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TGF-β1促进人子宫颈癌细胞Siha的侵袭、迁移    
及其机制研究

毛  敏  蔡留芸  胡建国  胡丽娜*

(重庆医科大学第二附属医院妇产科, 重庆 400010)

摘要      探讨转化生长因子-β1(TGF-β1)对人子宫颈癌细胞Siha侵袭、迁移能力的影响及其可

能的分子机制。用5 ng/mL TGF-β1作用Siha细胞72 h, 通过倒置显微镜、CCK-8实验、单细胞克隆

形成实验、细胞黏附实验和Transwell小室实验分别观察TGF-β1作用前后Siha细胞形态、增殖能力、

克隆形成能力、黏附能力、迁移及侵袭能力的改变; Western blot检测TGF-β1作用前后基质金属蛋

白酶-2(MMP-2)、MMP-9、VEGF、CFTR、 P50、P65、E-cadherin及Vimentin蛋白表达的变化。结

果表明, 5 ng/mL TGF-β1作用Siha细胞72 h后, Siha细胞出现上皮细胞向间质细胞形态转变、黏附

能力减弱、迁移和侵袭能力增强, 伴随MMP-2、MMP-9、VEGF、CFTR、P50、P65和Vimentin表
达上调, E-cadherin表达下调。该研究表明, TGF-β1可能通过诱导Siha细胞发生上皮–间质转化及上

调MMP-2、MMP-9和VEGF的表达, 促进Siha细胞的侵袭转移。
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Investigating the Migration and Invasion of Human Squamous Cervical 
Carcinoma Line Siha Stimulated by TGF-β1 and Its Underlying Mechanisms

Mao Min, Cai Liuyun, Hu Jianguo, Hu Lina*
(Department of Obstetrics and Gynecology, the Second Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, 

Chongqing 400010, China)

Abstract       This research investigated the influence of transforming growth factor-beta1 (TGF-β1) on invasion 
and metastasis of human squamous cervical carcinoma cell line Siha, and might revealed some possible mechanisms. 
Cultured human cervical carcinoma cell line, Siha, was stimulated with 5 ng/mL of TGF-β1 for 72 h. The morpholog-
ic changes were observed under inverted microscope. Cell proliferation, clone-formation, adhering ability, migration 
and invasion ability changes were evaluated by CCK-8, colony-forming, cell adherence and Transwell assays, respec-
tively. The expressions of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), MMP-9, VEGF, CFTR, P50, P65, E-cadherin and 
Vimentin were detected by Western blot. We found that after TGF-β1 stimulation, Siha cells converted to an elongat-
ed spindle-like shape from a “cobblestone” epithelial structure. The migration and invasion ability of Siha cells were 
promoted dramatically. The expressions of MMP-2, MMP-9, VEGF, CFTR, P50, P65 and Vimentin were increased 
and E-cadherin was down-regulated than those of control groups. These results indicated that TGF-β1 might promote 
the migration and invasion of Siha cells through EMT and up-regulation of MMP-2, MMP-9 and VEGF.

Keywords        cervical carcinoma; TGF-β1; migration; invasion; epithelial-mesenchymal transition
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子宫颈癌是威胁女性健康的三大癌症(乳腺癌、

结直肠癌和宫颈癌)之一, 且我国子宫颈癌的发生率

和致死率呈现逐年上升的趋势。近年来, 子宫颈癌

浸润及转移是宫颈癌患者死亡的主要原因。因此, 
研究宫颈癌浸润及转移的机制, 对于宫颈癌的治疗

及预后判断尤为重要。

宫颈癌中70%~80%为宫颈鳞癌, 重要的致病

因素包括人乳头状瘤样病毒(HPV)感染、相关原

癌基因的激活和抑癌基因的失活、端粒酶活性增

加及转化生长因子-β(transforming growth factor-β, 
TGF-β)生成增加等[1]。TGF-β是一种多功能的多肽

类分子, 可分为TGF-β1、TGF-β2、TGF-β3和TGF-
β1β2这4个亚型。其中TGF-β1含量最高, 主要在内

皮细胞、造血细胞和连接组织的细胞中表达。在

正常的上皮细胞和肿瘤发展的早期, TGF-β起着肿

瘤抑制作用。在肿瘤进展晚期, TGF-β选择性地丧

失了肿瘤抑制功能, 而介导了肿瘤细胞的增殖、浸

润和转移[2-5]。有研究发现, HPV-16 E7蛋白可以激

活TGF-β1/Smads信号通路逃避机体对宫颈癌细胞

的免疫抑制, 促进宫颈癌的发展[6]。另有研究表明, 
在宫颈癌肿瘤组织中, 高水平的TGF-β1往往代表着

侵袭性较高的类型[7]。但TGF-β1促进宫颈癌进展

的分子机制仍有待进一步研究。

本研究通过体外培养人子宫颈鳞癌细胞Siha, 
观察TGF-β1对Siha细胞恶性生物学行为的影响; 探
讨TGF-β1增强Siha细胞的侵袭转移能力受到何种机

制调节。本研究试图揭示宫颈鳞癌转移的新机制, 
为宫颈鳞癌的靶向药物研究提供一个新的方向。

1   材料与方法
1.1   细胞和主要试剂

宫颈癌细胞系Siha购自中国典型培养物保藏

中心(CCTCC); 胎牛血清(FBS)购自杭州四季青生

物有限公司; RPMI-1640培养基购自北京HyClone公
司; TGF-β1购自美国PeproTech公司; Matrigel基质

胶购自美国BD公司; anti-E-cadherin(rabbit)、anti-
Vimentin(rabbit)和anti-VEGF(rabbit)购自美国Abcam
公司; anti-MMP2(rabbit)和anti-MMP9(rabbit)购自美

国Santa Cruz公司; anti-P50(rabbit)和anti-P65(rabbit)
购自美国ImmunoWay公司; anti-GAPDH(rabbit)购自

生工生物工程(上海)股份有限公司; 山羊抗兔二抗

购自美国Abcam公司; anti-CFTR(goat)和鼠抗羊二

抗购自杭州联科生物公司; 8 μm孔径不带基质胶的

Transwell小室购自美国Costar公司。

1.2   细胞培养 
Siha细胞培养于含10%胎牛血清的RPMI-1640

培养基(含100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素)中, 
于37 °C、5% CO2及饱和湿度培养箱中培养, 待细胞

进入对数生长期后用于实验。我们在实验组中加入

TGF-β1使其终浓度为5 ng/mL, 作用72 h, 对照组中

不加TGF-β1。
1.3   光镜观察 

于TGF-β1作用Siha细胞24, 72 h时, 用倒置显微

镜观察细胞的形态变化并拍照。

1.4   CCK-8法检测细胞增殖 
调整Siha细胞浓度为3×104/mL, 以每孔100 μL

培养于96孔培养板中。TGF-β1作用Siha细胞72 h后, 
按照CCK-8实验说明书检测光密度值(D值)。
1.5   单细胞克隆形成实验 

将Siha细胞用胰酶消化后, 以每孔200个细胞接

种于6孔板中, 使细胞分散均匀。当孔板中出现细胞

克隆(50个以上细胞为一个克隆)时, 终止培养。弃上

清, PBS清洗2次。用4%多聚甲醛固定10 min, PBS
清洗3次。结晶紫染色20 min, 清水冲洗3次。倒置

显微镜随机观察对照组和实验组各四个视野, 计数

细胞克隆数并照相。

1.6   细胞黏附实验 
实验前一天将Matrigel胶放于4 °C冰箱中融化

过夜。实验前将Matrigel胶用预冷的无血清RPMI-
1640按1:4稀释, 96孔板中加入稀释好的Matrigel胶
50 μL, 置于37 °C培养箱中过夜。将TGF-β1处理前

后的Siha细胞用胰酶消化, 无血清培养液混悬, 稀释

至浓度为2.0×104/mL。每孔加入100 μL细胞悬液。

37 °C、5% CO2恒温培养箱中培养24 h。吸出培养液, 
PBS清洗2次, 每孔加入不含血清的1640培养液100 μL, 
再加入CCK-8液10 μL。在酶联免疫检测仪上, 选择

570 nm波长, 检测各孔的D值。计算黏附抑制率: 黏
附抑制率=(对照组平均D值–实验组平均D值)/对照

组平均D值×100%。

1.7   Transwell细胞迁移和侵袭实验 
将TGF-β1处理前后的Siha细胞用胰酶消化, 无

血清培养液混悬, 稀释至浓度5×105/mL。细胞迁移

实验于Transwell上室直接加入200 μL细胞悬液, 然后

于下室中加入500 μL含10%胎牛血清的RPMI-1640
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培养液培养。细胞侵袭实验加入细胞悬液前, 先于

Transwell上室中加入1:4稀释好的Matrigel胶50 μL, 
覆盖聚碳脂膜, 置于37 °C培养箱中过夜, 然后于下室

中加入500 μL含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液

培养。细胞迁移实验及侵袭实验均于细胞孵育48 h
后从敷箱中取出小室, 弃去上室中的培养液, 用棉签

擦去小室上层细胞。然后将小室放入4%多聚甲醛

固定10 min, PBS漂洗3次; 结晶紫染色20 min, 清水

洗净背景色。再于倒置显微镜200×下每孔随机观察

三个视野, 计数细胞并照相。

1.8   Western blot检测TGF-β1作用后相关蛋白的

表达 
裂解细胞, 提取细胞总蛋白, BCA蛋白测定试

剂盒(Beyotime)测定蛋白浓度。取30 μg蛋白进行8% 
SDS-PAGE凝胶变性电泳, 然后将蛋白转至PVDF膜
上。用5%脱脂牛奶封闭2 h, 4 °C过夜孵育一抗, 洗
膜。常温孵育二抗1 h, 洗膜。用ECL化学发光检测

试剂盒(凯基生物)发光显影。

1.9   数据统计

实验数据以mean±S.D.表示, 应用SPSS 17.0统
计软件进行分析。两组间均数差异性比较采用t检验, 
P<0.05为差异显著, P<0.01为差异极显著。

2   结果
2.1   TGF-β1作用后Siha细胞形态发生改变

倒置显微镜观察发现, 5 ng/mL TGF-β1作用

Siha细胞24 h后, 实验组较对照组细胞形态已开始改

变, 作用72 h时细胞形态发生显著改变。对照组Siha
细胞呈单层贴壁生长, 铺路石样, 细胞与细胞间的连

接较为紧密。实验组TGF-β1作用Siha细胞72 h后细

胞呈纺锤形改变, 排列紊乱, 细胞之间的连接较对照

组疏松(图1)。
2.2   TGF-β1对Siha细胞生长增殖及克隆无影响

CCK-8实验检测显示, 对照组和实验组的D值分

别为(0.89±0.05)和(0.87±0.05)(P>0.05), 表明TGF-β1
对Siha细胞生长增殖无显著影响。单细胞克隆形成

实验结果显示, TGF-β1作用前后Siha细胞克隆形成

数目分别为(3.92±1.61)和(3.59±1.38)(P>0.05), 表明

TGF-β1对Siha细胞克隆形成无显著影响。

2.3   TGF-β1减弱Siha细胞与基质的黏附

细胞黏附实验表明, 与对照组相比, 5 ng/mL 
TGF-β1作用Siha细胞72 h后, Siha细胞与基质的黏附

能力降低, 黏附抑制率为37.20%。

2.4   TGF-β1促进Siha细胞的迁移和侵袭

为了进一步研究TGF-β1对Siha细胞侵袭、迁

A、C: 空白对照组24, 72 h的细胞形态; B、D: 5 ng/mL TGF-β1作用Siha细胞24, 72 h的细胞形态。

A,C: morphology of Siha cells in control group for 24, 72 h; B, D: morphology of Siha cells after 5 ng/mL of TGF-β1 treatment for 24, 72 h.
图1  5 ng/mL TGF-β1作用Siha细胞24, 72 h后的形态学变化(100×)

Fig.1   Morphological changes after 5 ng/mL of TGF-β1 treatment for 24, 72 h in Siha cells (100×)
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移能力的影响 , 我们用Transwell小室实验比较

5 ng/mL TGF-β1刺激Siha细胞72 h后, 细胞侵袭和

迁移能力的改变。倒置显微镜下(200×)观察Siha
细胞穿过Transwell小室的细胞数。Transwell细
胞迁移实验结果显示, 对照组和实验组穿过Tran-
swell小室的细胞数量分别为(55.33±5.86)/高倍镜和

(100.22±20.53)/高倍镜(P=0.02)。Transwell细胞侵袭

实验结果显示, 对照组和实验组穿过Transwell小室的

细胞数量分别为(17.33±4.10)/高倍镜和(80.78±3.42)/
高倍镜(P<0.01)(图2)。5 ng/mL TGF-β1处理Siha细胞

72 h后显示了较强的迁移、侵袭促进作用。

2.5   TGF-β1促进Siha细胞表达MMP-2、MMP-9
及VEGF(vascular endothelial growth factor)

Western blot检测结果显示, 与对照组相比, 

A、B: 空白对照组及5 ng/mL TGF-β1作用Siha细胞72 h后的迁移(200×); C、D: 空白对照组及5 ng/mL TGF-β1作用Siha细胞72 h后的侵袭(200×); 
E: Transwell细胞迁移实验和侵袭实验相对定量结果。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比。

A,B: migration of Siha cells in control group and 5 ng/mL of TGF-β1 treated group for 72 h (200×); C,D: invasion of Siha cells in control group and 
5 ng/mL of TGF-β1 treated group for 72 h (200×); E: Transwell cell migration assays and invasion assays were scanned and quantified. *P<0.05, 
**P<0.01 compared with control group.

图2   TGF-β1促进Siha细胞迁移和侵袭

Fig.2   TGF-β1 promoted migration and invasion of Siha cells 
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A: TGF-β1处理Siha细胞72 h, Western blot检测Siha细胞中MMP-2、MMP-9和VEGF蛋白的水平; B: 三次独立Western blot分析实验的相对定量结

果, 纵坐标表示MMP-2、MMP-9和VEGF与GAPDH灰度分析的比值,  *P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比。

A: expressions of MMP-2, MMP-9 and VEGF were determined by Western blot in Siha cells after TGF-β1 treated for 72 h; B: Western blot was 
scanned and quantified. Data presented densitometric analyses of MMP-2, MMP-9 and VEGF relative to GAPDH for 3 independent experiments. 
*P<0.05, **P<0.01 compared with control group.

图3   TGF-β1处理Siha细胞72 h后MMP-2、MMP-9及VEGF的蛋白表达

Fig.3   Expressions of MMP-2, MMP-9 and VEGF proteins after TGF-β1 treatment for 72 h in Siha cells
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5 ng/mL TGF-β1作用Siha细胞72 h后, 基质金属蛋白

酶MMP-2、MMP-9和血管内皮生长因子(VEGF)表
达均显著上调(图3)。
2.6   TGF-β1促进Siha细胞发生上皮–间质转化

(epithelial mesenchymal transition, EMT) 
Western blot显示, Siha细胞在基础状态下细

胞内囊性纤维化跨膜传导调节因子(cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator, CFTR)水平较

低, TGF-β1作用后CFTR蛋白表达升高, 转录因子

NF-κB蛋白表达也明显上调。上皮细胞标志物E-
cadherin蛋白表达下调, 间质细胞标志物Vimentin蛋
白表达升高(图4)。以上结果说明, TGF-β1处理Siha
细胞72 h后促进Siha细胞发生上皮向间质的转化。

3   讨论
转移是恶性肿瘤的十大基本生物学特征之一, 

临床上90%的恶性肿瘤患者死于转移, 因此研究肿

瘤的转移机制、探索防治肿瘤转移的方法, 对于降

低患者病死率以及改善预后具有重大的意义。

肿瘤的转移是一个复杂的过程, 包括肿瘤细

胞突破基底膜从原发部位脱离进入细胞外基质, 并
侵入血管和淋巴系统, 黏附在血管或淋巴管的内皮

细胞上并向脉管外迁移, 转移到其他部位, 形成新

的转移灶。肿瘤的侵袭与转移必须满足两个条件: 
肿瘤血管生成及细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)的降解。肿瘤血管生成是指从已存在的血管

床中产生新生血管系统, 受控于多种血管生成因

子。正常的血管生成被严格控制于某些暂定的、特

定的生理过程, 如生殖过程、发育过程和伤口愈合

过程, 而持续的血管生成是某些病理改变如肿瘤生

长的特性。血管生成不但是肿瘤生长所必需的, 而
且肿瘤细胞与新生血管系统的接触还是导致远处

转移的原因。在没有新血管生成以前, 肿瘤只生长

到1~2 mm3, 不会发生转移; 而在新血管生成后肿瘤

成数倍增长, 转移机会随之增高。另一方面, 细胞

外基质是阻止肿瘤转移的第一道屏障, 肿瘤细胞降

解基质蛋白是局部侵袭和转移的必需步骤[8]。与细

胞外基质(ECM)相关的肿瘤转移因素中, 关于基质

金属蛋白酶(MMP)降解ECM和细胞之间的黏着蛋

白的研究最多。MMP主要以三种机制促进肿瘤细

胞的侵袭生长[9]: (1)蛋白酶作用使得肿瘤细胞周围

由基质分子如胶原、层黏连蛋白(LN)、纤连蛋白

(FN)等形成的物理屏障被破坏; (2)MMP可以重塑

细胞间黏附力, 以便肿瘤细胞向周围生长; (3)MMP

A: TGF-β1处理Siha细胞72 h, Western blot检测Siha细胞中CFTR、NF-κB(P50和P65)、E-cadherin和Vimentin的水平; B: Western blot分析实验的

相对定量结果, 纵坐标表示CFTR、NF-κB(P50和P65)、E-cadherin和Vimentin灰度分析的比值。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比。

A: expressions of CFTR, NF-κB (P50 and P65), E-cadherin and Vimentin were determined by Western blot in Siha cells after TGF-β1 treatment for 72 h; 
B: Western blot was scanned and quantified. Data presented densitometric analyses of CFTR, NF-κB (P50 and P65), E-cadherin and Vimentin relative 
to GAPDH. *P<0.05, **P<0.01 compared with control group.

图4   TGF-β1处理Siha细胞72 h后CFTR、NF-κB(P50和P65)、E-cadherin和Vimentin蛋白的表达

Fig.4   Expressions of CFTR, NF-κB (P50 and P65), E-cadherin and Vimentin proteins after 
TGF-β1 treatment for 72 h in Siha cells
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作用于基质成分后, 激发其他一些潜在的生物活动, 
如MMP-2分解LN-5后可产生具催化作用的可溶性

片段, 参与肿瘤的免疫过程。因此, MMP活性上调

与肿瘤侵袭、转移密切相关。本研究表明, 5 ng/mL 
TGF-β1刺激Siha细胞72 h后, Siha细胞表达VEGF和
基质金属蛋白酶MMP-2、MMP-9增加。VEGF是最

重要的血管生成因子之一, 可刺激血管内皮细胞的

生成, 促进肿瘤的血管形成[10]。MMP-2、MMP-9属
IV型胶原酶, 是重要的肿瘤–间质间相互作用的介

导分子, 能降解细胞外基质, 促进肿瘤细胞突破基底

膜。此外, MMP-2和MMP-9还可以有效降解血管基

底膜, 有利于肿瘤的血管形成。

TGF-β1刺激Siha细胞72 h后, Siha细胞在增殖

能力和克隆形成数目两个方面并无明显改变, 但是

Siha细胞的迁移和侵袭能力却较对照组明显增强, 
这可能与Siha细胞发生上皮–间质转化(EMT)有关。

EMT是指上皮细胞在某些因素的作用下, 丢失细胞

间紧密连接和黏附连接, 丧失细胞极性, 获得间质细

胞的特征, 并获得运动迁移的能力[11]。大量形态学

和分子学证据表明, 上皮–间质转化(EMT)在上皮细

胞恶性肿瘤的浸润和转移中发挥着重大作用, 是导

致恶性肿瘤发生转移的重要分子机制[11-12]。TGF-β
是肿瘤微环境中重要的细胞因子, 目前已有大量有

关TGF-β参与肿瘤EMT并促进肿瘤转移的报道[13-14], 
且研究多集中于乳腺癌上。有研究表明, TGF-β通
过诱导乳腺癌细胞过度表达Smad2和Smad3促进乳

腺上皮模型EMT的发生[15]。另外, 整合素相关激酶

(integrin-linked kinase, ILK)通过激活Wnt/β连环蛋白

途径成为TGF-β介导EMT的下游调节因子, TGF-β有
时需要协同因子比如Ras和PI3K共同诱导EMT[16]。

本研究中, TGF-β1刺激Siha细胞后, Siha细胞发生了

上皮–间质转化, 不仅形态从上皮细胞铺路石样向

间质细胞样的纺锤形改变, 而且上皮细胞的分子标

志物E-cadherin表达降低, 间质细胞的分子标志物

Vimentin表达升高。同时, Siha细胞与基质的黏附能

力明显减弱, 迁移和侵袭能力明显增强。

在前期工作中, 我们发现囊性纤维化跨膜转导

因子(CFTR)和转录因子NF-κB与宫颈癌的临床分

期、病理分级、淋巴转移、肌层浸润和预后等明显

正相关[17-18]。另有报道, 转录因子NF-κB是EMT的重

要调节因子, NF-κB的异常激活在EMT过程的发生

和肿瘤的进展中起到关键的作用[18-19]。此次研究发

现, TGF-β1能诱导Siha细胞表达CFTR和NF-κB(P50
和P60)增加。CFTR和NF-κB是否在TGF-β1诱导Siha
细胞发生EMT促进迁移和侵袭中发挥了作用, 以及

TGF-β1促进Siha细胞发生EMT的具体机制如何, 均
有待深入研究和探讨。

综上, TGF-β1通过以下三个方面促进宫颈癌细

胞的迁移和侵袭: (1)诱导Siha细胞表达VEGF促进肿

瘤血管生成; (2)诱导Siha细胞表达基质金属蛋白酶

MMP-2和MMP-9促进细胞外基质降解; (3)通过诱导

Siha发生EMT, 使Siha细胞与基质的黏附能力减弱, 
变成具有运动侵袭能力的间质细胞。本研究表明, 
TGF-β1与宫颈鳞癌的发展密切相关, 为探讨宫颈鳞

癌发生侵袭转移提供了新的思路, 可能为治疗宫颈

鳞癌提供新的途径。
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