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以 PLK1 PBD为靶点小分子抑制剂的筛选及抗肿瘤活性研究 
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摘要: 采用荧光偏振高通量筛选的方法进行 PLK1 PBD小分子抑制剂的筛选, 对筛选出的阳性化合物 F083-        

0063进行体外抗肿瘤活性研究, 以期为寻找抗肿瘤药物提供先导化合物。模型筛选获取一个对 PLK1 PBD抑制

率较高的化合物 F083-0063, 其在 10 μg·mL−1时的抑制率达 (99.7 ± 0.4) %; 利用软件 Graphpad Prism 5计算 IC50为 

1.9 ± 0.1 μmol·L−1; 噻唑蓝比色法 (MTT) 研究该化合物对不同细胞系增殖的影响, 结果显示 F083-0063能抑制多

种肿瘤细胞系的增殖; 流式细胞仪检测发现, 其能促进细胞凋亡且能导致细胞 G2/M 期阻滞; 划痕实验测定

F083-0063对细胞迁移的影响, 结果显示其能抑制 HeLa细胞迁移, 在 20 μmol·L−1时, 迁移率低至 (37.6  ± 0.7) %。

利用分子连接技术探讨化合物与 PLK1 PBD 结构域的亲和力, 发现 F083-0063 与 PLK1 PBD 有较好的亲和性;     

免疫印迹法 (Western blotting) 检测显示 F083-0063 可以引发周期相关蛋白表达的增加。综上所述, 化合物

F083-0063 有明显的抗肿瘤活性, 并有望成为靶向 PLK1 PBD的抗肿瘤先导化合物。 
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Abstract: With the method of fluorescence polarization (FP), we screened small molecule inhibitors for 

PLK1 PBD to identify the lead compounds for antitumor drugs.  FP led to the identification of a potent hit, 
F083-0063, whose inhibition rate was (99.7  ± 0.4) % at 10 μg·mL−1.  The IC50 was calculated to be 1.9  ± 0.1 
μmol·L−1 using Graphpad Prism 5.  The effect of the compound on cells' multiplication was measured by MTT 
assay which showed that F083-0063 inhibited the proliferation of many tumor cell lines.  Flow cytometry       
analysis indicated that the F083-0063 promoted cell apoptosis and induced cell G2/M arrest.  Migration abilities 
of cells, evaluated using scratch test, increased significantly in the presence of F083-0063 with the migration rate 
as low as (37.6 ± 0.7) % at 20 μmol·L−1.  Molecular linkage technique found F083-0063 had good affinity with 
PLK1 PBD.  The results of Western blotting showed that the expression of cyclin-dependent proteins was         
increased after treatment with F083-0063.  In summary,  F083-0063 has an antitumor activity and is expected      
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to be an antitumor lead compound targeting PLK1 PBD. 
Key words: antitumor drug; fluorescence polarization method; PLK1 PBD inhibitor; serine/threonine        

protein kinase; polo-like kinase inhibitor  

                                                                                                          

近年来, 我国乃至全世界肿瘤的发生率每年都
呈增长趋势, 死于恶性肿瘤的患者越来越多。继心脑
血管疾病, 肿瘤已成为威胁人类健康的又一大杀手, 
肿瘤的预防和治疗已成为重要的工作之一。现今许多

抗肿瘤药物仍以细胞毒作用为主, 有很强的毒副作
用, 降低了患者的生存质量, 而且极易产生耐药性。
靶向抗肿瘤药物有其他抗肿瘤药物所不具备的优点, 
专一性强、低毒性, 从而解决了这一问题, 因此筛选
靶向抗肿瘤药物的任务迫在眉睫。 

自 20世纪 80年代开始, 随着对酵母及果蝇分子
遗传学研究的深入, 调控有丝分裂的一些重要激酶
被先后发现, 其中包括保罗样激酶 (polo样激酶)[1]。

Polo 样激酶属 polo-like kinase (Plks) 家族成员, 是   
一类存在于真核生物中的丝/苏氨酸蛋白激酶。其结
构特征是在氨基端 (N端) 包括 1 个高度保守的丝/苏
氨酸蛋白激酶区域, 羧基端 (C端) 具有 3个相似的、
被称为 polo-box序列的非催化区域[2]。羧基端包含的

特征性结构域 (polo-box domain, PBD) 是多种丝/苏
氨酸磷酸化蛋白质的结合位点, 与调节 PLK1的激酶
活性有关[3]。Plks 家族不同成员的 PBD 对同一底物
的亲和力不同, 4种 Plks的 PBD分别为 PBD1、PBD2、
PBD3、PBD4, 其中前 3 者显示高度同源性, 由特性
的两个 polo-box (PB1 和 PB2) 组成。PB1由 78个氨
基酸组成, PB2序列也相差不大; PBD4为两个 PLK4
聚合后的变异体, C 端序列存在很大的特异性, 且仅
存在一个 polo-box[4]。 

PLK1 在有丝分裂中起重要作用, 参与细胞周期
的调控, 包括促进中心体成熟、纺锤体形成、染色体
的分离及胞质分裂等。临床前结果表明, PLK1 的异
常表达与多种人类肿瘤相关, 是肿瘤细胞生长与增
殖所必需[5]。阻断 PLK1 的通路, 能有效抑制肿瘤细
胞的增殖, 并诱导肿瘤细胞的凋亡, PLK1 是一个颇
具吸引力的治疗靶点[6, 7], 因此 PLK1 PBD 成为了近
年来寻找高选择性 PLK1抑制剂的新靶点[8−15]。 

荧光偏振方法由 Perrin[16]于 1926 年提出, 是一
种通过检测固有荧光分子或者荧光标记分子的荧光

强弱变化来研究分子间相互作用的有力工具。荧光偏

振值 (fluorescence polarization, FP) 的大小由分子大
小决定, 若荧光分子很小, 当有偏振光照射到每个快

速转动的分子时, 小分子各自发射出荧光, 方向随机, 
FP值低; 反之当荧光分子大时, FP值高。 

本研究对中国医学科学院医药生物技术研究所

新药 (微生物) 筛选实验室化合物库中筛选的阳性
化合物 F083-0063 进行体外活性研究, 包括 MTT 检
测细胞毒性、流式细胞仪检测周期及凋亡、Western 
blotting 分析细胞周期相关蛋白的表达、划痕实验检
测对细胞的迁移作用、虚拟分子对接检测化合物

F083-0063 与 PLK1 PBD可能的结合方式, 探讨其抗
肿瘤的可能性。 
 

材料与方法 
细胞株  人前列腺癌细胞 PC3 用含 10%  胎牛血

清 (fetal bovine serum, FBS) 的 F12K培养基进行培
养; 人宫颈癌细胞 HeLa、人结直肠癌细胞 HCT-116、
人正常肝细胞 LO2 和小鼠巨噬细胞 Raw264.7 均用    
含 10% FBS的 DMEM培养基培养; 人成骨肉瘤细胞
MG-63用含 10% FBS的 1640培养基培养; 人肝癌细
胞 HepG2用含 10% FBS的 MEM培养基培养; 人直
肠腺癌细胞 HT-29 用 DMEM/F12+5% FBS+NEAA 
(1∶100) 培养基培养; 以上细胞株均由中国医学科
学院医药生物技术研究所新药 (微生物) 筛选实验
室提供。 

试剂  40 000 个化合物均购自北京百灵威科技有
限公司; 重组蛋白 PLK1 PBD由中国医学科学院医药
生物技术研究所重点实验室陈云雨博士提供; Annexin 
V-FITC/PI 双染试剂盒购自北京四正柏生物科技有限
公司; DMEM 高糖培养基、MEM、F12K 购自美国
Sigma公司; NaCl、Tris-HCl、EDTA、RNase A、碘
化丙啶 (PI)、噻唑蓝 (MTT)、DMSO、30%  丙烯酰

胺、4×浓缩胶缓冲液、4×分离胶缓冲液、考马斯亮
蓝染色均购自北京普利莱基因技术有限公司。 

主要仪器  Envision 2014 Multilabel Reader 酶    
标仪购自美国 PerkinElmer 公司产品; FACS Caliur流
式细胞仪购自美国 Beckman Coulter公司; DFC450C
型活细胞显微观察及图像采集仪为德国 Leica 公司     
产品; powerPacTM HC稳压稳流电泳仪购自美国 Bio-    
Rad公司。 

荧光偏振法初筛  将化合物库中 40 000个化合物



 姜玉环等: 以 PLK1 PBD为靶点小分子抑制剂的筛选及抗肿瘤活性研究 · 411  · 

 

的初始质量浓度 10 mg·mL−1稀释至 1 mg·mL−1于 96
孔板中方便后续使用, 溶剂为 DMSO。利用荧光偏振
模型对 1 mg·mL−1的化合物进行初步筛选。于 384孔
板中依次加入经纯化的 PLK1 PBD 蛋白 30 μL (400 
nmol·L−1)、经稀释的化合物 0.3 μL, 并设立阳性阴性
对照, 其中加入DMSO 0.3 μL为阴性对照, 不加PLK1 
PBD为阳性对照, 25 ℃、140 r·min−1振荡条件下培养

60 min; 最后分别加入 FITC (60 nmol·L−1) 30 μL, 继
续避光振荡培养 15 min, 酶标仪检测 40 000 个样品    
的偏振值并进行数据分析。通过偏振值寻找与 PLK1 
PBD结合率高的活性化合物。抑制率 (%) = (FP 阴性 − 

FP 化合物) / (FP 阴性 − FP 阳性) × 100%。将所有可与 PLK1 
PBD蛋白结合的化合物稀释至终质量浓度为 10、5、
2.5、2、1、0.5、0.25、0.1、0.05、0.02、0.01 μg·mL−1, 
检测偏振值, GraphPad Prism 5 计算化合物的半数抑
制浓度 (IC50) 值。 

MTT 比色法  取对数生长的细胞, PBS 清洗一
次, 胰酶消化, 调整每孔细胞数为 3×103～6×103个。

周边用灭菌的 PBS或不加血清的培养基封闭, 避免边
缘效应。将化合物稀释 8个浓度梯度, 每个浓度设立
3个复孔, 并设立对照组 (不加化合物), 继续培养48 h, 
每孔加入适当浓度的 MTT 使其终质量浓度为 0.5 
mg·mL−1, 孵育 4 h 后弃掉培养基, 加入 DMSO 150 
μL 避光振荡 15 min, 酶标仪 570 nm 处检测吸光度
值。抑制率计算方式如下: 抑制率 (%) = (1 − OD 受试药组 / 

OD 空白组平均值) × 100%, 并计算 IC50值。 
流式细胞仪检测细胞周期  取对数生长的细胞

接种于 6 孔板中 , 待细胞贴壁每孔加入胸腺嘧啶 
(0.1 mol·L−1) 40 μL, 使其终浓度为 2 mmol·L−1, 此过
程为第一次阻断, 细胞于细胞培养箱培养 8～12 h, 
PBS 洗 3 次, 加含 10% FBS 的 DMEM 培养基继续      
培养 12 h, 进行第二次阻断, 方法同第一次, 经过两
次胸腺嘧啶阻断和培养后加入浓度为 5、10、15、20 
μmol·L−1的化合物, 并设立空白组。将加药 12 h的实
验组细胞用胰酶消化, 900 r·min−1离心 4 min。倒掉培
养基, 加入 PBS 1 mL, 轻轻吹打使细胞分散, 离心, 
洗涤一次。倾去 PBS 加入 70%  冰乙醇 1 mL 固定至
少 1 h, 上机检测前去除冰乙醇, PBS洗 2次, RNase A 
(100 μg·mL−1) 孵育 30 min, PI (50 μg·mL−1) 室温避
光孵育 30 min, 以 200目的尼龙膜过滤, 用流式细胞
仪检测并做数据分析。 

Annexin V-FITC/PI双染色法检测细胞凋亡  将

每孔接种 105个细胞于 6孔板中培养 8～12 h使其贴
壁, 化合物作用 24 h后的细胞, 以 4 ℃ PBS洗涤 2次, 

加入 Annexin V-FITC 后避光孵育 30 min, 上机前加
入 PI孵育 5～15 min, FACS进行检测并分析数据。 

Western blotting  收集化合物作用 16 h后的细
胞加 RIPA细胞裂解液, 冰浴, 离心。BCA法测收集
的蛋白上清液总蛋白浓度, 将样品蛋白质量浓度调
整为 2 mg·mL−1, 每孔上样量为 20 μL。电泳后, Bio-    
Rad半干法转膜仪上转膜, 封闭 2 h, TBST漂洗 3次, 
孵一抗、二抗, 曝光成像。 

化合物与 PLK1 蛋白 PBD 结构域的分子对接  
Discovery Studio 4.0 软件调出 PLK1 PBD结构并进    
行修饰, 去水、加氢, 将化合物 F083-0063 与蛋白活
性区域对接。 

化合物对细胞迁移作用 (划痕) 的影响  将每孔
接种 1×105个细胞于 6孔板中, 培养 24 h后用灭菌的     
枪头划痕致伤, PBS清洗 3次去掉悬浮的细胞, 加入
5、15、20 μmol·L−1的化合物, 培养 48 h后拍照。20 
μmol·L−1浓度的化合物作用于细胞, 分别在 12、24、
36、48 h拍照。 

数据处理  每组实验重复 3 次, 组间比较采用 t
检验, P < 0.05具有显著性差异。 
 

结果 
1  化合物初筛结果 

利用荧光偏振模型对化合物库里 40 000 多的化
合物进行初步筛选, 最终得到一个对 PLK1 PBD 抑   
制率较高的化合物 F083-0063 (图 1), 筛选到的化合
物属于噻唑类。F083-0063 在 10 μg·mL−1 时抑制率    
为 (99.7  ± 0.4) %, 较筛选得到的、可与 PLK1 PBD结
合的化合物, F083-0063 的抑制率最高, 说明化合物
F083-0063 与 PLK1 PBD结构域有很好的亲和性。 
 

 
Figure 1  The structure of compound F083-0063 
 
2  F083-0063 对 PLK1 PBD结构域的抑制活性 

将 F083-0063 梯度稀释, 使终质量浓度分别为
10、5、2.5、2、1、0.5、0.25、0.1、0.05、0.02、0.01 
μg·mL−1, 荧光偏振模型测定其对 PLK1 PBD 的抑制
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活性, 利用软件 Graphpad Prism 5计算 IC50值为 1.9 ± 

0.1 μmol·L−1 (图 2), 较筛选得到的、可与 PLK1 PBD
结合的化合物, IC50值最低, 说明 PLK1 PBD结构域
与底物结合具有较好的抑制作用。 
3  F083-0063 对细胞的增殖抑制作用 

利用 MTT 法测定 F083-0063 对不同细胞系增殖
的影响, 发现在 PC3、HCT-116 和 MG-63 细胞上化
合物作用并不明显, 而在 HeLa细胞上作用敏感, IC50 

 

 
Figure 2  F083-0063 inhibition curve for PLK1 PBD 
 

 
Figure 3  The inhibition ratio of F083-0063 for HeLa cells 

值为 5.8 ± 0.6 μmol·L−1 (图 3、表 1)。故后续研究均采
用 HeLa细胞为实验对象。 
4  F083-0063 对细胞周期的影响 

通过双胸腺嘧啶阻断 HeLa 细胞, F083-0063 作    
用 12 h, 流式细胞仪检测发现, 整个细胞周期的 G2/M
比例随着化合物浓度的增加有所增加。尤其是在 20 
μmol·L−1 时由对照组的 (0.3  ± 0.1) % 增加到 (56.4  ± 

2.3) % (图 4)。结果表明 F083-0063 具有 G2/M期阻滞
作用, 并且有明显的浓度依赖性。 
5  F083-0063 对细胞凋亡的影响 

通过流式细胞仪的检测发现 ,  与空白组对比 , 
F083-0063能够促进HeLa细胞凋亡, 尤其是早期凋亡。
如 (图 5) 所示, F083-0063 作用 24 h后, 早期凋亡比 

 

 
Figure 4  F083-0063 induced G 2/M phase arrest in HeLa cells 
treated with 5,  10, 15 and 20 μmol·L−1 for 12 h.  n = 3, x ± s.  
*P < 0.05, **P < 0.01 vs control 

 

 
Figure 5  Quantitative analysis of massive apoptosis caused by compound F083-0063.  The lower left quadrant shows live cells for 
Annexin V-/PI-; The upper left quadrant shows the detection error within the allowable range Annexin V-/PI+; The lower right quadrant 
showed early apoptotic cells for Annexin V+/PI-; The upper right quadrant shows non-living cells, apoptotic cells and necrotic cells for 
Annexin V+/PI+.  n = 3, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control 
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Table 1  Cytotoxicity of F083-0063 to different cells 

Cell Tissue type IC50/μmol·L−1 

HeLa Cervix cancer  5.8 ± 0.6 

PC3 Prostate cancer 62.9 ± 0.9 

HCT-116 Colon cancer 98.9 ± 0.2 

HT-29 Colon cancer 13.8 ± 1.4 

LO2 Liver cancer 23.4 ± 0.2 

Raw264.7 Mouse macrophage 39.2 ± 0.2 

HepG2 Liver cancer  9.9 ± 1.1 

MG-63 Bone cancer 81.8 ± 0.7 

 
例由 (6.2  ± 0.1) % 增加到 (37.1  ± 0.4) %。当浓度达到
25 μmol·L−1时, 早期凋亡比例增加到 (43.6  ± 3.5) %。
早期凋亡的细胞数量随着剂量的增加而增加, 呈现
浓度依赖性。 
6  F083-0063 对细胞周期相关蛋白表达的影响   

Western blotting检测发现, 5、10和 15 μmol·L−1 
F083-0063在 HeLa细胞中作用 16 h, PLK1、cyclin B1
和 PHH-3随着药物浓度的增加逐渐积累, 这与 F083-    
0063可以引发 HeLa细胞在 G2/M期阻滞的结果相一
致 (图 6)。 
 

 
Figure 6  Analysis of the increase of PLK1, cyclin B1, PHH3 
caused by F083-0063 using Western blotting assay.  1: Thymidine; 
2: Nocodazole; 3: DMSO; 4: 5 μmol·L−1 F083-0063; 5: 10 
μmol·L−1 F083-0063; 6: 15 μmol·L−1 F083-0063 

7  F083-0063 与 PLK1 PBD结构域的分子对接   
PLK1 PBD结构域是由His538、Lys540、TRP414、

Lys540 和 Asp416等多个氨基酸组成, 通过对接结果
显示 (图 7), F083-0063 与 PLK1 PBD的结构域呈现
出较高的亲和性, 其中小分子抑制剂苯环上的羰基
能与 His538、Lys540、TRP414 形成牢固的氢键, 同
时与 TRP414、ASP416、ARG516以及 ARG557形成
叠加的 π键。此外, F083-0063 与 PLK1 PBD还存在
非共价键的竞争结合方式, 进而使得小分子抑制剂
与 PBD结构域结合得更加紧密。 
8  F083-0063 对细胞迁移的影响 
8.1  不同浓度 F083-0063 对细胞迁移影响  细胞迁
移结果如 (图 8A、C) 所示, 与对照组相比, 加药组的
细胞迁移能力明显减弱, 尤其是在 20 μmol·L−1时, 由
最开始的 (58.8  ± 0.5) % 变为 (39.6  ± 0.7) %。随着剂量
的逐渐增加, 迁移率明显受抑制, 存在剂量依赖性。 
8.2  F083-0063作用不同时间对HeLa细胞迁移的影
响  F083-0063在20 μmol·L−1的作用下, HeLa细胞在
不同时间表现出不同的迁移状态, 与对照组相比加
药组的迁移抑制明显, 呈现出一定的时间依赖趋势 
(图 8B、D)。 
 

讨论 
据美国癌症协会 (American Cancer Society, ACS) 

的一份统计报告称, 2012 年约有 1 640 000 例新发癌
症病例, 因癌症而离世的美国人达 577 000 例, 平均
每天就有 1 500例[17]。为寻找疗效好、毒副作用小的

抗肿瘤药, 研究人员一直在不懈努力。抗肿瘤药数量
虽多, 但理想的药物数量有限。分子靶向治疗代表了 

 

 
Figure 7  Virtual docking of F083-0063 with PBD1 domain.  A: 2D floor plan of the interaction of the protein and small molecule; B: 
Interaction diagrams of the protein and small molecule; C: Spatial location schematic diagram of the protein and small molecule.  The 
carbonyl group on the benzene ring can form a strong hydrogen bond with His538, Lys540, TRP414 and form a superposition of π bonds 
with TRP414, ASP416, ARG516 and ARG557.  In addition, F083-0063 and PLK1 PBD also exist the non-covalent bond combination of 
competition 
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Figure 8  Effect of F083-0063 on migration ability of HeLa cells at different concentration (5, 15 and 20 μmol·L−1) (A, C) and different 
time (12, 24, 36, 48 h) (B, D).  n = 3, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs control  
 
肿瘤生物治疗最新的发展方向, 如治疗淋巴瘤的小
分子抑制剂 BI2536、治疗鼻咽癌的小分子抑制剂
Ro5203280。PLK1 PBD结构域作为抗肿瘤药物研究
的新靶点可以满足高选择性、低毒性的要求。 

PLK1是许多细胞周期相关事件的重要调节因子, 
包括纺锤体两极的形成、染色体分离、G2晚期/DNA
合成早前期中心体的成熟、Cdc2 的激活、APC/C 的
调节及胞质分裂的完成[18−20]。在大多数人类肿瘤细

胞中, PLK1 呈现过表达状态, 且这种过表达往往伴
随着不良预后, PLK1结构域 PBD是位于 PLK1 C端
的特征结构域, 具有调节酶的催化活性和亚细胞动
态定位的重要功能。因此 PLK1被公认为是一个潜在
的治疗癌症的有效靶点[21, 22]。基于对 PLK1在肿瘤发
生中作用的认识, 抑制 PLK1的活性可以抑制肿瘤的
发生发展。 

Reindl 等[23]以荧光偏振技术从 22 461 个分子化
合物库中筛选出一个可以结合于 PBD1 的小分子化
合物, 从而开创了以小分子干扰 PLK1与底物间相互
作用从而发挥生物调控作用的先河。近年来, 以“荧
光偏振”这种物理学现象为基础的技术正在生命科

学研究的多个领域中扮演着越来越重要的角色[24]。

该方法不仅快速灵敏而且操作简单, 节约原料, 价格
低廉。 

目前, 报道的PLK1 PBD抑制剂主要包括小分子
抑制剂和多肽类抑制剂, 小分子抑制剂主要包括百里
香醌 (thymoquinone, TQ) 及其结构类似物[25]、红倍

酚 (purpurogallin, PPG)、马兜铃内酰胺 (aristilactam, 
AIIIa) 以及绿茶儿茶素类等。但是这些小分子抑制   
剂多属天然产物, 极大地限制了靶向PLK1 PBD小分
子抑制剂的筛选。所以本研究采用了荧光偏振法对    
本实验室的化合物库进行了高通量筛选, 得到的化合
物 F083-0063 是一类结构新型的抗肿瘤化合物, MTT
结果显示 F083-0063 在 HeLa细胞中的抑制作用最为
明显; 流式细胞仪结果表明, F083-0063 可导致肿瘤细
胞的 G2/M期阻滞; F083-0063 促进 HeLa细胞凋亡明
显, 量效关系突出; 分子对接也证实了 F083-0063 与
PBD 结构域有较强的亲和性; Western blotting 证明
F083-0063 可以引发周期相关蛋白表达量的增加。 

综上所述, 由荧光偏振模型筛选出小分子抑制
剂 F083-0063 有较好的抗肿瘤活性和开发使用前景, 
随着研究的不断深入, PLK1 PBD为靶点的抗肿瘤药
物研究必将进入一个新阶段。 
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