
China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 8 中国药房 2021年第32卷第8期

芥子碱硫氰酸盐对人皮肤鳞状细胞癌SCL-1细胞增殖、上皮间质
转化、转移的影响及其机制研究Δ

苏羽屾 1，2＊，曾智锐 3，4，荣冬芸 1，2，王 叶 1，2，李 丹 1，2，唐姗姗 1，2，汪 涛 1，2，龙雪梅 1，2，曹 煜 1，2 #（1.贵州医科大学
临床医学院，贵阳 550004；2.贵州医科大学附属医院皮肤科，贵阳 550004；3.贵州医科大学基础医学院生理
教研室，贵阳 550004；4.贵州省常见慢性病发病机制与药物研究重点实验室，贵阳 550004）

中图分类号 R965 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2021）08-0952-09

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2021.08.10

摘 要 目的：研究芥子碱硫氰酸盐（ST）对人皮肤鳞状细胞癌SCL-1细胞增殖、上皮间质转化（EMT）和转移的影响，并考察其可

能的作用机制。方法：将人皮肤鳞状细胞癌SCL-1细胞分为空白对照组（0.1％二甲基亚砜）和ST不同浓度组（5、10、20 μmol/L），

分别通过CCK-8实验、5-乙炔基-2′脱氧尿嘧啶核苷染色实验、细胞划痕实验和Transwell小室侵袭实验测定各组细胞的增殖、迁移

和侵袭能力，通过Western blot实验和免疫荧光实验分别测定各组细胞中EMT相关指标N-钙黏着蛋白（N-cadherin）、E-钙黏着蛋

白（E-cadherin）的表达水平。另将SCL-1细胞分为空白对照组（0.1％二甲基亚砜）、ST单用组（20 μmol/L）、ST+NSC228155组[20

μmol/L ST+100 μmol/L NSC228155（EGFR 激动剂）]和 ST+SC79组[20 μmol/L ST+20 μmol/L SC79（PI3K/Akt 激动剂）]，分别通过

CCK-8实验、细胞划痕实验和Transwell小室侵袭实验测定各组细胞的增殖、迁移和侵袭能力，并通过Western blot实验测定空白对

照组（0.1％二甲基亚砜）和ST不同浓度组（5、10、20 μmol/L）组细胞中表皮生长因子受体（EGFR）、磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）、磷酸

化磷脂酰肌醇3激酶（p-PI3K）、蛋白激酶B（Akt）和磷酸化Akt（p-Akt）蛋白的表达水平，以验证ST的作用与EGFR/PI3K/Akt信号

通路的关系。另将 SCL-1细胞和人正常皮肤成纤维细胞 WS1分别分为空白对照组（0.1％二甲基亚砜）、ST 组（20 μmol/L）、

ZD1839组（阳性对照，20 μmol/L，EGFR抑制剂）和LY294002组（阳性对照，20 μmol/L，PI3K/Akt抑制剂），采用CCK-8实验测定各

组细胞的增殖能力，以评价ST的细胞毒性。结果：与空白对照组比较，5、10、20 μmol/L ST组SCL-1细胞的增殖、迁移和侵袭能力

均显著减弱（P＜0.05）；Western blot和免疫荧光实验结果显示，5、10、20 μmol/L ST组SCL-1细胞中N-cadherin蛋白的表达均显著

下调（P＜0.05），E-cadherin蛋白的表达均显著上调（P＜0.05），并且细胞中EGFR、p-PI3K、p-Akt蛋白的表达水平均显著降低（P＜

0.05）。与ST单用组比较，ST+NSC228155组和ST+SC79组SCL-1细胞的增殖、迁移和侵袭能力均显著增强（P＜0.05）。与空白对

照组比较，ST 组 WS1细胞的增殖能力差异无统计学意义（P＞0.05），SCL-1细胞增殖能力显著减弱（P＜0.05），ZD1839组和

LY294002组两种细胞的增殖能力均显著减弱（P＜0.05）；与ST组比较，ZD1839组和LY294002组WS1细胞的增殖能力均显著减

弱（P＜0.05），但SCL-1细胞的增殖能力差异无统计学意义（P＞0.05）。结论：ST可能通过抑制EGFR/PI3K/Akt信号通路的活化而

抑制人皮肤鳞癌SCL-1细胞的增殖、EMT和转移，且其毒副作用较小。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of sinapine thiocyanate （ST） on the proliferation，epithelial mesenchymal

transformation（EMT）and metastasis of human cutaneous squamous cell carcinoma SCL-1 cells，and to investigate its possible

mechanism. METHODS：Human cutaneous squamous cell carcinoma SCL-1 cells were divided into blank control group（0.1％

DMSO） and ST different concentration groups （5，10，20

μmol/L）. CCK-8 assay，5-ethynyl-2′-deoxyuridine（EDU）test，

scratch test and Transwell chamber invasion test were adopted

to test the proliferation，migration and invasion ability. The

expression of N-cadherin and E-cadherin were detected by

Western blot and immunofluorescence assay. Other SCL-1 cells

were collected and divided into blank control group （0.1％
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皮肤鳞状细胞癌多为表皮肿瘤，常采用手术方法进

行治疗，但治疗后容易复发和转移；复发后，多采用放化

疗方法进行治疗，治疗风险较高[1－2]。因此，寻找一种安

全的新型药物对于治疗复发和转移性皮肤鳞状细胞癌

较为重要。皮肤鳞状细胞癌易发生远处转移，其中上皮

间质转换（EMT）是其转移的重要机制之一[3]。EMT 是

细胞由上皮表型转化为间质表型的过程，其与多种细胞

生物的正常胚胎发育相关，但同时也与肿瘤的发生发展

相关[4]。在皮肤鳞状细胞癌的发展过程中，原柱状的正

常上皮细胞会逐渐变为梭形的间质细胞，此时上皮细胞

的极性消失，失去了原本与基底膜连接的上皮表型特

征，从而获得迁移、侵袭、抗凋亡等间质表型功能[5]。

表皮生长因子受体（EGFR）是细胞增殖、发育所必

需的受体[6]。当表皮生长因子与其配体在细胞外结合后

形成二聚体，此二聚体可使细胞内酪氨酸发生磷酸化并

激活下游细胞内的信号级联，激活磷脂酰肌醇 3激酶

（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）途径[7]，而该途径与癌细胞的增

殖、迁移和侵袭等恶性行为密切相关[8]。

芥子碱硫氰酸盐（ST）是从十字花科药用植物中提

取得到的一种木脂素类化合物，具有抗炎、抗衰老、抗氧

化、抗肿瘤等多种药理作用[9]，具有较大的开发价值。有

报道指出，ST能够抑制小鼠的血脂血糖升高、动脉粥样

硬化和肝细胞脂肪变性[10－11]；此外，ST对肝癌细胞的增

殖和转移有抑制作用[12]。然而，ST对皮肤鳞状细胞癌的

影响及作用机制尚不清楚。因此，本研究拟探讨ST对

人皮肤鳞状细胞癌 SCL-1细胞增殖、EMC 和转移的影

响，并从EGFR/PI3K/Akt信号通路出发初步分析其分子

作用机制，为ST药用价值的进一步开发以及将其用于

临床治疗皮肤鳞状细胞癌提供可行的参考依据。

1 材料
1.1 主要仪器

HHM-SY96S型多功能酶标仪购自深圳恒美生物科

技有限公司；54-03003 型倒置光学显微镜购自德国

Bresser 公司 ；GelDoc XR 型凝胶成像仪购自美国

Bio-Rad 公司；LV100ND 型荧光显微镜购自日本 Nikon

公司；DYCP-31DN型电泳仪、DYCZ-40D型转膜仪均购

自北京六一生物科技有限公司；D-650型水平细胞超净

工作台购自江苏常州如益科技有限公司；303-5B型二氧

化碳培养箱购自上海尚仪生物科技有限公司。

1.2 主要药品与试剂

ST 原料药（批号 7431-77-8，纯度＞98％）购自成都

仪睿生物科技有限公司；EGFR 激动剂 NSC228155、

PI3K/Akt 激动剂 SC79、EGFR 抑制剂 ZD1839和 PI3K/

Akt 抑制剂 LY294002（批号分别为 HY-101084、HY-

18749、HY-50895、HY-10108，纯度均大于 99％）均购自

美国 MCE 公司；RPMI 1640培养基、胎牛血清（FBS）、

0.25％胰蛋白酶[含乙二胺四乙酸（EDTA）]溶液均购自

美国Gibco公司；CCK-8试剂盒（批号BS350A）购自上海

白鲨生物科技有限公司；Transwell小室（批号30419069）

购自美国Corning公司；Matrigel胶（批号2446ML005）购

自德国Biofroxx公司；苯甲基磺酰氟（PMSF）、RIPA裂解

液均购自福州飞净生物科技有限公司；十二烷基硫酸

DMSO），ST group（20 μmol/L），ST+NSC228155 group [20 μmol/L ST+100 μmol/L NSC228155（EGFR agonist）] and ST+SC79

group [20 μmol/L ST+20 μmol/L SC79（PI3K/Akt agonist）]. The proliferation，migration and invasion ability of SCL-1 cells in

each group were detected by CCK-8 assay，scratch test and Transwell chamber invasion assay. The expression of epidermal growth

factor receptor（EGFR），phosphatidylinositol 3 kinase（PI3K），phosphorylated phosphatidylinositol 3 kinase（p-PI3k），protein

kinase B （Akt） and phosphorylated protein Akt （p-Akt） protein of cells in blank control group and ST different concentration

groups（5，10，20 μmol/L）were determined by Western blot assay so as to validate the relationship between ST effect and EGFR/

PI3K/Akt signaling pathway. SCL-1 cells and human normal skin fibroblasts cell WS1 were divided into blank control group（0.1％

DMSO），ST group（20 μmol//L），ZD1839 group（positive control，20 μmol//L，EGFR inhibitor）and LY294002 group（positive

control，20 μmol//L，PI3K/Akt inhibitor）. CCK-8 assay was used to detect the cell proliferation in order to evaluate the cells

cytotoxicity of ST. RESULTS：Compared with blank control group，the proliferation，migration and invasion ability of SCL-1 cells

were significantly decreased in 5，10，20 μmol/L ST groups（P＜0.05）. Western blot and immunofluorescence assay showed that

the expression of N-cadherin in SCL-1 cells were decreased significantly in 5，10，20 μmol/L ST groups（P＜0.05），while the

protein expression of E-cadherin was increased significantly（P＜0.05）；the protein expressions of EGFR，p-PI3K and p-Akt were

significantly decreased（P＜0.05）. Compared with ST group，the proliferation，migration and invasion ability of SCL-1 cells were

increased significantly in ST + NSC228155 group and ST + SC79 group （P＜0.05）. Compared with blank control group，the

proliferation ability of WS1 cells had no significant change in ST group，while the proliferation ability of SCL-1 cells was

decreased significantly（P＜0.05）；the proliferation ability of the two kinds of cells were decreased significantly in ZD1839 group

and LY294002 group（P＜0.05）. Compared with ST group，the proliferation ability of WS1 cells was decreased significantly in

ZD1839 group and LY294002 group（P＜0.05），but there was no significant difference in the proliferation ability of SCL-1 cells

（P＞0.05）. CONCLUSIONS：ST may inhibit the proliferation，EMT and metastasis of SCL-1 cells through inhibiting the

activation of EGFR/PI3K/Akt signaling pathway，and its side effects are few.

KEYWORDS Sinapine thiocyanate； Human cutaneous squamous cell carcinoma SCL-1 cells； Proliferation； Epithelial

mesechymal transition；Metastasis；EGFR/PI3K/Akt signaling pathway
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钠-聚丙烯酰胺电泳（SDS-PAGE）凝胶试剂盒、二喹啉甲

酸（BCA）定 量 试 剂 盒（批 号 分 别 为 MA0388-08F、

MA0082-02C）均购自大连美仑生物技术有限公司；兔源

EGFR、PI3K、磷酸化 PI3K（p-PI3K）、Akt、磷酸化 Akt

（p-Akt）多克隆抗体（批号分别为 25869、60225、10176、

12789、22018）均购自武汉三鹰生物技术有限公司；兔源

N-钙黏着蛋白（N-cadherin）多克隆抗体、鼠源E-钙黏着

蛋白（E-cadherin）单克隆抗体、鼠源β-肌动蛋白（β-actin）

单 克 隆 抗 体（批 号 分 别 为 GB111009、GB12868、

GB12001）均购自武汉塞维尔生物技术有限公司；辣根

过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）

二抗、HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 二抗（批号分别为

AS014、AS003）均购自武汉爱博泰克生物科技有限公

司；5-乙炔基-2′脱氧尿嘧啶核苷（EDU）增殖检测试剂盒

（批号C0088L）购自上海碧云天生物技术有限公司；ECL

高敏曝光液（批号36222ES60）购自武汉聚能慧达生物科

技有限公司；其余试剂均为分析纯或实验室常用规格，

水为超纯水。

1.3 细胞

人皮肤鳞状细胞癌 SCL-1细胞购自武汉普诺赛生

物科技有限公司，人正常皮肤表皮纤维细胞WS1购自美

国ATCC细胞库。

2 方法
2.1 细胞的培养

将 SCL-1 细胞和 WS1 细胞分别用含 10％FBS 的

RPMI 1640培养基（后文简写为“完全培养基”）在37 ℃、

5％CO2培养箱中进行培养，当细胞生长至融合度约

90％时，用 0.25％胰蛋白酶（含EDTA）溶液对其进行消

化、传代，取对数生长期且状态良好的细胞用于后续实

验（本研究所用的为传代6～10代的细胞）。

2.2 ST对SCL-1细胞增殖的影响

2.2.1 CCK-8实验 将 SCL-1细胞用 0.25％胰蛋白酶

（含EDTA）溶液消化7 min后，以1 000 r/min离心5 min，

吸弃上清液，收集细胞沉淀。将细胞沉淀用完全培养基

重悬，制成密度均为 4×103 mL－1的单细胞悬液，按每孔

100 μL接种到 96孔板中。将细胞分为空白对照组（含

0.1％DMSO的完全培养基，下同）和ST不同浓度组（5、

10、20 μmol/L，以完全培养基配制，药物浓度均根据前期

预实验结果确定，下同），每组设置6个复孔；并另设不加

细胞和药物的调零孔。将细胞置于 37 ℃、5％CO2培养

箱中培养过夜，待细胞充分贴壁后，每孔加入相应药液

或完全培养基 100 μL。培养 24 h后，吸弃培养基，按每

孔100 μL加入CCK-8溶液（将CCK-8溶液与RPMI 1640

培养基按体积比1 ∶9混合）；作用3 h后，采用多功能酶标

仪在450 nm波长下测定各孔的光密度（OD）值并计算各

组细胞的增殖率：增殖率（％）＝（实验组OD值－调零孔

OD值）/（空白对照组OD值－调零孔OD值）×100％。实

验重复 3次。去掉 3次实验中的最大值和最小值，将其

余所有数据均用于统计分析。

2.2.2 EDU 染色实验 将 SCL-1细胞用 0.25％胰蛋白

酶（含 EDTA）溶液消化 8 min 后，以 1 000 r/min 离心 5

min，吸弃上清液，收集细胞沉淀。将细胞沉淀用完全培

养基重悬，制成密度为 2×105 mL－1的细胞悬液。在 6孔

板中铺上无菌盖玻片，并按每孔 200 μL加入细胞悬液。

将细胞分为空白对照组（含0.1％DMSO的完全培养基）

和 ST 不同浓度组（5、10、20 μmol/L），每组设置 2个复

孔。每组细胞中加入EDU 溶液（按 RPMI 1640培养基

和 EDU 原液体积比 1 000 ∶ 1稀释）1.9 mL和相应药液/

完全培养基 100 μL，于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养 2.5

h，根据 EDU 增殖检测试剂盒说明书方法对其进行洗

片、固定、染色、DAPI染核等操作。随后，在荧光显微镜

下随机选取5个视野进行拍照，分别计数每视野下的阳

性细胞数（即出现绿色荧光的细胞数），并计算阳性细胞

率：每视野下的阳性细胞率（％）＝每视野下阳性细胞数/

总细胞数×100％，每组均取平均值作为检测结果。实验

重复3次，数据处理同“2.2.1”项。

2.3 ST对SCL-1细胞迁移能力的影响

采用细胞划痕实验进行检测。按“2.2.2”项下方法

对SCL-1细胞进行消化、离心和重悬。将细胞悬液按每

孔 1 mL接种至 6孔板中，并按每孔 1 mL加入完全培养

基，吹打混匀后，将细胞分为空白对照组（含0.1％DMSO

的完全培养基）和ST不同浓度组（5、10、20 μmol/L），每

组设置 3个复孔。将细胞置于 37 ℃、5％CO2培养箱中

培养过夜，待细胞融合度达95％以上时，用200 μL移液

枪枪头在每孔细胞中划3条线。以磷酸盐缓冲液（PBS）

洗涤2次后，分别加入RPMI 1640培养基1.9 mL和相应

药液/完全培养基100 μL。在加药培养的0、24 h时，分别

在倒置光学显微镜下随机选取5个视野对进行拍照，使

用 Image Pro Plus 6.0软件测量各孔划痕的面积并计算

各组细胞的相对迁移率：相对迁移率（％）＝（实验组培

养0 h时的划痕面积－实验组培养24 h时的划痕面积）/

（空白对照组培养 0 h的划痕面积－空白对照组培养 24

h 时的划痕面积）×100％，每组均取平均值作为检测结

果。实验重复3次，数据处理同“2.2.1”项。

2.4 ST对SCL-1细胞侵袭能力的影响

采用Transwell小室侵袭实验进行检测。将Matrigel

胶和不含血清的培养基按体积比 1 ∶ 8混匀，均匀铺在

Transwell 小室的上室，在 37 ℃培养箱中将 Matrigel 烘

干，弃掉多余的培养基。按“2.2.2”项下方法对SCL-1细

胞进行消化、离心并收集细胞，然后将细胞用完全培养

基重悬，制成密度为4×105 mL－1的细胞悬液。吸取上述

细胞悬液100 μL到Transwell小室的上室，下室加入完全

培养基700 μL。将细胞分为空白对照组（含0.1％DMSO

的完全培养基）和ST不同浓度组（5、10、20 μmol/L），每组

设置 3个复孔。各组细胞均按每孔 100 μL加入相应药

液/完全培养基。将小室置于37 ℃、5％CO2培养箱中培

养过夜后，再以4％多聚甲醛溶液固定20 min，PBS漂洗

5 min×2次；用 1％结晶紫试剂染色 15 min，PBS 漂洗 5
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min×2次。擦拭掉非侵袭细胞后将小室放入烘箱中烘
干，然后在倒置光学显微镜下观察各孔侵袭的细胞，每
个小室随机选择5个视野进行拍照后进行计数，取其平
均值作为检测结果。实验重复 3 次，数据处理同

“2.2.1”项。

2.5 ST对SCL-1细胞中EMT相关蛋白表达的影响

2.5.1 Western blot 实验 将 SCL-1细胞以 0.25％胰蛋
白酶（含EDTA）溶液消化 7 min后，以 1 000 r/min离心 5

min，收集细胞沉淀。按“2.2.2”项下方法将细胞重悬，

然后按每孔 2 mL 将细胞接种至 6孔板中，将其分为空
白对照组（含 0.1％DMSO）和 ST 不同浓度组（5、10、20

μmol/L）。将细胞置于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养，待
培养24 h细胞贴壁后，每孔加入相应药液/完全培养基2

mL，继续培养 24 h；吸弃培养基，按每孔 100 μL加入体
积比1 ∶ 100的PMSF和RIPA裂解液的混合液，于冰上裂
解 15 min，然后在 4 ℃下以 12 000 r/min离心 20 min，吸
取蛋白上清液，并采用BCA蛋白定量法进行蛋白定量。

取变性后的蛋白20 μg行10％SDS-PAGE（电压85 V，时
间 2 h），再以 320 mA 恒流 2 h 转至聚偏氟乙烯膜上。

以 5％脱脂牛奶室温封闭 2 h 后，分别加入 E-cadherin、

N-cadherin、β-actin一抗（稀释比例均为1 ∶ 1 000），4 ℃孵
育过夜；TBST溶液漂洗 15 min×3次，加入HRP标记的
山羊抗兔 IgG二抗、HRP标记的山羊抗鼠 IgG二抗（稀释
比例均为 1 ∶ 2 000），室温孵育 2 h；TBST溶液漂洗 3次×

15 min，加入ECL曝光液后，于凝胶成像仪中成像。以
Image Lab 5.2.0软件测定目标条带的灰度值，以目标蛋
白与内参蛋白（β-actin）的条带灰度值比值表示目标蛋白
的表达水平。实验重复3次。

2.5.2 免疫荧光实验 按“2.2.2”项下方法对 SCL-1细
胞进行消化、离心和重悬，然后按每孔 100 μL接种到预
先放有盖玻片的 6孔板中，并加入完全培养基 2 mL，吹
打混匀。将细胞置于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养 24 h

后，以PBS清洗细胞爬片5 min×3次，然后将细胞分为空
白对照组（含 0.1％DMSO 的完全培养基）和 ST 不同浓
度组（5、10、20 μmol/L），每组设置3个复孔，各组细胞均
按每孔100 μL加入相应药液/完全培养基。将细胞再次
置于37 ℃、5％CO2的培养箱中培养24 h，然后用PBS浸
洗 3 min×3次，用 4％多聚甲醛溶液固定爬片 15 min，以
PBS浸洗5 min×3次，用0.3％TritonX-100试剂室温通透
25 min，以PBS浸洗5 min×3次，将爬有细胞的盖玻片倒
扣在载玻片上，在每个盖玻片上滴山羊血清室温封闭
30 min后，吸掉多余封闭液，分别加入N-cadherin、E-cad-

herin一抗（稀释比例均为1 ∶ 100），4 ℃孵育过夜；PBS浸
洗3 min×3次，避光加入HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗、

HRP标记的山羊抗鼠 IgG二抗（稀释比例均为 1 ∶ 100），

室温孵育 1 h；以PBS浸洗 3 min×3次，用DAPI复染核 5

min；以PBS浸洗3 min×3次，吸水纸吸干多余液体，然后
用含荧光猝灭剂的封片液封片。在荧光显微镜下观察
并采集图像，用 Image Pro Plus 6.0软件测定各组细胞每
视野下的荧光强度并计算其相对荧光强度：相对荧光强

度（％）＝各实验组细胞每视野下平均荧光强度/空白对

照组细胞每视野下平均荧光强度×100％。实验重复 3

次，数据处理同“2.2.1”项。

2.6 ST 是否通过 EGFR/PI3K/Akt 信号通路影响

SCL-1细胞生物学效应的研究

2.6.1 加入EGFR/PI3K/Akt信号通路激动剂后对ST生

物学效应的影响 实验设置空白对照组（含0.1％DMSO

的完全培养基）、ST 组（20 μmol/L）、ST + NSC228155

组[20 μmol/L ST+100 μmol/L NSC228155]和 ST+SC79

组[20 μmol/L ST+20 μmol/L SC79]，分别按“2.2.1”“2.3”

“2.4”项下方法进行细胞培养并检测SCL-1细胞的增殖、

迁移和侵袭能力。每个实验均重复 3次，数据处理同

“2.1.1”项。

2.6.2 细胞中 EGFR/PI3K/Akt 通路相关蛋白的表达

采用 Western blot法进行检测。按“2.7”项下方法对细

胞进行分组、给药、电泳和转膜等操作。用5％脱脂牛奶

室温封闭 2 h 后，分别加入 EGFR、PI3K、p-PI3K、Akt、

p-Akt、β-actin一抗（稀释比例均为1 ∶ 1 000），4 ℃孵育过

夜；TBST溶液漂洗 15 min×3次，加入HRP标记的山羊

抗兔 IgG 二抗（稀释比例为 1 ∶ 2 000），室温孵育 2 h；

TBST 溶液漂洗 15 min×3次，加入 ECL 曝光液后，于凝

胶成像仪中成像。以 Image Lab 5.2.0软件测定目标条带

的灰度值，以目标蛋白与内参蛋白（EGFR以β-actin为内

参，p-PI3K以PI3K为内参，p-Akt以Akt为内参）的条带

灰度值比值表示目标蛋白的表达水平。实验重复3次。

2.7 ST的细胞毒性考察

分别将SCL-1、WS1细胞分为空白对照组（含 0.1％

DMSO的完全培养基）、ST组（20 μmol/L）、EGFR抑制剂

ZD1839组（阳性对照，20 μmol/L）和 PI3K/Akt 抑制剂

LY294002组（阳性对照，20 μmol/L），按“2.2.1”项下方法

检测细胞的增殖能力，并进行数据处理。实验重复3次。

2.8 统计学方法

采用SPSS 22.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用LSD-t检验。P＜0.05表示差异具有统计

学意义。

3 结果
3.1 ST对SCL-1细胞增殖的影响结果

3.1.1 CCK-8实验结果 与空白对照组比较，5、10、20

μmol/L ST组细胞的增殖率均显著降低（P＜0.05），且ST

的作用具有明显的浓度依赖性（P＜0.05）。各组SCL-1

细胞增殖率的测定结果见表1。

3.1.2 EDU 染色实验结果 与空白对照组比较，5、

10、20 μmol/L ST 组的细胞阳性率均显著降低（P＜

0.05），且 ST 的作用具有一定的浓度依赖性趋势，其中

20 μmol/L ST组的细胞阳性率显著低于5、10 μmol/L ST

组（P＜0.05）。各组SCL-1细胞的EDU染色图见图1（图

中，EDU 表示阳性细胞，DAPI 表示细胞核，Merge 表示

两者的荧光合并图），阳性细胞率的测定结果见表1。

··955



China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 8 中国药房 2021年第32卷第8期

表 1 各组SCL-1细胞增殖、迁移和侵袭能力的测定结

果（x±±s）

Tab 1 Proliferation，migration and invasion ability

of SCL-1 cells in each group（x±±s）

组别
空白对照组
5 μmol/L ST组
10 μmol/L ST组
20 μmol/L ST组

增殖率（n＝16），％
100.0±2.5

91.3± 2.7＊

84.6±1.2＊#

69.3±2.2＊#Δ

阳性细胞率（n＝4），％
20.2±2.8

13.6±2.6＊

11.4±2.7＊

2.0±1.0＊#Δ

相对迁移率（n＝7），％
100.00±4.83

52.76±3.66＊

27.98±2.76＊#

23.67±3.21＊#

侵袭细胞数（n＝7），个
56±5

42±4＊

35±5＊

12±4＊#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与 5 μmol/L ST 组比较，#P＜

0.05；与10 μmol/L ST组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. 5 μmol/L ST group，
#P＜0.05；vs. 10 μmol/L ST group，ΔP＜0.05

3.2 ST对SCL-1细胞迁移的影响结果

与空白对照组比较，5、10、20 μmol/L ST组细胞的相

对迁移率均显著降低（P＜0.05），且ST的作用具有一定

的浓度依赖性趋势，其中 10、20 μmol/L ST组细胞的相

对迁移率显著低于 5 μmol/L ST 组（P＜0.05）。各组

SCL-1细胞迁移能力观察的显微图见图 2，相对迁移率

的测定结果见表1。

3.3 ST对SCL-1细胞侵袭能力的影响结果

与空白对照组比较，5、10、20 μmol/L ST组的侵袭细

胞数均显著减少（P＜0.05），且ST的作用具有一定的浓

度依赖性趋势，其中20 μmol/L ST组的侵袭细胞数显著

少于 5、10 μmol/L ST组（P＜0.05）。各组细胞侵袭能力

观察的显微图见图3，侵袭细胞数的测定结果见表1。

3.4 ST对SCL-1细胞EMT相关蛋白表达的影响结果

3.4.1 Western blot 实验结果 与空白对照组比较，5、

10、20 μmol/L ST 组细胞中 E-cadherin 蛋白的表达水平

显著升高（P＜0.05），N-cadherin蛋白的表达水平显著降

低（P＜0.05），且ST的作用具有明显的浓度依赖性（P＜

0.05）。各组细胞中 E-cadherin、N-cadherin 蛋白表达的

电泳图见图4，表达水平的测定结果见表2。

3.4.2 免疫荧光实验结果 与空白对照组比较，5、10、

20 μmol/L ST 组细胞中 E-cadherin 蛋白表达显著增加

（P＜0.05），N-cadherin蛋白表达显著减少（P＜0.05），且

ST的作用具有明显的浓度依赖性（P＜0.05），该结果与

Western blot实验结果相一致。各组细胞中E-cadherin、

N-cadherin 蛋白表达的免疫荧光图见图 5（图中，E-cad-

herin、N-cadherin 表示蛋白表达，DAPI 表示细胞核，

Merge表示两者的荧光合并图），表达水平的测定结果见

表2。

3.5 ST 是否通过 EGFR/PI3K/Akt 信号通路影响

SCL-1细胞生物学效应的研究结果

3.5.1 加入EGFR/PI3K/Akt信号通路激动剂后对ST抑

制 SCL-1细胞增殖、迁移、侵袭能力的影响结果 与空

白对照组比较，各药物组细胞的增殖率、相对迁移率和

侵袭细胞数均显著降低（P＜0.05）。与ST组比较，ST+

NSC228155组和 ST+ SC79组细胞的增殖率、相对迁移

率和侵袭细胞数均显著升高（P＜0.05），表明EGFR激动

剂NSC228155和 PI3K/Akt激动剂 SC79均可逆转 ST对

SCL-1细胞增殖、迁移和侵袭能力的抑制作用，这提示

ST 可能是通过 EGFR/PI3K/Akt 信号通路而发挥其对

SCL-1细胞的增殖、迁移和侵袭的抑制作用。加入EG-

FR/PI3K/Akt 信号通路激动剂后对 ST 抑制 SCL-1细胞

迁移、侵袭能力影响的显微图见图6，增殖、迁移、侵袭能

力影响的测定结果见表3。

3.5.2 ST对SCL-1细胞中EGFR/ PI3K/Akt信号通路相

关蛋白表达的影响结果 与空白对照组比较，5、10、20

μmol/L ST组细胞中EGFR、p-PI3K、p-Akt蛋白的表达水

平均显著降低（P＜0.05），且具有明显的浓度依赖性

（P＜0.05）。各组细胞中EGFR、p-PI3K、p-Akt蛋白表达

的电泳图见图7，表达水平的测定结果见表4。

图1 各组SCL-1细胞的EDU染色图（×200）

Fig 1 EDU staining diagrams of SCL-1 cells（×200）

EDU

DAPI

Merge

空白对照组 5 μmol/L ST组 10 μmol/L ST组 20 μmol/L ST组
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图2 各组SCL-1细胞迁移能力观察的显微图（×40）

Fig 2 Micrographs of migration ability of SCL-1 cells in each group（×40）

0 h

24 h

空白对照组 5 μmol/L ST组 10 μmol/L ST组 20 μmol/L ST组

图3 各组细胞侵袭能力观察的显微图（×100）

Fig 3 Micrographs of cell invasion ability in each group（× 100）

空白对照组 5 μmol/L ST组 10 μmol/L ST组 20 μmol/L ST组

3.6 ST的细胞毒性考察结果

与空白对照组比较，ST组WS1细胞的增殖率差异

无统计学意义（P＞0.05），且SCL-1细胞的增殖率显著降

低（P＜0.05）；而ZD1839组、LY294002组WS1、SCL-1细

胞的增殖率均显著降低（P＜0.05）。与 ST 组比较，

ZD1839组、LY294002组WS1细胞的增殖率均显著降低

（P＜0.05），而 SCL-1细胞的增殖率差异无统计学意义

（P＞0.05）。以上结果提示，在等浓度下，ST的细胞毒性

较阳性药 EGFR 抑制剂 ZD1839 和 PI3K/Akt 抑制剂

LY294002小，说明ST是一种药效明显且较为安全的药

物。各药物对WS1细胞和SCL-1细胞增殖影响的测定

结果见表5。

4 讨论
当前，皮肤鳞状细胞癌的治疗方法主要是手术、放

化疗结合等[1－2]。然而，患者术后的复发率较高，且存在

较多的并发症[13]。中药在皮肤鳞状细胞癌中晚期甚至

是术后恢复不良患者的治疗中发挥着重要作用，其具有

毒副作用小等优势，能够适当地延长患者的生存期

等[14]。本研究通过CCK-8实验、EDU染色实验、细胞划

痕实验验和Transwell小室侵袭实验发现，使用5、10、20

μmol/L的ST处理后，SCL-1细胞的增殖、迁移和侵袭能

力均显著减弱，且其作用具有一定的浓度依赖性趋势。

EMT过程中常见的标志物改变有上皮性蛋白（如E-cad-

herin、紧密连接蛋白、细胞角蛋白）表达下调，间质性蛋

白（如 N-cadherin、纤维连接蛋白、波形蛋白）表达上

调[15]。本研究通过Western blot实验及免疫荧光实验发

现，ST 能够显著上调 SCL-1 细胞中 EMT 相关蛋白

表 2 各组细胞中E-cadherin、N-cadherin蛋白表达水

平的测定结果（x±±s）

Tab 2 Protein expressions of E-cadherin and N-cad-

herin of cells in each group（x±±s）

组别

空白对照组
5 μmol/L ST组
10 μmol/L ST组
20 μmol/L ST组

Western blot实验（n＝3）

E-cadherin/β-actin

1.00±0.05

1.15±0.07＊

1.38±0.04＊#

1.55±0.05＊#Δ

N-cadherin/β-actin

1.00±0.1

0.42±0.08＊

0.28±0.05＊#

0.12±0.04＊#Δ

免疫荧光实验（n＝7）

E-cadherin

100.0±5.3

166.2±7.2＊

233.1±3.5＊#

519.0±5.1＊#Δ

N-cadherin

100±1.8

83±8.2＊

29±4.1＊#

11±2.9＊#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与 5 μmol/L ST 组比较，#P＜

0.05；与10 μmol/L ST组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. 5 μmol/L ST group，
#P＜0.05；vs. 10 μmol/L ST group，ΔP＜0.05

图 4 各组细胞中E-cadherin、N-cadherin蛋白表达的

电泳图

Fig 4 Electrophoretic map of protein expression of

E-cadherin and N-cadherin in each group

E-cadherin

N-cadherin

β-actin

125 kDa

130 kDa

42 kDa

空白对照组 5 μmol/L ST组 10 μmol/L ST组 20 μmol/L ST组
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图5 各组SCL-1细胞中E-cadherin、N-cadherin蛋白表达的免疫荧光图（×100）

Fig 5 Immunofluore scence diagrams of E-cadherin，N-cadherin protein expression of SCL-1 cells in each group（×100）
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图6 加入EGFR/PI3K/Akt信号通路激动剂后对ST抑制SCL-1细胞迁移、侵袭影响的显微图

Fig 6 Micrograph of the effects of EGFR/PI3K/Akt signaling pathway agonist on ST inhibiting the migration and

invasion of SCL-1 cells

A.迁移情况（×40）

B.侵袭情况（×100）

空白对照组 5 μmol/L ST组 10 μmol/L ST组 20 μmol/L ST组

图 7 各组细胞中EGFR、p-PI3K、p-Akt蛋白表达的电

泳图

Fig 7 Electrophoretic map of protein expression of

EGFR，p-PI3K and p-Akt in SCL-1 cells of

each group
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E-cadherin的表达，并下调N-cadherin蛋白的表达，且其

作用具有一定的浓度依赖性趋势。

表3 加入EGFR/PI3K/Akt信号通路激动剂后对ST抑

制SCL-1细胞增殖、迁移、侵袭能力影响的测定结

果（x±±s）

Tab 3 Effects of EGFR/PI3K/Akt signaling pathway

agonist on ST inhibiting the proliferation，mi-

gration and invasion of SCL-1 cells（x±±s）

组别
空白对照组
ST组
ST+NSC228155组
ST+SC79组

增殖率（n＝16），％
100.0±2.5

68.3±2.5＊

87.6±4.7＊□

86.3±3.2＊□

相关迁移率（n＝7），％
100.00±6.83

28.89±3.63＊

71.83±2.86＊□

59.61±4.21＊□

侵袭细胞数（n＝7），个
76±5

13±3＊

63±4＊□

58±7＊□

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与ST组比较，□P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. ST group，□P＜0.05

相关临床研究显示，2例患有慢性粒细胞白血病且

同时患有皮肤鳞状细胞癌的患者在使用 EGFR 抑制剂

伊马替尼治疗后疾病得到了缓解，提示EGFR可能与皮

肤鳞状细胞癌的发生与发展密切相关[16]。本研究通过

Western blot实验发现，ST能够抑制SCL-1细胞中EGFR

蛋白的表达。EGFR 信号通路可影响 PI3K/Akt 等多种

下游效应分子的活化，由EGFR介导的 p-PI3K（PI3K的

活化形式）及其下游分子p-Akt（Akt的活化形式）增多能

够显著促进皮肤鳞状细胞癌的多种恶性生物学行为（如

异常增殖、EMT以及远处转移等）[17－18]。本研究结果显

示，ST 还能够显著抑制 SCL-1细胞中 p-PI3K、p-Akt 的

表达。

为进一步探讨ST对SCL-1细胞恶性生物行为学的

抑制是否是通过EGFR/PI3K/Akt信号通路来介导的，本

课题组以认可度高的EGFR激动剂NSC228155和PI3K/

Akt激动剂SC79为研究工具[19]，通过CCK-8实验、细胞

划痕实验和Transwell小室侵袭实验发现，NSC228155、

SC79均能够减弱ST对SCL-1细胞增殖、迁移和侵袭能

力的抑制作用。此外，与最为经典的EGFR通路抑制剂

ZD1839和PI3K/Akt通路抑制剂LY294002相比[15]，ST对

SCL-1细胞增殖的抑制作用没有差异，但其对正常WS1

细胞的毒副作用明显要小。
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表 4 各组细胞中EGFR、p-PI3K、p-Akt蛋白表达水平

的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 Protein expression of EGFR，p-PI3K and p-Akt

in SCL-1 cells of each group（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
5 μmol/L ST组
10 μmol/L ST组
20 μmol/L ST组

EGFR/β-actin

1.00±0.05

0.82±0.07＊

0.65±0.04＊#

0.43±0.05＊#Δ

p-PI3K/PI3K

1.00±0.11

0.95±0.08＊

0.43±0.05＊#

0.38±0.04＊#Δ

p-Akt/Akt

1.00±0.08

0.67±0.06＊

0.56±0.04＊#

0.48±0.06＊#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与 5 μmol/L ST 组比较，#P＜

0.05；与10 μmol/L ST组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. 5 μmol/L ST group，
#P＜0.05；vs. 10 μmol/L ST group，ΔP＜0.05

表 5 各药物对WS1细胞和 SCL-1细胞增殖影响的测

定结果（x±±s，n＝16）

Tab 5 Effects of the drugs on the proliferation of

WS1 cells and SCL-1 cells（x±±s，n＝16）

组别
空白对照组
ST组
ZD1839组
LY294002组

WS1细胞
100.0±4.6

94.5±2.7

70.3±3.2＊□

68.7±2.2＊□

SCL-1细胞
100.0±4.7

67.2±3.6＊

62.5±6.2＊

61.9±4.3＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与ST组比较，□P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. ST group，□P＜0.05

综上所述，ST对人皮肤鳞状细胞癌SCL-1细胞的增

殖、EMT和转移均有明显的抑制作用，且其对正常WS1

细胞的毒副作用较小；ST抑制细胞增殖和转移的作用可

能是与抑制EGFR/PI3K/Akt信号通路的活化有关，但其

具体的作用机制还需进一步深入研究。
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