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DDRla在结肠癌细胞株中的表达及与基质金属 

蛋白酶 2，9的关系 

何 苗，傅仲学 

(重庆医科大学附属第一医院胃肠外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨结肠癌细胞中盘状结构域受体酪氨酸激酶 1(Discoidin domain receptor tyrosine kinases1a，DDRla)的表达和 

基质金属蛋白酶 2(Matrixmetalloproteinase2，MMP2)、基质金属蛋白酶 9(Matrixmetalloproteinase9，MMP9)的活性及其相互的关 

系。方法：用 Western blot检测结肠癌细胞株和人正常结肠平滑肌细胞株中 DDRla表达，明胶酶谱法检测各细胞株中的MMP2， 

MMP9的活性。结果：侵袭能力强的结肠癌细胞 LOVO中，DDRla呈显著高表达(P<0．01)及 MMP2、MMP9呈显著高活性 (P<O．O1)， 

此外在所测细胞中DDRla表达与 MMP2及 MMP9活性呈显著正相关(P<0．05)。结论：本研究提示 DDRla可作为反映结肠癌细 

胞侵袭力生物学指标之一。 
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Expression of DDR1 a in colon carcinoma cells and its relationship with matrix 

metalloproteinase 2，9 

HEMiao，et al 

(Department ofGeneral Surgery，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the expression of DDRla and the activities of MMP2，MMP9 in colon carcinoma cells and their 

mutual relations．Methods：The expression of DDRla in colon carcinoma cell and human colon smooth muscle cell was detected by 

Western blot，the activities of MMP2，MMP9 were examined by gelatin zymography analysis．Results：The expression of DDRla and the 

activities ofMMP2，MMP9in colon carcinoma cell(LOVO)which has strongerinvasive behaviorwere significanthigher(P<0．01)．There 

was significant positive eorrelationship between the expression of DDRla and the activities of MMP2，MMP9 in tested cells(P<0．05)． 

Conclusion：DDRla may act as one ofbiological indicators ofthe invasion in colon carcinoma cells． 
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结肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤 ，死亡率较 

高，侵润和转移是结肠癌患者治疗效果不佳和死亡 

的重要原因。基质金属蛋白酶(Matrixmetalloproteinase， 

MMP)~降解细胞外基质中的多种蛋白质成分，在肿 

癌的侵润和转移中起重要作用，其中已MMP2及MMP9 

最为关键 。 

盘状结构域受体酪氨酸激酶 1(Discoidin domain 

receptor tyrosine kinasesl，DDR1)是一类受体型蛋 白 

酪氨酸激酶，目前发现 DDR1在原发性乳腺癌、卵 

巢癌、食管癌等人类肿瘤中过度表达，其表达与肿 
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瘤的恶性程度正相关【”。DDR1是一组蛋白，不同亚 

型具有不同的生物学活性，进一步研究亚型的表达 

状况，具有更重要的临床价值。其亚型 DDRla在结 

肠癌中是否表达未见报告 。同时近来发现 DDRla 

可上调 MMP2的活性[21，但能否调节 MMP9的活性 

亦未见报告。本研究检测了不同分化程度的结肠癌 

细胞株中 DDRla表达情况及 MMP2和MMP9的活 

性及相互的关系，从而探讨 DDRla在结肠癌侵袭转 

移的分子机制。 

1 材料与方法 

1．1 标本来源 

结肠癌细胞株(HT一29，SW一480，LOVO，HCT一1 16)以及人 
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正 常结肠 平 滑肌 细胞株 H C S M C 购 自中科 院上 海 细胞所 ， 其 中

H T 一 2 9 、 S W 一 4 8 0 、 H C T 一 1 1 6 为 低 侵袭 能 力 细 胞 株 ， L O V O 为 高

侵袭 能力 细 胞株㈣
。

1 ． 2 W e s t e r n b l o t 检 测 D D R l a 表 达

R I P A 裂解 液 提 取 细 胞总蛋 白 ， 取 样本 上 样进 行 电泳 。 湿

转法将分离胶上 的蛋 白转移到 P V D F 膜上 。 膜用 l X T B S 溶液

配制 的 5 ％脱脂奶粉 ( S I G M A 公 司 )封 闭 2 h ，再 加 入 分别用兔抗

人 d d r l 抗 体 ( S A N T A C R U Z E 公 司 原 装 ) 以 及 兔 抗 人 13 一

a c t i n

抗 体( s A N T A c R u z E ， 北 京 中杉生 物技术有 限公 司分装 )于 4 ℃

孵 育 过 夜 ， 加 入 1 ： 1 0 0 0 H R P 标 记 的 羊 抗 兔 I g G 抗 体 ( 均 为

S A N T A C R U Z E 公 司生 产 ， 北 京 中山 生 物 技术 有 限公 司分装 ) 。

用 化 学 发光试 剂 盒 ( 北 京 中山 生 物技 术有 限公 司 )检 测 显 影 。

1 ． 3 明胶 酶 谱 法 检 测 M M P 的 活 性

将细胞条件培养液上 样于 8 ％ S D S 一 聚丙烯酰胺凝胶 ( 胶 中

含 1 m g ／m l 的明胶 ， 明胶是 l V 型胶原酶底物 ) ，2 0 m A 恒 流电泳 ， 电

泳后 ， 将凝胶于 2 ．5 ％ T r i t o n
— X 10 0 液 内振摇 3 7 qC ， 1 h ； 酶缓 冲液

(5 0 m m o l／L T r i s
， p H 7 ．5 、 2 0 0 m m o l f L N a C l 、 5 m m o l／L C a C l 2 、 0 ． 0 2 ％

B ^ i 一 3 5 ) 内孵 育 3 7 ℃ ， 16 h ；0 ． 5 ％ 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ， 3 0 ％ 甲 醇 、

10 ％ 乙 酸 脱 色 ， 此 时 即 显 示 出 M M P 位 于 蓝 色背 景 上 的 透 明

带 。

1 ． 4 图像 分析

运 用 Qu a n t i t y O n e 一 4 ． 4 ． 0 凝 胶 图像 分 析 仪对 图像 进 行 吸

光 度 值 ( A 值 )测 定 。

D D R l a
0

p —

a c t i n _ ◆

M M P 9

M M P 2 ( 酶 原 形 式 )

M M P 2 ( 活 化 形 式 )

1 ． 5 统 计 学 处 理

各组 数 据 均 以 互± s 表 示 ， 应 用 S P S S l l ． 0 统 计 软件进 行

方 差 分 析及 相 关性 分析 。

2 结 果

2 ． 1 D D R l a 在 H C S M C 、 H T 一 2 9 、 S W 一 4 8 0 、 L O V O 和

H C T — l 】6 各 细 胞 株 的 表 达 情 况

W e s t e r n b l o t 检 测 的 显 示 ， D D R l a 在 L O V O 结

肠 癌 细 胞 株 中 的 表 达 显 著 高 于 在 H C S M C 、 H T 一 2 9 、

S W 一 4 8 0 和 H C T 一 1 1 6 细 胞 株 中 的 表 达 ． 差 异 有 统 计

学 意 义 。

2 ． 2 M M P 2 及 M M P 9 在 H C S M C 、 H T 一 2 9 、 S W 一 4 8 0 、

L O V O 、 H C T - 1 1 6 各 细 胞 株 中活 性 情 况

酶 谱 法 结 果 显 示 ， M M P 2 ( 酶 原 形 式 + 活 化 形 式 )

与 M M P 9 在 L O V O 结 肠 癌 细 胞 株 中 的 活 性 显 著 高

于 在 H C S M C 、
H T 一 2 9 、 S W 一 4 8 0 和 H C T — 1 16 细 胞 株

中 的 活 性 ． 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 ． 3 D D R l a 表 达 与 M M P 2 、 M M P 9 活 性 的 关 系

在各 细 胞 株 中 ，
D D R l a 的表 达 与 M M P 2 和 M M P 9

的 活 性 呈 显 著 正 相 关 (P < O． 0 5 ) 。

H C S M C H T 一 2 9 S W 一 4 8 0 H C T — l 16 L O V O

图 l 各 细 胞 株 中 D D R I a 的表 达 情 况

H C S M C H T 一 2 9 S W 一 4 8 0 H C T — I 1 6 L O V O

● 一

约 1 2 0 k D

．．．_
— 一

4 2 k D

图 2 各 细 胞 株 中 M M P 的酶 谱 分 析 结 果

9 2 k D

7 2 k D

6 2 k D

表 1 各 细 胞 株 中 D D R l 。 的 平 均 吸 光 度 值 结 果 ( n = 10 ，；± s ) 表 2 各 细 胞 株 中 M M P 的平 均 吸 光 度 值 结 果 ( n = 10 ，x + s )

3 2 2 ± 3 3

7 4 2 ± 3 l

6 7 8 ± 2 6

8 3 3 ± 3 5

9 1 6 ± 4 0
“

注 ：
“

与 H C S M C 、 H T 一 2 9 、 S W 一 4 8 0 和 H C T 一 1 16 组 比较 ． p < O ． 0 l 注 ：
“

与 H C S M C 、 H T 一 2 9 、 S W 一 4 8 0 和 H CT 一 1 16 组 比较 ， P < O． O l

眦 圆 似 Ⅲ m涨切埘Ⅶ帅
吣" 孵哪加
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表 3 各细胞株中DDR1a的表达与 MMP2的活性简单相关 

性分析(n=1O) 

表 4 各细胞株中DDR1a的表达与 MMP9的活性简单相关 

性分析(n=10) 

3 讨 论 

盘状结构域受体酪氨酸激酶是一种受体型蛋 

白酪氨酸激酶(Protein tyrosine kinases，RTKs)，分为 

DDRl和 DDR2 DDR1基 因定位于人的 6P21和小 

鼠 17Ct41。Johnson等在 1993年最早发现 DDR1，其 

由胞外区 、跨膜 区、和胞内激酶区 3部分组成 ，胞 内 

激酶区可发生酪氨酸磷酸化。众多研究发现 DDR1 

在原发性乳腺癌、卵巢癌 、食管癌等人类肿瘤中可 

过度表达，在儿童脑肿瘤中甚至可达到正常值的3倍， 

其表达高低和肿瘤组织的恶性程度正相关【1】。DDR1 

在肿瘤细胞中高表达，特别是上皮来源的肿瘤细 

胞．提示 DDR1在这类肿瘤细胞的分化、增殖，特别 

是肿瘤转移和侵袭过程中占有重要地位[sl。近年来 

研究发现DDRla是 DDR1亚型，其在富含脯氨酸的 

跨膜区编码 37个氨基酸的exonl 1(1 lbp)缺失同。但 

未进一步全面研究其生物活性，其与肿瘤的关系亦 

未清晰 阐述。 

肿瘤细胞的侵袭和转移必需细胞外基质的蛋 

白水解，虽然许多蛋白酶参与这一过程，但其中最 

关键的是 MMP家族。而在 MMP家族中，认为MMP2 

及 MMP9对肿瘤细胞的恶性行为起到极其重要的 

作用。MMP2及 MMP9同属于明胶酶，主要以Ⅳ型 

胶原为底物起作用，常以非活性形式存在，而在恶性 

肿瘤中被激活(即在激活基的作用下，使非活性形式 

的 MMP脱去前肽，被激活)且表达增高[71。同时， 

MMP2及 MMP9还可促进肿瘤血管生成嘲。肿瘤灶 

的局部快速播散及远处转移能力与原发灶新生血 

管形成的程度相关 。 

Ram R等通过转染和干扰等手段 ，发现在高表 

达 DDRla的细胞中，其细胞的侵袭能力增强，MMP2 

的活性增强，在低表达 DDRla的细胞中，其细胞的 

侵袭能力减弱，MMP2的活性减弱，其说明DDRla可 

上调 MMP2的活性，促进细胞的迁徙和侵润，从而 

细胞粘附侵袭力的增强翻。所以DDRla介导胶原一 

MMP2之间的侵袭信号通路的调节作用。DDRla与 

MMP9是否有关联未见报道。 

本研究发现：在侵袭转移能力强的结肠癌细胞 

株 中．DDRla的表达及 MMP2和 MMP9的活性较 

高，同时在结肠癌细胞株中，DDRla的表达及 MMP2 

和 MMP9的活性呈正相关 。提示 DDRla表达与结 

肠癌细胞侵袭力密切相关。DDRla是一种比较新的 

分子，目前对它的研究不多，所以尚无特异性的阻 

断剂。如果将来可以筛选亲和性高和阻断能力强的 

竞争性阻断剂，则可进一步研究其在肿瘤侵袭中细 

胞信号转导途径。 
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