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■背景资料
在G2/M期, CDC25
通过磷酸化Wee1
减弱其活性 ,  同
时 S C F To m e - 1
使Wee1降解, 进
而 激 活 C D K s /
Cyclins激酶, 从
而 可 使 有 丝 分
裂 期 快 速 启 动 . 
而 在 接 下 来 的
G 1期 ,  We e 1 在
A P C C D H 1 的
辅 助 下 恢 复 作
用 ,  从而分别以
Cyclins和Tome-1
降解的方式调控
CDKs/Cyclins和
SCFTome-1的失
活 .  因此一直到
S期都有Wee1的
作用 ,  可阻止有
丝分裂提前发生, 
确保受损DNA修
复完全 ,  从而保
持DNA的完整性.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Wee1 
and phosphorylated Wee1 protein in colorectal 
cancer and normal tissues, and analyze the 
regulatory effect of Wee1 on cell proliferation in 
the human colorectal cancer cell line HCT116. 

METHODS: The expression of Wee1, p-Wee1 
(Ser53) and p-Wee1 (Ser642) was detected by 
immunohistochemistry in colorectal cancer and 
normal tissues. The changes in Wee1, p-Wee1 
(Ser53) and p-Wee1 (Ser642) expression were 
detected by Western blot in starved HCT116 
cells. HCT116 cells were then cultured in 
medium containing different concentrations 
of Wee1 inhibitor PD407824. Cell proliferation 
was determined by Cell Counting Kit-8 
(CCK-8) assay, and the morphology of the cells 
was observed by light microscopy. 

RESULTS: The positive rates of Wee1, p-Wee1 
(ser53), and p-Wee1 (ser642) expression 
(68.00%, 85.00% and 91.00%) in colorectal 
cancer were significantly higher than those in 
normal tissues (9.62%, 21.15% and 42.31%) (P 
< 0.05 or P < 0.01). The expression of the Wee1 
and its phosphorylated forms rose mainly at 6, 
12 and 24 h. The proliferation of HCT116 cells 
was inhibited by Wee1 inhibitor PD407824. 

CONCLUSION: The levels of Wee1 and its 
phosphorylation forms closely relate to the 
proliferation of colorectal cancer cells. Wee1 
inhibitor may be a potential new treatment for 
colorectal cancer in the future. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
本文研究了在大
肠 肿 瘤 中 We e 1
及其磷酸化蛋白
在核内及胞浆内
的不同分布位置, 
探讨了其对细胞
周期的调控机制. 
证明了在体外实
验 中 使 用 We e 1
抑制剂能够抑制
肿瘤细胞的增殖, 
提供了治疗肿瘤
的可能性 .  但是
在临床实验中其
疗效仍不足 ,  尚
需进一步的研究. 

Key Words: Colorectal cancer; Wee1; Cell cycle; 
Cell proliferation
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摘要 
目的: 检测大肠癌及正常组织和细胞株中
Wee1及其磷酸化形式的表达并探讨Wee1对
大肠癌细胞株HCT116增殖的调控方式. 

方法:  首 先 ,  使 用 免 疫 组 织 化 学 的 方 法
检测 W e e 1 总 蛋 白 及 p - W e e 1 ( s e r 5 3 ) 和
p-Wee1(ser642)的表达. 其次, 使用血清饥饿
法大致停滞细胞周期后, 用Western blot法测
定Wee1及p-Wee1(ser53)和p-Wee1(ser642)在
HCT116细胞株中的表达. 最后, 将Wee1抑制
剂PD 407824稀释成不同浓度, 用CCK8法测
定不同时间点HCT116的增殖情况及用显微
镜观察其形态变化. 

结果: Wee1、p-Wee1(ser53)及p-Wee1(ser642)
蛋 白 在 大 肠 癌 组 织 中 的 阳 性 表 达 率
(68.00%、85.00%和91.00%)高于正常组织
(9.62%、21.15%和42.31%), 有统计学意义
(P <0.05, P <0.01). 细胞增殖过程中, 检测到
Wee1及其磷酸化蛋白的表达主要在6、12、
24 h升高. Wee1抑制剂PD 407824可以抑制
HCT116细胞增殖(P <0.01). 

结论: Wee1及其磷酸化蛋白的水平与大肠肿
瘤的增殖有关, Wee1抑制剂有望作为一个新
的选择性的肿瘤治疗手段. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: Wee1及其磷酸化蛋白的水平与大肠

肿瘤的增殖有关. Wee1的ser642位点被磷酸化

有利于Wee1从细胞核转入细胞浆中, 失去活性. 
Wee1的ser53位点被磷酸化, 才能与SCF结合从

而被降解. 而Wee1抑制剂有望作为一个新的选

择性的肿瘤治疗手段.
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0  引言

大肠癌是目前常见的恶性肿瘤之一, 预后差, 
发病率也呈明显上升的趋势. 故研究其发病

机制对提高大肠肿瘤的早期诊断水平非常重

要. 而肿瘤的发生与细胞周期失控有着密切关

系. 细胞周期的调控主要是通过相应的细胞

周期蛋白(cyclins)及细胞周期蛋白依赖性激酶

(cyclin-dependent kinases, CDKs)和细胞周期蛋

白依赖性激酶抑制物(cyclin -dependent kinase 
inhibitor, CDIs)复合物来进行. Wee1和Cdc25是
作为2个具有相反作用的重要因子来调控G2/M
期[1,2]. 其中, Wee1是一个属于丝氨酸和苏氨酸

家族的激酶. 在人体细胞中, Wee1通过磷酸化

CDK1的Tyr-15位点, 抑制其活性, 从而使细胞

不能进入M期, 即有丝分裂期[3]. 如果Wee1表
达升高, 则细胞将停滞于间期可能发生凋亡; 
如果表达降低, 则可能是直接通过G2/M期, 具
有变异的DNA的细胞继续分裂, 而导致癌变. 
因此Wee1的激活和失活非常重要, 而其磷酸化

在这一过程中又起着关键的作用. 
而既然Wee1在G2/M检验点中起着重要的

作用, 那抑制Wee1活性是否可以协同治疗肿

瘤? 本研究中我们将检测Wee1及其磷酸化蛋

白在大肠癌组织中的表达, 使用PD 407824(一
种Wee1抑制剂)作用于大肠肿瘤细胞株, 观察

其对细胞增殖的影响, 拟探讨Wee1及其磷酸

化对大肠癌细胞株增殖的调控及相关机制, 为
Wee1抑制剂联合抗肿瘤药物治疗大肠癌提供

理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机采用昆明医科大学第一附属医

院普外科和肿瘤科经手术切除及术后病理确

诊的大肠癌新鲜标本共100例. 所有大肠癌标

本临床病理资料完整, 患者术前均未经任何放

化疗. 同时随机选取距肿瘤边缘>10 cm的正常

组织52例, 作为对照. 大肠癌患者病理组织学

类型均为腺癌. 大肠肿瘤细胞株HCT116来源

美国模式培养物保藏所, 由南方医科大学南方

医院消化疾病研究所赠. HCT116细胞株为成

年男性大肠腺癌患者的结肠癌部位来源; PD 
407824购自美国Merck Biosciences公司; Wee1
抗体及p-Wee1(ser53)购自美国Santa Cruz公
司; p-Wee1(ser642)抗体购自美国Cell Signaling 
Technology美国. DHP-9162型电热恒温培养
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■相关报道
另一种Wee1抑制
剂MK-1775已行
临床Ⅰ期研究, 对
复发实体肿瘤有
一定的抑制作用,
但 仅 2 例 患 者 对
其有部分应答. 其
不良反应比较明
显的为骨髓抑制
及腹泻 .  而同时
也有相关研究将
Wee1抑制剂与放
疗或与其他化疗
药物联合使用, 证
明其对肿瘤细胞
有抑制作用, 但暂
时没有更多的临
床研究.

箱: 上海恒科技有限公司/上海恒科学仪器有

限公司; SW-CJ-1FDA/SW-CJ-2FDA超净工作

台: 江苏苏净集团安泰公司; MODEL5410研究

级倒置万能材料显微镜: 蔡司光学仪器(上海)
国际贸易有限公司; 高速冷冻离心机: Sigma
公司; 垂直电泳仪、Mini Trans-Blot Ⅲ电转

移槽、Mini-Protein Ⅲ电泳槽: Bio-Rad公司; 
微孔板检测系统-酶标仪SpectraMax Plus384: 
Molecular Devices公司.  
1.2 方法 
1.2.1 收集标本: 所有标本均为手术切除的新鲜

标本. 标本切下后, 在原发灶和距大肠癌原发

灶边缘10 cm两个部位分别切取0.5 cm×0.5 cm
组织块, 除去坏死组织及周围结缔组织后, 用
40 g/L甲醛溶液固定. 随后进行石蜡包埋、编

号备用. 
1.2.2 测定Wee1及其磷酸化形式在组织中的

表达: 依次经过包埋组织、切片、脱蜡、水

化、抗原修复、滴加一抗、滴加二抗、显色

等步骤来测定Wee1总蛋白及p-Wee1(ser53)和
p-Wee1(ser642)在组织细胞中的表达及位置. 其
阳性结果判断参照Sinicrope的半定量积分法. 
1.2.3 测定Wee1及其磷酸化形式在大肠癌细胞

株中的表达: 首先, 采用血清饥饿法将HCT116
细胞尽量同步化, 再加入含血清的培养基, 然
后在不同时间点(10 min、1、6、12、24和
48 h)收集细胞, 用Western blot法测定Wee1及
p-Wee1(ser53)和p-Wee1(ser642)的表达. 
1.2.4 使用Wee1抑制剂PD 407824后, 测定Wee1
在大肠癌细胞株中的表达: 使用96孔板培养

细胞. 在培养基中分别加入1 μL DMSO和1 μL
不同浓度PD 407824(稀释后抑制剂的浓度为: 
0.5、2.5、5.0、7.5、10 μmol/L)后继续培养

HCT116细胞, 并在6、24、48 h 3个时间点使

用CCK-8法检测细胞增殖. 进行检测前在每孔

中加入CCK-8溶液10 μL, 在培养箱内继续孵育

1 h. 在450 nm波长下, 使用酶联免疫分析仪测

定各孔光吸收值, 并记录下结果; 然后以时间

为横轴, 光吸收值为纵轴绘制细胞生长曲线. 
统计学处理 使用SPSS17.0专业统计软件

进行数据分析, 采用χ2检验及校χ2检验对大肠

癌组织和大肠正常组织中Wee1、p-Wee1(ser53)
和p-Wee1(se r642)的表达进行分析, 并采用

Spearman等级相关分析来检验3种蛋白表达的

相关性. 各试验组与对照组间差异采用单因素

方差分析. 

2  结果

2.1 Wee1在大肠癌组织中表达升高 Wee1在正

常组织和大肠癌组织中的阳性表达率分别为

9.62%(5/52)和68.00%(68/100). Wee1阳性表达

主要在细胞核, 胞浆可有少量着色, 而正常组

织中几乎不着色(图1A); 在大肠癌高中分化

标本中表现为着色较浅、棕黄色的颗粒, 低
分化标本中则为胞核深染、棕褐色的颗粒(图
1B). 统计学结果显示: Wee1在大肠癌组织中

的表达要明显高于正常组织, 有统计学意义

(P <0.01)(表1), 与大肠癌组织分化程度呈负相

关(r  = -0.241, P <0.05)(表2). 
2.2 p-We e1(s e r53)在大肠癌组织中表达升

高  p-We e1(s e r53)在正常组织和大肠癌组

织中的阳性表达率分别为21.15%(11/52)和
85.00%(85/100). p-Wee1(ser53)阳性表达主要

在细胞核, 胞浆也有少量着色, 正常组织中也

几乎不着色; 在大肠癌高中分化标本中表现

为着色较浅、棕黄色的颗粒, 低分化病例中

     分组 n 阴性 阳性 阳性率(%) P 值

Wee1 <0.01

  正常组织   52 47   5   9.62

  大肠癌 100 32 68 68.00

p-Wee1(ser53) <0.01

  正常组织   52 41 11 21.00

  大肠癌 100 15 85 85.00

p-Wee1(ser642) <0.01

  正常组织   52 30 22 42.31

  大肠癌 100   9 91 91.00

表  1  Wee1及其磷酸化蛋白在大肠正常组织和癌中的表达情况
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■创新盘点
本文明确了Wee1
及其磷酸化蛋白
的水平及位置与
大肠肿瘤的增殖
有关 .  同时选择
了PD 407824作为
Wee1抑制剂, 证明
了单独使用Wee1
抑制剂对大肠肿
瘤细胞的增殖也
具有抑制作用.

则为胞核深染、棕褐色的颗粒(图1C). 统计

学结果显示: p-Wee1(ser53)在大肠癌组织中

的表达要明显高于正常组织, 有统计学意义

(P <0.01)(表1), 与大肠癌组织分化程度呈负相

关(r  = -0.241, P <0.05)(表2). 
2.3 p-Wee1(se r642)在大肠癌组织中表达升

高 p-We e1(s e r642)在正常组织和大肠癌组

织中的阳性表达率分别为42.31%(22/52)和
91.00%(91/100). p-Wee1(ser642)阳性表达主要

在细胞浆, 或胞浆、胞核两者均有着色, 正常

的组织也几乎不着色; 在大肠癌高中分化标本

中表现为着色较浅、棕黄色的颗粒, 低分化标

本中则为胞核深染、棕褐色的颗粒(图1D). 统

计学结果显示: p-Wee1(ser642)在大肠癌组织

中的表达要明显高于正常组织, 有统计学意义

(P <0.01)(表1), 与大肠癌组织分化程度呈负相

关(r  = -0.241, P <0.05)(表2). 
2.4 Spearman等级相关分析 统计结果表明Wee1
与p-Wee1(ser53)蛋白在大肠癌中的表达呈正

相关(r  = 0.286, P<0.05), Wee1与p-Wee1(ser642)
蛋白在大肠癌中的表达也呈正相关(r  = 0.423, 
P <0.01), 而p-Wee1(ser53)与p-Wee1(ser642)蛋
白在大肠癌中的表达则亦呈明显正相关(r  = 
0.426, P<0.01), 均具有统计学意义. 
2.5 采用Western blot法测定Wee1及其磷酸化

形式的表达 在不同的时间点(10 min、1、6、

A B

C D

图  1  Wee1及其磷酸化蛋白在组织中的表达(×400). A: Wee1与正常大肠组织; B: Wee1与大肠低分化腺癌; C: 

p-Wee1(ser53)与大肠低分化腺癌; D: p-Wee1(ser642)与大肠低分化腺癌.

     分化程度 n 阴性 低表达 高表达 r 值 P 值

Wee1 -0.241 <0.05

  高、中分化 72 18 30 24

  低分化 28 14   4 10

p-Wee1(ser53) -0.299 <0.05

  高、中分化 72   6 35 31

  低分化 28   9   5 14

p-Wee1(ser642) -0.349 <0.01

  高、中分化 72   2 54 16

  低分化 28   7   3 19

表  2  Wee1蛋白及其磷酸化蛋白的表达与大肠癌病例分化程度间的关系
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■应用要点
证明了单独使用
Wee1抑制剂对大
肠肿瘤细胞的增
殖也具有抑制作
用, 因此可将PD 
407824进一步在
动物实验中验证, 
探讨其有效剂量, 
对比与其他Wee1
抑 制 剂 的 区 别 , 
尤其是安全性及
不良反应方面. 

12、24和48 h)测定Wee1及其磷酸化形式的表

达, 发现他们的表达成周期性变化, 在6、12、
24 h出现表达升高; Wee1、p-Wee1(ser53)和
p-Wee1(ser642)蛋白表达的高峰分别在6、12和
24 h, 然后又逐渐下降(图2). 
2.6 Wee1特异的抑制剂PD 407824 使用Wee1特
异的抑制剂PD 407824后, HCT116细胞增殖得

到抑制, 与PD 407824呈时间剂量依赖的关系, 
有统计学意义(P <0.01)(图3). 显微镜下观察经

抑制剂处理过的HCT116细胞: 在24 h后随着抑

制剂浓度的增加, 细胞数目不仅明显减少, 而
且形态发生变化, HCT116细胞体积收缩、染

色质凝集, 出现凋亡. 

3  讨论

在正常周期调控下, 细胞开始增殖、分化、衰

老及凋亡等生命过程. 在人类的细胞周期中主

要有G1/S和G2/M两个检验点. 在大肠肿瘤中, 
调控G1/S期的p53基因通常出现突变, 失去活

性[4]; 所以G2/M期检验点的调控更加重要[5,6]. 

其中起重要作用的复合物CyclinB-CDK1就由

Wee1和Cdc25作为两个重要的起相反作用的

因子来调控. 
本文中主要研究了We e1在大肠癌中的

表达. 研究 [7]发现在不同种类的细胞周期中, 
Wee1在G2后期和M期中的表达并不稳定. 还有

的研究表明Wee1的降解可能在M期, 也可能发

生在细胞间期. 其他生物中的Wee1类似物, 如
酵母菌中的Swe1, 也并不一定完全在M期发

生降解[8,9]. 而Wee1在爪蟾蜍胚胎[10]和小鼠胚

胎细胞[11]中M期的含量很稳定. 这些研究[12,13]

都说明Wee1活性的调节是不一样的, 他的活

性可能与许多蛋白相关, 与一个依赖磷酸化降

解的机制关系密切. 比如在啤酒酵母中, SKP/
Cull/F-box(SCF)E3遍在蛋白连接酶复合体识

别Met30p(一种F-box蛋白), 从而使Swe1p(啤酒

酵母中的Wee1类似物)被遍在蛋白化后降解[14]. 
近期的一项研究[15]也发现, 使用一种小分子物

质阻止Wee1的降解可以来阻滞细胞周期, 提示

了Wee1的降解在细胞周期的重要性. 我们的研

究也发现Wee1的蛋白水平是不断变化的, 提示

其在细胞周期中的活性是与降解有关的. 
Katayama等[16]发现Akt能够磷酸化Wee1的

ser642位点, 才能让Wee1及14-3-3θ结合在一起, 
从而使Wee1从细胞核转入细胞浆中, 失去活

性. Wells等[17]也提出Wee1需要其ser53和ser123
位点被磷酸化, 才能与SCF结合从而被降解. 
在本研究中, 我们发现大肠癌组织中, Wee1及
p-Wee1(ser53)存在于细胞核, 而p-Wee1(ser642)
多存在于细胞浆中; 在细胞增殖中, Wee1及其

磷酸化蛋白p-Wee1 ser53和ser642的水平是呈

周期性变化的, 提示了Wee1的磷酸化可能与其

活性及降解有关. 
近来的研究[18-21]发现, Wee1是一个在肿瘤

治疗中很有前景的分子靶标. 本研究也通过

免疫组织化学染色法发现Wee1及其磷酸化蛋

白的表达与大肠癌相关, 均在大肠癌中表达较

高, 正常组织低表达或不表达; 而且肿瘤分化

程度越低, 其表达越高. 其原因可能在于Wee1
缺失或受到抑制后, 细胞周期检控点的调控上

调, 细胞继续生长, 却因为DNA损伤等原因导

致细胞周期进程受阻和细胞死亡等情况随之出

现[22-24], 尤其是P53缺失的细胞中[6]. 关于细胞

生长和增殖的研究发现, 转染miRNA后能够降

低Wee1的表达, 从而能明显降低HeLa细胞(人
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图  2  HCT116细胞中不同时间点Wee1、p-Wee1(ser53)与
p-Wee1(ser642)的表达. 
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图  3  不同时间点不同药物浓度细胞的存活率.
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■名词解释
磷酸化 :  是将磷
酸 基 团 加 在 中
间 代 谢 产 物 上
或 加 在 蛋 白 质
(protein)上的过
程 .  其中除去磷
酸基团的酶称为
磷酸酶 .  磷酸基
团的添加或除去
(去磷酸化)对许
多反应起着生物
“开 /关”作用 . 
磷酸基团的添加
或 除 去 能 使 酶
(enzyme)活化或
失活 ,  控制诸如
细胞分裂这样的
过程 .  添加磷酸
基团的酶称为激
酶(kinases); 除去
磷酸基团的酶称
为磷酸酶.

类子宫颈癌细胞株)的增殖速度[25]. 目前的研

究[26-28]发现, 联合使用Wee1抑制剂MK1775及
Chk1/2抑制剂可以抑制乳腺癌、卵巢癌、前

列腺癌、恶性黑色素瘤细胞等肿瘤的生长. 现
在, Wee1抑制剂MK1775已进入Ⅰ期临床试验, 
对有BRCA基因突变的肿瘤患者中具有比较肯

定的疗效[29]. 而本研究中选择了PD 407824作
为Wee1抑制剂, 证明了单独使用Wee1抑制剂

对大肠肿瘤细胞的增殖也具有抑制作用. 因此, 
Wee1抑制剂应用于肿瘤治疗中是有着广阔的

发展前景的. 
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■同行评价
本研究检测Wee1
及其磷酸化蛋白
在 大 肠 癌 组 织
中的表达 ,  使用
PD 407824(一种
Wee1抑制剂)作
用于大肠肿瘤细
胞株 ,  观察其对
细胞增殖的影响,
结 果 发 现 We e 1
及其磷酸化蛋白
的水平与大肠肿
瘤 的 增 殖 有 关 . 
Wee1抑制剂有望
作为一个新的选
择性的肿瘤治疗
手段.
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