
·565·

· 论著 ·

巨噬细胞集落刺激因子对口腔鳞状细胞癌细胞生长和迁移的影响 

许译文1，2，李晶莹1，2，刘林鑫1，2，徐英娇1，2，聂敏海1，2，刘旭倩1，2

（西南医科大学  1. 附属口腔医院牙周黏膜病科；2. 口颌面修复重建和再生泸州市重点实验室，四川  泸州  646000）  

摘要  目的 研究巨噬细胞集落刺激因子 （MCSF） 在口腔鳞状细胞癌 （OSCC） 中的表达情况及其对OSCC细胞增殖、凋亡和迁

移能力的影响。方法   收集正常牙龈组织和OSCC组织，采用免疫组织化学法和Western blotting检测MCSF蛋白的表达情况。将

HSC-4细胞分为空白对照组 （未转染处理）、shNC组 （转染无序列质粒载体病毒） 和shMCSF组 （转染沉默MCSF质粒载体慢病毒），

实时定量PCR检测细胞中MCSF mRNA水平，Western blotting检测细胞中MCSF蛋白表达水平。采用细胞划痕实验和Transwell实验

检测HSC-4细胞迁移能力，采用TUNEL细胞凋亡实验检测HSC-4细胞凋亡能力，采用细胞集落形成实验检测HSC-4细胞增殖能

力。结果   MCSF在OSCC组织和HSC-4细胞中高表达，在正常牙龈组织和人永生化角质形成细胞 （Hacat） 中低表达。shMCSF组

HSC-4细胞迁移和增殖能力较shNC组减弱，shMCSF组HSC-4细胞凋亡能力较shNC组增强 （P < 0.05）。结论   MCSF在OSCC中表

达升高，并可促进OSCC细胞迁移和增殖，减少凋亡。
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Abstract  Objective To explore the expression of macrophage colony-stimulating factor （MCSF） in oral squamous cell carcinoma 

（OSCC） and its effects on the proliferation，apoptosis，and migration of OSCC cells. Methods  Normal gingival and OSCC tissues were 

collected，and MCSF protein expression was detected using immunohistochemistry and Western blotting. HSC-4 cells were divided into 

control （no transfection），shNC （transfection with sequence-free plasmid vector lentivirus），and shMCSF （transfection with silent MCSF 

plasmid vector lentivirus） groups. The expression of MCSF mRNA and protein in HSC-4 cells was detected using quantitative real-
time PCR and Western blotting，respectively. Scratch and Transwell assays were used to detect the migration ability of HSC-4 cells. The 

TUNEL  assay determined the apoptosis ability of HSC-4 cells，while a colony formation assay detected the proliferation ability of HSC-4 

cells.  Results  MCSF was highly expressed in OSCC tissues and HSC-4 cells but weakly expressed in normal  gingival tissues and Hacat 

cells. The migration and proliferation ability of HSC-4 cells in the shMCSF group was lower than that in the shNC group （P < 0.05）. The 

apoptosis ability of HSC-4 cells in the shMCSF group was higher than that in the shNC group （P < 0.05）. Conclusion  MCSF is upregu-
lated in OSCC tissues，promoting cell migration and proliferation，while also reducing the apoptosis of OSCC cells.
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口腔鳞状细胞癌 （oral squamous cell carcinoma，

OSCC） 为口腔颌面部最常见的恶性肿瘤，2020年全

球口腔癌死亡近18万例 （占全部癌症的1.8%），新增

近38万例 （占全部癌症的2%） ［1］。近年来，OSCC的治

疗策略和手术技术取得了进展［2］，目前的治疗方法

主要是手术切除、放化疗和免疫治疗。但由于术后

复发和远处转移，OSCC患者的预后较差，5年总生

存率为50%~64%［3-5］。巨噬细胞集落刺激因子 （mac-

rophage colony-stimulating factor，MCSF） 在多种肿瘤 

（如肾癌、膀胱癌） 中高表达。高MCSF表达水平与乳

腺癌、子宫内膜样癌、卵巢上皮瘤、平滑肌肉瘤和乳

头状肾细胞癌的病理分级更高、转移更频繁以及预
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后更差相关［6-10］。降低血浆MCSF水平可促进人乳头

瘤病毒阳性大鼠宫颈癌细胞凋亡，有效抑制细胞增

殖［11］。本课题组前期研究［12］发现，MCSF在OSCC患

者血清中表达水平升高，在OSCC细胞系和OSCC裸

鼠模型中表达水平也明显升高。本研究通过免疫组

织化学法和Western blotting证实了MCSF在OSCC中

高表达，并通过体外实验探索了MCSF对OSCC细胞

系HSC-4迁移、增殖和凋亡能力的影响。

1 材料与方法

1.1 标本和试剂 

1.1.1 标本：收集西南医科大学附属口腔医院口

腔颌面外科收治的5例病理确诊为OSCC的患者的

口腔黏膜组织 （OSCC组），同期收集5例拔除阻生第

三磨牙患者的正常牙龈组织 （正常对照组）。所有

OSCC患者术前未接受化疗或放疗，且6个月内未服

用激素药物或免疫抑制药物。排除患有其他恶性肿

瘤、口腔黏膜病变或严重全身性疾病的患者。5例

OSCC患者中，男3例，女2例；平均年龄 （54.20±9.52） 

岁。健康对照者的正常牙龈组织无炎症和异常增

生。5例 健 康 对 照 者 中，男3例，女2例；平 均 年 龄 

（44.20±8.87） 岁。OSCC患者与健康对照者比较，年

龄和性别均无统计学差异 （P > 0.05）。本研究经西

南医科大学附属口腔医院医学伦理委员会批准，所

有研究对象知情同意。

1.1.2 细胞和主要试剂：OSCC细胞系HSC-4、人永

生化角质形成细胞系Hacat，购自中国科学院典型培

养物保管委员会细胞库；通用SP试剂盒 （小鼠/兔链

霉素卵白素-生物素法检测系统）、DAB显色试剂盒，

购自北京中杉金桥生物技术有限公司；MCSF抗体，

购自上海埃必威生物技术有限公司；一管式反转录

试剂盒、2×Universal SYBR Green qPCR Premix试剂

盒、TUNEL细胞凋亡检测试剂盒，购自上海圣尔生

物科技有限公司；RIPA裂解液、BCA蛋白浓度测定

试剂盒，购自上海碧云天生物技术有限公司；shRNA

干扰MCSF （shMCSF） 和 shNC （阴性对照），购自和元

生物技术 （上海） 股份有限公司。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色：将组织脱蜡并在柠檬酸

中煮沸，3%过氧化氢阻断内源性过氧化物酶活性

10 min，抗MCSF抗体4 ℃下孵育过夜。第2天用PBS

洗涤载玻片，并与生物素标记的二抗在37 ℃下孵育

15 min。洗涤后，切片与辣根过氧化物酶复合物在37 

℃下孵育15 min，使用DAB进行显色。苏木精染色，

0.5%盐酸乙醇分化，将载玻片置于乙醇和二甲苯中

梯度脱水，封片后在光学显微镜下观察染色结果。

1.2.2 免疫细胞化学染色：在无菌的盖玻片上培养

HSC-4和Hacat细胞，进行免疫细胞化学染色。用4%

多聚甲醛固定细胞10 min，PBS洗涤，再用去离子化

过氧化氢抑制内源性过氧化物酶活性10 min，其余

步骤与免疫组织化学染色相同。

1.2.3 Western blotting：使用RIPA裂解液提取肿瘤

组织和细胞中的总蛋白，使用BCA蛋白测定试剂盒

评估蛋白浓度。通过SDS-PAGE分离蛋白质，转移到

PVDF膜上。用5%脱脂牛奶封闭膜1 h，在4 ℃下一抗

孵育过夜。用TBST洗涤后，室温二抗孵育2 h。使用

ECL显影液进行化学发光检测。

1.2.4 细胞培养以及MCSF基因干扰转染与筛选：将

HSC-4和Hacat细胞于含10%胎牛血清和1%青霉素-

链霉素溶液的DMEM高糖培养基中培养，条件为37 

℃、5%CO2，细胞融合度为85%~90%时进行消化传

代。将细胞分为空白对照组、shNC组、shMCSF组。空

白对照组，未转染处理；shNC组，为阴性对照，转染

无序列质粒载体病毒；shMCSF组，转染沉默MCSF质

粒载体慢病毒。

将细胞按2×105/孔的密度于6孔板中铺板，细

胞 融 合 度 达70%时，加 入shNC和shMCSF转 染 序 列

慢病毒，同时加入5 μg/mL聚凝胺提高转染效率。16 

h后更换培养基继续培养，48 h后荧光显微镜下观

察荧光表达情况，确认感染成功后加入2 μg/mL嘌

呤霉素处理3 d，筛选出稳定转染细胞株。转染序列

均为正向，具体如下：shNC，5’-CCGGCCTAAGGT

TAAGTCGCCCTCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACC

TTAGGTTTTTTG-3’；shMCSF，5’-CCGGTTGACAAG

GACTGGAATATTTCTCGAGAAATATTCCAGTCCTT

GTCAATTTTTTG-3’。

1.2.5 实 时 定 量PCR和Western blotting鉴 定MCSF敲

低效果：采用TRIzol法提取细胞RNA，使用一管式

反转录试剂盒进行逆转录。使用2×Universal SYBR 

Green qPCR Premix试 剂 盒 进 行 实 时 定 量PCR。实

时 定 量PCR反 应 条 件：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，60 ℃ 

10 s，72 ℃ 30 s，40个循环；其中GAPDH为内参。采
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用2-ΔΔCt法计算MCSF mRNA相对表达量。Western 

blotting步骤同1.2.3。

1.2.6 划痕实验：取对数生长期的HSC-4细胞铺板，

细胞密度为5×105/孔，至细胞密度达到90%时，用移

液器枪头垂直于6孔板底做划痕，PBS洗去划痕缝隙

细胞，加入无血清培养基，于0、24、48 h拍照并记录

细胞愈合情况。使用ImageJ软件记录划痕面积。

1.2.7 Transwell实验：使用无血清培养基重悬细胞，

调整细胞密度至1×105/mL。在24孔板的底部加入含

10%胎牛血清的完全培养基600 μL，向Transwell小室

加入上述备好的细胞悬液200 μL。培养24 h，固定后

DAPI染液染色，荧光显微镜下拍照、计数。

1.2.8 细胞集落形成实验：按500/孔的细胞密度向6

孔板中加入细胞，培养7~10 d，直至肉眼可见白色细

胞团块。当显微镜下克隆细胞数量>50个且细胞团

未融合时，采用4%多聚甲醛固定，0.5%结晶紫染色，

拍照。

1.2.9 细胞凋亡检测实验：使用TUNEL细胞凋亡检

测试剂盒检测细胞凋亡能力。将细胞于无菌的盖玻

片上培养24 h，PBS洗涤盖玻片后4%多聚甲醛固定，

PBS洗涤后0.1% Triton X-100通透细胞，将末端脱氧

核苷酸转移酶和2’-脱氧尿苷-5’-三磷酸按照试剂

盒说明书推荐比例配置TUNEL反应混合液。向样本

加入反应混合液，37 ℃避光孵育2 h，PBS洗涤后加

入DAPI染液染色，荧光显微镜下观察阳性结果，并

拍照、记录。

1.3 统计学分析

采用GraphaPad Prism 9.0进行绘图和统计学分

析。计量资料用x-±s表示，2组间比较采用独立样本

t检验，多组间比较采用单因素方差分析，进一步组

间两两比较采用LSD检验。P < 0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 MCSF在OSCC中高表达

为验证MCSF在OSCC中的表达情况，对OSCC组

织、正常牙龈组织、HSC-4细胞和Hacat细胞进行免

疫组织化学染色和Western blotting检测。结果显示，

MCSF在OSCC组织和HSC-4细胞中高表达。见图1。

2.2 shMCSF转染效率检测

A，immunohistochemical staining of normal gingival and OSCC tissues （×100）；B，immunocytochemical staining of HSC-4 and Hacat cells （×100）；

C，MCSF protein expression in normal gingival and OSCC tissues；D，MCSF protein expression in HSC-4 and Hacat cells.

图1 MCSF在OSCC组织和 HSC-4细胞中高表达

Fig.1 MCSF is highly expressed in oral squamous cell carcinoma tissues and HSC-4 cells

荧光显微镜下观察，空白对照组细胞无荧光，

shNC组和shMCSF组有大量荧光。见图2A。为了检测

转染效果，采用实时定量PCR检测MCSF mRNA表

达，采用Western blotting检测MCSF蛋白表达。结果显

示，与空白对照组比较，shNC组MCSF mRNA和蛋白

表达水平无明显改变，shMCSF组MCSF mRNA和蛋

白表达水平明显降低。见图2B、2C。因此，后续实验

只设shNC组作为对照。
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A，fluorescent image （×100）；B，MCSF protein expression；C，MCSF mRNA expression. *P < 0.05 vs. control group.

图2 敲低MCSF后HSC-4细胞中荧光蛋白和MCSF表达情况

Fig.2 Expression of fluorescent proteins and MCSF in HSC-4 cells after MCSF knockdown 

A，cell scratch assay （×200）；B，Transwell assay （×100）. *P < 0.05 vs. shNC group.

图3 敲低MCSF对HSC-4细胞迁移能力的影响

Fig.3 Effect of MCSF knockdown on the migration ability of HSC-4 cells

2.3 敲低MCSF抑制HSC-4细胞的迁移能力

细胞划痕实验和Transwell细胞迁移实验结果显

示，与shNC组比较，shMCSF组细胞迁移能力明显降

低 （P < 0.05），见图3。
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A，colony formation assay；B，TUNEL assay （×100）. *P < 0.05 vs. shNC group.

图4 敲低MCSF对HSC-4细胞增殖能力和凋亡能力的影响

Fig.4 Effect of MCSF knockdown on the proliferation and apoptosis ability of HSC-4 cells

2.4 敲低MCSF抑制HSC-4细胞增殖、促进HSC-4细

胞凋亡

细胞集落形成实验结果显示，与shNC组比较，

shMCSF组细胞增殖能力降低 （P < 0.05），见图4A。细

胞凋亡实验结果显示，与shNC组比较，shMCSF组细

胞凋亡率升高 （P < 0.05），见图4B。

3 讨论

OSCC的发病机制复杂，一般认为与吸烟、过量

饮酒等有关，手术是OSCC的首选治疗方法［13］，但传

统的手术治疗和放化疗等治疗方法不能有效提高

治愈率、延长生存期、改善生活质量。目前，新型分

子靶向治疗因其治疗特异性强、效果显著、基本不

损伤正常组织的优点，成为新的研究热点。发现可

能的治疗靶点，为提高OSCC的治疗效果提供了新的

可能。

MCSF在多种肿瘤中表达，且与癌症进展密切

相关。研究［14］表明，MCSF可以作为糖蛋白或含硫酸

软骨素的蛋白聚糖分泌到血液中，也可以作为跨膜

糖蛋白在合成细胞表面表达。集落刺激因子1受体 

（colony stimulating factor 1 receptor，CSF-1R） 为MCSF

受体，在乳腺癌中，MCSF不仅在旁分泌途径与巨噬

细胞上的CSF-1R结合起作用，还通过肿瘤细胞自分

泌与肿瘤细胞上的CSF-1R结合起作用，二者共同促

进癌症侵袭。还有研究［15］表明，MCSF在OSCC中表

达率较高 （52%），其表达上调与淋巴结转移及临床

分期密切相关。高MCSF水平与肿瘤相关巨噬细胞

浸润水平升高呈正相关。异种移植模型研究显示，

MCSF信号阻断抑制肿瘤生长，MCSF表达与肿瘤相

关巨噬细胞浸润同步显著降低。但MCSF对OSCC细

胞生长、增殖和迁移能力的影响尚无研究报道。因

此，对MCSF在OSCC中进行细胞水平的研究，为寻找

治疗OSCC的靶点提供了新的可能。

本研究的目的是探究MCSF在OSCC组织和人正

常牙龈组织、OSCC细胞系HSC-4和人永生化角质形

成细胞系Hacat中的表达差异，并探讨MCSF对HSC-4

细胞迁移、增殖、凋亡能力的影响。本研究结果显

示，MCSF在OSCC组织和细胞中高表达；此外，本研

究通过敲低HSC-4细胞中MSCF，利用细胞划痕实

验和Transwell细胞迁移实验检测HSC-4细胞迁移能

力，发现敲低MCSF的HSC-4细胞迁移能力降低；细

胞集落形成实验结果显示，敲低MCSF的HCS-4细胞
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增殖能力减弱；并且敲低MCSF可以促进HSC-4细胞

凋亡。但MCSF影响HSC-4细胞迁移、增殖和凋亡能

力的具体机制尚不清楚。

综上所述，本研究阐明了MCSF在OSCC组织和

细胞中的表达情况，并通过体外实验验证了MCSF对

OSCC细胞生物学行为的影响，为临床分子靶向治疗

OSCC提供了可能的新靶点。
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