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［摘要］　目的：研究ＪＡＫ激酶抑制剂ＡＧ４９０对乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１细胞外信号调节蛋白激酶（ＥＲＫ）磷酸化的影响，探

讨ＪＡＫ激酶对ＥＲＫ信号转导通路的作用以及在乳腺癌细胞侵袭转移中的调控意义。方法：以ＪＡＫ激酶抑制剂ＡＧ４９０处理

乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１，ＭＴＴ法检测ＡＧ４９０对细胞的生长抑制作用；ＭＴＴ法检测ＡＧ４９０处理后细胞对人工基底膜 Ｍａ

ｔｒｉｇｅｌ的黏附能力变化；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室进行人工重组基底膜侵袭和迁移实验，检测 ＡＧ４９０处理后细胞侵袭、迁移能力变化；

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＡＧ４９０处理后细胞中磷酸化ＥＲＫ（ＰＥＲＫ）、基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）蛋白水平变化。结果：应用

ＪＡＫ酶抑制剂ＡＧ４９０后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞生长受到抑制，作用呈时效量效依赖关系；ＭＤＡＭＢ２３１细胞黏附、侵袭、迁移能

力降低，同时细胞中ＰＥＲＫ、ＭＭＰ９蛋白减少。结论：ＪＡＫ激酶可以通过改变ＥＲＫ的磷酸化水平影响ＥＲＫ信号转导通路

的活化。ＪＡＫ激酶抑制对ＥＲＫ信号转导通路的激活有阻断作用，可以抑制 ＭＭＰ９的表达及乳腺癌细胞的侵袭转移。
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　　细胞内各种不同的信号通路之间构成复杂的信
号网络系统，具有高度的非线性特征，酪氨酸蛋白激
酶在各种信号通路上可能交叉穿梭的催化磷酸化作

用。ＪＡＫ（Ｊａｎｕｓａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＪＡＫ）是一种非受
体酪氨酸激酶，它可以促使带有酪氨酸的蛋白发生

磷酸化而活化，重要的下游分子是信号转导和转录
激活因子（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ），构成ＪＡＫ／ＳＴＡＴ 信号转导通
路。最近研究发现，ＪＡＫ激酶可以使丝裂原活化蛋
白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）
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信号通路中的细胞外信号调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）磷酸化，

ＥＲＫ活化后调控一系列靶基因的表达，从而影响细
胞的生物学行为［１３］。本研究选用ＥＲ（－）、高转移
性乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１为实验对象，应用

ＪＡＫ酶抑制剂 ＡＧ４９０处理乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ
２３１，观察ＪＡＫ激酶抑制后ＥＲＫ磷酸化水平及基质
金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｅｔｅｉｎａｓｅｓ９，ＭＭＰ
９）表达变化和细胞增殖、黏附、侵袭、迁移能力变化，
探讨ＪＡＫ激酶对ＥＲＫ信号转导通路影响及在乳腺
癌细胞侵袭转移调控中的意义。

１　材料和方法

１．１　材料　细胞系：乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１，小
鼠成纤维细胞ＮＩＨ３Ｔ３，均由本教研室提供。ＲＰＭＩ
１６４０干粉培养基：美国 Ｇｉｂｃｏ公司。新生牛血清：

ＴＢＤ公司。重组人工基底膜 Ｍａｔｒｉｇｅｌ：美国ＢＤ公
司。ＴｒａｎｓｗｅｌｌＣｈａｍｂｅｒ（８μｍ孔径）：美国Ｃｏｓｔａｒ
公司。ＭＴＴ：美国Ｓｉｇｍａ公司。ＰＥＲＫ鼠抗人单
克隆抗体、ＭＭＰ９鼠抗人单克隆、βａｃｔｉｎ鼠抗人单
克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ：Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司（北京中杉分装）。ＲＩＰＡ细胞裂解液：
上海申能博彩生物科技有限公司。ＢｅｙｏＥＣＬ，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ荧光检测试剂：碧云天生物技术研究所。自动酶
标仪、ＰＡＧＥ凝胶电泳仪、垂直电泳槽、电泳凝胶图
像分析系统：美国ＢｉｏＲａｄ公司。

１．２　细胞培养　将乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１及小
鼠成纤维细胞ＮＩＨ３Ｔ３常规复苏，接种于含１０％新
生牛血清，１×１０５Ｕ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链霉素
的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于３７℃，体积分数为

５％ＣＯ２及饱和湿度的孵箱中培养。

１．３　ＭＴＴ法测定ＡＧ４９０对细胞增殖的影响　取
对数生长期的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，调整细胞密度为

５×１０４／ｍｌ。取３块９６孔培养板每孔接种细胞悬液

２００μｌ，于细胞接种２４ｈ后分别加入２０、４０、８０

μｍｏｌ／ＬＡＧ４９０，同时设未加药组，每组设５个平行
孔。置于３７℃、体积分数为５％ＣＯ２及饱和湿度孵
箱内培养。分别培养２４、４８和７２ｈ后弃上清，每孔
加入 ＭＴＴ２０μｌ（５ｍｇ／ｍｌ）及无血清 ＲＰＭＩ１６４０
２００μｌ继续培养４ｈ，取出后２０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝４５ｃｍ）
离心１０ｍｉｎ，弃上清，每孔加２００μｌＤＭＳＯ震荡１０
ｍｉｎ，用自动酶标分析仪在５７０ｎｍ波长处测定各孔
光密度值（Ｄ）。实验重复３次，取平均值。计算药
物在不同浓度、不同作用时间对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
的抑制率。细胞生长抑制率＝［１－（ＡＧ４９０组

Ｄ５７０／未加药组Ｄ５７０）］×１００％。

１．４　实验分组　对照组不加药，每天换ＲＰＭＩ１６４０
培养液；实验组将 ＡＧ４９０用 ＲＰＭＩ１６４０培养液调
整浓度至４０μｍｏｌ／Ｌ。细胞进入对数生长期后加药
处理用于实验。每２４ｈ换液以维持药物浓度。

１．５　黏附实验　常规细胞培养，细胞进入对数生长
期后，实验组加入４０μｍｏｌ／ＬＡＧ４９０处理７２ｈ。９６
孔培养板用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ５μｇ包被，置超净工作台内风
干，用２％ＢＳＡ封板处理。取对照组及实验组细胞，
消化离心计数活细胞，用０．１％ＢＳＡＲＰＭＩ１６４０调整
细胞密度为５×１０４／ｍｌ加入９６孔培养板，每孔加入
细胞悬液２００μｌ，置于３７℃，体积分数为５％ＣＯ２及饱
和湿度的孵箱中培养。对照组及实验组分别设立试
剂对照孔、细胞对照孔及实验孔，同时平行设５个复
孔。实验重复３次。分别孵育３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ之
后弃去各孔培养液，实验孔经ＰＢＳ冲洗，弃ＰＢＳ后加
入无血清ＲＰＭＩ１６４０培养液２００μｌ及 ＭＴＴ溶液２０

μｌ；试剂对照孔及细胞对照孔不冲洗，弃培养液后直接
加入无血清ＲＰＭＩ１６４０培养液２００μｌ及 ＭＴＴ溶液

２０μｌ；继续培养４ｈ。吸弃各孔培养液，加ＤＭＳＯ２００

μｌ，用微量振荡仪振荡１０ｍｉｎ，使甲!充分溶解，用自
动酶标仪测Ｄ５７０，计算黏附率。细胞黏附率＝（实验
孔Ｄ５７０／细胞对照孔Ｄ５７０）×１００％。

１．６　侵袭实验　常规培养ＮＩＨ３Ｔ３细胞，当细胞
生长达８０％ 融合状态时用生理盐水洗３次，然后加
无血清ＲＰＭＩ１６４０液继续培养２４ｈ后收集上清液，

２０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝４５ｃｍ）离心５ｍｉｎ，－２０℃保存备
用。将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ按４０μｌ／孔均匀的铺在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
Ｃｈａｍｂｅｒ底部聚碳酸酯膜上。取对照组和实验组细
胞（加药处理７２ｈ），ＰＢＳ冲洗去除死细胞和细胞碎
片，消化离心计数活细胞，调整细胞密度为４×１０５／

ｍｌ，分别取０．２ｍｌ接种到成胶的ＴｒａｎｓｗｅｌｌＣｈａｍ
ｂｅｒ，并将ＴｒａｎｓｗｅｌｌＣｈａｍｂｅｒ置于２４孔板内，同时
在ＴｒａｎｓｗｅｌｌＣｈａｍｂｅｒ下层加入ＮＩＨ３Ｔ３细胞上清
液（趋化因子），每孔０．６ｍｌ，培养４８ｈ后取出Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌＣｈａｍｂｅｒ，用棉签头檫掉 Ｍａｔｒｉｇｅｌ，ＰＢＳ液洗３
次，９５％乙醇固定。常规 ＨＥ染色，揭下Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
Ｃｈａｍｂｅｒ膜反贴在载玻片上。结果判定：４００倍光
镜下，计数每膜５个随机不同视野的穿膜细胞数，取
均值，每组平行设３个小室。实验重复３次。

１．７　迁移实验　ＴｒａｎｓｗｅｌｌＣｈａｍｂｅｒ表面不铺Ｍａ
ｔｒｉｇｅｌ，其余步骤与侵袭实验相同。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测细胞中ＰＥＲＫ、ＭＭＰ９
的表达　常规培养细胞，细胞进入对数生长期后，实
验组加入４０μｍｏｌ／ＬＡＧ４９０处理２４ｈ，收集对照组
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与实验组细胞，用ＲＩＰＡ细胞裂解液裂解细胞，提取
总蛋白。Ｂｒｏｄｆｏｒｄ法测定蛋白含量。用蛋白上样缓
冲液调整浓度，样品在沸水中煮沸５ｍｉｎ；按浓缩胶电
流２０ｍＡ，分离胶电流３０ｍＡ电泳，总计电泳时间为

３ｈ左右；制作电转三明治，于冰水中２５０ｍＡ恒流电
转移４５～６０ｍｉｎ。常规封闭、洗膜后与１３００鼠抗
人ＰＥＲＫ、ＭＭＰ９抗体４℃孵育过夜，洗膜后加入

１１０００羊抗鼠ＩｇＧ／ＨＲＰ３７℃孵育２ｈ。ＥＣＬ显色。
用ＢｉｏＲａｄ图像分析系统照像，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件
分析，数值以相应蛋白条带的灰度值与βａｃｔｉｎ蛋白条
带的灰度值表示。实验重复３次。

１．９　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＡＳ
８．０软件进行ｔ检验和方差分析，以Ｐ＜０．０５表示差
异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＡＧ４９０对细胞增殖能力的影响　ＭＴＴ实验
结果表明，ＡＧ４９０对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖有抑

制作用，并随时间延长和药物浓度加大而增强，即呈
时效量效依赖关系（表１）。

表１　ＡＧ４９０对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的生长抑制率

Ｔａｂ１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＡＧ４９０ｏｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈ
（ｎ＝１５，珚ｘ±ｓ，％）

ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡＧ４９０
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｔｉｍｅｔ／ｈ
２４ ４８ ７２

２０ １３．２±２．３ ２６．７±３．０ ４２．８±３．５

４０ ２３．７±２．４ ４３．９±２．２ ５３．４±２．５

８０ ３３．９±１．４ ６０．２±２．１ ７１．３±３．６

　Ｐ＜０．０５，ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｔｉｍｅｇｒｏｕｐｓ

２．２　ＡＧ４９０对细胞黏附 Ｍａｔｒｉｇｅｌ能力的影响　由表

２可见，随着时间的延长，ＭＤＡＭＢ２３１细胞黏附

Ｍａｔｒｉｇｅｌ能力增加。４０μｍｏｌ／ＬＡＧ４９０作用 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞７２ｈ后，实验组ＭＤＡＭＢ２３１细胞黏附
能力低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表２　ＡＧ４９０对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞黏附能力的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＧ４９０ｏｎａｄｈｅｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ
（ｎ＝１５，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅｔ／ｍｉｎ

３０ ６０ ９０ １２０
Ｃｏｎｔｒｏｌ ３５．４４±２．５３ ５９．６２±３．０５ ８０．３２±２．５７ ９４．５１±２．５１
ＡＧ４９０ １９．８６±１．７７ ３３．１３±２．３２ ４９．８１±１．８４ ７０．３９±１．２０

Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　ＡＧ４９０对细胞侵袭迁移能力的影响　由表３
可见，４０μｍｏｌ／ＬＡＧ４９０处理７２ｈ后，ＭＤＡＭＢ
２３１细胞的侵袭迁移能力均下降。侵袭实验中，实
验组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭穿过 Ｍａｔｒｉｇｅｌ成胶

ＴｒａｎｓｗｅｌｌＣｈａｍｂｅｒ重组人工基底膜的侵袭细胞数
减少，与对照组侵袭细胞数比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。迁移实验中，实验组 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞穿过未经Ｍａｔｒｉｇｅｌ成胶的人工基底膜的迁移细胞
数减少，与对照组迁移细胞数比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

表３　ＡＧ４９０对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭迁移能力的影响

Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＧ４９０ｏｎｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄ

ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ
（ｎ＝９，珚ｘ±ｓ，／ｆｉｅｌｄ）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｏｆｉｎｖａｓｉｏｎ Ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９０．０２±６．４９ １０６．７６±６．２０
ＡＧ４９０ ４８．３１±４．１３ ７２．８４±７．３５

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果　由图１可见，４０μｍｏｌ／Ｌ
ＡＧ４９０作用 ＭＤＡＭＢ２３１细胞２４ｈ后可见 Ｐ
ＥＲＫ和 ＭＭＰ９蛋白表达明显下降，对照组 Ｐ
ＥＲＫ／βａｃｔｉｎ为１．１７５，实验组 ＰＥＲＫ／βａｃｔｉｎ为

０．５７４。对照组 ＭＭＰ９／βａｃｔｉｎ为 ０．８６３，实验组

ＭＭＰ９／βａｃｔｉｎ为０．３８７。

图１　ＡＧ４９０对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中

ＭＭＰ９和ＰＥＲＫ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＧ４９０ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ａｎｄ

ＰＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ
１：ＡＧ４９０ｇｒｏｕｐ；２：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ



第８期．陈红芳，等．乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１侵袭转移中ＪＡＫ抑制对ＥＲＫ的作用及意义 ·９０３　　 ·

３　讨　论

　　ＪＡＫ激酶是在信号传递过程中起重要作用的
非受体酪氨酸激酶。细胞因子与靶细胞上的特异受
体结合后诱导受体聚合成二聚体或三聚体，在胞质
内形成高亲和性的ＪＡＫｓ结合位点，ＪＡＫｓ与受体胞
浆区域的ＪＡＫｓ结合位点结合后发生自身或与受体
交叉酪氨酸磷酸化而活化，活化的ＪＡＫｓ可以促使
带有酪氨酸的蛋白发生磷酸化而活化，产生激酶活
化的级联反应，将活化的信号转导给其他分子，引发
一系列基因和蛋白质水平的变化［４］。ＥＲＫ通路是
迄今研究得较为透彻、备受关注的重要 ＭＡＰＫ信号
转导通路，ＥＲＫ 包括相对分子质量为４４０００的

ＥＲＫ１和４２０００的ＥＲＫ２。ＥＲＫ活化后进入细胞
核内，调控一系列转录因子、细胞周期相关因子和凋
亡分子等的表达，调控细胞的增殖、分化、凋亡和侵
袭转移［１］。ＥＲＫ的激活通过丝／苏氨酸残基以及酪
氨酸残基磷酸化完成，除受到上游 ＭＡＰＫＫ作用以
外，ＪＡＫ激酶可能参与其酪氨酸残基磷酸化。已有
相关报道见于肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、Ｈｕｈ７及乳腺癌细
胞株Ｔ４７Ｄ、ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３中［２３］。

　　ＭＭＰｓ中ＭＭＰ９是降解细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌ
ｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）重要的酶，参与ＥＣＭ 主要成分

Ⅳ 型胶原的降解，对于肿瘤细胞侵袭转移行为具有
重要意义。ＭＭＰ９启动子区含有转录激活蛋白
（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰ１）的结合位点，ＥＲＫ活化后
进入细胞核内诱导一系列基因的表达，可以激活

ＡＰ１，进而促进 ＭＭＰ９的表达，肿瘤的ＥＲＫ呈持
续激活状态可导致 ＭＭＰｓ的表达增强，从而导致细
胞外基质降解发生［５７］。

　　ＡＧ４９０（ｔｙｒｐｈｏｓｉｎＡＧ４９０）是一种人工合成的
苯亚甲基丙二腈的脂类衍生物，特异性抑制ＪＡＫ和
下游分子酪氨酸的磷酸化。本研究应用ＪＡＫ激酶
抑制剂 ＡＧ４９０处理乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１，观
察ＥＲＫ磷酸化水平及细胞增殖、侵袭转移能力的改
变。结果显示，ＪＡＫ激酶被抑制后，ＥＲＫ的磷酸化
减弱，同时乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１出现生长抑
制，具有时效量效依赖关系；相应于ＥＲＫ磷酸化减
弱，乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１中 ＭＭＰ９表达减
少，黏附、侵袭和迁移能力下降；说明ＪＡＫ激酶可以
改变ＥＲＫ的磷酸化水平，ＥＲＫ信号转导通路的活

化与ＪＡＫ激酶有关，进而可通过调节 ＭＭＰ９的表
达、黏附功能改变参与肿瘤细胞侵袭转移。在乳腺
癌细胞的侵袭转移过程中ＥＲＫ的活化对调控细胞
外基质降解具有重要作用［６７］。由此，针对酪氨酸磷
酸化采用ＪＡＫ激酶抑制可能是阻断ＥＲＫ信号转导
通路活化的有效靶点之一，可以抑制下游 ＭＭＰ９
的表达，产生抗肿瘤侵袭转移效应。
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