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类泛素化激活酶抑制剂PEV通过细胞衰老提高

结肠癌细胞对5-氟尿嘧啶的敏感性
花雨昕1,2  倪梦珍2  孙晴晴2  翟潇晴2  潘巍巍2*

(1浙江中医药大学, 基础医学院, 杭州 310000; 2嘉兴大学医学院, 细胞生物学教研室, 嘉兴 314001)

摘要      细胞衰老与肿瘤细胞增殖减缓密切相关, 细胞衰老抑制了许多癌基因的激活, 因此诱

导细胞衰老是现阶段一种干扰肿瘤细胞增殖过程的潜在策略, 或许可以成为治疗肿瘤的有效途径。

PEV(Pevonedistat)又称MLN4924, 是NEDD8激活酶 (NAE)抑制剂 , 可以通过阻断Cullin类泛素化使

Cullin-RING E3泛素连接酶 (CRL)失活。PEV可以抑制肿瘤细胞增殖 , 促进细胞凋亡、细胞衰老。

5-氟尿嘧啶 (5-FU)是结肠癌治疗中的一线化疗药物。PEV是否可以通过促进细胞衰老增强化疗药

物5-FU的敏感性 , 提高结肠癌的治疗效果尚未可知。该研究对结肠癌细胞HCT116、HT29分别进

行PEV单药处理、5-FU单药处理以及PEV与5-FU联合处理, 通过β-半乳糖苷酶染色、Western blot、
细胞3天连续计数、CCK-8实验、裸鼠皮下成瘤实验、免疫组化等实验对结肠癌细胞的衰老与增

殖情况进行探究。结果提示, 与溶媒组相比, PEV处理组与PEV、5-FU联合处理组半乳糖苷酶活性

增加 , P21、P27、PAI-1、P62等衰老相关蛋白表达水平增加以及细胞核形态标志物LaminB1缺失。

同时与PEV单药处理组相比, PEV、5-FU联合处理组细胞衰老程度增加, 对细胞增殖的抑制效果更

为显著。该研究揭示类泛素化激活酶抑制剂PEV促进细胞衰老提高结肠癌对5-FU的敏感性 , 从而

加剧细胞衰老、抑制细胞增殖。
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Neddylation Activating Enzyme Inhibitor PEV Enhances the Sensitivity 
of Colorectal Cancer Cells to 5-Fluorouracil through Cell Senescence
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(1School of Basic Medical Science, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310000, China; 
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Abstract       Cell senescence is closely related to the slowing down of tumor cell proliferation, and cell se-
nescence inhibits the activation of many oncogenes. Therefore, inducing cell senescence is a potential strategy 
to interfere with the important process of tumor cells proliferation at this stage, and may be an effective way to 
treat tumors. PEV (Pevonedistat), also known as MLN4924, is a NAE (NEDD8-activating enzyme) inhibitor that 
can inactivate CRL by blocking Cullin neddylation. PEV can inhibit the proliferation of tumor cells, promote cell 
apoptosis and senescence. 5-FU (5-fluorouracil) is a first-line chemotherapy agent in the treatment of colorectal 
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cancer. However, it is not known whether PEV can enhance the sensitivity of chemotherapy drug 5-FU and im-
prove the therapeutic effect of colorectal cancer by promoting cell senescence. In this study, colorectal cancer cells 
HCT116 and HT29 were treated with PEV alone, 5-FU alone and PEV combined with 5-FU respectively. Through 
β-galactosidase staining, Western blot, cell count for three days, CCK-8 test, mice and xenograft models, immuno-
histochemistry and other experiments, it was proved that PEV promoted cell senescence, the combination of PEV 
and 5-FU accelerated cell senescence and increased the sensitivity of colorectal cancer to 5-FU. The inhibitory ef-
fect on cell proliferation was more significant. The results showed that compared with the solvent group, the galac-
tosidase activity, the expression of senescence-related proteins such as P21, P27, PAI-1, P62 and the loss of nuclear 
morphological marker LaminB1 were increased in PEV plus PEV and 5-FU groups. At the same time, compared 
with PEV single drug treatment group, PEV and 5-FU combined treatment group increased cell senescence and in-
hibited cell proliferation more significantly. This study revealed that NEDD8-activating enzyme inhibitor PEV pro-
motes cell senescence and increases the sensitivity of colorectal cancer to 5-FU, which aggravates cell senescence 
and inhibits cell proliferation.

Keywords       neddylation; cellular senescence; colorectal cancer; chemotherapy drug sensitivity

根据中国国家癌症中心 (NNC)数据最新统计表

明 , 2022年我国结直肠癌新发病例数位居所有癌症

发病率的第2位。其中, 结直肠癌位居男性恶性肿瘤

发病率第二位 , 位居女性恶性肿瘤发病率第四位 [1]。

在我国结肠癌仍旧是最常见的恶性肿瘤之一 , 氟尿

嘧啶 (5-fluorouracil, 5-FU)是现阶段结肠癌的一线化

疗药物。尽管结肠癌在化疗方法、治疗手段上已有

显著进展, 但结肠癌易发生转移, 且患者生存期仅有

24个月[2]。因此, 找到新的更有效的治疗方法很有必

要。

细胞衰老是一种由遗传损伤、端粒磨损等压

力引起的永久性细胞周期停滞状态, 伴有炎症因子、

生长因子等组成的衰老相关分泌表型 (senescence-
associated secretory phenotype, SASP)[3]。细胞衰老

通过影响细胞增殖, 抑制潜在癌变细胞生长, 构成了

对肿瘤发生的一种自然防御机制 [4]。衰老细胞存在

于肿瘤微环境中, 与多种癌症(如乳腺癌、甲状腺癌)
的进展和转移有关, 尤其是在抗肿瘤治疗后[5]。有研

究表明在结肠癌的诱导过程中发现结肠上皮细胞衰

老相关的诱导因子表达水平增加 [6], 并且结肠癌细

胞的衰老与结肠癌细胞增殖减缓密切相关。现阶段

有很多药物以及分子靶点可以通过促进或诱导结肠

癌细胞衰老来阻止肿瘤生长[7-9]。

NEDD8激活酶 (NEDD8-activating enzyme, 
NAE)抑制剂PEV(Pevonedistat)阻断Cullin类泛素化

(neddylation)并使Cullin-RING E3泛素连接酶 (Cul-
lin-RING E3 ligases, CRLs)失活, 从而诱导细胞凋亡

和抑制肿瘤增殖 [10]。PEV又称MLN4924, 是一种一

流的NAE抑制剂 [11], 目前已在白血病、淋巴瘤、黑

色素瘤和几种晚期实体瘤患者的许多I~III期临床试

验中运用 [12]。总结近10年的研究 , 在许多人类癌症

中, 类泛素化途径通过NEDD8、UBE2F、UBE2M、

SAG/RBX2的过表达过度激活 , 从而导致癌症患者

生存率低 [13-16]。现阶段已有研究报道PEV作为一种

新型的放射增敏剂 , 可以增强结直肠癌对放射治疗

的敏感性 [17-18], 与此同时PEV与许多化疗药物在治

疗癌症上存在协同作用 [19]。5-FU是最早被公认为

治疗结肠癌有效的药物 [20]。为了进一步提高 5-FU
对结肠癌的治疗效果 , 我们将PEV与5-FU在结肠癌

中联合用药。

因此 , 我们通过培养细胞和建立异种移植小鼠

模型 , 探究类泛素化激活酶抑制剂PEV是否可以通

过促进细胞衰老来提高5-FU的抗肿瘤作用同时抑制

细胞增殖。我们的研究结果提出了结肠癌治疗的潜

在干预策略 , 旨在为后续提高化疗药物的治疗效果

提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验细胞株      人结肠癌细胞系HCT116、人

结肠癌细胞系HT29购自中国科学院上海细胞库。

1.1.2   实验动物      SPF级雄性6~8周龄BALB/c-裸鼠

购自常州卡文斯实验动物有限公司 , 本研究所涉及

的所有动物实验均按照嘉兴大学实验动物伦理委员
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会批准的《国家卫生研究院实验动物关爱与使用指

南》进行(批准号: JUMC2021-151)。
1.1.3   主要试剂      胎牛血清、McCoy’s 5A培养基、

胰蛋白酶、PBS等购自美国Gibco公司。Western IP
裂解液、BCA蛋白定量试剂盒、β-半乳糖苷酶细胞

衰老检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司。PEV以及5-FU购自MedChemExpress公司。实

验中所使用的抗体见表1。PVDF膜、ECL发光液购

自美国Millipore公司。山羊血清购自北京索莱宝科

技有限公司。DAB辣根过氧化物酶显色试剂盒购自

Vector Laboratories公司。皮下成瘤实验所需基质胶

购自美国Corning公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人结肠癌细胞系HCT116、人

结肠癌细胞系 HT29在含有 10%牛血清 (Thermo-
Fisher Scientific)和1%青霉素−链霉素(ThermoFisher 
Scientific)的McCoy’s 5A(ThermoFisher Scientific, 
Waltham, MA, USA)中于37 °C、5% CO2(标准培养

条件 )培养。肿瘤细胞系购自中国科学院上海细胞

库。

1.2.2   细胞分组与药物处理      将PEV(HY-10484 
MedChemExpress)和5-FU(HY-90006 MedChemEx-
press)溶解在DMSO中制成原液 , 再用完全培养液稀

释至相应浓度。最终DMSO浓度小于 0.01%(v/v)。
单独使用PEV(0.2 μmol/L)和5-FU(20 μmol/L)以及

PEV(0.2 μmol/L)与5-FU(20 μmol/L)联合使用处理细

胞48 h后, 分别用处理后的细胞进行相应的实验。

1.2.3   CCK-8实验      分别取HCT116、HT29结肠癌

细胞, 接种于96孔板中, 每孔接种5 000个细胞, 细胞

贴壁后分别加入相应浓度的PEV与5-FU, 分别培养

48 h后, 吸取上清液, 然后在每孔内加入CCK-8溶液, 
继续在37 °C培养箱中孵育1~2 h, 孵育结束后使用酶

标仪在450 nm波长处检测细胞的吸光度(D)值。

1.2.4   细胞3天连续计数实验      取PEV、5-FU单独

处理以及联合处理24 h后的HCT116、HT29细胞, 以
每孔1×105个细胞的密度接种在6孔板中, 分别在24、
48、72 h计算每孔的细胞总数(在细胞贴壁后分别对

48 h、72 h所对应的孔中细胞再进行1次药物处理 ), 
并绘制细胞的生长曲线。

1.2.5   克隆形成实验      将HCT116和HT29细胞在完

全培养液中培养 , 接种于6孔培养板 (含600个细胞 ), 
用PEV(0.2 μmol/L)、5-FU(20 μmol/L)处理后培养14
天。实验结束后使用甲醇溶液室温固定细胞15 min, 
PBS清洗后用0.1%结晶紫染色细胞 , 通过 ImageJ软
件计算细胞克隆数。

1.2.6   Western blot分析衰老相关蛋白变化      从细

胞提取物中分离总蛋白 , 采用10%或12%十二烷基

硫酸钠−聚丙烯酰胺凝胶电泳分离30 μg蛋白。将蛋

白质转移到PVDF膜上 , 用5%(w/v)脱脂牛奶在18 °C
下封闭1 h。一抗 (稀释比例1000 1׃)孵育后 , 用含有

0.05%(w/v) Tween-20的Tris缓冲盐水 (TBST)洗涤

膜 , 并与抗兔 IgG或者抗鼠 IgG辣根过氧化物酶联二

抗 (稀释比例1000 5׃)孵育。最后 , 使用增强型化学

发光检测试剂盒 (Millipore)检测得到的条带。使用

Imager 680进行条带曝光显影。

1.2.7   细胞衰老染色      计数、收集溶媒组细胞和

实验组细胞各1×105个, 在12孔板中培养过夜。使用

PBS洗涤后 , 加入固定液 , 室温固定细胞15 min, 用
PBS洗涤 , 使用衰老检测试剂盒进行染色。染色的

细胞在37 °C下孵育过夜, 孵育结束后用PBS洗涤, 光

表1   实验中所使用的抗体清单

Table 1   List of antibodies used in the experiment
抗体

Antibody               
稀释比例

Dilution rate
货号

Art.No
厂家

Manufacturer

Anti-rabbit LaminB1 WB 1000 1׃ #12987 Proteintech

Anti-mouse PAI-1 WB 1000 1׃ #66261 Proteintech

Anti-rabbit GAPDH WB 1000 1׃ #BK7021 Bioker

Anti-rabbit P21 WB 11000׃; HC 1200׃ #2947 Cell Signaling Technology

Anti-rabbit P27 WB 1000 1׃ #3686 Cell Signaling Technology

Anti-rabbit P62 WB 1000 1׃; IHC 1200׃ #AF5384 Affinity Biosciences LTD

HRP anti-rabbit IgG WB 1000 5׃; IHC 1400׃ #7074 Cell Signaling Technology

HRP anti-mouse IgG WB 1000 5׃; IHC 1400׃ #7076 Cell Signaling Technology
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镜下成像。

1.2.8   免疫组化实验      石蜡切片脱蜡, 再水化, 3% 
H2O2处理。10 μmol/L柠檬酸钠溶液(pH6.0)修复抗原。

山羊血清室温孵育1 h后, 一抗在4 °C下孵育过夜。一

抗孵育结束后, 用PBS洗涤切片(3次, 每次5 min), 再进

行二抗孵育 , 室温孵育30 min。二抗孵育结束后 , 使
用DAB试剂盒染色 , 随后使用苏木精对细胞核进行

染色 , 染色结束后脱色封片 , 光镜下拍照。蛋白表达

水平通过细胞阳性率与阳性强度来确定, 免疫组化定

量分析结果使用ImageJ免疫组化模块进行测定。

1.2.9   动物实验      体内研究。选取6~8周龄SPF雄
性裸鼠28只 , 将其随机分为4组 , 每组7只。1组为对

照溶媒组 , 1组皮下注射PEV(10 mg/kg), 1组腹腔注射

5-FU(20 mg/kg), 1组皮下注射PEV(10 mg/kg)和腹腔注

射5-FU(20 mg/kg)同时进行。实验组与溶媒组在无菌

条件下皮下注射5×106个HT29细胞 , 每只接种体积为

100 μL。7天后 , 开始使用游标卡尺测量肿瘤大小 , 一
周测量3次。同时开始按分组注射不同的药物 , 每周

注射3次, 每种药物每次注射体积均为100 μL。当肿瘤

直径≥15 mm时, 处死动物。切除皮下肿瘤进行测量。 
1.2.10   统计学处理      各实验均独立重复3次、使

用Prism GraphPad软件对实验数据进行统计分析。

定量资料结果数据以均数±标准差 (x
_
±s)表示 , 多组

间数据比较采用方差分析。P<0.05表示差异有统

计学意义。显著性水平表示为: *P<0.05; **P<0.01; 
***P<0.001; ns: P>0.05。   

2   结果
2.1   PEV阻断结肠癌类泛素化

结肠癌中类泛素化处于过度活化状态 , 与肿瘤

发生发展有密切关系。PEV作为类泛素化激活酶抑

制剂 , 可以在结肠癌中阻断类泛素化 [21-22]。在结肠

癌细胞HCT116、HT29(图1A和图1B)中PEV阻断了

Cullin类泛素化。

2.2   PEV、5-FU单独处理以及两种药物联合处理

对细胞衰老的影响

在结肠癌 HCT116、HT29(图 2A)细胞系中 , 
PEV、5-FU单药使用以及PEV、5-FU联合用药后, β-
半乳糖苷酶染色发现PEV单药处理组衰老细胞数量

明显增多, 5-FU单药处理组细胞未出现明显衰老, 与
此同时PEV与5-FU联合使用后发现衰老细胞数量明

显增多 , 且衰老细胞数量占比高于PEV与5-FU单药

处理(图2B)。
2.3   PEV、5-FU单独处理以及两种药物联合处理

对衰老相关蛋白表达的影响

在结肠癌HT29(图3A)、HCT116(图4A)细胞系

中, PEV、5-FU单药使用以及PEV、5-FU联合用药后, 
Western blot检测衰老相关蛋白表达的变化。我们发

现了与β-半乳糖苷酶染色相一致的情况。PEV单药

处理后 , 出现了纤溶酶原激活物抑制物1(plasmino-
gen activator inhibitor 1, PAI-1)、P21、P62、P27
等衰老相关标志物的聚集 , 以及细胞核形态标志物

LaminB1的缺失 , 在5-FU单药处理的细胞中衰老相

关蛋白表达变化较小 , 但在PEV与5-FU联合用药的

细胞中衰老相关蛋白变化明显高于两种药物单独使

用, 细胞衰老加剧(图3B和图4B)。
2.4   PEV与5-FU联合处理对HCT116、HT29细
胞活力的影响    

我们通过CCK-8实验发现 , PEV与5-FU联合处

理对细胞增殖的抑制作用最佳 , 并且5-FU对细胞增

A: Western blot检测PEV阻断结肠癌细胞HT29、HCT116类泛素化; B: NEDD8-Cullin表达量统计分析。n=3。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: Western blot assay was performed to detect PEV blocking the neddylation of colorectal cancer cells HT29 and HCT116; B: statistical analysis of 
NEDD8-Cullin expression level. n=3. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图1   PEV阻断结肠癌细胞HT29、HCT116类泛素化

Fig.1   PEV blocks neddylation of colorectal cancer cells HT29 and HCT116
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殖的抑制随着浓度的增加出现剂量依赖性。与此同

时我们也发现在PEV与5-FU联合处理后 , 降低5-FU
或者PEV药物的浓度均可达到高浓度单药处理相同

的效果(图5A和图5B)。
2.5   PEV与5-FU联合使用对HCT116、HT29增
殖抑制效果最佳

我们分别对溶媒组和PEV单药使用组、5-FU
单药使用组以及 PEV与 5-FU联合使用组的细胞

进行 3天连续计数 , 分别绘制溶媒组与实验组的细

胞生长曲线。通过细胞生长曲线我们发现 PEV与

5-FU联合使用对细胞增殖的抑制效果明显优于

PEV与5-FU单药使用 (图6A和图6B)。与此同时我

们通过克隆形成实验分别对PEV、5-FU以及PEV、

5-FU联合处理的细胞克隆形成能力进行检测 (图
7A)。通过统计形成克隆的数量证明 PEV与 5-FU

联合处理对细胞的增殖能力抑制效果最佳(图7B)。
2.6   皮下成瘤实验验证PEV联合5-FU抑制肿瘤

增殖的效果

为了进一步验证PEV促进结肠癌细胞衰老提高

细胞对5-FU的敏感性, 我们将HT29细胞与基质胶混

合后注射到裸鼠皮下, 定期测量肿瘤大小, 当肿瘤直

径≥15 mm时, 处死动物, 取出皮下肿瘤(图8A)。称

量肿瘤并绘制质量曲线 (图8B), 同时绘制肿瘤的生

长曲线 (图8C), 结果发现PEV、5-FU单药使用都对

肿瘤增殖有一定的抑制作用 , 但PEV与5-FU联合使

用对肿瘤增殖的抑制作用最为明显。

2.7   皮下肿瘤组织衰老相关蛋白表达情况

我们取溶媒组、PEV单药注射组、5-FU单药

注射组以及PEV、5-FU联合注射组的肿瘤组织进行

组织蛋白的提取 , Western blot检测发现PEV、5-FU
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A: 结肠癌细胞HT29、HCT116 β半乳糖苷酶染色, 图中箭头代表细胞出现衰老; B: PEV单药处理、5-FU单药处理、PEV与5-FU联合处理以及溶

媒组HT29、HCT116细胞衰老率的统计分析。ns: P>0.05, n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: senescent β-galactosidase staining of colorectal cancer cells HT29 and HCT116, the arrows represent cells that are senescent; B: statistical analysis 
of the aging rate of HT29 and HCT116 cells in the PEV monotherapy, 5-FU monotherapy, PEV combined with 5-FU treatment and solvent group. ns: 
P>0.05, n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

图2   PEV单药处理以及PEV与5-FU联合用药处理促进结肠癌细胞HCT116、HT29衰老

Fig.2   The senescence of HCT116 and HT29 colorectal cancer cells was promoted by PEV alone and PEV combined with 5-FU
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联合注射组的组织中P21、P62、P27蛋白的聚集(图
9A和图9B), 与细胞水平结果相对应。

2.8   皮下肿瘤组织石蜡切片检测衰老相关蛋白的

表达情况

我们通过免疫组化实验分别对溶媒组、PEV单

药注射组、5-FU单药注射组以及PEV、5-FU联合注

射组的肿瘤组织切片进行衰老相关蛋白P62(图10A)、
P21(图 10B)的测定。通过细胞的阳性率我们发现 , 
PEV与5-FU联合处理组的P62蛋白(图10C)、P21蛋白

(图10D)变化最为明显, 与细胞水平实验结果相一致。

3   讨论
结肠癌是全球癌症相关死亡的第三大原因[23]。衰

老是DNA损伤细胞分裂过程中常见的应激反应[24]。诱

导肿瘤细胞衰老是一种可以有效应对肿瘤发生的办

法 , 可以阻止细胞增殖并激活抗肿瘤免疫反应 [25-26]。

衰老相关增殖停滞的主要介导物是细胞周期蛋白

依赖性激酶抑制因子1和1B等 , 它们阻止细胞周期

检查点细胞周期蛋白复合体的形成 , 参与细胞周期

G1~S的相变 [27]。衰老细胞的特征是半乳糖苷酶活

性增加 , 细胞周期停滞。我们的研究表明 ,  HT29、
HCT116细胞在PEV单药处理后 , 细胞衰老特征明

显。PEV诱导细胞衰老是不可逆的, 并伴有P21的持

续积累和DNA损伤反应的持续激活[28]。与此同时与

PEV单药处理组相比 , PEV与5-FU联合用药处理组

半乳糖苷酶活性增加 , P21、P27等细胞周期相关蛋

白变化明显 , 提示PEV与5-FU联合处理后细胞衰老

加剧。有研究表明 , 联合检测衰老生物标志物和细

胞增殖可提高组织切片衰老细胞预测的可靠性 [29]。

我们通过平板克隆实验对药物处理组的增殖能力进

行检测 , 发现结肠癌细胞发生衰老抑制了细胞增殖 , 
且PEV与5-FU联合处理的细胞与单药处理细胞相比

细胞增殖受到了抑制。与此同时CCK-8实验还提示

我们PEV与5-FU联合处理后 , 结肠癌细胞对5-FU的

A: Western blot检测衰老相关蛋白PAI-1、LaminB1、P21、P62、P27的变化; B: P21、P27、P62、PAI-1、LaminB1表达量的定量统计分析。

n=3, ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: Western blot was used to detect the changes of senescence-related proteins PAI-1, LaminB1, P21, P62 and P27; B: quantitative statistical analysis of 
P21, P27, P62, PAI-1, LaminB1 expression. n=3, ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图3   Western blot检测PEV单药处理、5-FU单药处理以及PEV与5-FU联合处理后HT29细胞衰老相关蛋白变化

Fig.3   Western blot analysis of senescence related protein changes in HT29 cells after PEV monotherapy, 
5-FU monotherapy and PEV combined with 5-FU treatment
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A: Western blot检测衰老相关蛋白PAI-1、LaminB1、P21、P62、P27的变化; B: P21、P27、P62、PAI-1、LaminB1表达量的定量统计分析。

n=3, ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: Western blot analysis was performed to detect the changes of age-related proteins PAI-1, LaminB1, P21, P62 and P27. B: quantitative statistical 
analysis of P21, P27, P62, PAI-1, LaminB1 expression. n=3, ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图4   Western blot检测PEV单药处理、5-FU单药处理以及PEV与5-FU联合处理后HCT116细胞衰老相关蛋白变化

Fig.4   Western blot analysis of senescence related protein changes in HCT116 cells after PEV monotherapy, 
5-FU monotherapy and PEV combined with 5-FU treatment
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A: CCK8实验检测PEV与5-FU联合使用在不同浓度下对HT29细胞活力的影响; B: CCK8实验检测PEV与5-FU联合使用在不同浓度下对HCT116
细胞活力的影响。n=5。*P<0.05, ***P<0.001。
A: CCK8 assay was used to detect the effects of PEV combined with 5-FU on the viability of HT29 cells at different concentrations; B: CCK8 assay 
was used to detect the effects of PEV combined with 5-FU on the viability of HCT116 cells at different concentrations. n=5. *P<0.05, ***P<0.001.

图5   CCK-8检测PEV与5-FU在不同浓度下联合处理HCT116、HT29细胞的存活率

Fig.5   CCK-8 assay to detect the viability of HCT116 and HT29 cells treated with PEV combined with 5-FU 
at different concentrations
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敏感性提高, 对细胞增殖的抑制效果最佳, 同时降低

5-FU或者PEV药物的浓度均可达到高浓度单药处理

相同的效果。

PEV是一种有效的NEDD8激活酶抑制剂 [11]。

NEDD8与包括结肠癌在内的许多癌症的病程有紧

密的联系 , 并且其表达水平的变化与肿瘤细胞的增

A: 3天连续计数检测PEV单药处理、5-FU单药处理、PEV与5-FU联合处理以及溶媒组HT29细胞的增殖能力; B: 3天连续计数检测PEV单药处理、

5-FU单药处理、PEV与5-FU联合处理以及溶媒组HCT116细胞的增殖能力。n=3; **P<0.01, ***P<0.001。
A: the proliferation capacity of HT29 cells in the solute group and PEV monotherapy treatment group, 5-FU monotherapy treatment group, PEV com-
bined with 5-FU treatment group were measured continuously for three days; B: the proliferation capacity of HCT116 cells in PEV single-drug treat-
ment, 5-FU single-drug treatment, PEV combined with 5-FU treatment, and solvent groups was measured for three consecutive days. n=3; **P<0.01, 
***P<0.001.

图6   3天连续计数检测溶媒组与药物处理组的HT29细胞与HCT116细胞的增殖能力

Fig.6   The proliferation capacity of HT29 cells and HCT116 cells in the solvent group and the drug treatment groups 
was measured for three consecutive days
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A: 平板克隆实验检测PEV单药处理、5-FU单药处理、PEV与5-FU联合处理以及溶媒组HT29、HCT116细胞的增殖能力; B: HT29、HCT116细
胞实验组与溶媒组克隆形成数量统计; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: the proliferation ability of PEV monotherapy, 5-FU monotherapy, PEV and 5-FU combined treatment, and solvent groups HT29 and HCT116 cells 
was detected by plate cloning experiment; B: colony formation number statistics of HT29 and HCT116 cells in experimental groups and vehicle group; 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图7   平板克隆实验检测HCT116、HT29细胞药物处理后的增殖能力

Fig.7   The proliferation ability of HCT116 and HT29 cells after drug treatment was detected by plate cloning experiment
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殖和克隆能力有关 [30]。PEV选择性地抑制NEDD8
激活酶 , 可以干扰许多类型的癌症 [31-33], 特别是结直

肠癌的代谢 [34], 可以导致细胞周期停滞或细胞死亡。

与此同时现阶段的结肠癌常见化疗药物和PEV联合

使用 , 已发现具有良好的抗肿瘤作用 [19]。5-FU是结

肠癌治疗中广泛使用的抗肿瘤药物 , 通过靶向胸苷

酸合酶抑制肿瘤细胞增殖, 影响肿瘤细胞的分裂[35]。

目前5-FU是结肠癌的治疗的一线化疗药物 , 找寻新

的药物与5-FU联合用药提高结肠癌治疗效果很有必

要。本研究中发现结肠癌细胞中PEV与5-FU联合用

药治疗效果优于5-FU单独使用 , 在药物处理组中最

大程度地抑制细胞增殖、促进细胞衰老 , 所以我们

推测细胞衰老或许可以增加结肠癌对5-FU等化疗药

物的抗肿瘤作用, 同时进一步加剧细胞的衰老。

P21、P27、P53和P62参与细胞衰老 [36-38]。细

胞在衰老过程中会生成复杂的分泌体 , 包括 IL-8、
IL-6、PAI-1和胰岛素样生长因子结合蛋白7(insulin 
like growth factor binding protein 7, IGFBP7), 促进

细胞衰老、生长停滞 [39]。衰老细胞表现出特定的

表型 , 包括核形态改变和转录组学的变化 [40], 其中

LaminB1(核层的主要成分 )的显著丢失是细胞发生

衰老的标志 [41]。我们通过细胞实验发现 PEV单药

处理以及PEV与 5-FU联合处理的结肠癌细胞P62、
PAI-1表达水平增加及LaminB1缺失。这提示我们

结肠癌细胞在PEV单药处理以及PEV与 5-FU联合

处理后细胞出现明显衰老。与此同时我们也发现

在 5-FU单药处理后 , 半乳糖苷酶的活性以及衰老

相关蛋白并未发生明显改变 , 但PEV与5-FU联合处

A: 裸鼠皮下成瘤实验检测PEV给药组、5-FU给药组、PEV与5-FU联合给药组以及溶媒组的肿瘤生长情况; B: PEV给药组、5-FU给药组、PEV
与5-FU联合给药组以及溶媒组的肿瘤质量统计。C: PEV给药组、5-FU给药组、PEV与5-FU联合给药组以及溶媒组肿瘤生长曲线。**P<0.01, 
***P<0.001。
A: the tumor growth in the PEV administration group, 5-FU administration group, PEV combined with 5-FU administration group, and solvent group 
was detected by subcutaneous tumor formation experiment in nude mice; B: the tumor weight statistics of PEV administration group, 5-FU administra-
tion group, PEV combined with 5-FU administration group, and solvent group. C: tumor growth curves of PEV administration group, 5-FU administra-
tion group, PEV combined with 5-FU administration group, and solvent group. **P<0.01, ***P<0.001.

图8   在动物水平检测溶媒组与给药组肿瘤的生长情况

Fig.8   Tumor growth of the vehicle group and the administration groups was measured at animal level
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理 , 较PEV单药处理 , P62、PAI-1、LaminB1变化

更为明显。同时我们也在动物水平通过裸鼠皮下

成瘤实验验证PEV促进细胞衰老 , 提高结肠癌细胞

对5-FU的敏感性的结论。我们从肿瘤的生长速度、

肿瘤的质量以及肿瘤组织免疫组化染色阳性率等

多个维度进行分析 , 结果提示PEV单药处理与5-FU
单药处理对肿瘤体积大小和质量的抑制情况没有

较大差异, 均可以起到抑制肿瘤增殖的效果, 但PEV
与5-FU联合使用对肿瘤增殖的抑制作用最为明显 , 
并且我们通过免疫组化染色也发现 PEV、5-FU联

合处理组P62、P21衰老相关蛋白也发生明显变化。

目前 , 在很多肿瘤中都发现了细胞衰老与化疗

药物的疗效密切相关。诱导卵巢癌细胞衰老可以降

低化疗剂量和肿瘤的抗凋亡能力[26,42]。卵巢癌细胞中

可以通过抑制细胞衰老而增强细胞对化疗药物的耐

药性 [43]。与此同时还有研究报道可以通过细胞衰老

来治疗癌症并且规避基因毒性化疗药物的耐药性 [44]。

我们的研究从体内外共同验证了PEV促进了结肠癌

细胞衰老, 提高了5-FU对结肠癌的治疗效果, 从而抑

制了细胞的增殖, 加剧了细胞衰老的猜想。 
综上所述 , 我们实验证明PEV促进结肠癌细胞

衰老, 导致衰老相关蛋白P21、P27、P62、PAI-1等蛋

白表达水平升高及LaminB1表达水平降低, 同时衰老

细胞对5-FU的敏感性增加 , 抑制了结肠癌细胞的增

殖。本研究从细胞衰老层面阐述肿瘤治疗的新方向 , 
但PEV具体是通过作用于什么分子靶点导致细胞衰

老提高5-FU抗肿瘤作用的还有待更深一步的研究。
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