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［摘 要］ 目的：初步探索细胞外基质力学表征对口腔鳞癌细胞生物学行为的影响。方法：在不同力学性能的水凝胶上接种

两种口腔鳞癌细胞 CAL27和HSC3，通过光学显微镜观察细胞形态变化；利用免疫荧光观察层黏连蛋白β2（laminin β2，
LAMB2）、Ⅵ型胶原α1（collagen type Ⅵ α1，COL6A1）以及 E⁃钙黏蛋白（E⁃cadherin，CDH1）的表达定位以及表达水平；使用

qPCR检测细胞多能性指标（SOX2、NANOG）、LAMB2、COL6A1、CDH1、整合素α6β4的亚基α6（integrin α6，ITGA6）和亚基β4
（integrin β4，ITGB4）基因的表达水平。结果：不同力学性能的水凝胶会改变口腔鳞癌细胞的黏附性，高力学性能的水凝胶会

增加细胞黏附效率。使用高力学性能水凝胶进行细胞培养时，细胞的生物学行为和细胞培养板培养的表型相似。在低力学性

能水凝胶的作用下，CAL27细胞会形成紧密肿瘤细胞球，而HSC3细胞则会形成不紧密的细胞团块。使用低力学性能水凝胶进

行细胞培养时，两种细胞中LAMB2和COL6A1都会高表达，并且LAMB2在细胞上的受体整合素α6β4表达也会增高。细胞多

能性指标（SOX2、NANOG）和CDH1在CAL27细胞中会随水凝胶力学性能增加而降低，而HSC3细胞则相反。结论：细胞外基

质的力学性能可以调节细胞黏附效率、细胞外基质合成、肿瘤细胞多能性和细胞间黏合等多种生物学行为。细胞外基质的力

学性能可能是通过改变细胞外基质蛋白的表达来改变细胞的生物学行为，细胞生物学行为改变的差异还与细胞系有关。
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［Abstract］ Objective：This study aims to explore the influence and mechanism of mechanical properties of extracellular matrix on
biological behaviors of oral squamous carcinoma cells. Methods：Two kinds of oral squamous carcinoma cells，CAL27 and HSC3，were
cultured on hydrogel with different mechanical properties. Cell morphological changes were observed by microscope. The location and
expression of laminin β2（LAMB2），collagen VI α1（COL6A1）and E⁃cadherin（CDH1）were detected by immunofluorescence. The
mRNA expression level of SOX2，NANOG，LAMB2，COL6A1，integrin α6β4（ITGA6 and ITGB4）and CDH1 were detected by qPCR.
Results：The mechanical properties of hydrogel changed the adhesion of oral squamous carcinoma cells，and the high mechanical
properties of hydrogel increased cell adhesion. The biological behavior of cells on hydrogel with high mechanical properties is similar
to those on traditional cell culture plates. CAL27 formed tight multicellular tumor spheroid on hydrogel with low mechanical properties，
while HSC3 formed loose cell clusters. On hydrogels with low mechanical properties，the expression of LAMB2，COL6A1，integrin α6β
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细胞外微环境在细胞生长过程中发挥了重要

的作用，调控了细胞的多种生物学行为，如生长、迁

移、分化等［1］。细胞外基质（extracellular matrix，
ECM）作为细胞外微环境的一部分，也在细胞生物

学行为中发挥了重要作用。ECM通过激活整合素

位点将细胞外生物信号和力学信号传递到细胞内，

而细胞外基质的力学性能是目前的一个研究热

点。越来越多的研究表明ECM的力学性能可以对

干细胞分化、肿瘤细胞侵袭、神经突起生长等细胞

活动产生影响［2］。其中，ECM的弹性模量和配体密

度是调控细胞生物学行为的两个重要力学因素［3-4］：

ECM的弹性模量参与调控细胞间的相互作用，如细

胞黏附、迁移和增殖［5］；配体以不同密度存在于材料

表面，与细胞表面的受体相互作用，影响多细胞信号

和细胞相互作用［6］。由于不同组织的弹性模量和配

体密度各不相同，并且ECM力学性能调控细胞生物

学行为的具体机制仍不清楚，因此ECM的力学性能

对细胞生物学行为的影响仍然需要进一步探索［7］。

水凝胶是近年来研究较多的一种用来模拟

ECM的高分子材料，它具有控制释放能力以及可塑

性强的优点［5］。同时，水凝胶不仅拥有与软组织相

似的力学性能，还可以在材料中加入各种配体来调

控材料力学性能和细胞生物学行为。因此水凝胶

被广泛应用于ECM力学性能和细胞之间相互作用

的研究［8］。

此前，我们利用静磁场辅助组装的方法，制备

了具有各向异性结构的水凝胶，并调控其界面特性

和力学性能，使得多种不同来源的肿瘤细胞可以在

复合材料表面通过黏附、增殖、迁移和融合，自发形

成具有早期肿瘤结构和功能特点的肿瘤多细胞球

模型［9］。本研究在此基础上改进了复合材料的制备

工艺，进一步调整了材料的细胞黏附能力和力学性

能。基于这种新颖的水凝胶，本研究探索了ECM力

学性能对口腔鳞癌细胞生物学行为的影响，并且初

步探索了可能的机制，为后续新型药物和治疗手段

的体外评价筛选提供研究基础。

1 材料和方法

1.1 材料

DMEM培养基（Gibco 公司，美国）；DAPI（上海

碧云天公司）；Alexa Fluor 488标记的驴抗兔抗体

（Life Technologies 公司，美国）；兔抗层黏连蛋白β2
（laminin β2，LAMB2）多克隆抗体、兔抗Ⅵ型胶原α1
（collagen type Ⅵ α1，COL6A1）单克隆抗体（Abcam
公司，美国），兔抗E⁃钙黏蛋白（E⁃cadherin，CDH1）
单克隆抗体（CST公司，美国）；纳米压痕仪（杭州Piuma
公司）；聚乙二醇二丙烯酸酯［poly（ethylene glycol）
diacrylate，PEGDA，上海阿拉丁公司］；甲基丙烯酸

酐化明胶（gelatin methacryloyl，GelMA，上海优墨公

司）。

1.2 方法

1.2.1 材料制作及力学性能测试

本研究使用2种水凝胶，一种单纯使用PEGDA，
另一种将 PEGDA和GelMA按 1∶4的质量比制作水

凝胶，并使用纳米压痕仪测试水凝胶的弹性模量。

由于力学性能包括弹性模量和配体密度，因此在本

研究中将弹性模量高的水凝胶作为高力学组，弹性

模量低的水凝胶作为低力学组，而将细胞培养板作

为对照组。

1.2.2 细胞培育

人口腔鳞癌细胞 CAL27、HSC3置于含 10%胎

牛血清的DMEM培养基中，37 ℃、5%CO2恒温培养

箱中培养。

1.2.3 细胞接板

水凝胶在接板前用含10%胎牛血清的DMEM培

养基预培养24 h。接板时，取1×105个/mL的细胞悬

液50 μL滴加在水凝胶上，4 h后加入完全培养基浸

没水凝胶，间隔1 d换液。

4 in the two kinds of cells were increase. Cell stemness markers（SOX2，NANOG）and E⁃cadherin（CDH1）in CAL27 decreased with
mechanical properties increased in hydrogels，whereas HSC3 were opposite. Conclusion：The mechanical properties of extracellular
matrix can regulate cell adhesion，extracellular matrix protein synthesis，tumor cell stemness and intercellular adhesion. The
mechanical properties of extracellular matrix may change the biological behavior of cells by changing the protein expression of
extracellular matrix. However，the specific cell biological behavior is related to the specificity of cell line.
［Key words］ extracellular matrix；mechanical properties；oral squamous cell carcinoma；cell biological behaviors

［J Nanjing Med Univ，2020，40（09）：1289⁃1296］
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2 结 果

2.1 两种水凝胶的力学性能测试

本研究使用PEGDA和GelMA制作了两种水凝

胶，并且使用纳米压痕仪测试了两种水凝胶的力学

性能。研究表明单纯使用PEGDA的水凝胶力学性

能要远强于 PEGDA和GelMA以 1∶4比例配置的水

凝胶（P < 0.01，n=3，图1）。因此后续研究中将单纯

使用PEGDA配制的水凝胶作为高力学组，PEGDA和

GelMA以1∶4质量比配制的水凝胶作为低力学组。

2.2 水凝胶力学性能对口腔鳞癌细胞早期黏附效

率的影响

为了研究不同力学性能的水凝胶对口腔鳞癌

细胞早期黏附能力的影响，使用光学显微镜观察了

接板后 8 h细胞的生长状况（图 2）。结果显示细胞

在细胞培养板中接板 8 h后细胞黏附较少，而在水

凝胶上接板后8 h细胞黏附明显增多。然而不同力

学性能的水凝胶上细胞的黏附效率和铺展效率是

不同的，相较于低力学组，高力学组细胞黏附效率

和完全铺展的细胞比例更高。这些结果说明水凝

胶可以促进细胞黏附和铺展，而高力学性水凝胶能

进一步促进细胞的黏附和铺展。

2.3 水凝胶力学性能对口腔鳞癌细胞表型的影响

接板后7 d可以观察到高力学组口腔鳞癌细胞

是贴壁生长的，其生长状态和细胞培养板类似。而

低力学组口腔鳞癌细胞的生长状态不同，两种细胞

都可以呈三维团聚状生长，且黏附密度较低（图

3A）。然而在高倍镜下观察可以发现CAL27细胞呈

现紧密的多细胞肿瘤细胞球样生长，而HSC3细胞

则相对疏松（图 3B）。同时可以观察到低力学组

高力学组 低力学组
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两组比较，*P < 0.01，n=3。
图1 两种水凝胶的力学性能

Figure 1 Mechanical properties of two hydrogels

1.2.4 免疫荧光染色

细胞接板后移除原培养基，PBS洗涤3遍后加入

4%多聚甲醛固定 30 min，0.5%TritonX透膜 30 min，
3% BSA室温封闭30 min，兔抗LAMB2多克隆抗体、

兔抗COL6A1单克隆抗体、兔抗 CDH1单克隆抗体

4 ℃避光孵育过夜。次日使用 PBS洗涤 3次，每次

5 min；37 ℃避光孵育Alexa Fluor 488标记的驴抗兔

抗体（1∶200）30 min，PBS洗涤；DAPI染核，PBS洗涤

后，激光共聚焦显微镜拍照，保存图像。

1.2.5 qPCR实验

将水凝胶移置于新的细胞培养板中，使用胰酶

消化细胞，并离心收集细胞沉淀。加入1 mL TRIzol
试剂冰上裂解 5 min，提取细胞中总RNA。目的基

因的扩增引物由上海生工生物设计并合成。反应条

件为 95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40个循环。实验

重复 3次，结果以 2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达

量。整合素α6β4的亚基α6（integrin α6，ITGA6）和亚

基β4（integrin β4，ITGB4）、LAMB2、COL6A1、CDH1
和细胞多能性指标（NANOG、SOX2）引物序列见表

1。内参选用人 GAPDH。

1.3 统计学方法

使用 GraphPad Prism 6.01 软件进行相关统计

学分析，每组实验重复至少 3次。实验数据采用均

数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采用 t检验，多

组间比较采用单因素方差分析，P < 0.05为差异有

统计学意义。

表1 qPCR的引物序列

Table 1 Primer sequences of qPCR

基因名

ITGA6
ITGB4
LAMB2
COL6A1
CDH1
NANOG
SOX2

上游序列（5′→3′）
GGCTATGATGTGGCGGTGGTG
CAAGCTCCAGCAGACCAAGTTCC
CAGGCTTCGTGCGGCTACAG
GGACTTCGTCGTCAAGGTCATCG
GCTCTTCCAGGAACCTCTGTGATG
ATAGCAATGGTGTGACGCAGAAGG
GCTCGCAGACCTACATGAACGG

下游序列（5′→3′）
TCTGCCTTGCTGGTTCATGTAGA
CGCCATCAGCACTGTGTCCAC
GCAGCAGCAGGTCATAGTCCATAG
GCATCTGGCTGTGGCTGTACTG
TGTAAGCGATGGCGGCATTGTAG
TGGTTGCTCCACATTGGAAGGTTC
AGCTGGCCTCGGACTTGACC
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HSC3细胞的黏附密度要大于 CAL27细胞。这些

结果说明不同力学性能的水凝胶会改变口腔鳞癌

细胞的表型，且细胞间存在差异。

2.4 水凝胶力学性能对ECM蛋白表达的影响

为了研究水凝胶力学性能影响细胞表型的机

制，使用免疫荧光和 qPCR探索在不同力学性能水

凝胶上ECM蛋白表达的差异。结果表明，相较于细

胞培养板，CAL27细胞和HSC3细胞中的LAMB2及
COL6A1 mRNA在水凝胶组中高表达，并且在低力

学组两种mRNA的表达进一步增高（图 4A、B）。免

疫荧光结果说明 LAMB2和COL6A1表达在细胞周

围（图 4C、D）。这些结果说明水凝胶的力学性能可

以调控ECM蛋白的表达。为了进一步研究ECM是

否对细胞生物学行为产生影响，研究了层黏连蛋白

在细胞表面的受体整合素α6β4的基因表达水平。

结果表明低力学组两种细胞的整合素α6β4（ITGA6、
ITGB4）都会高表达（图 4A）。这些结果不仅说明水

凝胶的力学性能可以改变LAMB2的表达，还可说明

LAMB2通过激活整合素α6β4影响细胞的生物学行

为，因此推测 ECM的力学性能可以通过调控 ECM
的蛋白表达水平来改变细胞表型。

2.5 水凝胶力学性能对CDH1和细胞多能性指标

的影响

为了进一步探索其中可能的机制，研究了CDH1
和两个经典的细胞多能性指标（SOX2和NANOG）的
表达情况。CDH1在上皮细胞的黏合中发挥重要作

用。而 SOX2和NANOG在肿瘤细胞的多能性表达

中发挥重要作用。本研究表明相较于细胞培养板，

在水凝胶上CAL27细胞的CDH1表达增高，HSC3细
胞也有类似的现象。而不同细胞系在不同力学性

能的水凝胶上发生的变化各不相同。CAL27细胞

中CDH1的表达随着力学性能的增高而降低，HSC3
细胞则相反（图 5A）。这可能和两种细胞在低力学

性能水凝胶上的细胞表型不同有关。同时，免疫荧

高力学组 低力学组对照组

CA
L27

HS
C3

图2 水凝胶力学性能对口腔鳞癌细胞早期黏附效率的影响（×100）
Figure 2 Influence of mechanical properties of hydrogel on early adhesion efficiency of oral squamous carcinoma cells（×100）

A：低倍镜下光镜图（×100）；B：低力学组高倍镜下光镜图（×200，×400）。
图3 水凝胶力学性能对口腔鳞癌细胞表型的影响

Figure 3 Influence of mechanical properties of hydrogel on phenotype of oral squamous carcinoma cells
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A：qPCR检测LAMB2、ITGA6和 ITGB4表达；B：qPCR检测COL6A1的表达情况；C：免疫荧光检测LAMB2（×200）；D：免疫荧光检测COL6A1
（×200）。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，n=3。

图4 水凝胶力学性能对细胞外基质蛋白表达的影响

Figure 4 Influence of mechanical properties of hydrogel on expressions of extracellular matrix proteins
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A：qPCR检测各组CDH1表达，两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，n=3；B：免疫荧光检测各组CDH1（×200）；C：qPCR检测各组 SOX2、NANOG
的表达，两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，n=3。

图5 水凝胶力学性能对CDH1和细胞多能性指标的影响

Figure 5 Influence of mechanical properties of hydrogel on CDH1 and cell stemness markers
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光结果显示在低力学组，CDH1主要集中表达在细

胞间，在CAL27形成的多细胞球中，CDH1主要集中

表达在细胞球中心部位（图 5B），而非细胞周围，因

此推测，CDH1可能在多细胞肿瘤细胞球的形成中

发挥了重要的黏合作用。而 SOX2和NANOG也显

示类似的趋势（图5C）。这些结果说明，不同力学性

能的水凝胶可以改变细胞表型，但是细胞生物学行

为改变的差异还与细胞本身有关。

3 讨 论

细胞外微环境在细胞活动中发挥了重要作

用。细胞外微环境包括ECM、小分子物质、微生物

菌群、生物力等［10］。其中，研究最多的是ECM。越

来越多的研究表明ECM在调节细胞活动中发挥了

中心作用，ECM蛋白通过细胞上整合素等受体将细

胞外生物信号和力学信号传递到细胞内［11］。不同

组织的ECM力学性能是不同的，因此ECM的力学

性能对细胞生物学行为的影响受到越来越多的关

注。多个研究表明ECM的力学性能对细胞黏附、迁

移、增殖等活动产生了重要影响。然而，传统的细

胞培养板力学性能远大于体内软组织，这无法模拟

体内细胞外微环境。因此选择一种合适的材料模
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拟细胞外微环境非常重要。水凝胶是一种常用的

模拟ECM的高分子材料。此前本课题组的研究发

现多种不同来源的肿瘤细胞可以在水凝胶复合材

料表面通过黏附、增殖、迁移和融合形成多细胞肿

瘤细胞球。本研究通过改变水凝胶的配体密度和

弹性模量使水凝胶的力学性能发生改变，并基于此

材料探索了ECM力学性能对口腔鳞癌细胞生物学

行为改变的作用和机制。

相较于培养板培养的肿瘤细胞，多细胞球更符

合体内无血管肿瘤的表型，是一种更能模拟肿瘤细

胞体内生长状况的体外研究模型，广泛应用于药物

筛选、机制研究等方面［12］。SOX2和NANOG是两种

主要的细胞多能性指标，细胞多能性越高说明肿瘤

细胞的恶性程度越高［13］。层黏连蛋白是ECM基底

膜的主要蛋白，可以调控细胞增殖、分化等多种生

物学行为，其在细胞上的主要受体为整合素α6β4
［14］。研究表明，在肿瘤多细胞球中，SOX2、NANOG
和层黏连蛋白表达均有升高［15］。Ⅵ型胶原主要存

在于细胞基底膜外的狭窄区域内，有研究表明Ⅵ
型胶原可以促进肿瘤细胞的侵袭和迁移［16］。在本

研究中，低力学组CAL27和HSC3的细胞表型和高

力学组明显不同。高力学组的细胞生长状态和传

统的细胞培养板相似，而低力学组细胞的黏附效率

和表型都发了变化，这说明ECM的力学性能会影响

细胞的生物学行为。然而，在低力学性能的水凝胶

上，CAL27和HSC3两种细胞所形成的细胞表型是

不同的。CAL27细胞形成的多细胞肿瘤细胞球，相

较于 HSC3 细胞更为紧密，且两种细胞 SOX2、
NANOG、CDH1等指标的表达趋势相反。CAL27细

胞形成的表型具有明显的多细胞球特征，拥有很强

的细胞多能性，而 HSC3 细胞所形成的表型则相

反。上述结果说明虽然力学性能会影响细胞表型，

但是具体的细胞生物学行为的改变还与细胞自身

的差异有关。

CDH1是一种钙依赖性黏附分子，在上皮细胞

的细胞间黏合中发挥了重要作用。CDH1在多种肿

瘤细胞中表达，是肿瘤细胞侵袭和转移的前提［17］。

在本研究中，CAL27细胞形成的多细胞肿瘤细胞球

的细胞间黏合紧密，并且PCR结果显示CDH1高表

达，而HSC3细胞则相反，因此我们推测CDH1可能

在多细胞肿瘤细胞球的形成中发挥了重要作用

然而与细胞多能性表达、CDH1表达不同的是，

在低力学性能水凝胶上，CAL27 和 HSC3 细胞的

LAMB2和COL6A1表达都增高，且可以发现细胞培

养板、高力学性能、低力学性能水凝胶中LAMB2和
COL6A1的表达量和力学性能呈负相关，这说明力

学性能可以影响ECM的表达。整合素α6β4作为层

黏连蛋白在细胞上的受体，其在低力学组细胞中的

表达量要高于高力学组，说明层黏连蛋白通过该受

体调控细胞的生物学行为。因此，推测ECM的力学

性能可能通过调节ECM蛋白的表达来调控细胞的

生物学行为。

综上所述，ECM力学性能的改变会影响细胞和

材料间的黏附效能，并且改变ECM合成、肿瘤细胞

多能性和细胞间黏合等多种细胞生物学行为。而

ECM可通过整合素影响细胞活动，使细胞表现出不

同的生物学行为。因此推测ECM的力学性能可能

是通过改变ECM蛋白的表达量来改变细胞的生物

学行为，然而具体生物学行为的改变还是和细胞

自身差异有关。本研究基于不同力学性能的水凝

胶初步探索了ECM力学性能对口腔鳞癌细胞生物

学行为的影响，为后续肿瘤细胞的相关研究提供

了基础。
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