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Abstract
AIM: To investigate the effects of c-Jun-N-terminal 
kinase (JNK) signaling pathway on the migration 
and invasion of human colon cancer cells (LoVo) 
stimulated with fibronectin and explore possible 
mechanisms underlying such effects.

METHODS: LoVo cells were cultured in serum-
free medium for 24 hours and then divided into 
normal control group (no fibronectin treatment), 
fibronectin treatment group (a 24-hour treatment 
with fibronectin at concentrations of 10, 20 and 
40 mg/L, respectively), and SP600125 treatment 
group (a 24-hour treatment with 40 mg/L of fi-
bronectin and SP600125 at concentrations of 20 
and 40 µmol/L, respectively). The in vitro migra-
tion and invasion of LoVo cells were measured 
by Boyden chamber assay. The phosphorylation 
levels of JNK and matrix metalloproteinase-9 
(MMP-9) were detected by Western blot.

RESULTS: Fibronectin significantly increased 
the migration and invasion of LoVo cells, while 
SP600125 showed an obvious inhibitory effect 
on migration and invasion. The expression of 
p-JNK and MMP-9 in the fibronectin (40 mg/L) 
treatment group was more significantly upregu-
lated than that in normal control group (38.39% 
± 5.97% vs 28.61% ± 4.19% and 58.25% ± 6.53% vs 
33.43% ± 2.05%, respectively; both P < 0.01). The 
upregulation of p-JNK and MMP-9 expression in 
the SP600125 (40 µmol/L) treatment group was 
significantly lower than that in the fibronectin 
(40 mg/L) treatment group (29.59% ± 2.17% vs 
38.39% ± 5.97% and 36.69% ± 4.20% vs 58.25% ± 
6.53%, both P < 0.01).

CONCLUSION: Fibronectin can enhance the 
migration and invasion of human colon cancer 
cells perhaps through upregulation of p-JNK 
and MMP-9 expression.
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摘要
目的: 观察c-J u n氨基末端激酶 (c- j u n-N-
terminal kinase, JNK)信号通路的活化对大肠
癌细胞运动、侵袭的影响, 并探讨大肠癌转移
可能的分子机制. 

方法: LoVo细胞无血清饥饿24 h同步化后, 对
照组无纤维粘连蛋白(fibronectin, FN)干预, 
FN组给予FN 10, 20, 40 mg/L, 24 h干预. JNK
抑制剂组给予FN 40 mg/L+SP600125(20, 40 
μmol/L)干预24 h. 用Boyden小室法检测其体
外运动和侵袭能力. Western blot法检测JNK磷
酸化和MMP-9蛋白质表达. 

结果: FN可剂量性增加LoVo细胞运动和侵
袭细胞数, SP600125能明显减少FN诱导的细
胞运动和侵袭力. 与对照组相比, FN 40 mg/L
干预时p-JNK和MMP-9明显增高(38.39%±

®

■背景资料
大肠癌是人类最
常见的恶性肿瘤
之一, 大肠癌转移
是影响患者疗效
和预后并导致死
亡的重要因素, 是
当前大肠癌研究
中最重要的一个
方 面 .  近 来 研 究
表明c-Jun氨基末
端激酶(JNK)/应
激活化蛋白激酶
(SAPK)信号途径
在肿瘤的发生发
展和转移中发挥
重要作用, 但其在
大肠癌侵袭和转
移中的作用机制
还不清楚.
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5.97% vs  28.61%±4.19%; 58.25%±6.53% vs  
33.43%±2.05%, 均P <0.01). 与FN 40 mg/L组
相比, SP600125 40 µmol/L能明显抑制p-JNK
和M M P-9蛋白的表达(29.59%±2.17% v s  
38.39%±5.97%, 36.69%±4.20% vs  58.25%±

6.53%, 均P <0.01).

结论: 大肠癌细胞JNK磷酸化可激活其下游成
员使大肠癌基质金属蛋白酶的分泌增加, 导致
大肠癌细胞的运动和侵袭力增加, 最终促进癌
细胞的转移.

关键词: 大肠癌; 侵袭; 转移; c-Jun氨基末端激酶; 
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0  引言

大肠癌(colon cancer)是人类最常见的恶性肿

瘤之一 ,  大肠癌转移是影响患者疗效和预后

并导致死亡的重要因素 .  肿瘤转移是多因素

相互作用的结果 ,  已发现了很多导致肿瘤转

移的生物学行为, 如细胞黏附(adhes ion), 运
动(m i g r a t i o n)、侵袭(i n v a s i o n)、血管生成

(angiogenesis)以及生长(growth)等[1]. 不断研究

和探讨其机制, 进一步认识肿瘤转移, 可为治疗

肿瘤转移提供更可靠的理论依据. 
c-Jun氨基末端激酶(c-jun-N-terminal kinase, 

JNK)/应激活化蛋白激酶(stress-activated protein 
kinase, SAPK)信号途径存在于多种生命过程中

在细胞周期调节、细胞增殖和转化生长中具

有重要作用. 近年来, 越来越多的研究表明JNK
在肿瘤的发生发展中发挥重要作用[2-3], 从而使

JNK在临床上可作为一个潜在的分子治疗靶点. 
本研究中以纤维粘连蛋白(fibronectin, FN)作为

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的主要成

分诱导大肠癌细胞侵袭和运动, 探讨JNK作为整

合素与FN结合的下游信号分子, 在大肠癌的转

移中发挥的重要作用; 并探讨应用JNK抑制剂抑

制大肠癌的侵袭和转移的可能性, 为明确大肠

癌转移的发生机制以及寻找新的大肠癌治疗方

案提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人大肠癌细胞株LoVo购自武汉大学

典型生物保藏中心; BD BioCoatTM MatrigelTM 

Invasion Chamber(No. 354483, 354578)试剂盒购

自美国BD公司; 兔抗JNK多克隆抗体, 兔抗磷酸

化JNK多克隆抗体购自Upstate公司; 鼠抗单克隆

MMP-9抗体, β-actin多克隆抗体购自Santa Cruz
公司; SP600125购自德国Merck公司, FN购自

Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: LoVo细胞使用RPMI 1640加100 
mL/L胎牛血清培养液, 置于37℃、50 mL/L CO2

的培养箱中培养. 细胞无血清饥饿24 h同步化

后, 对照组无FN干预, FN组给予FN 10、20、40 
mg/L 24 h干预. JNK抑制剂组给予FN 40 mg/L+ 
SP600125(20, 40 μmol/L)干预24 h. 
1 .2 .2  体外细胞运动和侵袭力的测定 :  采用

Boyden小室法, 按照试剂盒说明书严格无菌进

行操作. 从-20℃取出试剂盒至室温, 无血清培养

液37℃, 50 mL/L CO2细胞培养箱中水化上下室2 
h. 对照组、FN 24 h干预及抑制剂组细胞制成细

胞悬液. 上室加细胞悬液5×105/每室, 下室内加

入NIH3T3细胞上清, 在37℃, 50 mL/L CO2细胞

培养箱中培养24 h, 用棉签擦掉膜内表面未穿过

膜的细胞, Wright-Giemsa染色. 每组设3个复孔, 
计算穿过膜细胞的平均值. 
1.2.3 Western blot: 组织和细胞提取总蛋白后, 
离心上清液蛋白定量保存于-80℃用于JNK、

MMP-9及p-JNK Western blot分析. 40 µg蛋白行

SDS-PAGE变性凝胶电泳. 转膜封闭后与一抗

(稀释浓度均为1∶1000)4℃孵育过夜. 二抗室温

反应2 h, 增强化学发光法(ECL)显影, 暗室压片. 
胶片经凝胶成像分析系统处理数据. 

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采
用SPSS11.5软件进行统计学分析, 两组间比较用

单因素方差分析, 组间差异采用q检验. 以P <0.05
为有统计学意义.

2  结果

2.1 细胞运动和侵袭力 FN不同剂量(0、10、
20、40 mg/L)及SP600125(20、40 µmol/L)干预

大肠癌细胞, 大肠癌细胞侵袭穿过Matrigel胶的

平均数分别为15.33±2.52, 16.33±2.52, 19.00
±1.00, 22.00±2.00, 17.67±2.52, 12.00±1.00; 
运动穿过膜的平均数42.67±2.52, 46.00±1.00, 
48.00±2.00, 52.67±2.52, 48.33±1.53, 43.67±
3.21. FN能剂量依赖性增强大肠癌LoVo细胞的

运动和侵袭力, FN 20 mg/L时LoVo细胞的运动

和侵袭力明显增强(P <0.05), 以FN 40 mg/L时细

■相关报道
本课题组前期研
究 表 明 ,  胃 泌 素
及其受体对大肠
癌细胞FAK-Src-
ERK1/2通路的影
响在大肠癌的侵
袭过程中起到了
重要的作用.
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胞的运动和侵袭力最强(P <0.01). 我们选择FN 
40 mg/L干预这一处理剂量的基础上加上不同

浓度SP600125(20、40 µmol/L)干预24 h. 结果

表明, SP600125剂量依赖性地减少LoVo细胞24 
h FN诱导细胞的运动和侵袭能力, 以40 µmol/L 
SP600125抑制作用最强(P <0.01, 图1-3). 
2.2 JNK、MMP-9及p-JNK蛋白的表达 大肠癌

LoVo细胞各组JNK均有表达, 但各组间无统计

学意义. FN能剂量依赖性诱导p-JNK在大肠癌

细胞中表达. 以FN 40 mg/L最明显(38.39%±

5.97% vs  28.61%±4.19%, P <0.01). SP600125对
JNK蛋白的表达无明显影响. SP600125能明显抑

制p-JNK蛋白的表达, 以40 µmol/L SP600125抑
制作用最强(29.59%±2.17% vs  38.39%±5.97%, 
P <0.01, 图4-5). 大肠癌LoVo细胞FN 40 mg/L
干预时MMP-9蛋白的表达明显增强(58.25%±

6.53% vs  33.43%±2.05%, P <0.01), SP600125
能剂量依赖性地抑制MMP-9蛋白的表达, 以40 
µmol/L SP600125抑制作用最强(36.69%±4.20% 
vs  58.25%±6.53%, P <0.01, 图4-5).

3  讨论

肿瘤细胞转移至远处器官决定于其从生长原

位侵袭穿过组织屏障进入血循环的能力, 以及

血循环中的肿瘤细胞黏附第2器官并生长增殖

的能力 .  肿瘤细胞侵袭和转移需细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)黏附和ECM降解的

精确协同. FN是构成细胞外基质的主要成分, 他
们在肿瘤细胞的增殖、分化和转移中具有重

要作用. FN能反映肿瘤细胞的增殖活性及局部

侵袭性, 是判定肿瘤淋巴结潜在转移的重要指

标. JNK信号通路被上游信号激活后, 胞质中的

JNK移位到细胞核, 可以进一步使核内的转录

因子c-Jun氨基末端63及73位的丝氨酸残基磷酸 
化[4-5]. JNK的活化需要FAK与Src及p130Cas的
结合以及与Crk的缔和. 活化的JNK进入细胞

核, 使转录因子c-Jun磷酸化, 与c-Fos形成AP-
1(activator protein-1)转录因子复合物. AP-1调节

下游基因控制细胞的增殖过程. 几种控制细胞

迁移的信号通路包括Rac, FAK和Src与JNK信号

通路密切相关[6]. JNK信号通路是细胞迁移过程

中所必需的[7-8], 用其抑制剂SP600125抑制JNK活

化可抑制细胞的迁移[9-13].
本课题组前期研究表明胃泌素及其受体对

大肠癌细胞FAK-Src-ERK1/2通路的影响在大肠

■创新盘点
本课题用Western 
b l o t 方 法 探 讨
J N K 、 磷 酸 化
J N K ,  在 F N 诱
导 和 抑 制 剂
SP600125特异性
抑制大肠癌LoVo
细胞中表达的差
异, 观察JNK信号
通路及下游信号
通路MMP-9对大
肠癌细胞运动、

侵袭和转移的作
用机制.

A B

图  1  大肠癌细胞运动能力检测结果(×100). A: FN(40  

mg/L); B: FN(40 mg/L)+SP600125(40 μmol/L)

A B

图  2  大肠癌细胞侵袭力检测结果(×100). A: FN(40 mg/L); 

B: FN(40 mg/L)+SP600125(40 μmol/L)
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图  3  大肠癌细胞运动能力和侵袭力. aP <0.05, bP <0.01 vs  

对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  FN(40 mg/L)组.
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图  4  LoVo细胞中p-JNK和MMP-9蛋白表达Western blot
分析结果. A: p-JNK; B: MMP-9; 1: FN(40 mg/L); 2: FN(40 

mg/L)+SP600125(20 µmol/L); 3: FN(40 mg/L)+SP600125(40 

µmol/L); 4: 对照组.
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癌的侵袭过程中起到了重要的作用[14]. 细胞外的

刺激通过FAK/Src或Ras激活MEKK1磷酸化, 激
活MKK4或MKK7, 然后激活或磷酸化JNK, 活
化的JNK依次磷酸化Jun, Paxillin, Spir, DCX和

MAPs. Paxillin磷酸化能促进细胞黏附进而使

细胞迁移增快[15-16]. JNK在传导胞外信号至核转

录因子时起着重要作用, 可以提高转录能力, 存
在于多种生命过程中, 如细胞生长、癌基因转

化、细胞分化和细胞死亡. 在Ras诱导的转化实

验中, Ras介导c-Jun的磷酸化是由JNK完成的. 
JNK磷酸化c-Jun位点的突变可抑制Ras引起的

成瘤[17]. 提示JNK与肿瘤发生相关, 但其作用机

制还不清楚. JNK信号途径的异常活化与多种人

类肿瘤的发生发展密切相关, 因此JNK信号通路

是一个干预治疗潜在的分子靶点. 
MMP-9又被称为Ⅳ型胶原酶, 是基质金属

蛋白酶家族成员之一. MMP-9的过表达可促进

恶性肿瘤的发生与发展[18-19]. 侵袭和转移是恶性

肿瘤细胞的重要特征. 基质金属蛋白酶(matrix 
metal loproteinase, MMP)和纤溶酶原激活物

(plasminogen activator, PA)等蛋白酶类是细胞侵

袭过程所必需的[20-21]. MMP-9一方面降解、破

坏靠近肿瘤细胞表面的ECM和BM, 释放大量的

促生长因子, 导致细胞的异常增殖与凋亡抑制; 
另一方面则通过毛细血管内生、新生血管生成

等促进瘤细胞沿着缺失的BM向周围组织浸润, 
促进肿瘤细胞的侵袭和转移灶形成. 研究表明

MMP-9的表达和8NB19细胞(人神经胶质瘤细胞

系)的侵袭性受JNK和ERK依赖的信号模式调节, 
干预其中的任何一条信号通路都能够降低肿瘤

细胞的侵袭性[22]. 
JNK及其信号通路在肿瘤侵袭和转移中起

中介和信号放大作用, 一方面接受大量来自生

长因子、丝裂原、环境刺激等的信号; 另一方

面, 通过JNK级联反应作用于核转录因子, 调控

基因表达, 期间伴有与其他信号通路的相互作

用, 如整合素通路及PKC通路. 对此信号传导中

任一位点的阻断都有可能成为抗大肠癌侵袭转

移治疗新的靶点. 
本课题用Western blot方法探讨JNK、磷

酸化JNK, 在FN诱导和抑制剂SP600125特异性

抑制大肠癌LoVo细胞中表达的差异, 观察JNK
信号通路及下游信号通路MMP-9对大肠癌细

胞运动、侵袭和转移的作用机制. 结果表明FN
可剂量依赖性地增加LoVo细胞运动和侵袭细

胞数, 以FN 40 mg/L时细胞的运动和侵袭力最

强(P <0.01). SP600125能明显减少FN诱导的细

胞运动和侵袭力. 磷酸化JNK蛋白和MMP-9蛋
白的表达在FN地诱导下呈增强趋势, 以FN 40 
mg/L最明显(P <0.01). SP600125能明显抑制FN
诱导的大肠癌细胞磷酸化JNK蛋白和MMP-9蛋
白的增高.

因此, 我们推测JNK可能通过激活其下游成

员使大肠癌MMP的分泌增加、细胞－细胞黏附

力下降而导致大肠癌细胞的运动和侵袭力增加, 
最终促进癌细胞的转移.
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图  5  Western blot示p-JNK/β-actin和MMP-9/β-actin百分
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■应用要点
肿瘤转移是多因
素相互作用的结
果 ,  不 断 研 究 和
探 讨 其 机 制 ,  进
一步认识肿瘤转
移 ,  可 为 治 疗 肿
瘤转移提供更可
靠 的 理 论 依 据 . 
越来越多研究证
实JNK与肿瘤转
移 相 关 .  给 予 特
异 性 的 阻 断 剂 , 
在信号通路水平
阻断和调控JNK
的 表 达 和 活 性 , 
将可能成为治疗
大肠癌侵袭和转
移一条新的治疗
途径. 从而使JNK
在临床上可作为
一个潜在的大肠
癌侵袭和转移的
分子治疗靶点.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-07-28)

■同行评价
本研究方法先进, 
所得结论客观可
信, 具有一定的实
际应用价值.


