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·论著·

S100A6 对肺鳞癌细胞株 H520 生物学行为的
影响研究

杜歌1，刘自双1，张新峰1，李琦2，王婷3

【摘要】　目的　分析S100A6对肺鳞癌细胞株H520生物学行为的影响。方法　本实验时间为2021年11月至

2022年11月。取对数生长期的H520，将其随机分为H520组、H520+空载体组、H520+S100A6组，其中H520组不进

行干预，H520+空载体组转染空载体质粒，H520+S100A6组转染过表达S100A6的载体质粒。采用细胞计数试剂盒

（CCK-8）检测各组细胞增殖率，采用细胞划痕试验检测各组细胞迁移距离，采用Transwell实验检测各组细胞侵袭

数，采用流式细胞术检测各组细胞周期。结果　H520+S100A6组48、72 h时细胞增殖率高于H520组、H520+空载体组

（P＜0.05）。H520+S100A6组细胞迁移距离长于H520组、H520+空载体组（P＜0.05）。H520+S100A6组细胞侵袭数

多于H520组、H520+空载体组（P＜0.05）。H520+S100A6组G1期细胞占比高于H520组、H520+空载体组，G2期细胞占

比低于H520组、H520+空载体组（P＜0.05）。结论　S100A6可促进肺鳞癌细胞株H520增殖、迁移、侵袭，促使细胞

进入分裂周期。
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【Abstract】　Objective　To analyze the effect of S100A6 on biological behavior of lung squamous cell strain H520. 
Methods　This study was conducted from November 2021 to November 2022. H520 at logarithmic growth stage was randomly 
divided into H520 group, H520+empty carrier group and H520+S100A6 group, in which H520 group did not receive intervention, 
H520+empty carrier group was transfected with empty plasmid and H520+S100A6 group was transfected with carrier plasmid 
overexpressing S100A6. Cell proliferation rate was detected by cell counting kit-8 (CCK-8) , cell migration distance was detected 
by cell scratch assay, cell invasion number was detected by Transwell assay, and cell cycle was detected by flow cytometry. 
Results　At 48 and 72 hours, the cell proliferation rate of H520+S100A6 group was higher than that of H520 group and 
H520+empty carrier group (P < 0.05) . The cell migration distance of H520+S100A6 group was longer than that of H520 group and 
H520+empty carrier group (P < 0.05) . The number of cell invasion in H520+S100A6 group was higher than that in H520 group 
and H520+empty carrier group (P < 0.05) . The proportion of G1 phase cells in H520+S100A6 group was higher than that in H520 
group and H520+empty carrier group, and the proportion of G2 phase cells was lower than that in H520 group and H520+empty 
carrier group (P < 0.05) . Conclusion　S100A6 can promote the proliferation, migration and invasion of lung squamous cell strain 
H520, and promote the cell to enter the division cycle.
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肺癌在全世界范围内均是对人类威胁最大的恶性肿

瘤，其所致的死亡人数在所有癌症中位居第一位［1］。

我国肿瘤登记中心数据显示，2015年，不论性别、

地区（农村或城市），肺癌均是发病率最高的恶性肿

瘤；在肺癌中，非小细胞肺癌是主要类型，约占85%，

其主要病理亚型为肺腺癌和肺鳞癌［2］。近些年，随着

驱动基因被发现，部分腺癌患者的预后得到了极大改

善，一些驱动基因阳性的Ⅳ期肺腺癌患者总生存期甚

至超过了5年［3-4］。在此基础上，肺癌的相关诊治指南

也提出了分子分型的概念，并将靶向治疗及免疫治疗

纳入驱动基因阳性的早期非小细胞肺癌患者的术后辅

助治疗及晚期非小细胞肺癌患者的一线单药治疗［2］。

然而，驱动基因主要是在肺腺癌患者中被检测到，绝

大多数肺鳞癌患者因未发现阳性驱动基因而缺乏有效

的治疗方案，其预后仍不佳［5］。S100蛋白家族包含25
个小分子钙结合蛋白，大多数成员位于1号染色体长臂

2区1带（1q21），此区域易发生基因重排和突变，许

多S100蛋白被证实与包括癌症在内的多种疾病的发生

发展有关［6］。S100A6是该家族中重要的一员，与肿瘤

的侵袭和迁移有关［7］。研究显示，S100A6可能与肺鳞

癌患者预后有关，其可能是肺鳞癌的重要标志物［8］。

本研究旨在分析S100A6对肺鳞癌细胞株H520生物学行

为的影响，以期为后续S100A6在肺鳞癌中具体作用机

制研究奠定基础。

1　材料与方法

1.1　实验时间　本研究时间为2021年11月至2022年 
11月。

1.2　实验细胞　肺鳞癌细胞株H520购自武汉普诺赛生

命科技有限公司，在37 ℃、5% CO2条件下保存。

1 . 3 　 主 要 实 验 试 剂 及 仪 器 　 D M E M 高 糖 培 养 基

（ D u l b e c c o 改 良 E a g l e 培 养 基 ） 、 链 霉 素 / 青 霉 素

（PB180120）、0.25%胰蛋白酶溶液（PB180228）购

自武汉普诺赛生命科技有限公司，胎牛血清购自美

国Gibco公司，Lipofectamine 2000转染试剂（11668-
019）购自美国Invitrogen公司，CO2恒温培养箱〔BPN-
150CH（UV）〕购自上海蓝豹实验仪器有限公司，

光学显微镜（MF52-N）购自广州市明美科技有限公

司，低速离心机（L3-5K）购自可成科技股份有限公

司，细胞计数试剂盒（cell counting kit-8，CCK-8）

购于美国MedChemexpress生物科技公司，流式细胞仪

（CytoFLEX）购自美国Beckman公司。

1.4　实验方法

1.4.1　细胞培养及分组　将肺鳞癌细胞株H520置于

DMEM高糖培养基中，加入胎牛血清和100 U/ml的链霉

素/青霉素以扩增传代。取对数生长期的H520，将其随

机分为H520组、H520+空载体组、H520+S100A6组，其

中H520组不进行干预，H520+空载体组转染空载体质

粒，H520+S100A6组转染过表达S100A6的载体质粒（将

目的基因和载体质粒进行双酶切，回收产物，将目的

DNA片段连接载体质粒，构建过表达S100A6的载体质

粒）。转染方法如下：取对数期生长的H520细胞，用

0.25%胰蛋白酶溶液消化，调整细胞密度为3×105个/ml
并将其铺于6孔板，置于培养箱中培养，待细胞汇合度

达到80%～90%时，加入2 μg过表达S100A6的载体质粒

（用100 μl无血清培养基稀释）或空载体质粒和25 μl  
Lipofectamine 2000转染试剂（用100 μl无血清培养基稀

释），混匀，在37 ℃ CO2恒温培养箱中培养24 h。

1.4.2　CCK-8检测细胞增殖率　取各组细胞，室温下

1 000 r/min离心5 min（离心半径10 cm），收集细胞悬

液，调整细胞浓度为（5～10）×104个/ml并将其接种

到96孔板（100 μl），置于培养箱中培养，分别在24、

48、72 h时检测细胞增殖率，具体方法为：依次向每个

孔中加入10 μl CCK-8溶液，在37 ℃条件下培养4 h，

使用酶标仪于450 nm处测量每孔吸光度，计算细胞增殖

率。实验独立重复2次。

1.4.3　细胞划痕试验检测细胞迁移距离　在6孔板的背

面每隔0.5～1.0 cm均匀地绘制1条水平线，横穿过孔，

每孔至少穿过3条线；取各组细胞，以1×106个/ml的浓

度接种到6孔板中（每组2个复孔），当细胞密度达到

90%以上时，用移液管在培养基中划出一条垂直线，

用PBS洗涤细胞表面3次，加入无血清培养基，然后在

37 ℃、5% CO2培养箱中孵育，分别于孵育0、24 h时拍

照，计算细胞生长的位置与划线之间的距离，即细胞迁

移距离。实验独立重复2次。

1.4.4　Transwell实验检测细胞侵袭数　取各组细胞，使

用0.25%胰蛋白酶溶液消化，800 r/min离心5 min（离心

半径10 cm），调整细胞浓度为1×106个/ml并将其置于

涂覆Matrigel凝胶的Transwell板（6孔，孔径8.0 μm）的

上室；将600 μl的DMEM高糖培养基（含有30%胎牛血

清）置于Transwell板下室，于37 ℃、5% CO2条件下孵育

8 h；用75%乙醇溶液固定细胞1 h并进行苏木精染色，用

棉签去除上室中的细胞，在光学显微镜（100倍）下观

察拍照，选取5个独立视野，统计每个视野第四象限中

的细胞数量，即细胞侵袭数。实验独立重复2次。

1.4.5　流式细胞术检测细胞周期　取各组细胞，使用

0.25%胰蛋白酶溶液消化，调整细胞浓度为3×105个/ml
并将其接种到6孔板中，孵育48 h，800 r/min离心5 min
（离心半径10 cm），用冷却的PBS洗涤2次，并在4 ℃
条件下1 000 r/min离心5 min（离心半径10 cm），收

集细胞并用75%乙醇溶液固定1 h，用PBS洗涤2次，

加入100 μl RNaseA溶液，重悬并在37 ℃水浴中孵育 
30 min；然后将细胞沉淀与PI染色溶液（400 μl）混
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合，在37 ℃水浴中孵育30 min；用流式细胞仪在激发波

长488 nm波长处检测红色荧光，同时检测光散射情况；

分析不同细胞周期（G1期、S期、G2期）细胞占比。实

验独立重复2次。

1.5　统计学方法　采用Microsoft Excel 2019记录数据，

利用Grandpad Prism 5.0分析数据。符合正态分布的计

量资料以（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用Newman-Keuls检验；不符合正

态分布的计量资料以M（P25，P75）表示，组间比较采用

秩和检验；计数资料以相对数表示，组间比较采用χ2

检验。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　细胞增殖率　三组24 h时细胞增殖率比较，差异无

统计学意义（P＞0.05）；三组48、72 h时细胞增殖率比

较，差异有统计学意义（P＜0.05）。H520+S100A6组

48、72 h时细胞增殖率高于H520组、H520+空载体组，

差异有统计学意义（P＜0.05），见表1。

2.2　细胞迁移距离　三组细胞迁移距离比较，差异有

统计学意义（P＜0.05）。H520+S100A6组细胞迁移距

离长于H520组、H520+空载体组，差异有统计学意义

（P＜0.05），见表1。

2.3　细胞侵袭数　三组细胞侵袭数比较，差异有统

计学意义（P ＜0.05）。H520+S100A6组细胞侵袭数

多于H520组、H520+空载体组，差异有统计学意义

（P＜0.05），见表1。

2.4　细胞周期　三组G1期、G2期细胞占比比较，差异

有统计学意义（P ＜0.05）；三组S期细胞占比比较，

差异无统计学意义（P＞0.05）。H520+S100A6组G1期

细胞占比高于H520组、H520+空载体组，G2期细胞占

比低于H520组、H520+空载体组，差异有统计学意义

（P＜0.05），见表1。

3　讨论

S100A6是S100蛋白家族的重要成员，已被证实参

与了多种肿瘤的发生发展，如在骨肉瘤、肝癌以及胰腺

癌中，其可促进细胞增殖和迁移［9］。WANG等［10］研究

了S100A6表达水平与胃癌患者临床病理特征和预后的

关系，结果显示，67.5%的胃癌患者胃癌组织中S100A6
表达水平高于癌旁正常组织，且S100A6表达水平与

淋巴结浸润、血管浸润、肿瘤分期密切相关。此外，

S100A6还被证明参与调节Wnt/β-catenin、PI3K/Akt、
p38/MAPK、NF-κB等信号通路［11］。然而研究显示，

S100A6 mRNA水平升高提示乳腺癌、卵巢癌患者预后较

好［12-13］。这些相互矛盾的研究结果表明，S100A6可能

在不同类型的肿瘤中发挥的作用不同。本研究旨在分析

S100A6对肺鳞癌细胞株H520生物学行为的影响。

在肺癌中，总的来说，目前尚缺乏较系统、全面的

研究来证实S100A6的具体作用和机制。本研究组前期

研究显示，S100A6可影响人未分化肺癌细胞株Calu-6
的生物学行为，包括抑制细胞分裂、增殖、迁移及促进

细胞凋亡［14］。然而，既往相关研究发现，原发性肺癌

组织和转移性肺癌组织中S100A6表达水平均高于正常

肺组织，S100A6可以通过抑制P53乙酰化来促进A549细

胞的增殖、迁移、侵袭和血管生成，表明S100A6可能

参与了肺癌的发生［15-16］。分析上述研究结果存在差异

的原因，A549细胞与Calu-6处于不同分化阶段，前者

属于肺腺癌细胞系，后者属于未分化的人肺癌细胞株。

据此，本研究组猜测，S100A6可能在肺癌的不同病理

类型、不同的分化阶段发挥不同的作用。ISHII等［17］研

究显示，具有细支气管肺泡癌特征的肺腺癌——腺癌混

合亚型患者S100A6表达水平升高。HE等［8］分析了177
例可切除肺鳞癌患者的肿瘤组织，根据免疫组化结果，

将其分为高表达S100A6组和低表达S100A6组，随访并

记录所有患者的生存期，结果显示，高表达S100A6组

患者的生存期短于低表达S100A6组。而LI等［18］在小

细胞肺癌组织中并未发现S100A6 mRNA及其蛋白。本

研究结果显示，H520+S100A6组48、72 h时细胞增殖

率高于H520组、H520+空载体组，细胞迁移距离长于

H520组、H520+空载体组，细胞侵袭数多于H520组、

H520+空载体组，G1期细胞占比高于H520组、H520+空

载体组，G2期细胞占比低于H520组、H520+空载体组，

提示S100A6可促进肺鳞癌细胞株H520增殖、迁移、侵

袭，促使细胞进入分裂周期。

表1　三组细胞增殖率、细胞迁移距离、细胞侵袭数、细胞周期比较（x±s，n=2）
Table 1　Comparison of cell proliferation rate，cell migration distance，cell invasion number，and cell cycle among the three groups

组别
细胞增殖率 细胞迁移距离

（μm）
细胞侵袭数

（个）

细胞周期（%）

24 h 48 h 72 h G1期细胞占比 S期细胞占比 G2期细胞占比

H520组 0.456±0.010 0.763±0.016 0.949±0.009 256.0±50.5 232.0±4.9 42.8±0.4 27.6±0.5 29.5±0.6

H520+空载体组 0.462±0.020 0.762±0.012 0.951±0.013 246.7±41.9 233.3±2.3 44.0±0.4 26.5±0.4 29.4±0.3

H520+S100A6组 0.484±0.013 0.924±0.020ab 1.191±0.009ab 457.0±16.4ab 460.7±5.2ab 66.4±0.9ab 27.4±1.1 6.2±0.3ab

F值 1.044 32.510 171.700 9.265 908.500 584.900 0.581 1 120.000

P值 0.408 0.001 ＜0.001 0.015 ＜0.001 ＜0.001 0.588 ＜0.001

注：a表示与H520组比较，P＜0.05；b表示与H520+空载体组比较，P＜0.05
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综上所述，S100A6可促进肺鳞癌细胞株H520增

殖、迁移、侵袭，促使细胞进入分裂周期。但本研究仅

纳入了一种肺鳞癌细胞株，且并未分析S100A6导致肺

鳞癌的具体作用机制，未来本研究组会纳入更多类型细

胞株、设计多层面实验来探究S100A6在不同病理类型

肺癌中的具体作用机制。
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