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ＮＫ４抑制结肠癌细胞增殖的机制初探
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（甘肃省兰州市第一人民医院 肿瘤外科，甘肃 兰州 ７３００５０）

　　摘要：目的　探讨肝细胞生长因子及其受体（ＨＧＦ／ｃＭｅｔ）拮抗剂对结肠癌细胞的作用及其与
ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路的关系，明确以 ＨＧＦ／ｃＭｅｔ为靶点治疗结肠癌的细胞内信号传导机制。方法　

分别将 ＨＧＦ及选择性 ｃＭｅｔ拮抗剂 ＮＫ４作用于结肠癌细胞系 ＬｏＶｏ，运用 ＭＴＴ法分别于 ０，６，１２，

２４ｈ检测细胞增殖状态；流式细胞仪观察两者对细胞凋亡的影响。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测药物作用前

后 ｃＭｅｔ，ｐｃＭｅｔ，ＭＥＫ２和 ｐＥＲＫ及其靶基因产物 Ｃｍｙｃ的表达。结果　ＮＫ４组呈剂量依赖性方

式抑制结肠癌细胞增殖，促进其凋亡，并使 ｐｃＭｅｔ及 ＭＥＫ２／ＥＲＫ通路相关蛋白表达下调，而 ＨＧＦ组

则使其表达上调；同时处理 ２４ｈ后，空白组 与 ＮＫ４组（１μｇ／ｍＬ）中 ｐｃＭｅｔ，ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ及 Ｃｍｙｃ

蛋白表达水平比值分别为 ２．５８，１．８９，１．６７和 ２．２１（Ｐ＜０．０１），而与 ＨＧＦ（５０ｎｇ／ｍＬ）组相关蛋白

比值为 ０．４６，０．７１，０６８和 ０．５８（Ｐ＜０．０１）。结论　选择性 ＨＧＦ拮抗剂 ＮＫ４抗结肠癌可能通过

阻断 ＭＥＫ２／ＥＲＫ信号传导通路影响肿瘤细胞增殖与凋亡，以 ＨＧＦ／ｃＭｅｔ为靶点的结肠癌信号通路阻

断治疗具有可行性和有效性 。
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　　肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）

及其受体（ｃＭｅｔ）在相当一部分人类肿瘤中存在高

表达，并 与 恶 性 肿 瘤 发 生、发 展 及 转 移 密 切 相

关［１］。其信号转导以及它与其他细胞因子的关系

正日益受到关注。丝裂原活化蛋白激酶 （ｍｉｔｏｇｅｎ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）级联中 ＭＥＫ／ＥＲＫ是

细胞信号转导的重要途径，可被多种炎症因子、生

长因子和环境应激反应等激活而导致细胞增殖［２］。

研究［３］表明 ＮＫ４（一个带有 ＨＧＦＮ端氨基 Ｋｒｉｎｇｌｅ

结构域的缩合肽），通过与 ＨＧＦ竞争与其受体 ｃ

Ｍｅｔ的结合来抑制肿瘤的侵袭生长，扮演着肿瘤血

管形成的抑制因子。本实验将结肠癌细胞株 ＬｏＶｏ

作为研究体系，观察选择性 ｃＭｅｔ磷酸化抑制剂

ＮＫ４对体外培养的 ＬｏＶｏ细胞增殖与凋亡的影响，

检测 ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路相关蛋白的变化，以期探

讨选择性 ｃＭｅｔ磷酸化抑制剂对结肠癌细胞内信

号传导的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料

结肠癌细胞株 ＬｏＶｏ由协和医科大学基础部提

供；ＲＰＭＩ１６４０培养基、胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏｂｒｌ

公司；胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；四甲基偶氮

唑盐（ＭＴＴ），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），ＨＧＦ购自美国

Ｓｉｇｍａ公司；ＮＫ４，兔抗人 ｃＭｅｔ，ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ及

Ｃｍｙｃ多克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｓｅ公司；鼠抗

人 ｐｃＭｅｔ多克隆抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ｂａｃｔｉｎ

单克隆抗体购自 Ｓｉｇｍａ公司；膜联蛋白（Ａｎｎｅｘｉｎ）Ｖ

ＦＩＴＣ细胞凋亡试剂盒由北京大学医学免疫中心提

供。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人结肠癌细胞系 ＬｏＶｏ，用含有

１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基于 ３７℃ ５％

ＣＯ２细胞孵箱中传代培养。至 ８０％汇满后无血清

培养 １６ｈ，药物干预。实验分为 ３组：（１）对照组

（不加任何干预剂）；（２）ＮＫ４组（加入 ＮＫ４，使

终浓 度 为 ０μｇ／ｍＬ，０．５μｇ／ｍＬ，１．０μｇ／ｍＬ和 １．

５μｇ／ｍＬ）；（３）ＨＧＦ组 （加 入 ＨＧＦ，使 终 浓 度 为

０ｎｇ／ｍＬ，２５ｎｇ／ｍＬ，５０ｎｇ／ｍＬ和 ７５ｎｇ／ｍＬ）。

１．２．２　结肠癌细胞增殖率变化（ＭＴＴ法）　３组

细胞于 ０，６，１２，２４ｈ分别加入 ＭＴＴ５ｍｇ／ｍＬ，继续

培 养 ４ｈ；每 孔 加 入 ＤＭＳＯ ２００μＬ，酶 标 仪 测 定

５４０ｎｍ吸收值，绘制生长曲线。

１．２．３　流式细胞仪检测细胞凋亡　治疗组（即

ＮＫ４组和 ＨＧＦ组）培养基中分别加入 ＮＫ４（终浓

度为 １μｇ／ｍＬ）和 ＨＧＦ（终浓度为 ５０ｎｇ／ｍＬ）处理细

胞；于 ２４ｈ消化细胞，ＰＢＳ洗涤后，加入 １０μＬＡｎ

ｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和 ５μＬ的碘化丙啶（ＰＩ），轻轻混匀，

避光，室 温 反 应 １５ｍｉｎ或 ４℃ 反 应 ３０ｍｉｎ。加 入

３００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，立即上机（流式细胞仪）检测

氩离 子 激 光 功 率 ２００ｍＷ，波 长 ４８８ｎｍ。资 料 用

ＣＥＬＬＴＩＬ细胞周期分析软件处理。

１．２．４　细胞核蛋白提取与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ［４］　（１）细

胞核蛋白提取：根据 Ｍｉｎｇ［５］方法提取 ＬｏＶｏ细胞核

蛋白。（２）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 ５００ｎｍ下测光密度值，计算提取

液蛋白浓度。（３）核蛋白样品（２０ｍｇ）经 １０％的聚

丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 后，电 转 移 至 硝 酸 纤 维 素 膜

（ＮＣ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离后电转移到 ＮＣ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），封闭后，加

入一抗及二抗（辣根过氧化物酶结合的抗体，中山

生物公司）。用 ＥＣＬ（英国 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）化学发

光试剂盒检测杂交信号。用密度扫描仪（ＺＥＩＳＳ全

自动图像分析仪，ＶＩＤＡＳ数据分析）测定条带的吸

光度值 （Ａ值），ｃＭｅｔ，ｐｃＭｅｔ，ＭＥＫ２，ｐＥＲＫ，

Ｃｍｙｃ与内参照（ｂａｃｔｉｎ）灰度值比值表示其相对

表达强度。重复 ３次独立实验。

１．３　统计学处理

实验结果用平均值 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。采

用 ＳＰＳＳ１０．０软件分析结果。比较分析采用单因素

方差分析。

２　结　果

２．１　ＨＧＦ及 ＮＫ４对人结肠癌细胞株 ＬｏＶｏ增殖

的影响

不同浓度 ＨＧＦ加入培养基后的第 ６，１２，２４ｈ，

用 ＭＴＴ法测定细胞生长，与相应空白对照组相比，

ＬｏＶｏ细胞增殖水平增加，呈现剂量依赖性；而加入

不同浓度 ｃＭｅｔ抑制剂的 ＮＫ４组，则细胞增殖受

到抑制，呈剂量依赖性（图 １～３）。

５４７
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图 １　ＨＧＦ及 ＮＫ４对结肠癌 ＬｏＶｏ细

胞增殖的影响

图 ２　 不同浓度 ＨＧＦ处理结肠癌ＬｏＶｏ

细胞后其生长曲线的变化

图３　 不同浓度 ＮＫ４处理结肠癌ＬｏＶｏ

细胞后其生长曲线的变化

２．２　ＨＧＦ及 ＮＫ４对 ＬｏＶｏ细胞凋亡的影响
ＬｏＶｏ细 胞 ２４ｈ自 然 凋 亡 率 为 １８．３％，ＨＧＦ

（５０ｎｇ／ｍＬ）处理 ２４ｈ后细胞凋亡率为 １２．１％，两

者差异有显著性（Ｐ ＜０．０１）；ＮＫ４（１μｇ／ｍＬ）处
理组为 ３３．２％，与 ＨＧＦ处理组相比，两者差异有显
著性（Ｐ＜０．０１）（图 ４）。

对照组 ＨＧＦ组 ＮＫ４组
图 ４　 ＨＧＦ及 ＮＫ４对 ＬｏＶｏ细胞凋亡的影响

２．３　加入 ＨＧＦ及 ＮＫ４对 ＬｏＶｏ细胞中 ｃＭｅｔ，ｐ

ｃＭｅｔ蛋白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ示：１．０μｇ／ｍＬＮＫ４处理（图５）细

胞后，不同时间点（给药后第 ０，６，１２，２４ｈ及 ４８ｈ）

ｃＭｅｔ磷酸化活性与对照组比较逐渐降低（对照百

分数为 ０．４６±０．０８比 １．００±０．１１，Ｐ ＜０．０１）；

而 ５０ｎｇ／ｍＬＨＧＦ处理（图 ６）后则 ｃＭｅｔ磷酸化活

性逐渐增强（对照百分数为 ２．５８±０．２３比 １．００±

０．１１，Ｐ＜０．０１），两者均呈时间依赖趋势。同时，

细胞内 ｃＭｅｔ水平较对照细胞差异均无显著意义

（对照百分数为 １．２１±０．１６比 １．００±０．１３，Ｐ ＞

０．０５）（附表）。

２．４　ＭＥＫ２／ＥＲＫ信号通路在 ＨＧＦ及 ＮＫ４处理

细胞中的作用

１．０μｇ／ｍＬＮＫ４处理 ＬｏＶｏ细胞 ２４ｈ可 引起

ＥＲＫ磷酸化活性下调，同时其上游激酶 ＭＥＫ２及下

游靶基因 Ｃｍｙｃ蛋白表达水平下降，空白对照组与

ｐＥＲＫ，ＭＥＫ２，Ｃｍｙｃ蛋白表达水平比值分别为

１．６７，１．８９和 ２．２１（Ｐ＜０．０１）；而 ５０ｎｇ／ｍＬＨＧＦ

处理 ＬｏＶｏ细胞 ２４ｈ可引起 ＥＲＫ磷酸化活性上调，

同时其上游激酶 ＭＥＫ２及下游靶基因 Ｃｍｙｃ蛋白表

达水平增高，空白对照组与 ｐＥＲＫ，ＭＥＫ２，Ｃｍｙｃ

蛋白表达水平比值分别为 ０．６８，０．７１和 ０．５８（Ｐ

＜０．０１）（图 ７，附表）。

图 ５　 １μｇ／ｍＬＮＫ４对 ｃＭｅｔ及磷酸

化 ｃＭｅｔ表达的影响　　　　

　　

图 ６　 ５０ｎｇ／ｍＬＨＧＦ对 ｃＭｅｔ及磷酸

化 ｃＭｅｔ表达的影响　　

图 ７　 ＨＧＦ及 ＮＫ４对 ＬｏＶｏ细 胞

ＭＥＫ２／ＥＲＫ通路相关蛋白表

达的影响

６４７
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附表　ＨＧＦ及 ＮＫ４处理 ＬｏＶｏ细胞 ２４ｈＭＥＫ２／ＥＲＫ通

路相关蛋白及 ｐｃＭｅｔ表达变化（ｘ±ｓ，％）

分组 ＭＥＫ２ ｐＥＲＫ Ｃｍｙｃ ｐｃＭｅｔ

空白对照 ０．８２±０．０９ ０．９３±０．１０ １．２１±０．０８ １．００±０．１１

ＨＧＦ组 １．７０±０．１２ １．３７±０．６２ ２．０９±０．２６ ２．５８±０．２３

ＮＫ４组 ０．６４±０．０５ ０．５６±０．０８ ０．５５±０．１１ ０．４６±０．０８

注：以上每组数据为实验重复３次所得；与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨　论

ＨＧＦ通过结合并作用于特异性一氨酸跨膜受

体 ｃＭｅｔ从而在肿瘤侵袭、转移及血管生成中发挥

着重要作用。Ｈｏｒｉｇｕｃｈｉ［６］等在转基因肝癌模型鼠

的治疗中，发现 ＨＧＦ通过其受体 ｃＭｅｔ自分泌活

动调节肝癌的发生及血管形成，并与肿瘤的侵袭

性呈正相关。但以此为靶点进行肿瘤干预治疗的

有效性及其细胞内信号传导机制目前尚不明了。

新近研究表明，ＮＫ４作为 ｃＭｅｔ特异性磷酸化抑

制剂，其基因转导为肿瘤治疗提供了一条潜在的

有效途径。Ｈｉｓｃｏｘ［７］在能够表达 ＨＧＦ／ＳＦ蛋白的乳

腺癌细胞株中研究显示，通过人工基底膜 ＮＫ４抑

制了由 ＨＧＦ／ＳＦ诱导的肿瘤的侵袭，其运动及播散

也受到很大程度的抑制。但其具体作用机制尚不

明确。作 为 肿 瘤 细 胞 内 重 要 的 信 号 通 路 ＭＥＫ／

ＥＲＫ———调节细胞增殖、分化、凋亡 ［８，９］，是否参与

了以 ＨＧＦ／ｃＭｅｔ为靶点治疗结肠癌的细胞内分子

机制？此问题尚需探讨。

本课题将结肠癌细胞株 ＬｏＶｏ作为研究体系，

分别观察了 ｃＭｅｔ抑制剂 ＮＫ４及 ＨＧＦ对结肠癌

细胞增殖和凋亡的影响；并从蛋白磷酸化水平检

测了两者处理 ＬｏＶｏ细胞后 ｃＭｅｔ及 ＭＥＫ２／ＥＲＫ信

号通路 的 活 性 和 上 下 游 靶 基 因 产 物 （ＭＥＫ２，Ｃ

ｍｙｃ）的表达，明确了 ＮＫ４抗结肠癌及 ＨＧＦ促进

其增殖的细胞内分子机制。本实验结果显示，选

择性 ｃＭｅｔ抑制剂 ＮＫ４呈剂量依赖性方式抑制

ＬｏＶｏ细胞增殖，促进其凋亡；而 ＨＧＦ作用与之相

反。表明以 ＨＧＦ／ｃＭｅｔ为靶点对结肠癌进行干预

治疗具有可行性，为其分子靶向治疗提供理论依

据。进一步研究表明，ＮＫ４使 ＬｏＶｏ细胞中 ｃＭｅｔ

磷酸化活性随作用时间延长而逐步下降，印证了

其直接作用的靶点；与之相反的是 ＨＧＦ使 ｃＭｅｔ

磷酸化活性增加。在此基础上，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测显示 ＭＥＫ２／ＥＲＫ信号传导通路与 ＮＫ４及 ＨＧＦ

作用机制关系密切。由于 ＭＥＫ２／ＥＲＫ通路下游靶

基因 Ｃｍｙｃ为一原癌基因，同时作为核转录因子

调控肿瘤细胞增殖与调亡。因此本研究结果，可

以表明 ＮＫ４可能通过阻断 ＥＲＫ通路活性从而抑

制结肠癌细胞生长和诱导凋亡。但对此通路的具

体作用靶点尚需进一步研究。

本实验结果显示 ＨＧＦ／ｃＭｅｔ作为抗结肠癌的

新靶点，其抗肿瘤机制存在 ＭＥＫ２／ＥＲＫ信号途径，

而其效应与下游靶基因 Ｃｍｙｃ表达密切相关，故

认为本研究为进一步开展结肠癌信号阻断治疗提

供实验基础和理论依据。
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