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阿霉素通过Wnt/茁-catenin信号通路抑制口腔鳞癌干细胞迁移和侵袭 *
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摘要 目的：探讨阿霉素对口腔鳞癌干细胞迁移、侵袭、凋亡的影响及其可能的机制。方法：体外培养人口腔鳞癌细胞系 SCC25，通

过流式细胞术分选 CD44-和 CD44+细胞，RT-PCR检测 CD44-和 CD44+细胞的 Oct4、CD133、CD44和 GAPDH的 mRNA表达；

检测和比较 CD44-和 CD44+细胞的克隆形成能力。CD44+细胞用阿霉素或 茁-catenin抑制剂 LF3进行处理，分别使用 Transwell

和细胞划痕检测细胞侵袭和迁移能力，一步法 TUNEL检测细胞凋亡水平，WB检测 茁-catenin和 TCF-4的蛋白表达。结果：流式

细胞术成功分离 CD44-和 CD44+细胞，RT-PCR检测 CD44+细胞高表达 Oct4、CD133和 CD44 mRNA，CD44-细胞弱表达 Oct4

mRNA，不表达 CD133和 CD44 mRNA；CD44+细胞的克隆形成能力显示显著强于 CD44-细胞(P<0.05)。阿霉素显著降低了 CD44+

细胞的侵袭能力和迁移能力 (P<0.05)，显著提高了 CD44+细胞的凋亡率 (P<0.05)；阿霉素显著降低了 CD44+细胞 茁-catenin和
TCF-4的蛋白表达 (P<0.05)，LF3对 茁-catenin和 TCF-4蛋白表达的影响与阿霉素比较无显著差异(P>0.05)。结论：阿霉素可能通过
抑制Wnt/茁-catenin信号通路降低口腔鳞癌干细胞迁移、侵袭能力，促进细胞凋亡。
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Inhibitory Effects of Adriamycin on the Migration and Invasion of Oral
Squamous Carcinoma Stem Cells via Wnt/茁-catenin Signaling Pathway*

To investigate the effects of adriamycin on the migration, invasion and apoptosis of oral squamous cell car-

cinoma stem cells and its related signal pathways. Human oral squamous cell carcinoma cell line SCC25 was cultured in vitro.

CD44- and CD44+ cells were sorted and compared by flow cytometry. RT-PCR was used to detect the mRNA expression levels of Oct4,

CD133, CD44, and GAPDH in CD44- and CD44+ cells. CD44- and CD44+ cells were tested for their ability to form clones. CD44+ cells

were treated with adriamycin or inhibitor LF3, and Transwell and cell scratches were used to detect cell invasion and migration ability.

One-step TUNEL was used to detect apoptosis. WB was used to detect 茁-catenin and TCF-4 protein expression levels. CD44-

and CD44+ cells successfully isolated by flow cytometry. RT-PCR detected that CD44+ cells strongly expressed Oct4, CD133 and CD44

mRNA. CD44- cells weakly expressed Oct4 mRNA, and did not express CD133 and CD44 mRNA. The results of clonal formation analy-

sis showed that CD44+ cells were significantly stronger than CD44- cells (P<0.05). Adriamycin significantly reduced CD44+ cell invasion
capacity (P<0.05). Adriamycin significantly reduced CD44+ cell migration capacity (P<0.05). Adriamycin significantly increased CD44+

cell apoptosis levels (P<0.05). Adriamycin significantly reduced 茁-catenin and TCF-4 protein expression in CD44+ cells (P<0.05), and the
expression of 茁-catenin and TCF-4 protein by LF3 culture was not significantly different with adriamycin (P>0.05). Adri-

amycin reduces the migration and invasion ability of oral squamous cell carcinoma stem cells by inhibiting the Wnt/ 茁-catenin signaling
pathway, and promotes apoptosis.
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前言

口腔癌在全球癌症发病率排名中居第八位[1]，每年因此死

亡人数约 8000人[2-4]，尽管医学界进行大量研究，其发病及死亡

率依然很高[6,7]。相关研究表明癌细胞在功能上存在异质性，每

个肿瘤都包含一小部分具有自我更新能力的细胞亚群，即癌症

干细胞(CSC, Cancer Stem Cell)[8,9]。CSC的概念是 Reya在 2001

年提出的，由于其特性，CSC对药物具有天然抗药性，因此导致
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化疗后肿瘤的复发和转移[10]。相关研究人员通过基于 CSC特

性的独特方法成功地从实体肿瘤中分离了 CSC [8,9,11]，如根据

CSC特异性细胞表面标记(例如 CD44或 CD133)，通过流式细

胞术可以分离 CSC[12,13]。

作为一种广谱抗癌药物，阿霉素可通过干扰转录过程来诱

导肿瘤细胞凋亡，但包括阿霉素在内的大多数传统化学治疗剂

主要在增殖期杀死细胞，尽管其可减少肿瘤体积或可导致完全

缓解，但不能根除 CSC[14,15]。如果机体的免疫力不足，残余的小

部分 CSC很可能通过迁移、侵袭导致肿瘤复发。包括阿霉素在

内的传统化学治疗剂是否对肿瘤细胞的迁移和侵袭有影响是

近年来化疗药物研发的热点。在本研究中，我们探讨了阿霉素

对口腔鳞癌干细胞迁移和侵袭及与之相关的Wnt/茁-catenin信
号通路的影响，旨在更好地了解阿霉素抑制口腔鳞癌干细胞的

作用和机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料

人口腔鳞癌细胞系 SCC25 (ATCC)；LF3(SELLECK)；RT

Master Mix试剂盒(TAKARA)；DMEM培养基、胎牛血清(FBS,

Fatal Bovine Serum)、2.5%胰酶 +0.02% EDTA(Ethylene Diamine

Tetraacetie Acid)、磷酸盐缓冲液 (PBS, Phosphate Buffer Solu-

tion)(Gibco)；TRIzol (Invitrogen)；CD44 MicroBeads (moltenyi)；

CD44、Oct4、CD133、茁-catenin、TCF-4、茁-actin 抗 体 (abcam)；

Transwell板(Corning)；0.22 滋m针孔过滤器(Millipore)。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 SCC25细胞按 2× 104细胞 /mL接种于培养

皿中，使用 DMEM+10% FBS培养基在含 5% CO2的 37℃培养

箱中培养，当细胞汇合度在 90%左右时传代。细胞经 PBS清洗

一遍后，加入适量 2.5%胰酶 +0.02% EDTA，37℃培养箱中消化

细胞 2～3 min，加入培养基中止并小心吹散，按 1：3传代培养。

阿霉素和 LF3药物处理细胞依照说明书浓度(40-60 滋mol/L)处
理细胞 24 h后换成完全培养基用于后续实验。

1.2.2 流式细胞术分选 将生长良好的细胞使用 2.5%胰酶

+0.02% EDTA消化为单细胞，以 300× g离心细胞悬液 10 min，

弃上清，每 107个细胞使用 80滋LPBS重悬细胞沉淀。加入 20滋L
CD44MicroBeads充分混合，然后在 4℃避光孵育 15 min。加入

2 mL PBS洗涤细胞，并以 300× g离心 10 min，弃上清，加入

500 滋L PBS重悬细胞沉淀，上机分选。按照操作说明将色谱柱
放在合适的MACS分离器的磁场中并相应收集细胞。

1.2.3 细胞克隆形成能力分析 分别将生长良好的 CD44-或

CD44+ 细胞按 500 个细胞接种在 60 mm 培养皿中，使用

DMEM+10% FBS培养基在含 5% CO2的 37℃培养箱中培养

7～14 d，每天观察细胞克隆大小，当在培养皿中观察到细胞克

隆可肉眼观察到时，弃培养基，PBS清洗 2遍，使用 4%多聚甲

醛固定细胞 10 min，PBS清洗 2 遍后加入 0.2%结晶紫染色

5 min，用水清洗 3遍后拍照计数。每组设 3个重复。计数方法

为将平皿倒置并叠加一张带网格的透明胶片，用肉眼直接计数

克隆，或在显微镜(低倍镜)计数大于 10个细胞的克隆数。最后

计算克隆形成率。克隆形成率 =(克隆数 /接种细胞数)× 100%。

1.2.4 总 RNA提取和 RT-PCR 分别将生长良好的 CD44-或

CD44+细胞用 TRIzol裂解处理，静置 5 min后加入 200 滋L氯
仿，4℃条件下 12000 rpm离心 10 min，收集上清加入等体积

的异丙醇，室温静置 10 min后在 4℃条件下 12000 rpm离心

15 min，加入新制备的 75％ DEPC酒精清洗 2遍，加入适量

DEPC水溶解，并通过 NanoDrop分光光度计检测浓度。使用

Primier 6.0软件设计引物，并通过生工生物工程(上海)股份有

限公司合成，Oct4、CD133、CD44和 GAPDH引物序列见表 1。

Oct4、CD133、CD44和 GAPDH 使用来自 RT Master Mix 试剂

盒的随机引物从总 RNA合成 cDNA。使用 PCRMaster Mix，根

据制造商的方案 RT-PCR。

1.2.5 细胞侵袭能力分析 将Matrigel加入到无血清 DMEM

培养基中混匀制成 20%浓度的混合液，在 Transwell上室中加

入 100 滋L混合液，于 37℃培养箱中孵育 5 h。将分离的 CD44+

消化为单细胞并用无血清培养基清洗 3遍，加入含Matrigel的

培养基制成细胞悬液，上室每孔加入 100 滋L，下室加入 500 滋L
含 0.4 滋M 阿霉素或不含阿霉素的 20% FBS 的 DMEM 培养

基。37℃培养 24 h后，取出上室清洗 2遍，固定后，加入 0.2%结

晶紫染色 5 min，用水清洗 3遍后拍照计数。

1.2.6 细胞迁移能力分析 取生长良好的 2× 104细胞 /mL的

CD44+细胞接种到 6孔板中，加入 DMEM+10% FBS培养基在

含 5% CO2的 37℃培养箱中培养，当细胞汇合后，用 10 滋L枪
头垂直于皿底划直线。用 PBS清洗细胞 3次，加入含 0.4 滋M
阿霉素或不含阿霉素的无血清 DMEM培养基。于 5% CO2的

37℃培养箱中培养。按 24 h取样，拍照。

1.2.7 一步法 TUNEL检测 不同处理的细胞经 PBS 清洗 1

次，加入适量的 4%多聚甲醛固定 15 min，PBS清洗 3次后加入

适量的 0.1% Triton X-100通透 2 min，PBS清洗 3次后在样品

上加入 50 滋L TUNEL检测液，室温孵育 1 h，PBS清洗 3次后

在样品上加入适量抗荧光淬灭剂并封片，在荧光显微镜下观察

拍照。

1.2.8 Western blotting 培养的细胞加入适量细胞裂解液，

使用细胞刮刀收集细胞裂解悬液，4℃过夜裂解，13000转离心

提取总蛋白质，并通过 BCA蛋白质测定蛋白浓度。通过 8％十

二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分离蛋白，然

后转移至聚偏二氟乙烯(PVDF, Polyvinylidene Fluoride)膜。用

5％脱脂奶粉和 0.1％Tween-20在 Tris缓冲盐水中封闭膜，并

表 1 Oct4、CD133、CD44和 GAPDH的检测引物序列

Table 1 The PCR primer sequences for Oct4, CD133, CD44 and GAPDH

Name Sequences

Oct4 F 5'-ATGTGGTCCGAGTGTGGTTC-3'

Oct4 R 5'-GAGACAGGGGGAAAGGCTTC-3'

CD133 F 5'-AACAGTTTGCCCCCAGGAAA-3'

CD133 R 5'-GGTTTGCACGATGCCACTTT-3'

CD44 F 5'-CACACCCTCCCCTCATTCAC-3'

CD44 R 5'-TGGATGGCTGGTATGAGCTG-3'

GAPDH F 5'-AGTGCCAGCCTCGTCTCATA-3'

GAPDH R 5'-GGTAACCAGGCGTCCGATAC-3'
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分别使用 Oct4、CD 133和 CD 44一抗在 4℃下轻轻摇动过夜。

一抗反应结束后用 HRP标记的二抗进行孵育。使用 ECL试剂

处理曝光检测蛋白。

1.2.9 免疫共沉淀 取 50 滋L protein A/G免疫磁珠加入1.5 mL

离心管，置于磁力架上，待磁珠贴壁后吸去上清。用 200 滋L
PBST (PBS+Tween-20)稀释 10 滋g的 茁-catenin抗体装入带有
免疫磁珠的离心管中，室温孵育 10 min后，置于磁力架上待磁

珠贴壁后吸去上清。再用 200 滋L PBST洗涤磁珠 3次。然后加

入 1 000 滋L的含有细胞裂解液的细胞悬液，用移液器吹打混
匀。37℃孵育 15 min使抗原和结合有抗体的免疫磁珠结合后

置于磁力架上待磁珠贴壁后吸去上清。用 200 滋L PBS洗涤免
疫磁珠 -抗体 -抗原复合物 3次。洗涤完后用 100 滋L PBS重悬
磁珠，进行后续的免疫印迹验证与 茁-catenin结合的 TCF-4的

表达量。

1.3 统计学分析

使用 SPSS 20.0软件统计处理数据，数据以平均数± 标准

差(x± s)表示，组间比较采用独立样本 t检验。以 P＜0.05表示

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 口腔鳞癌干细胞的分离及鉴定

通过流式细胞术将口腔鳞癌细胞系 SCC25通过 CD44免

疫磁珠为标准进行分选，结果显示 CD44+细胞占总细胞量的

1.5%，经分选后 CD44-的细胞纯度为 99.6%，CD44+的细胞纯

度为 95.6%(图 1)。RT-PCR及凝胶电泳结果显示，CD44+细胞

高表达 Oct4、CD133和 CD44；CD44-细胞低表达 Oct4，不表达

CD133和 CD44(图 2)。我们进一步通过Western Blotting方法

检测了 CD44+和 CD44-细胞的 Oct4、CD133 和 CD44 蛋白表

达(图 3)，趋势与 PCR结果一致。

图 1 流式细胞术分选 SCC25细胞系中的 CD44+和 CD44-细胞群

Fig.1 CD44+ and CD44- cell groups in SCC25 cell line separated by flow cytometry

图 3 WB检测分选的两种细胞 Oct4、CD133和 CD44的蛋白表达水平

Fig.3 The protein expression of Oct4, CD133 and CD44 in both cell

groups tested by WB

图 2 RT-PCR检测分选的两种细胞Oct4、CD133和CD44的mRNA表达

Fig.2 The mRNA expression of Oct4, CD133 and CD44 in both cell

groups tested by RT-PCR

2.2 细胞克隆形成能力分析

细胞克隆形成能力结果显示：CD44+细胞接种后贴壁的细

胞成活并形成克隆的数量有 365个，占总接种细胞数的 73%，

而 CD44-细胞接种后贴壁细胞成活并形成克隆的数量有 51

个，占总接种细胞数的 10%(图 4B)，表明 CD44-细胞克隆形成

能力显著低于 CD44+细胞(P<0.05)(图 4A)。

2.3 阿霉素对口腔鳞癌干细胞迁移和侵袭的影响

Transwell检测口腔鳞癌干细胞侵袭结果显示阿霉素显著

减弱了口腔鳞癌干细胞的侵袭能力(P<0.05)(图 5)；细胞划痕检

测口腔鳞癌干细胞迁移结果显示阿霉素显著减弱了口腔鳞癌

干细胞的迁移能力(P<0.05)(图 6)。
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图 4 CD44-和 CD44+细胞克隆形成能力的比较

注：A CD44-和 CD44+的克隆形成吉姆萨染色结果；B细胞克隆形成数

量统计。*代表两组具有显著差异(P<0.05)。
Fig.4 The ability of colony formation of CD44- and CD44+ cells

Note: A.The Giemsa staining for the colony formation of CD44+ and

CD44-; B. The statistical analysis of colony formation of CD44+ and CD44-.

* represents significant difference (P<0.05).

图 5 阿霉素对口腔鳞癌干细胞侵袭的影响。

注：A侵袭至 Transwell膜中的细胞经吉姆萨染色结果；B单位面积细

胞数量。*代表两组具有显著差异。

Fig.5 Effect of Adriamycin on the invasion of oral squamous cell

carcinoma stem cells

Note: A.The Giemsa staining for the cell invasion to transwell after

Adriamycin treatment; B. The statistical analysis of invasion cell numbers

per field after treatment of Adriamycin. * represents significant difference

(P<0.05).

图 6 阿霉素对口腔鳞癌干细胞迁移的影响。

注：A划痕检测细胞迁移图；B细胞迁移面积图。*代表两组具有显著差异。

Fig.6 Effect of Adriamycin on the migration of oral squamous cell carcinoma stem cells

Note: A. Cell migration detected by scratch test after Adriamycin incubation; B. The statistical analysis of wound area after treatment of Adriamycin.

* represents significant difference (P<0.05).
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2.4 阿霉素对口腔鳞癌干细胞凋亡的影响

一步法 Tunel法荧光检测口腔鳞癌干细胞经阿霉素处理

后细胞凋亡率显著上升(P<0.05)(图 7)。

图 7 一步法 TUNEL检测细胞凋亡情况。

注：A细胞凋亡荧光图；B口腔鳞癌干细胞经阿霉素处理后细胞凋亡水平显著上升(P<0.05)。*代表两组具有显著差异(P<0.05)。
Fig.7 Effect of Adriamycin on the apoptosis of oral squamous cell carcinoma stem cells

Note: A. Cell death detected by TUNEL fluorescence test ; B. The statistical analysis of apoptosis after treatment of Adriamycin. * represents significant

difference (P<0.05).

2.5 阿霉素与Wnt/茁-catenin信号通路的关系
为了进一步验证阿霉素与Wnt/茁-catenin信号通路之间的

关系，分别使用阿霉素和 茁-catenin通路抑制剂 LF3处理口腔

鳞癌干细胞，免疫共沉淀检测Wnt/茁-catenin信号通路相关蛋

白 茁-catenin和其转录因子 TCF-4的相互作用，结果显示阿霉

素与 LF3均可抑制 茁-catenin和 TCF-4的相互作用(P<0.05)，但
对二者的表达无显著影响(图 8)，且阿霉素与 LF3的作用比较

组间无统计学差异(P<0.05，图 9)。

图 8 阿霉素对Wnt/茁-catenin信号通路蛋白相互作用的影响。
注：A免疫共沉淀检测 茁-catenin和 TCF-4的蛋白相互作用；B相对定量 茁-catenin和 TCF-4的结合力。*代表两组对比具有显著差异(P<0.05)。

Fig.8 Effect of Adriamycin on Wnt/茁-catenin signaling pathway
Note: A. The interaction between 茁-Catenin and TCF-4 detected by co-immunoprecipitation ; B. The statistical analysis of combination between

茁-Catenin and TCF-4 after treatment of Adriamycin. * represents significant difference (P<0.05).

3 讨论

CSC在癌症的发展、转移、复发和多药耐药性中起重要作

用[15]。研究表明口腔鳞状细胞癌对常规化学疗法或放射疗法的

耐药性可能是由于 CSC的存在[16,17]，消除 CSC可能是改善口腔

鳞状细胞癌临床疗效的有效方法[18]。Prince等研究发现头颈鳞

状细胞癌和许多上皮肿瘤一样，包含异质性癌细胞群，头颈鳞

状细胞癌肿瘤包括 <10％的 CD44+细胞，在体内新的肿瘤的细

胞为 CD44+细胞而非 CD44-细胞，纯化的 CD44+细胞产生的

肿瘤重现了原始的肿瘤异质性，可以连续传代，具有自我更新

和分化的功能[19,20]。因此，CD44可作为 CSC的标志物。我们通

过 CD44免疫磁珠分离了 CD44+细胞和 CD44-细胞。相较于与

CD44-细胞，CD44+细胞高表达 Oct4、CD133和 CD44，克隆形

成能力显著高于 CD44-细胞。越来越多的证据证实 CD133在
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图 9 阿霉素对Wnt/茁-catenin信号通路蛋白表达的影响。
注：AWB检测 茁-catenin和 TCF-4的蛋白表达水平；B相对定量 茁-catenin和 TCF-4的蛋白表达量。*代表两组对比具有显著差异(P<0.05)。

Fig.9 Effect of Adriamycin on protein expressions in Wnt/茁-catenin pathway
Note: A. The protein expression of 茁-Catenin and TCF-4 detected by WB ; B. Relative protein expressions of 茁-Catenin and TCF-4 after treatment of

Adriamycin. * represents significant difference (P<0.05).

各种人类肿瘤中作为 CSC标记的作用，CD133+癌细胞的分子 生物学对于开发更有效的癌症治疗方法至关重要[21]。

已有研究证实在人癌细胞系中可检测到 Oct4、Sox2 和

Nanog这些在胚胎干细胞中特异表达的基因的表达，这提示干

细胞在癌症发展中的作用[22]，如 Oct4在胚胎调控中起关键作

用。Yuan等的研究表明 Oct4在肝癌中呈高表达，可能在肝癌

干细胞中发挥重要作用，敲除 Oct4后，HepG2的克隆形成和迁

移能力降低[23]。Oct4、Wnt/茁-catenin家族和 TGF-茁家族基因之
间存在复杂的关系，抑制 Oct4 可以降低 TGF-茁 家族基因
ELF、Smad3、Smad4 和 Wnt/茁-catenin 家族基因 Wnt10b 和

茁-catenin的表达 [24]。本研也显示阿霉素对口腔鳞癌干细胞迁

移、侵袭有抑制作用，同时通过对 Wnt/茁-catenin通路检测表明
其机制是通过抑制Wnt/茁-catenin通路实现的，我们检测了流
式分选的 CD44-和 CD44+的 Oct4 基因表达水平，结果显示

CD44+的 Oct4基因表达水平高于 CD44-细胞。由此可见，我们

分选的 CD44+为 CSC。

研究表明Wnt/茁-catenin信号通路成分(如 EpCAM)对 CSC

的生长和侵袭发挥重要作用[25]。Yanaga研究结果显示Wnt信

号通路是开发针对 CSC的新型疗法的重要靶标。在头颈鳞状

细胞癌细胞中，Wnt信号通路的激活在 CSC样细胞的增殖中

起着至关重要的作用。Wnt/茁-catenin信号通路中，研究最深入
和特征最全面的Wnt通路，该信号途径在成年人体内有助维

持组织的结构和完整性，但在肿瘤细胞中被不适当地激活。肿

瘤细胞劫持Wnt/茁-catenin信号通路，促进其不受控制的生长、
存活以及迁移[26]。茁-catenin的水平受到泛素 -蛋白酶体介导的

降解的严格调控，该降解通过破坏复合物形成进行控制，该复

合物由毒素、腺瘤性息肉病(APC)、糖原合酶激酶 -3茁(GSK-3茁)
等组成[27]。茁-catenin可被 GSK-3茁磷酸化，导致其降解，进一步
Wnt、GSK-3茁将被抑制，导致非磷酸化 茁-catenin的积累，这可
以避免降解并转移到细胞核中，在细胞核中，茁-catenin与 T细

胞转录因子(TCF)和其他辅因子形成复合物，以激活Wnt信号

传导靶基因(如 c-Myc和 Cyclin D1)的转录[28]。

以往研究已证实 茁-catenin抑制剂 LF3可以阻断肿瘤细胞

周期、阻止其复制以及降低其迁移能力[29,30]。我们通过阿霉素处

理 CD44+细胞，发现阿霉素可以显著减弱细胞迁移和侵袭能

力，同时具有促进细胞凋亡。进一步分析阿霉素对

Wnt/茁-catenin信号通路相关蛋白 茁-catenin和 TCF-4的相互作

用和表达结果显示，阿霉素有效破坏了 茁-catenin和 TCF-4蛋

白的相互作用，该结果与Wnt信号通路抑制剂 LF3的作用结果

类似，说明阿霉素对于口腔鳞癌干细胞的迁移、侵袭的抑制作

用以及促凋亡作用与Wnt/茁-catenin信号通路受抑制有关。
综上，阿霉素可能通过抑制Wnt/茁-catenin信号通路降低

口腔鳞癌干细胞迁移、侵袭能力，促进细胞凋亡。本研究结果有

助于了解阿霉素在抑制口腔鳞癌干细胞的作用机制，并为今后

的临床治疗提供思路。
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