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Abstract
AIM: To investigate the role of the c-Jun N-ter-
minal kinase (JNK) signaling pathway in the 
proliferation and apoptosis of human colon car-
cinoma HT-29 cells.  

METHODS: HT-29 cells were divided into two 
groups: normal control group and JNK inhibitor 
group (pretreated with SP600125 for 24 h). MTT 
assay was used to detect cell proliferation, and 
TUNEL assay was used to detect apoptosis.

RESULTS: The proliferation of HT-29 cells of 
the JNK inhibitor group was lower than that of 
the normal control group (0.287 ± 0.008 vs 0.479 
± 0.012, P < 0.01). The apoptosis index of HT-29 
cells of the JNK inhibitor group was higher than 
that of the normal control group (13.000 ± 1.080 
vs 1.000 ± 0.147, P < 0.01).

CONCLUSION: Inhibition of the JNK signaling 
pathway significantly inhibited cell proliferation 

but promoted apoptosis in human colon carci-
noma cell line HT-29.
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摘要
目的��: 研究抑制JNK信号通路对结肠癌HT-29
细胞增殖和细胞凋亡的影响.

方法�: 将人结肠癌细胞株HT-29分为正常对照将人结肠癌细胞株HT-29分为正常对照
组和JNK抑制剂组(用SP600125预处理细胞24 
h), 用四甲�偶氮唑盐比色法(MTT法)检测细
胞增殖水平, 用脱氧核酸末端转移酶介导的缺
口末端标记法(TUNEL法)观察细胞凋亡情况.  

结果��: 使用S P600125处理后的H T-29细胞, 
Western blot法检测p-JNK表达水平. 与正常对
照组比较p-JNK表达明显降低(0.246±0.044 
vs  1.092±0.060, P <0.01). 与正常对照组比较, 
JNK抑制剂组细胞增殖水平明显下降(0.287
±0.008 vs  0.479±0.012, P <0.01), 细胞凋亡指
数明显升高(13.000±1.080 vs  1.000±0.147, 
P <0.01). 

结论�: 抑制JNK信号通路的激活, 可以显著降抑制JNK信号通路的激活, 可以显著降
低人结肠癌细胞HT-29的增殖水平, 并能诱导
其细胞凋亡.

关键词: c-Jun氨基末端酶; 结肠癌; 细胞增殖; 细

胞凋亡
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0  ��引言

结肠癌是一种常见的恶性肿瘤. 近几年由于人

们饮食习惯和饮食结构的改变以及人口老龄化, 
我国结直肠癌的发病率和病死率均保持上升趋

®

■背景资料
JNK是在哺乳动
物细胞内广泛存
在的一种丝氨/苏
氨酸蛋白激酶, 属
于促分裂原活化
蛋白激酶(MAPK)
家 族 .  近 年 的 研
究表明JNK信号
途径可以调控细
胞生长、细胞分
化、细胞凋亡、
癌�因转化等多
个重要的生物学
过程, 与多种疾病
相关. 

■同行评议者
房林, 副教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
普外科
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势. 其中, 结肠癌的发病率上升尤为显著, 大多

数患者发现时已属于中晚期[1]. 常规的治疗手段

如手术、化疗、放疗疗效并不理想. 因此, 进一

步阐明结肠癌的发病机制, 寻找有效的干预靶

点已经成为国内广大研究者关注的焦点. 本研

究初步研究了c-Jun氨基末端酶(c-Jun N-terminal 
kinase, JNK)信号转导通路对结肠癌发病的影响. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞株HT-29来自中山大学

医学院. 胎牛血清、RPMI 1640购自美国Gibco
公司. JNK抑制剂SP600125购自上海碧云天公

司. TUNEL细胞凋亡原位检测试剂盒及细胞全

蛋白提取试剂盒购自南京凯基生物公司. p-JNK
抗体购自北京博奥森公司. 辣根过氧化酶标记

山羊抗兔IgG购自北京中杉金桥公司. HRP标记

β-actin购自武汉博士德公司. 
1.2 方法方法 
1.2.1 细胞培养及分组: 将HT-29细胞冻存管从液

氮罐中取出, 迅速置于37 ℃水浴中, 轻轻摇晃令

其尽快融化; 使用无菌吸管吸出细胞悬液, 转移

至无菌离心管中, 滴加10 mL培养基, 1 000 r/min
离心5 min; 将上清倒去后, 加入培养基作适当稀

释, 制成单细胞悬液, 再转入无菌培养瓶中37 ℃
培养箱中培养. 细胞培养2-3 d后, 更换1次培养

液, 待细胞长满至80%左右时, 使用胰蛋白酶消

化, 使细胞至漂浮状态, 终止消化后1∶2分瓶传

代. 将HT-29细胞分为正常对照组、JNK抑制剂

组. JNK抑制剂组处理前1 d将对数生长期细胞

用胰蛋白酶消化后, 接种于6孔板, 保证每孔有5
×105个细胞; 用DMSO将JNK抑制剂SP600125
稀释后加入到细胞培养基中, 轻轻晃动使其均

匀分布, 使其总浓度60 μmol/L, 培养24 h后收集

细胞, 用于细胞增殖以及细胞凋亡检测. 
1.2.2 Western blot检测p-JNK蛋白的表达: HT-29
细胞用PBS清洗2遍; 抽提细胞总蛋白并定量. 取
50 μg蛋白样品到10% SDS-PAGE胶上样, 电压

90 V, 恒压电泳120 min; 跑好的胶在转膜液中浸

泡20 min; 从下至上分别放入滤纸、胶、PVDF
膜、滤纸, 夹子夹好放入倒好转膜液的转膜槽

中, 电压90 V, 恒压电泳120 min. 将膜取出, 加入

5%脱脂奶粉的PBS室温封闭1 h. 分别加入一抗

p-JNK(1∶200), β-actin(1∶1 000)到5%脱脂牛奶

中, 在室温下振荡孵化1.5 h, 然后洗膜4次: 1×
PBS 15 min 1次; 5 min 3次; 分别加入二抗(1∶
3 000)到5%脱脂牛奶中, 在室温孵化1 h, 洗膜4

次: 1×PBS 15 min 1次; 5 min 3次;以1∶40比例

混合显色基质B液和A液, 均匀滴加膜上, 静置2 
min, 用保鲜膜将膜包好, 轻轻挤出多余显色基

质, 放入暗盒, 曝光4 min后, 蛋白表达情况使用

凝胶成像分析系统进行检测. 获得的图像用软

件ImageTool 3.0测灰度值, 并与内参相比得其相

对值, 取4次重复实验结果的均值进行比较. 
1.2.3 MTT法检测细胞增殖: HT-29细胞计数后, 
以2×104的密度接种到96孔细胞培养板中; 细胞

预处理后培养24 h, 显微镜下观察贴壁生长良好

后每孔加入100 μL的MTT试剂, 继续培养4 h; 除
去培养液, 每孔加入150 μL的无血清的DMSO, 
振荡10 min充分融解结晶物; 选择570 nm波长, 
在酶标仪上检测各孔吸光度值(度值(值(A值). 每孔A值

减去空白孔A值为测试孔A值. 活细胞数与A值

成正比. 每组设4个复孔, 取其平均值. 
1.2.4 TUNEL法检测细胞凋亡: 蒸馏水浸洗细胞

爬片数次. 细胞爬片于PBS洗5 min×3次. 在细

胞爬片上滴加TdT酶反应液, 37 ℃孵育1 h. 细
胞爬片于PBS洗5 min×3次. 在细胞爬片上滴加

streptavidin-HRP工作液, 37 ℃孵育30 min. 细胞

爬片于PBS洗5 min×3次. DAB显色, 水洗终止

反应. 苏木素复染1 min, 自来水冲洗5 min. 脱
水、晾干、中性树胶封片, 结果观察. 结果分析

方法: 选择10个典型视野, 高倍镜下计数至少

1 000个肿瘤细胞, 凋亡指数(apoptosis index, AI) 
= TUNEL阳性肿瘤细胞数/肿瘤细胞数×100%. 
每组设4个复孔, 取其平均值.

统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件进行

数据处理, 统计方法采用两独立样本t检验, 数据

以mean±SD表示.

2  ��结果

2.1 两组HT-29细胞p-JNK蛋白的表达 正常对照

组、JNK抑制剂组HT29细胞中p-JNK的相对表

达强度分别是1.092±0.060、0.246±0.044, 两组

间差异具有统计学意义(P <0.01, 图1). 此结果表

明, JNK抑制剂处理后, p-JNK蛋白的表达被抑制. 
2.2 两组HT-29细胞的增殖 JNK抑制剂组HT-29
细胞的增殖明显弱于正常对照组(0.287±0.008 
vs  0.479±0.012, P <0.01), 这提示抑制JNK信号

通路后, 能阻止结肠癌HT29细胞的增殖. 
2.3 两组HT-29细胞的凋亡 TUNEL阳性细胞显

示以下特点: 细胞呈圆形、皱缩、核固缩、整

个细胞着色深、细胞核内有较强的TUNEL阳性

染色, 部分细胞质内也呈现少量阳性染色(图2). 

■研发前沿
近年来对JNK信
号通路的研究主
要集中在其激活
后对多种生理过
程的调节作用方
面. 已经证明JNK
信号功能的失调
与神经退行性疾
病、慢性炎症、
出生缺陷、癌症
等多种疾病的发
生直接相关. JNK
信号通路的调控
方式, 以及其和其
他信号通路的相
互作用是当前本
领域的研究热点. 

■相关报道
S h e 等 研 究 表 明
JNK�因对TPA诱
导的皮肤癌有明
显的抑制作用, 而
Nateri等的实验却
表明JNK磷酸化
位点发生突变的
小鼠小肠肿瘤变
小, 寿命延长. 
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JNK抑制剂组的细胞凋亡指数比正常对照组升

高(13.000±1.080 vs  1.000±0.147, P <0.01). 这说

明抑制JNK信号通路后能促进结肠癌HT29细胞

的凋亡.

3  ��讨论

JNK是1993年被H ibi等[2]发现的促分裂原活化

蛋白激酶, 是促分裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)家族的主要成员

之一, JNK信号途径可以调控细胞生长、癌基因

转化、细胞分化和细胞凋亡等多种病理生理过

程[3,4]. 近年来研究表明, JNK与多种疾病发生机

制有关, 从而使JNK在临床上可作为一个潜在的

分子治疗靶[5]. 
目前许多实验都观察到在肿瘤组织中JNK

活性增高, JNK与肿瘤发生密切相关[6,7]. Uhlirova
等[8]通过致癌物Ras/Raf诱导果蝇肿瘤形成, 发现

Raf与JNK起协同作用, 诱导细胞异常增生. Na-
teri等[9]剔除小鼠c-Jun基因或者改变JNK磷酸化

位点时, 能使小鼠肠道肿瘤变小, 肿瘤细胞减少, 
并且延长小鼠的寿命. 但She等[10]的研究却发现, 
在剔除了JNK基因的小鼠对TPA诱导的皮肤癌

有显著敏感性, 并且肿瘤数目多、直径大, 表明

JNK在皮肤癌的发生重是一个重要的抑制物. 这
些研究结果提示JNK信号通路在肿瘤的发生重

的作用可能相当复杂和多样化. 
JNK信号通路与结肠和结肠癌的相关性也

开受到关注. 最近的研究发现结肠癌细胞JNK磷

酸化可激活其下游成员使结肠癌基质金属蛋白

酶的分泌增加, 导致结肠癌细胞的运动和侵袭

力增加, 最终促进癌细胞的转移[11]. 王若明等[12]

通过免疫组织化学方法研究72例结直肠癌和40
例正常大肠组织中JNK和MRP1蛋白表达及其关

系. 结果表明, JNK蛋白在结直肠癌组织中的阳

性表达率为47.22%, 明显高于在正常结肠组织

中的表达(7.5%), JNK蛋白阳性表达还与肿瘤分

化、淋巴结转移、远处转移及Dukes分期显著

相关. 以上研究已经说明JNK信号通路的激活可

能在促进结肠癌的发生发展中发挥了重要作用. 
王晓艳等[13]研究指出抑瘤基因NGX6在结肠癌

中主要通过抑制JNK通路的活性而发挥其抑瘤

作用, 这提示阻断JNK信号通路对结肠癌具有

一定的抑制作用. 本研究采用JNK信号通路的

特异性抑制剂SP600125预处理人结肠癌HT-29
细胞后, 肿瘤细胞的增殖明显得到抑制, 结果证

实了抑制JNK信号通路的激活可以抑制结肠癌

的增殖.
细胞凋亡是一个多基因参与、复杂的生理

和病理过程, 研究肿瘤细胞的凋亡一直是肿瘤

研究领域的重点和热点, 细胞凋亡与结直肠癌

的发生发展有重要关系[14]. 目前, 通过诱导肿瘤

细胞凋亡来治疗肿瘤备受人们关注. 郑江华等备受人们关注. 郑江华等人们关注. 郑江华等[15]

探讨了JNK信号通路在δ氨基酮戊酸-光动力疗

法诱导SW480细胞凋亡中的作用, 发现激活JNK
信号通路可以抑制该疗法诱导SW480细胞凋亡. 
本研究发现, JNK抑制剂组的人结肠癌HT-29细
胞凋亡指数比正常对照组显著增强, 说明抑制

JNK信号通路后能促进肿瘤细胞凋亡, 与郑江华

等的报道结果一致. 提示我们JNK通路可能成为

治疗结肠癌的新靶点, 抑制JNK通路的激活可以

促进肿瘤细胞的凋亡从而发挥抗肿瘤效应. 干
预JNK信号通路可以成为防治结肠癌的又一种

策略.
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