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3-MA增强鼻咽癌细胞对Polo样激酶抑制剂

敏感性的机制研究
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摘要      鼻咽癌高发于东南亚地区及中国南部省份, 在鼻咽癌晚期治疗中细胞周期类化疗药

物多有应用, Polo样激酶抑制剂是一类新型的具有一定应用前景的细胞周期类化疗药物。该研究

以鼻咽癌细胞5-8F、6-10B为模型对Polo样激酶1(Polo like kinase 1, PLK1)抑制剂的应用进行初步

探索, 通过Cell Counting Kit-8实验、流式细胞术发现PLK1抑制剂GW843682X、BI2536与选择性

磷酸肌醇3-激酶(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)抑制剂3-甲基腺嘌呤(3-methyladenine, 3-MA)联合

使用可显著增强PLK1抑制剂对鼻咽癌细胞的增殖抑制, 并诱导更多的鼻咽癌细胞死亡; 综合细胞

周期及凋亡蛋白的检测结果, 认为3-MA可通过促进细胞周期蛋白依赖性激酶1/周期蛋白B1(cyclin-
dependent kinase 1/cyclin B1, CDK1/Cyclin B1)复合物的激活增强Polo样激酶抑制剂对鼻咽癌细胞

的杀伤能力。综上所述, 3-MA可作为PLK1抑制类药物的增敏剂, 增强其对鼻咽癌细胞的抑制效果, 
该研究为相关药物的临床应用与基础研究提供理论参考。
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Abstract       The incidence of nasopharyngeal carcinoma is high in Southeast Asia and the southern provinces of 
China. Cell cycle chemotherapeutics are mostly used in the treatment of advanced nasopharyngeal carcinoma, and PLK1 
(Polo-like kinase 1) inhibitors are a new type of cell cycle chemotherapeutics with certain application prospects. In this 
study, nasopharyngeal carcinoma cells 5-8F and 6-10B were used as models to preliminarily explore the application of 
Polo-like kinase inhibitors. Through Cell Counting Kit-8 experiment and flow cytometry, it was found that PLK1 inhibi-
tors GW843682X or BI2536 combinate with PI3K inhibitor 3-MA significantly enhance the proliferation inhibition of 
nasopharyngeal carcinoma cells and induce more nasopharyngeal carcinoma cell death. Based on the detection results 
of cell cycle and apoptotic proteins, it is believed that 3-MA enhances the killing ability of Polo-like kinase inhibitors on 
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nasopharyngeal carcinoma cells by promoting the activation of CDK1/Cyclin B1 complex. In conclusion, 3-MA can be 
used as a sensitizer for PLK1 inhibitory drugs to enhance its inhibitory effect on nasopharyngeal carcinoma cells. This 
study also provides theoretical references for clinical applications and basic research on related drugs.

Keywords       nasopharyngeal carcinoma; PLK1 inhibitor; 3-MA; CDK1; apoptosis related protein

鼻咽癌是位于鼻咽部黏膜的上皮性恶性肿瘤 , 
EB病毒的感染、患者的遗传因素、生活环境均是

重要的致病因素 , 鼻咽癌相比于其他癌症具有更加

显著的地域特征[1]。据统计, 2018年全球新增12.9万
例鼻咽癌病例(占全球癌症新增病例总数的 0.7%), 
其中超过 70%发生在东南亚和东亚地区 , 并且新

增死亡病例 80 008例 (占全球癌症新增病例总数的

0.8%)。局部晚期和转移鼻咽癌预后不良 , 超过三分

之一的患者会出现局部或转移性复发 , 两年和五年

的生存率分别为72%和63%[4]。早期鼻咽癌患者的

医治以放射治疗为主 , 中晚期鼻咽癌患者则会增加

化疗及免疫治疗来提高治疗效果 [5]。近年来在局部

晚期鼻咽癌治疗中 , 同步放化疗已是标准治疗方法 , 
但晚期鼻咽癌治疗效果依旧需要进一步提升[6]。

Polo样激酶是丝氨酸 /苏氨酸激酶家族的一种 , 
由五种亚型 (PLK1、PLK2、PLK3、PLK4、PLK5)
组成, 其中PLK1表达广泛且研究较多[7]。PLK1是调

节有丝分裂G2期向M期转换的重要调节因子 , 参与

早期中心体的成熟以及纺锤体的建立 [8]。PLK1磷
酸化激活细胞分裂周期蛋白25C(cell division cycle 
25c, Cdc25c)等蛋白从而参与有丝分裂进程的调控 , 
抑制PLK1会使细胞周期阻滞并导致有丝分裂灾难

的发生, 细胞将无法正确组装双极纺锤体, 染色体以

无序状态排列在纺锤体周围 [9-10]。抑制PLK1的功能

通过影响有丝分裂进程从而诱导细胞死亡 , 是肿瘤

治疗的潜在靶点。

研究表明 , 细胞周期和细胞自噬之间的关系紧密

且相互影响 , 并存在许多未知细节有待探索 [11]。在细

胞周期进程中细胞自噬除保障能量的供给外 [12], 还会

清除细胞分裂完成后遗留的中心体环及微核等结构

物质[13]; 细胞分裂期会有序地减少自噬活动保护细

胞器不被分解 [14]。反之 , 自噬相关分子参与了细胞

周期进程中决定细胞命运的信号通路 , 如液泡分选

蛋白34(vacuolar protein sorting 34, Vps34)、Beclin1、
Vps15表达缺失会导致细胞分裂失败 [15]; 细胞周期

阻滞过程中自噬相关蛋白5(autophagy-related gene 5, 
Atg5)入核后参与了有丝分裂灾难的触发和诱导细胞

死亡[16]; DNA损伤过程中, 自噬行为与细胞衰老的发

生有关 , 减少Atg5和Atg7的表达会延缓受损细胞的

衰老转化 [17]。肿瘤细胞多数存在异常的细胞周期及

自噬行为 , 相关研究可以帮助人们更好地理解肿瘤

发生发展过程, 找到肿瘤治疗的一些突破口。

鉴于细胞周期进程中细胞自噬的精细时序性

调控 , 我们推测特定条件下干预细胞自噬可能会增

加肿瘤细胞对周期类化疗药物的敏感性 , 筛选自噬

抑制剂后发现3-MA可在完全无细胞毒性的浓度下

显著增加 PLK1抑制剂对鼻咽癌细胞的杀伤能力。

3-MA作为选择性的PI3K抑制剂可持续抑制PI3Kγ和
短暂作用于Vps34抑制自噬体的形成。其中PI3Kγ属
于IB类PI3K, 催化亚基p110γ分别与调节亚基p101或
p87结合形成两种不同的异二聚体 , 受G蛋白偶联受

体选择性调控 [18]; Vps34则属于III类PI3K激酶, 在细

胞内与调节亚基p150和Vps15结合 , 参与细胞内吞、

自噬等生物进程[19]。

综上所述 , 本文以鼻咽癌细胞5-8F、6-10B为模

型探索了Polo样激酶抑制剂对鼻咽癌细胞的抑制作

用, 发现PLK1抑制剂GW843682X、BI2536与PI3K抑

制剂3-MA联合使用可显著增强其对鼻咽癌细胞的增

殖抑制及诱导细胞死亡, 并对相关分子机制进行了初

步探讨, 希望能为临床治疗鼻咽癌提供新的思路。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      鼻咽癌细胞系5-8F和6-10B由中南大

学肿瘤研究所惠赠。

1.1.2   主要试剂耗材      3-MA、GW843682X、

BI2536购自美国MedChemExpress公司 ; Cell Counting 
Kit-8购自上海Yeasen生物公司; 细胞周期与细胞凋亡

检测试剂盒购自大连美仑生物公司 ; GAPDH一抗、

MCL-1一抗、PARP一抗、羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗

均购自美国Cell Signaling Technology公司; Cyclin D1、
Cyclin A2、Cyclin B1、Cyclin E1、CDK1、Phospho-
CDK1(Thr14)、Phospho-CDK1(Tyr15)、Phospho-
CDK1(Thr161)、Aurora A、Aurora B一抗、Hoechst 
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33342活细胞染料均购自上海碧云天生物技术有限

公司 ; ECL化学发光检测试剂盒购自大连美仑生物技

术有限公司; 细胞培养瓶及孔板购自NEST生物公司; 
青–链霉素、DMEM高糖培养基购自美国Biological 
Industries公司; 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)购自

杭州四季青生物工程材料有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      使用含有10% FBS和1%青–链霉

素的DMEM培养基 , 于37 °C、5% CO2条件下培养

细胞。

1.2.2   CCK-8(Cell Counting Kit-8)细胞活力检测      
96孔板每孔接种12 000个细胞, 加入药物后在培养箱

中培养24 h或48 h后检测细胞增殖情况。弃去孔中

废液后, 每孔加入100 μL含10 μL CCK-8试剂的培养

基, 37 °C孵育1 h, 酶标仪检测450 nm处的吸光度(D)
值。

1.2.3   显微镜检测细胞形态变化      将鼻咽癌细胞

以每孔1×105个的密度铺于24孔板内 , 待细胞贴壁密

度达到80%时, 添加药物在培养箱中培养16 h。在倒

置光学显微镜 (Leica Microsystems)下观察细胞形态

并拍摄图像 , 计算五个随机视野(放大倍数 , ×200)中
圆形细胞与总细胞的比率; 每孔加入200 μL Hoechst 
33342染液标记细胞核 , 37 °C孵育 10 min, 室温下

PBS洗涤3遍 , 每次5 min, 荧光显微镜 (BioTek Lion-
heart)观察细胞核状态并拍照。

1.2.4   细胞周期检测      将鼻咽癌细胞以每孔5×105个

的密度铺于6孔板内, 待细胞贴壁密度达到80%时, 添
加药物后培养箱中培养24 h; 收集细胞后于75%酒精

中4 °C固定24 h; 4 °C、500 ×g离心5 min去除75%酒精, 
预冷的PBS洗涤2遍; 加入碘化丙啶(终浓度50 μg/mL)
和RNase(终浓度50 μg/mL)室温避光孵育15 min; 流式

细胞仪(BD Accuri C6)检测细胞周期结果并分析。

1.2.5   细胞凋亡检测      将鼻咽癌细胞以每孔2×105

个的密度铺于12孔板内 , 待细胞贴壁密度达到80%
时 , 添加药物在培养箱中培养 48 h; 收集细胞用预

冷的PBS洗涤2遍 , 4 °C、500 ×g离心5 min, 弃上清; 
每管加入100 μL 1× 结合缓冲液 (含5 μL Annexin V-
FITC, 10 μL PI)重悬细胞, 室温避光孵育15 min, 加入

400 μL 1× 结合缓冲液完成染色 ; 使用流式细胞仪

(BD Accuri C6)检测细胞凋亡结果并分析。

1.2.6   Western blot      使用RIPA(强)裂解液处理所收集

的细胞, 冰上孵育10 min后12 000 r/min离心10 min, 取

上清; 按比例加入5× 蛋白上样缓冲液, 混匀后100 °C
加热5 min, 置于冰上待用。蛋白样品依次上样 , 完
成SDS-PAGE电泳后200 mA转膜40 min, 5%脱脂奶

粉的PBST室温封闭1 h; 一抗(1:1 000) 4 °C孵育过夜; 
PBST洗涤3遍 , 每次10 min; 二抗(1:1 000)室温孵育

1 h, PBST洗涤3遍, 每次5 min; ECL化学发光进行显

影, 化学发光成像仪进行拍照。

1.2.7   实验结果统计      数据均采用均数±标准差

(x
_
±s)表示。作图、统计分析采用GraphPad Prism 8

软件 , 组间比较采用单因素方差分析或具有多重比

较的双向方差分析作为Tukey的事后检验或Dunnett 
的事后检验 (视情况而定 )分析数据 , P<0.05为差异

具有统计学意义。

2   结果
2.1   3-MA增强GW843682X、BI2536对鼻咽癌细

胞的增殖抑制

采用CCK-8实验检测3-MA与PLK1抑制剂处理

鼻咽癌细胞后对其增殖的影响。相较于无药物处理

组, PLK1抑制剂GW843682X(2 μmol/L)、BI2536(100 
nmol/L)单独处理组的5-8F和6-10B细胞增殖显著抑

制 , 3-MA(4 mmol/L)单独处理组的鼻咽癌细胞增殖

无抑制; GW843682X(2 μmol/L)、BI2536(100 nmol/L)
分别与3-MA(4 mmol/L)联合处理组对鼻咽癌细胞增

殖的抑制效果较GW843682X(2 μmol/L)、BI2536(100 
nmol/L)单独处理组明显增强(图1A和图1B)。以上结

果提示3-MA可显著增强GW843682X、BI2536对鼻

咽癌细胞的增殖抑制作用。

2.2   3-MA促进PLK1抑制剂诱导的鼻咽癌细胞形

态学改变

有丝分裂灾难的发生伴随细胞形态的改变和

细胞核的凝聚 , 并且最终绝大多数细胞会进入周期

阻滞性死亡。使用光学显微镜观察 3-MA与 PLK1
抑制剂处理鼻咽癌细胞 16 h后的形态变化。其中

3-MA(4 mmol/L)未引起鼻咽癌细胞形态改变 ; 与无

药物处理组相比 , PLK1抑制剂GW843682X(2 μmol/
L)、BI2536(100 nmol/L)处理组的圆形细胞数量占比

明显增加 ; 而与PLK1抑制剂单独处理组相比 , 3-MA 
(4 mmol/L)与GW843682X(2 μmol/L)、BI2536(100 
nmol/L)的联合处理组圆形细胞数量占比进一步显著

增加 (图2A和图2B)。Hoechst染色观察细胞核形态

变化 , 发现3-MA(4 mmol/L)与GW843682X(2 μmol/
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L)、BI2536(100 nmol/L)联合处理组相较于单独

GW843682X(2 μmol/L)、BI2536(100 nmol/L)处理组

有更多的细胞核发生凝聚(图2C和图2D)。
2.3   PLK1抑制剂诱导鼻咽癌细胞周期阻滞在G2/
M期

P L K 1参与细胞有丝分裂进程调控 ,  抑制

PLK1功能会使细胞周期阻滞在G2/M期 [20]。使用

流式细胞仪检测药物处理 24 h后的细胞周期变

化 , 与无药物处理组相比 , GW843682X(2 μmol/L)、
BI2536(100 nmol/L)单独处理组、3-MA(4 mmol/L)
与GW843682X(2 μmol/L)、BI2536(100 nmol/L)联
合处理组均使G2/M期细胞占比显著增加 (图3A和图

3B)。综合相关文献及细胞形态观测结果 , 推测3-MA
与PLK1抑制剂的联合使用成功将细胞阻滞在G2/M期

后加速了鼻咽癌细胞进入细胞周期阻滞性死亡[21]。

2.4   3-MA增加PLK1抑制剂诱导的鼻咽癌细胞死亡

进一步使用流式细胞仪检测鼻咽癌细胞的An-
nexin V-FITC染色结果 , 确定PLK1抑制剂、3-MA
及联合使用处理鼻咽癌细胞48 h后各组细胞死亡的

情况。结果显示 , 与无药物处理组相比 , 3-MA未引

起细胞死亡比例的增加 , PLK1抑制剂GW843682X 
(2 μmol/L)、BI2536(100 nmol/L)可显著增加死亡细

胞比例(图4A和图4B); 相较于PLK1抑制剂单独处理

组 , PLK1抑制剂与3-MA联合处理组的死亡细胞比

例显著增加 (图4A和图4B), 提示3-MA显著增强了

PLK1抑制剂诱导的鼻咽癌细胞死亡。

2.5   PLK1抑制剂与3-MA联用减少CDK1抑制性

磷酸化位点的表达

细胞有丝分裂进程伴随着周期蛋白的时序性

表达, 周期蛋白Cyclin A2促进S期发展, 参与G2/M期

转换; 周期蛋白Cyclin D1调节G0/G1期的转变并参与

细胞代谢 , 在整个细胞周期都有表达 ; 周期蛋白Cy-
clin E1在G1/S期表达并发挥作用, 促进细胞进入S期; 
周期蛋白Cyclin B1和CDK1则在S期开始升高, 参与

G2/M期转换及相关调控 [22]; 以及在G2/M期表达的有

丝分裂相关激酶Aurora A可促进中心体成熟和有丝

分裂纺锤体组装 , Aurora B则参与染色体与着丝点

的结合和染色体分离过程[23]。

为探索 3-MA增强 PLK1抑制剂诱导鼻咽癌细

胞周期阻滞及死亡的相关机制 , 对鼻咽癌细胞经

药物处理 24 h后周期相关蛋白的表达情况进行检

测。与无药物处理组相比 , GW843682X(2 μmol/L)、
BI2536(100 nmol/L)单独处理组及与3-MA(4 mmol/
L)联合处理组的Cyclin E1表达显著减少 , Cyclin 
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A、B: 用 PLK1抑制剂、3-MA或 PLK1抑制剂与3-MA联合处理 5-8F、6-10B细胞 , CCK-8实验检测各实验组细胞的增殖情况。*P<0.05, 
**P<0.01, 代表在48 h与PLK1抑制剂单独处理组相比具有统计学意义。

A,B: 5-8F and 6-10B cells were treated with PLK1 inhibitor, 3-MA or PLK1 inhibitor combined with 3-MA, and the cell proliferation was detected by 
CCK-8 assay at 48 h. *P<0.05, **P<0.01, representatives were statistically significant compared to the PLK1 inhibitor alone treatment group at 48 h.

图1   3-MA增强PLK1抑制剂对鼻咽癌细胞的增殖抑制

Fig.1   3-MA enhances the proliferation inhibition of nasopharyngeal carcinoma cells by PLK1 inhibitor
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A、B: 用PLK1抑制剂、3-MA或PLK1抑制剂与3-MA联合处理5-8F、6-10B细胞16 h, 光镜观测细胞变圆情况。C、D: 用PLK1抑制剂、3-MA
或PLK1抑制剂与3-MA联合处理5-8F、6-10B细胞16 h, 活细胞染色观测细胞核形态改变。*P<0.05, **P<0.01。
A,B: 5-8F and 6-10B cells were treated with PLK1 inhibitor, 3-MA or PLK1 inhibitor combined with 3-MA for 16 h, and the rounding of cells was 
detected by light microscope. C,D: the 5-8F and 6-10B cells were treated with PLK1 inhibitor, 3-MA or PLK1 inhibitor combined with 3-MA for 16 h, 
and the changes of nuclear morphology were detected by live cell staining. *P<0.05, **P<0.01.

图2   3-MA促进PLK1抑制剂诱导的鼻咽癌细胞形态学改变

Fig.2   3-MA increases PLK1 inhibitor-induced morphological changes in nasopharyngeal carcinoma cells
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B1、Aurora A、Aurora B表达显著增加 (图5A和图

5B), 呈现G2/M期周期蛋白表达特征。值得注意的

是GW843682X(2 μmol/L)、BI2536(100 nmol/L)与
3-MA(4 mmol/L)联合处理组中CDK1激酶的抑制性

磷酸化位点Thr14表达较GW843682X(2 μmol/L)、
BI2536(100 nmol/L)单独处理组显著降低(图5A和图

5B), 提示3-MA增强PLK1抑制剂诱导的鼻咽癌细胞

死亡可能与CDK1的激活有关。

2.6   3-MA增强PLK1抑制剂对鼻咽癌细胞G2/期
阻滞时CDK1激酶活化

CDK1/Cyclin B1复合物是G2/M期转换的重要

调节因子 , CDK1激酶活性与自身磷酸化状态相关 , 

A、B: 用PLK1抑制剂、3-MA或PLK1抑制剂与3-MA联合处理5-8F、6-10B细胞24 h, 流式细胞仪检测细胞周期改变情况。*P<0.05, **P<0.01。
A,B: 5-8F and 6-10B cells were treated with PLK1 inhibitor, 3-MA or PLK1 inhibitor combined with 3-MA for 24 h, and the cell cycle changes were 
detected by flow cytometry. *P<0.05, **P<0.01.

图3   PLK1抑制剂诱导鼻咽癌细胞周期阻滞在G2/M期

Fig.3   PLK1 inhibitor induces cycle arrest in G2/M phase of nasopharyngeal carcinoma cells
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Phospho-CDK1(Thr14)和Phospho-CDK1(Tyr15)去磷

酸化以及Phospho-CDK1(Thr161)的磷酸化是激活

CDK1的必要条件 [24]。检测鼻咽癌细胞中周期蛋白

Cyclin B1、CDK1及其磷酸化位点在药物处理16 h、
24 h时的表达情况。药物处理16 h时 , PLK1抑制剂

(GW843682X或BI2536)单独处理组、3-MA与PLK1

抑制剂 (GW843682X或BI2536)共同处理组的Cyclin 
B1、CDK1蛋白开始累积 , 并伴随CDK1磷酸化位点

Thr14、Tyr15和Thr161的表达 (图6A和图6B); 药物

处理24 h时, CDK1磷酸化位点Thr14和Tyr15的表达

开始减少 , 而Thr161的表达开始增加 , 相较于PLK1
抑制剂 (GW843682X或BI2536)单独处理组 , 3-MA
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A、B: 用PLK1抑制剂、3-MA或PLK1抑制剂与3-MA联合处理5-8F、6-10B细胞48 h, 流式细胞仪检测细胞凋亡改变情况。*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001。
A,B: 5-8F and 6-10B cells were treated with PLK1 inhibitor, 3-MA or PLK1 inhibitor combined with 3-MA for 48 h, and the changes of apoptosis were 
detected by flow cytometry. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图4   3-MA促进PLK1抑制剂诱导的鼻咽癌细胞凋亡

Fig.4   3-MA increases PLK1 inhibitor-induced apoptosis in nasopharyngeal carcinoma cells
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A、B: 用PLK1抑制剂、3-MA或PLK1抑制剂与3-MA联合处理5-8F、6-10B细胞24 h, Western blot检测Cyclin A2、Cyclin D1、Cyclin E1、Cy-
clin B1、Aurora A、Aurora B、CDK1以及Phospho-CDK1(Thr14)的蛋白质表达水平。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ns: 无统

计学差异。

A,B: 5-8F and 6-10B cells were treated with PLK1 inhibitor, 3-MA or PLK1 inhibitor combined with 3-MA for 24 h, and Western blot was used to 
detect Cyclin A2, Cyclin D1, Cyclin E1, Cyclin B1, Aurora A, Aurora B, CDK1 and the protein expression level of Phospho-CDK1 (Thr14). *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ns: no statistical difference.

图5   PLK1抑制剂与3-MA联用减少CDK1抑制性磷酸化位点的表达

Fig.5   Combination of a PLK1 inhibitor with 3-MA reduces the expression of CDK1 inhibitory phosphorylation sites
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与PLK1抑制剂 (GW843682X或BI2536)共同处理组

的CDK1磷酸化位点Thr14和Tyr15的表达显著减少 , 
Thr161的表达则显著增加(图6A和图6B), 提示3-MA
与PLK1抑制剂 (GW843682X或BI2536)共同处理组

CDK1激酶的抑制减弱。

2.7   CDK1激酶的活化伴随鼻咽癌细胞凋亡信号

的增强

抗凋亡蛋白MCL-1是CDK1的直接底物, CDK1
磷酸化MCL-1使其进入泛素化降解途径。药物处

理鼻咽癌细胞24 h、48 h时 , 相较于GW843682X(2 
μmol/L)、BI2536(100 nmol/L)单独处理组 , 3-MA(4 

mmol/L)与GW843682X(2 μmol/L)、BI2536(100 
nmol/L)联合处理组的抗凋亡蛋白MCL-1的表达水

平显著降低 , 凋亡蛋白Cleaved-PARP显著升高 (图
7A和图7B), 提示3-MA与PLK1抑制剂联用使CDK1/
Cyclin B1-MCL1-PARP凋亡信号轴提前激活。

3   讨论
鼻咽癌的生理部位手术难度高且风险大 , 晚期

鼻咽癌患者中 15%~30%会发生局部复发或远处转

移[25], 大多数鼻咽癌晚期患者接受过放射治疗, 后续

治疗选择受限, 治疗方案的改进充满挑战。化疗方

A、B: 用PLK1抑制剂、3-MA或PLK1抑制剂与3-MA联合处理5-8F、6-10B细胞16 h、24 h, Western blot检测Cyclin B1、CDK1、Phospho-
CDK1(Thr14)、Phospho-CDK1(Tyr15)以及Phospho-CDK1(Thr161)的蛋白质表达水平。*P<0.05, **P<0.01, ns: 无统计学差异。

A,B: 5-8F and 6-10B cells were treated with PLK1 inhibitor, 3-MA or PLK1 inhibitor combined with 3-MA for 16 h and 24 h, and Western blot was 
used to detect Cyclin B1, CDK1, Phospho-CDK1(Thr14), Phospho-CDK1(Tyr15) and the protein expression levels of Phospho-CDK1(Thr161). 
*P<0.05, **P<0.01, ns: no statistical difference.

图6   3-MA增强鼻咽癌细胞G2/M期阻滞时CDK1激酶的活化

Fig.6   3-MA enhances activation of CDK1 kinase during G2/M arrest in nasopharyngeal carcinoma cells
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案探索是改进晚期鼻咽癌治疗方案的一种可选途

径 , 减小化疗药物的毒副作用可提高晚期鼻咽癌患

者的生活质量 , 综合看来治疗效果明显且毒副作用

小的化疗方案具有良好的医疗和人文价值[26]。

PLK1抑制剂是一种细胞周期类药物 , 相较于紫

杉醇类药物与微管蛋白的不可逆结合, 同样作用于细

胞周期的PLK1抑制剂副作用更小 , 但对肿瘤的杀伤

力可能稍微减弱。本研究相关实验选择PLK1抑制剂

GW843682X、BI2536开展相关研究 , 在此期间发现

这两个PLK1抑制剂与无毒剂量的3-MA联合使用时

可显著增强对鼻咽癌细胞的增殖抑制和杀伤效果。

检测相关周期和凋亡蛋白的表达发现3-MA与PLK1
抑制剂联用可使CDK1提前激活, 增加48 h内PLK1抑
制剂诱导的鼻咽癌细胞死亡数量。CDK1/Cyclin B1
复合物是重要的G2/M期调节分子 , 修复有丝分裂异

常失败的时候CDK1/Cyclin B1复合物会激活并磷酸

化抗凋亡蛋白MCL-1的Ser64和Thr92位点 , 促进E3
泛素酶后期促进复合物 (anaphase-promoting complex, 
APC/C)(Cdc20)介导的MCL-1降解并启动细胞凋亡[27], 
3-MA的联用加速了PLK1抑制剂诱导的细胞死亡。

根据本文研究结果及相关文献 , 我们计划把

3-MA增加肿瘤细胞PLK1抑制剂敏感性的研究焦点

锁定在CDK1这个关键激酶 , CDK1在有丝分裂过程

中还涉及到纺锤体的动态调节、自噬的调控、线

粒体的分裂等关键过程。在有丝分裂过程中CDK1
磷酸化Vps34的Thr159位点使其进入泛素化降解途

径 , 实现细胞分裂期的自噬抑制 [28]; 推测Vps34功能

的抑制与CDK1之间存在一个停止修复细胞周期分

裂错误的负反馈信号 , 3-MA抑制Vps34可使CDK1
提前触发细胞凋亡。此外有意思的是 , 在细胞分裂

A、B: 用PLK1抑制剂、3-MA或PLK1抑制剂与3-MA联合处理5-8F、6-10B细胞24 h、48 h, Western blot检测MCL-1、PARP的蛋白质表达水平。

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: 无统计学差异。

A,B: The 5-8F and 6-10B cells were treated with PLK1 inhibitor, 3-MA or PLK1 inhibitor combined with 3-MA for 24 h and 48 h, and the protein ex-
pression levels of MCL-1 and PARP were detected by Western blot. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: no statistical difference.

图7   CDK1激酶的活化伴随鼻咽癌细胞凋亡信号的增强

Fig.7   Activation of CDK1 kinase is accompanied by enhanced apoptotic signaling in nasopharyngeal carcinoma cells
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过程中PLK1可通过磷酸化Cdc25c减弱Wee1和Myt1
对CDK1的抑制 , 激活CDK1活性使细胞进入有丝分

裂 [29]; 而本研究发现 , 细胞分裂阻滞性死亡过程中

CDK1的激活是在PLK1被抑制的条件下发生的 , 凋
亡途径中CDK1的激活可能并不需要PLK1的作用。

推测在不同的细胞生物进程中CDK1能通过多种途

径影响细胞命运的走向 , 相关细节较复杂且有待进

一步研究。

综合相关文献及本研究的实验结果 , 我们推

测促进CDK1/Cyclin B1复合物的激活是3-MA增加

PLK1抑制剂对鼻咽癌细胞抑制效果的关键因素 , 并
且鉴于3-MA对鼻咽癌细胞毒性微弱, 我们认为其可

作为PLK1抑制剂类药物的增敏剂 , 增加疗效的同时

可减少毒副作用。本研究的相关内容可为鼻咽癌的

治疗及相关药物的应用提供论参考。
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