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　　摘要：目的　研究丝裂原激活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）中 ＭＥＫ２／ＥＲＫ信号传导通路在结直肠癌发生

发展中的作用。方法　（１）采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ５２例结直肠癌组织及其邻近肠黏膜中 ＭＥＫ２蛋白

的表达。（２）用丝裂原细胞外激酶（ＭＥＫ）抑制剂作用于结肠癌细胞系 ＳＷ４８０，然后以 ＭＴＴ法检测细

胞增殖状态；用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ及其靶基因产物 Ｃｍｙｃ的表达。结果　结直肠癌组织

中 ＭＥＫ２蛋白表达水平明显高于邻近的肠黏膜（Ｐ＜０．０５），且与肿瘤的分化、Ｄｕｋｅｓ分期及淋巴结转

移有关（Ｐ＜０．０５）。应用 ＭＥＫ的抑制剂后 ＳＷ４８０细胞中 ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ，Ｃｍｙｃ表达水平随作用时

间延长而下降。结论　ＭＥＫ２活性增高与结直肠癌细胞侵袭力有关，阻断 ＭＥＫ２／ＥＲＫ信号传导通路

可以抑制结肠癌细胞的增殖，促进其凋亡。
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　　丝裂原活化蛋白激酶 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）级联是细胞信号转导的重要途径，
能将募集的多种细胞外信号（如生长因子、细胞因

　　收稿日期：２００３－０３－０７；　修订日期：２００３－１２－１８。

　　作者简介：张辉（１９７１－），男，甘肃天水人，兰州医学院附属第二医

院（现在甘肃省兰州市第一人民医院）主治医师，主要从事结直肠肿瘤分

子生物学方面的研究。

子 、肿瘤启动因子等）通过磷酸化活化逐级转递至

细胞核，并激活多种核转录因子，如 Ｃｍｙｃ，Ｃｊｕｎ

等，参与细胞生长、发育、分裂及分化等多种生理过

程，并在细胞恶性转化及演进中起重要作用［１］。作

为 ＭＡＰＫ信号传导通路中的重要一环———丝裂原细

胞外激酶（ｍｉｔｏｇｅｎｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｋｉｎａｓｅ，ＭＥＫ），可被多

种炎症因子、生长因子和环境应激反应等激活，导
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致细胞的增殖［２，３］。但 ＭＥＫ２／ＥＲＫ与结直肠癌增

殖、分化、凋亡和发生发展的关系目前仍不清楚。

本研究检测结直肠癌组织及其邻近肠黏膜中 ＭＥＫ２

蛋白的表达，并探讨 ＭＥＫ２／ＥＲＫ信号传导通路与

结肠癌细胞增殖规律的关系，分析其在结直肠癌发

生发展中的作用。

１　材料与方法

１．１　标本来源及处理

连续收集北京大学人民医院外二科 ２００１年 ２

月 ～２００２年 ７月经手术切除的结直肠癌标本 ５２

例。男 ２７例，女 ２５例。年龄 ３５ ～８１岁，中位年

龄 ６６岁。组织学类型：高分化结直肠癌 １５例，中

分化 结 直 肠 癌 ２３例，低 分 化 结 直 肠 癌 １４例。

Ｄｕｋｅｓ分期：Ａ期 ３例，Ｂ期 ２６例，Ｃ期 １６例，Ｄ期

７例。于肿瘤切除后 ３０ｍｉｎ内采集结直肠癌组织，

同时取距肿瘤边缘大于 ５ｃｍ的肠黏膜组织作为对

照。所有标本立即置于液氮中保存。

１．２　细胞培养

人结肠癌细胞系 ＳＷ４８０购于中国协和医科大

学基础部。用含有 １０％胎牛血清的（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ

公司）ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司）于

３７℃细胞孵箱中传代培养。

１．３　细胞增殖状态检测（ＭＴＴ法）

接种细胞于 ９６孔板，贴壁后，无血清培养细胞

１６～２４ｈ，使细胞同步化。空白对照组加无血清培

养基。信号阻断组加入 ＭＥＫ抑制剂 ＰＤ９８０５９０，分

别为 ５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ；第 ０，１，２，３天 分 别 加 入

ＭＴＴ５ｍｇ／ｍｌ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），继续培养 ４ｈ；每孔

加入 ＤＭＳＯ２００μｌ；酶标仪测定 ５４０ｎｍ吸收值，绘制

生长曲线。

１．４　细胞核蛋白及组织总蛋白提取与 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测

１．４．１　细胞核蛋白提取　根据 Ｋｉｍ［４］方法提取

ＳＷ４８０细胞核蛋白。

１．４．２　组织总蛋白提取　参照 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司蛋

白提取方法，应用 ＲＩＰＡ缓冲液分别裂解结直肠癌

与对照肠黏膜组织得到组织总蛋白。

１．４．３　蛋白浓度测定方法（Ｂｒａｄｆｏｒｄ法）　以牛血

清蛋白（ＢＳＡ）作为标准品，根据蛋白定量试剂盒

（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）的说明绘制蛋白定量标准曲

线，于分光光度计 ５９５ｎｍ下测光密度值，计算提取

液蛋白浓度。

１．４．４　杂交信号的检测　核蛋白样品（２０μｇ）经

７．５％的聚丙烯酰胺凝胶电泳后，电转移至 ＰＶＤＦ

膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公 司 ）；每 例 组 织 标 本 取 总 蛋 白

１００μｇ，７．５％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后电转移

到 ＰＶＤＦ膜 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公 司），封 闭 后，加 入 一 抗

（ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ，Ｃｍｙｃ美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，工作浓

度 １∶１０００），二抗（辣根过氧化物酶结合的抗体，

英国 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司，工作浓度 １∶１０００）。用 ＥＣＬ

（英国 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）化学发光试剂盒检测杂交

信号。

１．５　光密度测定

用密度扫描仪（ＺＥＩＳＳ全自动图像分析仪，ＶＩ

ＤＡＳ数据分析）测定条带的光密度值（ＯＤ值），以

光密度值代表 ＭＥＫ２蛋白的相对表达量。计算每

例标本中肿瘤与对照肠黏膜组织光密度的比值

（ＭＥＫ２肿瘤 ／ＭＥＫ２对照肠黏膜 ）。

１．６　统计方法

使用 ＳＰＳＳ１０．０统计学软件，数据处理采用独

立样本 ｔ检验、配对样本 ｔ检验，单因素方差分析，

Ｐ ＜０．０５时为有统计学差异。

２　结　果

２．１　ＭＥＫ２表达水平

５２例结直肠癌标本中，ＭＥＫ２蛋白平均表达

水 平 明 显 高 于 对 照 肠 黏 膜 （ｔ＝３．３４３，Ｐ ＝

０．００２），平均为对照肠黏膜的 ２．４５倍；其中 ３３例

（６３．５％）结直肠癌组织的 ＭＥＫ２蛋白表达水平

高于对照肠黏膜（表 １）。

表 １　 ＭＥＫ２在结直肠癌中的表达

项目 例数 ＭＥＫ２ＯＤ值 Ｆ（ｔ）值 Ｐ值

结直肠癌

对照黏膜

５２

５２

１４０９３０±９５０３３

９８６５１±６９３６６
３．３４３ ０．００２

２．２　结直肠癌组织中 ＭＥＫ２蛋白表达与各临床

病理特征的关系

中分化结直肠癌 ＭＥＫ２蛋白表达水平明显高于

８５２
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低分化者（Ｐ ＝０．０３０）；ＤｕｋｅｓＣ，Ｄ期结直肠癌

ＭＥＫ２蛋白表达水平明显高于 Ａ，Ｂ期（ｔ＝２．３５２，

Ｐ＝０．０２３）；有淋巴结转移的结直肠癌 ＭＥＫ２蛋白

表达水平明显高于无淋巴结转移者（ｔ＝２．６０１，Ｐ

＝０．０１３）（表 ２，３）。

ＭＥＫ２蛋白表达水平与肿瘤大小、浆膜侵犯、

年龄、性别以及是否远处转移无关（Ｐ ＞０．０５）

（表 ３）。

表２　ＭＥＫ２表达情况与结直肠癌分化的关系（ｘ±ｓ）

分化程度 例 数 ＭＥＫ２平均值

高分化 １５ １２３８２５±１１１８７７

中分化 ２３ １７２４７２±８６１１２

低分化 １４ ９６５０８±７５４０８

　　注：与低分化比较Ｐ＜０．０５

表３　 ＭＥＫ２表达情况与临床病理特征的关系（ｘ±ｓ）

例 数 ＭＥＫ２表达平均倍数 Ｆ（ｔ）值 Ｐ值

Ｄｕｋｅｓ分期

　Ｃ，Ｄ期

　Ａ，Ｂ期

２３

２９

３．５６７±４．１７２

１．５５４±０．８９３
２．３５２ ０．０２３

淋巴结

　有

　无

２２

３０

３．７８６±４．３５２

１．５５７±０．８６１
２．６０１ ０．０１３

侵犯浆膜

　有

　无

２７

２５

２．２６９±２．３３０

２．６３４±３．６１２
－０．４０２ ０．６９０

远处转移

　有

　无

７

４５

２．６７７±１．７３８

２．４１４±３．１６０
０．３０２ ０．７６８

肿瘤大小

　＞５ｃｍ

　＜５ｃｍ

２４

２８

２．１７０±２．５４７

２．７１５±３．４０７
－０．６１０ ０．５４５

年 龄

　＞６５

　≤６５

２５

２７

２．４６９±３．１３４

２．４３０±２．９２８
０．０４３ ０．９６６

性 别

　男

　女

２７

２５

１．９９９±２．１２６

２．９６２±３．７４６
－１．０４１ ０．３０６

　　注：平均倍数为ＭＥＫ２肿瘤／ＭＥＫ２对照肠黏膜的平均值

２．３　ＭＥＫ抑制剂对 ＳＷ４８０细胞增殖的影响

加入 ＭＥＫ抑制剂 ＰＤ９８０５９后，ＳＷ４８０细胞增

殖水平下降，而相应空白对照组变化不明显（图 １，

２）。ＳＷ４８０细胞增殖水平随 ＭＥＫ抑制剂浓度增加

而下降（图 ２）。

图 １　 ＭＥＫ抑制剂对 ＳＷ４８０细胞增殖水平的影响

图 ２　不同浓度 ＭＥＫ抑制剂对 ＳＷ４８０细胞增殖水

平的影响

２．４　ＰＤ９８０５９对 ＳＷ４８０细胞中 ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ

和 Ｃｍｙｃ表达的影响

加入 ＰＤ９８０５９的 ＳＷ４８０细胞中 ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ

和 Ｃｍｙｃ表 达 水 平 随 作 用 时 间 延 长 而 下 降

（２０μｍｏｌ／Ｌ）（图 ３）。

图 ３　ＰＤ９８０５９对 ＳＷ４８０细胞中（２０μｍｏｌ／Ｌ）中核

蛋白 ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ和 Ｃｍｙｃ水平的影响

３　讨　论

结直肠癌是常见的恶性肿瘤之一，在欧美国家

有较高的患病率。近年来，我国结肠癌患病率也迅

９５２
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速上升。研究发现，细胞内信号传导通路与肿瘤发

生发展密切相关，其中 ＭＡＰＫ信号传导通路受到广

泛关注。ＭＡＰＫ是信号从细胞表面传递到细胞核内

部的重要介质，其中 ＲａｓＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号传导通

路与细胞的增殖、分化、凋亡密切相关，ＭＥＫ是其

中的重要一环，它具有酪氨酸、苏氨酸活性，活化其

下游的 ＥＲＫ１和 ＥＲＫ２，后者进入细胞核，作用于

转录因子，进而诱导某些基因的表达，最终导致细

胞的增殖［３］。研究发现［５］，ＭＥＫ第 ２１７位点和第

２２１位点的丝氨酸突变为谷氨酸后，ＭＥＫ的活性异

常增高，结果导致细胞转化。而 ＭＡＰＫｓ中 ＭＥＫ的

激活在肿瘤细胞的增殖及转移中扮演着重要角

色［６］。有关人结直肠癌中 ＥＲＫｓ蛋白及其上游激酶

ＭＥＫｓ蛋白的表达和活性以及此信号传导通路在结

直肠癌发生、发展和治疗中的意义的研究尚处于早

期阶段［７］。

本实验发现：结直肠癌组织中 ＭＥＫ２蛋白表达

水平明显高于对照肠黏膜，为对照组的 ２．４５倍。

ＭＥＫ２表达水平与 Ｄｕｋｅｓ分期、分化及淋巴结转移

有关（Ｐ＜０．０５）。提示 ＭＥＫ２过度表达可能与结

直肠癌恶性度高和预后不良有关。

笔者在用 ＭＴＴ法检测细胞增殖状态时发现，加

入 ＭＥＫ抑制剂后，ＳＷ４８０细胞增殖水平随时间延

长和浓度增加而下降，而相应空白对照组变化不明

显。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示：抑制剂组 ＳＷ４８０细胞中

ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ及 Ｃｍｙｃ表达水平随作用时间延长

而下降。提示在结肠癌细胞 ＳＷ４８０中，ＭＥＫ／ＥＲＫ

信号传导通路可能通过调节 Ｃｍｙｃ的表达而影响

结肠癌细胞的增殖。Ｄｉｎｇ［８］等发现，ＭＡＰＫ活性及

激酶水平与结肠癌细胞分化及凋亡密切相关，用

ＭＥＫ抑制剂后可逆转其恶性增殖。Ｋｉｍ［４］的研究

证实，ＭＡＰＫｓ与 ＮＦｋａｐｐａＢ，ＰＰＡＲｇａｍｍａ交互作用影

响了结肠癌细胞的凋亡过程，而其中 ＭＥＫ／ＥＲＫ途

径显得尤为突出，本研究结果与之相似。

ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路在人类恶性肿瘤中普遍存

在，用 ＭＥＫ抑制剂直接阻断其通路，抑制了其靶基

因产物 Ｃｍｙｃ的表达，可能在 ＳＷ４８０细胞增殖抑

制的进程中起重要作用。对信号通路阻断的研究

有可能会发现 新靶 点的抗 癌药 物［９］。深 入 研 究

ＭＥＫ／ＥＲＫ信号传导通路作用机制将为判断疾病的

预后及治疗提供理论基础，有可能成为结直肠癌治

疗的新方向。

本课题主要工作在北京大学人民医院外科肿

瘤实验室完成，特此感谢！
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