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［摘　要］目的：探讨外源性Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白对人舌鳞癌细胞ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７侵袭能力的影响。方法：人
舌鳞癌ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７细胞分别分为实验组及对照组，实验组用５ｍｇ／ＬＳ１００Ａ８／Ａ９蛋白干预２４ｈ，对照组添
加等量培养基；采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７细胞侵袭情况，实时定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检
测ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７细胞中基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）及ＭＭＰ９基因的表达情况。结果：与对照组比较，实验
组ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７细胞在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中降解人工基底膜并穿过聚碳酸酯膜的能力增强（Ｐ＜００５），且实验
组ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７细胞ＭＭＰ２及ＭＭＰ９的基因相对表达量增加（Ｐ＜００５）。结论：５ｍｇ／Ｌ外源性Ｓ１００Ａ８／
Ａ９蛋白能增强舌癌ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７细胞的侵袭能力，其机制可能与Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白影响两种细胞中ＭＭＰ２
及ＭＭＰ９表达有关。
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　　舌癌（ｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＴＳＣＣ）
是口腔癌中最常见的种类，预后较差，患者５年生
存率较低［１］。根据 Ｇｌｏｂｏｃａｎ及世界卫生组织
（ＷＨＯ）公布的最新统计数据显示，２０１８年在我国
口腔癌新发病例达到２８７３０例，死亡病例１３８０５
例［２］，在科学技术日益发展的今天，仍无法有效干

预ＴＳＣＣ的侵袭和转移，导致其复发率及病死率未
得到明显改善。Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白又称钙卫蛋白
（ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ），是由Ｓ１００蛋白家族中的重要成员，
Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９蛋白以Ｃａ２＋依赖形式形成异二
聚体复合物，在中性粒细胞及单核细胞中大量表

达，参与肿瘤的免疫反应［３－４］。研究显示，较高浓

度的Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白可以促使肿瘤细胞凋亡，而
在低浓度时可促进肿瘤细胞增殖与迁移［５－７］。基

质金属蛋白酶类（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）
是一类蛋白质水解酶，参与细胞外基质和基底膜的

降解，与肿瘤的侵袭、转移密切相关［８］。ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９能够降解基底膜最重要的成分Ⅳ型胶原，
从而促进肿瘤细胞的转移，被认为是肿瘤侵袭转移

过程中最直接、最重要的金属蛋白酶［９－１０］。本实

验通过研究５ｍｇ／Ｌ外源性 Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白对舌
鳞癌细胞 ＳＣＣ２５及 ＣＡＬ２７的侵袭能力和对
ＭＭＰ２及ＭＭＰ９表达的影响，为Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白
在舌鳞癌细胞侵袭转移中的相关机制研究提供理

论依据。

１　材料与方法

１１　材料
人舌鳞癌细胞 ＳＣＣ２５及 ＣＡＬ２７购自美国模

式菌种收集中心（ＡＴＣＣ，美国），ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
基、胰蛋白酶及青链霉素混合液购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司，细胞培养瓶、离心管、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
ｍａｔｒｉｘ购自美国ＢＤ公司，胎牛血清（ＢＩ，以色列），
４％多聚甲醛溶液（Ｌｅａｇｅｎｅ，中国），０１％ 结晶紫
染色液（Ｓｏｌａｉｂｉｏ，中国），ＴｒｉＰｕｒｅＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＲｅａ

ｇｅｎｔ（Ｒｏｃｈｅ，美国），ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
（ＴＡＫＡＲＡ，日本）。生物安全柜（ＥＳＣＯ，美国），倒
置显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，日本），实时荧光定量 ＰＣＲ
仪（ＡＢＩ，美国）。
１２　方法
１２１　细胞培养及分组　ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７细胞
按ＡＴＣＣ官方说明分别培养于含１０％胎牛血清和
１％ 青链霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２及 ＤＭＥＭ完全培养
基中，在３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱内培养，待细
胞生长至８０％ ～９０％ 时进行传代。将 ＳＣＣ２５及
ＣＡＬ２７细胞分别分为实验组及对照组，实验组用
５ｍｇ／ＬＳ１００Ａ８／Ａ９蛋白进行干预２４ｈ，对照组添
加等量培养基。

１２２　细胞侵袭实验　将 Ｓ１００Ａ８和 Ｓ１００Ａ９重
组蛋白以１∶１的质量比均匀混合，置于４℃冰箱作
用１ｈ，使之结合形成Ｓ１００Ａ８／Ａ９复合物［７］。取对

数生长期的 ＳＣＣ２５及 ＣＡＬ２７细胞进行清洗、消
化、重悬，并调整细胞浓度约１×１０５个／ｍＬ。用对
应培养基以１∶５稀释 Ｍａｔｒｉｇｅｌｍａｔｒｉｘ并铺在 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室底部，取０２ｍＬ细胞悬液接种于 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室，在下室内添加０５ｍＬ完全培养基，实
验组在培养基中加入 ５ｍｇ／ＬＳ１００Ａ８／Ａ９蛋白；
４ｈ后取出小室，于４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，０１％
结晶紫染色１５ｍｉｎ，清洗、风干，镜下放大４００倍观
察结晶紫染色情况并随机选取５个视野拍照，计数
每个视野中的穿聚碳酸酯膜细胞数。

１２３　实时定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）　分别用 Ｔｒｉ
ｐｕｒｅ法提取各细胞样本的总 ＲＮＡ，按逆转录试剂
盒说明书进行 ｃＤＮＡ制备。引物由上海生工生物
工程股份有限公司设计及合成，内参基因为 ＧＡＰ
ＤＨ，行ＭＭＰ２及ＭＭＰ９基因实时定量ＰＣＲ扩增。
ＭＭＰ２引物 Ｆ链为 ＣＴＧＡＴＧＴＣＣＡＧＣＧＡＧＴＧＧＡＴ、
Ｒ链为 ＣＴＴＣＡＣＣＴＣＡＴＴＧＴＡＴＣＴＣＣＡＧＡＡ，ＭＭＰ９
引物Ｆ链为 ＣＡＧＴＡＣＣＧＡＧＡＧＡＡＡＧＣＣＴＡＴＴ、Ｒ链
为 ＣＡＧＧＡＴＧＴＣＡＴＡＧＧＴＣＡＣＧＴＡＧ，ＧＡＰＤＨ引物Ｆ
链为 ＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣ、Ｒ链为 ＡＣ
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ＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧＡＴＧＴＣＡＴＣＡＴ。反 应 条 件：９５ ℃
１０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ、６０℃ １ｍｉｎ，４０个循环。根据
２－ΔΔＣｔ相对定量法计算各组ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９基因
的相对表达量。

１３　统计学方法
所有实验重复３次，计量资料以均数±标准差

（ｘ±ｓ）表示，采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ７０软件进行分
析，２组比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜００５表示差异具
有统计学意义。

２　结果

２１　细胞侵袭能力
实验结果显示，与对照组比较，实验组降解人

工基底膜并穿过聚碳酸酯膜的 ＳＣＣ２５及 ＣＡＬ２７
细胞数目明显增加（Ｐ＜００５），说明 ５ｍｇ／Ｌ
Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白能提高 ＳＣＣ２５及 ＣＡＬ２７细胞的
迁移及侵袭能力。见图１。

注：（１）与对照组比较，Ｐ＜００５。

图１　Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白对ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７细胞侵袭能力的影响（结晶紫染色，×４０）
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＳ１００Ａ８／Ａ９ｐｒｏｔｅｉｎｏｎｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＣＣ２５ａｎｄＣＡＬ２７ｃｅｌｌｓ

２２　ＭＭＰ２及ＭＭＰ９基因表达
实验组 ＳＣＣ２５及 ＣＡＬ２７细胞中 ＭＭＰ２及

ＭＭＰ９基因表达水平均有不同程度升高，实验组
ＳＣＣ２５细胞中ＭＭＰ２及ＭＭＰ９基因表达量分别

是对照组的３２０及２３５倍，实验组 ＣＡＬ２７细胞
中ＭＭＰ２及ＭＭＰ９基因表达量分别是对照组的
２８８及１６８倍，２组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见图２。
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注：（１）与对照组比较，Ｐ＜００５。

图２　Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白对ＳＣＣ２５及ＣＡＬ２７细胞中ＭＭＰ２及ＭＭＰ９基因表达的影响
Ｆｉｇ．２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＳ１００Ａ８／Ａ９ｏｎｔｈｅｒｅＩａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆＭＭＰ２ａｎｄ

ＭＭＰ９ｇｅｎｅｓｏｆＳＣＣ２５ａｎｄＣＡＬ２７ｃｅｌｌｓ

３　讨论

ＴＳＣＣ的发生发展是多因素、多阶段、多机制
共同调控而成，主要危险因素包括大量持续咀嚼槟

榔、吸烟、饮酒、ＨＰＶ感染、锐利牙尖长期机械刺
激、黏膜白斑、红斑及其他理化因素等，这些因素引

起基因突变，通过复杂机制造成。Ｓ１００Ａ８蛋白和
Ｓ１００Ａ９蛋白主要存在于细胞质中，在中性粒细胞
（占所有胞浆蛋白的４５％）、单核细胞等髓系细胞
中大量表达，又称为髓系相关蛋白（ｍｙｅｌｏｉｄｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ）８型及 １４型［４，１１］。肿瘤细胞激活

后，Ｓ１００Ａ８／Ａ９复合体以两种不同的移位途径分
泌，其一根据细胞内 Ｃａ２＋浓度水平，使得 Ｓ１００Ａ８／
Ａ９蛋白转移到细胞骨架和质膜；其二依赖于蛋白
激酶 Ｃ的激活，Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白被特异性的分泌
到细胞外环境而发挥生物学作用［１２］。Ｓ１００Ａ８／Ａ９
蛋白作为 ＭＲＰ可与髓系抑制性细胞（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅ
ｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣｓ）相互作用，一方面
ＭＤＳＣｓ合成、分泌 Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白；另一方面，
Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白可与ＭＤＳＣｓ表面的晚期糖基化终
末产物受体（ｐｅｃｅｐｔｏｒｏｆａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄ
ｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）上的羧酸化Ｎ聚糖结合，通过转录因子

核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）信号途径，促进
ＭＤＳＣｓ的聚集［１３］。这一过程可形成反馈环，促进

ＭＤＳＣｓ向肿瘤部位迁移，抑制宿主介导的抗肿瘤免疫
应答，从而促进肿瘤的发生发展［３－４，１４］。

肿瘤细胞通过其表面受体与细胞外基质（ｅｘ
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｃ，ＥＣＭ）中的某些成分结合后而激
活或分泌蛋白降解酶类（主要为 ＭＭＰｓ）来降解
ＥＣＭ，侵袭细胞基底膜（ｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅ，ＢＭ），
使肿瘤细胞的包膜破坏形成转移通道而促进肿瘤

细胞的转移［１５］。另外，ＭＭＰｓ也可直接作用于肿
瘤细胞，释放促进生长或抑制凋亡的细胞因子。

ＭＭＰｓ在结构、分子功能和参与肿瘤进展方面的特
性为更有效地靶向肿瘤治疗提供了新的途径［１６］。

在口腔鳞癌的研究中发现，ＭＭＰ２的过表达是肿
瘤侵袭的必要条件，并且与口腔鳞癌局部复发之间

存在显著的相关性，ＭＭＰ２下调可减少肿瘤血管
生成［１７］，说明 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达在口腔鳞
癌的发生发展中起着重要的作用。

在本实验中，通过对 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部铺一
层基质胶来人工模拟肿瘤细胞降解基底膜而发生

侵袭的过程，该基质胶是从富含胞外基质蛋白的

ＥＨＳ小鼠肉瘤中分离得到，其主要成分是层黏连
蛋白、Ⅳ型胶原、巢蛋白、生长因子及基质金属蛋白
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等。在室温下，它可以聚合形成具有生物学活性的

三维基质进而模拟体内细胞基底膜的结构、组成以

及物理化学特性等。通过甲醛固定及结晶紫染色

检测到在５ｍｇ／Ｌ外源性 Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白作用下，
ＳＣＣ２５及 ＣＡＬ２７细胞降解基质胶发生侵袭的作
用明显增强，穿过小室底部的聚碳酸酯膜的细胞数

明显增多。实验也通过 ＲＴｑＰＣＲ检测到经过
５ｍｇ／Ｌ外源性 Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白处理后，ＳＣＣ２５及
ＣＡＬ２７细胞中与侵袭转移密切相关蛋白酶 ＭＭＰ
２和ＭＭＰ９基因表达量明显增多，说明５ｍｇ／Ｌ外
源性Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白可以增强 ＳＣＣ２５及 ＣＡＬ２７
细胞的侵袭转移能力，提示 Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白可能
在ＴＳＣＣ局部侵袭及转移过程中发挥重要的作用，
从而与ＴＳＣＣ的不良预后密切相关。

随着肿瘤分子生物学的不断深入研究，对于

ＴＳＣＣ的研究范围也得以延伸，如 ＴＳＣＣ发生前因
素口腔黏膜白斑和红斑、ＨＰＶ感染、ＤＮＡ甲基化
等，ＴＳＣＣ发生中通路 Ｗｎｔ／βＣａｔｅｎｉｎ、ｐ３８ＭＡＰＫｓ、
ＳＡＰ／ＪＮＫ磷酸化、ＮＦκＢ、ＥＭＴ等研究逐渐成为热
点；有针对细胞周期、活性氧簇、细胞凋亡家族

（Ｂｃｌ２家族、ｃａｓｐａｓｅ家族）等的相关研究，研究技
术也不断更新，有体内可视化、荧光内镜、唾液和血

清检测及ｓｉＲＮＡ技术等。随着分子生物学技术水
平的发展，科研的深度及广度可大大提高，探究敏

感的肿瘤标志物有利于改善 ＴＳＣＣ患者的生存率
以及减少其复发率。

综上所述，５ｍｇ／Ｌ外源性 Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白能
增强ＴＳＣＣ细胞的侵袭能力、增加ＭＭＰ２和ＭＭＰ
９基因表达，Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白可能在 ＴＳＣＣ侵袭进
展中发挥重要作用，可作为潜在的 ＴＳＣＣ标志物进
行深入研究。
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