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  摘 要:目的 探讨转化生长因子-β1(TGF-β1)对人皮肤鳞状细胞癌A431细胞增殖的影响及可能的机制。
 

方法 将HaCaT细胞和人皮肤鳞状细胞癌A431细胞在不同浓度及时间的TGF-β1作用后,采用 MTT法检

测其增殖情况,RT-PCR法检测其TGF-β受体mRNA表达水平的变化。结果 不同浓度的TGF-β1均能显著

抑制HaCaT细胞的增殖,与对照组比较差异有统计学意义(P<0.05),且随着TGF-β1浓度的升高,其抑制作

用逐渐增强;但在A431细胞中,不同浓度的TGF-β1组与对照组之间差异无统计学意义(P>0.05)。用相同浓

度的TGF-β1分别作用不同时间后,HaCaT细胞的增殖受到明显抑制,与对照组比较差异有统计学意义(P<
0.05)。但在A431细胞中,其抑制作用不明显,与对照组比较差异无统计学意义(P>0.05)。RT-PCR结果显

示,随着TGF-β1浓度的升高,A431细胞中TGF-β受体Ⅰ
 

mRNA(TGF-β
 

RⅠ
 

mRNA)表达逐渐下降。相同浓

度TGF-β1作用下,TGF-βRⅠ
 

mRNA的表达在一定时间范围内呈时间依赖性下调趋势。结论 皮肤鳞状细

胞癌A431细胞对TGF-β1引起的生长抑制不敏感,这可能是通过调控TGF-β1受体表达水平所致。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

transforming
 

growth
 

factor-β1
 

(TGF-β1)
 

on
 

the
 

prolifer-
ation

 

of
 

human
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

A431
 

cells
 

and
 

its
 

possible
 

mechanism.Methods HaCaT
 

cells
 

and
 

skin
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

A431
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

TGF-β1
 

at
 

different
 

concentrations
 

and
 

time.The
 

proliferation
 

of
 

HaCaT
 

cell
 

and
 

A431
 

cell
 

was
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay.The
 

expression
 

of
 

TGF-β
 

receptor
 

mR-
NA

 

was
 

detected
 

by
 

RT-PCR.Results Different
 

concentrations
 

of
 

TGF-β1
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

pro-
liferation

 

of
 

HaCaT
 

cell
 

(P<0.05),and
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

increased
 

gradually
 

with
 

the
 

increases
 

of
 

TGF-β1
 

concentration.However,in
 

the
 

skin
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

A431
 

cell
 

group,there
 

was
 

no
 

significant
 

differ-
ence

 

between
 

the
 

different
 

concentrations
 

of
 

TGF-β1
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

(P>0.05).After
 

the
 

same
 

concentration
 

of
 

TGF-β1
 

was
 

applied
 

for
 

different
 

time,the
 

proliferation
 

of
 

HaCaT
 

cells
 

was
 

significantly
 

in-
hibited,and

 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

inhibition
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

time
 

in
 

a
 

certain
 

time
 

range.However,in
 

the
 

skin
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

A431
 

cell
 

group,the
 

inhibito-
ry

 

effect
 

was
 

not
 

obvious,and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

(P>0.05).The
 

results
 

of
 

RT-PCR
 

showed
 

that
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

TGF-β1
 

concentration,the
 

expression
 

of
 

TGF-β
 

receptor
 

Ⅰ
 

mRNA
 

(TGF-β
 

RⅠ
 

mR-
NA)

 

in
 

skin
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

A431
 

cells
 

and
 

control
 

cells
 

decreased
 

gradually.After
 

the
 

same
 

concen-
tration

 

of
 

TGF-β1
 

was
 

applied
 

for
 

different
 

time,the
 

change
 

of
 

TGF-β
 

RⅠ
 

mRNA
 

had
 

showed
 

a
 

time-depend-
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ent
 

downward
 

trend.Conclusion Skin
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

A431
 

cells
 

are
 

not
 

sensitive
 

to
 

growth
 

inhibi-
tion

 

by
 

TGF-β1,which
 

may
 

be
 

caused
 

by
 

regulation
 

of
 

TGF-β1
 

receptor
  

expression
 

levels.
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  皮肤鳞状细胞癌是一种来源于表皮角质形成细

胞的常见恶性肿瘤,好发于颜面部,且随着时间的推

移容易发生转移,严重影响患者的外貌及健康。随着

环境污染的加重,鳞状细胞癌的发病率逐年升高。近

年来研究表明,转化生长因子-β1(TGF-β1)在调节细

胞生长、分化、凋亡和在维持皮肤内环境稳定方面均

发挥着至关重要的作用,是重要的调节者和参与

者[1]。既往研究发现,在人皮肤鳞状细胞癌组织中有

TGF-β/Smad信 号 转 导 通 路 的 存 在,且 其 中 几 种

TGF-β1受体的表达存在变化[2]。然而,TGF-β1的表

达是否与人皮肤鳞状细胞癌A431细胞的增殖过程有

关,相关报道甚少。为此,本研究通过观察A431细胞

和HaCaT细胞在不同TGF-β1作用浓度和作用时间

后,细胞的增殖情况和细胞中TGF-β受体 mRNA表

达的变化情况,来进一步探讨其可能的机制。
1 材料与方法

1.1 材料来源 人角质形成细胞
 

HaCaT
 

细胞和人

皮肤鳞状细胞癌A431
 

细胞均购于中国医学科学院上

海细胞所。
1.2 仪器与试剂 人重组

 

TGF-β1
 

(美国
 

PEPRO-
TECH

 

公司)、胎牛血清(天津灏洋生物制品科技责任

有限公司)、DMEM 培养液(美国
 

Gibco公司)、胰蛋

白酶 和
 

Tripure
 

Isolation
 

Reagent(美 国 Roche公

司)、SYBR􀆿
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

和
 

PrimeScriptTM
 

RT
 

Reagent
 

Kit(日本TaKaRa
 

Bio公司)、DMSO(常州市

科丰化工有限公司)、MTT试剂盒(南京凯基生物科

技发展有限公司)。凝胶成像分析仪(美国Alpha
 

Inno-
tech公司)、荧光定量

 

PCR
 

反应扩增仪和酶标仪(Model
 

550
 

version
 

2.24,美国Bio-Rad公司)、DU800核酸/蛋

白检测仪(美国Beckman
 

Coulter公司)。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养及分组 将 HaCaT
 

细胞和 A431
细胞以每孔5×103 个接种于96孔板,在5%

 

CO2,
37

 

℃的细胞培养箱中,用含10%胎牛血清的DMEM
液培养24

 

h至贴壁。按以下分组要求向细胞培养液

中添加TGF-β1后换液培养:(1)浓度组,按 TGF-β1
终浓度0、5、10、20、100

 

ng/mL分为5组,持续作用

48
 

h。(2)时间组,TGF-β1终浓度为20
 

ng/mL时,分
别作用12、24、48、72

 

h。另设空白对照。每组设6个

复孔,结果重复检测3次。
1.3.2 MTT法检测TGF-β1对细胞增殖的影响 
将50

 

μL
 

MTT溶液加入各孔,继续培养4
 

h后弃上

清液。加入DMSO液150
 

μL,充分震荡溶解后于490
 

nm处测定各孔吸光度值(A490
 

nm),计算细胞活性率。
1.3.3 RT-PCR测定TGF-β1对细胞中TGF-β受体

mRNA表达的影响 分别将培养好的人皮肤鳞状细

胞癌A431细胞和HaCaT细胞进行RNA提取,并对各

自RNA样本的纯度和浓度进行检测。按照Prime-
ScriptTM

 

RT
 

Reagent
 

Kit说明中的具体操作步骤进行反

转录反应。严格按照试剂盒操作说明配制相应的反应

体系。扩增条件:95
 

℃
 

10
 

s,95
 

℃
 

5
 

s、60
 

℃
 

30
 

s,
72

 

℃
 

45
 

s,共40个循环。采用2-ΔΔCt法进行分析。
1.4 统计学处理 应用SPSS16.0统计学软件对数

据进行分析,计量资料以x±s表示,多组间比较采用

单因素方差分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 相同作用时间下不同浓度的TGF-β1对细胞增

殖的影响 在作用时间相同的情况下,不同浓度的

TGF-β1对HaCaT细胞的增殖均能产生显著的抑制

作用,见图1,与对照组相比,差异有统计学意义(P<
0.05)。而在不同浓度的TGF-β1对 A431细胞的增

殖无明显抑制作用,与对照组相比,差异无统计学意

义(P>0.05),这提示TGF-β1对A431细胞产生的抑

制作用不明显。

图1  不同浓度TGF-β1对 HaCaT细胞和

A431细胞增殖的影响(MTT法)

2.2 相同浓度的条件下TGF-β1不同作用时间对细

胞增殖的影响 在TGF-β1浓度均为20
 

ng/mL的情

况下,分别作用不同时间,TGF-β1对 HaCaT细胞的

增殖产生了明显的抑制作用,见图2,与对照组细胞相

比,差异有统计学意义(P<0.05)。而 TGF-β1对

A431细胞增殖产生的抑制作用不明显,与对照组细

胞相比,差异无统计学意义(P>0.05),见图3。

图2  TGF-β1不同作用时间对 HaCaT细胞增殖的影响
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图3  TGF-β1不同作用时间对A431细胞增殖的影响

2.3 TGF-β1对HaCaT细胞TGF-β受体 mRNA表

达的影响 在相同的作用时间下(均为48
 

h),在一定

浓度范围内,随着TGF-β1浓度的增加,HaCaT细胞

的TGF-β受体Ⅰ
 

mRNA(TGF-βRⅠ
 

mRNA)、TGF-

β受体Ⅱ
 

mRNA(TGF-βRⅡ
 

mRNA)的表达呈下降

趋势,见表1。在 TGF-β1浓度均为20
 

ng/mL时,
HaCaT细胞 TGF-βRⅠ

 

mRNA、TGF-βRⅡ
 

mRNA
的表达随着TGF-β1作用时间的延长呈下降趋势,见
表2。
2.4 TGF-β1对A431细胞TGF-β受体mRNA表达

的影响 在作用相同48
 

h条件下,在一定浓度范围

内,随着TGF-β1浓度的增加,A431细胞的TGF-βR
Ⅰ

 

mRNA、TGF-βRⅡ
 

mRNA的表达逐渐下降,见表

3。在TGF-β1浓度均为20
 

ng/mL的条件下,A431
细胞中 TGF-βRⅠ

 

mRNA 的表达在一定时间范围

内,随着TGF-β1作用时间的延长逐渐下降,见表4。

表1  不同浓度TGF-β1对 HaCaT细胞TGF-β受体 mRNA表达的影响(x±s)

TGF-β受体mRNA 5
 

ng/mL
 

10
 

ng/mL 20
 

ng/mL
 

100
 

ng/mL
 

TGF-βRⅠmRNA 0.743±0.028 0.623±0.023 0.594±0.013
 

0.654±0.026

TGF-βRⅡ
 

mRNA 0.452±0.021 0.386±0.021
 

0.334±0.016
 

0.282±0.018

表2  TGF-β1不同作用时间对 HaCaT细胞TGF-β受体 mRNA表达的影响(x±s)

TGF-β受体mRNA 12
 

h 24
 

h
 

48
 

h
 

72
 

h

TGF-βRⅠmRNA 0.651±0.027 0.461±0.045 0.291±0.042 0.376±0.022

TGF-βRⅡmRNA
 

0.724±0.045 0.646±0.035 0.344±0.027 0.451±0.031

表3  不同浓度TGF-β1对A431细胞TGF-β受体 mRNA表达的影响(x±s)

TGF-β受体mRNA 5
 

ng/mL
 

10
 

ng/mL 20
 

ng/mL
 

100
 

ng/mL
 

TGF-βRⅠmRNA 0.671±0.028
 

0.332±0.018
 

0.294±0.021
 

0.268±0.021

TGF-βRⅡmRNA
 

0.371±0.011 0.356±0.011 0.201±0.012 0.192±0.014

表4  TGF-β1不同作用时间对A431细胞TGF-β受体 mRNA表达的影响(x±s)

TGF-β受体mRNA 12
 

h 24
 

h
 

48
 

h
 

72
 

h

TGF-βRⅠmRNA 0.631±0.025 0.352±0.022 0.309±0.018 0.217±0.028

TGF-βRⅡmRNA
 

0.668±0.031 0.554±0.014
 

0.371±0.018 0.291±0.021

3 讨  论

  TGF-β信号传导通路十分复杂,主要由 TGF-β
受体介导。TGF-β受体分为Ⅰ型受体(TGF-βRⅠ)、
Ⅱ型受体

 

(TGF-βRⅡ)
 

和Ⅲ型受体(TGF-βRⅢ)
[3]。

经典的Smads信号通路主要是由TGF-β与TGF-βR
Ⅱ的胞外段相结合后磷酸化激活TGF-βRⅠ,通过下

游的Smad4蛋白完成TGF-β信号由细胞质转入细胞

内的过程[4]。TGF-βRⅢ因结构上不含激酶活性区,
故不 直 接 参 与 信 号 转 导,主 要 起 调 节 的 作 用[5]。

TGF-β/Smad信号途径异常与多种上皮来源的恶性

肿瘤密切相关,在乳腺癌、胃癌、前列腺癌、膀胱癌、子
宫内膜癌及宫颈癌等肿瘤中均存在TGF-β的过度表

达;在人的头颈部鳞状细胞癌(HNSCC)、食管鳞状细

胞癌(ESCC)和皮肤鳞状细胞癌中也存在TGF-β1过

表达的情况[6]。TGF-β在肿瘤细胞中过度表达,不仅

可以直接影响肿瘤细胞的浸润和转移,还能刺激血管

生长,起到促进肿瘤发展的作用[7]。TGF-β
 

对肿瘤的

直接影响可以通过Smads依赖途径或干扰Smads依

赖途径介导完成,除经典的Smads信号通路外[8-9],还
有其他非经典的不依赖于Smads蛋白信号通路的交

互作用,如 MAPK 信号 通 路,它 包 括
 

ERK、JNK、

p38、MAP
 

激酶等[10-11]。
对于大 部 分 上 皮 细 胞 来 源 的 恶 性 肿 瘤 而 言,

TGF-β1主要通过抑制肿瘤细胞的增殖,诱导细胞生

长停滞和凋亡来发挥作用[3]。但也有研究者观察到,
部分肿瘤细胞对TGF-β的抑制作用不敏感,可以逃避

TGF-β介导的生长抑制作用,这可能与肿瘤细胞表面

TGF-β受体的表达异常有关,同时,TGF-β
 

介导的抑
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制作用与 TGF-βRⅠ或者 TGF-βRⅡ的表达密切相

关,在人类ESCC中,约53.8%的患者表现出 TGF-
βRⅠ的表达降低,这与肿瘤的侵袭深度、转移和病理

分 期 有 关[12]。 在 人 小 细 胞 肺 癌 细 胞 系 中,
HOUGAARD等[13]发现 TGF-βRⅡ的表达明显降

低。此外,编码TGF-β受体和Smads的基因耗竭或

突变会导致小鼠模型自发性肿瘤的发生,且与人类癌

症的不良存活率相关[14]。如果两种受体的表达存在

缺陷,或者其中一种存在表达缺陷,就可能直接导致

其抑制增殖的作用丧失。在 HNSCC患者中也发现,
在细胞恶性转化过程中,TGF-βRⅠ发生突变的概率

较小,但70%以上的患者会出现TGF-βRⅡ表达的降

低或消失[15]。TGF-βRⅡ耗竭可以使内源性TGF-β1
的表达增加,由此产生的TGF-β1过度表达可能会增

加血管生成和炎性反应,从而促进 HNSCC中肿瘤的

进展[14]。TGF-βRⅡ发生突变的概率较大,较多见。
研究表明,在口腔鳞状细胞癌(OSCC)患者中 TGF-
βRⅡ表达出现降低或消失,在晚期 OSCC患者中,
TGF-βRⅡ的E221V/N238I突变可增强TGF-β信号

传导、导致更具侵入性的表型改变[16]。TGF-βRⅡ的

缺陷与SCC的病情进展密切相关。
本研究也发现,在一定剂量和作用时间范围内,

TGF-β1对HaCaT细胞增殖的抑制作用十分明显;而
在A431细胞中,TGF-β1的抑制作用却不显著。当

TGF-β1作用后,在A431细胞和 HaCaT细胞中均出

现了TGF-β受体 mRNA 表达水平的下降,说明与

HaCaT细胞相比,TGF-β1对A431细胞的作用更加

明显。TGF-β受体是 TGF-β信号传导的必要条件,
如果TGF-β受体表达水平下降或缺失,会导致TGF-
β信号下传受阻。由此推测,A431细胞可能通过诱导

TGF-β受体的表达下调,使得 TGF-β信号下传受到

阻碍,其抑制作用失效,使得表皮内环境稳态遭到破

坏,导致皮肤肿瘤细胞的抑癌基因功能丧失,癌基因

被激活,最终导致肿瘤的形成。
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