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节律基因Bmal1对结直肠癌细胞放疗敏感性的影响及其机制*
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(华中科技大学同济医学院附属梨园医院肿瘤科,武汉
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  [摘要] 目的 通过体外细胞实验,从分子水平探讨脑和肌肉芳香烃受体核转运样蛋白1(Bmal1)基因对

结直肠癌细胞放疗敏感性的影响及其机制。方法 体外培养结直肠癌细胞,运用RNA干扰技术转染Bmal1
 

siRNA,构建Bmal1基因敲除的结直肠癌细胞株。将体外培养的细胞分为对照组、Bmal1基因敲除组(敲除

组)、放疗组、Bmal1基因敲除联合放疗组(联合组)。CCK-8
 

检测各组结直肠癌细胞的增殖能力。RT-qPCR检

测各组细胞Bmal1、缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)和血管内皮生长因子(VEGF)的 mRNA表达水平。Western
 

blot检测各组细胞Bmal1、HIF-1α和VEGF的表达水平。结果 CCK-8检测结果显示,细胞增殖能力由强到

弱依次为:对照组、敲除组、放疗组、联合组,各组比较差异均有统计学意义(P<0.05)。RT-qPCR检测结果显

示,联合组细胞HIF-1α和VEGF
 

mRNA的表达水平在4组细胞中均为最低,分别为对照组的0.40倍和0.38
倍,其次为放疗组、敲除组,对照组 HIF-1α和VEGF

 

mRNA表达水平最高,各组比较差异均有统计学意义(P
<0.05)。Western

 

blot检测结果显示,HIF-1α和VEGF在联合组细胞中表达水平最低,分别为对照组的0.45
倍和0.35倍,其次为放疗组、敲除组,对照组HIF-1α和VEGF

 

蛋白的表达水平最高,各组比较差异均有统计学

意义(P<0.05)。结论 敲除节律基因Bmal1可以增加结直肠癌细胞对放疗的敏感性,其机制可能与调节

HIF-1α/VEGF信号通路有关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

rhythm
 

gene
 

Bmal1
 

on
 

the
 

radiotherapy
 

sensitivity
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

and
 

its
 

mechanism
 

at
 

the
 

molecular
 

level
 

through
 

in
 

vitro
 

cell
 

experiment.
Methods Colorectal

 

cancer
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

transfected
 

with
 

Bmal1
 

siRNA
 

by
 

RNA
 

interfer-
ence

 

technique
 

to
 

construct
 

colorectal
 

cancer
 

cell
 

lines
 

with
 

Bmal1
 

gene
 

knockout.The
 

cells
 

cultured
 

in
 

vitro
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,Bmal1
 

gene
 

knockout
 

group(knockout
 

group),radiotherapy
 

group,Bmal1
 

gene
 

knockout
 

combined
 

with
 

radiotherapy
 

group(combined
 

group).CCK-8
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

prolifera-
tion

 

ability
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

in
 

each
 

group.The
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Bmal1,HIF-1α
 

and
 

VEGF
 

were
 

detected
 

by
 

RT-qPCR.The
 

expression
 

levels
 

of
 

Bmal1,HIF-1α
 

and
 

VEGF
 

were
 

detected
 

by
 

West-
ern

 

Blot.Results The
 

CCK-8
 

experiment
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

from
 

strong
 

to
 

weak
 

was
 

in
 

turn
 

the
 

control
 

group,Bmal1
 

gene
 

knockout
 

group,radiotherapy
 

group,combined
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

RT-qPCR
 

detection
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

HIF-1α
 

and
 

VEGF
 

mRNA
 

in
 

the
 

combined
 

group
 

were
 

the
 

lowest
 

in
 

the
 

four
 

groups,which
 

were
 

0.40
 

and
 

0.38
 

times
 

of
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,respectively,followed
 

by
 

the
 

radiotherapy
 

group
 

and
 

gene
 

knockout
 

group.The
 

expression
 

levels
 

of
 

HIF-1α
 

and
 

VEGF
 

mRNA
 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

the
 

highest,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

Western
 

Blot
 

experiment
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

HIF-1α
 

and
 

VEGF
 

protein
 

in
 

the
 

combined
 

group
 

were
 

the
 

lowest,which
 

were
 

0.45
 

and
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0.35
 

times
 

of
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,respectively,followed
 

by
 

the
 

radiotherapy
 

group
 

and
 

knockout
 

group.
The

 

expression
 

levels
 

of
 

HIF-1α
 

and
 

VEGF
 

protein
 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

the
 

highest,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Knockout
 

of
 

rhythm
 

gene
 

Bmal1
 

can
 

increase
 

the
 

sensi-
tivity

 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

to
 

radiotherapy,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

HIF-1α/
VEGF

 

signaling
 

pathway.
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growth
 

factor

  结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一,在全球

发病率和病死率分别位于恶性肿瘤的第三和第二,对
人类的健康造成威胁[1]。放疗是结直肠癌治疗的重

要手段之一,因此,提高结直肠癌对放疗的敏感性对

降低患者的病死率和改善预后至关重要。脑和肌肉

芳香烃受体核转运样蛋白1(Bmal1)基因是调节哺乳

动物昼夜节律的重要转录因子,在肿瘤细胞中,Bmal1
基因可以参与调节细胞增殖、衰老、内质网介导的应

激恢复、逃避凋亡等,作为一种可能的致癌基因,通过

DNA损伤修复途径、细胞迁移、缺氧、全身免疫应答,
促进 化 疗 耐 药 性 或 转 移[2-4]。然 而 关 于 节 律 基 因

Bmal1能否影响结直肠癌细胞对放疗的敏感性尚少

见报道,本文通过体外细胞生物学和分子生物学实

验,旨在观察Bmal1基因对结直肠癌细胞放疗敏感性

的影响及其可能作用的分子机制。
1 材料与方法

1.1 材料

细胞:小鼠结直肠癌细胞由华中科技大学附属协

和医院肿瘤中心馈赠。试剂:RPMI-1640培养基购自

美国Gibco公司(批号:8120473),胎牛血清购自以色

列 BI 公 司 (批 号:2120140),胰 蛋 白 酶 (批 号:
70080500)、青霉素链霉素溶液(批号:88100500)购自

Biosharp公司,Bmal1
 

siRNA 和阴性对照 negative
 

control
 

siRNA由武汉奇景生物科技有限公司合成,
HiPerFect转染试剂购自Qiagen公司,CCK-8试剂盒

购自赛文创新生物科技有限公司(批号:20210102),
RNA提取试剂TRIzol购自北京天根生化科技有限

公司,Bmal1、缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)、血管内皮生

长因子(VEGF)、GAPDH 引物由武汉天一辉远生物

科技有限公司合成,反转录试剂盒和qPCR试剂盒购

自南京诺唯赞医疗科技有限公司,RIPA裂解液购自

上海碧云天生物公司,兔抗小鼠GAPDH多克隆抗体

(批号:161802)、兔抗小鼠HIF-1α多克隆抗体(批号:
AC2103033E)、辣根过氧化物酶(HRP)标记山羊抗兔

二抗(批号:CR2104081)购自武汉塞维尔生物科技有

限公 司,兔 抗 小 鼠 Bmal1 多 克 隆 抗 体 (批 号:
00011253)、兔 抗 小 鼠 VEGF 多 克 隆 抗 体 (批 号:
4000003012)购自武汉爱博泰克生物科技有限公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染

结直肠癌细胞用含10%
 

胎牛血清的RPMI-1640

培养基接种于 T25培养瓶中,培养在含5%
 

CO2、
37

 

℃恒温培养箱中,选择处于对数生长期的细胞接种

于6孔板中,待细胞生长至汇合度为60%~70%
 

时

进行转染,转染操作步骤按照HiPerFect
 

Transfection
 

Reagent
 

转染试剂说明书进行,将转染Bmal1
 

siRNA
细胞记为敲除组,将转染阴性对照

 

negative
 

control
 

siRNA的细胞记为对照组。siRNA
 

Bmal1序列,上
游引物:5'-CCG

 

AGG
 

GAA
 

GAU
 

ACU
 

CUU
 

UTT-
 

3';下游引物:5'-AAA
 

GAG
 

UAU
 

CUU
 

CCC
 

UCG
 

GTC-3'。
1.2.2 细胞X射线照射实验

将转染后的结直肠癌细胞接种于6孔板中,进行

放射处理。用直线加速器,照射源至细胞培养板的距

离为100
 

cm,照射野的面积为10
 

cm×10
 

cm。根据

实验需要给予合适的射线剂量,6MV
 

X射线,总剂量

6
 

Gy照射处理。把细胞分为对照组、Bmal1基因敲除

组(敲除组)、放疗组、Bmal1基因敲除联合放疗组(联
合组)。
1.2.3 CCK-8检测各组细胞增殖能力

各组细胞经过照射后,吸去6孔板中旧培养基,
用PBS清洗2遍,收集细胞悬液转移至10

 

mL离心

管中,1
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃去上清液,用1
 

mL
完全培养液重悬,反复轻轻吹打细胞,取10

 

μL进行

细胞计数,每孔吸取1×104 个细胞接种到96孔板,每
组设3个复孔,以细胞贴壁为0

 

h,每孔加10
 

μL
 

CCK-
8溶液,在培养箱继续培养2

 

h后,用酶标仪在450
 

nm处测每孔细胞光密度(OD)值,依次在24、48
 

h时

测每组细胞的OD值。
1.2.4 RT-qPCR 检 测 各 组 细 胞 Bmal1、HIF-1α、
VEGF

 

mRNA的表达水平

采用TRIzol法提取各组细胞的总RNA,用反转

录试剂盒合成cDNA,以cDNA为模板,采用qPCR
试剂盒检测各组细胞中 Bmal1、HIF-1α、VEGF

 

的

mRNA表达水平,按照说明书加试剂进行PCR反应,
引物序列见表1。
1.2.5 Western

 

blot检测各组细胞Bmal1、HIF-1α、
VEGF蛋白的表达水平

向6孔板细胞中加入细胞裂解液,提取各组细胞

总蛋白。用蛋白质定量试剂盒(BCA法)检测蛋白水

平,分别取各个蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳,
切胶后转膜至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,在5%

 

脱脂
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奶粉 中 封 闭 1
 

h。用 Tris-HCl盐 加 吐 温 缓 冲 液

(TBST)洗膜3次,10
 

min
 

/次,加入一抗(1∶1
 

000稀

释)杂交,4
 

℃过夜孵育。加入二抗(1∶3
 

000稀释)杂

交,室温孵育1
 

h。曝光、显影。用Image
 

J软件分析

每组各个蛋白条带灰度值,目的蛋白相对表达量=目

的蛋白的灰度值/内参GAPDH的灰度值。

表1  引物序列(5'-3')

基因 上游引物 下游引物 产物大小(bp)

GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 140

Bmal1 TGCCACCAATCCATACACAG TTCCCTCGGTCACATCCTAC 120

HIF-1α AATGAAGTGTACCCTAACTAGCCG GTTCACAAATCAGCACCAAGC
 

90

VEGF ACAACAAATGTGAATGCAGACCA GAGGCTCCAGGGCATTAGAC 130

1.3 统计学处理

采用软件GraphPad
 

Prism
 

8软件分析各组数据,
计量资料以x±s表示,多组间差异用单因素方差分

析,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组细胞Bmal1
 

mRNA和蛋白表达水平比较

RT-qPCR和 Western
 

blot检测结果显示,与对

照组比较,敲除组细胞Bmal1
 

mRNA和蛋白表达水

平均明显降低(P<0.05);与放疗组比较,联合组细胞

Bmal1
 

mRNA和蛋白表达水平均明显降低,差异均有

统计学意义(P<0.05),见图1。

  1:对照组;2:敲除组;3:放疗组;4:联合组;a:P<0.05,与对照组

比较;b:P<0.05,与放疗组比较。

图1  各组细胞Bmal1
 

mRNA和蛋白表达水平

2.2 各组细胞增殖能力比较

CCK-8检测各组细胞 OD值结果显示,0
 

h各组

细胞OD值比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。
24

 

h后4组细胞增殖能力大小依次为:对照组细胞最

强,其次为敲除组、放疗组,增殖能力最低的为联合组

细胞,差异均有统计学意义(P<0.05),见图2。

  a:P<0.05,与对照组比较。

图2  各组细胞增殖能力比较

2.3 各组细胞HIF-1α、VEGF
 

mRNA表达水平比较

RT-qPCR检测结果显示,HIF-1α、VEGF
 

mRNA

的表达水平均在联合组细胞最低,分别是对照组细胞

的0.40、0.38倍,其次是放疗组、敲除组,对照组细胞

表达水平均最高,各组细胞HIF-1α、VEGF
 

mRNA比

较,差异均有统计学意义(P<0.05),见图3。

  a:P<0.05,b:P<0.01,与对照组比较;c:P<0.05,与敲除组比

较;d:P<0.05,与放疗组比较。

图3  IF-1α和VEGF
 

mRNA表达水平比较

2.4 各组细胞HIF-1α、VEGF蛋白表达水平比较

Western
 

blot结果显示,HIF-1α、VEGF蛋白的

表达水平均在对照组最高,而在联合组表达水平最

低,分别是对照组细胞的0.45、0.35倍,差异均有统

计学意义(P<0.05)。同时放疗组和敲除组 HIF-1α
和VEGF蛋白的表达水平均明显低于对照组,差异均

有统计学意义(P<0.05),见图4。

  1:对照组;2:敲除组;3:放疗组;4:联合组;a:P<0.05,b:P<
0.01,与对照组比较;c:P<0.05,与敲除组比较;d:P<0.05,与放疗组

比较。

图4  各组细胞 HIF-1α和VEGF表达水平比较
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3 讨  论

  随着放射技术和设备的发展,放疗作为结直肠癌

重要的治疗手段,在一定程度上提高了患者的生存

率,但是放射抵抗的出现,会使部分患者发生复发与

转移,是导致治疗失败的原因之一。由此,本课题组

猜测是否存在一种对正常组织细胞损害相对最小,而
杀伤肿瘤效果最好的影响放疗诱导的肿瘤细胞凋亡

的机制。寻找对肿瘤细胞产生最大毒性的同时尽量

避免放疗抵抗的方法,可以突破放疗的局限性,对增

加放疗敏感性具有重大意义。
2017年3位科学家因揭示了生物钟基因调控生

物体昼夜节律性的奥秘而获得了诺贝尔医学奖。节

律基因Bmal1作为昼夜节律的核心元件之一,与肿瘤

发生、发展的关系错综复杂,可作为抑癌基因或促癌

基因,一项关于乳腺癌的研究表明,早晨放疗有更多

的毒副作用,这与节律基因Per3突变有关[5]。但是

关于Bmal1基因是否对结直肠癌放疗的敏感性产生

影响还少见报道,本研究通过 RNA 转染技术敲除

Bmal1基因,旨在探索Bmal1是否可以通过 HIF-1α/
VEGF信号通路调节结直肠癌细胞的放疗敏感性。

放疗对于肿瘤患者治疗的有效性取决于其破坏

肿瘤细胞DNA的能力,放疗抵抗性的出现部分原因

是肿瘤细胞高效和多余的DNA修复能力[6],而DNA
修复基因在mRNA和蛋白表达上有周期性的表达模

式[7-8]。近年来,有研究发现下调节律基因Per1可以

减轻胶质瘤细胞的DNA损伤,使肿瘤细胞更不容易

受到放疗导致的凋亡和其他损伤效应的影响[9]。本

研究通过CCK-8细胞增殖实验,结果发现敲除组、放
疗组与对照组细胞相比,OD 值均降低,提示敲除

Bmal1和放疗都可以抑制结直肠癌细胞的增殖能力;
联合组细胞比其他3组细胞的增殖能力都低,提示

Bmal1基因可以参与放疗敏感性的调控。这些结果

表明,敲除Bmal1基因可以通过抑制结直肠癌细胞的

增殖能力从而增加对放疗的敏感性。也有研究发现,
Bmal1基因过表达可以增强鼻咽癌的放疗敏感性[10],
可能与P53、P21蛋白上调有关,与本研究的结果不同

可能是由于肿瘤细胞的种类和调控的分子机制不同

导致。
一项大规模的癌症生物信息学分析发现,肿瘤缺

氧的标志物HIF和VEGF,与昼夜节律失调之间存在

关联,包括昼夜节律抑癌因子的缺失或昼夜节律促癌

因子的激活,HIF可以改变昼夜节律[11-12]。昼夜节律

也会影响HIF-1α的缺氧反应,此外,在 HIF-1α基因

的启动子上有一个E-box,表明Clock/Bmal1可以诱

导HIF-1α的表达[13]。也有研究发现,在小鼠体内节

律基因Cry1可以直接与HIF-1α蛋白结合,从而抑制

靶基因HIF-1α的表达[14]。基于以上学者的研究,本
研究RT-qPCR和 Western

 

blot检测结果显示,无论

是否经过放疗处理,与对照组比较,Bmal1基因敲除

后HIF-1α和VEGF
 

mRNA和蛋白的相对表达水平

均降 低,提 示 节 律 基 因 Bmal1可 以 调 控 HIF-1α/
VEGF信 号 通 路。MA 等[15]学 者 研 究 发 现,敲 除

Bmal1基因可以降低 HIF-1α和VEGF的表达,从而

影响软骨细胞的发育[15]。
本研究通过 RT-qPCR和 Western

 

blot检测技

术,结果显示,无论有无敲除Bmal1基因,放疗组比对

照组的HIF-1α和VEGF的 mRNA和蛋白表达水平

均明显降低(P<0.05),提示 HIF-1α和 VEGF的表

达水平与放疗敏感性相关,表明 HIF-1α/VEGF通路

可以参与调节结直肠癌放疗敏感性。有研究发现,宫
颈癌在放疗过程中,HIF-1α和 VEGF可以预测宫颈

癌患者放疗效果及患者预后[16];在宫颈鳞癌中放疗缓

解患者组织中 HIF-1α和 VEGF的表达阳性率明显

低于放疗未缓解患者[17]。彭明尧等[18]证实了食管鳞

癌患者肿瘤组织中 HIF-1α、VEGF的阳性表达与近

期放疗效果密切相关。
本研究结果显示,Bmal1基因敲除联合放疗细胞

的HIF-1α和 VEGF表达水平比单纯放疗和Bmal1
基因敲除细胞均降低(P<0.05),且与对照组比较明

显降低(P<0.01),说明敲除Bmal1基因可以通过调

控HIF-1α/VEGF信号通路来增加对结直肠癌细胞

放疗的敏感性。
综上所述,本研究从细胞和分子水平上,来观察

Bmal1基因对结直肠癌细胞放疗敏感性的影响,本研

究结果显示,节律基因Bmal1为改善结直肠癌放疗效

果提供了一定的理论基础,但参与结直肠癌放疗敏感

性调节的其他可能的分子机制还有待进一步探索。
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