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[摘  要]  目的：探讨趋化因子配体 1（CCL1）在口腔鳞状细胞癌（OSCC）中的表达及其对人口腔舌鳞状细胞癌细胞HSC-4增

殖、迁移及侵袭能力的影响。方法：收集2018年1月至2020年6月期间在西南医科大学附属医院口腔颌面外科手术切除的28例

OSCC组织标本和患者临床特征资料，以及行阻生牙拔除术切除的10例正常牙龈标本。常规培养OSCC细胞HSC-4，实验分为对

照组（不加病毒）、NC组（转染对照慢病毒载体）、shCCL1组（转染敲减CCL1慢病毒载体）和CCL1组（培养基含60 ng/mL CCL1重

组蛋白），免疫组化法和WB法检测OSCC组织及细胞中CCL1蛋白的表达，并分析其表达水平与患者临床特征的关系；qPCR法、

CCK-8法、克隆形成实验、划痕愈合实验、Transwell小室实验和流式细胞术分别检测各组HSC-4细胞中CCL1 mRNA的表达、细

胞增殖、迁移、侵袭能力和细胞凋亡情况。结果：CCL1 蛋白在 OSCC 组织及 HSC-4细胞中均呈高表达（均P < 0.01）且与肿瘤

临床分期有关联（P < 0.05）。在HSC-4细胞中成功敲减CCL1的表达（P < 0.000 5），敲减CCL1表达能抑制HSC-4细胞的增殖

（P < 0.05，P < 0.01）、迁移与侵袭能力（均P < 0.05）并促进其凋亡（均P < 0.05）；CCL1重组蛋白处理对HSC-4细胞的作用与之相

反（P < 0.05，P < 0.01，P < 0.000 1）。结论：CCL1在OSCC组织中呈高表达且与OSCC的临床分期有关联，CCL1可能参与调控

HSC-4细胞的增殖、迁移、侵袭及凋亡。
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Effects of targeting chemokine ligand 1 on the malignant biological behaviors of 
oral squamous cell carcinoma cells

LI Jingying1,2, XU Yiwen1,2, LIU Menglin1,2, NIE Minhai1,2, LIU Xuqian1,2 (1. Department of Periodontics and Oral Mucosal Diseases, the 

Affiliated Stomatological Hospital of Southwest Medical University, Luzhou 646000, Sichuan, China; 2. Key Laboratory of Oral and  

Maxillofacial Reconstruction and Regeneration, Southwest Medical University, Luzhou 646000, Sichuan, China)

[Abstract]  Objective: To explore the expression of chemokine ligand 1 (CCL1) in oral squamous cell carcinoma (OSCC) and its effect 

on the proliferation, migration and invasion of human oral tongue squamous cell carcinoma cells (HSC-4). Methods: 28 OSCC tissue 

samples and clinical characteristic data of patients were collected at the Affiliated Stomatological Hospital of Southwest Medical 

University between January 2018 and June 2020, as well as 10 normal gingival tissue samples removed during the extraction of 

impacted teeth. OSCC cells HSC-4 were cultured routinely and divided into the control group (without virus), the NC group 

(transfected with control lentiviral vector), the shCCL1 group (transfected with knockdown CCL1 lentiviral vector), and the CCL1 

group (culture medium containing 60 ng/mL CCL1 recombinant protein). Immunohistochemistry and WB were used to detect the 

expression of CCL1 in OSCC tissues and cells, and analyze the correlation between its expression level and the clinical features of 

patients. qPCR, CCK-8 assay, plate cloning assay, cell scratch test, Transwell assay and flow cytometry were used to detect the 

expression of CCL1 mRNA, the proliferation, migration and invasion abilities and the apoptosis of HSC-4 cells respectively. Results: 

CCL1 protein was highly expressed in OSCC tissues and HSC-4 cells (all P < 0.01) and its expression was related to the clinical stage 

of tumors (P < 0.05). The expression of CCL1 in HSC-4 cells was successfully knocked down (P < 0.000 5). Knocking down the 

expression of CCL1 could inhibit the proliferation (P < 0.05 or P < 0.01), migration and invasion (all P < 0.05) of HSC-4 cells, and 

promote its apoptosis (all P < 0.05). CCL1 recombinant protein treatment resulted in the opposite effects (P < 0.05, P < 0.01, 

P < 0.000 1). Conclusion: CCL1 is highly expressed in OSCC and its expression is correlated with the clinical stage of OSCC. CCL1 
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may take part in regulating the proliferation, migration, invasion and apoptosis of HSC-4 cells.

[Key words]  oral squamous cell carcinoma (OSCC); HSC-4 cell; chemokine ligand 1 (CCL1); proliferation; migration; invasion; 

apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2025, 32(2): 169-175. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2025.02.005]

口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma, 

OSCC）主要治疗方法是手术切除，但手术切除会造

成吞咽困难、言语不清，影响患者生活质量[1]。放射

治疗作为手术后的补充会造成黏膜炎、口干和吞咽

困难等急性毒性反应[2]。免疫检查点抑制剂给晚期、

复发、转移患者带来了一定的获益，但又面临着耐药

和交叉耐药[3-4]。生物学标志物有利于了解肿瘤的潜

在病理生理机制，以及制定临床决策和个性化治疗。

在前期研究中通过蛋白组学分析发现，在口腔黏膜

癌变进程中，OSCC 组织及血清中趋化因子配体 1

（C-C chemokine ligand 1, CCL1）呈上调趋势，可能是

OSCC诊断的生物标志物[5]。趋化因子是一类分子量

为 8 000 ~ 14 000的多肽信号小分子，可由肿瘤细胞

及肿瘤浸润型免疫细胞分泌[6-7]，通过与7次穿膜G蛋

白偶联受体来调控细胞的运输和定位等功能，CCR8

是CCL1目前已知的唯一受体。趋化因子可通过诱

导癌细胞增殖和抑制其凋亡直接调控肿瘤的生长，

还能诱导转移所需的肿瘤细胞运动[8]。有研究[9]表

明，CCL1招募调节性T细胞改变肿瘤微环境，促进乳

腺癌干细胞的增殖；DAS等[10-11]发现，在黑色素瘤中

淋巴窦内皮细胞通过CCL1的分泌趋化肿瘤细胞进

入其边缘窦引起淋巴转移。在小鼠T细胞淋巴瘤[12]

和耐凋亡成人T细胞白血病[13]中，CCL1具有抗凋亡

活性。目前关于CCL1与实体瘤发生、发展的关系鲜

有研究，探索CCL1是否与细胞增殖、凋亡、迁移和侵

袭等生物学行为相关对于了解OSCC进展机制，为

OSCC 的治疗提供新的、有价值的依据具有重要

意义。

1  材料与方法

收集 2018年 1月至 2020年 6月期间在西南医科

大学附属医院口腔颌面外科手术切除的 28例OSCC

组织标本，患者术前均未接受放疗和化疗，收集门诊

行阻生牙拔除时必须切除的正常牙龈组织 10例，作

为正常对照组。所有患者均充分知情并签署了知情

同意书。本研究方案获西南医科大学附属口腔医院

伦理委员会批准（批准号：20180510001）。

1.1  材料、细胞与主要试剂

人OSCC细胞取自本课题组细胞库，人牙龈上皮

细胞（human gingival epithelial cell, HGEC）来源于课

题组行原代培养并鉴定后的冻存传代细胞（第 3~4

代）。DMEM高糖培养基购自普诺赛生物科技有限

公司，胎牛血清购自浙江天杭生物科技有限公司，免

疫组化试剂盒购自北京中杉金桥，RIPA 裂解液、

CCK-8法检测试剂盒均购自上海碧云天生物技术有

限公司，BCA蛋白定量试剂盒购自北京索莱宝，蛋白

预染分子量标志物、制胶试剂盒均购自上海雅酶公

司，蛋白上样缓冲液购自上海普利莱公司，SYBR 

GREEN qPCR Premix试剂盒和PVDF膜均购自翌圣

生物科技有限公司，CCL1抗体购自北京博奥森生物

技术公司，CCL1 敲减慢病毒购自上海和元生物，

CCL1重组蛋白购自北京义翘神州科技股份有限公

司，细胞凋亡检测试剂盒购自联科生物公司。

1.2  细胞培养、转染与分组

实验分为对照组（不加病毒）、NC组（转染对照

慢病毒载体）、shCCL1组（转染敲减CCL1慢病毒载

体）和CCL1组（细胞培养基含 60 ng/mL CCL1重组

蛋白）。常规培养 HSC-4 细胞 ，在 6 孔板中接种

HSC-4细胞，1 d后分别加入NC及 shRNA转染序列

慢病毒及 5 µg/mL Polybrene 以增强转染效果，在

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 14 h，弃去原培养液，

48~72 h后在荧光显微镜下检测荧光蛋白的表达，确

认转染成功后使用2 μg/mL嘌呤霉素进行药物筛选，

4 d后即可得到稳定转染的细胞。CCL1-shRNA 序

列为 5'-TGCTTCTCATTTGCGGAGCAA-3'；NC 序列

为5'-CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCG-3'。

1.3  免疫组化法检测OSCC组织中CCL1蛋白的表达

组织及细胞免疫组化方法同前期研究[5]。每个

组织随机选取200倍下的5个视野，采用免疫反应评

分（immunoreactive score,IRS）进行结果判读[14]。IRS

基于两个关键标准：染色强度和阳性细胞百分率。

染色强度评分：0分为无染色，1分为淡黄色，2分为棕

黄色，3分为棕褐色。阳性细胞百分率评分：0分为阴性，

1分为阳性细胞≤ 10%，2分为阳性细胞< 10%~≤ 50%，

3分为> 50%~≤ 75%，4分为> 75%。强度评分乘以阳

性细胞百分率评分得到 IRS评分，IRS > 3分时认为

免疫反应阳性。

1.4  WB法检测OSCC组织中CCL1蛋白的表达

用RIPA裂解液提取OSCC组织和对照组织的总

蛋白，检测蛋白浓度后将等量的蛋白进行SDS-PAGE

分离，并转移至PVDF膜上，无蛋白快速封闭液封闭

25 min，一抗4 ℃下处理14 h。洗涤后用HRP标记二

抗室温下处理 1 h，用ECL检测系统进行显影成像。

用 Image J软件分析蛋白条带的相对表达量。
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1.5  qPCR 法检测各组 HSC-4 细胞中 CCL1 mRNA

的表达以验证敲减效果

用 TRIzol 试剂提取对照组、NC 组、shCCL1 组

HSC-4 细胞的总 RNA，将其反转录为 cDNA。用

SYBR GREEN qPCR Premix 试剂盒进行qPCR检测，

每组设置 3 个复孔，qPCR 反应条件为：95 ℃ 30 s，

95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s，循环数为40。以GAPDH为内

参基因，用2-ΔΔCt法计算各组细胞中CCL1的相对表达

量。 CCL1 正向引物为 5'-CGCCTTGGACACAGT 

TGGATGG-3'，反向引物为 5'-GAATGGTGTAGGGC 

TGGTAGTTTCG-3' ；GAPDH 正 向 引物为 5'-CAG 

GAGGCATTGCTGATGAT-3' ，反 向 引 物 为 5'-GAA 

GGCTGGGGCTCATTT-3'。

1.6  CCK-8法及克隆形成实验检测CCL1对HSC-4

细胞增殖的影响

将各组HSC-4 细胞以 3 × 103 个 /孔密度接种于

96孔板中，分别在0、24、48、72 h时，在每孔中加入含

10% CCK-8试剂的无血清培养基，继续培养2 h后用

酶标仪检测 450 nm 处吸光度（D）值，以 D 值代表

HSC-4细胞的增殖活力。

将各组HSC-4细胞以5 × 102 个/孔接种于6孔板

培养 10~15 d，观察到培养皿内有明显的白色克隆细

胞团时用4%多聚甲醛溶液固定，0.2%结晶紫染液染

色，自然晾干后在显微镜下观察拍照，> 50个细胞的

集落记为1个克隆。

1.7  流式细胞术检测各组HSC-4细胞的凋亡情况

收集各组HSC-4细胞，胰酶消化后 PBS洗涤离

心，取 1×105个细胞用 500 μL结合缓冲液重悬细胞，

加入 5 μL Annexin Ⅴ-APC 和 10 μL 7-AAD，轻柔涡

旋混匀后，室温避光处理5 min，上机检测各组细胞凋

亡情况，计算凋亡率。

1.8  细胞划痕实验及Transwell小室实验评估细胞迁

移和侵袭能力

（1）划痕实验：将各组HSC-4细胞以5 × 106个/孔

接种于 6孔板中，待细胞形成完整单层时，用 200 μL

无菌吸头尖在皿底垂直做划痕，PBS清洗漂浮的细胞

及细胞碎片，添加无胎牛血清的DMEM培养液，于0、

36 h 时在显微镜下观察划痕并采图记录。使用

Image J测定细胞迁移的距离。

（2）Transwell 小室实验：将 Transwell 小室置于

24孔板中，将 5 × 104个细胞接种到含无血清DMEM

的上室中，下室则加入含 10%胎牛血清的DMEM培

养基 750 μL，培养 24 h后取出小室，使用 4%多聚甲

醛溶液固定，PBS清洗后0.2%结晶紫染色液染色，显

微镜下观察聚碳酸酯膜下方的细胞，随机取5个视野

拍照分析。

（3）Transwell 侵袭实验：在 4 ℃条件下，以 1∶8

的比例使用无血清培养基稀释基质胶，取60 μL铺在

上室中，37 ℃处理至基质胶固化成薄膜。其余步骤

同迁移实验。

1.9  统计学处理

用GraphPad 9.0进行统计分析及作图。符合正

态分布的计量数据用 x̄ ± s表示，分析两组独立重复

数据之间是否存在差异性时，采用非配对 t检验；当

存在单一自变量时，分析3组或者3组以上独立重复

数据之间是否存在差异性，采用单因素方差分析。

通过卡方检验分析CCL1表达与OSCC患者临床病

理特征的相关性。以P < 0.05或P < 0.01表示差异具

有统计学意义。

2  结  果

2.1  CCL1在OSCC组织及HSC-4细胞中呈高表达

且与患者肿瘤临床分期有关联

免疫组织化学检测结果（图 1A、B）显示，在

OSCC组织中，CCL1主要在癌细胞细胞质中表达，呈

棕黄色，癌巢中呈强阳性，在正常牙龈组织中基本不

表达，且两组组织的免疫反应评分具有统计学差异

（P < 0.01）；CCL1在HSC-4细胞中呈阳性表达，而在

HGEC细胞中不表达。WB法检测结果（图1C）显示，

与HGEC细胞相比，CCL1在HSC-4细胞中呈高表达

（P < 0.05）。用卡方检验分析OSCC组织中CCL1表

达水平与患者临床病理特征的关系，结果（表 1）显

示，CCL1表达水平与肿瘤临床分期有关联，与患者

年龄、性别、瘤体大小、分化程度无显著关联。

2.2  在HSC-4细胞中成功敲减CCL1的表达

荧光显微镜观察结果（图2A）显示，对照组HSC-4

细胞中未观察到荧光，NC组和 shCCL1组HSC-4细

胞中观察到明显荧光。qPCR法检测结果（图 2B）显

示，与对照组相比，NC组HSC-4细胞中CCL1 mRNA

表达水平无明显变化，shCCL1 组 HSC-4 细胞中

CCL1 mRNA的表达水平明显降低（P < 0.000 5）。实

验结果说明，在 HSC-4 细胞中成功地敲减 CCL1 

mRNA和蛋白的表达。

2.3  敲减CCL1表达能抑制HSC-4细胞的增殖能力

而CCL1能增强HSC-4细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果（图3A）显示，与对照组或NC

组比较，shCCL1组HSC-4细胞的增殖活力均明显降

低（均P < 0.05），CCL1组HSC-4细胞的增殖活力明

显增强（均 P < 0.05）。克隆形成实验检测结果（图

3B）显示，与对照组或NC组比较，shCCL1组HSC-4

细胞克隆形成能力均明显降低（均 P < 0.001），

CCL1组HSC-4 细胞的克隆形成能力均明显增强
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（均P < 0.001）。实验结果表明，敲减CCL1表达能显

著抑制HSC-4细胞的增殖能力，CCL1能增强HSC-4

细胞的增殖能力。

A：免疫组化法显示CCL1蛋白在OSCC组织和正常牙龈组织的表达（× 200）；B：免疫组化法显示CCL1蛋白在HGEC细胞和

HSC-4细胞中的表达（× 200）；B：WB法检测CCL1在HSC-4细胞和HGEC细胞中的表达。与正常牙龈组织或HGEC细胞组比较，
*P < 0.05，**P < 0.01。

图1    CCL1在OSCC组织及细胞中表达上调

表1    CCL1表达与OSCC患者临床病理特征的关系

特征

年龄

≤ 60岁

> 60岁

性别

男

女

肿瘤大小

≤ 2 cm

> 2 cm

分化程度

高

中、低

临床分期

Ⅰ-Ⅱ

Ⅲ-Ⅳ

例数

（N）

12

16

19

9

16

12

14

14

15

13

CCL1表达水平

低
（n = 12）

7

5

9

3

6

6

5

7

9

3

高
（n = 16）

5

11

10

6

10

6

9

7

6

10

χ2

2.054

0.491

0.438

0.583

3.877

P

> 0.050

> 0.050

> 0.050

> 0.050

< 0.050

2.4  敲减CCL1表达能明显促进HSC-4细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图4）显示，与对照组、NC

组比较，shCCL1组HSC-4的凋亡率均明显升高（均

P < 0.05），CCL1组HSC-4细胞凋亡率无明显变化。

实验结果说明，敲减CCL1表达能明显促进HSC-4细

胞发生凋亡。

2.5  敲减CCL1表达能明显抑制HSC-4细胞的迁移

及侵袭能力

划痕愈合实验检测结果（图 5A）显示，与对照组

及NC组比较，shCCL1组HSC-4细胞的迁移能力明

显下降（均P < 0.05），而CCL1组HSC-4细胞的迁移

能力明显提高（均P < 0.05）。Transwell小室实验检

测结果（图5B）显示，与对照组或NC组比较，shCCL1

组HSC-4细胞的迁移和侵袭细胞数均明显减少（均

P < 0.001），而CCL1组HSC-4细胞的迁移和侵袭数

却明显增加（均 P < 0.001）。实验结果说明，敲减

CCL1表达可明显抑制HSC-4细胞的迁移及侵袭能

力，而CCL1能促进HSC-4细胞的迁移及侵袭。

3  讨  论

在前期研究中，为了寻找新的生物标志物，期望

以此来预测OSCC的生物学行为、预后和治疗反应，

为OSCC的风险分级、治疗计划和靶向治疗的开发提

供科学资料。通过蛋白组学分析，发现 CCL1 在

OSCC组织及血清中呈高表达的趋势，认为CCL1可

能是OSCC的诊断标志物。已有研究表明，CCL1在
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多种实体瘤中表达上调，如乳腺癌[15-16]、结肠癌[17]等，

参与肿瘤细胞的增殖、迁移和转移。本研究结果表

明，CCL1在OSCC组织及HSC-4细胞中均呈高表达。

A：CCL1沉默慢病毒转染HSC-4细胞后各组的荧光效果（×100），对照组无荧光，NC组及 shCCL1组观察到明显的绿色荧光；

B：CCL1沉默慢病毒转染HSC-4细胞后CCL1 mRNA的表达水平柱状图。与对照组比较，***P < 0.000 5。

图2    HSC-4细胞 shRNA转染效率检测

A：CCK-8法检测各组HSC-4细胞的增殖活力；B：克隆形成实验检测各组HSC-4细胞的克隆形成能力。与对照组或NC组比较，
*P < 0.05, **P < 0.01。

图3  CCK-8法和克隆形成实验检测各组HSC-4细胞的增殖能力

与对照组或NC组比较，*P < 0.05。

图4    流式细胞术检测各组HSC-4细胞的凋亡情况

CCL1能刺激膀胱癌细胞的增殖[18]，并能增强膀

胱癌细胞的迁移及侵袭能力[19]。有研究[20-21]表明，

CCL1通过激活ERK/MAPK、NF-κB等通路发挥抗凋

亡活性。CCL1的上调能刺激结肠癌细胞的侵袭及

迁移，这与结肠癌的淋巴结转移及临床病理分期相

关[17]。为了进一步验证CCL1与OSCC之间的相互作

用关系，本研究通过 shRNA 慢病毒干扰技术敲减

HSC-4细胞中CCL1的表达，构建CCL1低表达稳转

细胞。本研究发现，敲减CCL1后，HSC-4的增殖活

力及克隆形成能力明显降低。此外，还发现敲减

·· 173



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2025, 32(2)

CCL1 后可以促进 HSC-4 细胞凋亡。同时，敲减

CCL1能降低细胞划痕愈合率，减少侵袭及迁移细胞

的数目。另一方面，本研究通过额外补充外源性

CCL1，正向验证其对细胞生物学行为的影响，结果发

现，补充CCL1重组蛋白后，细胞的增殖、迁移及侵袭

能力增强，但细胞的凋亡率无显著变化。然而，但对

于OSCC，CCL1调控细胞增殖、迁移及侵袭的具体机

制有待进一步的挖掘。

A：划痕愈合实验检测各组HSC-4细胞的迁移能力（× 100）；B：Transwell小室实验检测各组细胞迁移及侵袭（× 100）。

与对照组或NC组比较，*P < 0.05，****P < 0.000 1。

图5  划痕愈合和Transwell小室实验检测HSC-4细胞的迁移及侵袭能力

综上所述，CCL1 在 OSCC 中上调，靶向敲减

HSC-4细胞中的CCL1后，细胞的增殖、迁移、侵袭能

力均降低，凋亡率增加，CCL1重组蛋白能促进细胞

的增殖、迁移及侵袭能力，推测CCL1可能通过参与

肿瘤细胞的恶性生物学行为影响肿瘤的进展，提示

CCL1有望成为能预测疾病进展的潜在新型生物标

志物。后续研究还应进一步设计实验，深入探索

CCL1影响OSCC生物学行为的具体调控机制，阐明

CCL1与OSCC进展错综复杂的关系，为提高诊断的

精确性、实现靶向药物个性化治疗，以及指导临床决

策提供科学基础。

利益冲突声明：本文无利益冲突。
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