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■背景资料
m TO R和 J N K为
哺乳动物细胞内
广泛存在的蛋白
激酶, 可调控细胞
生长、细胞分化
和细胞凋亡等重
要的生理过程. 近
年许多研究证明, 
mTOR和JNK信号
通路的异常和临
床多种疾病的发
生和发展相关.
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Abstract
AIM: To investigate the possible interaction and 
relationship between mammalian target of ra-
pamycin (mTOR) and c-Jun N-terminal kinase 
(JNK) signal pathways in colon cancer.

MEHTODS: Immunohistochemical methods 
were applied to detect p-JNK and p-mTOR ex-
pression in colon cancer tissues. Human colon 
cancer cell line HT29 was cultured in vitro. The 
expression of mTOR protein was inhibited using 
specific siRNA, and JNK protein was inhibited 
with JNK inhibiter SP600125. The expression of 
p-JNK and p-mTOR proteins was determined by 
Western blot. Cell proliferation was detected by 
MTT assay, and apoptosis was detected by TU-
NEL assay.

RESULTS: The levels of p-mTOR and p-JNK 
were higher in colon cancer than in normal con-
trol tissue (both P < 0.01). High expression of 

p-mTOR was correlated with that of p-JNK in 
human colon cancer tissues (0.275 ± 0.033, 0.460 
± 0.376 vs 0.479 ± 0.012, both P < 0.01). Com-
pared to control cells, HT-29 cell proliferation 
was significantly decreased in cells transfected 
with siRNA targeting the mTOR gene and those 
treated with JNK inhibitor (12.330 ± 1.533, 1.000 
± 0.147 vs 1.667 ± 0.577, both P < 0.01), while 
apoptotic index was significantly increased in 
the two groups (both P < 0.01). The expression 
of p-JNK protein showed no significant differ-
ence between the mTOR siRNA transfection 
group and normal control group (P = 0.364). The 
expression of m-TOR protein in the JNK inhibi-
tor group was significantly decreased compared 
to the normal control group (P < 0.01). 

CONCLUSION: Inhibition of the mTOR or JNK 
signaling pathways suppresses proliferation and 
increases apoptosis of HT-29 cells. The JNK sig-
nally pathway may activate the mTOR signaling 
pathway in HT-29 cells.

Key Words: Colon cancer; Mammalian target of ra-
pamycin; C-Jun N-terminal kinase
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摘要
目的: 探讨mTOR和JNK信号通路在结肠癌中
作用及可能的相互作用关系. 

方法: 免疫方法检测p-mTOR及p-JNK在结肠
癌组织和正常结肠组织中的表达情况. 体外
培养人结肠癌细胞株HT-29细胞, 转染mTOR 
s i R N A抑制m T O R表达 ,  使用J N K抑制剂
SP600125抑制JNK表达. Western blot法分别检
测抑制mTOR和JNK后HT-29细胞中p-JNK、

p-mTOR蛋白的表达. 

结果: 在人结肠癌组织中p-mTOR和p-JNK表
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■研发前沿
肿瘤发生和发展
与多种因素有关. 
细胞内信号传导
通 路 的 异 常 ,  导
致癌基因激活或
者抑癌基因失活
是各种肿瘤研究
的 热 点 .  现 有 的
研究已经分别证
明在结肠癌的发
生 发 展 过 程 中
存在者m TO R和
JNK信号通路的
异 常 ,  但 是 这 两
个信号通路在结
肠癌发生发展中
有 无 相 互 作 用 , 
并未见到报道.

达阳性率分别为60%和56%, 且两者阳性表达
相关性分析存在正相关性(r  = 0.480, P <0.01). 
HT-29细胞株中抑制mTOR信号通路后mTOR 
siRNA转染组和空白对照组、Control siRNA
组比较增殖(A 值)明显降低, 差异具有统计学
意义(0.275±0.033, 0.460±0.376 vs  0.479±
0.012, 均P <0.01), mTOR siRNA转染组凋亡指
数明显高于空白对照组和Control siRNA组, 
差异具有统计学意义(12.330±1.533, 1.000±
0.147 vs  1.667±0.577, 均P <0.01). 抑制JNK
信号通路后可见随着SP600125剂量的升高, 
A值整体变化呈下降趋势, 两者呈负相关(r  = 
-0.857, P <0.01), 细胞凋亡指数先是迅速上升, 
而在10 μmol/L至100 μmol/L则变化不大, 各剂
量组凋亡指数差别有统计学意义(F  = 142.67, 
P <0.01). mTOR siRNA转染抑制mTOR后的
p-JNK蛋白表达无差异; SP600125抑制JNK后
的p-mTOR表达减少(P <0.01). 

结论: 在结肠癌HT-29细胞中抑制mTOR信号
通路及JNK信号通路均有抑制细胞增殖, 促进
细胞凋亡作用; JNK信号通路对mTOR信号通
路存在促进作用. 

关键词: 结肠癌; 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白; c-Jun

氨基末端酶
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0  引言

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target 
of rapamycin, mTOR)和c-Jun氨基末端酶(c-Jun 
N-terminal kinase, JNK)均为人体细胞内广泛存

在的蛋白激酶, 参与调控细胞生长, 细胞分化和

细胞凋亡等多个重要的生理过程. JNK属于促

分裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)家族成员之一. 近几年, mTOR信
号通路与MAPK信号通路在肿瘤发病中的相互

作用开始得到关注, 目前的研究成果主要集中

在mTOR与同属MAPK家族的细胞外信号调节

激酶 (extracellular sinal-regulated kinase, ERK)之
间[1,2]. JNK与ERK同属MAPK家族, mTOR与JNK
信号通路在结肠癌的发生发展中有无相互作

用尚不清楚. 本研究以免疫组织化学方法检测

p-mTOR和p-JNK在人结肠癌组织中的表达; 体
外培养人结肠癌细胞株HT-29, 应用siRNA干扰

技术及JNK特异性抑制剂分别抑制mTOR信号

通路和JNK信号通路, 探讨他们在结肠癌中的作

用及可能的相互关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 50例结肠癌标本来自郑州大学第一附

属医院普通外科2009-10/2010-06手术治疗结肠

癌病例, 同时取非结肠癌手术病例切除结肠组

织50例进行对照. DAKO ChemMate EnVision 
HRP试剂盒, 购自广州基因公司. 人结肠癌细胞

株HT29来自中山大学医学院. 胎牛血清、RPMI 
1640购自美国Gibco公司. Lipofectamine 2000转
染试剂盒购自美国Invitrogen公司. 抗体p-mTOR
购自Santa Cruz. p-JNK抗体购自北京博奥森公司.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测: 标本常规切片处理, 
p-mTOR和p-JNK浓度均为1∶200, 按照试剂盒

说明操作, PBS代替一抗空白对照, 试剂公司提

供阳性对照切片. p-mTOR结果判定: 以细胞质

或者细胞核内出现棕黄色染色颗粒为标准判定

阳性细胞, 低倍镜下(×200)选取典型病变视野

10个/切片, 每视野计数100个细胞, 以阳性细胞

≥10%为阳性, 并记为+; ≥20%记为++; ≥40%
记为+++; ≥80%记为++++. p-JNK结果判定: 以
细胞质或者细胞膜出现棕黄色染色颗粒为标准

判定阳性细胞, 低倍镜下(×200)选取典型病变

视野10个/切片, 每视野计数100个细胞, 以阳性

细胞≥10%为阳性, 并记为+; ≥20%记为++; ≥
40%记为+++; ≥80%记为++++. 
1.2.2 细胞培养: 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. 
1.2.3 细胞分组和处理: 将HT-29细胞分为空白

对照组(不转染siRNA)、Control siRNA组(转染

无义对照siRNA)、mTOR siRNA转染组、JNK
抑制剂组. JNK抑制剂组处理前一天将对数生

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稀释为不同浓度(5、10、20、40、
60、80、100 μmol/L)后加入到细胞培养基中, 
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■相关报道
Albe r t等报道在
胶 质 母 细 胞 瘤
中m TO R抑制剂
可激活与JNK同
属MAPK家族的
ERK1/2. Fujishita
等发现在家族性
息肉病小鼠模型
中, JNK活化剂可
以激活mTORc1.

培养24 h后收集细胞分组检测. mTOR siRNA转

染组、Control siRNA组按1.2.4中的方法进行

处理.
1.2.4 siRNA的体外合成及细胞转染: siRNA的

体外合成参照根据广州市锐博生物科技有限

公司的RNAi设计工具进行设计, 经实验摸索

合成1段干扰效果好的特异性mTOR siRNA, 其
详细序列为: Sense: 5'-GCCACAGUCUUCA-
CUUGCAdTdT-3'; Asense: 3'-dTdT CGGUGU-
CAGAAGUGAACGU-5'. 同时体外转录合成1段
无义对照siRNA. 转染前一天将对数生长期细胞

用胰蛋白酶消化后, 接种于6孔板, 保证每孔有5
×105个细胞; 转染前用Opti-MEM培养基分别将

SiRNA和Lipofectamine2000脂质体稀释, SiRNA
的稀释浓度为100 pmol组, 室温孵育5 min将两

者混匀; 孵育20 min后, 将混合物加入到细胞培

养基中, 培养24 h后收集细胞检测.  
1.2.5 Western blot检测细胞p-JNK、p-mTOR蛋

白的表达: 细胞用PBS清洗2遍; 加100 μL的Total 
Protein Extraction到1×106的细胞中, 抽提细胞

总蛋白; BSA法蛋白定量. 取等量蛋白样品到

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-mTOR(1∶200)、
p-JNK(1∶200)、β-actin(1∶1 000)到5%脱脂牛

奶中, 在室温下振荡孵化90 min, 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. 
1.2.6 MTT法检测细胞增殖情况: 将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光吸收值(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. 
1.2.7 TUNEL法检测细胞凋亡情况: 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1h. 
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%. 

统计学处理 实验数据采用SPSS13.0统计

软件分析, 两独立样本t检验, 数据以mean±SD
表示. 两组配对资料的比较采用Friedman秩和

检验, 多组定量资料的比较采用单因素方差分

析或析因设计资料的方差分析, 方差齐时两两

比较采用S N K法 ,  方差不齐时两两比较采用

Dunnet t's T3检验, 两变量的相关性分析采用

Spearman秩相关分析, 以P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 p-mTOR和p-JNK在结肠癌组织中表达情况 
结肠癌部位结肠黏膜组织的磷酸化雷帕霉素

靶蛋白(p-mTOR)和磷酸化c-Jun氨基末端酶(p-
JNK)表达程度均高于对照部位, 经Friedman秩
和检验, 差别均有统计学意义(P <0.05, 表1). 

表  1  不同部位p-mTOR与p-JNK表达比较

     
指标   分组

表达情况 n (%)
Z 值    P值

    -     +     ++ +++ ++++

p-mTOR 实验组 20(40) 11(22)   8(16) 5(10) 6(12) 4.50 <0.001

对照组 43(86)   4(8)   3(6) 0(0) 0(0)

p-JNK 实验组 22(44)   5(10) 10(20) 8(16) 5(10) 4.40 <0.001

对照组 43(86)   5(10)   2(4) 0(0) 0(0)
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■创新盘点
研究从细胞信号
通路相互作用的
角度出发, 探讨了
mTOR和JNK信号
通路在结肠癌组
织及结肠癌HT-29
细胞中的作用及
其相互关系. 初步
证实了JNK信号
通路在结肠癌中
对m TO R信号通
路存在影响. 

2.2 p-mTOR阳性表达和p-JNK阳性表达关系 
p-mTOR阳性表达和p-JNK的表达关系呈正相关

(r  = 0.480, P <0.01). 
2.3 p-mTOR和p-JNK在HT-29细胞中的表达情况

2.3.1 抑制m TO R后m TO R和J N K表达情况:  
mTOR siRNA抑制mTOR表达后, 空白对照组

和Control siRNA组的灰度值比值比较差别无

统计学意义(P  = 0.080), 但两组的灰度值比均

大于mTOR siRNA转染组, 差别有统计学意义

(1.175±0.045, 1.460±0.094 vs  0.389±0.247, 均
P <0.01). 抑制mTOR表达后, 空白对照组、Con-
trol siRNA组和mTOR siRNA转染组的JNK表达

灰度值比值差异无统计学意义. 
2 . 3 .2  抑制 J N K后 J N K和m T O R表达情况 : 
SP600125抑制JNK信号通路后, 随着SP600125
剂量的升高, JNK表达灰度值比值整体变化呈下

降趋势(图1), Spearman相关分析显示, 两者呈负

相关(r  = -0.795, P <0.01). SP600125抑制人结肠

癌HT-29细胞后, 可以见到随着SP600125剂量的

升高, p-mTOR表达灰度值比值整体变化呈下降

趋势(图2), Spearman相关分析显示, 两者呈负相

关(r  = -0.874, P <0.01). 

2.4 各组HT-29细胞增殖情况 mTOR siRNA转

染组和空白对照组、Control siRNA组比较增殖

(A值)明显降低, 差异具有统计学意义(0.275±
0.033, 0.460±0.376 vs  0.479±0.012, 均P <0.01). 
SP600125抑制人结肠癌HT-29细胞后, 可见随着

SP600125剂量的升高, A值整体变化呈下降趋势

(图3), Spearman相关分析显示, 两者呈负相关(r  
= -0.857, P <0.01). 
2.5 各组HT-29细胞凋亡情况 mTOR siRNA转

染组凋亡指数明显高于空白对照组和Contro l 
siRNA组, 差异具有统计学意义(12.330±1.533, 
1.000±0.147 vs  1.667±0.577, 均P <0.01). 在不

同剂量的SP600125作用下, 人结肠癌HT-29细胞

凋亡指数随着SP600125剂量的升高, 先是迅速

上升, 而在10-100 μmol/L则变化不大(图4), 各
剂量组凋亡指数差别有统计学意义(F  = 142.67, 
P <0.01). 

3  讨论

mTOR是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶. 其可被

多种外界因素激活而参与基因转录、蛋白质翻
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图  1  不同剂量的SP600125抑制HT-29细胞后p-JNK的变化.
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图  2  不同剂量的SP600125作用下p-mTOR的变化.
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图  3  不同剂量的SP600125作用24 h后HT-29细胞增殖A 值
变化.
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图  4  不同剂量的SP600125作用下HT-29细胞凋亡指数的
变化.
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译、核糖体生物合成, 并能调控能量代谢、细胞

周期和细胞凋亡等多个重要的细胞生理功能[3-5]. 
近来研究发现, 多种肿瘤的发生发展过程中都

伴有mTOR信号通路的异常[6-9]. Slattery等[10]研

究指出, mTOR及其信号通路有关的因子发生遗

传学变异显著加大了直肠或结肠癌的风险. 本
实验证实, mTOR在人结肠癌组织及HT-29细胞

中存在高表达, 应用mTOR siRNA特异性沉默

mTOR基因表达后, mTOR蛋白表达显著降低, 
且伴随HT-29细胞增殖降低, 凋亡率增加, 表明

mTOR蛋白在促进结肠癌HT-29细胞增殖、抑制

细胞凋亡中发挥着重要作用. 国内学者多个[11,12]

研究也证实mTOR在人结肠癌细胞株中高表达. 
mTOR 信号通路有可能是结肠癌治疗中的一个

重要靶点[13,14]. 
JNK属于MAPK家族4种成员之一, 其余3种

分别为ERK1/2、p38及ERK5. JNK信号途径可

以调控细胞生长、癌基因转化、细胞分化和细

胞凋亡等多种生命过程[15-17], 已经证实JNK信号

途径的异常与多种类别的疾病发生有关[18-21]. 在
对哺乳动物的JNK信号研究中也发现, JNK能

够促进肿瘤形成[22-24]. 最近的研究发现大肠癌

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[25]. 
Nateri等[26]剔除JNK磷酸化的位点时, 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. 在本实验研究中, JNK在人结肠癌组织及

HT-29细胞中呈高表达, JNK抑制剂可显著抑制

结肠癌HT-29细胞的增殖促进其细胞凋亡, 表明

JNK信号通路在结肠癌中扮演了重要角色, JNK
的激活可能促进结肠癌的发生发展, 阻断JNK信

号通路对结肠癌具有的抑制作用. 
mTOR信号通路和JNK信号通路都在细胞

生长、细胞周期调节、细胞凋亡方面起着重要

作用, 两者的信号传递通路均含有多个原癌基

因和抑癌基因, 并存在复杂的调节网络, 他们之

间的相互作用目前并不清楚. 如前言所述, 多项

研究表明了mTOR信号通路和MAPK信号通路

有关. 在一项有关亚历山大疾病的研究中发现, 
因神经胶质原纤维酸性蛋白质堆积激活的p38 
MAPK, 可以降低mTOR磷酸化水平, 从而提高

自噬能力, 阻止疾病的进展[27]. Chen等[28]在研究

重金属镉对细胞凋亡的影响时发现, 阻断JNK
能部分阻止细胞凋亡, 阻断mTOR也能达到同样

的效果, JNK和mTOR信号网络的激活和镉诱导

的细胞凋亡有关. Chiang等[29]在一项关于乳腺

癌的研究中发现, 中药单体薯蓣皂甙配基能抑

制Akt和mTOR磷酸化而加强JNK的磷酸化. 这
提示mTOR信号通路和JNK信号通路有可能在

肿瘤的发生发展中存在着相互作用. 本研究发

现在人结肠癌组织中, p-mTOR和p-JNK均存在

高表达(P <0.01), p-mTOR和p-JNK高表达之间存

在正相关性(P <0.01), 说明在结肠癌发生发展中

mTOR信号通路和JNK信号通路可能存在相互

促进作用. 
有限的资料从不同的侧面论述了这两个信

号通路可能存在的联系. Fujishita等[30]的一项关

于家族性息肉病小鼠模型研究显示, 在此模型

中mTORC1信号通路是被激活的, mTORC1抑
制剂RA001可以阻止肿瘤的形成, 但确切机制

尚不清楚, 使用JNK抑制剂sp600125也可以明显

抑制肿瘤的形成, 同时研究还发现使用JNK活化

剂Anisomycin可以激活mTORc1, 这提示JNK和

mTOR信号通路可能在肿瘤的形成中共同起作

用. Benoit等[31]的实验探讨了在使用JNK抑制剂

抑制的人结肠癌细胞株LS174T或者JNK基因突

变的LS174T细胞株中加入雷帕霉素后, 雷帕霉

素的抗增殖作用较正常的细胞株增强. 实验结

果表明, 雷帕霉素诱导的JNK磷酸化降低了其阻

滞mTOR信号通路所带来的抗肿瘤作用. 这些文

献结果显示JNK信号通路和mTOR信号通路之

间的确存在着某种可能的关联, 但对这种可能

关系研究尚处于初期阶段. 本实验研究探讨了

mTOR和JNK信号通路在调控结肠癌的发生发

展中的作用. 研究显示, siRNA抑制mTOR表达

后, p-JNK的表达没有明显的变化; JNK抑制剂

抑制了JNK信号通路后, p-mTOR的表达降低. 结
果提示JNK信号通路下游位点可能对mTOR信

号通路存在促进或者激活作用, 这种相互作用

关系的进一步明确对揭示结肠癌发生过程中复

杂信号通路的变化, 以及选择可能的治疗靶点

有积极作用. 
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