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天然小分子ＨＥＰ１４抗黑色素瘤细胞ＳＫＭｅｌ１０３的作用研究
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　　［摘要］　目的　初步探讨天然小分子 ＨＥＰ１４对黑色素瘤 ＳＫＭｅｌ１０３细胞的抑制作用及相关机
制。方法　用不同浓度的ＨＥＰ１４（２．５～４０μｍｏｌ／Ｌ）处理黑色素瘤ＳＫＭｅｌ１０３细胞后，ＣＣＫ８和平板克
隆形成实验检测细胞的存活率和克隆的形成，流式细胞术检测细胞周期变化和细胞凋亡，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
检测细胞迁移能力，ＲＴｑＰＣＲ检测ＣＤ２７１和ＳＴＡＴ３基因水平的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＤ２７１、ＳＴＡＴ３、
ｐＳＴＡＴ３蛋白水平的表达，细胞免疫荧光检测进一步证实ＣＤ２７１在细胞内的表达。结果　与对照组比
较，天然小分子 ＨＥＰ１４能有效抑制 ＳＫＭｅｌ１０３细胞的生长和克隆的形成（Ｐ＜０．０５），诱导细胞 Ｇ２／Ｍ
期阻滞（Ｐ＜０．０５），促进细胞凋亡（Ｐ＜０．０５）和抑制细胞的迁移。ＨＥＰ１４显著抑制 ＳＫＭｅｌ１０３、ＳＫＭｅｌ
１４７和ＳＫＭｅｌ２８细胞ＳＴＡＴ３的磷酸化（Ｐ＜０．０５），下调 ＣＤ２７１的表达（Ｐ＜０．０５）。结论　天然小分子
ＨＥＰ１４能有效抑制黑色素瘤细胞生长并诱导其凋亡；可能通过抑制ＳＴＡＴ３的激活下调ＣＤ２７１的表达，
从而抑制黑色素瘤细胞的迁移。

　　［关键词］　 天然小分子ＨＥＰ１４；黑色素瘤；ＳＫＭｅｌ１０３细胞；信号转导和转录活化因子３；神经生
长因子受体

　　［中图法分类号］　Ｒ２８５．５；Ｒ７３３６１；Ｒ７３９．５ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金委员会－贵州省人民政府联合基金项目（Ｕ８１２４０３－４）；贵州省科技厅社会发展科技支撑计划项目（黔科合支撑
［２０１９］２７８９号）

［通信作者］　桂黎明，Ｅｍａｉｌ：ｇｕｉｌｉｍｉｎｇ＠ｇｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

ＡｎｔｉｍｅｌａｎｏｍａＳＫＭｅｌ１０３ｃｅｌｌｓｅｆｆｅｃｔｏｆａｎａｔｕｒａｌｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＨＥＰ１４
ＬＩＵＦａｎｇ１，２，ＺＨＯＮＧＱｉｎ１，２，ＷＡＮＧＸｉａｎ１，２，ＷＥＩＲｕｉｒａｎ３，ＧＵＩＬｉｍｉｎｇ１，２　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｓｃｈｏｏｌｏｆ
ＢａｓｉｃＭｅｄｉｃｉｎｅ，２ＴｉｓｓｕｅＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｄＳｔｅｍＣｅｌｌＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＣｅｎｔｅｒ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ，
ＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，５５０００４；３ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ，ＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，２３００３１，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆａｎａｔｕｒａｌｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＨＥＰ１４，ｏｎ
ｍｅｌａｎｏｍａＳＫＭｅｌ１０３ｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＳＫＭｅｌ１０３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ＨＥＰ１４ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（２．５～４０μｍｏｌ／Ｌ）．Ｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓａｃｏｎｔｒｏｌ．Ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｓｓｅｓｓｅｄｕｓｉｎｇＣＣＫ８ａｓｓａｙａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ．Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍｏｂｉｌｉｔｙ．ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴｑＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ２７１ａｎｄＳＴＡＴ３，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＤ２７１，ＳＴＡＴ３ａｎｄｐＳＴＡＴ３．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ
ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｔｏｃｏｎｆｉｒｍｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ２７１．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＨＥＰ１４ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄ
ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＳＫＭｅｌ１０３ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌａｒｒｅｓｔａｔＧ２／Ｍｐｈａｓｅ（Ｐ＜０．０５），ｐｒｏｍｏｔｅｄ
ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｃｅｌｌｍｏｂｉｌｉｔｙｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，
ＨＥＰ１４ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＣＤ２７１（Ｐ＜０．０５）ｉｎｔｈｅｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓＳＫＭｅｌ１０３，ＳＫＭｅｌ１４７ａｎｄＳＫＭｅｌ２８．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＮａｔｕｒａｌｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅＨＥＰ１４ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｅｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｍｅｌａｎｏｍａ

２９３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ＳＫＭｅｌ１０３ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｔｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＳＴＡＴｔｏｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ
ＣＤ２７１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｎａｔｕｒａｌｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅ；ｍｅｌａｎｏｍａ；ＳＫＭｅｌ１０３ｃｅｌｌｓ；ＳＴＡＴ３；ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＪｏｉｎｔＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａａｎｄＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＧｏｖｅｒｎｍｅｎｔ（Ｕ８１２４０３４）ａｎｄｔｈｅＳｏｃｉａｌＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＳｕｐｐｏｒｔＰｒｏｇｒａｍｏｆＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（［２０１９］２７８９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＧＵＩＬｉｍｉｎｇ，Ｅ
ｍａｉｌ：ｇｕｉｌｉｍｉｎｇ＠ｇｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　人类恶性黑色素瘤是一种具有高度侵袭性的癌
症。由于肿瘤异质性，其中包含致瘤性不断增强的癌

细胞亚群，使其成为难治的耐药性肿瘤之一。同时，伴

随对黑色素瘤发展的分子机制和遗传分析的深入研

究，黑色素瘤也是其他转移性癌症诊治的理想研究模

型［１］。早期手术切除黑色素瘤后的根治率较高，但残

余或晚期黑色素瘤仍具有较高的恶性转移能力和侵袭

性，靶向治疗（如ＢＲＡＦ抑制剂、ＭＥＫ抑制剂等）［２］、免
疫治疗（如单抗ＰＤ１抗体或与抗 ＣＴＬＴ４抗体联合使
用）的发展［３］，已使晚期黑色素瘤患者的临床治疗显

著改善，总体生存率提高，但这些药物治疗成果也仅限

于某类黑色素瘤患者，而且在治疗过程中可能伴随致

癌信号通路的再激活、脱靶效应及耐药基因的出现，导

致治疗后复发和再次转移［４－５］。因此，需要开发新的

药物来克服目前治疗药物的局限性。黑色素瘤中不同

亚型之间存在特异或差异性基因的表达（如 ＰＥＮＴ、
ＮＲＡＳ、ＴＰ５３、ＣＤＫＮ２Ａ、ＭＩＴＦ）［６］，基因表达的差异决
定了黑色素瘤的组织病理特征、远处转移部位和速度、

药物治疗效果，也因此区别不同的黑色素瘤亚型［７－８］。

可见恶性黑色素瘤的药物开发，是基于可靠的分子筛

查靶点。

　　ＣＤ２７１是一种低亲和力神经生长因子（ｌｏｗａｆｆｉｎｉｔｙ
ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）受体或ｐ７５神经营养因子受
体，是肿瘤坏死因子受体 （ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ）超家族成员，在多种癌组织中表达并
发挥重要作用。１０个黑色素瘤中有 ９个呈现异质性
表达 ＣＤ２７１［９］。ＣＤ２７１作为黑色素瘤起始细胞
（ＭＩＣｓ，又称黑色素瘤干细胞）亚群的重要标志
物［１０－１１］，与肿瘤细胞形成、迁移和复发密切相关［１２］。

无论ＣＤ２７１是否作为黑色素瘤干细胞亚群的标记
物［１１］，它在黑色素瘤中的作用已被充分证实，抑制

ＣＤ２７１的表达能降低肿瘤形成能力和体外细胞迁移能
力［１３－１５］。ＳＴＡＴ３在癌症中发挥着重要作用［１６－１７］，在高

表达ＣＤ２７１的黑色素瘤转移病灶中，同时检测到被高
度激活的ＳＴＡＴ３［１５－１６，１８］，其依赖的信号通路在介导黑
色素瘤细胞向肺部、大脑转移的过程中同样起到关键

的调控作用［１９］；提示黑色素瘤中 ＣＤ２７１的表达可能
与ＳＴＡＴ３依赖的信号通路调控相关。

　　天然小分子作为治疗药物具有较高的组织和肿瘤
渗透率，可以相对容易地穿过细胞膜和其他生物屏障，

进入细胞内靶点［２０－２１］。ＨＥＰ１４（５βＯａｎｇｅｌａｔｅ２０
ｄｅｏｘｙｉｎｇｅｎｏｌ）是从天然植物南欧大戟中提取的天然小
分子，是一种类似于吲哚或吲哚甲丁酸酯的化合物。

研究显示 ＨＥＰ１４家族化合物能调控子宫颈癌 ＨｅＬａ
细胞、神经母细胞瘤和肝癌细胞的溶酶体生物发生，且

ＨＥＰ１４可显著减少阿尔茨海默疾病模型小鼠脑部淀
粉样蛋白沉积斑块的累积，是溶酶体相关疾病的可行

治疗选择［２２］。本课题组在前期用黑色素瘤细胞对

ＨＥＰ１４做活性筛查时发现天然小分子 ＨＥＰ１４对黑
色素瘤细胞的表型和生长有较强抑制作用，但其在黑

色素瘤中的抗肿瘤机制尚不清除。因此本研究旨在运

用天然小分子ＨＥＰ１４作用于黑色素瘤细胞 ＳＫＭＥＬ
１０３，观察其对黑色素瘤的影响及初步探讨其可能的机
制，为后期深入研究提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　药物与试剂
　　天然小分子ＨＥＰ１４由中国科学院昆明植物所郝
小江院士组提取和赠送［２２］。用 ＤＭＳＯ配制成
１０ｍｍｏｌ／Ｌ储存液，保存在－２０℃冰箱备用。ＤＭＥＭ细
胞培养基（货号 Ｃ１９９５５００ＢＴ）、０．２５％ 胰酶（货号
２５２０００５６）、双抗（货号 １５１４０１２２）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；胎牛血清（货号 ＳＥ１００Ｂ）购自北京宏岭隆成科技
有限公司；二 甲 基 亚 砜 （ＤＭＳＯ，货 号 Ｄ８３７１）、
ＡＮＮＥＸＩＮＶＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７／ＰＩＫｉｔ凋亡检测试剂盒
（货号 ＣＡ１０５０）、高效 ＲＩＰＡ组织／细胞裂解液（货号
Ｒ００１０）、细胞周期试剂盒（货号 ＣＡ１５１０）购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司；细胞增殖与毒性检测试剂 （ＣＣＫ８，货号
ＧＫ１０００１）购自 ＧＬＰＢＩＯ公司；ＢＣＡ蛋白定量／浓度测
定试剂盒（货号 ＥＳ６００２）、ＲＮＡＱｕｉｃｋｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ
（货号ＲＮ００１）、２ＸＳｕｐｅｒＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭＩＸ（货
号 ＱＰ００２）、快速逆转录试剂盒（货号 ＲＴ００１）购自上
海奕杉生物科技有限公司；５×蛋白加样缓冲液（货号
ＧＦ１８１１）购自 Ｇｅｎｅｆｉｓｔ公司；ＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ（货号 Ｓ０００１）、βａｃｔｉｎ（货号 ＡＦ７０１８）、
ＣＤ２７１（货 号 ＡＦ０３６０）、ＳＴＡＴ３（货 号 ＡＦ６２９４）、
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ｐＳＴＡＴ３（Ｔｙｒ７０５，货号ＡＦ３２９３）购自Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人黑色素瘤ＳＫＭｅｌ１０３、ＳＫＭｅｌ
１４７、ＳＫＭｅｌ２８细胞株由ＭａｒíａＳ．Ｓｏｅｎｇａｓ博士（西班牙
国家癌症研究中心）赠送。ＳＫＭｅｌ１０３细胞复苏后，接
种于含１０％的胎牛血清及１％双抗的ＤＭＥＭ高糖培养
基，置于５％ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中培养。２～３ｄ传代
１次，取对数期细胞进行实验，分别用不同浓度ＨＥＰ１４
处理细胞，每个浓度组至少３个重复。
１．２．２　ＣＣＫ８实验测定细胞活力与增殖　　取对数
生长期的细胞按每孔５×１０３个接种于９６孔板，细胞贴
壁后，用ＨＥＰ１４（２．５，５，１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ）处理后继
续培养２４～７２ｈ，每个浓度组设置 ４个复孔。培养结
束时，每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂，避光培养２ｈ，酶标
仪测定４５０ｎｍ处的光密度值，计算细胞存活率，公式
为细胞存活率 ＝［Ｄ（４５０）实验孔 －Ｄ（４５０）空白孔）］／
［Ｄ（４５０）对照孔 －Ｄ（４５０）空白孔］×１００％。用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ６．０软件计算药物半数抑制浓度（ＩＣ５０）。
１．２．３　平板克隆形成实验检测细胞增殖能力　　药
物处理７２ｈ后，每个浓度组取２ｍＬ细胞悬液（约５×
１０２个细胞）接种到１２孔板中，置于培养箱继续培养
２周，每３天更换培养基，当有肉眼可见的克隆出现时
终止培养，弃去培养基，甲醇固定后结晶紫染色，计数

细胞克隆数，大于５０个细胞的集落记为有效克隆，实
验重复３次。
１．２．４　细胞形态观察　　将细胞以２×１０５／孔接种于６孔
板，待细胞贴壁后更换含 ＨＥＰ１４（５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ）
的培养基继续培养２４～７２ｈ。待培养结束时，用倒置
显微镜观察并拍摄每个浓度组细胞形态变化。

１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测各浓度组细胞纵向迁
移情况　　取对数生长期细胞接种于１２孔板内，分别
为空白组和 ＨＥＰ１４组，每组 ３个复孔。孵育 ２４ｈ，
ＨＥＰ１４作用４８ｈ后的细胞用含０．１％ＢＳＡ的 ＤＭＥＭ
培养基分别配成 ２．５×１０５／ｍＬ细胞悬液，将小室放入
２４孔板内，下室加入含２０％ＦＢＳ的培养基７５０μＬ，上
室加入细胞悬液 ２００μＬ，孵育箱内培养 ２４ｈ。移去培
养基，ＰＢＳ润洗２次，去除上室未迁移细胞，４％多聚甲
醛固定５ｍｉｎ，移去甲醛，ＰＢＳ润洗２次，１％结晶紫染
液避光染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ润洗２次，棉签擦干上室内未
迁移细胞，倒置显微镜下拍照。

１．２．６细胞周期　　胰酶消化各组细胞后，用预冷的
７０％乙醇固定细胞，４℃ 过夜，第２天用ＰＢＳ洗涤细胞
２次，收集沉淀。将ＲＮａｓｅＡ∶ＰＩ按１∶９体积配制成
染色工作液，５００μＬＰＩ／ＲＮａｓｅＡ染色工作液重悬细
胞，避光孵育３０ｍｉｎ后，流式细胞仪记录在４８８ｎｍ激

发波长处红色荧光，检测细胞周期。

１．２．７　细胞凋亡检测　　用ＨＥＰ１４（５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ）
处理细胞７２ｈ，待培养结束时，用不含 ＥＤＴＡ的胰蛋白
酶消化细胞，ＰＢＳ洗涤，１×结合缓冲液重悬细胞，调节
细胞浓度为（１～６）×１０６／ｍＬ，取１００μＬ细胞悬液于流
式管中，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７混匀后
室温避光５ｍｉｎ，加入 １０μＬ２０μｇ／ｍＬ的溴化丙啶溶
液（ＰＩ），加４００μＬＰＢＳ，利用流式细胞仪检测细胞凋
亡情况。

１．２．８　ＲＴｑＰＣＲ分析 ｍＲＮＡ表达　　ＨＥＰ１４（５，
１０，２０μｍｏｌ／Ｌ）处理 ＳＫＭｅｌ１０３细胞 ７２ｈ，收集各组
细胞，提取总ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，进行定量 ＰＣＲ扩
增反应，每组设 ３个复孔，重复至少 ３次。扩增条件
为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９５℃变性 １０ｓ，６０℃退火
３０ｓ，共进行４０个循环。以 ２－ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ的相
对表达量，所使用基因及引物序列如下：βａｃｔｉｎ上游引
物 ５′ＧＴＧＣＴＡＴＣＣＣＴＧＴＡＣＧＣＣＴＣ３′，下游引物 ５′
ＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣ３′；ＳＴＡＴ３上游引物 ５′
ＣＡＧＣＡＧＣＴＴＧＡＣＡＣＡＣＧＧＴＡ３′，下 游 引 物 ５′
ＡＡＡＣＡＣＣＡＡＡＧＴＧＧＣＡＴＧＴＧＡ３′；ＣＤ２７１上游引物
５′ＣＣＧＴＴＧＧＡＴＴＡＣＡＣＧＧＴＣＣＡＣ３′，下 游 引 物 ５′
ＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＴＡＧＧＣＣＡＣＡＡ３′。
１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　将对数生长期
的细胞，以 ２．５×１０５／ｍＬ接种于 ６孔板，待细胞贴壁
后，分别将终浓度为５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ的 ＨＥＰ１４处理
７２ｈ。用 ＲＩＰＡ（含 ＰＭＳＦ蛋白酶抑制剂）裂解液提取
蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，蛋白变性。蛋白样品每
孔２０μｇ经 ＰＡＧＥ凝胶电泳后转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱
脂牛奶封闭 ２ｈ，４℃ 孵育一抗过夜（１∶１０００），１×
ＴＢＳＴ洗涤３次，二抗（１∶３０００）室温孵育１．５ｈ，采用
ＥＣＬ显影液显色，凝胶成像系统拍照，ＩｍａｇｅＪ软件分析。
１．２．１０　细胞免疫荧光染色分析　　不同浓度 ＨＥＰ
１４处理后的细胞接种于盖玻片上，４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透 １５ｍｉｎ，室温下５％牛
血清白蛋白中封闭 ３０ｍｉｎ，４℃ 湿盒孵育一抗过夜，
ＰＢＳ洗涤细胞，室温下羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）Ｆｌｕｏｒ５９４孵育
１ｈ，用 ４′，６二脒基 ２苯基吲哚 （ＤＡＰＩ）核染１５ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤３次，防淬灭剂封片后荧光显微镜下观察。
１．２．１１　生物信息学分析黑色素瘤 ＳＴＡＴ３和 ＣＤ２７１
相关性　　使用 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｅｒｐｋｕ．ｃｎ／）
在线网站进行生物信息学分析。登录 ＧＥＰＩＡ网站，点
击“Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ”基因相关性分析模块，ＧｅｎｅＡ与 Ｇｅｎｅ
Ｂ分别输入ＳＴＡＴ３与ＣＤ２７１的基因名称，即ＳＴＡＴ３与
ＮＧＦＲ，相关系数选择默认的 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数，数据
集选择ＴＣＧＡＴｕｍｏｒ数据库中ＳＫＣＭＴｕｍｏｒ数据集，点

４９３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



击“Ｐｌｏｔ”，生成相关性分析图表［２３］。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ２４．０进行统计学分
析，组间比较采用单因素方差分析，实验均重复３次，
Ｐ＜０．０５表明差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＥＰ１４有效抑制ＳＫＭｅｌ１０３细胞生长
　　检测天然小分子ＨＥＰ１４对高恶性黑色素瘤细胞
ＳＫＭｅｌ１０３的细胞毒作用，用不同浓度的 ＨＥＰ１４分
别与ＳＫＭｅｌ１０３细胞作用２４、４８、７２ｈ，ＣＣＫ８结果显
示与未处理组细胞相比，ＨＥＰ１４降低了 ＳＫＭｅｌ１０３
的细胞活性（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），２４、４８、７２ｈＩＣ５０值分
别为３７．８１、２１．９、１１．０６，且ＨＥＰ１４作用的细胞毒性呈
时间、剂量依赖性（图１Ａ）。显微镜下形态学观察显示，
随着ＨＥＰ１４作用浓度和时间的增加，细胞数量和大小
也明显减少，１０μｍｏｌ／ＬＨＥＰ１４作用时间７２ｈ，出现明
显细胞碎片、不定形细胞（图 １Ｂ），说明天然小分子
ＨＥＰ１４能有效抑制黑色素瘤ＳＫＭｅｌ１０３细胞的生长。

２．２　ＨＥＰ１４抑制 ＳＫＭｅｌ１０３细胞增殖，促进细胞
凋亡

　　通过克隆形成实验探讨ＨＥＰ１４对ＳＫＭｅｌ１０３细
胞克隆集落形成的影响，如图２Ａ所示，与空白对照组
相比，５、１０、２０μｍｏｌ／ＬＨＥＰ１４组 ＳＫＭｅｌ１０３细胞的
克隆数减少（Ｐ＜０．０５），提示ＨＥＰ１４对ＳＫＭｅｌ１０３细
胞具有抑制作用，且抑制具有显著的浓度依赖性。流

式细胞术分析天然小分子 ＨＥＰ１４对细胞周期的影响
（图 ２Ｂ、Ｃ），与 ０μｍｏｌ／ＬＨＥＰ１４组相比，５、１０、
２０μｍｏｌ／ＬＨＥＰ１４组细胞以浓度依赖的方式出现Ｇ２／
Ｍ期阻滞（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），表明天然小分子 ＨＥＰ
１４可能通过诱导ＳＫＭｅｌ１０３细胞Ｇ２／Ｍ的周期阻滞，
抑制细胞增殖。为了进一步研究 ＨＥＰ１４对 ＳＫＭｅｌ
１０３细胞的诱导凋亡作用，采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色进
行流式细胞术分析 （图 ２Ｄ、Ｅ），结果表明 ＨＥＰ１４作
用细胞７２ｈ，与０μｍｏｌ／ＬＨＥＰ１４组相比，随着 ＨＥＰ
１４作用浓度的增加，细胞早期凋亡、晚期凋亡比例随
之增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），说明 ＨＥＰ１４能诱导黑色
素瘤细胞ＳＫＭｅｌ１０３的凋亡。
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图１ＨＥＰ１４对ＳＫＭＥＬ１０３细胞生长和细胞形态的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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Ａ：不同浓度 ＨＥＰ１４对ＳＫＭＥＬ１０３细胞克隆形成的影响；Ｂ：不同浓度ＨＥＰ１４对黑色素瘤细胞ＳＫＭＥＬ１０３周
期的影响；Ｃ：不同浓度 ＨＥＰ１４处理后黑色素瘤细胞 ＳＫＭＥＬ１０３各周期比例；Ｄ：流式细胞仪检测不同浓度
ＨＥＰ１４对黑色素瘤细胞ＳＫＭＥＬ１０３凋亡的影响；Ｅ：不同浓度 ＨＥＰ１４处理后黑色素瘤细胞 ＳＫＭＥＬ１０３凋亡
细胞比例　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组（０μｍｏｌ／Ｌ）比较

图２　ＨＥＰ１４对ＳＫＭＥＬ１０３细胞克隆形成、周期、凋亡的影响（珔ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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２．３　生物信息学分析黑色素瘤组织中 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ
与标记物 ＣＤ２７１ｍＲＮＡ的表达水平

　　利用 ＧＥＰＩＡ数据库分析黑色素瘤组织 ＳＴＡＴ３
ｍＲＮＡ与标志物ＣＤ２７１ｍＲＮＡ表达的相关性，结果显
示 ＣＤ２７１ｍＲＮＡ与 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ的表达呈正相关
（ｒ＝０．１４，Ｐ＜０．０１，图 ３），提示 ＣＤ２７１的表达可能与
ＳＴＡＴ３有关。
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图３　ＧＥＰＩＡ数据库分析黑色素瘤组织中ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ与
ＮＧＦＲｍＲＮＡ表达的相关性

２．４　ＨＥＰ１４抑制ＳＴＡＴ３磷酸化，下调ＣＤ２７１表达和
阻止ＳＫＭｅｌ１０３细胞迁移

　　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验研究 ＨＥＰ１４对 ＳＫＭｅｌ
１０３细胞迁移能力的影响（图 ４Ａ），结果表明 ＨＥＰ１４
显著抑制了细胞迁移（Ｐ＜０．０５）。为了探讨 ＨＥＰ１４
对黑色素瘤细胞 ＳＫＭｅｌ１０３的迁移抑制作用是否与
下调 ＣＤ２７１表达相关，通过 ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验
证后（图 ４Ｂ～Ｅ）发现 ＨＥＰ１４处理 ＳＫＭｅｌ１０３细胞
７２ｈ能显著抑制ＣＤ２７１的表达，同时，用细胞免疫荧光
染色分析 ＨＥＰ１４处理后 ＣＤ２７１在 ＳＫＭｅｌ１０３细胞
内的表达（图５），结果显示，与对照组相比，１０μｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰ１４组ＣＤ２７１的荧光信号明显减弱（Ｐ＜０．０５）；为
进一步探讨 ＨＥＰ１４对 ＣＤ２７１的抑制作用是否依赖
ＳＴＡＴ３信号通路的调控，ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示，ＨＥＰ１４能显著抑制 ＳＴＡＴ３磷酸化，并且成一定
的浓度依赖性（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；这一结果在其他黑
色素瘤细胞株ＳＫＭＥＬ１４７和ＳＫＭＥＬ２８也得到了验
证（图 ６）。上述结果表明，天然小分子 ＨＥＰ１４可能
通过ＳＴＡＴ３依赖的信号通路调控黑色素瘤细胞的
ＣＤ２７１表达，抑制黑色素瘤细胞的转移。
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图４　ＨＥＰ１４对ＳＫＭＥＬ１０３细胞迁移以及ＣＤ２７１、ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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３　讨论

　　黑色素瘤是由正常黑色素细胞异常转化引起的恶
性肿瘤，具有高度侵袭性和转移性，其发病率在全球范

围内逐年攀升。黑色素瘤细胞的异质性及治疗过程中

癌基因和信号通路再次激活，已成为阻碍恶性黑色素

瘤药物治疗的主要障碍，也使黑色素瘤的药物研发面

临新的挑战。天然小分子已成为多种癌症治疗的手段

之一，本研究探讨了天然小分子 ＨＥＰ１４对高恶性黑
色素瘤 ＳＫＭｅｌ１０３细胞的抑制作用。本研究发现，
ＨＥＰ１４能显著降低黑色素瘤 ＳＫＭｅｌ１０３细胞活力、
集落形成能力，增加细胞凋亡率，且表现出明显的浓度

依赖性，表明 ＨＥＰ１４对黑色素瘤 ＳＫＭｅｌ１０３细胞的
生长有明显的抑制作用。

　　ＳＴＡＴ３是一种重要的转录因子，主要通过 Ｔｙｒ７０５
位点的磷酸化而被激活，具有促进肿瘤的特性。在大

多数人类癌症组织中存在持续的 ＳＴＡＴ３过度表达和／
或ＳＴＡＴ３的过度活化［２４－２５］。本研究结果表明，ＨＥＰ
１４可以抑制黑色素瘤细胞株包括 ＳＫＭｅｌ１０３、ＳＫ
ＭＥＬ１４７和ＳＫＭＥＬ２８的 ＳＴＡＴ３总蛋白的表达和磷
酸化ＳＴＡＴ３（Ｔｙｒ７０５）蛋白水平，说明 ＨＥＰ１４可能通
过抑制ＳＴＡＴ３信号发挥抗黑色素瘤作用。
　　ＣＤ２７１是黑色素瘤起始细胞标记物和重要的神经
营养因子，调控黑色素瘤的成瘤性和迁移能力，是黑色

素瘤发展进程中的重要调控因子。本研究通过

ＧＥＰＩＡ数据库对 ＳＴＡＴ３基因与 ＣＤ２７１基因（ＮＧＦＲ）
进行相关性分析，发现在黑色素瘤组织中 ＣＤ２７１与
ＳＴＡＴ３在转录组水平上的表达呈正相关。有研究报道
在高表达ＣＤ２７１的黑色素瘤转移病灶中，同时检测到
被高度激活的 ＳＴＡＴ３［１５－１６，１８］，其依赖的信号通路在介
导黑色素瘤细胞向肺部、大脑转移的过程中同样起到

关键的调控作用［１９］；提示黑色素瘤中 ＣＤ２７１的表达
可能与ＳＴＡＴ３依赖的信号通路调控相关。在进一步
研究中发现ＨＥＰ１４在抑制ＳＴＡＴ３磷酸化的同时也抑
制 ＣＤ２７１的表达，提示 ＨＥＰ１４可能是通过调控
ＳＴＡＴ３通路活化抑制 ＣＤ２７１的表达，从而抑制 ＳＫ
Ｍｅｌ１０３细胞的迁移。无论 ＨＥＰ１４是否直接抑制黑
色素瘤起始细胞亚群，本研究结果提示 ＨＥＰ１４可能
成为ＳＴＡＴ３抑制剂或作为 ＣＤ２７１上下游基因的调控
剂。天然小分子ＨＥＰ１４对黑色素瘤的抑制作用具有
潜在的研究意义，将为恶性黑色素瘤寻找新的治疗途

径提供思路。

　　综上所述，天然小分子 ＨＥＰ１４能有效抑制黑色
素瘤细胞生长和诱导其凋亡；可能通过抑制 ＳＴＡＴ３的

激活下调ＣＤ２７１的表达，从而抑制黑色素瘤细胞的迁
移。但诱导细胞死亡存在多种途径，也可能同时受到

多条信号通路的调控，ＨＥＰ１４抑制黑色素瘤细胞生长
的明确机制还需要进一步的研究。ＣＤ２７１作为重要的
神经营养因子参与了细胞的增殖、迁移、细胞粘附等多

种细胞生物学行为，因此也受到多种信号通路的调控。

ＣＤ２７１是受到ＳＴＡＴ３通路的直接调控，还是通过多条
信号通路的交叉调控而发挥作用，仍需要进一步研究。
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