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Abstract
AIM
To assess the inhibitory effect of Wee1 inhibitor MK-1775 
on self-renewal of cancer stem like cells in GBC-SD cells.

METHODS
The GBC-SD cell line was cultured in vitro, and the 
suspended cancer stem cell spheres were cultured 
in serum free stem cell culture medium containing 
MK-1775. The expression of Wee1 was detected by 
Western blot, and the changes of the sphere size 
and sphere formation rate were analyzed. After the 
establishment of a subcutaneously transplanted tumor 
model in nude mice, MK-17751 was given for 2 wk, and 
the weight of the transplanted tumors was detected 2 wk 
later.

RESULTS
After 8 d of culture with MK-1775, the expression of 
Wee1 in GBC-SD cells was downregulated and the 
sphere size and sphere formation rate were reduced. 
After MK-17751 treatment, the growth of subcutaneous 
xenografts in nude mice was inhibited.

CONCLUSION
MK-1775 can inhibit the self-renewal of cancer stem like 
cell in gallbladder cancer GBC-SD cells.

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: MK-1775; Gallbladder cancer; Cancer stem cells; 
Self-renewal
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Shi CJ, Tian R, Wang M, Zhao Y, Qin RY. Effect of WEE1 inhibitor 
MK-1775 on self-renewal of gallbladder cancer stem cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2018; 26(27): 1586-1591  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/full/v26/i27/1586.htm  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v26.i27.1586

摘要
目的
研究Wee1抑制剂MK-1775对GBC-SD细胞系胆囊癌
干细胞样细胞自我更新的抑制作用. 

方法
体外培养GBC-SD细胞系, 在无血清干细胞培养基
中加入MK-1775后培养悬浮肿瘤干细胞球; Western-
blot检测Wee1的表达, 并分析比较肿瘤干细胞球体积
大小和形成率的变化; 建立裸鼠皮下移植瘤模型后
MK-17751灌胃2 wk, 2 wk后检测分析移植瘤的重量. 

结果
加入MK-1775培养8 d后, GBC-SD 细胞中Wee1表达
下调, 同时肿瘤干细胞球大小及形成率均受到抑制; 
经MK-17751处理后, 裸鼠皮下移植瘤生长受到抑制. 

结论
MK-1775具有抑制GBC-SD细胞系胆囊癌干细胞样
细胞自我更新的作用. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: MK-1775; 胆囊癌; 肿瘤干细胞; 自我更新

核心提要: 原发性胆囊癌早期诊断困难, 恶性程度高, 肿
瘤进展快, 预后较差. 目前研究表明肿瘤干细胞是肿瘤

发生发展发的根本原因. 本研究通过体外和体内实验观

察到MK-1775对胆囊癌干细胞样细胞自我更新具有抑

制作用, 有望成为治疗胆囊癌的靶向药物之一. 

石程剑, 田锐, 王敏, 赵炎, 秦仁义. Wee1抑制剂MK-1775对GBC-SD

细胞系胆囊癌干细胞样细胞自我更新的影响. 世界华人消化杂志 2018; 

26(27): 1586-1591  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/full/
v26/i27/1586.htm  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v26.
i27.1586

0  引言

原发性胆囊癌是胆道系统常见的恶性肿瘤, 因其早期诊

断困难, 肿瘤进展快, 恶性程度高, 早期易发生转移, 所
以其预后较差, 5年生存率5％左右[1,2]. 目前研究表明肿

瘤干细胞是肿瘤发生发展、耐药及复发的根本原因[3,4], 
而自我更新是肿瘤干细胞的基本特征[5,6], 近来研究表明

阻断肿瘤干细胞的自我更新是肿瘤靶向治疗的有效途

径之一[7,8]. Wee1抑制剂MK-1775在多种肿瘤的研究中

具有抑制肿瘤的作用[9,10], 而其与肿瘤干细胞的相关性

研究则较少有报道. 本文旨在考察MK-1775对胆囊癌干

细胞自我更新的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 MK-1775(MCE中国), Wee1抗体(Santa Cruz), 
DMEM/F12(1:1)培养基(Gibco); B27添加剂(Gibco); 人表

皮生长因子(EGF, Pe-proTech);人碱性成纤维生长因子

(bFGF, Pepro-Tech); L-谷氨酰胺(Sigma); 特级胎牛血清

(Hy-clone); 人胆囊癌细胞系GBC-SD购自上海中国科学

院研究所; 实验动物由鼠来宝(武汉)生物科技有限公司

提供. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人胆囊癌GBC-SD细胞系用含100 mL/L
胎牛血清(Gibco)、100 U/mL青霉素和100 U/mL链霉素

的DMEM/F12培养基(Gibco), 在37 ℃、50 mL/L CO2饱

和湿度条件下培养, 0.2 g/L胰蛋白酶的消化、传代, 实
验选用对数生长期的细胞. 
1.2.2 肿瘤干细胞球形成率实验: 取对数生长期的细胞

消化后, PBS洗2次, 用无血清培养基悬浮培养, 无血清

培养基由DMEM/F12(1:1)、B27(1:50)、EGF(20 μg/L)、
bFGF(10 mg/L)、LIF(10 mg/L)和L -谷氨酰胺(2 mmol/L)
组成. 用24孔板培养, 每孔种入1000个细胞. 实验组的培

养基中加入MK-1775(100 nM). 每天加入0.25 mL无血清

培养基, 观察细胞球形成的过程, 拍照并记录. 肿瘤干细

胞球形成率计算方式: 计数细胞数≥20个的细胞球, 形
成率 = 细胞球数/种入细胞数×100%. 
1.2.3 Western-blot: 将肿瘤细胞球消化后用RIPA裂解

液(博士德, 中国)提取细胞总蛋白, BCA法(碧云天, 中
国)测定蛋白质浓度; 取蛋白质40 μg/孔进行电泳(12% 
SDS-PAGE胶), 转膜至PVDF膜(Millipore, 德国), 用含

5%脱脂奶粉的封闭液室温下封闭反应2 h, 分别加入鼠

抗人Wee1单克隆抗体(体积稀释比例为1:500)及鼠抗人

APDH单克隆抗体(1:200), 4 ℃反应过夜; TBST洗膜后, 
加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠IgG(1:1000), 室温反

应1 h; TBST洗膜后, 用ECL试剂进行显影. 
1.2.4 裸鼠皮下抑制瘤生长抑制实验: 将GBC-SD细胞

消化吹散制成单细胞悬液, 用不含血清的PBS洗2次后, 
PBS重悬, 按1×106数量级分别注入裸鼠右腹部皮下, 观
察移植瘤形成时间及生长速度的情况. 自肉眼可观察到

移植瘤形成后, 给予MK-1775灌胃(80 mg/kg), 隔日一次, 
持续两周, 治疗结束后继续观察2 wk, 处死、解剖裸鼠

取出肿瘤, 测量肿瘤的重量. 
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1.2.5 免疫组化: 将裸鼠皮下移植瘤甲醛固定, 制成切片

行HE染色, 部分行脱蜡、水化及抗原修复后, 按照说明

书应用免疫组织化学SP法检测Wee1的表达.

统计学处理 采用SPSS20.0软件对实验的结果数据

进行统计分析. 计量资料以mean±SD表示, 使用单因素

方差分析进行多组均数比较, 使用LSD分析进行两两比

较. 适当的时候使用双侧t检验. P＜0.05表示差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 MK-1775抑制Wee1在GBC-SD细胞中的表达 将
GBC-SD细胞用不含血清的干细胞培养基培养8 d形成

悬浮肿瘤干细胞球后, 使用Western Blot检测Wee1的表

达情况, 结果显示(图1), 实验组细胞Wee1的表达明显下

调, 表明MK-1775抑制了Wee1的表达.
2.2 肿瘤干细胞球形成能力下降 GBC-SD细胞在不含

血清的干细胞培养基培养8 d, 观察悬浮肿瘤干细胞球

形成的情况, 结果显示(图2), 加入MK-1775组肿瘤干细

胞球形成率明显低于对照组, 且肿瘤干细胞球的体积也

明显小于对照组.
2.3 裸鼠体内形成肿瘤能力下降 接种GBC-SD细胞2 wk
后, 肉眼可见皮下肿瘤形成, 遂开始给予MK-1775灌胃

处理, 4 wk后取出肿瘤, 免疫组化结果提示MK-1775在
裸鼠体内抑制了GBC-SD来源的皮下肿瘤细胞Wee1的
表达; 肿瘤重量对比结果显示, 实验组肿瘤重量明显小

于对照组, 表明MK-1775在裸鼠体内抑制了GBC-SD来

源的皮下肿瘤的生长(图3).

3  讨论

胆囊癌是胆管系统最常见的恶性肿瘤, 因其难以早期发

现, 并极易发生侵袭转移, 确诊时多数患者已处于晚期

而丧失了最佳手术时机[1]. 虽然近年来胆囊癌手术切除

范围不断扩大, 其总体5年生存率仍徘徊在5%左右[2]. 临
床实践表明, 目前的手术治疗方法几乎达到了极限, 放
疗和化疗等综合治疗仍是有望提高患者生存率的重要

手段, 但遗憾的是,胆囊癌对目前的各种化疗药物都不

敏感. 近年来的研究表明, 肿瘤的发生、发展和转移与

肿瘤干细胞相关, 这一小群细胞具有自我更新、耐受

放化疗及高致瘤性等特性, 是导致治疗后肿瘤复发的

原因[3]. 自我更新是肿瘤干细胞的基本特征, 近来研究

表明阻断肿瘤干细胞的自我更新是肿瘤靶向治疗的有

效途径之一[11-13]. 在我们前期的研究中, 我们证实了胆

囊癌部分细胞在干细胞培养环境下可以形成肿瘤细胞

球, 这些细胞具有肿瘤干细胞的特征, 包括自我更新、

分化潜能及高致瘤性[14,15], 对其自我更新的干预有望为

胆囊癌的靶向治疗提供线索. 
Wee1属于丝/苏氨酸蛋白激酶家族, 其可以通过

抑制CDC2的活性来抑制细胞进行有丝分裂, 调节细

胞周期进展[16]. 越来越多的研究表明人Wee1在维持癌

Wee1

GAPDH

阴性对照                        MK-1775

图  1  Western-blot 检测Wee1的表达. 经MK-1775作用后, Wee1的

表达下调.
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图  2  肿瘤干细胞球形成能力分析. A: 干细胞培养环境下培养8 d

后, 实验组形成的肿瘤干细胞球小于对照组(×200); B: 实验组肿瘤

干细胞球形成率小于对照组. aP<0.05, 与对照组相比.

阴性对照
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细胞生存方面具有非常重要的作用, 是一个理想的癌

细胞治疗靶点. 有研究表明在Wee1在结直肠癌[17]、胶

质瘤[18]、骨肉瘤[19,20]、神经母细胞瘤[21]、卵巢癌[22]、

乳腺癌细胞[23]中, 表达增加并且与肿瘤的恶性在卵巢

癌[24]、非小细胞肺癌[25]和头颈部肿瘤细胞[26]中, 单一

Wee1抑制剂MK-1775就可以抑制肿瘤; 此外, 在非小细

胞肺癌[27]、头颈部肿瘤[28]及乳腺癌[29]细胞中, MK-1775
可增强抗肿瘤药物的治疗效果, 而MK-1775对肿瘤干细

胞的作用及机制目前尚未见报道. Wee1在细胞周期G2
检测点的功能发挥中起着重要的作用, 保证DNA损伤

的修复或者促进不可逆受损和修复失败时细胞凋亡[30]. 
肿瘤细胞经放化疗DNA损伤后在G2期被修复是肿瘤耐

放化疗的重要原因, 因此通过抑制Wee1活性影响G2检
测点的功能, 进而阻碍肿瘤干细胞DNA的修复有望成

为抑制肿瘤干细胞的机制之一. 我们使用MK-1775在胆

囊癌GBC-SD细胞中抑制Wee1功能后, 观察到其中肿瘤

干细胞样细胞的自我更新被抑制, 进一步动物体内研究

显示, MK-1775通过抑制Wee1功能抑制了肿瘤的生长. 
我们的研究表明, MK-1775抑制胆囊癌干细胞样细胞的

自我更新, 可能和其损伤的DNA得不到足够的修复而

引起, 但其具体机制需进一步探索. 
总之, 本文的实验研究结果证明, MK-1775具有抑

制源自GBC-SD细胞系肿瘤干细胞样细胞自我更新能

力及其形成的肿瘤生长的作用, 从而彰显了MK-1775 
可能作为一种靶向胆囊癌干细胞治疗人胆囊癌候选药

物的潜能. 

文章亮点

实验背景

原发性胆囊癌是胆道系统常见的恶性肿瘤, 因其早期诊

断困难, 肿瘤进展快, 预后较差. 目前研究表明肿瘤干细

胞是肿瘤发生发展、耐药及复发的根本原因, 近来研究

表明阻断肿瘤干细胞的自我更新是肿瘤靶向治疗的有

效途径之一. 

实验动机

Wee1抑制剂MK-1775在多种肿瘤的研究中具有抑制肿

瘤的作用, 而其与肿瘤干细胞的相关性研究则较少有报

道. 本研究拟考察MK-1775对胆囊癌干细胞自我更新的

影响. 

实验目标

研究Wee1抑制剂MK-1775对GBC-SD细胞系胆囊癌干

细胞样细胞自我更新的抑制作用.

实验方法

通过体外实验检测MK-1775对胆囊癌悬浮肿瘤干细胞

球形成的影响, 并进一步建立裸鼠皮下移植瘤模型后

MK-17751治疗, 观察对移植瘤生长的影响. 

实验结果

加入MK-1775后, GBC-SD细胞肿瘤干细胞球大小及形

成率均受到抑制; 经MK-17751处理后, 裸鼠皮下移植瘤

生长受到抑制. 

实验结论

MK-1775具有抑制GBC-SD细胞系胆囊癌干细胞样细胞

自我更新的作用. 
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图  3  皮下移植瘤生长抑制实验. A: 免疫组化检测皮下移植瘤Wee1

的表达(×400); B: 皮下移植瘤重量分析. aP<0.05, 与对照组相比.

 文章亮点
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展望前景

进一步探索MK-1775对胆囊癌耐药和侵袭的影响, 并进

行临床前实验, 有望成为治疗胆囊癌的靶向药物之一.
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