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核激素受体家族在皮肤鳞状细胞癌细胞中的表达
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【摘要】　目的 通过研究核激素受体家族成员在皮肤鳞癌 A431 细胞中的表达，分析核激素受体家族成员在皮肤鳞癌发生机制中

的作用。方法 使用 PCR Array 技术分别检测人皮肤角质形成细胞和皮肤鳞状细胞癌细胞中核激素受体成员 mRNA 的相对表达

水平。使用 2- △△ CT 方法计算皮肤鳞状细胞癌细胞中核激素受体 mRNA 的相对变化。结果 核激素受体在角质形成细胞以及皮肤

鳞状细胞癌细胞中均表达，RXR 二聚体家族成员如 VDR、RXR、RAR、PPAR 以及 LXR 等表达量较高。A431 细胞中多种受体

的 mRNA 表达水平较正常角质形成细胞明显升高，尤其是 RXR 二聚体家族成员。结论 在皮肤鳞状细胞癌细胞中存在大量核激

素受体家族成员，尤其是 RXR 异构二聚体类成员的高表达，这些成员的异常表达可能在肿瘤发生发展中发挥作用，也可能为肿瘤的

治疗提供靶点。
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Expressions of nuclear hormone receptor superfamily in skin squamous cell carcinoma A431 cells
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【Abstract】　Objective  To detect nuclear hormone receptors expression in skin squamous cell carcinoma A431 cells and analyze its role in the patho-
genesis of skin squamous cell carcinoma. Methods PCR Array was used to detect the mRNA expression levels of nuclear hormone receptor members 
in keratinocytes and skin squamous cell carcinoma cells. The relative changes of nuclear hormone receptor mRNA in skin squamous cell carcinoma cells 
were calculated by 2- △△ CT. Results Nuclear hormone receptor expression was detected both in keratinocytes and in skin squamous cell carcinoma cells. 
The expression of RXR dimer family members such as VDR, RXR, RAR, PPAR and LXR was high. The mRNA expression levels of multiple receptors, 
especially the members of the RXR dimer family, were signifi cantly higher in A431 cells than in normal keratinocytes. Conclusion High expression of 
a large number of nuclear hormone receptors, especially the members of the RXR isomeric dimer family might play a role in development or progression 
of skin squamous cell carcinoma, which might also provide potential targets of skin tumor therapy.
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皮肤鳞状细胞癌简称皮肤鳞癌，是最常见的皮肤

恶性肿瘤，来源于皮肤表皮细胞或者皮肤附属器，易在

皮肤表面形成溃疡，损毁患者容貌，严重影响患者生存

质量、威胁患者健康 [1]。鳞癌的确切发病机制目前仍

不十分清楚 [2]。研究发现，核激素受体家族成员在调

节皮肤发育过程中发挥重要作用，具有调节细胞代谢、

增殖、分化、凋亡等作用并参与了炎症反应，而其参与

调节细胞过程的能力，也让其成为调节人类皮肤疾病

的有力的作用靶点 [3-5]。

前期研究发现，皮肤角质形成细胞中存在大量核

激素受体家族成员的表达，提示表皮是核激素受体的

主要靶器官 [6]。作为表皮来源的恶性肿瘤，在皮肤鳞

状细胞癌中，核激素受体的表达水平如何？与正常细

胞相比，两者之间受体的表达是否存在差别？这种表

达差异的了解无论对于了解鳞癌的发病机制或对肿瘤治

疗都具有重要意义。因此，本研究采用正常角质形成细

胞作为对照，观察皮肤鳞癌 A431 细胞中核激素受体

的表达情况，探索核激素受体在正常细胞与肿瘤细胞

表达的差异，旨在加深对皮肤肿瘤发生的机制了解，以

选择性地采用更有效的靶向药物，改善临床治疗效果。

1 材料与方法

1.1 实验材料 人皮肤正常角质形成细胞和人皮

肤鳞状细胞癌细胞株 A431 细胞购自美国组织培养

库（American Tissue Culture Collection）。DMEM
培养基（美国 HyClone 公司）、角质形成细胞培养基

（ATCC）、青霉素 - 链霉素溶液（美国 Cellgro 公司）、

RNeasy Mini 试剂盒、RT2 First Strand 试剂盒、RT2 
SYBR Green qPCR Mastermix 和 RT2 Profiler PCR 
Array Plate（美国 Qiagen 公司）。

1.2 实验方法 ① 细胞培养：在 37℃、含 5%CO2 及

饱和湿度的孵箱中，用细胞专用培养基培养细胞，每 2
天更换培养液 1 次，当单层培养的细胞达到大于 90%
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融合时，按细胞培养常规用 0.25% 胰蛋白酶液 +0.02%
乙二胺四乙酸消化细胞，用于传代，镜下观察，及时

用胰蛋白酶终止液终止消化。② 细胞 RNA 的提取、

逆转录、Real-time PCR：以每孔 2×105 细胞浓度

将角质形成细胞和皮肤鳞状细胞癌 A431 细胞接种

于 6 孔板，待细胞接近 90% 融合时，裂解细胞后提取

RNA。使用 Nanodrop 2000 微量紫外分光光度计（美

国 Thermo 公司）分别测定波长为 260nm 与 280nm
（A260 和 A280）条件下 RNA 样本的吸光度值，系

统自动计算 RNA 浓度（待测样本 A260/A280 比值

在 1.8 ～ 2.0 范围内，提示 RNA 纯度较高）。提取的

RNA 参照 RT 试剂盒（RT2 First Strand Kit）说明进

行逆转录（reverse transcription,RT）反应。按照 RT2 
Profiler PCR Array Plate 试剂盒的操作说明配置反应

体系，使用 LightCycler 480II 实时荧光定量 PCR 系统

进行 Real-time PCR 扩增。

1.3 数据分析 采用 2- △△ CT 法对基因表达变化进行

相对比较分析。从 PCR 系统中获取原始 CT 值后，带

入 EXCEL 中计算各自基因的相对表达量。△ CT=CT
靶基因 -CT 内参照基因，2-△ CT 所得数值即为各自基

因的相对表达水平 [7]。△△ CT= △ CTA431—△ CTKC，

2- △△ CT 所得数值即为皮肤鳞癌 A431 细胞中与正常角

质形成细胞相比，各对应核激素受体基因 mRNA 表达

水平的倍数变化。 
2 结果

2.1 正常人皮肤角质形成细胞和皮肤鳞状细胞癌细

胞中核激素受体家族成员的表达 正常人皮肤角质

形成细胞和皮肤鳞状细胞癌细胞中均有核激素受体家

族成员的表达，按照基因表达值的高低，可见正常角

质形成细胞不同强度表达的基因在 A431 细胞中有不

同的变化趋势（见表１、图 1）。A431 细胞中表达量

较高的受体中以 RXR 二聚体家族成员为主，如 VDR、

RXR、RAR、PPAR 以及 LXR 等，还包括数个孤儿受

体，如 NR2F2、NR2C1、NR2C2、NR1D2 等（见图２）。

图１ 角质形成细胞和皮肤鳞状细胞癌细胞中

核激素受体 mRNA 相对表达量（2- △ CT）

2.2 皮肤鳞状细胞癌细胞中核激素受体 mRNA 的

相对表达变化 A431 细胞中多数 RXR 二聚体家族

成员表达水平较正常角质形成细胞明显升高，其中以

表 1 角质形成细胞和皮肤鳞状细胞癌细胞中核激素受体的相对表达量（x±s）

角质形成细胞 皮肤鳞状细胞癌细胞 A431

NR2F2 0.954 0±0.031 2.994 0±0.252 2

VDR 0.946 5±0.063 7 0.894 3±0.078 6

RXRα 0.847 7±0.001 4 3.899 9±0.506 4

NR3C1(GRα) 0.625 1±0.100 8                            0.625 7±0.041

PPARδ 0.571 1±0.116 8 0.746 9±0.061 2

RXRβ 0.546 6±0.016 6 0.639 5±0.018 3

NR1H2(LXRβ) 0.286 1±0.014 5 0.443 5±0.042 5

RARγ 0.184 1±0.021 1 0.840 8±0.021 9

NR2C1 0.178 4±0.026 3 0.296 2±0.015 5

NR2C2 0.176 5±0.000 3 0.191 1±0.013 7

NR1D2 0.171 6±0.008 2 0.969 9±0.097 7

AHR 0.167 9±0.011 7 0.406 6±0.011 9

NR2F6 0.156 1±0.007 5 0.259 6±0.040 6

PPARα 0.085 1±0.025 5 0.216 0±0.012 9

RARα 0.044 7±0.003 5 0.132 6±0.015 5

THRA 0.036 2±0.000 1 0.131 2±0.003 9

RORα 0.026 3±0.001 8 0.000 2±0.000 6

THRβ 0.019 3±0.000 7 0.080 1±0.011 6
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图 2 皮肤鳞状细胞癌细胞中核激素受体

mRNA 相对表达量（2- △ CT）

PPARγ、RXRs、RARs 变化水平最为显著。此外，大

量孤儿受体在鳞癌 A431 细胞中的表达也显著升高，

包括 NR4A1、NR2F1、NR2F2、NR1D2、NR1D1 等

（见表 2）。

表 2 A431 中表达增高的核激素受体
基因及其表达倍数（与 KC 相比）

Position Gene Symbol Fold Regulation

F05 PPARγ 53.507 4

E09 NR4A1 12.000 3

E04 NR2F1   8.485 5

F11 RARβ   8.111 7

D07 NR1D2   5.553 3

D06 NR1D1   5.376 5

E11 NR6A1   5.193 4

G03 RXRα   4.621 4

F12 RARγ   4.578 9

E05 NR2F2   3.095 1

F10 RARα   2.911 3

F02 PPARα   2.716 3

A02 AR   1.763 4

D09 NR1H3(LXRα)   1.733 1

E01 NR2C1 1.674

D11 NR1I2 1.632

E06 NR2F6   1.605 8

D08 NR1H2(LXRβ)   1.526 3

注：Positon 为相关基因在反应板上的位置标识。

3 讨论

核激素受体超家族是目前真核生物体内含量最

丰富的转录因子超家族成员的一员，与一系列有效转

录所必需的辅活因子或辅遏阻子发生相互作用，并与

基础转录机制一起，调节不同靶基因的启动子、配体

或细胞类型特异性的表达。核激素受体家族成员参与

胚胎发育、细胞分化和细胞内环境稳定等多种生理过

程，并在相关靶基因的正性及负性调控中发挥着重要

的作用。其中糖皮质激素、雄激素以及雌激素受体对

皮肤的作用最早研究 [8-9]，其配体已被大量应用于临

床治疗。同源序列比对发现了相关受体的全部超家族

成员，很多成员在维持皮肤平衡方面发挥了重要作用。

其中一组与 RXR 形成异源二聚体的核激素受体亚群

成员，在皮肤生理功能中发挥尤其关键的作用，其中包

括 RARs、VDR、LXRs 和 PPARs 等 [10-12]。既往研究

发现，在皮肤主要构成细胞中存在大量核激素受体成

员的表达，提示该家族成员在皮肤发育中发挥重要

作用 [6]。

有关核激素受体研究的积累已逐渐让人们认识

到，核受体及其调控的代谢通路的紊乱也可导致糖尿

病，肿瘤等许多病理过程。继 Q 蛋白耦联受体和离子

通道之后，核受体已成为第三大类非酶性治疗靶点；

而基于核激素受体成员与肿瘤发生关系的不同认识，

肿瘤防治研究工作也逐渐将核受体这一作用靶点重视

起来。比如，由雌激素受体 α 介导的反应被证实是乳

腺癌发病的重要病因。临床乳腺癌患者中，75% 以

上肿瘤组织有 ERα 表达，这部分肿瘤对抗激素治疗

敏感，预后也较好，反之，ERα 表达阴性的乳腺癌患

者预后较差 [13]，因此 ERα 已成为作为临床区分病人

并采取不同治疗措施的重要参考指标之一。此外，在

上皮细胞来源的前列腺癌的发生发展过程中，AR 在

其中起到关键作用，原发前列腺癌细胞的增殖需要雄

激素的刺激完成，雄激素耗竭疗法也因而成为临床上

抑制前列腺癌发展的标准方案 [14]。大量研究表明，多

种肿瘤组织或相应细胞中存在着 RARs 以及 RXRs 的

表达异常 [15-16]。而作为目前已经有确定配体的核激

素受体家族成员，其配体已被广泛用于对治疗头颈部、

肺等部位癌前病变及降低继发性癌的发生率有很好疗

效，在皮肤癌、乳腺癌以及宫颈癌等多种恶性肿瘤治疗

中已进入临床研究阶段，我们的研究也发现在皮肤鳞

状细胞癌细胞中，RXR 和 RAR 的表达水平均较正常

细胞升高，根据核激素受体的特性，这也能解释临床上

广泛使用的维甲酸药物治疗能明显抑制肿瘤生长，降

低肿瘤的发病率。但同前所述，维甲酸的副作用在很

大程度上限制了其在临床的广泛使用，为了研制出更

加有效的维甲酸受体药物，从而得以进行更加有效的

治疗，尤其需要针对与肿瘤相关的维甲酸受体的转录、

翻译和磷酸化调节的分子机制开展深入的病理、生理

学研究。随着对维甲酸作用机理认识的深入，寻找选

择性更强，毒副作用更小的新型维甲酸配体用于靶向

治疗，必将在未来的肿瘤治疗中发挥更大的作用。

我们的研究发现，在皮肤鳞状细胞癌细胞中也存

在大量核激素受体成员，尤其是 RXR 异构二聚体家
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族成员的表达，与正常角质形成细胞相比，多数 RXR
异构二聚体受体家族成员的 mRNA 表达水平升高，其

中 PPARγ 在正常角质形成细胞中表达水平很低，但

在皮肤鳞状细胞癌中表达明显升高，这种表达异常的

升高是肿瘤发生的始动环节抑或为肿瘤治疗提供了特

异性靶点，尚有待进一步研究证实。

除上述核激素受体外，皮肤鳞癌 A431 细胞中也

存在大量孤儿受体的表达，且部分孤儿受体在 A431
细胞中的表达较正常细胞明显升高，比如 NR2F2、
NR2F1、NR2D2 等成员，但由于目前针对这些受体的

研究较少，尚不能确定这些受体在皮肤鳞癌发生及治

疗中的可能作用。随着对孤儿受体结构和功能的确

定，应用高通量筛选和虚拟高通量现代科技手段，以

核受体为靶标的药物研究将成为现代药物研究的一大

热点。
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