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CCL8通过JAK1/STAT3信号通路促进人皮肤鳞状
细胞癌进展的作用及机制
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无锡 214000)

【摘要】目的:探究CC趋化因子配体8(CCL8)对皮肤鳞状细胞癌(CSCC)进展的作用及机制。方法:收集人皮肤鳞状

细胞癌组织及正常皮肤组织,通过组织免疫荧光染色检测CCL8的表达。构建 myc-CCL8过表达质粒并合成CCL8
 

siRNA,

在人皮肤鳞癌细胞A431中过表达或敲低CCL8后,CCK-8检测细胞增殖能力,Transwell检测细胞的迁移及侵袭能力,West-
ern

 

blot检测细胞上皮-间充质转化(EMT)相关蛋白(E-cadherin、ZO-1、SNAIL、N-cadherin)的表达及JAK1/STAT3信号通路

的变化。结果:CCK-8在正常皮肤组织中几乎不表达,而在CSCC组织中表达水平升高(P<0.05)。CCL8可显著促进A431
细胞的增殖、迁移及侵袭能力(P<0.05)。CCL8可显著激活A431细胞JAK1/STAT3通路,上调SNAIL、N-cadherin蛋白表

达,下调E-cadherin、ZO-1蛋白表达(P<0.05)。结论:CCL8在CSCC细胞中高表达,通过JAK1/STAT3通路促进CSCC细

胞EMT过程,从而促进CSCC细胞增殖、迁移和侵袭,为临床治疗CSCC提供思路。
【关键词】皮肤鳞状细胞癌;CC趋化因子配体8;增殖;侵袭;迁移;JAK1/STAT3通路
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【Abstract】Objective:To
 

explore
 

the
 

effect
 

and
 

potential
 

mechanisms
 

of
 

CC
 

chemokine
 

ligand
 

8
 

(CCL8)
 

in
 

cutaneous
 

squa-
mous

 

cell
 

carcinoma
 

(CSCC).Methods:Collecting
 

human
 

skin
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

tissue
 

and
 

normal
 

skin
 

tissue,and
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

CCL8
 

through
 

tissue
 

immunofluorescence
 

staining.After
 

overexpression
 

or
 

inhibition
 

of
 

CCL8
 

in
 

human
 

skin
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

cell
 

line
 

A431
 

using
 

construction
 

of
 

myc-CCL8
 

overexpression
 

plasmid
 

or
 

CCL8
 

siRNAs,cell
 

viability,

migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

were
 

detected.The
 

expression
 

levels
 

of
 

cell
 

Epithelial-Mesenchymal
 

Transition
 

(EMT)
 

related
 

proteins
 

(E-cadherin,ZO-1,SNAIL,N-cadherin)
 

and
 

JAK1/STAT3
 

pathway
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

experiment.Re-
sults:Compared

 

with
 

barely
 

expressed
 

in
 

normal
 

skin
 

tissue,CCL8
 

was
 

increased
 

expressed
 

in
 

CSCC
 

tissue
 

(P<0.05).CCL8
 

could
 

significantly
 

promote
 

the
 

proliferation,migration,and
 

invasion
 

ability
 

of
 

A431
 

cells
 

(P<0.05).CCL8
 

could
 

remarkably
 

activate
 

the
 

JAK1/STAT3
 

pathway
 

in
 

A431
 

cells,upregulate
 

the
 

expression
 

of
 

SNAIL
 

and
 

N-cadherin
 

proteins,and
 

downregu-
late

 

the
 

expression
 

of
 

E-cadherin
 

and
 

ZO-1
 

proteins
 

(P<0.05).Conclusion:CCL8
 

is
 

up-regulated
 

expressed
 

in
 

CSCC
 

cells
 

and
 

can
 

promote
 

the
 

EMT
 

process
 

of
 

CSCC
 

cells
 

through
 

the
 

JAK1/STAT3
 

pathway,thereby
 

facilitating
 

CSCC
 

cell
 

proliferation,

migration,and
 

invasion,which
 

provides
 

ideas
 

for
 

clinical
 

treatment
 

of
 

CSCC.
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  皮肤鳞状细胞癌(cutaneous
 

squamous
 

cell
 

car-
cinoma,CSCC)是一种起源于表皮和/或附属器的

角质细胞恶性增殖的常见癌症[1]。皮肤鳞状细胞癌

的病因相对复杂,主要包括紫外线照射、放射线接

触、慢性皮肤溃疡、遗传因素、病毒感染、化学物质接

触、慢性炎症和刺激以及免疫系统功能低下等[2]。
目前,CSCC的治疗手段包括手术、放疗、化疗和表

皮生长因子受体抑制剂靶向治疗等[3]。大部分患者

经过治疗后预后良好,但一旦发生转移,则预后不

良[4]。CC趋化因子配体8(CC
 

chemokine
 

ligand
 

8,
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CCL8)属于CC趋化因子家族成员[5],有研究发现

其在黑色素瘤[6]、乳腺癌[7]等多种恶性肿瘤组织中

表达异常,并与多种恶性肿瘤的发生发展有关。然

而,目前CCL8在皮肤鳞状细胞癌中的表达和临床

意义无相关报道,本研究就CCL8对人皮肤鳞状细

胞癌细胞的影响进行探讨。

1 材料与方法

1.1 CSCC组织及细胞系

选取2024年1月至2024年12月江南大学附

属医院收治的CSCC患者术后组织和正常皮肤组织

5对为研究对象。本研究已获得伦理委员会批准,
相关患者均已签署知情同意书。A431人鳞状细胞

癌细胞购于Cellcook。

1.2 主要试剂和抗体

CCL8(ABclonal,A6977),Snail(ABclonal,

A11794),N-cadherin(N-cad)(ABclonal,A19083),

E-cadherin(E-cad)(ABclonal,A20798),GAPDH
(ZENBIO,10494-1-AP);JAK1 (ABclonal,

A11963);Phospho-Jak1(Tyr1034/1035)(CST,#
74129);STAT3(ABclonal,A22434);Phospho-
STAT3-Y705(ABclonal,AP0070)。HRP酶 标 缀

合羊抗兔
 

IgG(H+L)(Proteintech,SA00001-2);

Cell
 

Counting
 

Kit-8(MCE,HY-K0301),BCA蛋白

检测试剂盒(Thermo,23227)。

1.3 组织免疫荧光染色

取病理结果为皮肤鳞状细胞癌患者的石蜡切

片,脱蜡:将切片置60
 

℃恒温箱中烘烤10
 

min后,
再将切片放二甲苯中

 

10
 

min后,依次将切片放入

100%无水乙醇5
 

min、85%无水乙醇5
 

min、75%无

水乙醇5
 

min进行脱蜡和水化。抗原修复:将组织

切片置于0.01
 

mmol/L柠檬酸抗原缓冲溶液(pH
 

6.0)的修复盒中,将其置于高压锅中微沸煮15
 

min,
自然冷却到室温后置于PBS中在脱色摇床上晃动

洗3次,5
 

min/次;BSA 封闭:滴加3%
 

BSA 孵育

30
 

min;一抗孵育:轻甩干封闭液,在切片上滴加一

定比例配好的一抗,切片置于湿盒中,4
 

℃过夜;二
抗孵 育:用 PBS在 脱 色 摇 床 上 将 切 片 洗 3 次,

5
 

min/次,洗完滴加适量的按一定比例配好的二抗,
室温避光孵育1

 

h;细胞核染色:用PBS在脱色摇床

上将切片洗3次,5
 

min/次,用DAPI进行细胞核染

色15
 

min;用抗淬灭剂封片,使用荧光显微镜采集

图像进行分析。

1.4 Western
 

blot
 

检测蛋白表达

通过广州友茗生物有限公司构建pcDNA3.1-myc-
CCL8和pcDNA3.1-myc-NC质粒,同 时 合 成 CCL8

 

siRNA,将其转染A431细胞系,转染后48
 

h收集细胞,
提取细胞总蛋白并利用BCA试剂盒法测定蛋白浓度。
将蛋白上样量调整为20

 

μg/孔进行上样,通过SDS-
PAGE进行电泳,然后湿转移到0.22

 

μm的聚偏二氟

乙烯(polyvinylidene,PVDF)膜上。转膜完成后制备

5%脱脂奶粉,室温封闭1
 

h,制备CCL8、EMT相关抗

体、JAK1/STAT3信号通路相关蛋白一抗,在4
 

℃进行

过夜孵育。PBS清洗3次后,制备HRP偶联二抗,将
膜与二抗在室温下孵育1

 

h。PBS清洗3次后,应用

ECL试剂检测CCL8和EMT蛋白条带。上述抗体分

别为一抗:抗兔CCL8抗体(1∶1
 

000);抗兔Snail抗体

(1∶1
 

000);抗兔 N-cadherin抗体(1∶1
 

000);抗兔E-
cadherin抗体(1∶1

 

000);抗兔JAK1抗体(1∶1
 

000);抗
兔Phospho-Jak1抗体(1∶1

 

000);抗兔STAT3抗体(1∶
1

 

000);抗兔Phospho-STAT3-Y705抗体(1∶1
 

000);抗
兔GAPDH抗体(1∶1

 

000)。二抗:山羊抗兔IgG(H+
L)-HRP

 

抗体(1∶3
 

000)。

1.5 RT-qPCR
 

检测mRNA的表达:
收集CCL8过表达及敲低的 A431细胞,利用

TRIzol法从细胞中分离总RNA,反转录为cDNA。
反转录条件:25

 

℃,5
 

min;42
 

℃,30
 

min;85
 

℃,5
 

s。
使用PerfectStart

 

Green
 

qPCR
 

SuperMix试剂盒对

CCL8基因进行qPCR反应,CCL8
 

引物序列:上游

5'-TGGAGAGCTACACAAGAATCACC-3',下 游
 

5'-TGGTCCAGATGCTTCATGGAA-3'。PCR 反

应扩增采用两步法,条件:94
 

℃预变性30
 

s;94
 

℃,

5
 

s、60
 

℃,30
 

s,共40个循环。构建溶解曲线,结果

以2-ΔΔCt展示。每组分别设立3个复孔,结果取均值。

1.6 Transwell检测细胞迁移能力

Transwell小室(未包被基质胶,孔径8.0
 

μm)
放置:在孔板下室(24孔板)加入培养基500

 

μL,然
后将Transwell小室置于24孔板内,在小室上室加

入200
 

μL细胞悬液,细胞数为30
 

000个/孔,置培

养箱中培养24
 

h。培养24
 

h后弃掉小室中的培养

基,用PBS洗2次,3
 

min/次。将小室放入24孔板

中,加入多聚甲醛600
 

μL,室温固定30
 

min。固定

完成后取出小室,弃小室中残留的固定液,用PBS
洗2次,每次3

 

min。将小室转移到预先加入0.1%
结晶紫溶液的孔中,使染色液完全浸没膜,室温染色

15~30
 

min。用ddH2O洗2次,每次3
 

min以去除

残留的结晶紫。实验结束后用棉签轻轻擦拭小室的

上侧以去除非特异性染色,自然晾干后,进行显微镜

拍照和镜检计数。

1.7 Transwell检测细胞侵袭能力

Transwell小室准备:把-20
 

℃下贮存的无菌铺

好基质胶的Transwell小室取出,置37
 

℃培养箱中静
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置30
 

min。然后加入100
 

μL/孔的无血清培养基,于
培养箱放置30

 

min,进行基底膜水化。将制备好的

Transwell小室置于24孔板内,取细胞悬液200
 

μL
加入上室,细胞数为30

 

000个/孔,培养箱中培养

24
 

h。培养24
 

h后弃掉小室中的培养基,用PBS洗

2次,每次3
 

min。将小室放入24孔板中,加入多聚

甲醛500
 

μL,室温固定30
 

min。固定完成后取出小

室,弃小室中残留的固定液,用PBS洗2次,每次3
 

min。将小室转移到预先加入0.1%结晶紫溶液的孔

中,使染色液完全浸没膜,室温染色15~30
 

min。用

ddH2O洗2次,每次3
 

min以去除残留的结晶紫。实

验结束后用棉签轻轻擦拭小室的上侧以去除非特异

性染色,自然晾干后,进行显微镜拍照和镜检计数。

1.8 统计学分析

采用GraphPad
 

Prism10.0统计包对数据进行

分析,计量资料以均数±标准差表示,组间比较采用

t检验,P<0.05为差异有统计数意义。

2 结果

2.1 CCL8在CSCC组织中高表达

研究结果显示,CCL8在正常皮肤组织中几乎

不表达,在CSCC组织中表达量升高(P<0.05)。
见图1。

图 1 组织免疫荧光染色检测人正常皮肤及 CSCC 组织中 CCL8 的表达（×100）
红色荧光：CCL8；蓝色荧光：DAPI 标记的细胞核。 ①P＜0.05，与正常皮肤组织相比。

CCL8 DAPI MERGE CCL8 DAPI MERGE

正常皮肤组织 皮肤鳞状细胞癌组织

正常皮肤组织
皮肤鳞状细胞癌组织

C
C
L8

阳
性

表
达

比
例

（ %
） 60

40

20

0

①

2.2 CCL8促进A431细胞增殖水平

对A431细胞分别过表达及敲低 CCL8,RT-
qPCR和 Western

 

blot
 

检测CCL8表达量的变化。
结果 表 明:与 对 照 组 相 比,A431细 胞 系 过 表 达

CCL8后 CCL8的 mRNA 和 蛋 白 表 达 水 平 升 高

(P<0.05)。见图2A-B。与对照组相比,A431细

胞系敲低CCL8后CCL8的 mRNA和蛋白表达水

平下降(P<0.05)。见图2C-D。CCK-8结果显示,
与对照组相比,过表达CCL8组的 A431细胞在转

染后72
 

h增殖水平增加,96
 

h增加更为显著(P<0.
05)。见图2E。与对照组相比,A431细胞系敲低

CCL8后细胞增殖水平下降,且随时间增加,其在转染

72
 

h及96
 

h下降更为显著(P<0.05)。见图2F。

2.3 CCL8促进A431细胞迁移

Transwell结果显示,与对照组相比,过表达

CCL8组A431细胞迁移能力增加(P<0.05)。见

图3A-B。与对照组相比,敲低CCL8组A431细胞

迁移能力下降(P<0.05)。见图3C-D。

2.4 CCL8促进A431细胞侵袭

Transwell结果显示,与对照组相比,过表达

CCL8组A431细胞侵袭能力增加(P<0.05)。见

图4A及4B。与对照组相比,敲低CCL8组 A431
细胞侵袭能力下降(P<0.05)。见图4C-D。

2.5 CCL8可通过JAK1/STAT3通路促进 A431
细胞EMT过程

对A431细胞分别过表达及敲低CCL8,通过
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Western
 

blot检测EMT相关蛋白及JAK1/STAT3
通路的变化。结果表明:与对照组相比,过表达

CCL8后 A431细 胞 中 SNAIL、N-cadherin及 p-
JAK1、p-STAT3的蛋白表达升高(P<0.05),E-
cadherin、ZO-1的蛋白表达下降(P<0.05)。与对

照组相比,敲低CCL8后 A431细胞中SNAIL、N-
cadherin及 p-JAK1、p-STAT3的 蛋 白 表 达 下 降

(P<0.05),E-cadherin、ZO-1的 蛋 白 表 达 升 高

(P<0.05)。见图5。

图 2 CCL8 对 A431 细胞活力的影响（n=3）
A. NC鄄oe 组和 oe鄄CCL8 组细胞 CCL8 mRNA 的表达，①P＜0.05，与 NC鄄oe 组相比；B. NC鄄oe 组和 oe鄄CCL8 组细胞 CCL8

蛋白的表达；C. NC鄄si 组和 si鄄CCL8 组细胞 CCL8 mRNA 的表达， ①P＜0.05， 与 NC鄄si 组相比；B. NC鄄si 组和 si鄄CCL8 组细胞

CCL8 蛋白的表达；E. NC鄄oe 组和 oe鄄CCL8 组细胞增殖能力的变化，①P＜0.05，与 NC鄄oe 组相比；F. NC鄄si 组和 si鄄CCL8 组细胞增

殖能力的变化。 ①P＜0.05，与 NC鄄si 组相比。
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图 3 CCL8 对 A431 细胞迁移的影响（n=3）
A. NC鄄oe 组和 oe鄄CCL8 组细胞迁移能力；B. NC鄄oe 组和 oe鄄CCL8 组细胞迁移的数量，①P＜0.05，与 NC鄄oe 组相比；

C. NC鄄si 组和 si鄄CCL8 组细胞迁移能力；D. NC鄄si 组和 si鄄CCL8 组细胞迁移的数量。 ①P＜0.05，与 NC鄄si 组相比。
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图 4 CCL8 对 A431 细胞侵袭的影响（n=3）
A. NC鄄oe 组和 oe鄄CCL8 组细胞侵袭能力；B. NC鄄oe 组和 oe鄄CCL8 组细胞侵袭的数量，①P＜0.05，与 NC鄄oe 组相比；

C. NC鄄si 组和 si鄄CCL8 组细胞侵袭能力；D. NC鄄si 组和 si鄄CCL8 组细胞侵袭的数量。 ①P＜0.05，与 NC鄄si 组相比。
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图 5 CCL8 对 A431 细胞的 EMT 关键蛋白及 JAK1/STAT3 通路的影响（n=3）
A. NC鄄oe 组，oe鄄CCL8 组，NC鄄si 组和 si鄄CCL8 组细胞 E鄄cadherin、ZO鄄1、SNAIL、N鄄cadherin 及 JAK1/STAT3 通路的表达水平；

B. NC鄄oe 组和 oe鄄CCL8 组蛋白量化结果。 ①P＜0.05，与 NC鄄oe 组相比；②P＜0.05，与 NC鄄si 组相比。
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3 讨论

CSCC是我国常见的一种皮肤恶性肿瘤,其发

病率逐年增高且侵袭性高,易发生早期转移。虽然

CSCC可通过手术、化疗或免疫治疗等取得一定的

治疗效果,但当CSCC患者出现远处转移后治疗效

果较差且总体生存率较低、长期预后较差[8]。趋化

因子配体CCL8可以通过与单核细胞、NK细胞和

T细 胞 在 内 的 免 疫 细 胞 上 表 达 的 包 括 CCR1、

CCR2B、CCR3和CCR5在内的趋化因子受体结合,

进而介导宿主炎症反应[5]。CCL8在脑胶质瘤[9]、
乳腺癌[7]和肺癌[10]的发生及转移中发挥作用,但其

在人皮肤鳞癌中的临床意义及潜在作用机制并无相

关报道。为探究CCL8在CSCC中的临床意义及潜

在的调控机制,本研究收集临床CSCC组织及正常

皮肤组织,通过组织免疫荧光染色方法检测CCL8
的表达水平,结果表明与正常皮肤组织相比,CCL8
在CSCC组织中的表达量升高。进一步研究通过转

染过表达质粒或者siRNA对人皮肤鳞癌 A431细

胞系中的CCL8分别进行过表达及敲低,在细胞水

平探究其促进CSCC进展的潜在作用机制。结果表

5731



    
第40卷 第11期

2025年11月
   

川北医学院学报(http://noth.cbpt.cnki.net)
JOURNAL

 

OF
 

NORTH
 

SICHUAN
 

MEDICAL
 

COLLEGE
Vol.40,No.11
Nov.2025

明,A431细胞系过表达CCL8可促进人皮肤鳞癌细

胞增殖、侵袭和迁移能力,而 A431细胞系敲低

CCL8可抑制人皮肤鳞癌细胞增殖、侵袭和迁移能

力。以上研究结果均提示CCL8可能促进CSCC疾

病进展,为CSCC的机制研究提供新的靶点。

JAK-STAT通路是一条由50多个配体、30多

个受体、4个JAK激酶及6个转录激活因子STAT
蛋白组成的进化上保守的跨膜信号转导通路,其通

过将细胞外的化学信号转入细胞内部,参与细胞的

分化、免疫反应、血管生成以及肿瘤发展等许多重要

的生 物 学 过 程[11]。有 研 究[12]表 明 IL-10 通 过

JAK1/STAT3信号通路促进子宫内膜癌上皮细胞-
内皮细胞的转化,进而促进血管生成过程。少突胶

质细胞中SERPINH1激活JAK1/STAT3信号通

路,影响N-cadherin和E-cadherin等EMT标志物

的表达,进而促进脑胶质瘤生长和EMT进展[13]。
肺癌顺铂耐药的患者肿瘤组织中毛细血管扩张性共

济失调症突变蛋白(ATM)高表达,其可以上调顺铂

耐药的 细 胞 PD-L1的 表 达,该 过 程 是 通 过 激 活

JAK/STAT3信号来实现的,进而促进EMT过程

及肺癌细胞对顺铂耐药[14]。研究[15]表明EMT过

程被激活后,可以促进口腔鳞状细胞癌的转移及恶

性进展。本研究通过 Western
 

blot检测发现,过表

达CCL8后 A431细胞SNAIL、N-cadherin蛋白及

p-JAK1、p-STAT3显著上调表达(P<0.05),E-
cadherin、ZO-1蛋白显著下调表达(P<0.05)。抑

制CCL8表达后 A431细胞SNAIL、N-cadherin蛋

白及p-JAK1、p-STAT3显著下调表达(P<0.05),

E-cadherin、ZO-1蛋白显著上调表达(P<0.05),说
明CCL8可能通过JAK1/STAT3信号通路来促进

皮肤鳞状细胞癌细胞EMT过程,进而促进人皮肤

鳞状细胞癌进展。
综上,CCL8通过激活JAK1/STAT3信号通路

来促进细胞EMT过程,从而促进人皮肤鳞癌A431
细胞增殖、侵袭及迁移能力,为皮肤鳞状细胞癌的治

疗提供潜在的靶点和候选标记物。
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