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CCL20对未分化甲状腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响

赵禹博,唐嘉锘,李关杰,庄高建,柳林,王俊英,周晶晶,罗国庆

(广州医科大学附属清远医院,清远市人民医院甲乳外科,广东 清远 511518)

摘 要:目的 探讨C-C基序趋化因子配体20(CCL20)在未分化甲状腺癌(ATC)中的表达及其对 ATC细胞生物学行

为的影响,阐明其可能的作用机制。方法 采用qRT-PCR实验以及 WesternBlot实验检测 Nthy-ori-3-1和 ATC细胞

中CCL20的 mRNA及蛋白表达水平;使用慢病毒shCCL20感染 ATC细胞敲减 CCL20,采用qRT-PCR方法检测

CCL20的敲减效率;采用CCK-8实验、伤口愈合实验、Transwell实验以及平板克隆形成实验检测敲减CCL20后 ATC
细胞增殖、迁移、侵袭和克隆形成能力的变化。结果 与甲状腺正常细胞 Nthy-ori-3-1相比,ACT-1和8305C细胞中

CCL20的 mRNA水平和蛋白表达水平均显著升高(P<0.01)。CCK-8、伤口愈合、Transwell以及平板克隆形成实验结

果显示,敲减CCL20后ATC细胞增殖、迁移、侵袭以及克隆形成能力均降低(P<0.05)。结论 CCL20是 ATC恶性

行为的驱动因子,敲减CCL20可抑制ATC细胞增殖、迁移、侵袭和克隆形成能力。
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EffectsofCCL20onproliferation,migration,andinvasionofanaplasticthyroidcarcinomacells

ZHAOYubo,TANGJianuo,LIGuanjie,ZHUANGGaojian,LIULin,
WANGJunying,ZHOUJingjing,LUOGuoqing

(DepartmentofThyroidandBreastSurgery,QingyuanHospitalAffiliatedtoGuangzhou
MedicalUniversity,QingyuanPeople’sHospital,Qingyuan511518,Guangdong,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheexpressionofC-Cmotifchemokineligand20(CCL20)inana-
plasticthyroidcarcinoma(ATC)anditsimpactsonthebiologicalbehaviorsofATCcells,aswellastoeluci-
dateitsunderlyingmechanisms. Methods qRT-PCRandWesternBlotassayswereemployedtodetectthe
mRNAandproteinexpressionlevelsofCCL20inNthy-ori-3-1andATCcells.ATCcellswereinfectedwith
lentiviralshCCL20toknockdownCCL20,andtheknockdownefficiencyofCCL20wasdetectedbyqRT-PCR.
CCK-8assay,woundhealingassay,Transwellassay,andcolonyformationassaywereutilizedtoassessthe
changesintheproliferation,migration,invasion,andcolony-formingabilityofATCcellsafterCCL20knock-
down. Results ComparedwithNthy-ori-3-1normalthyroidcells,themRNAlevelsandproteinexpression
levelsofCCL20inbothACT-1and8305Ccellsweresignificantlyelevated(P<0.01).TheresultsofCCK-8,
woundhealing,Transwell,andcolonyformationassaysdemonstratedthattheproliferation,migration,inva-
sion,andcolony-formingabilityofATCcellswerereducedafterCCL20knockdown(P<0.05). Conclusion
 CCL20isadrivingfactorforthemalignantbehaviorsofATC.KnockdownofCCL20caninhibittheprolifer-
ation,migration,invasion,andcolony-formingabilityofATCcells.
  Keywords: anaplasticthyroidcarcinoma;C-C motifchemokineligand20;tumorcellproliferation;

tumorcellmigration;tumorcellinvasion
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  甲状腺癌在全球范围内是最普遍的内分泌恶性肿

瘤,其发病率持续上升。2020年,全球报告的新发病

例大约为431000例,死亡病例约为35000例[1]。根

据病理特征,甲状腺癌可以分为几种类型,包括乳头状

癌、滤泡状癌、髓样癌和未分化癌。尽管未分化甲状腺

癌(anaplasticthyroidcarcinoma,ATC)仅占甲状腺癌

的1%~2%,但其却造成了近50%的甲状腺癌相关死

亡,且中位生存期仅为3~6个月[2]。ATC以其高度

的侵袭性、化疗耐药性及早期转移特征而闻名,目前仍

缺乏有效的治疗方法。基础研究表明,ATC的恶性进

展与肿瘤微环境的重塑存在密切关系[3]。C-C基序趋

化 因 子 配 体 20(C-C motifchemokineligand20,
CCL20)作为CCR6受体的配体,已被证实在多种实体

瘤中通过调控免疫抑制及上皮-间质转化促进转移。
具体来说,在结直肠癌中,CCL20通过 CXCL2-CX-
CR2通路促进乳腺癌细胞的干细胞特性[4];同时,

CCL20也促进了乳腺上皮细胞的迁移与侵袭[5]。然

而,关于CCL20在未分化甲状腺癌中的功能研究仍显

不足,其具体作用机制及潜在的靶向干预能力尚未明

确。本研究旨在探讨CCL20在ATC细胞中的表达,
通过在ACT-1和8305C细胞中敲减CCL20,分析其

对细胞增殖、迁移侵袭以及克隆形成能力的影响,为
ATC的诊断和治疗提供理论基础。
1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器 细胞培养所用的RPMI-1640
培养基、DMEM培养基、青霉素/链霉素及胰蛋白酶均

购自 GibcoLifeTechnologies(美国);胎牛血清来源

于依科赛生物(澳大利亚);TRIzol(赛默飞世尔科技公

司,美国);反转录试剂盒及TaqProUniversalSYBR
混合物(南京诺唯赞,中国);BCA蛋白试剂盒(索莱

宝,中国)、CCK-8试剂盒(新赛美生物科技,中国)、
Matrigel胶(BD,美国)、Transwell小室(Corning,美
国)以及伤口愈合插件(NEST,中国)。实验设备包括

CO2 恒温培养箱(EscoMicroPteLtd,新加坡)、凝胶

成像系统(伯乐生命医学,美国)及酶标仪(SPECTRO
Star,美国)。
1.2 细胞培养 人甲状腺正常细胞 Nthy-ori-3-1及

人ATC细胞系ACT-1和8305C均购自 ATCC细胞

库。Nthy-ori-3-1细胞、ACT-1细胞和8305C细胞分

别使用RPMI-1640、DMEM和MEM完全培养基中培

养。所有细胞的培养条件均为5% CO2,37℃恒温培

养。
1.3 构建稳转细胞株 在对数生长期,将ACT-1和

8305C细胞接种于24孔板中,当细胞汇合度达到

30%~50%时,换入含有2μgPolybrene的完全培养

基,添加5μL滴度为1×108TU/mL的慢病毒悬液以

敲减CCL20(shCCL20),与阴性对照组(NC,Negative

control)慢病毒进行对照,轻轻混匀后继续培养16~
24h,感染结束后更换新鲜培养基以去除病毒残留。

72h后可观察荧光强度并检测慢病毒感染效率。
1.4 qRT-PCR实验 通过TRIzol法提取总RNA,
使用反转录试剂盒构建20μL的逆转录反应体系,将
其转录为cDNA。反应体系包括4μL的5×All-in-
oneqRTSuperMix、1μL的EnzymeMix、1μg的模

板RNA,并用RNase-freeddH2O补足至20μL;轻轻

吹打混匀后短暂离心,随后在PCR仪中执行逆转录程

序:50℃反应15min,85℃处理5s,最后在4℃保

存。获得cDNA后构建20μL的qPCR反应体系,包
括10μL的2×TaqProUniversalSYBRqPCRGreen
MasterMix、2μL的cDNA、0.4μL上游引物、0.4μL
下游引物和7.2μL的ddH2O;混匀后分装至标记好

的八联管中,短暂离心去除气泡后置于PCR仪,反应

程序设置为95℃预变性30s(1次循环),随后为95
℃变性5s和60℃退火延伸30s(40次循环)。GAP-
DH 作为内参,使用2-ΔΔCt法计算相对表达水平。

表1 qRT-PCR引物序列

Gene Sequence(5’to3’)

CCL20Fw TCCACCTCTGCGGCGAATC
CCL20Rv GCATTGATGTCACAGCCTTCATTG
GAPDHFw CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC
GAPDH Rv ACCAAATCCGTTGACTCCGA

1.5 WesternBlot实验 收集 ACT-1和8305C细

胞,使用RIPA裂解液提取蛋白,通过BCA试剂盒测

定蛋白浓度,上样60ng,恒压160V进行50min电

泳。转膜后将PVDF膜在室温封闭2h(5%脱脂牛奶

封闭)后用TBST洗3次,每次10min。一抗4℃过

夜。第2天TBST洗3次后加入二抗(1∶10000)室
温孵育2h后洗涤。显影后使用ImageJ软件进行半

定量分析。所用抗体包括anti-CCL20(84413-3-RR,
Proteintech)和 anti-GAPDH (60004-1-Ig,Protein-
tech)。

1.6 平板克隆形成实验 将对数生长期的处理组(敲
减CCL20的ACT-1和8305C细胞)及对照组细胞消

化,按照1000个细胞/孔铺在6孔板中。于37℃、5%
CO2 培养箱中培养,每3天更换培养基,持续14d。
终止培养后,4%多聚甲醛固定(15min),1%结晶紫染

色15min。弃去染液,PBS轻柔洗涤,晾干后拍照记

录克隆形成情况。

1.7 伤口愈合实验(细胞划痕实验) 处理组及对照

组细胞消化后加入伤口愈合插件的孔中(3.5×104 细

胞/孔)。待细胞融合度达约90%时移除插件。PBS
清洗后加入新鲜培养基。分别于划痕形成后0h及24
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h拍照,使用ImageJ软件分析并计算愈合率。
1.8 Transwell细胞迁移实验 在24孔板下室加入

600μL完全培养基。将处理组及对照组细胞消化、重
悬,调整密度为1×105 个细胞/孔(200微升/腔),接
种于Transwell小室上腔。培养48h后,取出小室并

用PBS漂洗3次,接下来用4%多聚甲醛固定30min
后使用1%结晶紫染色5min。湿棉签擦去上室未迁

移细胞。倒置显微镜下拍照,使用ImageJ软件计数下

室迁移细胞并分析。
1.9 Transwell细胞侵袭实验 实验步骤参考1.8
迁移实验。差异在于:在接种细胞前,需预先在Tran-
swell小室上腔膜均匀铺布100μLMatrigel基质胶,
置于37℃孵育2h。后续细胞接种(密度1×105 个细

胞/腔)、培养(48h)、固定、染色、清洗及计数分析方法

均同迁移实验。
1.10 统计学方法 采用GraphPadPrism8.0软件

对实验数据进行统计学分析,正态分布计量资料数据

以(췍x±s)表示,P<0.05被认为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 ATC细胞中CCL20的表达水平 与Nthy-ori-
3-1细胞相比,ACT-1和8305C细胞中CCL20的mR-
NA水平和蛋白表达水平均显著升高(P<0.01)。见

图1。

注:与Nthy-ori-3-1组相比,**P<0.01,n=3。
图1 qRT-PCR(A)和 WesternBlot实验(B)

检测ACT-1和8305C细胞中CCL20的

mRNA水平和蛋白表达

2.2 ACT-1和8305C细胞CCL20的敲减效率 通

过qRT-PCR 实验评估在 ACT-1和8305C 细胞中

CCL20的表达情况。结果显示,与对照组(shCCL20-
NC组)相比,shCCL20组中CCL20的表达水平显著

降低(P<0.01),证明了在 ACT-1和8305C细胞中

成功实现了CCL20的敲减。见图2。

注:与shCCL20-NC组相比,**P<0.01,n=3。
图2 qRT-PCR实验检测CCL20在ACT-1

细胞和8305C细胞的敲减效率

2.3 敲减CCL20后ACT-1和8305C细胞增殖和克

隆形成能力的变化 在敲减CCL20后,通过CCK-8
实验分析细胞的增殖能力。结果显示,与shCCL20-
NC组相比,shCCL20组的ACT-1和8305C细胞的增

殖活性显著降低(P <0.01)。平板克隆形成实验的

结果表明,shCCL20组中 ACT-1和8305C细胞的克

隆形成数量明显减少。见图3和图4。

注:与shCCL20-NC组相比,**P<0.01,n=3。
图3 CCK-8法检测敲减CCL20后ACT-1细胞(A)

和8305C细胞(B)增殖能力的变化

注:**P<0.01,n=3。
图4 平板克隆实验检测敲减CCL20后ACT-1细胞(A)和8305C细胞(B)克隆形成能力的变化(扫描图)。
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2.4 敲减CCL20后ACT-1和8305C细胞划痕愈合

能力变化 进行划痕实验后,24h观察 ACT-1和

8305C细 胞 的 划 痕 情 况,与 shCCL20-NC 组 相 比,

shCCL20组的细胞划痕距离显著增宽,面积增大,划痕

愈合能力显著下降(P<0.01)。见图5。

注:与shCCL20-NC组相比,**P<0.01,n=3。

图5 划痕实验检测敲减CCL20后ACT-1细胞(A)和8305C细胞(B)的划痕愈合情况。比例尺=100μm。

2.5 敲减CCL20后ACT-1和8305C细胞迁移和侵

袭能力变化 Transwell实验结果显示,与shCCL20-
NC组相比,shCCL20组ACT-1和8305C细胞的迁移

和侵袭能力均显著降低(P<0.01)。见图6和图7。

注:与shCCL20-NC组相比,**P<0.01,n=3。

图6 Transwell小室实验检测敲减CCL20后ACT-1细胞(A)和

8305C细胞(B)的迁移情况。比例尺=100μm。

注:与shCCL20-NC组相比,**P<0.01,n=3。

图7 Transwell小室实验检测敲减CCL20后ACT-1细胞(A)和

8305C细胞(B)的侵袭情况。比例尺=100μm。
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3 讨论

目前,ATC的研究主要集中在揭示其高度侵袭性

及耐药性的分子机制[6]。已知肿瘤微环境的重塑是

ATC的核心特征,其中趋化因子介导的免疫逃逸及转

移途径尤为关键[7-8]。尽管针对 MAPK、PI3K等信号

通路的靶向药物在临床试验中显示了一定的疗效,但
总体应答率仍偏低且复发风险较高[9]。因此,寻找新

的ATC特异性靶点并阐明其调控网络仍然是该领域

亟需突破的方向。本研究以分泌蛋白CCL20为切入

点,从ATC的恶性生物学行为的视角,通过细胞模型

探讨ATC发生和发展的新机制,为ATC提供辅助诊

断、干预治疗及预后指导可能的靶标。
已有研究表明[10],CCL20在多种肿瘤中发挥重要

作用。例如,CircSMARCC1通过 miR-1322/CCL20/

CCR6信号通路调节前列腺癌细胞与肿瘤相关巨噬细

胞之间的相互作用,从而促进肿瘤进展;分枝杆菌通过

miR-1322/CCL20轴及 M2极化促进结直肠癌的转

移[11];脂滴积聚通过CCL20/CCR6轴介导人肝细胞

癌中巨噬细胞的存活与Treg的招募[12];结直肠癌细

胞分泌的 CCL20通过FOXO1/CEBPB/NF-κB信号

通路招募调节性T细胞,促进化疗耐受性[13]。本研究

发现CCL20在 ACT-1和8305C细胞中显著高表达。
研究显示[14],肿瘤相关巨噬细胞通过CCL20-CCR6轴

促进膀胱癌的转移。CAF释放的外泌体CREB1通过

正向调控CCL20促进甲状腺癌细胞的进展和免疫逃

逸[15]。本研究通过迁移、侵袭及增殖实验发现,稳定

敲减CCL20后,ACT-1和8305C细胞的增殖率显著

下降,迁移及侵袭能力显著降低。这些结果表明,

CCL20是维持 ATC恶性表型的关键因子,其功能丧

失可显著抑制细胞的增殖、迁移及侵袭能力。
本研究与CCL20在其他癌种中的作用机制研究

相一致,本研究发现CCL20是 ATC恶性行为的驱动

因子,拓展了对ATC信号调控网络的理解,为开发靶

向CCL20的单克隆抗体、小分子抑制剂或基因治疗策

略提供了理论依据,同时也为临床上应对ATC缺乏有

效疗法的困境开辟了新的治疗途径。
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