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摘要　 目的　 探究蟾毒灵对肿瘤相关成纤维细胞（ＣＡＦ）介
导的肿瘤转移的作用机制。 方法　 从结肠癌患者组织中提

取原代 ＣＡＦ，命名为 ＣＡＦ⁃１ 和 ＣＡＦ⁃２，并在共聚焦荧光显微

镜下观察其形态和表面标志物表达。 同时通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ＣＡＦ 表面标志物成纤维细胞激活蛋白（ＦＡＰ）、α⁃平滑

肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）、波形蛋白（ＶＩＭ）的表达来确认 ＣＡＦ
身份。 收集 ＣＡＦ 条件培养基，通过 ＥＬＩＳＡ 实验检测条件培

养液中的白细胞介素 ６（ＩＬ⁃６）分泌水平。 选取人结肠癌细胞

ＨＣＴ１１６，分为 ＨＣＴ１１６ 组、ＨＣＴ１１６ 加 ＣＡＦ 条件培养基组，用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＣＴ１１６ 上 ＳＴＡＴ３ 信号通路相关蛋白 Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３ 表达情况，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＣＴ１１６ 上

皮间充质转化（ＥＭＴ）的情况，再通过划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验明确 ＨＣＴ１１６ 迁移和侵袭能力的改变。 将 ＨＣＴ１１６ 分为

对照组和蟾毒灵组，两组均用 ＣＡＦ 条件培养基刺激，观察

ＳＴＡＴ３ 信号通路激活情况、ＥＭＴ 和侵袭能力的改变。 结果

　 原代细胞呈长梭形，并表达 ＣＡＦ 表面标志物 ＦＡＰ、α⁃ＳＭＡ
和 ＶＩＭ。 ＥＬＩＳＡ 实验显示 ＣＡＦ 分泌 ＩＬ⁃６，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

显示，ＣＡＦ 的条件培养基激活了 ＨＣＴ１１６ 的 ＳＴＡＴ３ 信号通

路，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验显示 ＨＣＴ１１６ 迁

移和侵袭能力增加。 当加入蟾毒灵后，ＣＡＦ 的促进转移效应

得到了抑制。 结论 　 ＣＡＦ 通过释放 ＩＬ⁃６ 激活了肿瘤细胞

ＳＴＡＴ３ 信号通路，促进了结直肠癌的转移。 蟾毒灵通过抑制

肿瘤细胞上 ＳＴＡＴ３ 信号通路的激活阻断该过程。
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　 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）是新发癌症

病例的第三大原因，也是癌症相关死亡的第二大常

见原因。 转移频率和耐药性的增加导致 ＣＲＣ 患者

的预后不良。 据估计，５０％ ～ ６０％的 ＣＲＣ 患者可能

有转移；转移性 ＣＲＣ 患者的 ５ 年总生存率仅为

１３. ３％ ， 而 局 限 期 患 者 的 ５ 年 总 生 存 率 为

９１. １％ ［１ － ２］。 其中，肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎ⁃
ｍｅｎｔ， ＴＭＥ） 是癌症进展和转移的必要先决条件。
肿瘤相关成纤维细胞（ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，
ＣＡＦ）是 ＣＲＣ 基质的主要细胞类型之一，其通过利

用旁分泌因子在肿瘤的增殖、转移、血管生成和化学

抗性中起重要作用［３ － ４］。 越来越多的证据表明，
ＳＴＡＴ３ 信号通路的激活是 ＣＲＣ 细胞上皮间充质转

化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ）和侵袭

性增加的关键因素，但关于 ＣＡＦ 来源的白细胞介

素⁃６ （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃ ６， ＩＬ⁃６）对于 ＳＴＡＴ３ 信号通路的

激活的报道甚少［５］。 蟾毒灵是从蟾蜍毒液中分离

的主要生物活性成分，由于其对肿瘤细胞凋亡、转移

和增殖的影响，已被证实是一种有效的抗肿瘤药物。
有研究［６］ 表明，蟾毒灵具有靶向 ＳＴＡＴ３ 通路的作

用。 该研究旨在探索蟾毒灵对于 ＣＡＦ 介导的肿瘤

细胞侵袭和转移的作用。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 药品与试剂　 ＤＭＥＭ 培养基、ＲＰＩＭ⁃１６４０ 培

养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、双抗、胰酶均购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；细胞培养耗材和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自美国 Ｃｏｒ⁃
ｎｉｎｇ 公司；基质胶购自美国 ＢＤ 公司；ＲＩＰＡ 裂解液、
上样缓冲液均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司；ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自武汉博士德生物科技有

限公司 （Ｈｕｍａｎ， ＥＫ０４２８）；兔源 ＦＡＰ 抗体 （英国

Ａｂｃａｍ 公司， ａｂ５３０６６）、鼠源 α⁃ＳＭＡ （英国 Ａｂｃａｍ
公司， ａｂ１２４９６４）、鼠源 ＳＴＡＴ３ 抗体 （美国 ＣＳＴ 公

司， ９１３９Ｓ）、兔源 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 抗体 （美国 ＣＳＴ 公司，
９１４５Ｓ）、兔源 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （美国 ＣＳＴ 公司， ３１９５Ｓ）、
兔源 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （美国 ＣＳＴ 公司， １３１１６Ｓ）、兔源

Ｓｎａｉｌ （英国 Ａｂｃａｍ 公司， ａｂ１８０７１４）、鼠源 ＶＩＭ （美
国 ＣＳＴ 公司， ５７４１Ｓ）和鼠源 β⁃ａｃｔｉｎ （英国 Ａｂｃａｍ
公司， ａｂ６２７６）；蟾毒灵购自成都瑞芬思生物科技有

限公司。
１． １． ２　 仪器 　 超低温冰箱（青岛海尔公司），全波

长酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司），凝胶
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电泳仪、电泳槽（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ ＰｏｗｅｒＰａｃｅ Ｂａｓｉｃ 公

司），离心机（德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ 公司），ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 成

像仪（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司），共聚焦显微镜（德国

ＺＥＩＳＳ 公司）。
１． １． ３ 　 细胞 　 该课题选取结肠癌细胞 ＨＣＴ１１６、
ＣＡＦ 作为实验对象，ＨＣＴ１１６ 来自美国模式培养物

集存库（Ａｍｅｒｉｃａｎ ｔｙｐｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）细胞

库。 ＣＲＣ 组织来源的 ＣＡＦ，从 ＣＲＣ 患者的癌组织中

分离得到。 细胞培养条件是 ３７ ℃、５％ ＣＯ２。 组织

标本的使用征得了患者的知情许可。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 原代 ＣＡＦ 细胞提取　 在培养皿中加入适量

的生理盐水后将所取病人组织标本块置于其中，将
多余脂肪、边缘残留组织清理掉，加入适当 １０％ 双

抗 Ｄ⁃Ｈａｎｋｓ 溶液 ４５ ｍｌ 清洗组织至澄清。 用镊子夹

起组织，眼科剪剪碎至糊状。 用吹管将组织碎末转

移到 １５ ｍｌ 离心管中，加入适量 Ｄ⁃Ｈａｎｋｓ 溶液完全

淹没组织，配平后１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，２５ ℃离心 ５ ｍｉｎ，弃
去上清液。 关灯避光，加入胶原酶，封口膜封住管

口，置于 ３７ ℃恒温摇床中 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 １ ｈ。 清

洗胶原酶：消化后离心 ５ ｍｉｎ，倒掉胶原酶，加入含

１５％胎牛血清完全培养基 ２ ｍｌ，吹打离散组织后离

心 ５ ｍｉｎ，重复此步骤 ３ 次，待胶原酶全部去除后加

入培养基，转移至小培养皿中放入培养箱中孵育。
１． ２． ２　 细胞分组　 根据实验目的将 ＨＣＴ１１６ 分成 ５
组：对照组，细胞常规培养未做任何处理；ＣＡＦ⁃１ 条

件培养基组，ＣＡＦ⁃１ 条件培养基加入 ＨＣＴ１１６ 中培

养 ２４ ｈ；ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组，ＣＡＦ⁃２ 条件培养基加

入 ＨＣＴ１１６ 中培养 ２４ ｈ；蟾毒灵 ＋ ＣＡＦ⁃１ 条件培养

基组， ＣＡＦ⁃１ 条件培养基中加入蟾毒灵后加入

ＨＣＴ１１６ 作用 ２４ ｈ；蟾毒灵 ＋ ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组，
ＣＡＦ⁃２ 条件培养基中加入蟾毒灵后加入 ＨＣＴ１１６ 作

用 ２４ ｈ，其中蟾毒灵浓度为 ３５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，作用时间为

２４ ｈ。
１． ２． ３　 免疫荧光　 ＣＡＦ（２ × １０４）在显微镜上接种

培养过夜。 用 ＰＢＳ 洗涤两次，甲醇固定 １５ ｍｉｎ，
０. ２％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 渗透 ５ ｍｉｎ，５％ ＢＳＡ 在室温下封

闭 １ ｈ 后一抗在 ４ ℃ 孵育过夜，一抗有 ＦＡＰ（１ ∶
１００，兔源）、ＶＩＭ（１ ∶ １００，鼠源），然后与二抗［山羊

抗小鼠 ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ® ４８８）］ 和 ［山羊抗兔

ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ® ５９４）］孵育 ２ ｈ。 用 ＤＡＰＩ 进行

核定位评估。
１． ２． ４　 条件培养基 　 当 ＣＡＦ 增长到 ８０％ 的浓度

时，培养基被无血清的培养基取代。 处理 ４８ ｈ 后，

收集细胞悬液作为条件培养基。 高速离心后收集条

件培养基，通过 ０. ２２ μｍ 微孔膜过滤，在 － ２０ ℃保

存。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平　 用含有蛋

白酶和磷酸酶抑制剂的细胞裂解液裂解细胞，置于

冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后离心提取蛋白，并使用 ＢＣＡ 蛋

白检测试剂盒进行蛋白定量。 用 １０％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
分离等量的细胞裂解物，并将分离后的蛋白转移到

ＰＶＤＦ 膜上。 用 ５％脱脂牛奶封闭 １ ｈ 后，依照蛋白

分子量的大小截取不同条带，将条带与一抗孵育，一
抗有 ＦＡＰ（１ ∶ １ ０００）、α⁃ＳＭＡ（１ ∶ ２ ０００）、ＶＩＭ（１ ∶
１ ０００）、β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ５ ０００）、Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ （１ ∶ １ ０００）、
ＳＴＡＴ３（１ ∶ １ ０００）、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（１ ∶ １ ０００）、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒ⁃
ｉｎ（１ ∶ １ ０００）、Ｓｎａｉｌ（１ ∶ １ ０００）。 在 ４ ℃条件下孵

育过夜，漂洗 ３ 次后与二抗在常温下孵育 １ ｈ。 洗膜

３ 次，使用增强化学发光显色法进行显色，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件进行蛋白表达分析。
１． ２． ６　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ⁃６ 水平　 收集 ＣＡＦ、ＨＣＴ１１６
的条件培养基。 使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定 ＩＬ⁃６ 水平。
将 １００ μｌ 样品加入抗体包被的 ９６ 孔板的每个孔

中，室温下孵育 ２ ｈ。 将 １００ μｌ 的工作检测溶液加

到每个孔中，在加入 １００ μｌ 底物溶液之前，室温下

再孵育 １ ｈ。 加入 ５０ μｌ 终止液终止反应。 在 ４５０
ｎｍ 波长处读取吸光度。
１． ２． ７　 划痕实验　 肿瘤细胞汇合后，用无菌移液管

尖端直线划痕 ＨＣＴ１１６。 ＰＢＳ 清洗细胞，清除细胞碎

片，加入培养基。 ２４ ｈ 记录划痕照片，对不同样本

的划痕实验进行调查和分析。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测

量划痕面积。 使用倒置显微镜获得数码照片。
１． ２． ８ 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验 　 预先用基质胶包被 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 小室的底膜并放入 ２４ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 专用板中。
将转染后的细胞分散在 ３００ μｌ 无血清的培养基中

并加入小室内；向小室下部的孔中加入 ７００ μｌ 含
１０％ ＦＢＳ 的培养基。 孵育 ４８ ｈ 后，将穿出到膜下表

面的细胞用甲醇固定，结晶紫染色，并在显微镜下拍

照，在光学显微镜下以 × ４００ 放大倍数计数细胞。
１． ２． ９　 ＣＣＫ⁃８ 检测 ＨＣＴ１１６ 细胞活力 　 细胞铺板

于 ９６ 孔板中，并在 ２４ ｈ 内用蟾毒灵作用。 ２４ ｈ 后，
使用 ＣＣＫ⁃８ 检测方法评估细胞活力。
１． ３　 统计学处理　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 和 ＳＰＳＳ
１７. ０ 软件进行统计学分析。 实验结果均以 �ｘ ± ｓ 表
示。 这些图例说明了事件和独立实验的数量，以及

与统计细节和方法相关的信息。 采用单因素方差分

析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙＡＮＯＶＡ）进行组间比较，Ｐ ＜ ０. ０５为差
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图 １　 原代 ＣＡＦ 提取及验证

Ａ：ＣＡＦ 免疫荧光共聚焦显微镜拍摄 × ４００；Ｂ：各组 ＦＡＰ、α⁃ＳＭＡ 和 ＶＩＭ 蛋白的免疫印迹图，β⁃Ａｃｔｉｎ 为内参

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 原代 ＣＡＦ 提取及验证 　 首先使用 ＣＲＣ 组织

标本提取原代 ＣＡＦ 细胞，对细胞株命名为 ＣＡＦ⁃１ 和

ＣＡＦ⁃２，由图 １ 结果可见，镜下观察其形态呈长梭

形。 提取的原代细胞表达 ＣＡＦ 常见表面标志物

ＦＡＰ、α⁃ＳＭＡ 和 ＶＩＭ。 这一结果表明，提取的原代细

胞是成纤维细胞，确保后续实验的可靠性。
２． ２　 ＣＡＦ 中 ＩＬ⁃６ 的分泌水平　 ＣＲＣ 中，ＣＡＦ 通常

有 ＩＬ⁃６ 的分泌。 如图 ２ 所示，ＥＬＩＳＡ 实验显示，ＣＡＦ
的 ＩＬ⁃６ 分泌强于 ＣＲＣ 细胞。 ＣＡＦ 中 ＩＬ⁃６ 分泌水平

高，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２２０. ２，Ｐ ＜ ０. ０５ ）。

图 ２　 各组细胞 ＩＬ⁃６ 分泌水平

　 　 与 ＣＡＦ⁃１ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＣＡＦ⁃２ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 ＣＡＦ 促进结直肠细胞 ＳＴＡＴ３ 信号通路激活

　 为了进一步探究 ＣＡＦ 促进 ＣＲＣ 侵袭的机制，该
研究选择对照组、ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组和 ＣＡＦ⁃２ 条

件培养基组进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。 如图 ３ 所示，与

对照组相比，条件培养基组中人结肠癌肿瘤细胞

ＨＣＴ１１６ 的 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达升高，差异有统计学

意义（Ｆ ＝ ３９. ３２，Ｐ ＜ ０. ０５）。 结果表明 ＣＡＦ 可以促

进 ＣＲＣ 的 ＳＴＡＴ３ 信号通路激活。

图 ３　 各组细胞 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３ 蛋白表达量

　 　 Ａ：各组的 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３ 蛋白的免疫印迹图，β⁃Ａｃｔｉｎ 为内参；
Ｂ：各组的 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 半定量分析结果；１：对照组；２：ＣＡＦ⁃１ 条件培养

基组；３：ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组；与 ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组比较：∗ Ｐ ＜
０. ０５；与 ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 ＣＡＦ 促进 ＣＲＣ 侵袭转移能力提升 　 为了观

察 ＣＲＣ 细胞侵袭能力的改变，该研究选择对照组、
ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组和 ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组进行
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验。 如图 ４ 所

示，与对照组相比，条件培养基组 ＨＣＴ１１６ 的 Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 蛋白表达降低，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ９８. ２７，
Ｐ ＜ ０. ０５），Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｓｎａｉｌ 蛋白表达升高，差异

有统计学意义 （ＦＮ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ＝ ５６. ３， ＦＳｎａｉｌ ＝ ２１８， Ｐ ＜
０. ０５）。 迁移能力和侵袭能力提升，差异有统计学意

义（Ｆｓｃｒａｔｃｈ ＝ １９９. １，Ｆ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ＝ ２４２. ９，Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 这

一结果表明 ＣＡＦ 可以促进 ＣＲＣ 的侵袭转移能力。
２． ５　 蟾毒灵对于 ＣＡＦ 促转移效应的影响　 为了研

究蟾毒灵对于 ＣＡＦ 促转移效应的影响，本研究选择

ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组、ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组、蟾毒灵

＋ ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组和蟾毒灵组、蟾毒灵 ＋ ＣＡＦ⁃２
条件培养基组进行试验，其中蟾毒灵浓度为 ３５

ｎｍｏｌ ／ Ｌ，作用时间为 ２４ ｈ。 如图 ５Ａ 所示，蟾毒灵是

蟾蜍毒液中分离的主要生物活性成分。 如图 ５Ｂ 所

示，通过 ＣＣＫ⁃８ 实验，为该研究选择出蟾毒灵的非

杀伤浓度进行后续实验（ ＩＣ１５ ＝ ３５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。 如图

５Ｃ、Ｄ 所示，蛋白免疫印迹分析表明蟾毒灵可以抑

制 ＣＡＦ 条件培养基对于 ＨＣＴ１１６ 中 ＳＴＡＴ３ 信号通

路的激活，蟾毒灵组 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 表达降低，差异有统

计学意义（Ｆ ＝ １５９，Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 通过蛋白免疫印迹

分析、划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验显示蟾毒灵组有效

的抑制了 ＣＡＦ 促进肿瘤 ＥＭＴ、迁移和侵袭的效应，
差异有统计学意义 （ ＦＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ＝ １０９. ８， ＦＮ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ＝
６４. ５３，ＦＳｎａｉｌ ＝ ４４６. ６，Ｆｓｃｒａｔｃｈ ＝ ５９. ５，Ｆ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ＝ ８７. ３１，
Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 见图 ５Ｅ、Ｆ。

图 ４　 各组细胞侵袭和迁移能力情况

　 　 Ａ：各组的 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ 蛋白的免疫印迹及半定量分析结果；Ｂ：划痕实验 × ５０；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 结晶紫染色 × １００；１：对照组；２：

ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组；３：ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组；与 ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ５　 蟾毒灵对于 ＣＡＦ 促转移效应的影响

　 　 Ａ：蟾毒灵的分子结构；Ｂ：用蟾毒灵处理 ＨＣＴ１１６ ２４ ｈ 后 ＨＣＴ１１６ 的细胞活力；Ｃ：各组的 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３ 蛋白的免疫印迹图及半定量分析

结果，β⁃Ａｃｔｉｎ 为内参；Ｄ：各组的 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ 蛋白的免疫印迹图片及半定量分析结果，β⁃Ａｃｔｉｎ 为内参；Ｅ：划痕实验 × ５０； Ｆ：Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 结晶紫染色 × １００；１：ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组；２：ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组；３：蟾毒灵 ＋ ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组；４：蟾毒灵 ＋ ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组；
与 ＣＡＦ⁃１ 条件培养基组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＣＡＦ⁃２ 条件培养基组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 肿瘤转移是 ＣＲＣ 晚期患者死亡的主要原因。
大多数转移性 ＣＲＣ 患者的中位生存期仅为 ２ 年，远
不能令人满意［２］。 为改善转移性 ＣＲＣ 患者的生存

率，近年来越来越多的研究将重点放在对肿瘤转移

的机制探讨当中，如潘琪伟 等［７］的研究证明了氧化

固醇结合蛋白相关蛋白 ８（ＯＲＰ８）能够抑制 ＣＲＣ 细

胞的增殖、迁移和侵袭，其作用机制可能与阻断

ＥＭＴ 有关。
　 　 最近的研究［４］表明，肿瘤转移密切依赖于肿瘤

细胞与 ＴＭＥ 的相互作用，这是一个动态的、不断变

化的网络。 ＣＡＦ 被认为是肿瘤基质中的活化成纤

维细胞，有助于恶性肿瘤的发生和发展。 大量实验
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和临床研究［４］支持 ＣＡＦ 分泌生长因子来调节原发

肿瘤中的肿瘤生长、ＥＭＴ 从而促进转移。 然而，ＣＡＦ
促进肿瘤细胞转移的机制还有待确定。
　 　 ＩＬ⁃６ 是一个多功能的细胞因子，能介导对损伤

或感染的反应，也参与免疫疾病和癌症的过程中。
最近有研究［８］ 表明，在癌症中，ＩＬ⁃６ 由癌细胞、炎症

细胞和基质细胞产生，在原代 ＣＡＦ 的提取后，通过

ＥＬＩＳＡ 实验观察到 ＩＬ⁃６ 在 ＣＡＦ 中大量产生。 ＩＬ⁃６
水平升高会刺激 ＳＴＡＴ３ 信号通路的过度激活，这通

常与肿瘤的 ＥＭＴ 和患者预后不良有关［９］，本研究通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验证明了 ＣＡＦ 条件培养基会激活

肿瘤细胞的 ＳＴＡＴ３ 信号通路。 并且肿瘤 ＳＴＡＴ３ 信

号通路的过度激活会促进 ＩＬ⁃６ 的分泌，形成正反

馈，导致整个肿瘤微环境内的 ＩＬ⁃６ 含量进一步增

加［１０］。 根据划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果表明，
ＳＴＡＴ３ 信号通路激活后会导致肿瘤细胞 ＥＭＴ，并且

肿瘤细胞迁移和侵袭能力升高。 虽然相较于对照

组，ＣＡＦ⁃１ 和 ＣＡＦ⁃２ 均促进了肿瘤细胞侵袭，但是促

进能力存在差异。 结合文献［４］ 显示，这可能源于

ＣＡＦ 存在异质性，细胞因子分泌存在差异。 所以靶

向 ＳＴＡＴ３ 信号通路进行治疗至关重要。 近几年在

鉴定和开发可应用于临床的 ＳＴＡＴ３ 抑制剂方面科

学家付出了相当大的努力。 然而，鉴于 ＳＴＡＴ３ 作为

细胞内转录因子的地位，其缺乏酶活性，通常被认为

是不可成药，对 ＳＴＡＴ３ 可能的抑制剂开发一直很困

难［１１］。
　 　 蟾毒灵是一种中药单体，是从中药蟾酥中分离

得到的主要活性成分。 在过去的十年，蟾毒灵在各

种癌症中展示出杰出的抗肿瘤能力。 蟾毒灵的抗癌

机制可概括为抑制增殖、促进细胞凋亡、抑制血管生

成和转移、逆转耐药性和诱导自噬［１２］。 最近的研究

表明蟾毒灵可以有效抑制 ＳＴＡＴ３ 信号通路，Ｄｏｎｇ ｅｔ
ａｌ［１３］的实验表明，蟾毒灵能显著降低 Ｍｃｌ⁃１ 的表达，
并适度降低 Ｂｃｌ⁃ＸＬ 的表达水平。 这些抗凋亡蛋白

的下调与抑制转录因子 ＳＴＡＴ３ 的激活密切相关。
Ｗｕ ｅｔ ａｌ［１４］在实验中发现，蟾毒灵在体内和体外均

抑制了 ＪＡＫ２ 和 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化，进而抑制 ＳＴＡＴ３
信号通路的激活。 本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验对

此进行了验证。 通过划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结

果表明，随着 ＳＴＡＴ３ 信号通路的抑制，ＣＡＦ 的促侵

袭能力得到了抑制。 并且根据以往研究［１５］ 显示，蟾
毒灵还可以抑制其他促进肿瘤侵袭的信号通路，同

时指出蟾毒灵对 ＴＭＥ 细胞没有直接影响。 值得注

意的是，与之前关于蟾毒灵的其他抗肿瘤研究相比，
该实 验 选 择 了 较 低 浓 度 的 蟾 毒 灵 （ ＩＣ１５ ＝ ３５
ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ［６］。 实验结果表明低浓度蟾毒灵影响 ＣＡＦ
介导的肿瘤转移的机制，并且 ＳＴＡＴ３ 信号通路直接

作用于肿瘤细胞而不是 ＣＡＦ 细胞，体现了蟾毒灵低

毒性高效应的特点。
　 　 综上所述，本研究通过原代 ＣＡＦ 的提取探讨了

ＣＡＦ 和肿瘤细胞转移之间的关系，提示 ＳＴＡＴ３ 信号

通路是肿瘤细胞转移的关键因素，其中可以通过蟾

毒灵阻断 ＳＴＡＴ３ 信号通路的激活来抑制 ＣＡＦ 介导

的肿瘤转移。
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［４］ 　 Ｃｈｅｎ Ｘ， Ｓｏｎｇ Ｅ． Ｔｕｒｎｉｎｇ ｆｏｅｓ ｔｏ ｆｒｉｅｎｄｓ： ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉ⁃

ａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０１９， １８（２）： ９９ －

１１５．

［５］ 　 Ｓｉｖｅｅｎ Ｋ Ｓ， Ｓｉｋｋａ Ｓ， Ｓｕｒａｎａ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇ⁃

ｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ： ｒｏｌｅ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｎｄ ｎａｔｕｒａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ， ２０１４， １８４５（２）： １３６ － ５４．

［６］ 　 Ｆａｎｇ Ｋ， Ｚｈａｎ Ｙ Ｐ， Ｚｈｕ Ｒ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｂｕｆａｌｉｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｕｍｏｕｒ

ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＳＴＡＴ３

ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２１， １９（１）：３８３．

［７］ 　 潘琪伟， 陈韦璁， 裴冬生， 等． ＯＲＰ８ 对结直肠癌 ＤＬＤ⁃１ 细胞

增殖、迁移和侵袭能力的影响［ Ｊ］ ． 安徽医科大学学报， ２０２１，

５６（６）： ９０４ － ８．

［８］ 　 Ｆｉｓｈｅｒ Ｄ Ｔ， Ａｐｐｅｎｈｅｉｍｅｒ Ｍ Ｍ， Ｅｖａｎｓ Ｓ Ｓ． Ｔｈｅ ｔｗｏ ｆａｃｅｓ ｏｆ ＩＬ⁃６

ｉｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１４， ２６

（１）：３８ － ４７．

［９］ 　 Ｊｉｎ Ｗ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａ⁃

ｓｉｓ， ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ

ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０２０， ９

（１）：２１７．

［１０］ Ｒｏｋａｖｅｃ Ｍ， Ｏｎｅｒ Ｍ Ｇ， Ｌｉ Ｈ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＩＬ⁃６Ｒ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ｍｉＲ⁃３４ａ

ｆｅｅｄｂａｃｋ ｌｏｏｐ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＥＭＴ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｖａｓｉｏｎ

ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１４， １２４（４）：１８５３ － ６７．

［１１］ Ｔｈｉｌａｋａｓｉｒｉ Ｐ Ｓ， Ｄｍｅｌｌｏ Ｒ Ｓ， Ｎｅｒｏ Ｔ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｐｕｒｐｏｓｉｎｇ ｏｆ

ｄｒｕｇｓ ａｓ ＳＴＡＴ３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ［ Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｃａｎｃｅｒ

·５４２１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ａｕｇ；５７（８）



Ｂｉｏｌ， ２０２１， ６８：３１ － ４６．

［１２］ 许　 颖， 陈　 美， 金雪锋， 等． 蟾毒灵体内外抗肿瘤作用及制

剂研究进展［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０１４， ３９（１５）： ２８２９ － ３３．

［１３］ Ｄｏｎｇ Ｙ Ｈ， Ｙｉｎ Ｓ Ｔ， Ｌｉ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｂｕｆａｄｉｅｎｏｌｉｄｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｓｅｎ⁃

ｓｉｔｉｚｅ ｈｕｍａｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＴＲＡＩＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３ ／ Ｍｃｌ⁃１ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ２０１１， １６

（４）：３９４ － ４０３．

［１４］ Ｗｕ Ｘ Ｙ， Ｔｉａｎ Ｆ， Ｓｕ Ｍ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＢＦ２１１， ａ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｏｆ ｂｕｆａｌｉｎ，

ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｃｙｔｏｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉ⁃

ｔｉｎｇ ｔｈｅ ＩＬ⁃６ ／ ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，

２０１８， ６４：２４ － ３２．

［１５］ Ｓｈｅｎｇ Ｘ， Ｓｕｎ Ｘ Ｔ， Ｓｕｎ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｕｆａｌｉｎ ｃｏｍ⁃

ｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｏｎｃｏｌ，

２０１６， ４９（４）：１５１３ － ２４．

Ｂｕｆａｌｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

Ｚｈｕ Ｒｕｉｑｉｕ， Ｙｉｎ Ｐｅｉｈａｏ
（Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｕｔｕｏ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ　 ２０００６２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｂｕｆａｌｉｎ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉ⁃
ｂｒｏｂｌａｓｔｓ （ＣＡＦ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ＣＡＦｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ， ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ
ｉｎｔｏ ＣＡＦ⁃１ ａｎｄ ＣＡＦ⁃２， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ． Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＡＦ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ（ＦＡＰ）， α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ
（α⁃ＳＭＡ）， ａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（ＶＩＭ） ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ＣＡＦ． Ｔｈｅ ＣＡＦ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ ＩＬ⁃６） ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｅｌｉｓａ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． ＨＣＴ１１６
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ２ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ＨＣＴ１１６ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＨＣＴ１１６ ｗｉｔｈ ＣＡＦ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ＳＴＡＴ３， ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＨＣＴ１１６， ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ （ＥＭＴ） ｏｆ ＨＣＴ１１６ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｓｃｒａｔｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａ ｂｕｆａｌｉｎ ｇｒｏｕｐ， ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＡＦ⁃ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ
ｍｅｄｉｕｍ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｌｏｎｇ ｓｐｉｎｄｌｅ ｓｈａｐｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＣＡＦ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ＦＡＰ， α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＶＩＭ． Ｔｈｅ
Ｅｌｉｓａ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＣＡＦ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ＩＬ⁃６； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ＣＡＦ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｈｅ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ＨＣＴ１１６； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｔｈｅ ｓｃｒａｔｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ａｌｓｏ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｗｈｅｎ ｂｕｆａｌｉｎ ｗａｓ ａｄｄｅｄ， ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＡＦ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＣＡＦ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ
ＩＬ⁃６， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ． Ｂｕｆａｌｉｎ ｂｌｏｃｋｓ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃ⁃
ｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｂｕｆａｌｉｎ； ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ； ＳＴＡＴ３； ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ｉｎｖａｓｉｏｎ； ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
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