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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) signal 
transduction pathway and multidrug resistance 
1 (MDR1)/P-glycoprotein (P-gp)-mediated 

multidrug resistance of human colon carcinoma 
HCT8/V cells.

METHODS: The sensitivity of multidrug-resis-
tant HCT8/V cells and drug-sensitive HCT8 cells 
to a variety of antitumor drugs was evaluated 
by MTT assay. After inhibition of the activation 
of the JNK signaling pathway, MDR1 promoter 
transcriptional activity and expression of MDR1 
mRNA and P-gp were evaluated by luciferase 
activity assay, real-time fluorescence quantitative 
PCR (RFQ-PCR) and Western blot, respectively.

RESULTS: HCT8/V cells exhibited 10.49-fold 
higher resistance to vincristine than their pa-
rental counterparts. The IC50 value of SP600125 
(20 μmol/L) decreased from 191.08 mg/L ± 
18.18 mg/L to 50.34 mg/L ± 15.71 mg/L and 
resistance index (RI) reached 3.80 (P < 0.01). 
After inhibition of the activation of the JNK 
signaling pathway with a JNK specific inhibi-
tor, MDR1 promoter transcriptional activity 
showed a 2.55-fold decrease (0.03647 ± 0.00191 
vs 0.01362 ± 0.00196, P < 0.01) and the expres-
sion of MDR1/P-gp was significantly down-
regulated (0.34275 ± 0.0339 vs 0.13625 ± 0.0196, 
0.88132 ± 0.1026 vs 0.56174 ± 0.1014, both P < 
0.01) in HCT8/V cells.

CONCLUSION: The JNK signal transduction 
pathway regulates MDR1/P-glycoprotein-medi-
ated multidrug resistance of HCT8/V cells pos-
sibly by up-regulating MDR1/P-gp expression.

Key Words: Colon carcinoma; Multidrug resistance 
1; P-glycoprotein; c-Jun NH2-terminal kinase; Signal 
transduction pathway
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摘要
目的��: 探讨在人结肠癌多药耐药细胞株HCT8/
V中JNK信号传导通路与多药耐药1(MDR1)基
因表达的关系.

®

■背景资料
多药耐药是肿瘤
化疗失败的主要
原因, 国内外相继
证实了MDR1基
因�码的P-糖蛋
白途径是肿瘤细
胞耐药性发生发
展的经典途径. 同
时MAPK信号转
导途径中的JNK
信号通路的激活
参与了肿瘤细胞
的MDR基因的表
达, 但JNK通路参
与MDR的机制尚
不明确.

■同行评议者
牛 英 ��� ,  副 研 究
员, 齐齐哈尔医学
院医药科学研究
所
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方法�: MTT法检测人结肠癌多药耐药细胞株MTT法检测人结肠癌多药耐药细胞株
HCT8/V及其敏感株HCT8细胞对多种抗肿瘤
药物的敏感性; 抑制JNK信号通路的激活后, 
采用双荧光素酶活性报告基因检测MDR1启
动子转录活性的表达; 实时荧光定量PCR检测
MDR1 mRNA的表达; Western blot分析对P-糖
蛋白(P-gp)表达的影响.

结果��: HCT8/V细胞对长春新碱(VCR)的耐
药倍数为10.49倍 .  加入J N K特异性抑制剂
sp600125(20 μmol/L)抑制后, HCT8/V细胞对
VCR的半数抑制浓度(IC50)由191.08 mg/L±
18.18 mg/L降低到50.34 mg/L±15.71 mg/L, 
逆转指数为3.80(P <0.01). HCT8/V细胞加入
JNK抑制剂后, MDR1启动子活性从0.03647
±0.00191降低到0.01362±0.00196, 下降了
2.52倍(P <0.01). 实时荧光定量PCR、Western 
blot检测结果提示, 抑制JNK通路的激活后, 
HCT8/V细胞的MDR1 mRNA从0.34275±
0.0339下降到0.13625±0.0196(P <0.01), P-gp
表达从0.88132±0.1026下降到0.56174±
0.1014(P <0.01).

结论�: JNK信号通路通过介导MDR1/P-gp调控JNK信号通路通过介导MDR1/P-gp调控
人肠癌多要耐药, 抑制JNK信号通路可降低
MDR1/P-gp的水平, 逆转人结肠癌HCT8/V细
胞的多药耐药性.

关键词: 结肠癌; 多药耐药1; P-糖蛋白; c-Jun��氨基

末端激酶�� ������; 信号转导��通路
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0  ��引言

肿瘤细胞的多药耐药(muhidrug resistance, MDR)
的产生主要是由于MDR1基因编码的P-糖蛋白

(P-glycoprotein, P-gp)的表达增加[1-3]. 促分裂原

激活的蛋白激酶(mitogen-activated protein ki-
nase, MAPK)的信号传导途径, 是细胞生长和分

化的重要环节. 以c-Jun为中心的c-Jun氨基末端氨基末端

激酶(c-Jun NH2-terminal kinase, JNK)信号转导JNK)信号转导

途径, 是MAKP众多通路中的一个. 目前越来越

多的报道证实了JNK信号通路具有调控MDR基
因表达的作用[4-6]. 有研究表明表明化疗药物可

增加c-Jun磷酸化水平, 使肿瘤细胞产生化疗耐

受[7-9], 但是目前对JNK信号通路与MDR产生和

逆转关系的研究仍较少. 本实验选用人结肠癌

MDR细胞株HCT8/V及其敏感株HCT8细胞, 给
予JNK信号通路特异性抑制剂(sp600125)干预, 
观察细胞的药物敏感性、MDR1 mRNA水平等

方面的变化, 以探讨JNK信号通路与人结肠癌

MDR的可能关系. 

1  �����材料和方法

1.1 材料  人结肠癌细胞株H C T8及人结肠癌

M D R细胞株H C T8/V购于上海博谷生物科技

公司. MTT购自Sigma公司, 载体质粒pGL3-
Basic、内参质粒pRL-SV40由华东理工大学药

学院药理研究室馈赠. MDR1基因启动子重组

质粒pGL3-Basic-MDR1-promoter为本实验室

保存. 转染脂质体Lipofectamine2000购自美国

Invitrogen公司; 双荧光素酶检测试剂盒(dual 
luciferase assay system)与化学发光仪(GloMax 
20/20 Luminometer)购自美国Promega公司. JNK
特异性的抑制剂sp600125购于美国Serologllcais
公司; 总RNA抽提试剂RNAiso Reagent、荧光

定量PCR试剂购自日本TaKaRa公司; GAPDH和购自日本TaKaRa公司; GAPDH和日本TaKaRa公司; GAPDH和

MDR1上下游引物和探针由上海闪晶生物公司

设计并合成. Mastercycler EP银质梯度PCR仪、

Biophotometer生物分光光度计、5804R高速冷

冻离心机德国Eppendorf公司; ABI7300实时定量

PCR仪美国ABI公司; CKX41/U-RFLT50荧光倒

置显微镜购自日本Olympus; Chemidox化学发光

成像仪购自Bio-Rad公司. 蛋白质抽提试剂试剂

盒(Sangon S-415)、BCA蛋白质定量试剂、兔抗、兔抗兔抗

人P-gp单克隆抗体是Merk公司产品; SDS-PAGE是Merk公司产品; SDS-PAGEMerk公司产品; SDS-PAGE
电泳试剂购自上海博彩生物技术有限公司.
1.2 方法方法 
1.2.1 细胞培养: HCT8/V及其敏感细胞HCT8在
37 ℃、50 mL/L CO2、饱和湿度条件下置于含

100 mL/L小牛血清的RPMI 1640完全培养液中, 
常规培养. HCT8/V细胞培养体系中加入终浓度

为2 mg/L的长春新碱(vincristine, VCR)以维持耐

药性, HCT8/V细胞在无药培养液中培养2 wk后
进行实验. 
1.2.2 MTT法检测HCT8/V细胞的药物敏感性: 
取对数生长期人结肠癌敏感细胞株HCT8和耐

VCR细胞株HCT8/V, 分别调整细胞浓度至1×
108/L, 以每孔100 μL接种于96孔细胞培养板中, 
在50 mL/L CO2、饱和湿度、37 ℃孵箱中常规

培养, 待细胞贴壁后3-5 h后, 除对照组外各自加

入含不同浓度化疗药物的培养基100 μL, 每组设

4个复孔. 培养48 h后每孔加入MTT(5 g/L)20 μL, 

■相关报道
Kawasaki等报道, 
阻断JNK通路后, 
明显降低MCF7/
ADR细胞内P-gp
的表达, 增加对阿
霉素的敏感性, 并
推测JNK通路可
能是作用于耐药
细胞的MDR1基
因, 从而使MDR1
的转录和翻译增
加, 将化疗药物泵
出细胞外从而逆
转细胞的MDR.
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37℃孵育4 h后弃上清, 加入150 μL DMSO,  震
荡混匀使MTT还原产物充分溶解后, 于酶标仪

检测570 nm波长处吸光度(A值). 计算细胞的生

长抑制率和耐药指数(resistance factor, RF). 计算

公式: 生长抑制率 = (1-实验组A平均值/对照组

A平均值)×100%; RF = 某种药物针对抗药性细

胞的IC50/某种药物针对敏感性细胞的IC50. 以上

实验重复3次. 
1.2.3 JNK对HCT8/V耐药性的影响: 所用方法同

1.2.2, 加VCR 2 h前, 加入JNK抑制剂sp600125 
(20 μmol/L). 计算HCT8/V细胞对VCR耐药的降

低程度. 逆转指数(reversal index, RI)的计算公式

如下: RI = 不加逆转剂时某种药物针对抗药性

细胞的IC50/加入逆转剂后某种药物针对抗药性

细胞的IC50. 以上实验重复3次. 
1.2.4 双荧光素酶活性报告基因检测MDR1启动

子质粒转然的表达: 质粒共转染人结肠癌细胞: 
按照1×105个细胞/孔的量在96孔板中接种指数

生长期的各组细胞中, 在37 ℃, 50 mL/L CO2培

养箱中过夜培养, 直到细胞到80%汇片. 在EP管
中配置重组质粒PGL3-Basic-MDR1-promoter、
内参载体质粒pRL-SV40、转染脂质体Lipo-
fectamine2000复合物. 将重组质粒PGL3-Basic-
MDR1-promoter、内参载体质粒pRL-SV40各5 
μL/孔(96孔)稀释至25孔(96孔)稀释至25(96孔)稀释至25孔)稀释至25)稀释至25 μL/孔不含血清和抗生素孔不含血清和抗生素不含血清和抗生素

的RPMI 1640中, 用加样枪混合均匀. 然后将脂

质体悬液(0.5 μL/孔)加入25孔)加入25)加入25 μL/孔不含血清和孔不含血清和不含血清和

抗生素的RPMI 1640中, 在室温孵育5 min, 最后

将两者混合在一起, 充分混匀静置20 min, 使质

粒与脂质体充分结合. 分别吸取接种到96孔板

中, 用不含血清和抗生素的RPMI 1640洗1次, 在
每个孔中加入50 μL的质粒/脂质体混合物. 在
37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养3-5 h后, 向各

孔加入150 μL的RPMI 1640培养液培养48 h. 收
集样品, 进行双荧光素酶活性检测. 双荧光素酶

报告基因活性测定: 将转染有pGL3-Basic-mdr1-
promoter和pRL-SV40的各组细胞经过一定时间

的培养后收集, 吸弃培养基, 用PBS洗1次. 加入

裂解液20 μL/孔, 室温摇动15 min. 按照双荧光

素酶检测试剂盒(Dual Luciferase Assay System)
的操作说明书, 取100 μL Luciferase Assay Buffer 
Ⅱ于1.5 mL的离心管中, 设定化学发光仪延迟2 
s, 发光仪测读10 s, 将全部细胞裂解液加入到离

心管中, 用加样枪轻轻抽吸2-3次混匀, 将离心管

放入GloMax20/20Luminometer化学发光仪中测

萤火虫荧光素酶发光值; 将离心管移出发光仪, 
加入100 μL Stop & Glo Reagent, 快速旋涡混匀

后, 将离心管重放回发光仪中测海肾荧光素酶

发光值. 
1.2.5 实时荧光定量PCR检测JNK对人结肠癌

细胞内MDR1 mRNA表达的影响: 细胞总RNA
的提取: 将各组细胞分别加入RNAiso 1 mL, 用
移液器吹打混匀, 分装入EP管中, 每管再加入

4 ℃预冷氯仿200 μL, 颠倒混匀, 室温静置5 min, 
4 ℃, 12 000 r/min离心15 min. 小心吸出水层, 加
入等体积的异丙醇(约500 μL), 混匀, 置于-20 ℃
冰箱30 min后, 4 ℃, 12 000 r/min, 离心15 min, 
弃上清. 用1 mL 4 ℃预冷的750 mL/L乙醇(DEPC
处理水配制)洗涤沉淀, 4 ℃, 8 000 r/min, 离心5 
min, 吸弃上清. 静置5 min, 加入60 μL DEPC处
理水, 溶解RNA, 生物分光光度计测定RNA浓度, 
A 260 /A 280为1.8-2.0, RNA产物置-80 ℃冰箱保存

备用. 实时荧光定量PCR反应: 首先将mRNA逆

转为cDNA, 按试剂盒说明, 取1 000 ng的mRNA, 
加入5×Buffer 4 μL, Oligo dT primer 1 μL, Ran-
dom 6 mers 1 μL,  PrimeScriptTM RT Enzyme Mix 
1 μL, 再加入RNase Free dH2O至20 μL, 进行反

转录反应, 反应条件: 37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s, 所
得cDNA于-20 ℃保存. MDR1和GAPDH引物探

针由上海闪晶生物公司设计并合成(表1). 荧光

定量PCR反应体系均如下: Premix EX TaqTM 10 
μL, Rox Reference Dye 0.4 μL, 上下游引物各0.4 
μL, 荧光探针0.8 μL, dH2O 6 μL, cDNA 2 μL, 20 
μL体系, 反应条件如下: (1)预变性: 95 ℃ 10 s; 
(2)变性: 95 ℃ 5 s; (3)退火、延伸: 60 ℃ 31 s, 40
个循环, 数据采用ABI 7300 SDS Software分析. 

表  1  实时荧光定量PCR检测所需MDR1和GAPDH引物序列

     
基因     基因号                                   引物                                   探针

MDR1 NM000927 Forward: 5'CCACTCCTCCACCTTTGAC3'

Reverse: 5'ACCCTGTTGCTGTAGCCA3' 5'TTGCCCTCAACGACCACTTTGTC3'

GAPDH AF261085 Forward: 5'CCACTCCTCCACCTTTGAC3'

Reverse: 5'ACCCTGTTGCTGTAGCCA3' 5'TTGCCCTCAACGACCACTTTGTC3'

■创新盘点
本研究首次在人
肠癌多药耐药细
胞中研究P-gp与
JNK信号通路的
相关性.
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实验重复3次. 相对mRNA表达水平的计算: 每个

样本靶基因(检测基因)的相对mRNA表达水平, 
能直接用样品各自的内源控制物GAPDH表达

来标准化加入的初始RNA量. 即每个样品的靶

基因的相对mRNA表达水平可以用以下公式计

算: 相对mRNA表达 = 2-ΔCt, ΔCt值 = 靶基因Ct值
-GAPDH Ct值. 以GAPDH作为内参照, 每组均做

3个样本, 取均数.
1.2.6 Western blot法检测JNK对HCT8/V细胞中

P-gp的影响: 各组细胞用预冷PBS洗2次, 吸弃

PBS, 加入预冷的含抑制剂的蛋白质抽提试剂, 
轻轻摇动5 min; 后用一预冷的橡胶和塑料细胞

刮刮下培养瓶壁上细胞, 转移细胞悬液到离心

管中, 冰浴15 min进行裂解. 裂解液于预冷的离

心机中14 000 g离心15 min, 吸弃上清; BCA分

析试剂测定蛋白质浓度. 50 μg总蛋白质在SDS
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后, 电转移至PVDF
膜, 膜在5% BSA溶液中室温孵育1 h以封闭膜

上的非特异结合. 封闭过的膜加入一级抗体4 ℃
过夜, 抗原抗体结合. TBST洗膜3次, 每次5 min,
再加入HRP标记的二级抗体以结合一级抗体及

HRP标记的抗生物素抗体以结合分子量标准, 室
温孵育膜1 h, TBST洗膜3次, 每次5 min; 同样方

法标记鼠单克隆抗GAPDH作对照. 洗完膜稍干

后, 按1∶1加入AB显影液(与二抗HRP结合), 在
Bio-Rad的化学发光成像仪上显影. 然后分析灰

度值, 再进行计算灰度系数比.
统计学处理 数据以 mean±SD表示, 多个样

本均数间的比较先进行方差齐性检验, 方差相

等时采用t检验或者方差分析, 用Stata7.0统计软

件处理数据, 以P <0.05表示差别有统计学意义.

2  ��结果

2.1 MTT检测人结肠癌细胞对多种化疗药物的

敏感性 HCT8/V耐药细胞不仅对原诱导药物具

有高度的耐药性, 耐药倍数达到10.49倍, 同时对

结构和作用各异的其他化疗药物亦具有交叉耐

药性. HCT8/V对4种化疗药物的IC50值及耐药指

数见表2. 
2.2 JNK对HCT8/V细胞MDR的影响 人肠癌

MDR细胞被sp600125(20 μmol/L)干预后, 50、
100、150、200、250 mg/L不同浓度的VCR对

HCT8/V细胞生存率的影响均比对照组有所下

降; IC50从191.08 mg/L±18.18 mg/L下降到50.34 
mg/L±15.71 mg/L, 两者比较差异有统计学意义

(P <0.01, 图1). 提示抑制JNK信号通路的激活可

以影响耐药细胞HCT8/V对化疗药物VCR的敏

感性(P <0.01). 
2.3 JNK对HCT8/V细胞MDR1启动子活性表达

的影响 
2.3.1 人结肠癌细胞对pGL3-Basic-MDR1启动

子转录活性的表达: pGL3-Basic-MDR1转染人

结肠癌HCT8和HCT8/V细胞后, MDR1启动子

的活性明显高于载体质粒转染对照组(P <0.01). 
HCT8+pGL3-Basic-MDR1组是HCT8+pGL3-
Bas ic组的6.58倍, 而HCT8/V+pGL3-Bas ic-
MDR1组高于HCT8/V+pGL3-Basic组9.19倍, 提
示转染入MDR1基因的肠癌敏感和耐药细胞, 其

表  2  4种化疗药物对HCT8和HCT8/V敏感性的影响

     
化疗药物

                     IC50

HCT8 HCT8/V     
RF

VCR 18.22±7.12 191.08±18.18b 10.49

DDP 10.25±0.85 290.79±28.38b 28.37

5-Fu 7.48±0.80   23.12±1.99b   3.09

THP 7.60±0.88   26.40±2.92b   3.47

bP<0.01 vs  HCT8组.
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图� �� �������������������������  1 阻断JNK信 号通路对HCT8/V细胞生存率的影响.
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图� ������ ��������������������  2  MDR1启动子转录活性在人结肠癌细胞中的表达. 
bP<0.01 vs  HCT8+pGL3-Basic组; dP<0.01 vs  HCT8/V+pGL3-

Basic组.

■应用要点
JNK通路的激活
诱导P糖蛋白的高
表达, 对肿瘤多药
耐药的发生发展
过程起着重要作
用, 本研究有助于
对人结直肠癌患
者化疗失败, 临床
症状改善不明显
等发病机制的阐
明, 并为肿瘤的诊
治提供更充分的
理论依据.
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MDR1基因启动子的荧光素酶活性的表达均高

于未转入该基因质粒的对照组(表3, 图2).表3, 图2).). 
2.3.2 JNK调控HCT8/V细胞MDR1启动子活性的

表达: 耐药细胞HCT8/V的MDR1基因启动子的

荧光素酶活性呈高表达, JNK抑制剂sp600125(20 
μmol/L)作用2 h后, HCT8/V细胞中MDR1基因启

动子的荧光素酶活性表达明显降低, 下降了2.68
倍, 两者比较差异有统计学意义(P <0.01, 图3A).图3A).). 
2.4 JNK对HCT8/V细胞MDR1 mRNA表达的

影响 敏感细胞HCT8低表达MDR1, 耐药细胞

HCT8/V的MDR1 mRNA表达明显高于敏感细

胞. JNK抑制剂sp600125(20 μmol/L)作用2 h后, 
HCT8/V细胞中MDR1表达明显降低, 下降了

2.55倍, 两者比较差异有统计学意义(P <0.01, 图
3B). 
2.5 JNK对HCT8/V细胞P-gp表达的影响 耐药

细胞HCT8/V的P-gp蛋白表达明显高于对照组

(P <0.01). 并且JNK抑制剂sp600125(20 μmol/L)
作用HCT8/V细胞2 h后, P-gp蛋白表达下降了

1.57倍, 差异呈显著性(P <0.01, 图4), 提示抑制

JNK信号通路的激活后HCT8/V细胞的P-gp表达

降低. 

3  ��讨论

MDR是指肿瘤细胞长期接触某一化疗药物, 不
仅对此种化疗药物产生耐药性, 而且对其他结

构和功能不同的抗肿瘤药物也产生交叉耐药性

现象[10-14], 这是造成化疗失败的主要原因. 因此, 
探索MDR机制是解决耐药问题、改善化疗效果

的关键. 近年来, 人们为逆转肿瘤细胞的MDR进
行了大量尝试, 目前能在临床证实跟一些肿瘤

耐药相关的基因只有MDR1/P-gp[15-17]. 大量研究

认为细胞信号转导通路逆转MDR1的表达有望

成为逆转耐药的一个新靶点. 
JNK又被称为应激活化蛋白激酶(s t r e s s-激酶(s t r e s s-(s t r e s s-

activated protein kinase, SAPK), 他是哺乳类动物他是哺乳类动物是哺乳类动物

细胞中MAPK家族中的重要一员, 于1991年首

次被发现. JNK信号通路可被细胞因子、生长因

子、应激(如电离辐射、渗透压、热休克和氧化

损伤)等多种因素激活[18-21], 大量实验提示JNK信

号通路在细胞分化、细胞凋亡、应激反应以及

多种人类疾病的发生与发展中起着至关重要的

作用. 在JNK途径中, MAPKKK对MAPKK的丝

氨酸、苏氨酸双位点磷酸化而将其活化, JNK接

受上游信号被激活后, 可以进一步使核内的转

录因子c-Jun氨基末端的第63、73位丝氨酸残基

磷酸化, 进而激活c-Jun[22-24]. 激活的JNK通路可

表  3  MDR1启动子转录活性在人结肠癌细胞中的表达 
(n  = 6, mean±SD)

     
分组    MDR1启动子活性

HCT8+pGL3-Basic组 0.003767±0.002237

HCT8+pGL3-Basic-MDR1组 0.024800±0.002081

HCT8/V+pGL3-Basic组 0.003967±0.001801

HCT8/V+pGL3-Basic-MDR1组 0.036467±0.001914

图� �� ����������  3 JNK调控 HCT8/
V细胞��������对�������MDR1启动子
活性�������� ���、������� ���MDR1 �����mRNA�的
影响. A: MDR1启动

子; B: MDR1 mRNA. 
bP<0.01 vs HCT8/V组.
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通过磷酸化转录因子、细胞骨架相关蛋白、酶

类等多种底物来调节细胞的生理过程. 
由于目前有关MAPK通路与MDR逆转治

疗的研究尚处于起步阶段[25], 两者之间的作用

机制仍未清楚[26-28]. sp600125是一种广泛应用

的JNK抑制剂, 可阻断JNK信号转导通路[29,30]. 
有研究发现[31], 未采用逆转剂抑制P-gp的外排

功能, 仅通过抑制JNK/SAPK活性, 可以使耐药

细胞株FM3A/M中的P-gp表达降低, 提示JNK
的激活可能是介导M D R的原因之一. 进一步

研究发现, 其发挥作用的可能是JNK通路中的

上游激酶PEBG-SEK. 另有实验证实[32], 在人胃

癌耐药细胞EPG85-257/RDB和胰腺癌耐药细

胞EPP85-181/RDB中, 阻断JNK信号转导通路, 
P-gp表达下调, 并发现细胞内抗癌药物浓度增

加, 说明JNK信号转导通路与MDR有一定的相

关性. Kawasaki等[33]报道, 阻断JNK通路后, 明显

降低MCF7/ADR细胞内P-gp的表达, 增加对阿

霉素的敏感性, 并推测JNK通路可能是作用于耐

药细胞的MDR1基因, 从而使MDR1的转录和翻

译增加, 将化疗药物泵出细胞外从而逆转MCF7/
ADR细胞的MDR. 

本实验证实, JNK特异性抑制剂sp600125能
使人结肠癌MDR细胞对VCR更加敏感. JNK特

异性抑制剂sp600125能降低细胞的耐药性而增

加VCR的细胞杀伤作用, 使HCT8/V细胞凋亡增

加, IC50由191.08 mg/L±18.18 mg/L降低到50.34 
mg/L±15.71 mg/L. 说明sp600125可以部分逆转

细胞的耐药性, 使其耐药性下降. 同时, 采用双

荧光素酶活性报告基因检测MDR1启动子质粒

转然表达的结果发现, pGL3-Basic-MDR1转染

人结肠癌HCT8和HCT8/V细胞后, MDR1启动

子的活性明显高于载体质粒转染对照组. 加入

JNK抑制剂sp600125(20 μmol/L)2 h后, HCT8/V
细胞中MDR1基因启动子的荧光素酶活性表达

明显降低, 比耐药组下降了2.52倍. 结果提示阻

断JNK通路抑制了信号传导, 使人结肠癌耐药细

胞的MDR1的表达降低, 从而降低了细胞的耐药

性. 为了更进一步证实这种想法, 我们采用RFQ-
PCR检测耐药细胞MDR1 mRNA的表达, Western 
blot检测P-gp的表达, 结果发现, 抑制JNK通路

的激活后, HCT8/V细胞的MDR1/P-gp表达明显

降低. 提示肿瘤的耐药性有可能是通过JNK信

号传导通路, 作用于细胞的MDRl基因, 从而使

MDR1的转录和翻译增加, 调节细胞内的P-gp表
达, 将化疗药物泵出细胞外, 产生耐药性[34,35].

总之, 人结肠癌HCT8/V细胞较HCT8细胞, 人结肠癌HCT8/V细胞较HCT8细胞

具有MDR1基因的高表达, 阻断JNK通路后, 可
降低MDR1的表达, 逆转MDR性. 但该信号通路

的激活究竟在MDR1的表达过程中发挥怎样的

作用, 有待于进一步研究. 
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