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Abstract
AIM: To study the effect of epidermal growth 
factor (EGF) on the mRNA and protein expres-
sion of urokinase-type plasminogen activator 
(u-PA) in esophageal adenocarcinoma SEG-1 
cells and to detect the role of the p38MAPK sig-
naling pathway in this process. 

METHODS: After SEG-1 cells non-pre-incubated 
or pre-incubated with SB203580 (a p38MAPK 
inhibitor) for two hours were treated with EGF 
(100 μg/L) for different durations, the protein 
expression of total p38MAPK, phosphorylated 
p38MAPK and u-PA was determined by West-
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p38MAPK信号转导通路在EGF诱导食管腺癌SEG-1细胞
表达u-PA中的作用

李 宁, 陈 娟, 白 研, 白文元

®

■背景资料
E G F 通 过 激 发
p38MAPK等多条
信号传导通路, 调
控下游多种基因
的表达, 在细胞的
侵袭、转移中起
重要作用; u-PA主
要参与细胞外的
蛋白溶解和基底
膜的降解, 利于肿
瘤的侵袭和转移, 
两者在肿瘤的侵
袭转移中发挥重
要作用. 

ern blot, and the expression of u-PA mRNA was 
examined by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: Treatment with EGF significantly 
increased the mRNA and protein expressions 
of u-PA and induced p38 kinase phosphoryla-
tion in SEG-1 cells in a time-dependent man-
ner. SB203580 could sufficiently suppress EGF-
induced p38MAPK phosphorylation and sig-
nificantly attenuate EGF-induced u-PA mRNA 
and protein expression in SEG-1 cells in a dose-
dependent manner.

CONCLUSION: EGF can significantly induce 
u-PA in SEG-1 cells by activating the p38MAPK 
signaling pathway.

Key Words: Epidermal growth factor; P38 mitogen 
activated protein kinase; Urokinase-type plasmino-
gen activator; Tumor invasion
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摘要
目的: 探讨表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)对人食管腺癌SEG-1细胞尿激酶
型纤溶酶原激活物(urokinase-type plasminogen 
activator, u-PA)mRNA和蛋白表达的影响及
p38MAPK信号转导通路在其中的作用.  

方法: 以相同浓度的EGF(100 μg/L)按时间梯
度刺激SEG-1细胞, 应用Western blot法测定各
时间点总p38MAPK蛋白、磷酸化p38MAPK
蛋白、u-PA蛋白表达, 并应用RT-PCR方法检
测各时间点u-PA mRNA表达. 用p38MAPK特
异抑制剂SB203580预处理细胞后, 观察上述
指标变化.  

结果: EGF可明显增强SEG-1细胞(u-PA)mRNA
和蛋白的表达, 并可激活p38MAPK蛋白的磷
酸化, 具有时间依赖性. SB203580能明显抑
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■研发前沿
肿瘤细胞转移机
制是目前肿瘤学
研究的热点, u-PA
是PA家族中重要
成 员 ,  在 多 种 肿
瘤细胞的转移机
制中扮演重要的
角 色 ,  但 是 目 前
u-PA在食管腺癌
细胞转移中的具
体分子机制尚未
明确.

制EGF诱导的p38MAPK蛋白的磷酸化, 用其
阻断p38MAPK信号转导通路后, EGF对u-PA 
mRNA和蛋白表达的诱导作用受到显著抑制, 
并且具有剂量依赖性.  

结论: EGF可通过p38MAPK信号转导通路诱
导SEG-1细胞表达u-PA. 

关键词: 表皮生长因子; p38丝裂原活化蛋白激酶; 

尿激酶型纤溶酶原激活物; 肿瘤细胞侵袭
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0  引言

食管腺癌的主要临床特征之一是早期转移. 腺
癌细胞是通过何种机制侵入正常组织、进入到

远处组织器官发生转移机制的还不清楚. 尿激

酶型纤溶酶原激活(urokinase-type plasminogen 
activator, u-PA)作用系统被认为在细胞外基质

和基底膜的降解, 促进肿瘤侵袭和转移中起核

心作用. 现已证实体内多种因子如肿瘤生长因

子(tumor growth factor, TGF)、胰岛素生长因

子(insulin like growth factor, IGF)、表皮生长因

子(epidermal growth factor, EGF)、KGF、白介

素1(interleukin 1, IL-1)等均能调控u-PA表达. 丝
裂原活化蛋白激酶(mitogen activated protein ki-
nase, MAPK)的磷酸化级联反应, 是EGF诱导的

重要反应[1-3]. 其中p38MAPK激活后在肿瘤细胞

的侵袭转移方面具有重要的调控功能. 
我们旨在通过观察EGF与其受体结合后对

食管腺癌细胞u-PA和p38MAPK表达的影响以及

p38MAPK在EGF诱导食管腺癌SEG-1细胞表达

u-PA中的作用, 进一步了解EGF在引起食管腺癌

细胞发生侵袭、转移中的作用及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管腺癌SEG-1细胞株由美国北卡

罗来纳州中央大学陈教授友好惠赠; EGF购自

Sigma公司; p38MAPK、磷酸化p38MAPK(p-
p38MAPK)单克隆抗体购自Cell Signal ing公
司; 抗u-PA抗体购自Thermo Fish Scientific公司; 
p38MAPK活化抑制剂SB203580购自美国ALEX-
IS公司; HRP标记的山羊抗小鼠IgG购自Santa 
Cruz公司; u-PA和β-actin引物由北京赛百盛基

因技术有限公司合成, 其中u-PA上游: 5'-TCAC-

CACCAAAATGCTGTGT-3', 下游: 5'-AGGC-
CATTCTCTTCCTTGGT-3', 扩增长度为502 bp; 
内参β-actin上游: 5'-AGAGCTACGAGCTGCCT-
GAC-3', 下游: 5'-GTCACCTTCACCGTTC-
CAGT-3', 扩增长度为190 bp. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 复苏冷冻保存于液氮中的SEG-1
后, 接种于含100 mL/L胎牛血清的DMEM(Gibco)
培养液中, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养. 当细

胞生长至单层致密状时, 用0.25%胰蛋白酶消化

后1∶3传代, 24 h换液, 72 h再次传代. 
1.2.2 实验分组: 每次实验均在细胞对数生长期

进行, 接种2×105-3×105个细胞于50 mL的新玻

璃培养瓶. 培养箱中孵育至50%-80%细胞汇合

时, 弃培养液. 按下列分组进行处理: (1)对照组; 
(2)EGF组; (3)EGF+SB203580. (2)、(3)组中EGF
浓度均为100 μg/L. 
1.2.3 RT-PCR: 按照TRIzol试剂(赛百盛公司)一
步法提取细胞总R N A, 按逆转录试剂盒(P r o-
mega公司)说明书先逆转录合成第1条cDNA、

再以等量的cDNA为模板进行PCR反应, 反应

条件如下: 94 ℃预变性2 min; 94 ℃变性1 min, 
53 ℃退火1 min, 72 ℃延伸2 min, 35个循环; 
72 ℃延伸5 min. 等量的PCR产物经1.5%琼脂糖

凝胶电泳分离. 
1.2.4 Western blot: 取100 μg细胞总蛋白样品进

行SDS-PAGE电泳, 并转移至硝酸纤维素膜(Mil-
lipore公司)上; 室温封闭2 h后, 用TBST缓冲液漂

洗3次, 加入鼠抗人u-PA单克隆抗体(1∶2 000)、
鼠抗人磷酸化p38MAPK多克隆抗体(1∶000), 
4 ℃孵育过夜. TBST漂洗3次后, 加入辣根过氧

化物酶标记的二抗(1∶2 000), 室温摇床孵育2 h, 
ECL化学发光试剂盒(Santa Cruz公司)自显影后, 
暗室内X光底片感光成像.        

统计学处理 各组实验重复3次. 计量资料以

mean±SD表示, 细胞磷酸化率以百分率表示, 应
用SPSS13.0软件进行统计分析; 多组间比较采

用单因素方差分析(one-way ANOVA); 组间比较

采用LSD检验. P <0.05即认为有统计学意义. 

2  结果

2.1 EGF对SEG-1细胞p38MAPK蛋白表达的影响

100 μg/L EGF作用1、6、12、24 h后, SEG-1的
p38MAPK磷酸化程度不断增高, 而从24 h-48 h, 
p38M A P K磷酸化程度降低 ,  但E G F作用对

p38MAPK总蛋白表达水平无影响. 采用凝胶定
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■相关报道
研究表明EGF在
食管腺癌组织中
表达明显增高, 并
与肿瘤的发展和
预 后 密 切 相 关 ; 
u-PA表达与肿瘤
浸润深度、肿瘤
侵袭转移等生物
学行为密切相关, 
能在一定程度上
促进肿瘤的侵袭
和转移.

量软件分析p38MAPK磷酸化和总p38MAPK的蛋

白条带灰度并计算p-p38MAPK磷酸化/p38MAPK
的比值, 对照组1、6、12、24、48 h的p38MAPK
磷酸化的百分比分别为5 . 6 2 %、11 . 2 1 %、

26.42%、37.63%、55.27%、41.18%. 因此认为

24 h的p38MAPK磷酸化水平最高(图1). 
2.2 EGF对SEG-1细胞u-PA mRNA和蛋白表达的

影响 正常食管腺癌细胞(即对照组)中有u-PA基

因表达, 随着EGF作用时间的延长, u-PA mRNA
的表达水平逐渐上升, EGF作用于SEG-1细胞6 h, 
u-PA mRNA表达为0.31±0.06, 与正常对照组表

达0.26±0.06相比, u-PA mRNA表达升高, 有统计

学意义(P<0.05); EGF作用于SEG-1细胞12、24、
48 h后, u-PA mRNA表达分别为:  0.64±0.05, 0.89
±0.05, 0.73±0.05, 与正常对照组表达量0.26±
0.06相比, u-PA mRNA表达明显升高, 差异有统

计学意义(P<0.01). 可见与正常对照组相比, u-PA 
mRNA表达于24 h达高峰, 之后逐渐下降, 表达呈

明显的时间依赖性(图1, 表1). 
2.3 阻断p38MAPK信号转导通路对p38MAPK蛋

白磷酸化和u-PA表达的影响 5、10、20 μmol/L 
S B203580与E G F同时作用于S E G-1细胞后

p38MAPK蛋白磷酸化的百分比分别为36.25%、

19.36%、7.18%, 明显低于EGF组p38MAPK蛋白

磷酸化的百分比(51.40%), 可见SB203580可明显

抑制SEG-1细胞p38MAPK蛋白的磷酸化, 呈明

显的浓度依赖性. SB203580对EGF诱导的SEG-1
细胞内u-PA mRNA和蛋白的表达亦有明显的抑

制作用, 而且随着SB203580浓度的升高, 抑制作

用更加明显, 呈明显的浓度依赖性(图2, 表2). 

3  讨论

食管腺癌是一种恶性度较高的消化系肿瘤, 其
侵袭力和转移率较高, 许多患者在就诊时已处

于肿瘤晚期, 5年生存率很低. 近年来, 研究发现

生长因子不仅促进细胞增生而且还诱导其恶性

转化. EGF是由单核巨噬细胞产生的一种多肽, 
在肿瘤的发生、发展中起主要作用. EGF通常通

过自分泌和旁分泌途径, 刺激EGF受体(EGFR)
自磷酸化, 激活受体酪氨酸蛋白激酶活性, 导致

其下游的信号通路活化, 催化多种底物蛋白酪

氨酸残基(Tyr)磷酸化. u-PA是一种丝氨酸蛋白

表  1  EGF对SEG-1细胞u-PA mRNA和蛋白表达的影响
(mean±SD, n  = 3)

     分组 u-PA mRNA u-PA protein

Control  0.26±0.06  0.29±0.04 

1 h  0.27±0.06  0.29±0.06

6 h  0.31±0.06a  0.46±0.07a

12 h  0.64±0.05b  0.71±0.06b

24 h  0.89±0.05b  0.85±0.05b

48 h  0.73±0.05b  0.76±0.04b

aP<0.05, bP<0.01 vs  Control.

表  2  SB203580对SEG-1细胞u-PA mRNA和蛋白表达的
影响 (mean±SD, n  = 3)

     分组 u-PA mRNA u-PA protein

Control 0.31±0.07b 0.32±0.08b

EGF 0.85±0.03 0.81±0.04

EGF+SB(5 μmol/L) 0.72±0.03a 0.71±0.05a

EGF+SB(10 μmol/L) 0.61±0.05a 0.66±0.05a

EGF+SB(20 μmol/L) 0.31±0.04b 0.30±0.05b

aP<0.05, bP<0.01 vs  Control.

图  1  EGF对p38MAPK和u-PA的影响. A: Western blot; B: 

RT-PCR; 1: Control; 2: 1 h; 3: 6 h; 4: 12 h; 5: 24 h; 6: 48 h.
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图  2  EGF抑制剂SB203580对p38MAPK和u-PA的影响. 
A: Western blot; B: RT-PCR; 1: Control; 2: 0 μmol/L; 3: 5 

μmol/L; 4: 10 μmol/L; 5: 20 μmol/L.
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水解酶, 具有水解蛋白和信号传导等多种功能, 
其中最重要的作用是激活纤溶酶原转变为纤溶

酶, 后者可催化降解多种底物, 如细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)的重要组成部分(纤维

蛋白、纤维结合素和层粘连蛋白等)[4], 另外, 活
性纤溶酶还能激活MMP-3、MMP-9、MMP-12
和MMP-13等基质金属蛋白酶的前体, 活化的

MMPs可进一步降解ECM[5], 特别是降解其中的

基质和Ⅳ型胶原, 对细胞迁移和肿瘤侵袭转移

过程中细胞外基质的降解有重要作用[6]. 
u-PA作用系统被认为在细胞外基质和基底

膜的降解、促进肿瘤侵袭转移过程中起核心作

用[7]. 高水平的u-PA已经被证实代表了快速增殖

和低分化胰腺癌的高侵袭性的临床特征, 而关

于其他恶性肿瘤(包括肺癌、胰腺癌、胃癌、直

结肠癌、前列腺癌等)研究中也发现u-PA的激

活与侵袭力有关[8-10]. 现已证实体内多种因子如

TGF、IGF、EGF、KGF、IL-1等均能调控u-PA
表达, 但具体机制尚不明确[11]. 我们在研究EGF
对食管腺癌细胞SEG-1细胞u-PA表达影响的过

程中发现, EGF可引起SEG-1细胞u-PA mRNA和

蛋白表达增加, 并呈明显的时间依赖性, u-PA表

达在6 h时开始升高, 24 h达到高峰, 然后下降, 反
映出EGF受体饱和性的特点. 

EGF与其受体结合后诱导MAPK的磷酸化

级联反应, p38MAPK是EGF激发的多条信号传

导通路之一. p38是MAPK家族中的一员, 是一

组细胞内信号转导分子, 参与调控炎症、细胞

生长、细胞分化、细胞周期及细胞死亡、侵袭

表型等. p38MAPK可被多种细胞外的刺激因素

激活, 包括炎性细胞因子、生长因子、血管内

皮生长因子等. p38MAPK上游的MAPKK通过

磷酸化p38MAPK的Thr-Gly-Tyr位点中的苏氨

酸和酪氨酸使其活化, 活化的p38MAPK进一步

调控下游多种基因的表达. SB203580是其活化

的特异性抑制剂, 可通过与ATP结合位点的结

合来抑制p38MAPK的蛋白激酶活性[12]. 本研究

结果显示, EGF呈时间依赖性地激活SEG-1细胞

中的p38MAPK, 在24 h达高峰, 然后开始下降. 
p38MAPK特异抑制剂SB203580呈浓度依赖的方

式可部分抑制EGF诱导p38MAPK激酶的活化. 
研究发现[13], 内源性p38MAPK的活性与乳

癌细胞的侵袭能力相关, 用p38MAPK特异性抑

制剂可明显减少u-PA/u-PAR基因和蛋白的表

达, 抑制BT45细胞的侵袭能力; Ke等[14]报道了

p38MAPK特异性抑制剂SB203580可抑制PMA

诱导的UM-SCC-1细胞MMP-9的表达, 并能阻止

其体外侵入作用; Yu等[15]进一步证明, p38MAPK
信号转导通路通过调节u-PA的表达参与了内

皮细胞的运动和侵袭; p38MAPK特异性抑制

剂SB203580可降低u-PA启动子的活性及u-PA 
mRNA表达水平[16]; 转染突变型p38MAPK则导

致胃癌SNU-638细胞u-PA启动子活性的降低; 最
近国内研究提示AngⅡ可诱导自发性高血压大

鼠血管外膜成纤维细胞迁移活性增强, 该过程涉

及p38MAPK信号途径, p38MAPK特异性抑制剂

SB202190几乎能够完全阻断AngⅡ诱导的血管

外膜成纤维细胞的迁移. 
近年来研究发现, p38M A P K信号转导通

路参与胃癌、肺癌、淋巴瘤及乳腺癌等细胞

u-PA的表达调控 .  但目前尚未见关于E G F、
p38MAPK和u-PA与食管腺癌SEG-1细胞侵袭转

移关系的相关报道. 本实验我们采用SB203580
抑制SEG-1细胞p38MAPK活性后, 再用EGF诱
导SEG-1细胞u-PA的表达, 发现u-PA mRNA以

及蛋白的表达均显著下降, 并呈剂量依赖性, 此
结果证实在EGF引起SEG-1细胞u-PA表达增加

的过程中, p38MAPK信号转导通路参与了u-PA
的表达调控, 并且是在mRNA水平调控u-PA的

表达. 有研究报道u-PA基因启动子区有AP-1、
SP-1、ETS等转录因子结合位点, p38MAPK活

化后可磷酸化增强多种转录因子(ATF-2、ETS
及NF-KB等)活性, ATF-2可引起AP-1活化. 推测

p38MAPK可能通过活化转录因子AP-1和ETS, 
引起u-PA基因转录增强, u-PA产生增多[17]. 另
有报道, u-PA mRNA的不稳定性是由3端非翻

译区富含AU序列元件(ARE)介导的, SB203580
以ARE依赖方式增强u-PA mRNA的不稳定性, 
p38MAPK通过调节u-PA mRNA的稳定性来调

控其表达. 同时我们也发现u-PA mRNA以及蛋

白的表达并未被S B203580完全抑制, 这提示

EGF激活u-PA增强细胞的侵袭力一部分是通过

p38MAPK信号传导通路实现的, 可能还有其他

通路参与该过程. 
总之 ,  E G F可刺激食管腺癌S E G-1细胞

p38MAPK磷酸化, 诱导SEG-1细胞表达u-PA, 应
用p38MAPK特异抑制剂SB203580可明显下调

u-PA的表达, 从而提示EGF诱导SEG-1细胞表达

u-PA可能是通过p38MAPK信号转导通路实现的. 
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