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ACC-M侵袭、迁移的影响及机制研究

刘昕 1，吴娟娟 1,2，李萍 1，王越 1，李亦婕 1，王雨 1，魏丹 1，宋琦 1

1. 遵义医学院口腔组织病理学教研室，贵州 遵义 563000 ；
2. 贵阳市口腔医院预防科，贵州 贵阳 550002

　　［摘要］　背景与目的：有研究证实，正丁酸钠(sodium butyrate，NaB)对肿瘤细胞具有抑制增殖、诱导

分化和促凋亡的作用，但对涎腺腺样囊性癌(salivary adenoid cystic carcinoma，SACC)的作用机制尚不明确。该

研究主要探讨不同浓度NaB对SACC细胞株ACC-M侵袭、迁移的影响及其作用机制。方法：MTT法探索NaB作

用ACC-M细胞的最佳浓度并观察细胞的生长情况，Transwell小室实验检测NaB对ACC-M细胞侵袭、迁移能力

的影响，实时荧光定量PCR(real-time PCR，RT-PCR)和蛋白质印迹法(Western blot)分别检测5组浓度药物作用

后ACC-M细胞中高迁移率蛋白-1(high mobility group box-1，HMGB1)、toll样受体-4(toll like receptor-4，TLR4)
mRNA和蛋白的表达。结果：与对照组相比，加入NaB 0.625、1.25、2.5、5及10 mmol/L的5组均能抑制ACC-M
细胞增殖且呈明显浓度依赖性(P<0.05)。5组浓度NaB均可抑制ACC-M细胞体外侵袭和迁移能力(P<0.05)，同

时能降低ACC-M细胞HMGB1、TLR4 mRNA及蛋白的表达(P<0.05)；相关性分析显示TLR4蛋白表达的降低与

HMGB1的抑制呈正相关(r=0.810，P<0.05)。结论：NaB可抑制ACC-M细胞增殖，显著降低ACC-M细胞的侵袭

和迁移能力，同时降低HMGB1、TLR4 mRNA和蛋白的表达，且2者表达量呈明显正相关，提示NaB可能是通

过下调HMGB1、TLR4 mRNA和蛋白的表达来实现对ACC-M细胞侵袭、迁移能力的抑制。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Researches demonstrated that the butyric acid sodium salt (sodium 
butyrate, NaB) has effect on the inhibition of tumor cell proliferation, differentiation and apoptosis-promoting, while the 
mechanism on salivary adenoid cystic carcinoma(SACC) is still uncertain. This study mainly probed into the impact of 
different concentration of sodium butyrate on the migration and invasion of SACC cell line ACC-M, and its mechanism 
of action. Methods: MTT assay explored the optimal concentration of sodium butyrate on the cell ACC-M and the 
observation of cell growth. Transwell assay was used to detect the effects of sodium butyrate on the ACC-M cells on the 
aspact of invasion and migration ability. Fluorescence real-time quantitative PCR (RT-PCR) and Western blot were used 
to test respectively the expression of HMGB1, TLR4 mRNA and protein in ACC-M after functioned by 5 group drugs 
with different concentrations. Results: Compared with the control group, on the one hand, the concentration 0.625, 1.25, 
2.5, 5 and 10 mmol/L of sodium butyrate could effectively inhibit cell proliferation and apparently showing concentra-
tion-dependence (P<0.05)；On the other hand, 5 sets concentration of sodium butyrate could also effectively inhibit 
invasion and migration ability of ACC-M cells in vitro (P<0.05), as well as reducing the expression of HMGB1, TLR4 
mRNA and protein in ACC-M cells (P<0.05). Furthermore related analysis showed that the decline of TLR4 protein 
expression was positively correlated with inhibition of HMGB1 (r=0.810, P<0.05). Conclusion: Sodium butyrate has 
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　　涎腺腺样囊性癌(salivary adenoid cystic 
carcinoma，SACC)是一种最常见的涎腺恶性

上皮源性肿瘤，它具有生长缓慢、嗜神经侵

袭性强、易发生远处转移等特点，其中肺是

其常见的远处转移部位［1］。正丁酸钠(sodium 
butyrate，NaB)是一种研究较多的组蛋白脱乙

酰酶抑制剂，它通过抑制结肠癌、胃癌等癌细

胞株的增殖并诱导其凋亡从而显著地抑制其生 

长［2］，而对ACC-M细胞的作用却少见报道。

本研究通过体外实验探索NaB对ACC-M细胞侵

袭、转移的影响及其机制。

1　材料和方法

1.1　材料

　　ACC-M细胞株购自中国典型培养物保藏中 

心，胎牛血清(FBS)购自杭州四季青生物科技有

限公司，NaB购自美国Sigma公司，MTT购自北

京索莱宝科技公司，PVDF膜购自美国Millipore
公司，高迁移率蛋白-1(high mobili ty group 

box-1，HMGB1 )多克隆抗体购自美国Santa 
Cruz公司，toll样受体-4(toll like receptor-4，

TLR4)多克隆抗体购自美国Bioworld公司，

800CW荧光二抗购自中国基因有限公司，蛋

白电泳系统、电转移系统购自美国Bio-Rad 
公司。  

1.2　细胞培养

　　ACC-M细胞常规复苏，MEM完全培养基

(含1％双抗、1％谷氨酰胺、10%胎牛血清)、

37℃、CO2体积分数为5%、100%湿度条件下温

育24 h，传代培养。

1.3　MTT法对实验组药物浓度的筛选

　　取对数期细胞接种于96孔板，细胞密度

5×103个/孔，100 μL/孔、置于37 ℃、CO2体积分

an effect on inhibiting ACC-M cell proliferation, significantly reducing ACC-M cell invasion and migration capabilities, 
and reducing expression of HMGB1, TLR4 mRNA and protein, and both expression amount are positively correlated, 
Meanwhile the positively correlation suggests that sodium butyrate probably achieve the inhibition ability by lowering 
the expression of HMGB1, TLR4 mRNA and protein in ACC-M cell.
  　［Key words］ Salivary adenoid cystic carcinoma; Sodium butyrate; High mobility group box-1; Toll like 
receptor-4; Invasion; Migration

数为5%条件下培养。选取NaB浓度>0 mmol/L、 

≤20 mmol/L之间的15个浓度作用于ACC-M
细胞24 h，每组试验选择5个药物浓度(对照组

0 mmol/L)，100 μL/孔、37 ℃、CO2体积分数

为5%条件下温育20 h。避光加入0.5% MTT液

20 μL，培养4 h，每孔加150 μL DMSO，酶标

仪于490 nm检测各孔的(D)值。按以下公式计

算：细胞存活率=(D实验组-D调零组)/(D对照组-D调零组) 
×100%，并绘制剂量-效应曲线。每组实验重 

复3次。

1.4　Transwell小室的侵袭和迁移实验

　　按说明书配胶、铺胶，1×105/孔细胞悬液接

种于上室，对照组不做干预，实验组分别加入

100 μL浓度为0.625、1.25、2.5、5及10 mmol/L 
的NaB。下室加含20%胎牛血清的培养基、

37℃、CO2体积分数为5%条件下培养24 h。

取出小室，淋洗、晾干、固定、染色、切下

Transwell膜、中性树胶封片。随机选出10个

视野在显微镜下观察、拍照、计数、取平均

值，每组实验重复3次。在细胞迁移实验中除

了Transwell小室不铺胶，细胞悬液为 1×104/孔
外，其余方法同侵袭实验。

1 . 5 　 蛋 白 质 印 迹 法 ( W e s t e r n  b l o t ) 测 定

HMGB1、TLR4蛋白的表达

　　取对数期细胞待贴壁后随机分为对照组和

实验组，对照组不做干预，实验组细胞用浓

度为0.625、1.25、2.5、5及10 mmol/L的NaB
处理、37 ℃、CO2体积分数为5%条件下培养

24 h，提取蛋白、电泳，HMGB1蛋白使用12%
分离胶，TLR4使用8%分离胶，转膜，5%脱

脂奶粉，封闭1 h，分别用HMGB1多克隆抗体

(1∶500)、TLR4多克隆抗体(1∶500)与800 CW
荧光二抗(1∶10 000)温育2 h。ODYSSEY扫描蛋

白条带，读取灰度值，收集蛋白印记图。每组
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实验重复3次。

1.6　实时荧光定量PCR(real-time PCR，RT-

PCR)测定HMGB1、TLR4 mRNA含量

　　30 μL DEPC水溶解提取的RNA沉淀。光谱

图和D260/D280判定RNA的提取质量，将每组的

RNA浓度用DEPC水稀释为200 ng/μL，反转录

合成cDNA。RT-PCR检测HMGB1及TLR4的表

达，反应条件为：95 ℃预变性3 min；95 ℃变

性 10 s，60 ℃退火30 s、40个循环，55 ℃延伸

10 s、81个循环。引物如下：HMGB1上游引物

5’-AGGATCCCAATGCACCCAAG-3’，下游引

物5’-CGCAACATCACCAATGGACA-3’；TLR4
上游引物5’-TGAGCAGTCGTGCTGGTATC-3’，
下 游 引 物 5 ’ - C A G G G C T T T T C T G A G T C G 
T C - 3 ’ ； β - a c t i o n 为 内 对 照 ， 上 游 引 物

5’-TGGCACCCAGCACAATGAA-3’，下游引物

5’-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3’。
琼脂糖凝胶电泳鉴定PCR产物，于GelDoc XR凝

胶成像系统上观察。

1.7　统计学处理

　　实验结果采用SPSS 17.0统计软件进行统计

分析，实验数据均以x±s表示，并进行t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。两种蛋白之间的

关系采用线性相关分析。

2　结　　果

2.1　细胞观察

　　ACC-M细胞株为扁平的多边形，边界清

楚，体积较大，细胞质丰富，细胞核为圆形，

位于细胞中央，核分裂象较多见，细胞贴壁生

长、紧密相靠、互相衔接，生长活跃时密度较

大，可呈重叠式生长，细胞被压缩变小。与

对照组相比，随着NaB浓度升高，细胞密度降

低，间隙变大，逐渐成为梭形细胞，并伸出较

长的“突起”，细胞折光率降低，细胞核固

缩，细胞脱壁，漂浮在培养基中(图1)。
2.2　MTT法对实验组药物浓度的筛选 

　 　 与 对 照 组 相 比 ， 当 N a B 浓 度 在 0 . 6 2 5 、

1.25、2.5、5及10 mmol/L时，这5个浓度对

ACC-M细胞增殖均有抑制作用(P<0.05)，且随

着药物浓度的升高，细胞存活率逐渐降低，

作用呈明显浓度依赖性(图2)。当NaB浓度为

0.15、0.3、0.6、1.2及2.4mmol/L时，前3个浓度

组对ACC-M细胞的增殖无抑制作用(P>0.05)。
当药物浓度在1、2、4、8及16 mmol/L时，虽然

5个浓度均对细胞增殖有抑制作用(P<0.05)，但

当其为16 mmol/L时达到平台期。

(×100)

图 1　光学显微镜下观察ACC-M细胞形态改变

Fig. 1    Morphology change of ACC-M cells under light microscope

  A: Control group; B: 0.625 mmol/L group; C: 1.25 mmol/L group; D: 2.5 mmol/L group; E: 5 mmol/L group; F: 10 mmol/L group.
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2.3　Transwell小室实验对细胞侵袭和迁移能力

的测定结果 

　　与对照组相比，浓度为0.625、1.25、2.5、

5及10 mmol/L的NaB均可抑制ACC-M细胞的侵

袭能力和迁移能力，且随着浓度的增加，穿过

的细胞数减少，差异具有统计学意义(P<0.05，

图3，表1、2)。
2.4　Western blot测定HMGB1、TLR4蛋白 

表达

　　结果显示ACC-M细胞实验组与对照组均有

HMGB1和TLR4蛋白的表达。与对照组相比，

0.625、1.25、2.5、5及10 mmol/L浓度的NaB可

使ACC-M细胞内HMGB1和TLR4蛋白表达逐渐

降低(P<0.05)。将ACC-M细胞各组的HMGB1与

TLR4蛋白表达作相关分析，TLR4蛋白表达与

HMGB1蛋白表达呈正相关(r=0.810，P<0.05，

图4)。
2.5　RT-PCR测定HMGB1、TLR4 mRNA含量

2.5.1　HMGB1与TLR4 mRNA的相对表达量

　 　 与 对 照 组 相 比 ， 0 .625 、1 .25 、2 .5 、 5
及10 mmol/L浓度的NaB可使ACC-M细胞内

HMGB1 mRNA、TLR4 mRNA相对表达量降低

(P<0.05)，且随着药物浓度升高，表达量呈逐渐

下降趋势(表3)。

图 2　不同浓度NaB对ACC-M细胞增殖的影响

Fig. 2    Proliferation effect of different NaB concentration on ACC-M cells 

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

(HE, ×100)

图 3　不同浓度NaB对ACC-M细胞侵袭、迁移的影响

Fig. 3    Invasion and migration effect of different NaB concentration on ACC-M 

  A/a: Control group; B/b: 0.625 mmol/L group; C/c: 1.25 mmol/L group; D/d: 2.5 mmol/L group; E/e: 5 mmol/L group; F/f: 10 mmol/L group.
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表 1　Transwell检测各组细胞侵袭数

Tab. 1    Invasion cell counts of each group

 by Transwell experiment

(x±s)
Group n ACC-M
Control 6 128.06±15.48
NaB 0.625 mmol/L 6   81.10±16.15*

NaB 1.25 mmol/L 6   61.97±11.11*

NaB 2.50 mmol/L 6   45.73±7.05*

NaB 5 mmol/L 6   29.97±7.01*

NaB 10 mmol/L 6   23.20±6.98*

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

表 2　Transwell检测各组细胞迁移数

Tab. 2    Migration cell counts of each group

 by Transwell experiment

(x±s)
Group n ACC-M
Control  6 130.07±21.83
NaB 0.625 mmol/L 6   83.32±15.86*

NaB 1.25 mmol/L 6   76.77±20.57*

NaB 2.50 mmol/L 6   75.02±18.30*

NaB 5 mmol/L 6   57.86±12.31*

NaB 10 mmol/L 6   54.23±10.71*

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

表 3　RT-PCR检测各组HMGB1 mRNA、TLR4 mRNA的相对

表达量

Tab. 3    HMGB1 mRNA and TLR4 mRNA relative expression of 

each group by RT-PCR

(x±s)
Group n HMGB1 mRNA TLR4 mRNA
Control 3 4.87±0.96  2.51±0.23
NaB 0.625 mmol/L 3   1.49±0.74*  1.25±0.08*

NaB 1.25 mmol/L 3   1.04±0.17*  1.06±0.08*

NaB 2.5 mmol/L 3   0.80±0.04*  0.64±0.23*

NaB 5 mmol/L 3   0.40±0.02*  0.39±0.02*

NaB 10 mmol/L 3   0.20±0.02*  0.24±0.09*

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

3　讨　　论

　　NaB是一种天然存在于动物脂肪中的无毒

四碳短链脂肪酸盐，作为一种去乙酰化酶抑制

剂，它能够提高组蛋白乙酰化水平，进而抑制

肿瘤细胞的增殖、促进肿瘤细胞的衰老和凋

亡［3］，如结肠癌、肺癌、乳腺癌［4］及口腔鳞

状细胞癌［5］等均有此类报道，但是对于SACC

细胞的报道却十分少见。本研究将NaB作用于

图 4　Western blot测定HMGB1、TLR4蛋白表达

Fig. 4    Expression of HMGB1, TLR4 protein ACC-M cells by Western blot

  A: Expression of HMGB1, TLR4 protein, β-actin in ACC-M cells by Western blot (*: TLR4 HMGB1 β-actin; M: Maker; Lane1-6: ACC-M cells 
were treated NaB of 10 mmol/L group, 5 mmol/L group, 2.5 mmol/L group, 1.25 mmol/L group, 0.625 mmol/L group and ACC-M cells control 
group). B: Correlation analysis of HMGB1 and TLR4 protein (*: r=0.810, P<0.05). C: HMGB1 and TLR4 protein expression in ACC-M each 
group cells by Western blot(*: P<0.05, compared with the control group).
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ACC-M细胞后观察细胞的生长抑制情况并用

MTT法进行分析，结果显示当NaB浓度在0.6～

16 mmol/L之间时，NaB可较明显地抑制ACC-M
细胞增殖，因此选用0.625、 1.25、 2.5、 5、  

10 mmol/L这5个浓度做随后的实验。

　　肿瘤的转移是一个复杂的过程，需要细胞

具备强大的自由运动、破坏基底膜和细胞间基

质的能力，超过40%的SACC患者发生远处转

移，神经侵袭则被认为是术后复发的重要因素

之一［6］，表明ACC-M具备较强的局部侵袭和

迁移能力。Transwell小室实验常用于体外检测

细胞迁移和侵袭能力。本研究结果显示，与对

照组相比，0.625、1.25、2.5、5及10 mmol/L 
浓度的NaB均能抑制ACC-M细胞的侵袭能力 

(P<0.05)和迁移能力(P<0.05)，且这种作用呈

浓度依赖性，提示NaB对于恶性表型较高的

ACC-M细胞侵袭和迁移能力的抑制作用都十分

明显。

　　HMGB1是位于细胞核内的DNA结合蛋白，

由炎性反应细胞或坏死细胞释放［7］，在许多癌

细胞中已经发现HMGB1的超表达，如结肠癌，

它的功能失调可以导致肿瘤的发生、发展［8］。

TLR4是众多模式识别受体(toll-like receptors，

TLRs)家族成员中研究较深入的一种模式识别

受体，当TLR4与其内源性配体HMGB1相结合

后，通过一些细胞内信号转导，启动NF-κB途

径，促进各种炎性反应因子如IL-1、IL-2、IL-6
和TNF-a的释放，形成适合肿瘤生长的微环境，

从而促进肿瘤的发生、发展［9-10］。Mittal等［10］

建立的皮肤癌小鼠实验模型，证明HMGB1能够

激活TLR4引起炎性反应细胞的聚集和致瘤因子

的产生。NaB作为HMGB1的抑制剂，它可以下

调其基因的表达，从而有效地减少HMGB1的

产生和释放［3］。本研究通过RT-PCR和Western 
blot检测结果显示，NaB可以在mRNA和蛋白

水平下调HMGB1和TLR4的表达，具有浓度依

赖性，提示NaB可以在ACC-M细胞中通过下

调HMGB1和TLR4 mRNA和蛋白的表达，从而

降低ACC-M细胞的侵袭和迁移能力。相关分

析结果显示，ACC-M细胞各组的TLR4蛋白表

达与HMGB1蛋白的表达呈正相关(r=0.810，

P<0 .05)，说明两者关系较为密切，提示在

ACC-M中TLR4是HMGB1的主要受体，参与

HMGB1对ACC-M细胞的侵袭和迁移。 

　　综上所述，NaB能够抑制ACC-M细胞的增

殖活性，且通过抑制HMGB1与TLR4 mRNA与

蛋白的表达，抑制ACC-M细胞侵袭、迁移能

力。因此，可将NaB作为潜在的抗ACC药物，

为其的治疗提供一个新方向。
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