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SGK3对鼻咽癌细胞系CNE1生物学行为的影响及机制研究*
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  [摘要] 目的 探讨血清和糖皮质激素调节激酶3(SGK3)对鼻咽癌细胞系CNE1生物学行为的影响及机

制。方法 选取鼻咽癌细胞系CNE1,分为空白对照组、阴性转染组及SGK3-siRNA转染组,其中阴性转染组

转染空白siRNA,SGK3-siRNA转染组转染SGK3-siRNA,采用CCK-8法检测各组细胞增殖活性,细胞划痕实

验检测细胞迁移能力,Transwell小室法检测细胞侵袭能力,流式细胞仪检测细胞凋亡,Western
 

blot检测细胞

SGK3、p-细胞外调节蛋白激酶(ERK)蛋白表达。结果 SGK3-siRNA组培养24、48
 

h时吸光度(OD)值分别

为0.462±0.081和0.615±0.106,明显低于空白对照组和阴性转染组(P<0.05);SGK3-siRNA组细胞凋亡

率为(16.84±1.20)%,明显高于空白对照组和阴性转染组(P<0.05);SGK3-siRNA组细胞相对迁移率、侵袭

数目分别为(0.212±0.084)%和(56.87±19.87)个,明显低于空白对照组和阴性转染组(P<0.05);SGK3-
siRNA组SGK3、p-ERK蛋白相对表达分别为0.422±0.104和0.415±0.101,明显低于空白对照组和阴性转

染组(P<0.05)。结论 SGK3影响
 

CNE1细胞生物学行为,与调控ERK通路有关。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

serum
 

and
 

glucocorticoid-regulated
 

kinase
 

3
 

(SGK3)
 

on
 

the
 

biological
 

behavior
 

of
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

cell
 

line
 

CNE1
 

and
 

its
 

mechanism.Methods The
 

na-
sopharyngeal

 

carcinoma
 

cell
 

line
 

CNE1
 

was
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

control
 

group,the
 

negative
 

transfection
 

group
 

and
 

the
 

SGK3-siRNA
 

transfection
 

group,the
 

negative
 

transfection
 

group
 

transfected
 

blank
 

siRNA
 

and
 

SGK3-siRNA
 

transfection
 

group
 

transfected
 

SGK3-siRNA,CCK-8
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

prolifera-
tion,scratch

 

test
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

migration,Transwell
 

chamber
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

inva-
sion,flow

 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

apoptosis,Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

SGK3
 

and
 

p-extracellular
 

regulated
 

protein
 

kinases
 

(ERK).Results The
 

optical
 

density
 

(OD)
 

values
 

of
 

SGK3-siR-
NA

 

group
 

at
 

24,48
 

h
 

were
 

0.462±0.081
 

and
 

0.615±0.106,which
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

negative
 

transfection
 

group
 

(P<0.05).The
 

apoptotic
 

rate
 

of
 

SGK3-siRNA
 

group
 

was
 

(16.84
 

±1.20)%,which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

negative
 

transfection
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

cell
 

mobility
 

and
 

number
 

of
 

invasion
 

in
 

the
 

SGK3-siRNA
 

group
 

were
 

(0.212±0.084)%
 

and
 

(56.87±19.87),which
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

negative
 

transfection
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

of
 

SGK3
 

and
 

p-ERK
 

proteins
 

in
 

the
 

SGK3-siRNA
 

group
 

were
 

0.422±0.104
 

and
 

0.415±0.101,which
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

negative
 

transfection
 

group
 

(P<0.05).Conclusion SGK3
 

affects
 

the
 

biological
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behavior
 

of
 

CNE1
 

cells,which
 

is
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

ERK
 

pathway.
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  鼻咽癌特指出现于鼻腔内部的恶性肿瘤,是我国

高发耳鼻咽喉肿瘤之一,患者以低分化鳞状细胞癌为

主,少数患者可见腺癌、高分化鳞癌[1]。鼻咽癌恶性

程度高,症状多表现为鼻塞、涕中带血、耳闷、听力下

降及头痛。其危险因素包括EB病毒感染、环境因素

等。近年研究显示,鼻咽癌具有明显的种族易感性、
地域集中性及家族聚集性[2-3],提示本病与遗传密切

相关。分子遗传学研究显示,鼻咽癌患者存在第1、3、

11或12号染色体突变情况,提示本病与多种抑癌、促
癌基因突变有关。血清和糖皮质激素调节激酶3(se-
rum/glucocorticoid

 

regulated
 

kinase
 

3,SGK3)是丝氦

酸/苏氨酸蛋白激酶的家族成员之一,主要表达于哺

乳动物 组 织 细 胞 内,其 基 因 编 码 长 约2.4
 

kb[3]。

SGK3可被血清、糖皮质激素、盐皮质激素及渗透压刺

激等因素激活,其与蛋白激酶B(AKT)共有多种相同

下游底 物,并 因 此 介 导 多 种 生 物 功 能[4]。为 分 析

SGK3对鼻咽癌细胞系CNE1生物学行为的影响及机

制,本研究进行了相关实验,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞

  鼻咽癌细胞系CNE1购自南方医科大学珠江医

院耳鼻咽喉科实验室。

1.1.2 试剂

兔抗人SGK3多克隆抗体、鼠抗人p-ERK多克

隆抗体购自北京奥维亚生物技术有限公司;山羊抗兔

IgG购自碧云天生物技术有限公司;CCK-8试剂盒购

自武汉默沙克生物科技有限公司;胎牛血清购自南京

森贝伽生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染

  选用含1%青链霉素+10%胎牛血清培养液对鼻

咽癌CNE1细胞系进行培养,培养箱环境设置为37
 

℃,CO2 体积分数为5%。并于对数生长期内选用

0.25%胰蛋白酶进行消化,随后取1×106 个细胞置

于培养皿内,48
 

h后检测细胞融合度,当细胞融合度

为60%~80%时,进行转染操作。将细胞样品分为空

白对照组、阴性转染组及SGK3-siRNA转染组,其中

阴性转染组转染空白siRNA,SGK3-siRNA转染组转

染SGK3-siRNA。siRNA、SGK3-siRNA 正义链序、
反义链序由常州百代生物科技有限公司提供,转染操

作参照试剂说明书进行。

1.2.2 CCK-8法

  将各组细胞样品接种于12孔板内,并选用胰蛋

白酶进行消化,制备细胞悬液,转板至96孔板内,每
孔100

 

μL样品,每孔细胞数量约为2×103 个,每组样

品设5个复孔。将96孔板置于5%
 

CO2、37
 

℃恒温

箱内,并于0、24、48及72
 

h内终止培养,每孔滴入8
 

μL
 

CCK-8试剂,孵化60
 

min后,检测样品450
 

nm波

长时各孔的吸光度(OD)值,以此作为细胞增殖活性。

1.2.3 细胞划痕实验

  将各组样品接种于6孔板上,培养24
 

h后,选用

移液器于孔板细胞面设置1个“十字”划痕,磷酸盐缓

冲液(PBS)漂洗1次,清除划出的细胞,随后每孔滴入

3
 

mL
 

1%胎牛血清,继续培养,并于0、12及24
 

h时选

用显微镜进行检测,并摄片,采用Image-Plus6.0软件

进行照片分析。最终根据下述公式计算细胞迁移率:
细胞迁 移 率=(1—检 测 时 划 痕 宽 度/初 始 划 痕 宽

度)×100%。

1.2.4 Transwell小室法

  将500
 

μL
 

20%胎牛血清置于Transwell小室下

层,并将24孔板置于Transwell小室内,同时于 Tr-
answell小室上层滴入35

 

μL
 

Matrigel溶液(1∶6)。
将Transwell小室置于37

 

℃恒温箱内培养3
 

h,并于

下室面涂抹1层纤维黏蛋白,以让过膜细胞更好地依

附在膜上。随后将各组样品滴入24孔板内,棉签擦

拭Transwell小室上层多余溶液,并滴入结晶紫染色

5
 

min,PBS洗去浮色,倒置晾干。选用光学显微镜观

察,计算过滤膜穿过细胞数,以此反应细胞侵袭能力。

1.2.5 Western
 

blot
  转染48

 

h收集各组细胞,选用细胞裂解液进行总

蛋白提取,随后选用12%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶(SDS-PAGE)电泳进行蛋白分离,转膜至聚偏氟

乙烯(PVDF)膜上,选用脱脂牛奶封闭60
 

min,滴入兔

抗人SGK3多克隆抗体或鼠抗人p-细胞外调节蛋白

激酶(ERK)多克隆抗体一抗,置于4
 

℃恒温箱内冷藏

过夜,取出洗膜2次,随后选用山羊抗兔IgG进行二

抗,反应2
 

h后,取出洗膜2次,化学发光仪曝光样品

43 重庆医学2020年1月第49卷第1期



条带,并进行灰度值分析。

1.2.6 膜 连 蛋 白 V-异 硫 氰 酸 荧 光 素(Annexin
 

V-
FITC)凋亡实验

将转染样品接种至6孔板内,滴入不含乙二胺四

乙酸(EDTA)胰酶进行消化,收集细胞悬液后以3
 

500
 

r/min离心10
 

min,弃去上清液,滴入600
 

μL
 

Annex-
in

 

V
 

Binding
 

solution溶液,制备成为1×106/mL的

细胞悬液,取100
 

μL悬液置于流速管内,避光条件下

滴入5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC结合物,15
 

min后滴入

5
 

μL碘化丙啶(PI)试剂,再次滴入400
 

μL
 

Annexin
 

V
 

Binding
 

solution溶液,避光孵化1
 

h后选用流式细

胞仪检测结果。

1.3 统计学处理

  采用SPSS19.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,组间比较采用方差分析,两两比较采用

LSD-t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组细胞增殖情况比较

  SGK3-siRNA组培养24、48
 

h时OD 值明显低于

空白对照组和阴性转染组,差异有统计学意义(P<
0.05),见表1。

表1  各组细胞增殖情况比较(x±s)

时间 空白对照组 阴性转染组 SGK3-siRNA组 F P
0

 

h 0.234±0.087 0.231±0.095 0.233±0.090 2.031 0.814
24

 

h 0.603±0.101 0.598±0.098 0.462±0.081ab 10.1220.000
48

 

h 1.065±0.112 1.061±0.103 0.615±0.106ab 12.0310.000

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与阴性转染组比较。

2.2 各组细胞凋亡率比较

  SGK3-siRNA组细胞凋亡率[(16.84±1.20)%]
明显高于空白对照组[(7.12±1.31)%]和阴性转染

组[(7.03±1.22)%],差 异 有 统 计 学 意 义(F=
32.105,P=0.000),见图1。

  A:SGK3-siRNA组;B:阴性转染组;C:空白对照组。

图1  流式细胞仪检测图

  A:SGK3-siRNA组;B:阴性转染组;C:空白对照组。

图2  细胞划痕实验图
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  A:SGK3-siRNA组;B:阴性转染组;C:空白对照组。

图3  Transwell小室法检测图

2.3 各组细胞迁移率比较

  SGK3-siRNA 组 细 胞 相 对 迁 移 率[(0.212±
0.084)%]明显低于空白对照组[(0.451±0.100)%]
和阴性转染组[(0.448±0.096)%],差异有统计学意

义(F=16.601,P=0.000),见图2。

2.4 各组细胞侵袭能力比较

  SGK3-siRNA组细胞侵袭数目[(56.87±19.87)
个]明显低于空白对照组[(142.21±21.55)个]和阴

性转染组[(139.80±22.84)个],差异有统计学意义

(F=54.136,P=0.000),见图3。

2.5 各组SGK3、p-ERK水平比较

  SGK3-siRNA组SGK3、p-ERK蛋白相对表达水

平明显低于空白对照组和阴性转染组,差异有统计学

意义(P<0.05),见表2、图4。
表2  各组SGK3、p-ERK相对表达水平比较(x±s)

项目 空白对照组 阴性转染组 SGK3-siRNA组 F P

SGK3 1.321±0.122 1.316±0.130 0.422±0.104ab 16.3110.000

p-ERK 1.002±0.120 1.000±0.113 0.415±0.101ab 14.5640.000

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与阴性转染组比较。

  1:阴性转染组;2:空白对照组;3:SGK3-siRNA组。

图4  Western
 

blot检测图

3 讨  论

  我国鼻咽癌具有明显地域特征,南方地区发病率

明显高于北方[5]。患者病理分型以低分化鳞状细胞

癌为主,由于起病隐匿且无特异表现,多数患者确诊

时,疾病已处于中晚期,部分甚至存在远处转移。手

术+适形调强放疗是本病的主流治疗方案,可极大延

长患者生存期,但对于伴远处转移患者,术后复发或

再次转移依然是患者预后不良的主要原因。鼻咽癌

发生、发展是多基因、多因子及多信号路径作用的复

杂结果,临床至今尚未明确其分子机制。因此,积极

探究鼻咽癌病理机制,寻求新的靶向治疗方案以最大

程度控制患者疾病进展及转移,对提高鼻咽癌疗效,
延长患者生存期具有重要意义。

既往研究显示,磷酸肌醇3-激酶(PI3K)/AKT信

号通路在鼻咽癌等多种肿瘤中存在表达失调情况,并
以此诱导多种底物磷酸化,进而参与肿瘤发生、发
展[6]。SGK家族与 AKT同属 AGC蛋白激酶,同时

也是PI3K路径的下游信号之一[7]。SGK基因位于

第15号染色体上,长约2.4
 

kb,相对分子质量约49×
103,其主要存在于哺乳动物组织细胞内,可在糖皮质

激素、盐皮质激素及渗透压等作用下快速表达。SGK
通常由3个部分组成,包括N末端、中间催化结构域

及C末端,整体结构与AKT高度相似。CHEN等[8]

研究显示,SGK与 AKT具有大量相似的下游底物,
如糖原合成激酶-3、叉头转录因子等。SGK家族具有

3种亚型,即SGK1、SGK2及SGK3,这3种亚型的催

化结构域约有80%相同的序列。体外实验发现,SGK
家族中的SGK2、SGK3均可借助3-磷酸肌醇依赖性

蛋白激酶1(PDK1)磷酸化来活化Thr调节位点,并
激活。相较SGK家族其他成员,SGK3结构更为特

殊[9]。SGK3的N末端具有磷同源结构域,这一结构

域可将蛋白质定位至磷脂酰肌醇3-磷酸等磷脂酰肌

醇上,并诱导PI3K信号路径活化,形成类似AKT的

促细胞生长、增殖及分化能力[10]。既往研究显示,

PIK3CA基因突变细胞内可见 AKT失活,而SGK3
激活情况,提示SGK3与PIK3CA基因突变型癌细胞

密切相关[11]。本研究中,SGK3-siRNA组SGK3蛋白

相对表达水平明显低于空白对照组和阴性转染组,印
证了前述结论,提示SGK3与鼻咽癌密切相关。p-
ERK蛋白是ERK磷酸化的结果,是丝裂原活性蛋白

激酶路径(MAPK)活化的重要介质[12-13]。MAPK路

径具有多种生理功能,可调控细胞生长、增殖、分化、
凋亡,该通路活化是肿瘤细胞生物学性质活跃的重要

标志,提示肿瘤细胞增殖、侵袭及转移能力大幅提
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升[14-15]。本研究中,SGK3-siRNA组p-ERK蛋白相

对表达水平明显低于空白对照组和阴性转染组,表明

下调SGK3可抑制p-ERK蛋白表达,并避免 MAPK
通路活化。

本研究通过SGK3-siRNA转染实验发现,SGK3-
siRNA组培养24、48

 

h时OD 值明显低于空白对照

组和阴性转染组,同时SGK3-siRNA组细胞凋亡率明

显高于空白对照组和阴性转染组,表明下调SGK3表

达可有效抑制鼻咽癌细胞系CNE1增殖能力,并促使

其凋亡。SGK3是细胞磷酸化级联反应及多种信号路

径的交汇点,是细胞增殖、凋亡,细胞周期调控及离子

通道构建的重要介质[16-17]。SGK3可通过磷酸化转录

因子叉头蛋白 O3a(forkhead
 

box
 

O3a,FOXO3a)的
不同位点来抑制FOXO3a的DNA亲和力,并以此抑

制其核定位能力,削弱FOXO3a对下游周期依赖性蛋

白激酶抑制物的调控能力,最终导致细胞周期紊乱,
促使细胞恶变[18]。SGK3还可通过磷酸化糖原合成

激酶3β(glycogen
 

synthesis
 

kinase
 

3β,GSK3β)来抑制

其降解,促使细胞内游离β-catenin积聚并进入细胞

核,加速转录进程并上调周期蛋白Cyclin
 

D1表达,促
使细胞周期从G1 期向S期转化,最终促使肿瘤细胞

增殖[19-20]。有 研 究 发 现,SGK3 可 改 变 肿 瘤 细 胞

mTORCh信号通路的下游4E结合蛋白1(4EBP1)、

rp36等分子磷酸化状态[21]。还有研究发现,抑制

SGK3表达可降低黑色素瘤细胞内4EBP1磷酸化水

平,并影响黑色素瘤细胞生长、发育,表明SGK3具有

促肿瘤细胞生长能力[22]。有研究发现,敲去SGK3可

下调mTOR下游4EBP1等活性蛋白表达,抑制卵巢

癌细胞生长,表明SGK3与鼻咽癌发生、发展密切相

关,提示SGK3或可成为恶性肿瘤治疗新靶点[23]。还

有学者发现,沉默乳腺癌细胞内的SGK3基因后,乳
腺癌细胞增殖能力明显下降,虽然癌细胞周期无改

变,但其倍增时间延长[24]。SGK3还可通过调控β-
catenin表达来影响细胞黏附稳定性[25]。此外,SGK3
还可磷酸化早期体内E3泛素连接酶 AIP4,并抑制

CXCR4降解,增强癌细胞迁移、侵袭能力[26]。本研究

中,SGK3-siRNA组细胞相对迁移率、侵袭数目明显

低于空白对照组和阴性转染组,这佐证了前述结论。
本研究通过分组实验,发现SGK3与鼻咽癌细胞

系CNE1增殖、迁移及侵袭密切相关,siRNA技术下

调SGK3表达可明显抑制鼻咽癌细胞系CNE1增殖、
迁移及侵袭能力,促其凋亡,且这一功能可能与抑制

p-ERK蛋白表达、避免 MAPK通路活化有关,但其机

制尚无定论。此外,SGK3与鼻咽癌患者TNM分期、
分化程度及预后间的联系如何,是否可作用鼻咽癌治

疗新靶点及预后评估指标,这还需要进一步研究。
综上所述,SGK3是鼻咽癌癌基因的一种,其与鼻

咽癌发生、发展密切相关,值得临床进一步研究。
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