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REV-ERBs对头颈鳞状细胞癌的肿瘤调节作用
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  [摘 要] 目的 探讨昼夜节律性核受体———REV-ERBs对头颈鳞状细胞癌(HNSCC)的肿瘤调节作用。
方法 2020年5月采用CCK-8检测法、克隆形成实验、Transwell检测法、细胞划痕实验等检测REV-ERBs特

异性受体激动剂———SR9009对HNSCC的细胞增殖、迁移和侵袭作用,通过体外药物敏感性检测SR9009对

HNSCC的肿瘤抑制作用。结果 SR9009能明显抑制HNSCC的细胞增殖、迁移和侵袭,对 HNSCC具有肿瘤

抑制作用。结论 REV-ERBs的特异性受体激动剂———SR9009对 HNSCC具有肿瘤抑制作用,通过对REV-
ERBs的调节可达到抑制HNSCC的作用。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

tumor
 

regulatory
 

effect
 

of
 

circadian
 

nuclear
 

receptors,REV-
ERBs,on

 

head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(HNSCC).Methods 
 

In
 

May
 

2020,CCK-8
 

assay,clone
 

for-
mation

 

assay,Transwell
 

assay
 

and
 

cell
 

scratch
 

assay
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

REV-ERBs
 

specific
 

re-
ceptor

 

agonist-SR9009
 

on
 

cell
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

HNSCC.The
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

SR9009
 

on
 

HNSCC
 

was
 

detected
 

by
 

in
 

vitro
 

drug
 

sensitivity.Results SR9009
 

can
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

proliferation,

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

HNSCC
 

cells,and
 

had
 

a
 

tumor
 

suppressive
 

effect
 

on
 

HNSCC.Conclusion SR9009,a
 

spe-
cific

 

receptor
 

agonist
 

of
 

REV-ERBs,has
 

a
 

tumor
 

suppressive
 

effect
 

on
 

HNSCC,which
 

can
 

be
 

achieved
 

through
 

the
 

regulation
 

of
 

REV-ERBs.
[Key

 

words] Head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma; REV-ERBs; SR9009; Tumor
  

suppression

  头颈鳞状细胞癌(HNSCC)是指发生于口咽部、
喉部、食管上段的鳞状上皮恶性肿瘤,是全球第六大

常见的癌症[1]。HNSCC恶性程度相对较高,且早期

症状不明显,60%以上的 HNSCC患者就诊时便为Ⅲ
期或Ⅳ期,局部复发和远处转移率为15%~40%,

5年生存率小于50%[2]。HNSCC
 

的病因主要包括吸

烟、饮酒,以及人乳头瘤病毒感染[3-4]。HNSCC早期

治疗以单纯手术治疗或单纯放化疗为主,中晚期则通

常以手术与放化疗结合治疗为主,而这些治疗方式往

往不能取得令人满意的疗效。目前,针对 HNSCC的

靶向药物匮乏、免疫治疗尚未成熟,患者生存率仍无

明显改善[3,5]。因此,如何提高治疗 HNSCC的疗效、

预防局部复发和远处转移进而提高患者生存率仍是

临床医生亟待解决的关键问题。
   

在肿瘤的发生、发展过程中肿瘤微环境扮演着至

关重要的角色。肿瘤微环境的特点是在肿瘤细胞周

围存在不均匀的缺氧和营养缺乏区域。肿瘤微环境

的这一特点会引发分子变化,从而导致肿瘤细胞的代

谢重塑,其对肿瘤细胞的生存至关重要[6-7]。昼夜节

律性核受体———REV-ERBs
 

是血红素结合生物钟的

部分,参与了生物体的代谢、细胞增殖、炎症反应和肿

瘤进展[8-11]。有研究发现,吡咯衍生物———SR9009是

REV-ERBs的特异性受体激动剂,对多种肿瘤均具有

抑制作用[12]。因此,是否可以通过调节 REV-ERBs
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抑制HNSCC的肿瘤进展,目前仍是一个亟待进一步

研究 的 治 疗 方 式。本 研 究 探 索 了 REV-ERBs对

HNSCC的肿瘤发展进程的调控作用,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样本来源 肿瘤样本均为 HNSCC患者来源

的肿瘤异种移植(PDX)模型。PDX模型肿瘤体积达

到1
 

000
 

mm3 时取出,于50
 

mL组织培养液内。

1.1.2 主要试剂 胎牛血清、杜氏改良Eagle培养基

(DMEM)均购自Gibco公司,CCK-8试剂盒、二甲亚

砜、四甲 基 偶 氮 唑 盐(MTT)均 购 自 Sigma公 司,

SR9009购自 MCE公司,紫杉醇购自北京双鹭药业股

份有 限 公 司,顺 铂 购 自 齐 鲁 制 药 有 限 公 司,2 株

HNSCC细胞(CAL27、SCC9细胞)购自ATCC公司。

1.2 方法

1.2.1 样本处理 PDX模型构建及观测方法参照文

献[13]。

1.2.2 细胞培养 2020年5月将SCC9、CAL27
 

细

胞置于DMEM(含10%胎牛血清,1%
 

青霉素、链霉

素)完全培养基,并放于37
 

℃、5%二氧化碳(CO2)的
细胞培养箱中培养。

1.2.3 CCK-8检测法 将SCC9、CAL27
 

细胞以1×
104 密度接种于96孔细胞培养板中,并放于37

 

℃、

5%CO2 的细胞培养箱中培养过夜。次日分别设置

SR9009不同剂量组(10、20、30
 

μm)。将不同剂量组

SR9009加 入 DMEM 完 全 培 养 基 中,同 时 设 置

DMEM完全培养基为对照组。不同组别培养基与细

胞共同孵育,孵育时间为24、48、72
 

h。依据培养时间

分别在每个孔中加入10
 

μL
 

CCK-8试剂,继续孵育

2
 

h。采用酶标仪进行检测分析,在450
 

nm波长下测

定细胞活力,将培养对照组的细胞活力设定为100%。
 

1.2.4 克隆形成实验 在4孔板内每孔加入500个

CAL27细胞,分别加入含DMEM 完全培养基的对照

组和含20
 

μm
 

SR9009的DMEM 完全培养基的实验

组,在37
 

℃、5%CO2 的细胞培养箱中培养2周,每3
天换培养液1次。2周后去除培养基,用甲醇固定

10
 

min,在室温下用0.1%结晶紫染色10
 

min,并记录

各组CAL27细胞集落数。

1.2.5 细胞划痕实验 将4×106 密度的CAL27细

胞悬浮液接种至35
 

mm的培养皿中,并在37
 

℃、5%
CO2 的细胞培养箱中培养。待培养皿中细胞密度达

85%~90%时,用无菌移液器枪头在贴壁的CAL27
细胞表面上划出1.5~2.0

 

mm的划痕。采用1×磷

酸盐缓冲溶液洗涤细胞3次,在细胞培养皿中分别加

入2
 

mL含20
 

μm
 

SR9009的无血清DMEM 培养基

和无血清DMEM培养基继续培养,0、12、24
 

h后于显

微镜下观察细胞迁移情况。在显微镜下100倍彩图

中应用ImageJ
 

软件计算细胞迁移率。

1.2.6 Transwell检测法 用 Matrigel包被
 

Transwell
小室(8

 

μm孔径)后置于培养箱内孵育4
 

h使 Matrigel
基底膜形成凝胶。将密度为5×104 的CAL27细胞悬

浮在250
 

μL无血清DMEM培养基中,分别置于包被基

质胶及不包被基质胶的Transwell小室上室中。下室

分别加入750
 

μL
 

DMEM完全培养基和20
 

μm
 

SR9009
的DMEM完全培养基,在37

 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱

中培养24
 

h。取出Transwell小室用甲醇固定,0.1%
结晶紫染色,在显微镜下观察。在显微镜下200倍任意

选取4个视野细胞计数并进行数据分析。

1.2.7 体外药物敏感性检测 选取4例 HNSCC
 

PDX模型,取小鼠荷瘤组织分为2
 

mm×2
 

mm×
2

 

mm的小块,置于96孔板中(1块/孔)。水凝胶覆

盖组织块,分别加入含10、20、30
 

μm
 

SR9009的完全

培养基(10、20、30
 

μm组)和完全培养基的对照组共

同培养,1~2
 

d更换培养基1次。第8天取出培养

基,用磷酸盐缓冲溶液冲洗组织3次,加入 MTT溶液

孵育16
 

h后将组织块置于新的96孔板中,每个组织

块与200
 

μL二甲亚砜孵育共同培养6
 

h。使用酶标

仪检测490
 

nm 波长的吸光度(OD)。药物抑制率

(%)=(1-药物组 OD值/对照组 OD值)×100%。
依据 MTT比色法检测药物敏感性,判断标准为药物

抑制率的临界值为30%,<30%为药物无效。实验重

复3次取平均值,具体操作参照文献[14]的方法。

1.3 统计学处理 应用SPSS22.0统计软件进行数

据分析,应用Graph
 

Pad
 

Prism7.0软件绘制图形。计

量资料以x±s 表示,采用t 检验、单因素方差分析

等。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 SR9009抑制 HNSCC的细胞增殖 SR9009抑

制CAL27、SCC9细胞的增殖,并且细胞增殖率随药

物浓度的提高及培养时间的延长而下降。见图1。实

验组(20
 

μm
 

SR9009组)CAL27、SCC9细胞形成细胞

团的数量较对照组明显减少,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见图2。

2.2 SR9009抑制 HNSCC的迁移和侵袭 细胞在

20
 

μm
 

SR9009组培养液中培养24
 

h后出现迁移抑

制,并损伤了其修复能力。20
 

μm
 

SR9009组与对照组

比较,差异有统计学意义(P<0.05)。见图3。SR9009
明显抑制了CAL27、SCC9细胞的迁移及侵袭。见图4。

2.3 SR9009对 HNSCC具有肿瘤抑制作用 10、20、

30
 

μm
 

SR9009组HNSCC
 

PDX模型药物抑制率分别为

(43.07±15.69)、(49.46±11.97)、(46.48±14.02)%。

SR9009
 

10、20、30
 

μm组HNSCC
 

PDX模型的肿瘤细
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胞活力,见表1。

图1  SR9009抑制SCC9、CAL27细胞的增殖

  注:与对照组比较,aP<0.05。

图2  SR9009抑制CAL27、SCC9细胞的克隆

  注:与对照组比较,aP<0.05。

图3  SR9009抑制CAL27、SCC9细胞的迁移
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  注:与对照组比较,aP<0.05。

图4  SR9009抑制CAL27、SCC9细胞的迁移和侵袭

表1  肿瘤细胞活力(%)

编号 肿瘤部位
10

 

μm
SR9009组

20
 

μm
SR9009组

30
 

μm
SR9009组

8
 

喉 56.71 75.16 56.50
10 下咽 28.85 39.25 33.26
17 喉 30.14 39.23 35.63
29 舌 56.60 62.19 60.50

3 讨  论

HNSCC的发病部位特殊,除危及患者生命安全

外,还与患者生活质量、外貌、社交能力密切相关。因

此,HNSCC在威胁患者生命安全的同时也严重影响

患者生活的方方面面,导致患者生活质量下降,使患

者及家属身心俱疲[15-16]。细胞生物钟调节复杂的生

理及病理过程,昼夜节律的紊乱与多种疾病的发生、
发展相关,尤其是肿瘤的发生[17]。因此,调节生物钟

可有效调节肿瘤的发生、发展,通过其药理学作用的

调节可能提供有效的抗肿瘤方法。
REV-ERBs是生物钟的关键成分,作为转录抑制

因子参与了肿瘤发生的多个方面,包括代谢和增

殖[18-20]。SR9009是REV-ERBs的激动剂,有研究表

明,其在多种疾病的治疗中均具有明显疗效[21]。同

时,也有研究表明,SR9009在体内外对癌细胞均具有

抑制 作 用[17,22-23]。本 研 究 结 果 也 显 示,SR9009对

HNSCC细胞具有肿瘤抑制作用。
SHEN等[21]研究表明,REV-ERBs激动剂———

SR9009通过调节肿瘤细胞的自噬能抑制SCLC细胞

的增殖,同时,抑制SCLC细胞的迁移和侵袭。本研

究结果显示,REV-ERBs激动剂———SR9009同样抑

制了CAL27、SCC9细胞的增殖,与对照组比较,明显

抑 制 了 CAL27 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭,SR9009 对

HNSCC肿瘤组织也具有抑制作用。SULLI等[17]研

究表 明,REV-ERBs的2种 激 动 剂———SR9009和

SR9011均可通过调节自噬和脂肪合成通路诱发肿瘤

细胞凋亡,从而可避开正常组织和细胞只针对肿瘤细

胞,具有特异性致死作用。研究结果进一步表明,
REV-ERBs的药理学调节是一种有效的新型抗肿瘤

策略。
放疗抵抗和化疗药物耐药的发生是导致 HNSCC

复发和转移的主要因素,也是影响 HNSCC患者生存

率的关键。核苷酸切除修复(NER)
 

和细胞周期进程

会影响抗癌药物铂类抑制细胞增殖和诱导细胞死亡

的能力。遗传学研究表明,NER和细胞周期进程均

受生物钟的影响。ANABTAWI等[24]研究表明,在用

顺铂和生物钟调节化合物———KS15和SR8278的联

合处理人细胞系中KS15和SR8278均可保护细胞免

受顺铂的抗增殖作用,在 mRNA和蛋白质水平增加

NER因子———XPA和细胞周期调节因子 Wee1、p21
的表达,与这些分子变化相关,KS15和SR8278治疗

导致基因组 DNA 中未修复的顺铂 DNA 加合物减

少,细胞周期的G1期细胞比例增加。因此,使用靶向
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生物钟药物可能是一种调节化疗药物耐药,以及正常

细胞和癌细胞对顺铂化疗方案反应的新方法。
XU等[25]建立22RV1

 

PDX模型评估了SR9009
对前列 腺 癌 进 展 的 影 响,结 果 显 示,荷 瘤 小 鼠 经

SR9009治 疗 后 明 显 减 缓 了 其 肿 瘤 生 长。SULLI
等[17]建立了患者来源的胶质母细胞瘤的PDX模型对

荷瘤 小 鼠 进 行 SR9009的 药 物 敏 感 性 试 验 表 明,
SR9009明显减缓了荷瘤小鼠的肿瘤生长,与胶质母

细胞瘤的标准药物替莫唑胺组比较,SR9009明显提

高了荷瘤小鼠存活率。结果表明SR9009不仅在体外

对多种肿瘤细胞具有抑制作用,在体内也同样具有抗

肿瘤作用。SR9009除对多种细胞系具有抗肿瘤作用

外,对PDX模型也具有肿瘤抑制作用。本研究同样

也证实了SR9009对 HNSCC
 

PDX模型具有抗肿瘤

作用。总 之,吡 咯 衍 生 物———SR9009 作 为 REV-
ERBs的特异性激动剂,在多种肿瘤中均被证实具有

抗肿瘤作用。REV-ERBs的调节作用有望提高治疗

肿瘤的疗效,昼夜节律机制的药理学调节有望成为肿

瘤治疗的新策略。
综上 所 述,REV-ERBs的 特 异 性 激 动 剂———

SR9009对HNSCC具有肿瘤抑制作用。通过对昼夜

节律性核受体———REV-ERBs的调节有望成为治疗

HNSCC的新策略。
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