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　　摘　要：　目的　探讨 ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ１８ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＣＣＬ１８
ＰＩＴＰＮＭ３）配体受体轴在头颈鳞状细胞癌侵袭转移中的作用及其分子机制。方法　采用人重组蛋白ＣＣＬ１８处理头
颈鳞状细胞癌Ｔｕ６８６、６１０Ｂ细胞，ｓｉＲＮＡ下调ＰＩＴＰＮＭ３的表达，通过ＣＣＫ８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８）、平板克隆实验、流
式周期检测生长增殖能力的变化，划痕愈合实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室实验检测体外迁移侵袭能力的改变，ｑＲＴ
ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＭＴ分子标志物的表达情况。结果　①ｒｈＣＣＬ１８处理头颈鳞状细胞癌 Ｔｕ６８６、６１０Ｂ细胞
后，细胞划痕愈合率增加，穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ聚碳酸酯膜的细胞明显增多，ｒｈＣＣＬ１８处理 ｓｉＲＮＡ下调 ＰＩＴＰＮＭ３的
Ｔｕ６８６、６１０Ｂ细胞，下调组细胞的迁移和侵袭能力较亲本细胞处理组明显减弱；②ｒｈＣＣＬ１８处理头颈鳞状细胞癌
Ｔｕ６８６、６１０Ｂ细胞，ｍＲＮＡ水平Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ表达升高；蛋白质水平 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达降低，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达升高。下调两株细胞的 ＰＩＴＰＮＭ３表达后 ｒｈＣＣＬ１８再次处理，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ下调和 Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ上调均未显示出亲本细胞的明显趋势；③ｒｈＣＣＬ１８处理和下调 ＰＩＴＰＮＭ３对 Ｔｕ６８６、６
１０Ｂ６组细胞的生存率、增殖及细胞周期无明显变化。结论　ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴可促进头颈鳞状细胞癌
的体外侵袭转移能力，可能与ＥＭＴ转化相关。
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　　头颈鳞状细胞癌（ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｔｈｅ
ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋ，ＳＣＣＨＮ）是头颈部最常见的恶性肿
瘤，其发病率位居全球恶性肿瘤第六［１］。尽管手

术、放疗和化疗等多学科有效治疗已在临床实践中

应用了数十年，但头颈鳞状细胞癌患者的预后仍然

不理想［２］。转移是头颈鳞状细胞癌患者死亡率高

的主要原因之一，至今尚未完全阐明其因果关

系［３５］。因此，探索头颈鳞状细胞癌侵袭与转移的

分子机制，筛选出肿瘤细胞免疫治疗的干预靶点，具

有重要的科研与临床意义。

肿瘤微环境是一个复杂的综合系统，多种稳定

的基质细胞参与其中，如肿瘤相关巨噬细胞

（ＴＡＭｓ）［６７］。ＣＣ型趋化因子配体 １８（ＣＣｃｈｅｍｏ
ｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ１８，ＣＣＬ１８）是肿瘤微环境中Ｍ２型ＴＡＭｓ
分泌的重要调控因子，在人类多种恶性肿瘤中高表

达［８１９］，与肿瘤的发生和发展密切相关，可作为预测

患者预后的独立指标［２０］。研究报道在乳腺癌、肺癌

等多种恶性肿瘤中，ＣＣＬ１８可直接或间接促进肿瘤
血管新生、抑制免疫、重塑肿瘤微环境而导致肿瘤的

恶性进展［２０］。磷脂酰肌醇转移蛋白 ３（ｐｈｏｓｐｈａｔｉ
ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＰＩＴＰＮＭ３）是 ＣＣＬ１８的
功能性受体，ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３可以激活钙离子信
号、Ｐｙｋ２通路或促进 ＣＳＦ１的表达，增强细胞的增
殖、迁移和侵袭能力［２０２１］。课题组前期研究发现

Ｍ２型ＴＡＭｓ分泌的ＣＣＬ１８可经 ＭＴＤＨ诱导上皮 －
间质转化（ＥＭＴ）和肿瘤干性，促进头颈鳞状细胞癌
细胞的迁移、侵袭与转移［２２２３］。但 ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３
配体受体轴在头颈鳞状细胞癌中的作用及分子机制

尚不清楚。因此，本研究在此基础上，以头颈鳞状细

胞癌细胞株为研究工具，探究ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体
受体轴在头颈鳞状细胞癌侵袭转移中的作用及分子

机制。

１　材料与方法

１．１　材料试剂
ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养液（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国），１６４０

细胞培养液ＲＰＭＩ（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国），无噬菌体优级胎
牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美国），０．２５％胰酶溶液（Ｇｉｂｃｏ，美
国），双抗（青链霉素混合液）（Ｇｉｂｃｏ，美国），ＰＩＴ
ＰＮＭ３的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＰＩＴＰＮＭ３）（广州锐博生物
技术有限公司，中国），ｓｉＲＮＡ转染试剂盒（广州锐
博生物技术有限公司，中国），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白兔多
克隆一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白兔多克
隆一抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，美国），ＰＩＴＰＮＭ３蛋白兔多克隆
一抗（Ｎｏｖｕｓ，美国），βａｃｔｉｎ蛋白小鼠单克隆一抗
（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，美国），ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ检测试剂盒
（七海复泰生物技术有限公司，中国），ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ
分离试剂（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国），铺有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基
质胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ规格，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司，
美国）。

１．２　实验方法
１．２．１　实验细胞　选取了５株头颈鳞状细胞癌细
胞（Ｔｕ６８６、６１０Ｂ、５８Ｆ、ＦａＤｕ和 ＣＮＥ２）及１株人口
腔黏膜癌前病变细胞（ＤＯＫ）来检测 ＰＩＴＰＮＭ３的表
达情况。根据实验结果及细胞株的生长特点、生物

学特性，选取人口咽部鳞癌细胞株（Ｔｕ６８６）和人鼻
咽部鳞癌细胞株（６１０Ｂ）作为实验细胞。Ｔｕ６８６细
·９７３·
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胞来自于美国 Ｅｍｏｒｙ大学 ＧｒｏｒｇｉａＣｈｅｎ实验室，培
养用ＤＭＥＭ／Ｆ１２，１∶１混合培养液；６１０Ｂ细胞来源
于中南大学湘雅医学院中心实验室，培养６１０Ｂ细
胞用ＲＰＭＩ１６４０培养液。两株细胞株采用含１０％
无噬菌体优级胎牛血清、１％双抗（青霉素和链霉
素）的不同的完全培养液，置于 ３７°Ｃ、５％ＣＯ２且
９５％湿度的细胞培养箱中常规培养。实验中所使用
的细胞均生长状态良好且处于对数期。

１．２．２　ｓｉＰＩＴＰＮＭ３转染 Ｔｕ６８６、６１０Ｂ细胞过程　
严格按照锐博 ｓｉＲＮＡ转染试剂盒说明书的操作步
骤进行，采用ｑＲＴＰＣＲ选择最佳转染效率的ｓｉＲＮＡ
ＰＩＴＰＮＭ３。选取处于对数生长期的 Ｔｕ６８６、６１０Ｂ细
胞种板，细胞融合度约３０％～４０％时予以脱血清处理
２４ｈ，配制ｓｉＲＮＡ转染试剂复合物，静置３０ｍｉｎ后加
入无血清培养基中培养。转染７２ｈ后提取总蛋白进
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＩＴＰＮＭ３蛋白的下调效果。
１．２．３　ｒｈＣＣＬ１８处理头颈鳞状细胞癌细胞　
Ｔｕ６８６、６１０Ｂ细胞分别接种于 ６孔板中，待贴壁
２４ｈ，细胞密度约为 ５０％时，予以无血清培基培养
２４ｈ后每孔更换２ｍｌ新鲜无血清培养液，以最佳作
用浓度２０ｎｇ／ｍｌ的 ｒｈＣＣＬ１８处理头颈鳞状细胞癌
细胞，２４ｈ后重复处理一次，继续培养２４ｈ后准备
后续实验。实验共分为 ６组：① 亲本细胞组
（Ｂｌａｎｋ）；②对照组（ＮＣ）；③实验组（ｓｉＰＩＴＰＮＭ３）；
④亲本细胞 ＋ｒｈＣＣＬ１８组（Ｂｌａｎｋ＋ＣＣＬ１８）；⑤对照
组＋ｒｈＣＣＬ１８（ＮＣ＋ＣＣＬ１８）；⑥实验组 ＋ｒｈＣＣＬ１８
（ｓｉＰＩＴＰＮＭ３＋ＣＣＬ１８）。
１．２．４　ＣＣＫ８法　将处理后 Ｔｕ６８６和６１０Ｂ各组
细胞用０．２５％的胰蛋白酶消化，接种于９６孔板，每
孔２０００个细胞，每组各设３个复孔，常规培养。６ｈ
后待细胞贴壁完好，取其中一块板作为０ｈ计时点，
每２４ｈ更换新鲜的含血清培基。在０、２４、４８、７２、
９６ｈ时间点弃除原培养液，每孔分别加１００μｌＣＣＫ
８培养液混合液（混合液配置方法：ＣＣＫ８∶培养液
＝１∶９），置于３７℃培养箱中反应１ｈ，采用 ＥＬｘ８００
吸收光酶标仪（主波长４５０ｎｍ、滤过波长６３０ｎｍ）测
定吸光度值，绘制细胞生长曲线图。实验重复３次。
１．２．５　平板克隆形成实验　将处理后 Ｔｕ６８６和６
１０Ｂ各组细胞用 ０．２５％的胰蛋白酶消化，接种于
６孔板，细胞密度为３００个／孔，常规培养１０～１５ｄ。
每３天更换含有１０％血清和双抗的细胞培养液，出
现肉眼可见的细胞克隆时终止培养。弃除原培养

液，用４℃预冷的 ＰＢＳ缓冲液清洗３次，预冷的４％
多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，７００μｌ结晶紫染液染色

１５ｍｉｎ，流水洗净后晾干。采集图像，用 ＩｍａｇｅＪ软
件计数克隆，并计算各组的克隆形成率，实验重复

３次。
１．２．６　流式细胞术检测　 将处理后 Ｔｕ６８６各组细
胞用０．２５％的胰蛋白酶消化，制成细胞悬液转移至
离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，以 ＰＢＳ
溶液重悬、洗涤细胞２次，离心弃上清，每组细胞加
入１ｍｌ７０％ 乙醇重悬固定细胞１８ｈ，将已固定好
的细胞８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集细胞，加入 ＰＢＳ
洗涤液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，洗涤 ２次；加入
５００μｌＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，５μｌＲＮａｓｅＡ和５μｌＰＩ染色
混匀，ＲＴ避光 １５ｍｉｎ；上机检测，记录激发波长
４８８ｎｍ处红色荧光。实验重复３次。
１．２．７　划痕愈合实验　将处理后 Ｔｕ６８６和６１０Ｂ
各组细胞用０．２５％的胰蛋白酶消化制成细胞悬液，
调整细胞密度为３×１０５个／ｍｌ，接种于６孔板常规
培养，待细胞融合度９０％以上时，予以脱血清处理
２４ｈ，单层细胞贴壁融合度接近１００％，采用１０μｌ
无菌移液枪头进行细胞划痕，ＰＢＳ洗净漂浮细胞，无
血清培养液培养。在０ｈ和４８ｈ时，将划痕区域置
于倒置显微镜下拍照，保证两次拍照所选区域一致。

观察各组细胞的愈合能力，计算各组的划痕愈合率。

实验重复３次。
１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室实验　将铺有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
胶的小室置于紫外灯下照射５ｍｉｎ，并用少量的无血
清培基水化。将处理后Ｔｕ６８６和６１０Ｂ各组细胞用
０．２５％的胰蛋白酶消化，接种于小孔上室，细胞密度
Ｔｕ６８６为２×１０４个／ｍｌ，６１０Ｂ为 １×１０４个／ｍｌ，下
室加入 ６００μｌ含 １０％血清的培养液，常规培养
４８ｈ。取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，用棉签轻轻擦除聚碳酯
膜面上的凝胶和细胞，用预冷的４％多聚甲醛固定
１５ｍｉｎ，６００μｌ结晶紫染液染色１５ｍｉｎ，流水冲洗并
擦净，倒置显微镜高倍镜下随机选取５个视野拍照，
用ＩｍａｇｅＪ软件计数穿透 ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的细胞数。实
验重复３次。
１．２．９　ｑＲＴＰＣＲ法　提取各组细胞总 ＲＮＡ，
ＮＤ２０００核酸蛋白分析仪测定总 ＲＮＡ的浓度，
ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值检测 ＲＮＡ的纯度，根据 ＡｌｌｉｎＯｎｅ
ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ试剂盒流程逆转录合
成ｃＤＮＡ。根据 ＡｌｌｉｎＯｎｅｑＰＣＲＭｉｘ试剂盒流程配
置 ｑＲＴＰＣＲ反应液体系，完成 ｑＲＴＰＣＲ反应，利用
２ΔΔＣｔ法来计算各组目的基因的ｍＲＮＡ相对于βａｃｔｉｎ
的表达量。实验重复３次。所用引物序列见表１。
１．２．１０　蛋白质印记法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　提取各组
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表１　引物序列

Ｇｅｎｅ ＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅｓ（５’
!

３’）
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＣＣＡＴＴＴＣＴＴＧＧＴＣＴＡＣＧＣＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＡＣＣＴＴＣＡＧＣＣＡＡＣＣＴＧＴＴＴ
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＧＣＡＣＧＴＣＴＴＧＡＣＣＴＴＧＡＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＴＣＡＴＣＧＴＧＡＴＧＣＴＧＡＧＡＡ
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＧＴＧＴＡＴＧＣＣＧＴＧＡＧＡＡＧＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＴＡＡＧＧＴＴＧＧＣＴＴＣＡＧＧＣＴＣＡ
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＧＣＣＡＧＡＣＴＣＣＡＡＴＣＣＡＧＡＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＣＧＡＧＣＡＴＴＧＴＣＡＴＴＣＡＡＧＧ
βａｃｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧ

细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定细胞总蛋白浓度。总蛋白
变性处理后，进行１０％十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰
胺凝胶 （ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳。蛋白电泳分离后转膜
至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂牛奶封闭
１．５ｈ。兔抗人 ＰＩＴＰＮＭ３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ多克
隆抗体（１∶１０００）于４℃冰箱过夜，３７℃下复温孵育
１ｈ。洗膜后，辣根过氧化物酶标记的二抗
（１∶２０００）室温下孵育１ｈ。洗膜后，经化学发光剂
显影曝光摄片。以鼠抗人 βａｃｔｉｎ抗体 （１∶２０００）
检测βａｃｔｉｎ含量作为内参照。实验重复３次。
１．３　统计学分析

应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析。计量资料
表示为ｘ±ｓ，两组比较采用ｔ检验，３组及以上比较采
用多样本的单因素方差检验（ＡＮＯＶＡ）。所有统计学
检验均为双侧检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　头颈鳞状细胞癌细胞株中ＰＩＴＰＮＭ３的表达
通过ｑＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术检测发现，

与ＤＯＫ细胞相比，Ｔｕ６８６、６１０Ｂ细胞在ｍＲＮＡ和蛋
白质水平均表现出高水平的 ＰＩＴＰＮＭ３表达，ＦａＤｕ
细胞中ＰＩＴＰＮＭ３的表达稍高，ＣＮＥ２中 ＰＩＴＰＮＭ３的
表达较ＤＯＫ细胞低，而５８Ｆ中的表达水平较 ＤＯＫ
细胞无明显差异。因此，本研究选取 Ｔｕ６８６、６１０Ｂ
细胞作为实验细胞（Ｐ＜０．０１，图１Ａ、Ｂ）。
２．２　下调头颈鳞状细胞癌细胞 Ｔｕ６８６和６１０Ｂ细
胞中ＰＩＴＰＮＭ３的表达

采用３种不同序列的ｓｉＲＮＡ转染Ｔｕ６８６细胞株，
提取各组细胞的ｍＲＮＡ，使用ｑＲＴＰＣＲ检测ＰＴＰＮＭ３

的表达情况，发现ｓｉＰＴＰＮＭ３－１下调效果最明显（Ｐ
＜０．００１，图２Ａ），因此，选择ｓｉＰＴＰＮＭ３－１作为实验
所用的ｓｉＲＮＡ。采用ｓｉＰＴＰＮＭ３－１转染Ｔｕ６８６及６
１０Ｂ细胞，提取总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测下调效
果，结果表明与Ｂｌａｎｋ、ＮＣ组相比，两株细胞实验组中
ＰＴＰＮＭ３的表达量均显著降低（图２Ｂ）。
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图１　头颈鳞状细胞癌细胞株中ＰＩＴＰＮＭ３蛋白的表达　Ａ：
ｑＲＴＰＣＲ法检测各种头颈鳞状细胞癌细胞株中ＰＩＴＰＮＭ３的
表达（Ｐ＜０．０１）；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术检测各种头颈鳞状
细胞癌细胞株中ＰＩＴＰＮＭ３的表达
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图２　下调头颈鳞状细胞癌细胞Ｔｕ６８６和６１０Ｂ细胞中ＰＩＴ
ＰＮＭ３的表达　Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测发现ｓｉＰＴＰＮＭ３－１下调效
果最明显（Ｐ＜０．００１）；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测转染 ｓｉＰＴ
ＰＮＭ３后Ｔｕ６８６和６１０Ｂ细胞株中ＰＩＴＰＮＭ３均明显下调

２．３　ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴对头颈鳞状细胞
癌细胞的生长增殖能力无调控效应

用ｒｈＣＣＬ１８处理 Ｔｕ６８６、６１０Ｂ的各组细胞，在
２４、４８、７２和９６ｈ时间点 ＣＣＫ８法检测发现两株细
胞各组之间的生存率比较无统计学意义（Ｐ＞０．０５，
图３Ａ、Ｂ）。该结果提示 ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体
轴对头颈鳞状细胞癌细胞的生长无调控效应。为进

一步验证该结果，采用平板克隆形成实验观察 ｒｈ
ＣＣＬ１８处理和ＰＴＰＮＭ３下调后细胞的增殖情况，结
果显示第１５天时，Ｔｕ６８６、６１０细胞的各组细胞集
落的大小及数量均未无明显差异（Ｐ＞０．０５，图３Ｃ、
Ｄ）。流式周期检测发现６组细胞在 Ｇ１、Ｇ２和 Ｓ期
均无明显差异（Ｐ＞０．０５），这表明 Ｔｕ６８６细胞中 ｒｈ
ＣＣＬ１８处理和转染 ｓｉＰＩＴＰＮＭ３对细胞周期均无影
响（图３Ｅ、Ｆ）。上述结果表明ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体
受体轴对头颈鳞状细胞癌细胞的生长增殖能力无调

控效应。

·１８３·
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图３　ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴对头颈鳞状细胞癌细胞

生长增殖能力的调控效应　Ａ、Ｂ：ＣＣＫ８检测提示 ＣＣＬ１８

ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴对头颈鳞状细胞癌细胞的生长无调控

效应（Ｐ＞０．０５）；Ｃ、Ｄ：平板克隆形成实验观察 ＣＣＬ１８ＰＩＴ

ＰＮＭ３配体受体轴对头颈鳞状细胞癌细胞的增殖无影响（Ｐ

＞０．０５）；Ｅ、Ｆ：流式周期检测 ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴

对Ｔｕ６８６细胞的周期无调控作用（Ｐ＞０．０５）

２．４　ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴可促进头颈鳞状
细胞癌细胞的体外迁移及侵袭

划痕愈合实验结果发现划痕４８ｈ后，ｒｈＣＣＬ１８
处理的３组细胞划痕愈合率明显高于未处理的细胞
组，ｒｈＣＣＬ１８处理下调 ＰＩＴＰＮＭ３的细胞组，较
Ｂｌａｎｋ、ＮＣ组相比，该组细胞划痕愈合率明显降低。
Ｔｕ６８６细胞的六组划痕率分别为 Ｂｌａｎｋ、ＮＣ、ｓｉＰＩＴ
ＰＮＭ、Ｂｌａｎｋ＋ＣＣＬ１８、ＮＣ＋ＣＣＬ１８、ｓｉＰＩＴＰＮＭ３＋
ＣＣＬ１８：（４１．１３±４．９３）％、（４５．４９±１．９９）％、
（２５．４１±２．８９）％、（７１．６４±６．７０）％、（７８．９８±
４．６５）％、（６２．１６±４．２１）％，各组间差异均具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；６１０Ｂ细胞的６组划痕率分别
为 Ｂｌａｎｋ、ＮＣ、ｓｉＰＩＴＰＮＭ、Ｂｌａｎｋ＋ＣＣＬ１８、ＮＣ＋
ＣＣＬ１８、ｓｉＰＩＴＰＮＭ３＋ＣＣＬ１８：（３４．７３±３．１６）％、
（３６．７３±２．８７）％、（１９．２１±３．９２）％、（５８．１９±
２．０８）％、（６５．２８±１．９６）％、（４３．２７±５．７３）％，各
组间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｂ）。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室实验与划痕愈合实验结果类
似，经过 ４８ｈ培养后，ｒｈＣＣＬ１８处理后 Ｔｕ６８６和
６１０Ｂ细胞穿透 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ聚碳酸酯膜的细胞数明显

增多，但下调ＰＩＴＰＮＭ３的表达后予以ｒｈＣＣＬ１８处理
发现，下调组细胞穿过小室数量与Ｂｌａｎｋ和ＮＣ组相
比显著减少。Ｔｕ６８６细胞的６组穿透Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ聚碳
酸酯膜的细胞数分别为Ｂｌａｎｋ、ＮＣ、ｓｉＰＩＴＰＮＭ、Ｂｌａｎｋ
＋ＣＣＬ１８、ＮＣ＋ＣＣＬ１８、ｓｉＰＩＴＰＮＭ３＋ＣＣＬ１８：１０８±
６、９９±４、６２±３、１７３±８０、１５８±７、１００±９，各组间差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；６１０Ｂ细胞的 ６组
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ聚碳酸酯膜的细胞数分别为Ｂｌａｎｋ、ＮＣ、ｓｉ
ＰＩＴＰＮＭ、Ｂｌａｎｋ＋ＣＣＬ１８、ＮＣ＋ＣＣＬ１８、ｓｉＰＩＴＰＮＭ３＋
ＣＣＬ１８：１５４±７、１２７±６、５８±４、２７６±６、２１９±８、１３９
±７，各组间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ、
Ｄ）。这些结果表明 ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴可
促进头颈鳞状细胞癌细胞的体外迁移及侵袭。

!"#

$%&'(

)%&'(#

""*+,

!"

""*-,

./01231!45

./01231!45

./01231!45

6""*-,

""*-,7#8

""*+9708

""*+9768

""*+9708

""*+9768

""*+9708

""*+9768

""*+9708

""*+9768

""*+9708

""*+9768

""*+9708

.

/

0

1

2

3

1

!

4

:

.

/

0

1

2

3

1

!

4

:

!

"

!

"

)

%

&

'

(

)

%

&

'

(

)%&'( !"

;0+<)

3=>,;

3=;,;

;0+<)

< ?

@, ?

)

A

< ?

@, ?

>
0
+
<
)

3
=
>
,
>

>
0
+
<
)

3
=
>
,
>

.

/

0

1

2

3

1

!

4

:

!

"

)

%

&

'

(

.

/

0

1

2

3

1

!

4

:

!

"

)

%

&

'

(

B

"

+C<

<C,

<C>

<C@

<CD

<C<

1
E
F
G
E
'
H
I
J
=
'
K
G
%
J
.
=
F
E
7
L
8

+C<

<C,

<C>

<C@

<CD

<C<

1
E
F
G
E
'
H
I
J
=
'
K
G
%
J
.
=
F
E
7
L
8

"
E
%
%
'
=
M
N
E
F
.

DO<

D<<

+O<

+<<

O<

<

"
E
%
%
'
=
M
N
E
F
.

:<<

D<<

+<<

<

PP

PP

P

P

图４　ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴促进头颈鳞状细胞癌细
胞的体外迁移及侵袭　Ａ、Ｂ：划痕愈合实验检测发现
ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴促进头颈鳞状细胞癌细胞的体
外迁移能力（Ｐ＜０．０５）；Ｃ、Ｄ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室实验检测
发现 ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴促进头颈鳞状细胞癌细胞

的体外侵袭能力（Ｐ＜０．０１）
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２．５　ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴可诱导头颈鳞状
细胞癌细胞ＥＭＴ分子标志物的改变

ｑＲＴＰＣＲ检测结果提示，ｒｈＣＣＬ１８处理头颈鳞
状细胞癌Ｔｕ６８６和６１０Ｂ细胞后，处理组较未处理
组相比，ｍＲＮＡ水平Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ表达上调，差异均具有统
计学意义。ｒｈＣＣＬ１８处理下调 ＰＩＴＰＮＭ３基因的
Ｔｕ６８６和 ６１０Ｂ细胞后，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ下调和 Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ上调均未显示出亲本细
胞的明显趋势（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ、Ｂ）。同样，通过
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测得到类似结果，ｒｈＣＣＬ１８处理头颈
鳞状细胞癌 Ｔｕ６８６和６１０Ｂ细胞４８ｈ后 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白表达减少，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达增加，但下调 ＰＩＴ
ＰＮＭ３后，两株细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的
改变趋势均被逆转（图５Ｃ）。这些结果提示 ＣＣＬ１８
ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴可诱导头颈鳞状细胞癌细胞
ＥＭＴ分子标志物的改变。
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图５　ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴可诱导头颈鳞状细胞癌
细胞ＥＭＴ分子标志物的改变　Ａ、Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ＣＣＬ１８
ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴可诱导Ｔｕ６８６和６１０Ｂ细胞ＥＭＴ分子
标志物改变（Ｐ＜０．０５）；Ｃ：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＣＣＬ１８ＰＩＴ
ＰＮＭ３配体受体轴可诱导 Ｔｕ６８６和６１０Ｂ细胞 ＥＭＴ分子标
志物改变

３　讨论

头颈鳞状细胞癌是全球第六大侵袭性恶性肿

瘤［１］，占头颈部恶性肿瘤的９０％以上，发病率呈逐
年上升趋势，转移是头颈鳞状细胞癌患者死亡率高

的主要原因之一，至今尚未完全阐明其分子机

制［３５］。因此，研究头颈鳞状细胞癌转移的机理，找

到肿瘤免疫治疗的干预靶点，无论是科研还是临床

都具有重要的指导价值。

作者前期研究发现 ｒｈＣＣＬ１８体外处理头颈鳞
状细胞癌Ｔｕ６８６和６１０Ｂ细胞４８ｈ后，两株细胞的
侵袭转移能力增强，且 ＥＭＴ分子标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
表达下调，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ表达
上调［２２２３］。文献报道 ＣＣＬ１８及其受体网络通过诱
导整合素ｂ１磷酸化、促进ＭＭＰ３表达和分泌、处理
钙信号传导等方式调控恶性肿瘤细胞增殖、粘附、迁

移、侵 袭 及 血 管 生 成 与 重 塑 等 多 个 关 键 环

节［１３，２０，２４２５］。本研究中通过划痕愈合实验和 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ侵袭小室实验观察到 ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受
体轴在体外促进头颈鳞状细胞癌细胞的迁移和侵袭

潜能。该结果与乳腺癌［８，２０］，肝细胞癌［９］和结肠

癌［１６１７］等恶性实体瘤中结果一致。这些表明

ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴调控头颈鳞状细胞癌
细胞自身的一些生物学行为，如迁移运动能力，基底

膜降解和损伤、新生血管内皮细胞增生和重塑等。

ＥＭＴ与肿瘤侵袭转移密切相关，目前 ＥＭＴ及
其中间状态被确定为上皮衍生的恶性肿瘤进展的关

键驱动因素［７］，ＥＭＴ的发生预示着肿瘤恶性进程。
课题组长期致力于头颈鳞状细胞癌侵袭转移的分子

机制研究，特别关注ＥＭＴ在头颈鳞状细胞癌侵袭转
移中的作用，发现ＥＭＴ改变后的头颈鳞状细胞癌细
胞恶性进展加速，包括侵袭转移能力增强、能量代谢

紊乱、“干性”增强和对治疗不敏感等［２１２２，２６２９］。在

本研究中，我们通过 ｑＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测
发现ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴诱导头颈鳞状细
胞癌细胞ＥＭＴ分子标志物改变，与乳腺癌中的研究
结果相符［２０］。该结果也提示 ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体
受体轴在体外促进头颈鳞状细胞癌细胞的迁移和侵

袭可能与ＥＭＴ分子标志物改变相关。
ＣＣＬ１８不仅改变微环境信号通路，直接参与肿

瘤细胞的转化、存活和生长，还能通过促进或抑制细

胞重构和血管生成间接影响肿瘤生长增殖。目前关

于ＣＣＬ１８对肿瘤细胞生长增殖的调控效应的研究
·３８３·
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结果并不一致［２０，３０３２］。在本研究结果提示 ＣＣＬ１８
ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴对头颈鳞状细胞癌细胞的生
长增殖无明显调控效应，可能是因为体外实验 ｒｈ
ＣＣＬ１８不能诱导具有调节细胞生长增殖功能的相关
因子分泌，对头颈鳞状细胞癌细胞的生长增殖无调

控效应。

总之，本研究结果证实 ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体
受体轴促进头颈鳞状细胞癌细胞的体外迁移和侵袭

能力，可能与诱导 ＥＭＴ转化相关，但对头颈鳞状细
胞癌细胞的增殖能力无调控效应。上述结果表明，

ＣＣＬ１８ＰＩＴＰＮＭ３配体受体轴在头颈鳞状细胞癌的
侵袭转移中发挥了重要作用，有可能成为未来有效

控制头颈鳞状细胞癌恶性进展的潜在干预靶点。
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