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摘要 目的：探索与紫杉醇（PTX）联合应用可抑制舌鳞状细胞癌进展的新药物。方法：首先舌鳞状细胞癌 Scc9细胞感染CRISPR
全基因组文库，加入 PTX处理后提取 DNA，进行测序分析。然后通过分别敲除候选基因并加入 PTX观察细胞活力确定研究靶
点。最后 Scc9细胞分别经对照组、PTX、靶点抑制剂及两药联合的不同处理，通过 CCK8实验、平板克隆形成实验和 EdU实验检
测不同处理方式对细胞增殖活力、克隆形成能力和 DNA合成能力的影响。结果：CRISPR文库筛选结果经验证发现敲除丝裂原
活化蛋白激酶活化蛋白激酶 2（MAPKAPK2）基因后加入 PTX，Scc9细胞的增殖活力显著降低（F=21.42，P约0.05）。与对照组、
PTX、MAPKAPK2抑制剂 MK2-IN-1单药组相比，两药联合显著抑制细胞增殖活力（F=65.39，P约0.001）。PTX联合 MK2-IN-1组
的克隆形成能力明显减弱（F=88.69，P约0.001）。联合用药组 DNA合成能力显著降低（F=38.8，P约0.001）。结论：MAPKAPK2是促
进舌鳞状细胞癌进展的潜在靶点。MAPKAPK2抑制剂联合 PTX可抑制舌鳞状细胞癌进展。
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Study on MAPKAPK2 inhibitor combined with PTX to inhibit progression of tongue squamous cell
carcinoma
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Abstract Objective：To investigate novel drug combinations with paclitaxel（PTX）that have the potential to suppress the progres原
sion of tongue squamous cell carcinoma. Methods：Firstly，Scc9 cells of tongue squamous cell carcinoma were transduced with a
genome-wide CRISPR library and subjected to PTX. DNA was extracted for sequencing analysis. Then，a target was determined by
CRISPR-mediated gene knockout and cell viability assessment after adding PTX. Finally，Scc9 cells were subjected to control，PTX
monotherapy，inhibitor monotherapy and combination therapy，the effects of different treatment methods on cell proliferation activity，
clone formation ability，and DNA synthesis ability were evaluated using CCK-8 proliferation assay，platecolony formation assay and
EdU assay. Results：Subsequent validation of the CRISPR library screening results revealed that mitogen activated protein kinase
activated protein kinase 2（MAPKAPK2）gene knockout and adding PTX significantly inhibited the cell proliferation viability of Scc9
cells（F=21.42，P约0.05）. MAPKAPK2 inhibitor MK2-IN-1 combined with PTX demonstrated superior cell proliferation activity in原
hibition versus control or monotherapies in Scc9 cells（F=65.39，P<0.001）. PTX combined with MK2-IN-1 group significantly
reduced colony formation（F=88.69，P约0.001）. The DNA synthesis ability was significantly inhibited in combination therapy group
（F=38.8，P<0.001）.Conclusion：MAPKAPK2 is a potential therapeutic target in promoting the progression of tongue squamous cell
carcinoma. MAPKAPK2 inhibitor combined with PTX can inhibit the progression of tongue squamous cell carcinoma.
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口腔鳞状细胞癌占头颈鳞癌的 50%[1]。舌鳞状

细胞癌（TSCC）是最常见的口腔恶性肿瘤，全球每年
约有 350 000例新发病例[2]。由于舌部血运和淋巴网

络丰富，TSCC局部侵袭速度快、易转移，生存率低
于一般头颈鳞癌[3-4]。近年来专家学者在临床诊断和

治疗方面取得了重大进展，但 TSCC患者的 5年生

存率并未显著提高，部分患者在确诊时已失去手术

机会[5-6]。因此，化疗在晚期 TSCC患者的治疗中占重
要地位。紫杉醇（PTX）是头颈肿瘤最常用的化疗药
物之一，然而，部分患者对 PTX不敏感或治疗后耐
药，导致 TSCC患者化疗失败[7]。CRISPR文库是靶向
一群基因的单链引导 RNAs（sgRNAs）的集合，通过
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同时敲除成百上千个基因，寻找在特定条件下促进

肿瘤细胞生长或死亡的关键基因[8-9]。丝裂原活化蛋

白激酶活化蛋白激酶 2（MAPKAPK2）编码基因的 N
端含有两个富含脯氨酸的结构域，连接激酶和 C末端
的调节域，被激活的 MAPKAPK2磷酸化底物参与
调控 mRNA稳定性、细胞迁移及免疫反应等过程[10]。

研究表明，MAPKAPK2在部分肿瘤的恶性进展及化
疗耐药方面起着重要作用[11]。本研究在 TSCC细胞
中感染 CRISPR文库进行筛选，寻找 TSCC进展的
关键基因，进一步检测针对该基因的抑制剂联合

PTX对细胞增殖活性、克隆形成能力和 DNA合成
能力的影响，以期为临床转化提供前期依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂 PTX（海南卓泰制药有限公司，中国），
MAPKAPK2 抑制剂 MK2-IN-1[12]（MedChemExpress
公司，美国），嘌呤霉素（Solarbio公司，中国），CRISPR
全基因组文库（苏州泓迅生物科技有限公司，中

国），基因组 DNA提取试剂盒（天根公司，中国），无
内毒素质粒小提中量试剂盒（天根公司，中国），

CCK8试剂盒（Biosharp公司，中国），Gel Extraction试
剂盒（OMEGA公司，美国），EdU-555试剂盒（Beyotime
公司，中国）。

1.2 细胞培养 人舌鳞状细胞癌细胞株 Scc9与人
胚肾细胞 293T（HEK-293T）均保存在含 10%胎牛
血清 DMEM中，并在 37益、5% CO2条件下培养。

1.3 CCK8 实验确定药物浓度 将融合度达 70%
的 Scc9接种至 96孔板，加入不同浓度 PTX（0、5、10、
20、40、80 nmol/L），作用 48 h 后加入 CCK8，培养箱
中孵育 4 h后酶标仪读取 450 nm波长处的吸光度
值（OD），计算细胞相对增殖活力。同样方法在 Scc9中
加入不同浓度 MK2-IN-1（0、0.5、1、2、4、8 滋mol/L）。
细胞活力（%）= [（处理组 OD值-空白孔 OD值）/（对
照组 OD值-空白孔 OD值）] 伊100%。SPSS软件统计
并计算 PTX和 MK2-IN-1的半数抑制浓度（IC50）。
用低于 IC50 的浓度进行细胞实验。经计算确定
PTX的加药浓度为 10 nmol/L，MK2-IN-1的加药浓
度为 2 滋mol/L。
1.4 TSCC进展关键基因的筛选
1.4.1 CRISPR文库筛选相关基因 将 HEK-293T
与包装质粒 psPAX2、pMD2.G和 CRISPR全基因组
文库质粒包装为慢病毒库。在 15 cm培养皿中接种
4伊107 Scc9，加入病毒液，24 h后去除病毒液并传代
细胞，贴壁后加入嘌呤霉素（1 滋g/mL）压力筛选 7 d
获得稳定转染的细胞株。将细胞分为对照组（PTX-，
0 nmol/L）和 PTX处理组（PTX+，10 nmol/L），48 h后

收集细胞，使用 DNA 提取试剂盒提取全基因组
DNA，PCR扩增后进行琼脂糖凝胶电泳，使用 Gel
Extraction试剂盒进行 DNA回收纯化。将 DNA产物
进行测序（平台 Illumina 2伊150 bp），使用 MAGeCK
算法进行分析[13]。测序结果筛选条件：（1）PTX处理
组较对照组明显减少的基因。（2）基因有对应的抑
制剂。通过 R语言软件绘制热图对测序结果进行可
视化呈现。

1.4.2 TSCC 进展的靶点基因的确定 （1）构建单
个基因敲除的细胞株：根据 1.4.1筛选条件显示PTX
处理组较对照组显著降低的有 12 个基因，构建单
个基因敲除的 Scc9 细胞株。具体过程如下：
LentiCRISPR V2 质 粒 酶 切 后 用 OMEGA Gel
Extraction试剂盒回收纯化，将引物分别与线性化
LentiV2载体进行连接反应，转化后用质粒小提中
量试剂盒提取质粒。HEK-293T细胞分别转染基因
敲除质粒制备慢病毒。病毒液感染 Scc9后经嘌呤霉
素（1 滋g/mL）处理 7 d。sgRNA引物序列见表 1。

（2）CCK8实验确定靶点基因：将对照组和不同
基因敲除的 12组 Scc9接种至 96孔板，细胞贴壁后
加入 PTX（10 nmol/L）作用 48 h，加入 CCK8，处理同
1.3。将细胞活力降低最显著的基因定为靶点。
1.5 CCK8实验检测细胞增殖 将处于对数生长期

的 Scc9消化后制成单细胞悬液，接种至 96孔板，待
细胞贴壁后，设置 4 组：对照组、PTX（10 nmol/L）、
MK2-IN-1（2 滋mol/L）、PTX+MK2-IN-1，作用 48 h
后加入 CCK8试剂盒溶液，处理同 1.3，比较各组细
胞增殖活力。

1.6 检测平板克隆形成能力 分组和加药浓度同

1.5，将 Scc9单细胞悬液按照 1 500个/孔接种至 6
孔板，贴壁后加入不同药物，持续培养 2周后观察

表 1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

sgRNA名称 引物序列（5忆寅3忆）

sgPLEKHG6 GAGCCCGAGAAGAGGCACGG

sgROCK1 GAAGTATTAAAATCCCAAGG

sgAURKA CTTCGAATGACAGTAAGACA

sgCDK1 AATCCATGTACTGACCAGGA

sgPSKH1 ATTGCCTACATCCTACTCAG

sgAURKB AGGCCACCATACCTCAGGGA

sgPRKCB GTGATGGAGTACGTGAATGG

sgADCK5 GATACGTGGCGCCCGCCAGG

sgPTK7 ACCGAGGGTGCCCATCAATG

sgPLK1 GCTCTGTGATAACAGCGTGG

sgMAPKAPK2 GTGTACGAGAATCTGTACGC

sgCDK4 AAGGCCCGTGATCCCCACAG
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有明显集落形成时去除培养基，甲醇固定 30 min，
0.5%结晶紫染色过夜，流水冲洗多余的结晶紫染
液，完全冲洗干净后室温晾干后拍照。

1.7 EdU实验检测 DNA合成能力 分组和加药浓

度同 1.5，将 Scc9单细胞悬液接种至 6孔板，细胞贴
壁后加入不同药物，24 h后进行 EdU标记，培养箱
中孵育 2 h后 4%多聚甲醛固定，洗涤液（3%BSA的
PBS）慢摇床上洗涤，通透（0.3%Triton X-100的PBS），
最后配制 click 反应液（click additive solution）室温
避光孵育和细胞核染色。使用荧光显微镜拍照记

录，每孔采集多个视野，用 Image J 软件计数各组
细胞数。EdU阳性与 Hoechst阳性细胞的比值反映

DNA合成能力。
1.8 统计学处理 用 SPSS软件（version 21.0）进行
数据统计，符合正态分布的计量资料使用 x依s，多
组间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）。
P约0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 CRISPR 文库筛选基因结果 如图 1 所示，
Scc9感染 CRISPR全基因组文库并加入 PTX进行
筛选后测序分析显示，与对照组相比，PTX处理组显
著降低的基因包括：PLEKHG6、ROCK1、AURKA、
CDK1、PSKH1、AURKB、PRKCB、ADCK5、PTK7、PLK1、
MAPKAPK2、CDK4。

A B
Scc9感染 CRISPR文库 加入 PTX进行筛选 测序与分析

DNA10 nmol/L
PTX +全基因组 CRISPR文库

0 nmol/L

PTX-

Scc9

PTX- PTX +
PLEKHG6
ROCK1
AURKA
CDK1
PSKH1
AURKB
PRKCB
ADCK5
PTK7
PLK1
MAPKAPK2
CDK4

图 1 CRISPR文库筛选基因结果
Fig.1 Sequencing results of genes in CRISPR library

注：A：CRISPR文库筛选流程；B：热图显示 PTX+组较 PTX-组显著降低的基因；PTX：紫杉醇

2.2 TSCC进展靶点基因确定 CCK8结果显示，与
对照组或敲除另外 11个基因相比，敲除MAPKAPK2
基因后加入 PTX，Scc9的细胞活力受抑制最为明显
（F=21.42，P约0.05），见图 2。将 MAPKAPK2基因确
定为后续研究靶点基因。

2.3 CCK8检测结果 CCK8实验显示，在 Scc9中，
与对照组、PTX 单药组、MAPKAPK2 抑制剂 MK2-
IN-1单药组相比，PTX联合 MK2-IN-1组的细胞增
殖活力明显受抑制（F=65.39，P约0.001），见图 3。

2.4 平板克隆形成能力检测结果 如图 4所示，在
Scc9中，与对照组、PTX单药组、MK2-IN-1单药组
相比，MK2-IN-1联合 PTX组的克隆形成能力明显
受到抑制（F=88.69，P约0.001），表现为联合组的克隆
个数明显减少，且更加细小。

2.5 DNA合成能力检测结果 EdU 实验显示，在
Scc9中，与对照组和两单药组相比，MK2-IN-1联合
PTX显著抑制细胞 DNA 合成能力，EdU 标记的阳
性细胞比例显著降低（F=38.8，P约0.001），见图 5。

注：敲除 MAPKAPK2基因组与对照组或敲除另外 11个基因组
相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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图 2 各组细胞增殖活力比较

Fig.2 Comparison of cell proliferation viability in different groups
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注：不同加药组细胞增殖活力比较；PTX联合 MK2-IN-1组与对
照组或单药组相比，***P<0.001；PTX：紫杉醇；MK2-IN-1：MAPKAPK2
抑制剂

图 3 CCK8检测结果
Fig.3 Results of CCK8 assay
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A 对照组 PTX（10 nmol/L）

MK2-IN-1（2 滋mol/L） PTX+MK2-IN-1

注：PTX联合 MK2-IN-1组与对照组或单药组相比，***P<0.001；PTX：紫杉醇；MK2-IN-1：MAPKAPK2抑制剂

图 4 平板克隆形成能力检测结果

Fig.4 Results of plate cloning formation assay
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注：A：EdU染色的荧光显微镜结果（100伊）；B：Image J 软件分析统计结果；PTX联合 MK2-IN-1组与对照组或单药组相比，***P<0.001；
PTX：紫杉醇；MK2-IN-1：MAPKAPK2抑制剂

图 5 DNA合成能力检测结果
Fig.5 Results of DNA synthesis ability assay

A 对照组 PTX（10 nmol/L） MK2-IN-1（2 滋mol/L） PTX+MK2-IN-1
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3 讨论

口腔鳞癌占头颈部鳞癌 50%左右，恶性程度
高，严重影响患者生活质量[14]。晚期 TSCC作为口腔
癌中复发率极高的恶性肿瘤，治疗策略以化疗为

主。PTX是最常用的化疗药物，也是其他组合疗法
的支柱[15]，但耐药是困扰临床的重大难题。因此，本

研究在 TSCC中开展，旨在寻找与 PTX联合可抑制
肿瘤恶性进展的新药物。为精准和高效地实现这一

目标，研究采用 CRISPR全基因组文库高通量筛选
技术，经验证，敲除 MAPKAPK2基因后联合 PTX显
著降低细胞增殖活力，为后续研究确定了方向。

MAPKAPK2 又名 MK2，越来越多研究发现
MAPKAPK2在介导肿瘤恶性进展及化疗耐药方面起
着重要作用。Xu等[16]发现MAPKAPK2通过磷酸化其
底物 Hsp27，从而增加转化生长因子（TGF）-茁介导
2型基质金属蛋白酶活性，促进前列腺癌细胞侵袭和
转移。Hsp27磷酸化后可以抑制细胞色素 C从线粒
体的释放和 caspase 3的激活，抑制细胞凋亡[17-18]。这

些生物学行为在 MAPKAPK2基因敲除后可被显著
抑制。Grierson等[19]发现 MAPKAPK2抑制剂可显著
增强胰腺癌中 FIRINOX方案（氟尿嘧啶、伊立替康
和奥沙利铂）的化疗敏感性。目前，MAPKAPK2抑制
剂用于多种晚期实体瘤的临床试验（NCT05791474）
正在进行。然而，MAPKAPK2在 TSCC进展中的意
义及 MAPKAPK2抑制剂联合 PTX是否抑制肿瘤生
长尚未见相关报道。

本文实验结果发现，MK2-IN-1联合 PTX较两
单药相比，显著抑制细胞增殖能力、克隆形成能力和

DNA合成能力，证实MAPKAPK2抑制剂联合 PTX可
抑制 TSCC进展。从药理学角度出发，PTX是有丝分
裂中的微管抑制剂，其主要通过促进 琢和 茁微管蛋
白组装，抑制微管解聚，破坏有丝分裂纺锤体的形

成，导致快速分裂的肿瘤细胞被阻滞在 G2/M期。此
外，PTX还可以启动线粒体凋亡通路，促进肿瘤细
胞凋亡[20-21]。有研究证实，p38-MAPKAPK2-Hsp27轴在
促进肠癌细胞生长方面起着重要作用[22]。Han等[23]
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发现阻断 p38-MAPKAPK2通路可显著抑制 HepG2
细胞的生长，促进细胞凋亡及 G2/M期阻滞。MK2-
IN-1 可能通过抑制 p38-MAPKAPK2-Hsp27 通路，
解除 Hsp27对细胞色素 C/caspase 3的抑制作用，两
药联合增强了 PTX 诱导的 G2/M 期阻滞和凋亡通
路的激活，促进肿瘤细胞凋亡。此外，两药联合对肿

瘤进展的抑制作用，可能并不局限于 TSCC，未来也
会在其他使用 PTX治疗的肿瘤中进行探索。

综上所述，在 TSCC 细胞 Scc9 中利用 CRISPR
全基因组文库进行筛选，发现 MAPKAPK2 是促进
TSCC 进展的潜在靶点。功能实验进一步验证
MAPKAPK2抑制剂 MK2-IN-1联合 PTX显著抑制
细胞增殖活性、克隆形成能力和 DNA合成能力，为
PTX耐药的患者提供了新的治疗选择和理论依据。
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