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■背景资料
以往的流行病学
资料显示大肠癌
中 直 肠 癌 、 结
肠 癌 的 比 例 约
1.5∶1, 然而近年
来, 随着国人生活
水平的提高, 尤其
是高脂高蛋白低
纤维素的饮食习
惯, 使大肠癌的发
病率呈上升趋势. 
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Abstract
AIM: To evaluate whether SB203580, a p38MAPK 
inhibitor, reduces resistance of colon cancer HCT-
116 cells to doxorubicin and to explore possible 
mechanisms involved.

METHODS: Doxorubicin alone or in combination 
with SB203580 was used to treat subcultured 
HCT-116 cells. After treatment, cell growth was 
determined by MTT assay, and Akt and p-AKt 
expression was detected by Western blotting.

RESULTS: Either doxorubicin or SB203580 in-
hibited HCT-116 cell growth, and the latter had a 
stronger inhibitory effect than the former (26.60% 
vs 33.87%). Combined use of doxorubicin and 
SB203580 had more strong inhibitory effect than 
treatment with either of them alone (56.04%). Ex-
pression of Akt showed no significant difference 

between cells treated with doxorubicin alone 
and those treated with combined doxorubicin 
and SB203580, while the phosphorylation of 
Akt was significantly higher in the doxorubicin 
group than in the combination group.

CONCLUSION: The p38 MAPK inhibitor 
SB203580 could block the Akt signaling path-
ways and increase the sensitivity of colon cancer 
cells to doxorubicin.
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摘要
目的: 探讨p38MAPK抑制剂通过Akt(蛋白激
酶B)有关的信号途径对结肠癌细胞阿霉素
(Doxorubicin)化疗敏感性的影响. 

方法: 应用阿霉素(Dox)和p38MAPK特异性抑
制剂SB203580及两者联合应用去处理结肠癌
HCT-116细胞株. 采用MTT[3-(4, 5-二甲基噻
唑-2)-2, 5-二苯基四氮唑溴盐]法检测化疗药
物对肿瘤细胞的生存抑制率, Western blot蛋白
免疫印迹技术检测化疗药物处理后癌细胞Akt
和磷酸化Akt的表达水平. 

结果: MTT显示阿霉素和抑制剂SB203580对
结肠癌细胞均有抑制作用(26.60%, 33.87%), 
后者大于前者, 两者相同用量联合后癌细胞抑
制率更明显(56.04%). Western blot显带说明阿
霉素处理组较联合组的Akt表达水平并无明显
差异, 而磷酸化的Akt水平较SB203580组和联
合组显著升高. 亦即抑制剂组和联合组方案可
降低结肠癌细胞磷酸化Akt的表达水平. 

结论: p38MAPK抑制剂SB203580可能通过阻
断P13K/Akt信号途径或其他有关Akt的通路

■同行评议者
高泽立 ,  副教授 , 
上海交大医学院
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以提高结肠癌细胞阿霉素化疗的敏感性. 

关键词: 阿霉素; p38MAPK抑制剂; 结肠癌; 抗耐

药性
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0  引言

阿霉素(Doxorubicin)是一种临床上常用的抗生素

类抗肿瘤药物, 但其有效治疗剂量下的心脏毒性

和随着作用时间的推移靶癌细胞产生的分子学抵

抗机制限制了该药抗癌作用的发挥[1]. 所在课题

组的前期研究显示Akt(蛋白激酶B)的活化可能参

与了胃癌细胞的抗凋亡信号反应[2]. PI3K/Akt(磷
脂酰肌醇3'激酶/蛋白激酶B)和p38MAPK(丝裂

原激活化蛋白激酶)通路在细胞生物生长中起

着重要的作用, 且两条通路的酶级联反应有交

叉作用, 可促进肿瘤细胞的增殖, 其选择性抑制

剂LY294002和SB203580对多种实体肿瘤都有杀

伤作用 [3,4]. 本研究拟单独及联合应用阿霉素和

p38MAPK通路抑制剂SB203580, 观察和探讨阿霉

素联合应用SB203580体外实验方案对降低结肠

癌细胞阿霉素耐药性的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌HCT-116细胞购自中科院上海细

胞库, 并由湖北省消化系疾病重点实验室传代

保存. RPMI 1640培养基来源于美国Gibco公司; 
Akt抗体、磷酸化Akt抗体以及相关二抗试剂盒

均为CST公司产品; 四甲基偶氮唑盐(MTT)、二

甲基亚砜(DMSO)和抑制剂SB203580购自美国

Sigma公司; 阿霉素(Doxorubicin)购自美国Alex
公司; 提取总蛋白试剂盒及Western blot所需其

他试剂购自碧云天生物技术研究所. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 传代培养结肠癌HCT-116细胞于

含100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培养液中. 50 
mL/L CO2浓度、37 ℃培养环境下培养. 
1.2.2 MTT检测细胞增殖: 用含100 mL/L胎牛血

清的培养液将贴壁细胞配成单个细胞悬液, 浓
度为10 000-20 000/mL, 每孔体积200 μL细胞接

种到96孔板. 细胞贴壁后即加药. 每种处理设5
个复孔, 对照(不加药物处理)5个孔, 阿霉素组5
个孔, 抑制剂组5个孔, 药物联合组5个孔, 共20

个孔. 阿霉素2 g/L, 每5个孔加10 μL,  SB203580
抑制剂20 g/L, 每5个孔加1 μL. 联合组药物用量

同单用组. 药物均混匀于无血清培养基后再加

入到相应孔中. 作用24 h后, 每孔加MTT[3-(4, 5-
二甲基噻唑-2)-2, 5-二苯基四氮唑溴盐]溶液(5 g/
L用PBS配制, pH7.4)10 μL. 继续孵育4 h后终止

培养, 小心吸弃孔内培养上清液, 每孔加100 μL 
DMSO, 置摇床上低速振荡10 min, 使结晶物充

分融解. 选择A 490nm波长在酶联免疫监测仪上测

定各孔吸光度值, 记录结果并计算细胞抑制率  
= (空白组吸光度值均值－各浓度组吸光度值均

值/空白组吸光度值均值)×100％, 并绘制直方

图. 实验重复3次. 
1.2.3 6孔板加药处理: 对照组设1个孔(不加任何

药物), 实验组阿霉素(2 g/L)10 μL处理2个孔, 抑
制剂(20 g/L)1 μL处理1个孔和两者联合(同上浓

度同体积)处理2个孔. 以细胞长至80%-90%孔域

并处于对数生长期开始加药, 作用24 h后提取各

组总蛋白, 行Western blot检测各组蛋白Akt和磷

酸化的Akt水平(以β-actin蛋白为内参对照). 步
骤包括提取并测定总蛋白浓度, 计算20 μg体积

下的上样量, 蛋白电泳, 纤维膜电转和X光胶片

显影等. 

2  结果

MTT结果显示阿霉素和抑制剂SB203580对结肠

癌细胞的生长较对照组均有抑制作用(26.60%)
(33.87%), 后者大于前者, 两药联合处理癌细胞

后抑制率则更明显(56.04%, 图1). Western blot
结果提示阿霉素处理组较抑制剂组和联合组的

Akt表达无显著差异, 而磷酸化的Akt阿霉素组

较抑制剂组和联合组显著升高, 也即表明抑制

剂组和联合组方案可降低结肠癌细胞磷酸化

Akt的表达水平(图2).

3  讨论

阿霉素Doxorubicin(DOX), 是蒽环霉素类抗生

素, 也是临床上常用的抗肿瘤化合物. 其主要是

干扰快速增长的肿瘤细胞的增殖, 通过结合和

嵌入癌细胞DNA分子进而抑制靶细胞的DNA和

RNA的生物合成起到抗癌作用. 但是有效治疗

剂量下的心脏毒性和随着作用时间的推移癌细

胞产生的分子学抵抗机制限制了阿霉素的抗肿

瘤应用[1]. 
磷酸肌醇3'激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)通路

在多种癌细胞中呈现高表达, 蛋白激酶B(Akt)

■相关报道
国外学者报道有
多种方法可去拮
抗 经 典 化 疗 药
物 的 多 重 耐 药
(MDR): (1)对药
物的化学结构本
身加以改进 ;  (2)
联合应用针对耐
药表达途径的化
疗药物 ;  (3)应用
新的载体, 使药物
更好地进入肿瘤
细胞并予以杀伤. 
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的活化位于P I3K超家族信号转导过程中的下

游, 主要负责由PI3K始动的生物信息的传导, 处
于这一通路的中心环节. 采用特异性抑制剂降

低其下游磷酸化Akt的水平, 从而阻断Akt的磷

酸化活化及其下游信号级联反应进而阻断PI3K
通路的生物学效应[5]. 一些肿瘤细胞可通过对负

责细胞生长和凋亡的细胞信息传导通路进行调

控而获得对化疗药物的耐药性[6]. 我们前期的

研究[7]发现PI3K/Akt 通路的激活能抑制或下调

p27kip1的表达(一种广谱周期蛋白依赖性激酶

抑制剂), 进而使肿瘤细胞产生对细胞毒药物的

抵抗和继续增值. 
研究表明许多肿瘤细胞的生长和增值伴

有p38MAPK(丝裂原活化蛋白激酶)的活化, 其
特异性抑制剂SB203580则表现出对多种恶性

肿瘤细胞(食管癌、子宫内膜癌)的杀伤和促凋

亡特性[8,9]. 英国科学家[10]发现p38MAPK抑制

剂SB203580与5-氟尿嘧啶联合作用于结直肠

癌细胞, 通过上调B a x(一种凋亡蛋白)的表达

和caspase酶(半胱氨酸-天冬氨酸蛋白酶, 一种

凋亡蛋白酶)的活性可提高后者对癌细胞的杀

伤敏感性, 提示SB203580可提高经典化疗药物

对结肠癌细胞的杀伤, 可通过不同的信号传导

通路起到抗化疗耐药作用. 韩国学者[11]研究认

为, SB203580可加强抗肿瘤药物Exisulind(一种

新型选择性凋亡性抗肿瘤药物)对结肠癌的敏

感性. 被Exisulind处理的结肠癌细胞磷酸化的

p38MAPK升高, 而其选择性抑制剂SB203580可
抑制p38MAPK的磷酸化和诱导caspase酶的活

化, 进而提高该化疗药物的抗肿瘤效果. 
p38MAPK和PI3K/Akt作为整体通路参与某

些病理生理过程. 且联合抑制该整体通路有抑

制癌细胞增值的作用. 研究人员观察到在糖尿

病神经病理性疼痛的形成中p38MAPK和PI3K/
Akt信号通路都发生了高度激活, p38MAPK特

异性抑制药可同时阻断p38MAPK和PI3K/Akt两
条信号通路. 此时PI3K/Akt是p38MAPK的下游

信号通路[12]. MK2(MAPKAP激酶)和p38MAPK
与HSP27组成复合物, 再与Akt结合可以活化

之, 进而激活PI3K/Akt通路[13]. 在炎症反应过程

中, p38MAPK抑制剂SB203580可以同时阻断

AKT和p38MAPK这两个通路[14]. 有学者[15]指出

ERK1/2的抑制剂(PD98059)和p38MAPK抑制剂

(SB203580可以减少或者清除磷酸化的Akt, 进
而阻断其下游信号传导. 研究显示[3]PI3K/Akt与
p38MAPK通路在骨骼肌生成过程中起协调作

用. 也揭示二者可能存在内在关联. 在骨骼肌的

生成和分化过程中Akt在p38MAPK通路下游发

挥生物学作用, 阻断p38途径可抑制Akt的激活, 
在肌生成过程中发现p38途径可在转录水平和

蛋白水平直接影响Akt及其下游的级联反映, 进
而影响细胞的生长和增殖. PI3K和p38通路在细

胞生物生长中起着重要的作用, 并且相互作用. 
对PI3K/Akt和p38MAPK通路的抑制可增加和提

高阿霉素诱导的癌细胞凋亡[4]. 国外学者[16]指出

GRP78(一种葡萄糖调节蛋白)可作用于MAPK/
PI3K通路, 抑制人肿瘤的生长, 这就提示这两个

通路之间的是有密切联系的, 这吸引着我们进

一步研究. 
近年来诸多的研究显示许多癌细胞对经典

抗癌药物如阿霉素产生耐药性, 其中就涉及到

磷酸化的Akt水平升高[17]. 本课题组前期研究[2]

在体外培养的细胞中发现PI3K/Akt通路与胃癌

细胞化疗耐药性的形成密切相关, 发现化疗药

物作用于结肠癌细胞, 一方面诱导了细胞凋亡, 
另一方面也活化了PI3K通路并通过一系列的下

游信号分子抑制细胞凋亡. PI3K通路的活化可

能是肿瘤细胞抵御外来损伤因子的一种自我保

护, 这种自我保护作用降低了化疗药物的敏感

性, 这可能是导致化疗药物耐药的机制之一. 
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图  2  各处理组Akt和磷酸化Akt表达水平. 
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■创新盘点
阿霉素具有抗肿
瘤 活 性 ,  但 易 产
生多重耐药现象. 
p38MAPK抑制剂
SB203580除了具
有拮抗炎症通路
作用外, 也具有对
多种实体肿瘤的
杀伤效应. 如果后
者可以去阻断阿
霉素的某种耐药
机制, 那么两者联
合, 不仅可以起到
各自的抗肿瘤效
果, 而且还可以增
强疗效.
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我们此次实验观察到运用阿霉素和

SB203580以及两者联合处理结肠癌细胞后癌细

胞Akt的蛋白表达水平并无显著差异性趋势, 而
抑制剂组和联合组癌细胞Akt的磷酸化水平则

较对照组和阿霉素组显著下降, 显示该抑制剂

可阻断PI3K/Akt或Akt相关的信号通路, 这与文

献报道的一致. MTT实验结果显示HCT-116细胞

受药物处理后生长明显抑制. 其中SB203580(20 
g/L)联合阿霉素(2mg/mL)对细胞的生长抑制作

用要显著优于相同浓度的SB203580单用组和阿

霉素单用组. 上述实验结果表明p38MAPK抑制

剂SB203580也具有抗结肠癌的作用, 且其与阿

霉素联合作用后可明显提高阿霉素对结肠癌细

胞株的抑制增殖作用. SB203580与阿霉素具有

协同抗结肠癌效果, 可能是SB203580通过阻断

Akt相关的信号途径, 抑制其磷酸化活化. 进而

起到促进癌细胞凋亡和抑制其增殖作用. 
针对经典化疗药物的耐药性问题, 解决方法

之一是联合应用化疗药物. 如果肿瘤患者接受

化疗治疗前能了解此种肿瘤增殖由哪条或哪几

条传导通路起主要作用, 就可有针对性地应用

传导通路抑制剂, 提高化疗效果[8]. 本研究表明, 
p38MAPK抑制剂SB203580对结肠癌细胞阿霉

素耐药具有逆转作用, 通过降低细胞信号级联

反应中的Akt磷酸化途径诱导凋亡可能为其提

高阿霉素化疗敏感性的机制之一. 加上该抑制

剂的阻断p38MAPK的磷酸化作用, 联合应用阿

霉素可达到较为理想的抗肿瘤效果. 故我们认

为p38MAPK选择性抑制剂SB203580和传统化

疗药物的联合应用在肿瘤的防治方面可提供一

种低毒而高效的化疗方案, 但还需进一步的体

内实验和临床研究和证实. 
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■同行评价
本文选题紧扣当
前肿瘤治疗热点, 
密切联系临床, 选
题合理, 实验设计
严谨, 统计学应用
合理, 参考文献较
新, 非常值得临床
医生阅读. 


