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　　［摘要］　背景与目的：口腔颌面部恶性肿瘤中约80%以上为口腔鳞状细胞癌(oral squamous cell carcino-
ma，OSCC)，虽过去的几十年诊断及治疗技术不断改进，其存活率却没有得到明显改善，5年生存率仍小于

50%。该研究旨在探讨斯钙素2(stanniocalcin 2，STC2)对口腔鳞癌细胞KB的增殖、凋亡及侵袭迁移的影响。方

法：构建STC2的RNA干扰载体，将其转染KB细胞使STC2基因沉默后，采用CCK8实验检测STC2对KB细胞增

殖的影响，通过APC Annexin V/7-AAD染色、流式细胞术检测细胞凋亡情况，分析STC2对细胞凋亡的影响。

细胞划痕和细胞小室(Transwell)试验分析比较STC2基因沉默后对口腔鳞癌细胞侵袭和迁移的差异。最后用蛋白

[质]印迹法(Western blot)检测凋亡、转移相关蛋白。结果：成功构建KB细胞STC2敲除细胞系，CCK8增殖实验

结果显示，STC2沉默后，细胞增殖被明显抑制，其生长速度低于对照组(P<0.001)。在顺铂诱导细胞凋亡过程

中，STC2沉默后KB细胞凋亡一定程度被促进。与KB细胞相比，STC2沉默后的细胞迁移和侵袭性明显减弱。

Western blot检测发现，沉默STC2后Bcl-2、促细胞迁移和侵袭蛋白Caveolin-1和β-catenin表达下调，bax表达上

升。结论：STC2可能参与调控口腔鳞癌细胞KB的增殖凋亡，促进KB细胞的侵袭转移能力，同时一定程度上减

弱KB对化疗药物顺铂的敏感性。
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　　［Abstract］ Background and purpose: About 80% patients with oral and maxillofacial malignant tumor are oral 
squamous cell carcinoma (OSCC). OSCC is one of the most common cancers in the world with less than 50% survival 
rate over 5 years. This experiment aimed to explore the effect of stanniocalcin 2 (STC2) on apoptosis, proliferation, 
migration and invasion of OSCC cell. Methods: RNA interference (RNAi) vector pLKO.1-shSTC2 was constructed and 
transfected into KB cells. Cell proliferation and cell apoptosis were then assessed by CCK8, APC Annexin V/7-AAD and 
flow cytometry. Differences of migration and invasion between KB scr and KB STC2i were examined by cell scratch 
and transwell tests. Finally, this study detected the apoptosis-associated proteins and metastasis-associated proteins by 
Western blot. Results: STC2 down-regulation plasmid was constructed and transfected into KB cells. CCK8 prolifera-
tion assay revealed that the STC2 down-regulation inhibited KB cells proliferation. By treating with cisplatin, this study 
found that STC2 silence could facilitate cell apoptosis significantly. With the knock down of STC2 gene, the expressions 
of Bcl-2, Caveolin-1 and β-catenin were decreased but the expression of bax was obviously increased. Conclusion: 
These data suggest that STC2 may be involved in the apoptosis, proliferation, migration and invasion of OSCC KB cells. 
Simultaneously, it can significantly weaken the sensitivity of KB cells to chemotherapeutic drug cisplatin.
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　　头颈部恶性肿瘤主要影响口腔、舌咽、口

咽、喉部及涎腺等, 位居常见恶性肿瘤的第六

位，恶性程度较高，虽然随着早期诊断水平以

及手术、放化疗的综合治疗水平提高，患者5年

生存率仍小于50%［1-2］。近年来，靶向药物已

成为研究的热点，因此，研究口腔鳞癌发生、

发展过程中的分子生物学机制，寻找更多的潜

在靶点十分必要。

　　斯钙素(stanniocalcin，STC)是一种糖蛋白

激素，最早在硬骨鱼中发现，由鱼类独有的内

分泌腺——斯坦尼小体(corpuscles of stannius，

CS)所分泌。其生理作用在于抑制腮、肠的Ca2+

转运使血钙降低和促进肾脏磷酸盐的重吸收。

近年来发现，在人和其他哺乳动物中也存在

STC样蛋白，分别命名为STC1和STC2。STC2
基因定位于染色体5q35，包含4个外显子，302
个氨基酸残基，相对分子质量约为33×103，和

STC1有30%左右氨基酸同源性，广泛表达于各

种组织，在心血管疾病、炎性反应细胞迁移、

胚泡着床和子宫的蜕膜化等多方面都起重要作

用，且越来越多的研究表明STC2的表达与人类

肿瘤的发展过程相关，是肿瘤治疗的潜在分子

靶点［3］。目前国内、外关于STC2在口腔鳞癌

中的表达及作用的研究鲜见报道。本研究通过

抑制STC2在口腔鳞癌细胞KB中的表达，探讨了

STC2在口腔鳞癌细胞系中的具体作用。

1　材料和方法

1.1　细胞培养

　　口腔鳞癌细胞株KB由中国科学院上海生命

科学研究院生物化学与细胞生物学研究所细胞

库提供，慢病毒包装细胞293T购自美国ATCC
公司。鳞癌细胞培养于DMEM培养基(购自美

国Gibco公司)，含10%胎牛血清、1 mmol/L非

必需氨基酸、2 mmol/L L-谷氨酰胺、100 U/mL
青霉素及100 µg/mL链霉素，慢病毒包装细胞

293T用含10%胎牛血清、1 mmol/L非必需氨基

酸、2 mmol/L L-谷氨酰胺的DMEM培养基，置

于37 ℃，CO2体积分数为5%的恒温培养箱中培

养。当细胞在培养皿中长到约90%时，移去培

养液，用磷酸盐缓冲溶液(PBS)清洗，加入含

EDTA的0.25%胰酶溶液消化传代。

1.2　真核质粒载体的构建　

　　STC2干扰质粒构建按常规操作，设计合成

特异性STC2 shRNA 靶序列5’-GAATGCTACCT-
CAAGCACGA-3’靶向STC2 mRNA 的412-431
核苷酸序列, 按要求合成序列，随后克隆到载体

pLKO.1 中，经过酶切、连接，构建成STC2干

扰重组质粒pLKO.1-shSTC2。所有实验用载体

均经过测序验证。

1.3　细胞系构建

　　将构建的pLKO.1-shSTC2质粒载体转染

293T细胞，随后对目的细胞KB感染，构建稳定

表达的KB-STC2i细胞系，感染48 h后收集细胞

行蛋白[质]印迹法(Western blot)检测。

1.4　Western blot检测

　　将收集好的细胞沉淀用含蛋白酶抑制剂的

裂解液缓冲液RIPA裂解后，BCA法测定蛋白浓

度(试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司)，
然后用6×SDS加样缓冲液制备成适当浓度的样

品，用100 ℃左右的水域处理样品5～10 min。

用10%的SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离裂解

的蛋白样品，然后将蛋白转移到聚偏二氟乙烯

膜(PVDF membrane)上，并用10%的脱脂奶粉

(Bio-Rad)在室温下封闭2 h。此后依次加入一抗

和HRP(辣根过氧化物酶)-偶联的二抗(依一抗而

定)。转移到膜上的蛋白用化学发光底物(ECL购

自Millipore公司)进行显色后，LAS4000化学发

光成像分析仪曝光显出条带。

1.5　细胞增殖检测

　　细胞分别以每孔1 000个细胞的密度接种于

96孔板，每个时间点做6个平行样本，将培养板

置37 ℃，CO2体积分数为5%的条件下培养。分

别在24、48、72、96、120和144 h时向每孔加入

10 μL CCK8溶液，在培养箱内温育2 h。用酶标

仪测定在450 nm处的吸光度(D)，计算每6孔的D
值的平均值和标准差，绘制细胞生长曲线。

1.6　细胞凋亡实验

　　将细胞铺入6 cm培养皿中，贴壁后加药，
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顺铂浓度：4 µg/mL，处理72 h后胰酶消化细

胞，PBS清洗离心，按细胞凋亡试剂盒说明书

(APC Annexin V和7-AAD，美国BD公司)操作规

程，加入100 µL 1×缓冲液(10×缓冲液用ddH2O
稀释而成)，然后加入5 µL APC Annexin V和 

5 µL 7-AAD混匀，避光温育15 min，1 h内进行

流式细胞仪分析检测STC2对顺铂诱导细胞凋亡

的影响。

1.7　细胞划痕实验

　　分别将KB、KB-STC2i细胞等量接种至6孔

板中，每种细胞接种3个平行孔。等细胞完全融

合时，再用10 μL枪头在每孔单层细胞上划痕，

每孔划出的“伤口”宽度要保持一致。PBS清

洗1次，加无血清培养基，置37 ℃，CO2体积分

数为5%的培养箱中培养，于0、24和48 h分别观

察划痕愈合情况并拍照。计算不同时间段细胞

迁移的距离，以迁移距离反映细胞迁移性，实

验重复3次。

1.8　细胞侵袭实验

　　实验采用带有8 μm微孔聚碳酸酯膜的Tran-
swell小室(购自美国BD公司)。首先将Matrigel 
(50 mg/L)胶和无血清DMEM培养基以1∶3比例

进行混合。在小室上室铺100 μL混合好的Matri-
gel，37 ℃无菌保持过夜，确保Matrigel充分凝

固。收集对数生长期的KB、KB-STC2i细胞，

用无血清DMEM培养基调整细胞浓度为1×106/
mL，每孔加入100 μL细胞悬浮液于上室，每

种细胞加3个复孔，下室每孔加600 μL无血清

DMEM。置37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱

温育16 h后取出小室，滤膜用4%多聚甲醛固定

20 min。用棉签小心擦去未侵袭的滤膜表面细

胞，结晶紫染色，在光镜下随机选5个视野，计

算单个视野细胞平均数，以穿过Matrigel的细胞

数来表示肿瘤细胞的侵袭性，实验重复3次。

1.9　统计学处理　

　　采用GraphPad Prism 5软件进行统计分析，

实验组与对照组比较用t检验，两组以上数据比

较用方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　细胞系构建

　　在KB细胞内转染STC2 shRNA表达质粒，

构建STC2低表达细胞系(STC2i)，运用Western 
blot验证转染后STC2表达情况(图1)，相比于

转染无义shRNA的对照组(scr)，STC2i组细胞

STC2的蛋白表达水平明显降低，说明细胞系构

建成功。

图 1　Western blot检测pLKO.1-shSTC2质粒载体转染

KB细胞后STC2表达水平

Fig. 1    Analysis of STC2 expression in OSCC cell line KB after 

transfected with STC2 pLKO.1-shSTC2

2.2　STC2促进KB细胞增殖

　　通过CCK8检测观察STC2对细胞增殖的影

响，绘制生长曲线结果显示，随着时间延长，

相比于对照组，KB细胞低表达STC2后细胞生长

速度明显减慢，两组同一个时间点间比较差异

均有统计学意义(P<0.05，图2)。

图 2　下调STC2对KB细胞增殖的影响

Fig. 2    Effect of downregulation of STC2 on KB cell proliferation

  *:P<0.05, **: P<0.001, compared with the control group. 

2.3　STC2对顺铂诱导细胞凋亡的影响

　 　 流 式 细 胞 仪 检 测 顺 铂 处 理 后 细 胞 凋 亡

情 况 ， 如 图 3所 示 ， 无 顺 铂 处 理 的 情 况 下 ，

K B 细 胞 凋 亡 率 略 低 于 S T C 2 低 表 达 后 的 细
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胞 ( P = 0 . 0 1 7   8 )； 应 用 顺 铂 处 理 的 情 况 下 ，

STC2低表达组的KB细胞凋亡率高于对照组

(P=0.016 3)。可见STC2低表达一定程度上增强

了口腔鳞癌细胞对顺铂的敏感性。

图 3　STC2低表达对顺铂诱导的KB细胞凋亡的促进作用 

Fig. 3    Promotion effect of STC2 silence on apoptosis of KB cells 

induced by cisplatin 

  *: P<0.05.
2.4　STC2具有增强KB细胞体外迁移和侵袭 

能力

　　细胞划痕检测结果显示，24 h后KB细胞中

“伤口”已有明显的缩小，而KB-STC2i细胞迁移

距离较短，48 h后KB细胞划痕已基本愈合，而

KB-STC2i细胞仍有一段距离未闭合(P<0.01，图

4)。说明未敲除STC2的KB细胞的迁移性比敲除

后的细胞强。

　　用带有Matrigel的Transwell小室检测KB
和KB-STC2i细胞侵袭能力，结果显示，经过

24 h体外培养，KB细胞穿过Matrigel的个数为

812±143(单个视野的平均数)，而KB-STC2i细
胞穿过Matrigel的个数仅为176±38(单个视野的

平均数)，两者差异有统计学意义(P<0.001，

图5)。说明KB细胞的体外侵袭性比KB-STC2i 
细胞强。

2.5 　STC2使细胞中抑制凋亡相关蛋白表达

　　Western blot检测结果显示，STC2低表达的

KB-STC2i相比于KB细胞，低表达STC2后促凋

亡蛋白bax表达上升，而抑制凋亡蛋白Bcl-2、促

细胞迁移和侵袭蛋白Caveolin-1和β-catenin表达

相对下调(图6)。说明STC2可能抑制KB细胞凋

亡从而促进细胞增殖，并参与调控KB细胞的迁

移和侵袭。

图 4　KB细胞和STC2基因敲除后细胞体外迁移性的比较

Fig. 4    The comparison of the ability of migration between KB and KB-STC2i

  *: P<0.01.
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图 5　KB细胞和STC2基因敲除后细胞体外侵袭性的比较

Fig. 5    The comparison of the ability of invasion between KB and KB-STC2i

  *: P<0.001.
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图 6　KB细胞和沉默STC2后KB细胞中转移相关蛋白β-catenin

和Caveolin-1，凋亡相关蛋白bax、Bcl-2表达的比较

Fig. 6    The difference in the expression of metastasis-promoting 

proteins Caveolin-1 and β-catenin and the expression of 

apoptosis-associated proteins bax and Bcl-2  between KB and 

KB-STC2i cells

3　讨　　论

　　研究已发现STC2的异常表达与肿瘤的发

生、发展密切相关，推测可用于评估肿瘤的

恶性程度及增殖潜能。与相应的正常组织相

比，STC2在多种肿瘤组织中均过表达，如乳腺 

癌［4］、成纤维细胞瘤［5］、食管鳞癌［6］、胃 

癌［7］、结直肠癌［8］、肾细胞癌［9-10］、前列腺

癌［11］、子宫内膜癌［12］，其中在结直肠癌、胃

癌和肾细胞癌中，STC2高表达与患者生存率呈

负相关。缺氧条件下，STC2是HIF-1的下游基

因，通过促进Rb和cyclinD的磷酸化，促进细胞

增殖、抑制凋亡［13］。Ieta等［14］将STC2基因转

染至分化程度高且STC2基因低表达的结直肠癌

细胞系中，结果伴随着STC2基因表达的增加，

同时还出现细胞分化程度降低、细胞增殖旺盛

等系列改变，提示STC2可能通过参与调控细胞

增殖来促进结肠癌细胞的侵袭及转移。此外，

有研究报道，STC2通过增加人成纤维细胞瘤细

胞的基础凋亡率抑制细胞的增殖［5］。因此，关

于STC2对肿瘤的具体作用尚不明确。

　　本研究采用体外细胞增殖、凋亡实验和

Western blot检测发现，STC2参与调控口腔鳞癌

细胞KB的增殖和凋亡。低表达STC2相比于对照

组可抑制口腔鳞癌细胞的增殖(P＜0.05)。流式

细胞仪检测了KB细胞和STC2低表达对细胞凋亡

的影响，结果显示在KB细胞凋亡过程中，STC2
低表达相对促进细胞凋亡。因此，推测STC2的

异常表达与口腔鳞癌细胞KB的增殖有关。顺铂

是头颈部鳞癌常用的化疗药物，本实验用顺铂

来诱导口腔鳞癌细胞凋亡，结果发现，在顺铂

诱导细胞凋亡的过程中，STC2敲除后可明显促

进凋亡，差异均有统计学意义(P<0.05)，该结果

表明干扰STC2可能增强顺铂对口腔鳞癌细胞的

杀伤效果，通过干扰STC2的表达来影响其凋亡

或增殖通路，从而增强肿瘤细胞对化疗药物的

敏感性，以提高治疗效果。

　　口腔鳞癌发生远处转移的时间早、比例

高，并且很多患者并不是因为原发病灶致死，

而是由于发生远处转移，导致重要脏器功能丧

失、全身衰竭、恶病质，最后死亡［15-17］。肿瘤

转移是多因素、多步骤、多阶段过程，一般受

到多个通路和信号分子的调控，肿瘤细胞的迁

移是其侵袭转移的基础，而且涉及机制非常复

杂。同一种蛋白分子对不同的肿瘤甚至对同一

肿瘤在不同环境下有着不同调节作用。本研究

采用体外细胞划痕、侵袭实验和 Western blot检
测发现STC2表达的KB细胞相比于对照组，其促

转移相关蛋白β-catenin和Caveolin-1表达水平也

较高，差异均具有统计学意义，提示STC2表达

上调与口腔鳞状细胞癌的恶性程度、转移呈正

相关性，STC2在口腔鳞癌中可能为肿瘤转移的

促进因素。

　　综上所述，通过体外实验的初步研究，发

现STC2可能作为口腔鳞癌治疗的潜在靶点，可

以通过干扰STC2的表达来影响口腔鳞癌细胞凋

亡或增殖通路，抑制其迁移侵袭，并且可增强

口腔鳞癌细胞对化疗药物的敏感性，提高治疗

效果，在动物体内或人体组织中是否如此，尚

需更多的实验数据证实。
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