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本文引用：曾琴，刘萍，邹湘渝，等．Ｓｒｃ激酶抑制剂ＰＰ２对人舌鳞状细胞癌Ｔｃａ８１１３细胞迁移和侵袭能力的影响
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Ｓｒｃ激酶抑制剂 ＰＰ２对人舌鳞状细胞癌 Ｔｃａ８１１３细胞迁移和侵袭
能力的影响

曾　琴１，２，刘　萍１，２，邹湘渝１，２，聂敏海１，２

（１．西南医科大学附属口腔医院牙周黏膜科，四川　泸州　６４６０００；２．西南医科大学口颌面修复重建和再生实验室，四
川　泸州　６４６０００）

摘要：　目的　探讨Ｓｒｃ激酶抑制剂ＰＰ２对人舌鳞状细胞癌 Ｔｃａ８１１３细胞迁移和侵袭能力的影响。方法　将对
数生长期的Ｔｃａ８１１３细胞分为０、１、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组，分别加入０、１、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｓｒｃ激酶抑制剂ＰＰ２
进行培养，采用划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测Ｔｃａ８１１３细胞的迁移能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测Ｔｃａ８１１３细胞的
体外侵袭能力。结果　ＰＰ２作用２４ｈ时，０、１、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组细胞迁移率随 ＰＰ２浓度的增加逐渐降低
（Ｐ＜０．０５），穿膜细胞数随 ＰＰ２浓度的增加逐渐减少（Ｐ＜０．０５），细胞侵袭个数随 ＰＰ２浓度的增加逐渐减少（Ｐ＜
００５）。结论　Ｓｒｃ激酶抑制剂ＰＰ２可以抑制人舌鳞状细胞癌细胞Ｔｃａ８１１３的迁移和侵袭能力。
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中图分类号：Ｒ７３９．８６　文献标志码：Ａ　文章编号：１００４７２３９（２０１８）０９０７８００４

ＥｆｆｅｃｔｏｆＳｒｃｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＰＰ２ｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｏｒａｌｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓ
ＺＥＮＧＱｉｎ１，２，ＬＩＵＰｉｎｇ１，２，ＺＯＵＸｉａｎｇｙｕ１，２，ＮＩＥＭｉｎｈａｉ１，２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆｏｒａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｌｕｚｈｏｕ６４６０００，Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ；２．ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＯｒａｌａｎｄＭａｘｉｌｌｏＦａｃｉａｌＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄＲｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｌｕｚｈｏｕ６４６０００，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳｒｃｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＰＰ２ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｏｒａｌｔｏｎｇｕｅ
ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｃａ８１１３ｃｅｌｌｓｉｎｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｐｈａｓｅｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ０，１，５，
１０，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ０，１，５，１０，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆＳｒｃｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＰＰ２（０，１，５，１０，２０μｍｏｌ·Ｌ－１）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅ
ｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ．ＴｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｔ２４ｈ
ａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｅｄｂｙＰＰＡ，ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＰＰ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ０，１，５，
１０，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ０，１，５，１０，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２ｇｒｏｕｐｒｅ
ｄｕｃｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＰＰ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ０，１，５，１０，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２
ｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＰＰ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳｒｃｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＰＰ２ｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｉｎ
ｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｏｒａｌｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｓｒｃｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ＰＰ２；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；Ｔｃａ８１１３ｃｅｌｌｓ

　　口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＯＳＣＣ）是头颈部最常见的恶性肿瘤之一，而舌鳞状
细胞癌（ｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＴＳＣＣ）又是
ＯＳＣＣ中最常见的类型，其主要特点为进展迅速、浸

润范围广、预后差［１］。影响 ＴＳＣＣ预后最重要的因
素是原位侵袭和远处转移。因此，抑制肿瘤的侵袭

和转移是 ＴＳＣＣ防治的关键。Ｓｒｃ基因是最早发现
的有内在酪氨酸激酶活性的人类癌基因。Ｓｒｃ激酶
是一种不需要受体和膜相关信号转导的蛋白激酶，

对肿瘤细胞的分化、增殖和侵袭均有调控作用，其异

常活化与肿瘤的高转移性和预后不良关系密切［２］。

本研究旨在探讨 Ｓｒｃ蛋白激酶抑制剂 ＰＰ２对 ＴＳＣＣ
Ｔｃａ８１１３细胞侵袭和迁移能力的影响。
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１　材料与方法

１．１　细胞来源　人ＴＳＣＣＴｃａ８１１３细胞株由西南医
科大学口颌面修复重建和再生实验室提供。

１．２　主要试剂与仪器　Ｓｒｃ激酶抑制剂 ＰＰ２购自
Ｓｅｌｌｅｃｋ中国上海蓝木化工有限公司，磷酸缓冲盐溶
液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、二甲基亚砜（ｄｉｍｅ
ｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、胎牛血清购自北京索莱宝
生物科技有限公司，改良型 ＰＲＭＩ１６４０培养液、胰
蛋白酶消化液购自北京赛默飞世尔生物化学制品有

限公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶、ＦＡＣＳｖｅｒｓｅ流式细胞仪购自
美国 ＢＤ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司，ＴｈｅｒｍｏＭｕｌｔｉｓｋａｎＧｏ型全自动酶标仪购自 Ｔｈｅｒ
ｍｏ中国科技公司，ＭＣＯ１５ＡＣ型 ＣＯ２细胞培养箱购
自日本三洋公司，ＫＤＣ１０４４型低速离心机购自安徽
中科中佳仪器有限公司。

１．３　实验方法
１．３．１　细胞培养　将 Ｔｃａ８１１３细胞置于含体积分
数１０％胎牛血清和质量分数 １％青链霉素 ＲＰＭＩ
１６４０培养液中，于含体积分数５％ＣＯ２、３７℃饱和湿
度条件下培养，１～２ｄ换液１次，观察细胞的生长情
况，取对数生长期细胞进行实验。

１．３．２　ＰＰ２溶液配置　Ｓｒｃ激酶抑制剂 ＰＰ２溶于
ＤＭＳＯ中，将其配制成浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的溶液，使
用时以不含血清的培养液稀释，获得 １、５、１０、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１的工作液。
１．３．３　划痕实验检测 Ｔｃａ８１１３细胞的迁移能力　
取对数生长期细胞，调整其密度为５×１０８Ｌ－１，接种
于６孔板，每孔 ２ｍＬ，置于含体积分数 ５％ＣＯ２、
３７℃ 培养箱中培养，待细胞贴壁并生长融合至约
９０％时，以２００μＬ微量移液枪枪头垂直于细胞表面
均匀划痕，ＰＢＳ洗涤去除脱落细胞。将细胞分为０、
１、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组，分别加入含０、１、５、
１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２的体积分数１％胎牛血清培
养液，每组设２个复孔；将６孔板置入３７℃含体积
分数５％ＣＯ２培养箱中培养。于培养２４ｈ时，用倒
置显微镜拍照，计算细胞迁移率。细胞迁移率 ＝
（原划痕宽度－现划痕宽度）／原划痕宽度×１００％。
１．３．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测Ｔｃａ８１１３细胞的迁
移能力　取对数生长期细胞，ＰＢＳ洗涤３次，消化、
收集细胞，调整其密度为 ５×１０８Ｌ－１的单细胞悬液，

将细胞分为０、１、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组，Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室上室内加入含 ０、１、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＰ２的无血清单细胞悬液２００μＬ，下室加入６００μＬ
培养液，将２４孔板置于３７℃含体积分数５％ＣＯ２培
养箱中孵育２４ｈ后，分别取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，ＰＢＳ
清洗，甲醛固定 ３０ｍｉｎ，清洗，自然晾干，体积分数
０．１％结晶紫染色 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，以棉签小心擦
除滤膜上面的细胞，２００倍光学显微镜下计数，计算
穿膜细胞数。实验重复３次，取均值。
１．３．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测Ｔｃａ８１１３细胞的侵袭
能力　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的滤膜孔径为 ８μｍ，基质胶
４℃ 过夜冻融，将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶用不含血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养液按１８的比例稀释，取 １００μＬ
铺在ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室中，均匀铺满小室底部的
聚碳酯膜上，并置于３７℃含体积分数５％ ＣＯ２培养
箱中孵育２ｈ后，水化基底膜１５ｍｉｎ。取对数生长
期细胞，ＰＢＳ洗涤３次，消化、收集细胞，得到密度为
５×１０８Ｌ－１的单细胞悬液，并将细胞分为０、１、５、１０、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室内分别
加入含０、１、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２的无血清单细
胞悬液２００μＬ，下室加入６００μＬ培养液，将２４孔板
置于３７℃体积分数５％ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ后，
分别取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，ＰＢＳ清洗，甲醛固定
３０ｍｉｎ，清洗，自然晾干，用体积分数０．１％结晶紫染
色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，以棉签小心擦除滤膜上面的细
胞，２００倍光学显微镜下计数，计算细胞侵袭个数。
实验重复３次，取均值。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比
较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＰＰ２对人 ＴＳＣＣＴｃａ８１１３细胞迁移能力的影
响　结果见表 １。ＰＰ２作用 ２４ｈ时，０、１、５、１０、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组细胞迁移率组间两两比较差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且随 ＰＰ２浓度的增
加细胞迁移率逐渐降低；ＰＰ２作用 Ｔｃａ８１１３细胞
２４ｈ后，０、１、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组穿膜细胞数
组间两两比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且
随着ＰＰ２浓度的增加穿膜细胞数逐渐减少；见图１。
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Ａ：０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组；Ｂ：１μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组；Ｃ：５μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组；Ｄ：１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组；Ｅ：２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组。

图１　ＰＰ２干预２４ｈ后Ｔｃａ８１１３细胞的穿膜细胞数（结晶紫染色，×２００）

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｃｅｌｌｓｏｆＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２４ｈｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｂｙＰＰ２（ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

表１　各组Ｔｃａ８１１３细胞迁移能力的比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓｉｎ

ｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）

组别 细胞迁移率／％ 穿膜细胞数　　

０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组 １０．６±０．７　　 ２３６．６±１５．３　　

１μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组 ９．３±０．４ａ １９９．５±１９．８ａ

５μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组 ７．１±０．４ａｂ １６６．５±１２．５ａｂ

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组 ４．２±０．６ａｂｃ １３４．５±１２．９ａｂｃ

２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组 ３．１±０．１ａｂｃｄ ６６．５±１０．４ａｂｃｄ

　　注：与０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组比较ａＰ＜０．０５；与１μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２

组比较ｂＰ＜０．０５；与 ５μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组比较ｃＰ＜０．０５；与

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组比较ｄＰ＜０．０５。

２．２　ＰＰ２对人 ＴＳＣＣＴｃａ８１１３细胞体外侵袭能力

的影响　０、１、５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组细胞侵袭

个数分别为 ２４０．４±１９．０、１８８．５±１６．１、１４８．３±
３０．９、１１３．０±９．０、４１．６±１４．４。０、１、５、１０、

２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＰ２组细胞侵袭个数组间两两比较

差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且随 ＰＰ２浓度的
增加细胞侵袭个数逐渐减少。

３　讨论

口腔颌面部恶性肿瘤中约９０％为 ＯＳＣＣ，其中

约７０％为 ＴＳＣＣ［３］。ＴＳＣＣ的高侵袭性和高转移性

导致其病死率和复发率较高，每年确诊的 ＴＳＣＣ病

例中约５０％死亡，患者５ａ生存率仍然很低［４］，侵袭

和远处转移是造成其死亡最重要的因素。而实现浸

润和转移的主要原因是恶性肿瘤细胞的黏附能力降

低使其迁移能力增强［５６］。

目前，ＴＳＣＣ的治疗方法主要采用手术治疗为
主，辅以放射、化学治疗的综合性序列治疗。这些传

统的治疗方法对患者创伤大，并发症多，易复发和转

移。目前为止，尚未找到治疗 ＴＳＣＣ的新靶点来替
代传统治疗。

Ｓｒｃ激酶为非受体酪氨酸蛋白激酶，目前发现的
家族成员有 １１个，分别为 Ｂｒｋ、Ｂｌｋ、Ｆｒｋ、Ｆｙｎ、Ｆｇｒ、

Ｈｃｋ、Ｌｙｎ、Ｌｃｋ、Ｓｒｃ、ｃＳｒｃ和 Ｙｅｓ［７］，Ｓｒｃ蛋白是原癌

基因 ｃＳｒｃ的主要产物，也是目前研究最多的成员

之一。有研究表明，ｃＳｒｃ和ＳＦＫｓ参与了前列腺癌、

结肠癌、卵巢癌、肺癌等恶性肿瘤的发生、发展［８９］。

Ｓｒｃ参与多种信号通路，可能对肿瘤细胞的增殖、分

化、黏附及侵袭有调控作用，其高表达或表达异常与

肿瘤的高转移性和预后不良密切相关［１０］，抑制 Ｓｒｃ

激酶的活性可抑制多种恶性肿瘤细胞的增殖、侵袭

和转移。ＰＰ２是一种广泛使用的阻断非受体型酪氨

酸激酶Ｓｒｃ活性的复合物［１１］，也是 Ｓｒｃ激酶的选择

性抑制剂。杜军等［１２］研究发现，在乳腺癌细胞中，

ＰＰ２可使肿瘤细胞的运动和黏附能力减弱，可能是

由于肌动蛋白细胞骨架解聚，细胞极性消失导致的。

ＣＨＩＡＮＧ等［１３］研究发现，Ｓｒｃ激酶抑制剂 ＰＰ２可抑

制膀胱癌细胞的体外侵袭能力，且有浓度依赖性；

ＰＰ２对膀胱癌细胞的侵袭作用可能是由蛋白激酶 Ｂ

信号通路介导的，蛋白激酶 Ｂ活性的降低导致膀胱

癌细胞体外侵袭能力减弱。但关于 ＰＰ２对口腔鳞

状细胞癌的作用研究鲜有报道。因此，本研究通过

Ｓｒｃ激酶抑制剂 ＰＰ２干预 ＴＳＣＣＴｃａ８１１３细胞，检测

其侵袭和迁移能力的变化，以期为寻找抗肿瘤治疗

的新靶点提供理论依据。

本研究结果显示，ＰＰ２对 Ｔｃａ８１１３细胞的侵袭

能力有抑制作用，且随浓度的增加抑制效果越明显。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结果显示，在一定浓度范围内，随

着ＰＰ２干预浓度升高，细胞迁移率逐渐降低，该结

果与划痕实验结果相一致，由此可推测 Ｓｒｃ激酶抑

制剂ＰＰ２能明显抑制人 ＴＳＣＣＴｃａ８１１３细胞的迁移

能力。

综上所述，Ｓｒｃ激酶抑制剂 ＰＰ２对 ＴＳＣＣ

Ｔｃａ８１１３细胞的侵袭和迁移能力有抑制作用，但ＰＰ２

具体通过什么信号通路来减弱肿瘤细胞的侵袭和迁

移能力目前尚不清楚。吴向晖等［１４］研究发现，ｍｉＲ

３２０可通过靶向 Ｒａｂ１１调控宫颈癌 ＳｉＨａ细胞的增

殖、侵袭及迁移，ＰＰ２是否也是通过ｍｉＲ３２０的调控
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来抑制ＴＳＣＣＴｃａ８１１３细胞的侵袭和迁移，有待进一
步研究。
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