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RNA PolymeraseⅠInhibitor Regulates Proliferation, Invasion and Apoptosis of 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of RNA polymerase I inhibitor CX-5461 on the proliferation, 
invasion and apoptosis of human nasopharyngeal carcinoma cell line CNE-1. Methods  Immunohistochemic
al staining was used to determine the difference in phosphorylated NF-κb expression between nasopharyngeal 
carcinoma and paracancerous tissues. Western blot was used to detect the expression of related effector 
proteins at the protein level. The CCK-8 method was used to detect the proliferation of CNE-1 cell line treated 
with different concentrations of drugs. Transwell method was applied to detect the invasive ability of CNE-1 
cell line after drug treatment. Flow cytometry was used to detect cell cycle and apoptosis of nasopharyngeal 
carcinoma cell line CNE-1 treated with different concentrations of drugs. Results  Immunohistochemical 
staining showed that the expression of NF-κb in nasopharyngeal carcinoma tissues was significantly higher 
than that in adjacent tissues (P<0.01). The total protein of NF-κb did not change significantly at the protein 
level, but the phosphorylation level and Bcl-2 were significantly decreased, while Bax was significantly 
increased after drug treatment (all P<0.01).  After drug treatment, the proliferation and invasion abilities 
of CNE-1 cell line were significantly lower than that of the control group detected by CCK-8 (P<0.01) and 
Transwell (P<0.01); Hoechst fluorescence staining showed that cell apoptosis was significantly higher than 
that of the control group (P<0.01); flow cytometry showed that cell cycle of the drug-administered group was 
significantly blocked in the G2 phase (P<0.01). Conclusion  RNA polymerase I inhibitor CX-5461 could 
promote the apoptosis and cycle arrest, and inhibit the proliferation and invasion abilities of nasopharyngeal 
carcinoma CNE-1 cell line by regulating NF-κb phosphorylation.  
Key words: RNA polymerase I inhibitor; NF-κb; Nasopharyngeal carcinoma; Apoptosis; Proliferation
摘  要：目的  探讨RNA聚合酶Ⅰ抑制剂CX-5461对人鼻咽癌细胞CNE-1增殖、侵袭与凋亡的作用机

制。方法  免疫组织化学染色检测鼻咽癌与癌旁组织NF-κb的表达。Western blot检测相关效应蛋白在

蛋白质水平的表达。CCK-8法检测不同浓度药物处理后CNE-1细胞系的增殖情况。Transwell法比较药物

处理后CNE-1细胞系的侵袭能力变化。流式细胞术检测不同浓度药物处理后鼻咽癌细胞系CNE-1细胞

周期和凋亡的变化。结果  鼻咽癌组织中磷酸化NF-κb表达较癌旁组织明显增高（P<0.01）。NF-κb总

蛋白在蛋白水平无明显变化，但磷酸化水平在药物处理后明显降低（P<0.01）。Bax较对照组明显增高

（P<0.01），Bcl-2较对照组明显降低（P<0.01）。药物处理后，发现CNE-1 细胞系的增殖、侵袭能力较

对照组明显降低且差异具有统计学意义（均P<0.01）；细胞凋亡较对照组明显增多（P<0.01），药物处

理组较对照组细胞周期明显阻滞在G2期（P<0.01）。结论  RNA聚合酶Ⅰ抑制剂CX-5461能够通过调控

NF-κb磷酸化促进鼻咽癌CNE-1细胞系凋亡及周期阻滞，抑制其增殖与侵袭能力。
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事头颈和神经肿瘤的研究

·基础研究·

0  引言
鼻咽癌（Nasopharyngeal carcinoma, NPC）是

一种独特的上皮恶性肿瘤。现今发病机制尚不明

确。其发病具有明显的地理和民族分布特点，存
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在一定的遗传易感性，并且与EB病毒感染及环境

中的致癌物质等多种因素共同作用有关[1]。随着放

射疗法和化学疗法的不断进步，鼻咽癌患者的生

存期较之前明显改善。但是不良反应较大，部分

患者难以耐受。因此，研发不良反应小、治疗效

果更为明显的鼻咽癌治疗药物成为了现今研究者

和一线临床医生所面临的主要临床问题。

CX-5461作为一种RNA聚合酶Ⅰ抑制剂，能

够有效阻碍真核细胞生物的核糖体rRNA合成，抑

制核糖体正常功能，通过调控p53进而抑制肿瘤细

胞的病理生理功能。因此，其是一种具有广阔前

景的抗肿瘤药物，现于加拿大开展Ⅱ期临床试验

（临床试验注册编号：NCT02719977）。本实验

为了证实CX-5461在鼻咽癌治疗中的作用，以不同

浓度的CX-5461处理CNE-1鼻咽癌细胞系，以观察

其对于CNE-1增殖、迁移、凋亡的影响，并试图研

究其分子机制，为未来的临床应用提供参考。

CX-5461作为一类靶向作用于polyⅠ的抑制

剂，早期研究发现能通过激活p53导致细胞一系列

生理病理变化，而p53与NF-κb同时作为细胞内一

类极为重要的转录因子，两者存在一定的相互联

系。因此我们猜想，CX-5461也可能通过影响NF-
κb功能导致细胞增殖、细胞周期、细胞凋亡等病

理生理过程的发生，进而起到抑制肿瘤发生、发

展的作用。本实验将验证CX-5461是否通过抑制

NF-κb功能活化，进而调控肿瘤细胞的发生发展。 

1  材料与方法
1.1  实验材料

1.1.1  组织标本  按每季度随机抽取2~3例的方

法收集2016年1月至2018年2月湖北省肿瘤医院19
例鼻咽癌手术患者。所有患者均经鼻咽镜行病理

活检，于鼻咽镜下取距癌组织3~5 cm的鼻咽部黏

膜9例作对照。所取组织均固定后石蜡包埋。患

者活检前未接受放疗和化疗，均经组织活检病理

报告确诊为鼻咽癌。排除标准：（1）年龄小于

18岁或大于75岁；（2）合并其他部位的原发性

肿瘤或转移癌；（3）罹患严重的感染性疾病及

免疫功能障碍者；（4）妊娠期和哺乳期女性；

（5）精神异常患者等。19例中因1例合并骨转

移、1例合并肺转移排除，最终纳入17例患者；

所有标本的收集均获得患者的知情同意，并通过

湖北省肿瘤医院伦理委员会审核批准（编号：

LLHBCH2018LW-006）。

1.1.2  细胞培养与处理  鼻咽癌细胞株CNE-1购自

武汉大学细胞库，在含有10%特级胎牛血清（fetal 
bovine serum, FBS）（中国上海BBI公司）及1%青

链霉素（美国Gibco公司）的RPMI 1640培养基中

（美国Gibco公司），于37℃、5%CO2培养箱（德

国Binder公司）进行培养。以0.25%含有EDTA的

胰酶（美国Hyclone公司）进行消化、传代。

1.1.3  实验试剂  CX-5461购自美国MCE公司；

NF-κb激活蛋白（NF-κb activating protein, NKAP）

购自上海生工公司；免疫组织化学试剂盒购自武

汉博奥森公司、山羊抗兔NF-κb一抗（Western blot 
1:1 000稀释、免疫组织化学 1:100稀释）、山羊抗

兔磷酸化NF-κb（Ser536）（Western blot 1:1 000稀

释）一抗、山羊抗鼠GAPDH一抗均购自美国Cell 
Signaling Technology公司。CCK-8试剂盒购自中国

碧云天公司，流式周期试剂盒购自中国上海生工

公司；Hoechst33342染色液购自上海生工公司，

Transwell小室购自美国Costar公司。

1.2  实验方法

1.2.1  免疫组织化学染色法  标本收集后石蜡包

埋，切片置于烤箱65℃融蜡60 min。将融蜡后的

玻片水化。随后将玻片放入枸橼酸修复液中，

微波炉修复两次。修复液降至常温后，PBS洗3
遍，0.2%Triton，10 min。3%H2O2溶液封闭内源

性过氧化物酶10 min。山羊血清封闭10 min。一

抗4℃孵育过夜。一抗孵育后PBS洗3遍，二抗孵

育，37℃，40 min，PBS洗3遍。DAB显色。正

置显微镜下观察。以十三点评分法对免疫组织化

学结果进行评价：0分，没有阳性细胞；1分，

阳性细胞百分比<10%；2分，阳性细胞百分比≥

10%~<50%；3分，阳性细胞百分比≥50%~80%；

4分，阳性细胞百分比≥80%；染色强度按照阴

性、弱、中、强分别评为0~3分。最终评分为两指

标的乘积。0~1分为阴性，2~5分为弱阳性，6~9分

为阳性，10~12分为强阳性。

1.2.2  细胞增殖-毒性检测实验  取对数生长期的

细胞，胰酶消化，用培养基稀释至2×104个/毫升，

96孔板每孔移入100 μl的细胞混悬。设置5组药物

浓度梯度，每组5个复孔，12 h后待细胞贴壁，移

去96孔板中培养基，根据分组的不同加入不同药

物浓度的细胞培养液，分别于药物处理12、24、

36和48 h后每孔加入10 μl CCK-8，37℃培养箱温育

1 h，酶标仪以450 nm波长分析各组吸光度数据。

1.2.3  细胞侵袭实验  在待测细胞培养至对数生

长期，消化细胞，用无血清培养基悬浮细胞，

计数，调整浓度为2×10 5个 /毫升；在下室加入
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600~800 μl含10%FBS的RPMI 1640培养基，已经铺

好Matrigel胶的上室中加入100~150 μl细胞悬液，

在培养箱中培养24 h；小心取出Transwell小室，

吸干上室液体，移到甲醇配置的0.2%结晶紫染液

中，室温染色15~30 min；轻轻用清水冲洗浸泡数

次，吸去上室液体，用湿棉棒轻轻擦去上室膜表

面上的细胞；显微镜下每组标本随机选取9个视野

计数，统计结果，进行分析。

1.2.4  流式细胞仪检测细胞周期  取处于对数生

长期的细胞，胰酶消化，1 500 r/min离心5 min。

弃培养基。PBS重悬细胞，1 500 r/min离心5 min，

弃PBS，75%酒精固定并重悬细胞，-20℃冰箱过

夜。10×染色缓冲液用双蒸水稀释成1×缓冲液，

PBS洗涤细胞两次，1×缓冲液重悬细胞，每组细胞

悬液中加入5 μl PI染色液至95 μl细胞悬液，混匀，

室温避光孵育10~30 min，流式细胞仪检测。

1.2.5  Hoechst染色法检测凋亡细胞  细胞铺于六

孔板上，不同浓度CX-5461处理24 h，吸去培养

基，PBS清洗，弃去PBS，每孔加入适量Hoechst染
色液，避光染色5 min，其后弃去Hoechst染色液，

加入培养基，于倒置显微镜下观察，每组细胞随

机选取20个视野，统计视野下含有凋亡小体的细

胞数目并进行统计分析。

1 . 2 . 6   W e s t e r n  b l o t  检 测 目 标 蛋 白 的 变

化  CX-5461处理细胞后，收集各组细胞，提取

细胞总蛋白，每孔蛋白上样量为40~80 μg，电泳

电压75 V，电流30 mA，以10%SDS-PAGE胶进行

Western blot电泳。以电流200 mA，电压100 V进行

电转。以GAPDH为内参，以羊抗鼠、羊抗兔荧光

二抗显影，在Odessy荧光扫膜系统上进行半定量

分析。

1.3  统计学方法  
应用SPSS20.0软件进行统计学处理。计量数

据以均数±标准差表示，多组比较采用单因素方差

分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  NF-κb在鼻咽癌组织中表达明显升高

免疫组织化学染色发现，NF-κb在鼻咽癌组织

中较癌旁组织表达明显升高，十三点评分发现两

者比较，差异具有统计学意义（P=0.000003），

见图1。

2.2  CX-5461通过抑制NF-κb活性抑制鼻咽癌细胞

系CNE-1的增殖

将CX-5461以1.25 μmol/L处理CNE-1细胞

系 。 发 现 从 给 药 第2 天 起 药 物 处 理 组 增 殖 速 率

明显降低，与对照组相比，差异有统计学意义

（P=0.0032）；在给药的同时加入NF-κb激活蛋

白NKAP，发现CX-5461+NKAP组增殖能力较

CX-5461组明显上调，增殖能力在给予NKAP后有

所恢复，且具有统计学意义（P=0.0002）。而在

单独给予NF-κb激活蛋白NKAP后对于细胞生长状

态并无明显影响，见图2。因此，CX-5461可能通

过NF-κb调控细胞的增殖。

2.3  CX-5461抑制鼻咽癌细胞系CNE-1的侵袭、迁移

在本实验中，CNE-1细胞系只加入CX-5461
溶剂Na2HPO4作为对照组。发现CNE-1细胞系在

1.25 μmol/L CX-5461单独处理后细胞透膜数量明

显降低，细胞密度显著降低，细胞侵袭能力显著

减弱，且差异有统计学意义（P=0.00011）。以上

结果表明CX-5461对于CNE-1细胞系的侵袭、迁移

能力具有明显的抑制作用。其后，在给予同浓度

CX-5461的同时加入NF-κb激活蛋白NKAP，发现

CX-5461+NKAP组较CX-5461给药组细胞透膜数目

明显增多，细胞密度较CX-5461组显著增多，且差

异有统计学意义（P=0.00007），见图3。以上研

究结果表明，在给予CX-5461的情况下，激活NF-
κb对于CNE-1细胞系的侵袭、迁移能力的维持具有

重要作用；同时，CX-5461对鼻咽癌细胞系CNE-1
的增殖、侵袭、转移具有极强的抑制作用，且其

有可能是通过影响NF-κb的功能进而发挥影响。

图1  鼻咽癌与癌旁组织中NF-κb的表达
Figure1  NF-κb expression in nasopharyngeal carcinoma and adjacent tissues
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2.4  CX-5461阻滞鼻咽癌细胞系CNE-1细胞周期

CNE-1鼻咽癌细胞系在1.25 μmol/L的CX-5461
处理后24 h，CX-5461组与对照组相比，阻滞

在G2期的细胞明显增多，且差异具有统计学意

义（P=0.0008）。CNE-1鼻咽癌细胞系在CX-
5461+NKAP重组蛋白联合处理24 h后，较对照

组无明显周期阻滞（P=0.791），见图4。表明

CX-5461极可能通过抑制NF-κb活性进而引起

CNE-1鼻咽癌细胞系周期阻滞。

2.5  CX-5461促进鼻咽癌细胞系CNE-1的凋亡

Hoechst 33342凋亡小体染色实验发现，CNE-1
鼻咽癌细胞在1.25 μmol/L的CX-5461处理后，

CX-5461组较对照组凋亡小体形成明显增多，差

异具有统计学意义（P=0.00013）。在CX-5461
处理的同时给予NF-κb激活蛋白NKAP，发现CX-
5461+NKAP组较CX-5461组凋亡小体形成的细胞明

显减少，且差异具有统计学意义（P=0.00024），

见图5。以上研究结果表明，适当浓度的CX-5461
可以在一定程度上促进CNE-1的凋亡。

2.6  CX-5461通过抑制NF-κb磷酸化诱导CNE-1细

胞凋亡

为了进一步确定CX-5461是通过何种途径、

何种方式促进细胞凋亡，后期通过Western blot
检测发现，CX-5461处理CNE-1细胞后NF-κb蛋

白总体水平无明显变化（P=0.487），见图6。进

一步验证NF-κb在磷酸化水平的变化情况，发现

CX-5461组NF-κb磷酸化水平较对照组明显降低 
（P=0.00003），CX-5461+NKAP组较CX-5461
组蛋白磷酸化水平增高（P=0.00028）。与此同

时，CX-5461组较CX-5461+NKAP组促凋亡蛋

白Bax蛋白水平明显升高（P=0.000011）；抑凋

亡蛋白Bcl-2明显降低，差异均具有统计学意义

（P=0.0006），见图6。因此，CX-5461可能通过

抑制NF-κb磷酸化进而导致鼻咽癌细胞系CNE-1的

凋亡。

图2  CCK-8检测CX-5461处理后鼻咽癌细胞CNE-1的增殖
Figure2  Proliferation of nasopharyngeal carcinoma cells 
CNE-1 after CX-5461 treatment detected by CCK-8

*: P<0.05, compared with control group; #: P<0.05, compared with CX-5461 

group

图3  CX-5461处理后CNE-1细胞密度(A~C ×200)和侵袭能力(D~F 
×200)的变化
Figure3  Cell density(A-C ×200) and invasive ability(D-F ×200) of 
CNE-1 cell line after CX-5461 treatment
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3  讨论
鼻咽癌发病与EB病毒明显相关，且具有一定

的遗传易感性。研究证实，核糖体除了参与蛋白

质合成外，还对细胞周期的正常推进、细胞凋亡

的发生以及肿瘤细胞的侵袭、迁移具有极大的影

响[2]。因此，核糖体功能对于肿瘤细胞的增殖、

迁移、侵袭等生理活动有着极其重要的意义。在

真核生物细胞中，RNA聚合酶Ⅰ主要负责催化

5.8s、18s和28s的rRNA合成，对于保证核糖体

形成、维持核糖体功能稳定性具有极其重要的作

用 [3]。核糖体主要由rRNA及核糖体蛋白构成。

rRNA约占机体RNA的82%，主要包括5srRNA、

5.8srRNA、18srRNA和28srRNA。其单独存在时

不存在功能，在核糖体蛋白装配后起到mRNA支

架的作用，促进mRNA与核糖体的结合，保持翻

译过程的稳定性。Zhou等早期研究证实，核糖

体蛋白在游离状态下能够与MDM2结合，抑制

MDM2功能，阻碍MDM2对p53的降解，进而调

控细胞周期进展，促进细胞凋亡 [4]。Yang等发

现RPL22通过抑制CK2α底物磷酸化进而诱导肿

瘤细胞增殖与凋亡 [5]。因此，破坏核糖体稳定

性，抑制rRNA合成，阻断肿瘤细胞内核糖体的

合成，对于控制肿瘤的发生发展具有极其重要

的作用[6]。

NKAP（NF-κb activator protein），于2003年

生物化学及生物物理研究通讯（biochemical and 

图4  CX-5461处理后CNE-1细胞系细胞周期的变化
Figure4  Cell cycle of CNE-1 cell line after CX-5461 treatment

*: P<0.05, compared with Control group; #: P<0.05, compared with CX-5461 group 

图5  Hoechst 33342凋亡小体染色实验检测鼻咽癌细胞系CNE-1的凋
亡 (A~C ×40; D~F ×200)
Figure5  Apoptosis of CNE-1 cell line detected by Hoechest apoptotic 
body fluorescence staining (A-C ×40; D-F ×200)
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biophysical research communications, BBRC）上

首次报道，RIP（receptor -interacting protein）在

TNF-α激活的NF-κb途径中具有重要的作用。后期

以RIP为诱饵蛋白，研究者通过酵母双杂交手段，

在人的cDNA文库中发现一种新蛋白，其能激活

NF-κb途径，促进NF-κb的入核及磷酸化，因此根

据其功能命名为NKAP[7]。

CX-5461作为一种新近研究出来的以RNA 
poly Ⅰ为靶点的抑制剂，对于核糖体的正常组

装及 rRNA的转录均具有极其重要的作用。其

作为一种 rRNA合成抑制剂，选择性抑制RNA 
PolⅠ驱动的rRNA转录，对RNA PolⅡ没有作

用，对 rRNA转录的抑制比对DNA复制和蛋白

翻译的抑制选择性高出250到300倍。Li等 [8]研

究证实，CX-5461能够使骨肉瘤细胞的周期明

显阻滞于G2期，使得细胞内p53及p21在mRNA
水平及蛋白质水平显著升高，进而启动细胞凋

亡进程，延缓肿瘤组织体积的增大与肿瘤的外

部器官转移。且其与多柔比星联合用药时能够

在一定程度上增强多柔比星对于肿瘤细胞的杀

伤力 [8]。Duo等发现以合适状态的药物载体装载

CX-5461，给药后对于宫颈癌具有极明显的治疗

作用及较小的药物毒副作用 [9]。因此，CX-5461
对于肿瘤疾病的控制具有明显的效果。但是关

于其控制肿瘤发生发展的具体机制尚有待进一

步研究。

早期关于CX-5461的研究发现，其通过调控

p53的变化进而促进肿瘤细胞的凋亡。大量研究表

明，p53与NF-κb在肿瘤细胞功能调节的作用上存

在一定的上下游关系或者共调控作用[10-11]。因此，

我们猜想CX-5461也极有可能通过抑制NF-κb的功

能进而影响肿瘤细胞的发生发展。

NF-κb广泛存在于各种细胞中，并参与细

胞内多种信号传递，调控多种基因的表达。异

常激活磷酸化的NF-κb可促进肿瘤细胞增殖、

抑制凋亡。因此，NF-κb也成为相关癌症药物

作用的靶点。NF-κb是一种早期由Sen等 [12 ]在

成熟B淋巴细胞核中发现的一种细胞核转录因

子，能与免疫球蛋白k链基因的增强子κb序列

特异性结合。在正常情况下，NF-κb通常与其

抑制蛋白Iκb相结合，以非活性状态贮存于细胞

质中。其主要包括五位家族成员，c-Rel、NF-
κb2（p52）、RelB、RelA（p65）和NF-κbI
（p50） [12]。NF-κb在大部分癌组织中表达量明

显高于对照组织，这也与其促进增殖，抑制凋

亡的功能相符合。大量研究表明，当NF-κb被激

活后，其发生磷酸化，并大量入核，通过RelA
结合到相关癌基因的启动子或增强子，进而调

控肿瘤的细胞周期进程、侵袭、凋亡及血管生

成 [13]。除此之外，Hinz等 [14]发现，cyclinD1的

启动子序列上存在NF-κb的结合位点。cyclinD1
作为细胞G 1期向G 2期和S期转化的重要限速因

子，其被抑制常导致细胞周期阻滞于G1期。而

NF-κb激活后发生磷酸化，NF-κb大量入核，其

结合到cyclinD1的启动序列上，调控cyclingD1
的功能进而引起细胞周期阻滞于G1期，这也与

本实验结果相吻合 [14]。且相关研究发现核糖体

蛋白RPL22功能的缺失对于激活NF-κb的功能具

有极其重要的作用[15]。本研究观察在NKAP处理

后肿瘤细胞相关功能是否得到恢复，结果也确

实与我们预期较为一致。因此，我们认为，在

CX-5461抑制核糖体的装配后，核糖体相关蛋

白胞外功能激活，抑制NF-κb功能的活化进而促

进细胞凋亡及迁移。

本研究证实，CX-5461可以通过影响NF-κb
的磷酸化调控鼻咽癌细胞系CNE-1的周期进程、

增殖、侵袭、凋亡，进而可能影响鼻咽癌的发生

发展。但是NF-κb的活化调控细胞周期、细胞凋

亡的具体机制尚需要进一步探索。

*: P<0.05, compared with the Control group; #: P<0.05, compared with 

the CX-5461 group

图6  CX-5461处理后NF-κb磷酸化，Bax、Bcl-2变化情况
Figure6  NF-κb phosphorylation, Bax and Bcl-2 expression 
after CX-5461 treatment
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