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Aurora-A促进胰腺癌细胞放射抵抗的
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　　［摘要］　背景与目的：Aurora-A属于丝氨酸和苏氨酸蛋白激酶家族，其异常表达可导致肿瘤发生及其

对放射线的抵抗，本研究旨在探讨Aurora-A与细胞放射敏感的相关性。方法：用Aurora-A激酶抑制剂处理

Capan-1细胞，检测细胞增殖、锚定非依赖性生长和细胞周期及其周期相关蛋白的变化；处理的细胞同时用γ

线照射，然后用流式细胞术检测细胞凋亡。结果：Aurora-A激酶抑制剂处理后，Capan-1细胞生长速度减慢，

克隆形成率降低；Aurora-A抑制可引起细胞周期G1/S以及G2/M期转化阻滞，Cyclin D1、CDK2和CDK6表达下降。

Aurora-A激酶抑制剂处理后可以提高放射线照射诱导的细胞凋亡率。结论：Aurora-A激酶抑制剂可抑制胰腺癌

细胞增殖，阻滞细胞周期，促进细胞对放射线照射的敏感性。因此，Aurora-A可能是胰腺癌放射治疗增敏的靶

向分子之一。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Aurora-A is a member of serine/threonine kinase family. The abnormal 
expression of Aurora-A induces tumorigenesis and radioresistance. This study was aimed to investigate the association 
of Aurora-A with radioresistance. Methods: Capan-1 cells were treated with Aurora-A kinase inhibitor, and then 
used to test cell proliferation, anchorage independent assay, cell cycle, and cell cycle regulatory proteins. Treated cells 
were also used to detect cell apoptosis after γ-irradiation. Results: Cell growth and colony number in soft agar were 
decreased after treatment with Aurora-A inhibitor. Treatment of cells with Aurora-A inhibitor also down-regulated 
the expression of Cyclin D1, CDK2 and CDK6 to induce cell cycle arrest at G1/S and G2/M phases, but promoted cell 
apoptosis after γ-irradiation. Conclusion: Treatment of pancreatic cancer cells with Aurora-A kinase inhibitor blocks 
cell proliferation and cell cycle progression, and promotes sensitivity of cells to radiation. Thus, Aurora-A may be used 
as one of therapeutic targets to increase the sensitivity of pancreatic cancer radiotherapy.
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　　Aurora-A又称为BTAK［1］、STK15［2］、

AIKI［3］等，是丝氨酸和苏氨酸蛋白激酶家族

成员［4］，其在胰腺癌［5］、乳腺癌［6］等多种肿

瘤中均高表达。Aurora-A可通过调节中心体复

制，纺锤体组装以及染色体分离［7-8］等参与有丝

分裂，并且可以通过与Cyclin B1［9］、P53以及

BRCA1/2相互作用调节细胞周期检查点，维持

基因组完整性［10］。近期研究发现Aurora-A与某

些肿瘤放疗抵抗相关，但其机制尚不明了。本研

究选取Aurora-A高表达的胰腺癌细胞系Capan-1
进行研究，用Aurora-A激酶抑制剂对其处理后发

现，Aurora-A激酶抑制剂可通过阻滞细胞周期进

展，抑制细胞周期蛋白表达等明显增加其放射线

敏感性。胰腺癌是致死率最高的恶性肿瘤之一，
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其病死率接近100％［11］，且往往不能通过单纯

的手术治疗改善5年生存率，必须通过手术联

合放疗等综合治疗达到延长生存期的目的。因

此，抑制Aurora-A激酶活性有可能对胰腺癌放

射治疗具有增敏作用。

1　材料和方法

1.1　材料和试剂

　　人胰腺癌细胞系Capan-1和HPAFⅡ购自美

国ATCC公司；PI (Propidium Iodide，P4170) 为
美国 Sigma公司产品；流式凋亡试剂盒(556547)
购自BD公司；BCA试剂盒(P0012)购自碧云天

公司；HRP化学发光试剂盒(WBKLS0500)购自

Millipore公司；Aurora-A (CS-3042)、p-Aurora-
A(Thr288，CS-3079)、Cyclin D1(CS-2922)、

CDK2(cyclin-dependent kinase 2，CS-2546)、
CDK6(cyclin-dependent kinase 6，CS-3136)等抗

体购自Cell Signaling Technology公司；β-actin抗

体(A5316)购自Sigma公司；Aurora-A激酶抑制

剂VX680(S1048)购自美国 Selleck公司。

1.2　方法

1.2.1　荧光定量PCR

　　收集细胞2×10 6个，然后用TRIzol试剂

(Invitrogen,  Carlsbad,  CA)提取RNA；用逆

转录试剂盒将总RNA转录成cDNA，用Ex-
Script  Sybr  green  QPCR试剂盒(TaKaRa)进行

PCR反应，反应体系含10×buffer、MgCl2、

dNTP、Tag酶、引物、cDNA模板、DEPC-
H2O等。PCR反应条件为，42 ℃温育15 min， 

95 ℃温育2 min，95 ℃变性5 s，62 ℃退火延

伸31 s，共40个循环。实验重复3次。GAPDH
引物：5’-GGCCTCCAAGGAGTAAGACC-
3 ’ ( 正 向 引 物 ) 和 5 ’ - C A A G G G G T C TA C AT 
GGCAAC-3’(反向引物 )；Aurora-A引物：

5-TCCATCTTCCAGGAGGACCAC-3(正向引

物)，5’-CCAGAGATCCACCTTCTCATC-3’(反
向 引 物 ) 。 由 P C R 反 应 曲 线 得 到 阈 值 循 环 数

(Ct)，以GAPDH作为内参照，用2-△△CT法计算

Aurora-A mRNA相对表达量。

1.2.2　免疫印迹检测

　　用胰酶消化细胞后收集细胞沉淀，用预冷

的PBS洗涤细胞2次，加入蛋白裂解液，置冰

上30 min，4 ℃，15 000×g离心10 min，收集蛋

白裂解液。用BCA试剂盒测定蛋白浓度，然后

将蛋白用6×上样缓冲液以及细胞裂解液稀释，

之后煮沸5 min。将变性后的蛋白25 μg经SDS-
PAGE电泳后，100 V恒压转膜2 h，然后用5％脱

脂奶粉封闭该膜2 h，之后加入一抗(1％脱脂奶

粉1∶1 000稀释)，室温温育2 h，1％TBST(Tris-
Buffered Saline and Tween 20)洗膜3次(每次 

15 min)，然后加入辣根过氧化物酶标记的鼠抗

/兔抗(1％脱脂奶粉1∶1 000稀释)，室温温育

1 h，用1％TBST洗膜3次(每次15 min)。最后用

Millipore化学发光剂于暗室中对PVDF膜进行曝

光和显影。

1.2.3　细胞计数

　　将细胞种植于6孔板，每孔5×104个，在 

37 ℃、CO2体积分数为5％的细胞培养箱中培

养，每2天计数1次，共计数8 d，绘制细胞生长

曲线。每孔设置3个副孔。

1.2.4　软琼脂克隆形成试验

　　在60 mm细胞培养皿中提前制备0.7％低熔

点琼脂糖底胶(2 mL 1.4％低熔点琼脂糖与2 mL 
2×DMEM培养基混合制备而成)，4 ℃冰箱保

存，在用之前提前1 h置于37 ℃细胞培养箱中预

热。用胰酶将细胞消化成单细胞后，将1×103个

细胞悬浮于0.5 mL含20％胎牛血清的2×DMEM
培养液中。将0.5 mL细胞与培养基混合物与 

0.5 mL 0.7％的低熔点琼脂糖混合均匀后悬于已

制备好的0.7％低熔点琼脂糖底胶之上。待上层

琼脂糖凝固后，置入37 ℃，CO2体积分数为5％

的温箱中培养21 d，然后拍照计数，在此过程

中每7 d加1 mL不含细胞的上层琼脂糖避免细胞 

干燥。

1.2.5　凋亡检测

　　收集细胞5×105个，在1 200×g的条件下离

心5 min，用PBS清洗2次，向细胞沉淀中加入 

100 μL 1×buffer，然后向buffer中加入5 μL An-
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nexin-Ⅴ  FITC，5 μL PI，避光，室温温育 

15 min。流式细胞仪分析：流式细胞仪激发光

波长为488 nm，并用一波长为515 nm的通带滤

器检测FITC荧光，另一波长＞560 nm的滤器检

测PI。
1.2.6　细胞周期检测

　　细胞生长至对数期时，胰酶消化细胞，

PBS清洗，在1 000×g的条件下离心5 min，沉淀

重悬于75％乙醇，-20 ℃固定4 h以上。用PBS清

洗，在1 200×g的条件下离心5 min，收集细胞，

将细胞重悬于含100 μg/mL的RNaseA和50 μg/mL
的PI的PBS中，室温温育30 min，之后用流式细

胞仪检测细胞周期。	
1.2.7　细胞系处理

　　应用荧光定量PCR和蛋白质印迹法(Western 
blot)在胰腺癌的两个细胞系Capan-1和HPAFⅡ
中分别检测Aurora-A mRNA和蛋白水平的变

化，然后选择Aurora-A高表达的细胞系Capan-1
进行研究。用DMSO溶剂处理组做为对照(con-
trol)，用300 nmol/L VX680处理细胞12 h，通过

Western blot检测p-Aurora-A (Thr288)蛋白表达

水平，然后根据1.2.3和1.2.4所示实验方法检测

Aurora-A激酶抑制剂对细胞增殖和体外克隆的

影响。应用300 nmol/L VX680处理细胞2 h，然

后对其进行18 Gy γ射线照射，4 d后用流式细胞

术检测细胞凋亡水平，并用等量DMSO溶剂处

理组做为对照(control)，进行相同处理，检测

Aurora-A激酶抑制剂对细胞凋亡的影响。

　 　 实 验 分 为 3 组 ： 抑 制 剂 组 、 对 照 组 和

抑 制 剂 加 放 射 线 组 。 其 中 抑 制 剂 组 采 用 

3 0 0  n m o l / L A u r o r a - A 激 酶 抑 制 剂 V X 6 8 0
处 理 C a p a n - 1 细 胞 1 2  h 后 收 集 细 胞 沉 淀 ，

对 照 组 采 用 等 量 D M S O 溶 剂 处 理 C a p a n - 1
细 胞 1 2  h 后 收 集 细 胞 沉 淀 ， 抑 制 剂 加 放

射 线 组 采 用 3 0 0  n m o l / L  V X 6 8 0 处 理 细 胞 

2 h，然后对其进行18 Gy γ射线照射，10 h后收

集细胞沉淀。应用流式细胞术检测细胞周期，

并采用Western blot检测周期相关蛋白的变化。

1.3　统计学处理

　　实验数据采用SPSS 17.0软件进行整理和

统计分析。计量数据采用t检验，P<0.05为差

异有统计学意义，P<0.01为差异有显著统计学 

意义。

2　结　　果

2.1　抑制Aurora-A激酶活性阻滞胰腺癌细胞增

殖和体外瘤性生长

　　荧光定量PCR和Western blot检测结果显

示，Capan-1细胞株Aurora-A基因和蛋白水平

明显高于HPAF Ⅱ(图1A、B)，因此本研究选择

Aurora-A高表达的Capan-1细胞株进行进一步 

研究。

　　由于VX680可降低Aurora-A激酶磷酸化活

性位点Thr288的自我磷酸化来抑制Aurora-A激

酶活性，本研究发现，VX680成功降低了p-Au-
rora-A表达水平(图1C)，证实了VX680确可降低

Aurora-A激酶活性，且较对照组VX680处理后

细胞生长速度明显减慢(图1D)，体外克隆数亦

明显减少(图1E、F)。表明Aurora-A激酶抑制剂

可抑制胰腺癌细胞增殖和锚定非依赖性生长。

2.2　Aurora-A激酶抑制剂促进胰腺癌细胞对放

射线的敏感性

　　尽管细胞早期凋亡差异无统计学意义，但

抑制剂组细胞经放射线照射后晚期凋亡比例

(50.7％)明显高于对照组(23.8％)(图2A、B)，

Aurora-A激酶抑制剂可促进胰腺癌细胞的放射

线敏感。

2.3　Aurora-A激酶抑制剂促进胰腺癌细胞放射

线敏感的机制

　　本研究结果显示，抑制剂组较对照组G0/G1

期增加13.7％，G2/M期增加25.4％，而S期减低

39.2％，抑制剂加放射线组较对照组G0/G1期增

加更加明显，为23.1％ (图3A、B、C)。Western 
blot检测结果显示，抑制剂组较其对照组周期蛋

白Cyclin D1、CDK2和CDK6均降低，γ射线处

理后周期蛋白减低更加明显(图3D)。

孙会贞，等.　Aurora-A促进胰腺癌细胞放射抵抗的机制研究
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图 1　Aurora-A激酶抑制剂对细胞增殖和锚定非依赖性生长的影响

Fig. 1    Effect of Aurora-A  kinase inhibitor on cell proliferation and anchorage-independent growth

 A: mRNA relative level of Aurora-A; B: Protein level of Aurora-A; C: Protein level of p-Aurora-A (Thr288); D: Cell growth curve. Blue line=control 

cells; red line=cells treated with Aurora-A inhibitor; E-F: Anchorage-independent colonies in soft agar. Error bars = 95% confidence intervals (CI).
 *: P<0.05; **: P<0.01. Data from three independent experiments. 

图 2　Aurora-A激酶抑制剂对Capan-1细胞放射线敏感性的影响

Fig. 2    Influence of Aurora-A kinase inhibitor on radiosensitivity in Capan-1 cells.

 A-B: Cells treated with Aurora-A inhibitor had more apoptotic cells than the control. 
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3　讨　　论

　　细胞周期有3个检验点，分别在G1/S期、G2/
M期和M期。大多数研究表明，Aurora-A主要在

G2/M期被激活，进而调节细胞周期进展。本研

究证明在胰腺癌细胞系Capan-1中，Aurora-A激

酶抑制剂可同时抑制G1/S期和G2/M期转化，进

而阻滞细胞周期进展，抑制剂加放射线处理后

细胞G1/S期阻滞更加显著，但该阻滞由Aurora-
A激酶抑制剂直接引起还是通过抑制周期蛋白

Cyclin D1、CDK2和CDK6等引起尚待进一步 

研究。

　　细胞周期进展主要受细胞周期蛋白以及

细胞周期蛋白依赖性激酶调节。Cyclin D1是

细胞周期检查点G1/S期的重要调控因子，其可

与CDK4/6结合形成复合物引起Rb蛋白的磷酸 

化［12］，从而解除Rb对转录因子E2F的抑制效 

图3.  Aurora-A激酶抑制剂促进胰腺癌细胞放射线敏感的机理研究

Fig. 3  Mechanism of the enhanced radiosensitivity  induced by Aurora-A kinase inhibitor in pancreatic cancer cells

 A-C: Effect of Aurora-A kinase inhibitor and irradiation on cell cycle distribution of Capan-1 cells; D: Immunoblotting analysis of the changed  
proteins associated with cell cycle induced by Aurora-A kinase inhibitor and irradiation.

应［13］，启动DNA的合成，使细胞由G1期过

渡到S期。CDK2可与Cyclin A以及Cyclin B结 

合［14］，促进细胞G2/M期转化，进而启动细胞

有丝分裂，亦可与 Cyclin E结合调控细胞周期

向G1/S期转换［15］。有报道称Aurora-A可通过调

节Cyclin B1或磷酸化BRCA1和CDC25B而绕过

G2/M检验点，促进细胞周期G2/M转换［10,16］；

磷酸化p53的Ser315位点，从而促进Mdm2介导

的p53泛素化途径降解［17］，影响细胞周期以及

细胞凋亡。Aurora-A与细胞周期蛋白表达密切

相关，其介导细胞周期进展的机制尚待进一步

分析和研究。

　　综上所述，Aurora-A激酶抑制剂可通过影

响细胞周期蛋白表达，抑制细胞周期进展，进

而引起胰腺癌细胞的放射敏感性。此实验为胰

腺癌的治疗提供了新靶点，有助于寻找胰腺癌

综合治疗的新方法。
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