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［摘要］  背景与目的：3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶1（3-phosphoinositide-dependent kinase-1，PDK1）在细胞的生长、增

殖及存活中具有重要的生理作用，其功能异常参与多种肿瘤的发生。探讨PDK1在慢性粒细胞白血病（chronic myelogenous 

leukemia，CML）细胞中的表达及参与细胞凋亡的调节机制。方法：通过蛋白质印迹法（Western blot）检测蛋白水平；

通过细胞计数试剂盒（cell counting kit-8，CCK-8）及克隆形成实验检测细胞增殖；通过流式细胞术检测细胞凋亡。 

结果：CML患者外周血白细胞中PDK1蛋白含量明显高于健康体检者（P<0.05）；在细胞株中，抑制PDK1能明显降低K562

和KU812的增殖活力及克隆形成能力；同时，细胞凋亡明显（P<0.01），凋亡执行分子caspase-3及底物多聚ADP核糖聚合

酶［poly（ADP-ribose）polymerase，PARP］被切割活化。抑制剂GSK2334470降低PDK1的磷酸化水平（K562：P<0.05；
KU812：P<0.01），但并不影响其表达丰度。蛋白激酶B（protein kinase B，AKT）及下游糖原合成酶激酶-3β（glycogen 

synthase kinase-3β，GSK-3β）磷酸化水平均明显下降，然而β-catenin及靶基因c-Myc表达均未受影响（P>0.05）。磷酸化

凋亡信号调节激酶1（apoptosis signal-regulating kinase 1，ASK1）水平降低（P<0.001），下游c-Jun氨基末端激酶（c-Jun 

N-terminal kinase，JNK）及Bcl-2相互作用细胞凋亡介导因子（Bcl-2 interacting mediator of cell death，Bim）磷酸化水平明

显升高，同时，Bim表达量也有所增加。最后，抑制PDK1能够增加CML细胞对伊马替尼（imatinib）的敏感性，与imatinib

单独作用相比，联合GSK2334470能够显著提高细胞凋亡水平（P<0.01）。结论：PDK1抑制剂GSK2334470通过调节ASK1/

JNK/Bim信号通路磷酸化水平激活CML细胞凋亡。
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［Abstract］ Background and purpose: 3-phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) plays vital role in cell growth, 

proliferation and survival. Dysfunctional PDK1 involves in various carcinogenesis. This study aimed to determine the abundance of 

PDK1 in chronic myelogenous leukemia (CML) cells and study the molecular basis of its contribution to anti-apoptotic phenotype. 

Methods: The expression of protein was detected by Western blot. Flow cytometry was conducted to analyze the apoptotic cells. 

Clone formation assay and cell counting kit-8 (CCK-8) were employed to examine the inhibition of proliferation. Results: In 

comparison with heathy donors, PDK1 in CML cells was significantly over-expressed (P<0.05). In K562 and KU812 cell lines, 

blockage of PDK1 resulted in remarkable reduction of growth and induction of apoptosis (P<0.01), which was further validated 

by cleavage of the caspase-3 and its substrate poly (ADP-ribose) polymerase (PARP). The PDK1 inhibitor, GSK2334470 lowered 
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　　慢性粒细胞白血病（chronic myelogenous 
leukemia，CML）是起源于造血干细胞的恶

性增殖性疾病 ［1］。95%的患者骨髓细胞携带

t (9,22)染色体易位。该突变形成的BCR/ABL融

合基因编码并表达BCR/ABL融合蛋白。作为非

受体型酪氨酸激酶，BCR/ABL融合蛋白在细胞

质中能够自身磷酸化活化并激活下游STAT5、

PI3K及Ras等信号通路，影响细胞的正常生物

学行为［2-4］。以伊马替尼（imatinib）为代表

的特异性酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase 
inhibitor，TKI）能够靶向抑制BCR/ABL基因的

磷酸化活化，并为CML的治疗带来了革命性

突破［5］。然而也有诸多局限，首先，急变期

CML易获得二次突变，TKI对于该期患者疗效

欠佳［6］；其次，即使获得缓解的患者也存在

复发的可能，而TKI并不能很好地控制复发病

情；再次，近年来大量研究证实，CML肿瘤干

细胞的存活并不依赖于BCR/ABL，即使被TKI
完全阻断，肿瘤干细胞也不能有效地被诱导凋 
亡［7］。因此，寻找替代治疗靶点是治愈CML亟

待解决的问题。本研究通过分析CML患者及健康

体检者标本发现，3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶1
（3-phosphoinositide-dependent kinase-1，PDK1）

在CML细胞中表达升高。抑制其活性对肿瘤细胞

具有明显的抗增殖和促凋亡的效应，同时也能够

增强细胞对imatinib的敏感性。因此作为潜在的

治疗靶点，PDK1值得后续深入研究。

1 材料和方法

1.1  主要试剂

　　PDK1小分子抑制剂GSK2334470购自美国

Sigma-Aldrich公司，imatinib购自美国Selleck公

司，细胞计数试剂盒（cell counting kit-8，CCK-
8）及Annexin Ⅴ-FITC/PI凋亡试剂盒购自杭州联

科生物技术股份有限公司，外周血单个核细胞分

离试剂盒购自天津市灏洋生物制品科技有限责

任公司，RPMI-1640培养基购自美国HyClone公

司，胎牛血清购自以色列BI公司，PDK1、磷酸

化PDK1、凋亡信号调节激酶1（apoptosis signal-
regulating kinase 1，ASK1）、磷酸化ASK1、

c-Jun氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，

JNK）、磷酸化JNK、caspase-3及多聚ADP核糖聚

合酶［poly （ADP-ribose）polymerase，PARP］

单克隆抗体均购自美国Cell Signaling Technology
公司，蛋白激酶B（protein kinase B，AKT）、

磷酸化AKT、糖原合成酶激酶-3β（glycogen 
synthase kinase-3β，GSK-3β）、磷酸化GSK-3β、

β-catenin、磷酸化β-catenin、Bcl-2相互作用细胞

凋亡介导因子（Bcl-2 interacting mediator of cell 
death，Bim）、磷酸化Bim及c-Myc抗体均购自美

国Santa Cruz公司，GAPDH抗体购自杭州贤至生

物科技有限公司，HRP标记的羊抗鼠、羊抗兔免

疫球蛋白G（immunoglobulin G，IgG）购自美国

Santa Cruz公司。

1.2  细胞培养

　　K562和KU812细胞购自北京北纳创联生物技

术研究院，用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养

基，置于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中培

养，收集对数生长期的细胞用于后续实验。

1.3  克隆形成实验

　　收集对数生长期细胞，用终浓度为5 μmol/L
的GSK2334470处理，12 h后按约500个细胞/孔的

密度加入含0.9%甲基纤维素的24孔板中培养，平

the phosphorylation, but not the total PDK1 level (in K562 cells, P<0.05; in KU812 cells, P<0.01). Besides, the decrease in protein 

kinase B (AKT) and downstream glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) phosphorylation was also found in two cell lines. However, 

no significant change of β-catenin was detected, consequently, no effect was found on the expression of c-Myc, the targeted gene 

of this pathway (P>0.05). Moreover, PDK1 inhibition caused evident decrease in apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) 

phosphorylation (P<0.001), which further led to activation of c-Jun N-terminal kinase (JNK) and Bcl-2 interacting mediator of cell 

death (Bim). Finally, GSK2334470 enhanced the sensitivity of imatinib (P<0.01). Conclusion: PDK1 inhibition triggered cell death 

by modulation of ASK1/JNK/Bim cascade.

［Key words］ Chronic myelogenous leukemia; 3-phosphoinositide-dependent kinase-1; Apoptosis signal-regulating kinase 1; 

Apoptosis
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行3次，1周后在光学显微镜下计数克隆细胞数。

1.4  CCK-8检测

　　按5 000个细胞/孔的密度接种于96孔板中，总

体积200 μL，处理组为5 μmol/L的GSK2334470，

对照组为相应浓度的二甲基亚砜（d ime thy l 
sulfoxide，DMSO）溶剂（<0.1%）。每组设置 

4个平行对照孔。分别于培养24、48、72 h后加入 

20 μL CCK-8溶液。37 ℃培养30 min后检测450 nm
处的吸光度（D）值，并比较组间差异。

1.5  蛋白质印迹法（Western blot）检测

　　细胞经相应处理48  h后收集，临床标本

中 外 周 血 单 个 核 细 胞 分 离 采 用 密 度 梯 度 离 心

法 （ 依 照 试 剂 说 明 书 ） ， 最 终 收 集 的 细 胞 经

预 冷 P B S 洗 涤 3 次 。 加 入 含 1 % 苯 甲 基 磺 酰 氟

（phenylmethanesulfonyl fluoride，PMSF）

的RIPA裂解液  (106个细胞 /100 μL)，冰上裂

解30 min；4 ℃，13 000 rpm离心15 min，

吸 取 上 清 液 。 通 过 B C A 法 检 测 蛋 白 浓 度 ，

加 入 相 应 体 积 的 上 样 缓 冲 液 ， 沸 水 浴 中 煮 
5 min，分装，﹣80 ℃保存备用。采用变性十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-

PAGE）分离蛋白质，浓缩胶和分离胶聚丙烯

酰胺浓度分别为6%和10%~12%，每组上样20~ 
50 μg。120 V恒压电泳2 h。横流湿转法转膜，

40 mA转6~8 h，于5%牛血清蛋白（bovine serum 
albumin，BSA）中室温封闭1 h。4 ℃温育一抗过

夜，二抗室温温育1~2 h，化学发光法检测信号。

1.6  细胞凋亡检测

　　细胞处理同Western blot，收集细胞，预冷

PBS洗3次，用结合缓冲液重悬细胞，浓度约为

106/mL，取100 μL细胞悬液，加入Annexin-Ⅴ/PI
各5 μL室温避光染色30 min，上机检测。

1.7  统计学处理

　　本研究各项实验均重复3次以上，应用SPSS 
20.0软件对结果进行统计学分析，资料以x±s表示。

采用LSD-t法检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  PDK1在CML标本中表达升高

　　检测8例初发CML患者外周血单个核细胞中PDK1

蛋白水平，并与同期健康体检者相比较，PDK1在

CML患者中表达明显升高（P<0.05，图1）。

图 1  Western blot法检测8例CML患者及8例健康体检者外周血中单个核细胞PDK1表达丰度

Fig. 1  PDK1 abundance was detected by Western blot in peripheral blood mononuclear cells from 8 newly diagnosed CML patients and 8 

heathy donors
*: P<0.05, compared with each other 

2.2  抑制PDK1影响细胞增殖

　　在K562和KU812两株CML细胞中，PDK1

小分子抑制剂GSK2334470能够明显抑制细胞

增殖。克隆形成实验显示，相比对照组，抑制

剂组细胞克隆数目明显降低（K562：P<0.01；

KU812：P<0.05），且形态较对照组小，细胞较

为分散（图2A）。另外，CCK-8检测结果也显

示，在处理后72 h，抑制剂组细胞活力明显低于

对照组（K562：P<0.01；KU812：P<0.001，图

2B）。
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2.3  抑制PDK1促进细胞凋亡

　 　 流 式 细 胞 术 分 析 结 果 显 示 ， 处 理 组 细 胞

凋 亡 率 明 显 提 高 ， K 5 6 2 细 胞 中 ， 凋 亡 率 为

19.2%±4.38%（P<0.01），而KU812细胞则更

为敏感，凋亡率为35.7%±6.33%（P<0.01，图

3A）。随后检测了凋亡信号通路中执行分子

caspase-3及底物PARP的活化片段，结果显示，

GSK2334470能够明显诱导两者活化（图3B）。

图 2  克隆形成实验（A）和CCK-8（B）检测GSK2334470对细胞增殖的抑制作用

Fig. 2  Inhibition of cell growth by GSK2334470 was detected by clone formation assay (A) and CCK-8 assay (B)
*: P<0.05, compared with each other; **: P<0.01, compared with each other; ***: P<0.001, compared with each other

图 3  流式细胞术检测GSK2334470对细胞的凋亡诱导作用（A）；Western blot检测caspase-3及底物PARP的活化（B）

Fig. 3  Induction of apoptosis by GSK2334470 was detected by flow cytometry (A), and activation of caspase-3 and PARP were detected by 

Western blot (B)
**: P<0.01, compared with each other 

2.4  抑制PDK1导致AKT活化降低

　　GSK2334470不能降低总PDK1表达水平，而

是抑制其磷酸化，在K562细胞中，处理组PDK1

磷酸化约降至对照组的39.4%（P<0.05）；在

KU812细胞中则更为明显，不足对照组的22.6%

（P<0.01，图4A）。PDK1能够调节AKT磷酸
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化，因此，PDK1抑制后AKT磷酸化水平在两株

细胞中也明显降低，在K562和KU812细胞中，

分别降至对照组的31.4%（P<0.01）和42.6%

（P<0.05）。AKT参与了多个下游分子的磷酸化

调节，其中ASK1和GSK-3β的磷酸化水平均有明

显下调。磷酸化ASK1含量在两株细胞中分别下

降了约73.4%和86.9%（P<0.001），GSK-3β则分

别下降了66.1%（P<0.01）和78%（P<0.001）。

而作为GSK-3β下游的主要效应分子，总β-catenin
及磷酸化β-catenin均没有明显变化，c-Myc作为

GSK-3β/β-catenin通路的靶基因，其表达也未见

明显变化（图4B）。

图 4  Western blot检测GSK2334470处理后磷酸化及总PDK1变化（A）；Western blot检测GSK2334470处理后ASK1磷酸化水平及AKT-

GSK-3β-β-catenin通路活化（B）

Fig. 4  Reduction in p-PKD1 and total PDK1 level was detected by Western blot (A), and activation of AKT-GSK-3β-β-catenin pathway was 

determined by Western blot (B)
*: P<0.05, compared with each other; **: P<0.01, compared with each other; ***: P<0.001, compared with each other; ns: P>0.05, compared with each 
other; ns: No significance

2.5  ASK1/JNK/Bim介导细胞凋亡

　　磷酸化ASK1（Ser83）水平降低可促进其活

性，因此检测ASK1下游JNK的磷酸化水平。两株

细胞中磷酸化JNK在抑制剂处理后均有明显上调

（K562：P<0.01，KU812：P<0.05），同时，作

为JNK下游的Bcl-2家族促凋亡分子，Bim的磷酸

化水平亦明显增加（K562：P<0.001，KU812：

P<0.05）。另外，在K562细胞中，总Bim水平也

明显上升（P<0.05），而在KU812中则不明显

（图5）。

图 5  Western blot检测GSK2334470刺激后磷酸化JNK、磷酸化Bim及总Bim水平

Fig. 5  Increase in phosphorylated JNK, phosphorylated Bim and total Bim under GSK2334470 stimuli was detected by Western blot
*: P<0.05, compared with each other; **: P<0.01, compared with each other; ***: P<0.001, compared with each other; ns: P>0.05, compared with each 
other
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2.6  抑制PDK1增加imatinib敏感性

　　Imatinib单独作用对两株细胞的凋亡诱导

率为20%~30%（K562为20.0%±3.95%），而

与 G S K 2334470 联 合 作 用 时 ， 凋 亡 率 均 提 高

了1倍以上：K562细胞凋亡率为52.3%±6.77%

（ P < 0 . 0 1 ） ； K U 8 1 2 为 6 7 . 0 3 % ± 8 . 9 4 %

（P<0.01）。GSK2334470能够显著提高细胞对

imatinib的敏感性（图6）。

步证实。JNK可通过磷酸化激活Bim诱导细胞凋 
亡［11］。本研究结果显示，总Bim和磷酸化Bim水

平均明显上调，故推测ASK1-JNK-Bim是负责细

胞凋亡的主要效应分子。最后也证实抑制PDK1
能够明显提高两株CML细胞对imatinib的敏感性，

推测其可能具有逆转imatinib耐药的作用，然而因

为缺乏耐药的细胞，未能更进一步证实。

　　综上所述，PDK1在CML细胞中的高表达参

与了细胞逃避凋亡的生物学行为，有望成为CML
治疗及克服耐药的新靶点。
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图 6  GSK2334470提高细胞对imatinib的敏感性

Fig. 6  GSK2334470 promotes the sensitivity of cells to imatinib 
**: P<0.01, compared with each other

3 讨  论

　　作为丝/苏氨酸蛋白激酶，PDK1是PI3K/AKT
信号通路活化的重要激酶，可磷酸化激活AKT的

Thr308位点［8］。后者活化后调节其下游多条信号

转导通路，参与恶性肿瘤细胞增殖、侵袭等多种

生物学行为。研究显示，PDK1在乳腺癌、结肠

癌、急性白血病等多种肿瘤细胞中高表达，而抑

制PDK1可有效地抑制肿瘤细胞增殖、侵袭［9-10］。 
因此，PDK1已经成为肿瘤治疗的新靶点。

　　本研究证实，PKD1在CML外周血单个核

细胞中高表达。随后在两株CML细胞株中观察

到，抑制PDK1具有明显的抑制细胞增殖和诱导

细胞凋亡作用。抑制PDK1诱导的凋亡依赖于

caspase通路。为进一步探讨抑制PDK1诱导细胞

凋亡的分子机制，对AKT及ASK1信号两条通路

进行活性分析。结果显示，PDK1失活后AKT
及下游GSK-3β磷酸化水平明显降低，而作为

GSK-3β下游的β-catenin的磷酸化水平却未见明

显变化。同时作为AKT-GSK-3β通路的靶基因，

c-Myc表达也未受影响。因此，推测有其他通路

负责抑制PDK1引起的细胞凋亡行为。抑制PDK1
后，ASK1磷酸化水平明显下调，提示其活性增

加，这也被其下游JNK磷酸化水平上调所进一
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