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木犀草素对人舌鳞癌细胞侵袭和迁移的影响
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【摘要】 目的 探讨木犀草素(Luteolin)对人舌鳞状细胞癌细胞 SCC15侵袭和迁移能力的影响。方法 采用

浓度梯度的木犀草素药物（5、10、15、20、40、60 μg/mL），分别处理 SCC15细胞 24 h、48 h、72 h，通过MTT实验

检测木犀草素对SCC15细胞增殖能力的影响；采用浓度梯度的木犀草素药物（1、5、10 μg/mL）分别处理SCC15细
胞，通过划痕实验检测木犀草素对 SCC15细胞迁移能力的影响；采用浓度梯度的木犀草素药物（5、10 μg/mL）分

别处理 SCC15细胞 24 h，通过 Transwell实验检测木犀草素对 SCC15细胞侵袭和迁移能力的影响；采用浓度梯

度的木犀草素药物（10、20、40 μg/mL）分别处理 SCC15细胞 24 h，通过明胶酶谱法检测木犀草素对 SCC15细胞

上清液中基质金属蛋白酶⁃2（matrix metalloproteinase⁃2，MMP⁃2）、基质金属蛋白酶⁃9（matrix metalloproteinase⁃9，
MMP⁃9）活性的变化。结果 MTT实验表明木犀草素对 SCC15细胞增殖具有明显的抑制作用（P < 0.01)，并呈

现明显的剂量—效应和时间—效应关系；划痕实验、Transwell小室迁移及侵袭实验表明实验组细胞的迁移和

侵袭能力均明显低于对照组，迁移实验 3组穿膜细胞数分别为（340.00 ± 22.94）个、（52.67 ± 6.94）个和（6.57 ±
0.80）个；侵袭实验 3组穿膜细胞数分别为（85.67 ± 5.18）个、（39.67 ± 4.63）个和（2.67 ± 0.29）个（P < 0.01）；明

胶酶谱显示木犀草素能明显降低MMP⁃2、MMP⁃9的酶活性，呈剂量依赖性（P < 0.01）。结论 木犀草素可通

过抑制明胶酶MMP⁃2、MMP⁃9的分泌从而抑制 SCC15细胞的侵袭和迁移。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of luteolin on the invasion and migration of the human tongue squa⁃
mous carcinoma cell line SCCl5. Methods SCC15 cells were treated with various concentrations of luteolin (5, 10, 15,
20, 40 and 60 μg/mL) for 24, 48 and 72 h. The MTT assay was then carried out to estimate the proliferation of SCC15
cells treated with various concentrations of luteolin. SCC15 cells were treated with various concentrations of luteolin (1,
5 and 10 μg/mL), and the migration of SCC15 cells was examined in wound healing assays. SCC15 cells were treated
with various concentrations of luteolin (5 and 10 μg/mL) for 24 h, and the migration and invasion of the cells were exam⁃
ined in Transwell migration/invasion assays. SCC15 cells were treated with various concentrations of luteolin (10, 20
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MTT assay showed that luteolin had a substantial inhibitory effect on the proliferation of SCC15 cells in a concentration⁃
and time⁃dependent manner (P < 0.01). The migration, invasion and proliferation of the SCCl5 cell lines were signifi⁃
cantly lower after treatment with luteolin than in the control. The numbers of migrating and invading SCCl5 cells were
340.00 ± 22.94, 52.67 ± 6.94 and 6.57 ± 0.80 versus 85.67 ± 5.18, 39.67 ± 4.63 and 2.67 ± 0.29, respectively (P <
0.01). The enzyme activities of MMP⁃2 and MMP⁃9 decreased significantly in response to luteolin treatment in a concen⁃
tration⁃dependent manner (P < 0.01). Conclusion Luteolin inhibited the invasion and migration of SCC15 cells by re⁃
ducing the activities of MMP⁃2 and MMP⁃9.
【Key words】 Luteolin; Oral Carcinoma; Squamous cell； Cell proliferation； Cell invasion； Cell migration

目前，舌鳞癌的治疗主要采用以手术为主、辅

以放疗化疗的综合疗法。但术后复发及转移率较

高，放疗化疗存在副作用大、易耐受等缺点，综合

治疗后 5年生存率仅为 50%～60%左右［1］。因此，

寻找高效、低毒的药物来防治舌鳞癌，对改善患者

生活质量和提高患者生存率具有十分重要的意

义。木犀草素是一种很具有代表性的天然黄酮类

化合物，主要存在于金银花、菊花等植物以及百里

香、芽甘蓝等蔬果中。木犀草素具有抑菌、消炎、抗

病毒、抗氧化等多种生物学功能［2］。除此之外，木犀

草素还具有良好的抗肿瘤活性。有研究已证实木

犀草素对多种恶性肿瘤有效［3⁃5］，有助于阻止乳腺癌、

肺癌、胰腺癌等的浸润和转移［6⁃8］。但关于木犀草素

对舌鳞癌细胞侵袭、迁移的作用研究较少，本文就此

开展研究，探讨木犀草素对舌鳞癌细胞侵袭、迁移的

作用及机制，以期为新药开发提供科学依据。

1 材料和方法

1.1 材料

人舌鳞状细胞癌细胞株 SCC15（暨南大学医学

院生物化学实验室惠赠）；0.25％胰蛋白酶（Tryp⁃
sin）、胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS）（Gibco公
司，美国）；DMEM/F12 培养基（Hyclone 公司，美

国）；木犀草素（Sigma公司，美国）；MTT（Amresco公
司，美国）；DAPI细胞核染色剂购自中国碧云天生

物技术有限公司；Matrigel基质胶、8 μm 24孔 Tran⁃
swell小室（Corning公司，美国）。

1.2 细胞培养

人舌鳞状细胞癌细胞株 SCC15在 37 ℃，体积

分数 5%CO2条件下，用质量分数 10%胎牛血清的

DMEM/F12培养基培养，0.25%胰蛋白酶消化传代

细胞，取对数生长期的细胞用于以下试验。

1.3 细胞增殖活性实验

取对数生长期 SCC15细胞消化离心，调整细胞

悬液浓度为 1 × 105个/mL，每孔 80 μL接种于 96孔

板，每个样品设置 5个复孔，边缘孔用无菌 PBS填

充。待细胞完全贴壁后，各组分别加入浓度为 0、
5、10、15、20、40、60 μg/mL的木犀草素，0 μg/mL组

为对照组，置体积分数 5%CO2、37 ℃培养箱内孵

育，分别于 24、48、72 h后终止培养，每孔加入 5 g/L
的 MTT 20 μL，37 ℃继续温育 4 h。吸除上清液，

每孔加入 150 μL二甲基亚砜，置摇床上低速振荡

10 min，使结晶物充分溶解，在酶联免疫检测仪

OD 490 nm处测量各孔的吸光值。

1.4 划痕实验

取对数生长期 SCC15细胞消化离心，调整细胞

悬液浓度为 1 × 106个/mL，每孔 0.5 mL接种于 6孔

板，等细胞 100%长满，用含 0.2%FBS的培养基饥饿

处理 12 h，用 10 μL枪头垂直于孔板画线，制造细

胞划痕。吸掉旧培养基，用 PBS冲洗细胞 3次，去

除划下的细胞，拍 0 h照片。各组分别加入浓度为

0、1、5、10 μg/mL 的木犀草素，0 μg/mL 组为对照

组，放入 37 ℃、体积分数 5%CO2培养箱继续培养。

于不同时间（0、6、12、18、24 h）在倒置显微镜下拍

照，计算细胞迁移率。细胞迁移率 =（S0⁃ST）/S0 ×
100%（S0，0小时划痕形成的面积；ST，划痕后培养

T h划痕形成的面积）。实验重复 3次。

1.5 Transwell迁移实验

取对数生长期SCC15细胞消化离心，调整细胞悬

液浓度为 1 × 106个/mL，每孔 0.6 mL接种于 100 mm2

皿，培养 24 h后，换含 0.2%FBS的培养基，各组分

别加入浓度分别为 0、5、10 μg/mL 的木犀草素，

0 μg/mL组为对照组，放入 37 ℃、体积分数 5%CO2

培养箱继续培养 24 h 后，消化离心，调整细胞浓

度为 5 × 105 个/mL，取 200 μL 细胞悬液接种到

Transwell 小室上室，下室加入 600 μL 含 10％FBS
的培养基，继续培养 24 h后用棉签头擦掉小室内

细胞，4％多聚甲醛室温固定下室膜上细胞 20 min，
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PBS 洗 3 次。DAPI 室温染色 2 min，PBS 洗 3 次。

洗净风干后于荧光倒置显微镜 200倍视野下拍照，

每组显微镜下取 9个随机视野计数穿膜细胞。实

验重复 3次。

1.6 Transwell侵袭实验

取 Corning 公 司 普 通 Matrigel 胶（8～12 mg/
mL），稀释成 200～300 μg/mL的工作浓度，然后取

50 μL 铺 Transwell 小室的上室，铺胶后置于恒温

培养箱过夜，待Matrigel胶凝固。将药物预先处理

24 h 的 SCC15 细胞消化离心，调整细胞悬液浓度

为 5 × 105个/mL，取 200 μL接种到 Transwell小室上

室，其余步骤与上述 Transwell迁移实验相同，分组

同上。实验重复 3次。

1.7 明胶酶谱实验

取对数生长期 SCC15细胞消化离心，调整细胞

悬液浓度为 1 × 106个/mL，每孔 0.5 mL接种于 6孔

板，培养 24 h 后，换含质量分数 0.2%FBS 的培养

基，各组分别加入浓度为 0、10、20、40 μg/mL的木

犀草素，0 μg/mL组为对照组，培养 24 h后离心收

集各组上清液，进行凝胶电泳，电泳完毕取整块胶

置于洗脱液中震荡洗涤4次，每次15 min，转移到漂

洗液中洗涤2次，每次5 min，置于孵育液中，恒温箱

中 37 ℃孵育过夜（48 h左右）。将充分孵育后的胶

以双蒸水漂洗2次，每次5 min，然后置于0.25%的考

马斯亮蓝R250染液中平缓摇动、染色 3 h。随后置

于脱色液中脱色，每 30 min更新 1次脱色液，至背

景上显出无色清晰酶谱条带停止。然后以双蒸水

漂洗残留染料。将胶以 ImageScanner（Amersham）
扫描成像，Image J软件分析各酶谱条带灰度值，比

较各组样本基质金属蛋白酶 ⁃2（matrix metallopro⁃
teinase⁃2，MMP⁃2）、基质金属蛋白酶⁃9（matrix me⁃
talloproteinase⁃9，MMP⁃9）活性的差别。

1.8 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，数据

资料用 x ± s表示，MTT实验的细胞活性、划痕实验

的迁移率、Transwell的迁移/侵袭细胞数、明胶酶谱

的 MMPs 活性在各组间的比较均采用方差分析，

GraphpadPrism 6.0绘图。以P < 0.05为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 木犀草素对 SCC15细胞增殖的抑制作用

细胞增殖活性实验结果显示，与对照组相比，

木犀草素对 SCC15 细胞增殖呈现明显的抑制作

用，细胞活力随着木犀草素浓度和作用时间增加

而降低，见图 1。木犀草素对 SCC15 细胞 24、48、
72 h的 IC50值分别为 31.2、10.2、10.6 μg/mL。

2.2 木犀草素抑制 SCC15细胞体外迁移的能力

划痕实验结果显示，与对照组相比，木犀草素

对 SCC15细胞迁移呈现明显的抑制作用，仅 1 μg/
mL的药物浓度时便可引起明显的抑制作用，且随

着药物浓度和时间的增加，细胞迁移率越低，说明

木犀草素对细胞的迁移抑制越强（图 2）。

2.3 木犀草素抑制 SCC15细胞体外迁移与侵袭的

能力

Transwell迁移与侵袭结果显示，随着木犀草素

药物浓度的递增，迁移到下室的细胞数越少，说明

木犀草素浓度越高对 SCC15细胞的迁移（图 3a～
图 3d）、侵袭（图 3e～图 3h）能力抑制越强，10 μg/
mL的药物浓度时穿膜细胞已经极少，见图 3。迁

移实验 3 组穿膜细胞分别为（340.00 ± 22.94）个、

（52.67 ± 6.94）个和（6.57 ± 0.80）个；侵袭实验 3组

穿膜细胞分别为（85.67 ± 5.18））个、（39.67 ± 4.63）
个和（2.67 ± 0.29）个（P < 0.001）。

2.4 木犀草素降低MMPs的活性

明胶酶谱结果显示，如图 4a所示，2条分子量

为 72kD、92kD的透明溶解带，分别是酶原形式的

MMP⁃2（Pro⁃MMP⁃2，72 kD）及酶原形式的 MMP⁃9
（Pro⁃MMP⁃9，92 kD）。后经 ImageJ 灰度扫描并统

计分析，不同浓度的木犀草素干预后，SCC15细胞

的MMP⁃2、MMP⁃9 活性均有一定程度的降低且差
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mL组（对照组）比较，P < 0.001。
图 1 不同浓度木犀草素对 SCC15细胞增殖抑制率

的影响

Figure 1 Inhibitory effect of luteolin on the
proliferation of SCC15 cells
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a～l：划痕实验结果显微图像；m：划痕实验的数据统计结果，**为与0 μg/mL组

（对照组）比较，P < 0.01，***为与 0 μg/mL组（对照组）比较，P < 0.001。
图 2 划痕实验检测木犀草素对 SCC15细胞迁移能力的影响

Figure 2 Effect of luteolin treatment on the cell migration ability of
SCC15 cells
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a～d：迁移实验DAPI染色结果显微图像及DAPI染色的细胞计数；e～h：侵袭实验DAPI染色结果显微图像及DAPI染色的细胞计数；***为与

0 μg/mL组（对照组）比较，P < 0.001。
图 3 木犀草素抑制 SCC15细胞的迁移与侵袭

Figure 3 Luteolin inhibits the migration and invasion of SCC15 cells
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异具有统计学意义（图4b），表明木犀草素能有效降 低 MMP⁃2、MMP⁃9活性，且呈剂量依赖性（P < 0.01）。
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a：明胶酶谱图；b：明胶酶谱MMPs活性统计结果，**为与 0 μg/mL组（对照组）比较，P < 0.01，***为与

0 μg/mL组（对照组）比较，P < 0.001。MMPs：基质金属蛋白酶；MMP⁃9：基质金属蛋白酶⁃9；MMP⁃2：基
质金属蛋白酶⁃2。
图 4 木犀草素作用 SCC15细胞 24 h后细胞上清中MMP⁃2、MMP⁃9的表达

Figure 4 Zymogen expression of MMP⁃2 and MMP⁃9 in SCC15 cells treated with luteolin for 24 h

ba

3 讨 论

癌细胞的异常生长和转移是癌症重要的生物

学特征。转移是肿瘤使数以万计的癌症患者致残

致死的主要原因［9］。舌鳞状细胞癌作为一种具有

高度的局部侵袭性和颈淋巴结高转移率的疾病，

降低其侵袭和转移的方法，可能有助于开发有效

的辅助治疗。本研究验证了木犀草素能够抑制舌

鳞癌细胞的迁移和侵袭，并且阐明其机制与抑制

MMP⁃2和MMP⁃9的活性有关。肿瘤细胞的侵袭是

一个复杂的、多阶段的连续过程，涉及到细胞粘

附、侵袭和运动［10］。因此，干扰其中一个或多个步

骤是抗转移治疗的一种方法。本研究通过划痕实

验、Transwell迁移和侵袭实验，证实了木犀草素对

舌鳞癌细胞的迁移、侵袭具有明显的抑制作用。

肿瘤细胞侵袭的起始步骤是基底膜的破坏，

这个过程依赖Ⅳ型胶原降解酶，主要是MMP⁃2和

MMP⁃9。基质金属蛋白酶 MMPs 的表达，特别是

MMP⁃2和MMP⁃9的表达，与包括口腔癌在内的多

种人类肿瘤的高转移潜能相关［11⁃13］。因此，通过一

定方法抑制肿瘤细胞明胶酶的分泌，可在一定程度

上达到抑制肿瘤细胞侵袭和转移的目的。本研究

用明胶酶谱法研究木犀草素作用 SCC15细胞 24 h
后，MMP⁃2和 MMP⁃9的活性变化。结果表明，木犀

草素能明显抑制MMP⁃2和MMP⁃9的活性，并呈剂

量依赖性。而关于木犀草素抑制MMP⁃2和MMP⁃9
活性进一步的机制有待探讨。

调节MMP⁃2和MMP⁃9的合成涉及多种信号级

联。Wang 等［14］研究发现，可通过抑制 p⁃IGF⁃1R/

PI3K/AKT/mTOR 信号通路，进而来降低MMP⁃2和

MMP⁃9表达水平、增加 TIMP1和 TIMP2表达水平，

从而改变MMP/TIMP平衡，最终达到抑制人胶质母

细胞瘤细胞系侵袭转移的目的。而MAPK信号通

路调节MMP2/9表达的确切作用尚存在争议［15⁃17］。

因此，在今后的研究中，可从MAPK信号通路着手，

进一步探究其作用机制，为肿瘤的治疗提供新的

思路。
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