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特异性激活G蛋白偶联雌激素受体通过活性氧途径调控结直肠癌细胞

迁移
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[摘  要]  目的：探讨特异性激活G蛋白偶联雌激素受体（GPER）对结直肠癌（CRC）细胞迁移的作用及其可能的机制。方法：
体外培养CRC细胞RKO和SW480，使用0.5或1.0 μmol/L的GPER特异性激活剂（G-1）处理CRC细胞，采用CCK-8法、划痕实验

和Transwell实验分别检测G-1对CRC细胞增殖、迁移的影响。用qPCR和WB法分别检测G-1及G-1+活性氧（ROS）清除剂N-乙

酰半胱氨酸（NAC）处理对RKO细胞E-钙黏素（E-Cad）、纤连蛋白（FN）mRNA和蛋白表达的影响，用流式细胞术检测RKO细胞中

ROS的水平。结果：经G-1处理后RKO和SW480细胞的迁移能力均明显减弱（均P<0.05），能显著上调细胞中E-cad mRNA及蛋

白表达、下调FN mRNA及蛋白表达（均P<0.05）。G-1处理能刺激 RKO 细胞 ROS 水平上升，在 NAC的作用下，由G-1引起的

E-cad、FN蛋白表达变化被部分逆转。结论：特异性激活GPER通过上调ROS水平抑制EMT进程，进而抑制CRC细胞的迁移。
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Specific activation of G protein-coupled estrogen receptor regulates colorectal 
cancer cell migration through reactive oxygen species pathways
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[Abstract]  Objective: To investigate the impact of specific activation of G protein-coupled estrogen receptors (GPER) on the migration 

of colorectal cancer (CRC) cells, and explore the potential underlying mechanism. Methods: CRC RKO and SW480 cells were cultured 

in vitro and treated with 0.5 or 1.0 μmol/L GPER-specific activator (G-1). CCK-8 method, scratch test, and Transwell test were used to detect 

the effects of G-1 on CRC cell proliferation and migration. The impact of G-1/G-1+ reactive oxygen species (ROS) scavenger N-acetylcysteine 

(NAC) treatment on the mRNA and protein expressions of E-cadherin (E-Cad) and fibronectin (FN) in RKO cells was measured using qPCR 

and WB. The level of ROS in RKO cells was detected by flow cytometry. Results: The migration ability of RKO and SW480 cells after the 

treatment with G-1 was significantly reduced (all P<0.05). Additionally, G-1 treatment significantly increased the mRNA and protein 

expressions of E-cad and decreased the mRNA and protein expressions of FN in the cells (all P<0.05). G-1 treatment also stimulated the 

production of ROS in RKO cells. However, the protein expression changes of E-cad and FN caused by G-1 were partially reversed under 

the action of NAC. Conclusion: Speicific activation of GPER inhibits the migration of CRC cells by suppressing epithelial-mesenchymal 

transition (EMT). This inhibitory effect is likely mediated through the upregulation of ROS levels in CRC cells.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是消化系统中

最常见的恶性肿瘤，其发病率和病死率呈上升趋势，

严重威胁人民生命健康，急需寻找新的干预或治疗

方法。临床研究数据表明，男性CRC发病率高于女

性，与两者的雌激素水平相关[1]。绝经后妇女在接受

雌激素替代疗法后能显著降低患CRC的风险[2]。同

时，细胞和动物实验研究也表明，雌激素可以降低患

CRC的风险[3]，说明CRC发病与性别及雌激素的相关

性。雌激素作用通过雌激素受体介导，雌激素受体

可分为经典的核受体和膜受体。膜受体位于细胞
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膜，介导雌激素的快速非基因型效应，只需要数秒或

几分钟即可产生效应[4]。越来越多的证据[5]表明，G

蛋白偶联雌激素受体（G protein-coupled estrogen 

receptor，GPER）为雌激素膜受体，在多种雌激素相关

肿瘤（如乳腺癌、卵巢癌、CRC等）细胞中广泛表达，

其表达与乳腺癌的进展显著相关[6]；GPER在CRC中

扮演着一个抑癌因子的角色，并且与癌细胞迁移、侵

袭能力有关[7]。CRC肝转移是病情恶化的标志[8]，然

而GPER对CRC转移恶化进程的作用及其机制尚不

明确，因此，本课题主要探讨特异性激活 GPER 对

CRC细胞迁移的影响及其作用机制，以期为CRC的

治疗提供新的靶点。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人CRC细胞RKO、SW480购自海星生物科技有

限公司，置于含 10%胎牛血清、1%青/链霉素DMEM

培养基，在 37 ℃、5%CO2培养箱中培养，待细胞汇合

度达85%~90%时进行传代，取对数生长期、状态良好

的细胞进行实验。

DMEM培养基、0.25%胰蛋白酶、胎牛血清均购

自Hyclone公司，GPER特异性激活剂（G-1）、活性氧

（reactive oxygen species，ROS）清除剂N-乙酰半胱氨

酸（N-acetylcysteine，NAC）、ROS检测所需DCFH-DA

购自中国MCE公司，CCK-8试剂盒、BCA蛋白浓度

测定试剂盒、抗体稀释液、超敏ECL化学显色剂、辣

根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗小鼠/兔 IgG、

Transwell小室均购自上海碧云天生物技术公司，

E-钙黏素（E-cadherin，E-Cad）、纤连蛋白（fibronectin，

FN）、GAPDH 的抗体均购自 Abclonal 公司，E-cad、

FN、GAPDH的引物均购自上海生工公司。

1.2  CCK-8法检测不同浓度G-1对CRC细胞增殖能

力的影响

取对数生长期RKO、SW480细胞以每孔2×103个

接种于 96孔板中，待细胞贴壁后，将培养基更换为

200 μL含不同浓度G-1（终浓度为0.078 125、0.156 25、

0.312 5、0.625、1.25、2.5、5、10 μmol/L）的新鲜培养基，

设置对照组和调零组。培养48 h后，每孔加入20 μL 

CCK-8溶液，继续反应 1 h，酶标仪检测各孔在 450 nm

波长的光密度（D）值。细胞增殖率=[（处理组D-调零

组D）/（对照组D-调零组D）]×100%。

1.3  划痕和 Transwell 实验检测 G-1 对 CRC 细胞迁

移能力的影响

划痕实验：将RKO 细胞和 SW480 细胞以每孔

1×105个接种于 6孔板中，待细胞汇合度达 100%时，

用10 μL无菌移液器吸头在培养板底部划痕，PBS清

洗 3次后，加入 0.5或 1.0 μmol/L的G-1处理，并设置

对照组。处理 0、48 h 后，在光学显微镜下观察、拍

照，并依据公式“划痕愈合率=（48 h划痕宽度/0 h划

痕宽度）×100%”计算细胞划痕愈合率。

Transwell 实验：将对数生长期的 RKO 细胞以

每孔 2×104 个接种在 Transwell 小室中。加入 G-1

（1.0 μmol/L）处理，设置空白对照组。处理48 h后，将

迁移到下室的细胞进行固定、染色、拍照，光学显微

镜下观察、统计穿膜细胞数。

1.4  WB 法检测 G-1 及 NAC 对 CRC 细胞中 E-cad、

FN蛋白表达的影响

将对数生长期的RKO细胞接种在 6孔板（4×104

个/孔）中。待细胞贴壁后，加入 1.0 μmol/L的G-1分

别处理 12、24、36、48、60 h，并设置对照组。用RIPA

裂解液裂解细胞，提取细胞的总蛋白质，用BCA法测

定蛋白浓度。每孔上样 30 μg蛋白质进行SDS-PAGE，

湿转法将蛋白质泳带转移至PVDF膜上，5% BSA中

封闭 2 h，加入稀释比例均为 1∶1 000的抗E-cad、FN

和GAPDH一抗，4 ℃下处理过夜。TBST洗涤3次

（10 min/次），加入稀释比例为1∶1 000的HRP标记的

山羊抗小鼠/兔 IgG二抗，室温下反应 2 h，TBST洗涤

3次（10 min/次），滴加ECL发光液并于化学成像仪中

显影，拍照，用 Image J软件分析蛋白质条带的灰度

值，计算蛋白的相对表达量。

将对数生长期的RKO细胞（4×104个/孔）接种在

6 孔板中。待细胞贴壁后，设置对照组，分别加入

0.5、1.0 μmol/L 的 G-1 及 G-1（0.5、1.0 μmol/L）+NAC

（20 mmol/L）处理。后续按前述WB法检测各组细胞

中E-cad、FN蛋白表达水平。

1.5  qPCR法检测G-1对CRC细胞中FN、E-cad mRNA

表达的影响

将对数生长期的RKO细胞接种在 6孔板（4×104

个/孔）中。待细胞贴壁后，加入 1.0 μmol/L的G-1处

理6、9、12 h，设置对照组。用TRIzol提取各组细胞的

总RNA，检测其RNA浓度和纯度，按反转录试剂盒

操作流程将其反转录成 cDNA。按照 SYBR Green 

qPCR Master Mix试剂盒说明书配制 20 μL反应液，

qPCR采用三步法扩增，95 ℃预变性 2 min；95 ℃

变性 10 s、55 ℃退火30 s、72 ℃延伸30 s，共计 40个循

环，设置 55 ℃~98 ℃为溶解曲线，以 GAPDH 为

内参，用 2-△△Ct 法计算目的基因 mRNA 的相对表

达 量 。 所 用 引 物 序 列 ：FN1 正 向 引 物 为

CCCAGACTTATGGTGGCAATTC，反 向 引 物 为 

AATTTCCGCCTCGAGTCTGA；CDH1（E-Cad 的基

因）正向引物为CGTCCTGCCAATCCTGATGA，反向

引物为 ACCACTGCCCTCGTAATCGAAC；GAPDH
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正向引物为 GCACCGTCAAGGCTGAGAAC，反向

引物为TGGTGAAGACGCCAGTGGA。

1.6  流式细胞术检测RKO细胞中ROS水平

将对数生长期的RKO细胞接种在 6孔板（4×104

个/孔）中。待细胞贴壁后，对照组加入含 0.1% 

DMSO的培养基，处理组加入 0.5、1.0、2.0 μmol/L的

G-1刺激3 h，收集细胞，PBS清洗2次，加入500 μL含

0.5 μmol/L DCFH-DA 染料的 PBS 中染色 20 min，上

流式细胞仪检测细胞中ROS水平。

1.7  统计学处理

以上所有实验均独立重复 3 次。用 Graphpad 

Prism8统计软件进行分析，呈正态分布的计量数据以

x̄±s 表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单

因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异具有统

计学意义。

2   结  果

2.1  特异性激活GPER抑制CRC细胞的增殖能力

CCK-8法检测不同浓度G-1对CRC细胞增殖影

响的结果（图 1）显示，G-1在浓度为 2.5 μmol/L及以

上时对 RKO细胞有明显的增殖抑制作用，G-1在浓

度为5 μmol/L及以上时对SW480细胞有明显的增殖

抑制作用（均P<0.05）。G-1浓度为 0.5、1.0 μmol/L 对

RKO、SW480细胞增殖活力均无明显影响，故选取这

两个浓度的G-1进行后续实验。

与0 μmol/L（对照）组比较，*P<0.05，**P<0.01。

图1    CCK-8法检测不同浓度G-1对RKO、SW480细胞增殖的影响

2.2  特异性激活GPER抑制CRC细胞的迁移能力

划痕实验结果（图2A）显示，经G-1处理48 h后，

RKO和 SW480 细胞的划痕愈合率均较对照组显

著降低（均 P<0.05）。Transwell 实验结果（图2B）显

示，经G-1处理后RKO 细胞的迁移能力显著降低

（P<0.05）。结果表明，特异性激活GPER能够显著抑

制RKO细胞的迁移能力。

2.3  特异性激活GPER抑制RKO细胞的EMT进程

荧光显微镜观察结果（图 3A）显示，经G-1处理

后的RKO细胞失去了梭形成纤维细胞的形态，变成

了偏圆的上皮细胞的形态。

qPCR法检测结果（图3B）显示， 与对照组比较，

RKO细胞中 FN mRNA 表达在G-1处理后 6、9、12 h

时明显下调（均P<0.05）、E-cad mRNA表达在G-1处

理后 9 h时明显升高（P<0.05）。WB法检测结果（图

3C）显示，随着G-1作用时间的延长，FN蛋白表达量

逐渐降低，在48、60 h时的表达水平显著低于对照组

（均P<0.05）；随着G-1作用时间延长，E-cad蛋白表达

量逐渐升高，在 60 h时的表达水平显著高于对照组

（P<0.05）。结果均表明，特异性激活GPER能显著抑

制CRC细胞的EMT进程。

2.4  特异性激活 GPER 通过上调 ROS 水平抑制

RKO细胞的EMT进程

DCFH-DA染色流式细胞术检测结果（图 4A）显

示，0.5、1.0 μmol/L G-1均可以引起RKO细胞中ROS

水平上升。WB法检测结果（图 4B）显示，使用NAC

处理后，RKO细胞中G-1刺激引起的FN、E-cad蛋白

表达变化被部分逆转（均P<0.05）。结果表明，特异

性激活GPER通过上调ROS水平，从而抑制CRC细

胞的EMT进程。

3  讨  论

雌激素膜受体GPER在CRC的进展中介导雌激

素信号，但其在CRC转移中的作用尚不清楚。本研

究通过体外细胞实验，发现特异性激活GPER能上调

CRC细胞中ROS水平从而抑制CRC细胞的EMT进

程，最终使CRC细胞的迁移能力变弱。前期大量研

究结果表明，GPER激活能抑制雌激素相关肿瘤的转

移。本研究结果发现，特异性激活GPER能显著减弱

CRC细胞的迁移能力，使癌细胞中E-Cad表达上调、

FN表达下降，首次证明了G-1抑制CRC细胞迁移及

其抑制 EMT 进程的作用，这与在乳腺癌[9-10]和卵巢
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癌[11-12]模型中的观察结果一致。但也有研究[13-14]表明，

特异性激活GPER能促进乳腺癌和卵巢癌细胞的转

移。此与本研究的结果相反，究其原因，可能是使用

了不同激活剂即雌激素、他莫昔芬或双酚A所造成。

A: 划痕实验检测CRC细胞的迁移能力；B：Traswell实验检测CRC细胞的迁移能力（结晶紫染色）。与对照组比较，*P<0.05。

图2    G-1对RKO和SW480细胞迁移能力的影响

A: 显微镜下RKO细胞的形态; B: qPCR法检测FN、E-cad mRNA表达;

C: WB法检测FN、E-cad蛋白表达。与对照组比较，*P<0.05。

图3  G-1（1.0 μmol/L）对RKO细胞形态及FN、E-cad mRNA和蛋白表达的影响

A: DCFH-DA染色流式细胞术检测ROS水平；B: WB法检测FN、E-cad蛋白表达。

与对照组比较，*P<0.05，与1.0 μmol/L G-1组比较，△P<0.05。

图4  G-1和G-1+NAC处理对RKO细胞中ROS与FN、E-cad蛋白表达的影响
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本研究结果表明，特异性激活GPER能引起CRC

细胞产生ROS。使用ROS清除剂NAC后，观察G-1

刺激对EMT相关蛋白FN、E-cad等表达的影响，发现

NAC能逆转G-1抗EMT的抑制作用，说明特异性激

活GPER可通过调节ROS水平起到抑制CRC细胞转

移的作用。ROS是一种重要的细胞信号分子，对于

肿瘤细胞的生长、转移等过程具有重要的调节作

用[15]。研究表明ROS的上调能抑制肾上腺皮质癌[16]

和乳腺癌[17]的转移，这与本研究的结果一致。然而，

也有大量研究证据[18-19]表明，ROS水平上升会促进肿

瘤细胞转移，这种差异可能是由于处理的药物作用

靶点不同引起的。本研究[20-21]表明，特异性激活

GPER 可通过提高 ROS 水平来抑制 CRC 细胞的转

移，但这只是其作用途径之一。大量研究表明，通过

GPER 的激活可以调节多个下游信号的活性，包括

PKA、PKC、MAPK 和 PI3K/Akt 等，并且通过这些途

径调节肿瘤细胞的增殖和迁移。因此，本研究存在

一定的局限性，特异性激活GPER的抗CRC细胞转

移的机制仍需进一步研究。

综上所述，本研究发现特异性激活GPER能抑制

CRC细胞迁移，发现抑制ROS水平是其抑制CRC转

移的机制之一，实验结果为寻找临床CRC治疗的新

靶点提供了有力的依据。
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