０、１００、
２００、４００、８００、１６００ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇的培养基１００μＬ，每
个浓度设置５个复孔。按照密闭染毒的方法，置于细
胞培养箱中继续培养，２４ｈ后每孔加入１０μＬＣＣＫ８
溶液于细胞培养箱孵育７５ｍｉｎ后，采用多功能酶标仪
检测４５０ｎｍ处的光密度值 Ｄ（４５０）。根据计算公式：
抑制率＝［（Ａｃ－Ａｓ）／（Ａｃ－Ａｂ）］×１００％［Ａｓ：实验孔
（含有细胞培养基、ＣＣＫ８、乙醇），Ａｃ：对照孔（含有细
胞培养基、ＣＣＫ８，不含乙醇），Ａｂ：空白孔（不含细胞
和乙醇的培养基、ＣＣＫ８）］。然后利用 ＧｒａｐｈＰａｄ软件
计算乙醇染毒的ＩＣ５０值。
１．５　细胞周期的检测
　　将细胞接种于 ６孔板，乙醇染毒 ２４ｈ。预冷的
ＰＢＳ洗涤细胞１次，将细胞消化收集在１．５ｍＬＥＰ管
中。用预冷的 ＰＢＳ清洗细胞 ３次，弃去上清后，逐滴
加入１ｍＬ于－２０℃预冷的７５％乙醇，涡旋混匀细胞，
置于４℃避光固定１８ｈ以上。２０００ｒ／ｍｉｎ离心细胞
５ｍｉｎ，弃去上清，清洗细胞２次，以去除残留的乙醇，
第１次清洗使用 ＰＢＳ，第２次清洗使用抗体染色缓冲
液。离心去除染色液后，向收集的细胞中加入５００μＬ
ＰＩ／ＲＮａｓｅ染色液，室温避光孵育１５ｍｉｎ。上机前４℃
避光保存样品，并在１ｈ内上流式细胞仪检测。
１．６　细胞划痕实验　　
　　先用记号笔在６孔板背面均匀划横线，每条横线
大约相隔 ０．５ｃｍ，横穿过孔，每孔大约划 ５条横线。
将细胞接种于６孔板中，于细胞培养箱中培养２４ｈ使
细胞的融合度达到９０％左右时，用１０μＬ移液器的枪
头沿培养板底部做“一”字划痕，划痕时以直尺定位，

尽量使划痕垂直于之前的横线。用 ＰＢＳ洗去悬浮细
胞，重新加入含１％ＦＢＳ的细胞培养基，于倒置显微镜
观察并拍照，继续置于细胞培养箱中进行培养，２４ｈ
后在同一位置拍照。迁移率＝（初始划痕面积－相应点
划痕面积）／初始划痕面积×１００％。对照组与实验组
均设置３个平行样本。

１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　加Ｍａｔｒｉｇｅｌ检测细胞侵袭能力，不加Ｍａｔｒｉｇｅｌ检测
细胞迁移能力。具体操作：将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于
２４孔板中，用事先预冷的移液器在冰上用不含胎牛血
清的培养基将Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶按照１∶８稀释后加入到
小室中，室温下于通风橱中干燥２ｈ。将处于对数生长
期的细胞消化后，用无血清无抗生素的培养基制备成

细胞悬液，ＨＴ２９细胞按照１×１０６／孔、ＳＷ４８０细胞按照
１．５×１０５／孔接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室中，下室加入含
１０％ＦＢＳ的完全培养基，置于细胞培养箱待细胞贴壁
后换成含乙醇的培养基（避免上下室中有气泡产生）。

继续置于细胞培养箱中培养，２４ｈ后取出小室，用棉
签轻轻擦拭掉上室未迁移的细胞及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，
膜下面的细胞用无水甲醇固定 ３０ｍｉｎ，结晶紫染色
１０ｍｉｎ，于显微镜下观察，并随即挑选５个视野进行拍
照，计算穿过膜的细胞数的平均值。

１．８　用ＤＣＦＨＤＡ探针法测定细胞内的ＲＯＳ水平
　　ＨＴ２９、ＳＷ４８０细胞按照 ６×１０５／孔接种于 ６孔板
中，２４ｈ待细胞贴壁后，按密闭乙醇染毒２４ｈ后弃培
养基，加入 ＤＣＦＨＤＡ于细胞培养箱中避光孵育
３０ｍｉｎ，收集细胞并用ＰＢＳ洗涤２次，离心收集细胞后
加入５００μＬＰＢＳ重悬细胞，流式细胞仪检测荧光强
度，结果表示为相对于对照组荧光强度的百分比。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测上皮间质转化相关蛋白表达情况
　　细胞刮收集细胞，用 ＲＩＰＡ裂解液于冰上裂解
３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，收集上清即为
细胞总蛋白，采用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，定量好的
蛋白按照蛋白总体积的１／５加入５×ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上
样缓冲液，混匀后于１００℃变性１０ｍｉｎ。以３０μｇ／孔
蛋白上样量进行凝胶电泳。采用湿式转膜的方法将蛋

白转移到ＰＶＤＦ膜上后，封闭液封闭，于４℃孵育一抗
过夜。用ＴＢＳＴ洗涤ＰＶＤＦ膜３次，１５ｍｉｎ／次；加入二
抗孵育１ｈ后再用ＴＢＳＴ洗涤ＰＶＤＦ膜３次，１５ｍｉｎ／次，
洗去二抗，采用ＥＣＬ进行显影。
１．１０　乙醇中间代谢产物乙醛的检测
　　细胞经乙醇染毒 ２４ｈ后，将细胞置于 ４℃冰箱
３０ｍｉｎ，使挥发进空气的乙醛融入到培养基中，吸取细
胞培养基，参照试剂盒操作方法检测乙醛的浓度。

１．１１　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２５．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，采用单因素方差分析组间差异，组间两两比较采

用ＳＮＫ法，检验水准α＝０．０５。
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２　结果

２．１　ＣＲＣ细胞乙醇染毒模型的建立
　　ＣＣＫ８检测结果显示，０、１００、２００、４００、８００、
１６００ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇对 ＨＴ２９细胞的抑制率分别为：０、
４．８１％、１７．９２％、４６．３１％、７６．８０％、９１．０４％；对 ＳＷ４８０
细胞的抑制率分别为：０、３．４９％、２１．８８％、４４．６８％、
７９．５８％、９１．３４％，存在明显的剂量反应关系（图 １）。
根据结果，运用相关回归分析可得，乙醇对 ＨＴ２９细胞
的ＩＣ５０值为 ４３６ｍｍｏｌ／Ｌ，对 ＳＷ４８０细胞的 ＩＣ５０值为
４２４ｍｍｏｌ／Ｌ。根据人中度饮酒及重度饮酒后血液中乙
醇浓度在１０～１００ｍｍｏｌ／Ｌ之间，及乙醇的生物相关浓
度为４３．４ｍｍｏｌ／Ｌ，结合本次的实验结果，以０ｍｍｏｌ／Ｌ
为对照，采用乙醇对两株细胞的１／１０ＩＣ５０４３ｍｍｏｌ／Ｌ为
最低染毒浓度，依次递增，设置８６、１７２ｍｍｏｌ／Ｌ等浓度，建
立结直肠癌细胞低浓度乙醇作用模型，进行后续实验。
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图１　不同浓度乙醇对结直肠癌细胞的抑制率

２．２　乙醇对ＣＲＣ细胞周期的影响
　　随着乙醇浓度的增大，处于 Ｇ１期细胞的占比增

大，在乙醇浓度达到８６、１７２ｍｍｏｌ／Ｌ时，对结直肠癌细
胞Ｇ１具有明显的阻滞作用（Ｐ＜０．０５，图２）。
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Ａ～Ｄ：分别为０、４３、８６、１７２ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇处理后ＨＴ２９周期检测结果；Ｅ～Ｈ：分别为０、４３、８６、１７２ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇处
理后ＳＷ４８０周期检测结果；Ｉ：ＨＴ２９周期结果统计；Ｊ：ＳＷ４８０周期结果统计　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｍｍｏｌ／Ｌ比较

图２　不同浓度乙醇处理后流式细胞术检测细胞周期分布
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２．３　低浓度乙醇增强ＣＲＣ细胞体外迁移能力
　　利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ在无Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶条件下及细胞划痕
实验检测ＨＴ２９和ＳＷ４８０细胞暴露于乙醇后其迁移能
力的变化。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，相对于对照组
（０ｍｍｏｌ／Ｌ），乙醇各处理组细胞穿透小室的数量均增
多，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ３）。细胞划痕
实验结果显示，与对照组（０ｍｍｏｌ／Ｌ）相比，乙醇作用
后细胞愈合百分比增大，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图４）。
２．４　低浓度乙醇能增强ＣＲＣ细胞体外侵袭能力
　　利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ在有Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶条件下，检测ＨＴ２９
和ＳＷ４８０细胞暴露于乙醇后其侵袭能力的变化，实验
结果见图５。与对照组（０ｍｍｏｌ／Ｌ）相比，乙醇各处理
组细胞穿透小室的数量均增大，且差异具有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。
２．５　乙醇暴露后增加ＣＲＣ细胞内ＲＯＳ的产生
　　分别用 ０、４３、８６、１７２ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的乙醇处理

ＣＲＣ细胞ＨＴ２９及ＳＷ４８０细胞２４ｈ后，流式细胞术检
测各组细胞ＲＯＳ水平，结果如图６所示。相对于对照
组（０ｍｍｏｌ／Ｌ），随着乙醇浓度的增加，各乙醇处理组
的ＲＯＳ水平均增大（Ｐ＜０．０５）。
２．６　乙醇对 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达

的影响

　　随乙醇处理剂量的增加，在 ＨＴ２９细胞和 ＳＷ４８０
细胞中均表现为 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达逐渐降低，而
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达逐渐增加，如图 ５所示。
对于ＨＴ２９细胞，与对照组（０ｍｍｏｌ／Ｌ）相比，乙醇浓度
为４３ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及ｖｉｍｅｎｔｉｎ的
表达无明显变化（Ｐ＞０．０５），当乙醇浓度升高至
８６ｍｍｏｌ／Ｌ和１７２ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达降低
（Ｐ＜０．０５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及 ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达增加（Ｐ＜
０．０５）。对于ＳＷ４８０细胞，随着乙醇浓度增加，Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ的表达逐渐降低（Ｐ＜０．０５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及 ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ的表达增加（Ｐ＜０．０５）。
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醇处理后ＳＷ４８０Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果；Ｉ：ＨＴ２９穿膜细胞数比较；Ｊ：ＳＷ４８０穿膜细胞数比较；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜
０．０１，与０ｍｍｏｌ／Ｌ比较

图３　不同浓度乙醇对结直肠癌细胞纵向迁移能力的影响　（×２００）

５０５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）
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图４　不同浓度乙醇对结直肠癌细胞横向迁移能力的影响　（×２００）
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图５　不同浓度乙醇对结直肠癌细胞侵袭能力的影响　（×２００）
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图６　不同浓度乙醇处理后流式细胞术检测细胞内ＲＯＳ相对变化水平

７０５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）



! ""#$%&

'( ""#)%&

*+ ""#),&

-./ ""#),&

! ""#),&

0( ""#),&

*1 ""#),&

-./ ""#),&

(

/

-

2

蛋
白
相
对
表
达
量

/3!

435

436

635

6

蛋
白
相
对
表
达
量

78"9:;8:

（
5.!-6

<）
!

=">?@A9B8:

（
C(5!C2

(）
!

D">?@A9B8:

（
C02!C2

(）
!

EFGHI

（
<1!C2

<）
!

78"9:;8:

（
5.!C2

<）
!

=">?@A9B8:

（
C<5!C2

<）
!

D">?@A9B8:

（
C02!C2

<）
!

EFGHI

（
<1!C2

<）
!

F J

K H

?

L

L

L

L

L

?

L

?

?

?

?

?

L

L

2 'M *1 C.N

浓度
,""#)

·
&

OC

2 0( *1 C./

浓度
P""#)

·
&

O-

=">?@A9B8: D">?@A9B8: 78"9:;8:

=">?@A9B8: D">?@A9B8: 78"9:;8:

Ａ、Ｃ：ＨＴ２９细胞Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果和半定量分析结果；Ｂ、Ｄ：ＳＷ４８０细胞Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果和半定量分析
结果；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０ｍｍｏｌ／Ｌ比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度乙醇作用下ＨＴ２９和ＳＷ４８０细胞ＥＭＴ相关蛋白的表达

２．７　乙醇中间代谢产物乙醛的检测
　　分别用 ０、４３、８６、１７２ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇处理 ＨＴ２９细
胞，利用乙醛检测试剂盒检测细胞中乙醛含量。结果

显示，随着乙醇浓度的升高，细胞中乙醛浓度随之增大

（Ｐ＜０．０５，图８）。
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图８　不同浓度乙醇作用下乙醇中间代谢产物乙醛的检测结果

３　讨论

　　流行病学研究表明，长期饮酒不仅会使患癌症的
风险增大，也会使包括结直肠癌在内的多种癌症的病

死率增大，严重危害人类健康［１２］。中度饮酒和重度饮

酒后，人体内的乙醇浓度在 １０～１００ｍｍｏｌ／Ｌ之间，相
关研究表明，乙醇的生物相关浓度为４３．４ｍｍｏｌ／Ｌ［１３］。

本研究发现，乙醇对两株结直肠癌细胞系作用的 ＩＣ５０
平均值约为４３０ｍｍｏｌ／Ｌ，其１／１０倍接近于乙醇的生物
相关浓度。结合人饮酒后体内的乙醇浓度及乙醇的生

物相关浓度，并参考其他文献，本实验采用４３ｍｍｏｌ／Ｌ
为最低染毒剂量，８６ｍｍｏｌ／Ｌ和 １７２ｍｍｏｌ／Ｌ为中、高
染毒剂量，构建结直肠癌细胞低浓度乙醇染毒模型，探

索乙醇对结直肠癌细胞侵袭迁移能力的影响及相关的

分子机制。

　　细胞划痕实验及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，乙醇作
用后两种细胞株的侵袭迁移能力随着乙醇浓度的增大

而增强，证实乙醇能增加结直肠癌细胞的侵袭迁移能

力。虽然目前尚缺乏遗传对结直肠癌细胞迁移侵袭能

力影响的直接研究，但有研究提示乙醇可影响其他类

型肿瘤细胞的侵袭迁移能力，如 ＷＥＩ等［１４］发现，乙醇

作用于鼻咽癌细胞后在不影响细胞的正常活性下，乙

醇能通过激活细胞的氯离子通道促进细胞的侵袭迁

移；还有研究表明，乙醇能够促进乳腺癌细胞的增殖能

力并且影响肿瘤细胞的血管生成，从而增加乳腺癌细

胞的侵袭能力［１５］。结合以往的实验研究结果，提示乙

醇可能具有增强多种肿瘤细胞侵袭迁移的能力。

　　在乙醇的代谢过程中能产生大量 ＲＯＳ，在酒精相
关癌症中，ＲＯＳ被证明是除乙醛（乙醇的次级代谢产
物）外与结直肠癌发生有关的另一重要因素［１６］。

ＣＥＲＮＩＧＬＩＡＲＯ等［１７］的研究发现乙醇能通过 ＲＯＳ诱

８０５１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



导结直肠癌细胞抗氧化通路Ｎｒｆ２／ＨＯ１轴的激活，从
而为癌症细胞创造良好的生存环境，进而促进结直肠

癌进展。在乳腺癌的研究中观察到在加入抗氧化剂

后，乙醇的促侵袭迁移作用得到抑制［１８－２０］。ＲＯＳ可通
过多种机制影响癌症细胞的侵袭迁移能力，除促血管

生成、破坏内皮完整性等之外，ＲＯＳ促进癌症细胞发
生ＥＭＴ也是影响癌症细胞侵袭迁移能力的重要机制
之一［２１］。ＲＯＳ被普遍认为是 ＥＭＴ的诱导剂［２２］，ＲＯＳ
的积累能通过 ＮＦκＢ依赖性的 Ｓｎａｉｌ激活［２３］，激活

ＥＧＦＲ的表达［２４］，与ＴＧＦβ之间相互影响并引起ＥＭＴ
相关分子的变化［２５］等机制参与肿瘤的侵袭转移。此

外，既往也有研究表明，作为乙醇的代谢产物，乙醛能

破坏结肠上皮的紧密连接和粘附连接，结肠癌细胞

Ｃａｃｏ２暴露于乙醛后会诱导细胞发生氧化应激［２６］，后

续的研究表明乙醛暴露后能通过激活 Ｓｎａｉｌ通路等诱
导细胞发生ＥＭＴ［２７］。在本研究中，不同剂量乙醇作用
于结直肠癌细胞后，我们观察到细胞内ＲＯＳ水平和乙
醛浓度均表现为随乙醇浓度的增加而显著升高，特别

是乙醛的含量，以 ４３、８６ｍｍｏｌ／Ｌ和 １７２ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇
浓度作用后，细胞内乙醛含量分别约是对照组的 ３、４
倍和９倍；同时也观察到随乙醇剂量增加，结直肠癌细
胞中上皮相关基因如 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达明显抑制，而
间质相关基因如Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ等的表达明显增
强，提示乙醇可能因代谢产生大量乙醛，导致 ＲＯＳ累
积和氧化还原异常激活，促进结直肠癌细胞发生

ＥＭＴ，从而表现为对ＣＲＣ细胞的侵袭和迁移有明显促
进作用。

　　本研究虽然在细胞水平初步证实了乙醇暴露可增
加乙醛和ＲＯＳ水平，并表现为通过激活 ＥＭＴ而促进
结直肠癌细胞的侵袭转移能力，但是对乙醇代谢诱导

的乙醛和ＲＯＳ积累到底通过哪些具体相关信号通路
激活ＥＭＴ、是否与其他环境刺激导致的 ＲＯＳ对 ＥＭＴ
的影响机制有所不同等还缺乏深入的研究；此外，乙醇

在体内代谢的条件下对结直肠癌侵袭转移是否也存在

类似的剂量效应影响等也还需要在后续的研究中加
以证实。

　　综上，本研究结果提示了乙醇代谢可导致细胞内
ＲＯＳ的增高和蓄积，并可能通过对ＥＭＴ的促进增强结
直肠癌细胞的侵袭迁移能力。但乙醇诱导的 ＲＯＳ促
进ＥＭＴ的确切机制，以及在模拟真实人体乙醇摄入情
况下对结直肠侵袭转移的影响程度等还需后续的深入

研究和更多的人群流行病学证据进一步证实。
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ｓｎａｉｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎａｌｃｏｈｏｌｉｎｄｕｃｅｄｉＮＯＳｍｅｄｉａｔｅｄｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ
ｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＡｌｃｏｈｏｌＣｌｉｎ
ＥｘｐＲｅｓ，２０１１，３５（９）：１６３５－１６４３．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．
１５３００２７７．２０１１．０１５１０．ｘ．

（收稿：２０２００４１７；修回：２０２００５１８）

（编辑　王　红）
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