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两种酪氨酸激酶抑制剂对结肠癌细胞增殖的影响 

朱玉娟 ，王春晖 

(1．三六三医院消化科，成都 610041；2．四川大学华西医院消化科，成都 610041) 

【摘 要】目的：研究两种酪氨酸激酶抑制剂对体外培养的HT一29结肠癌细胞生长的影响及可能机制。方法：用 MTT比色 

法观察不同浓度的Genistein及Tyrphostin AG1478对体外培养的结肠癌细胞生长的影响；免疫细胞化学法检测两种酪氨酸激 

酶抑制剂(Tyrosine kinase inhibitors，TKIs)对肿瘤细胞 PCNA表达的影响；Western blot技术分析 Genistein及 Tyrphostin 

AG1478对结肠癌细胞ERK一1及pERK表达的影响。结果：不同浓度的Genistein及Tyrphostin AG1478对HT 29结肠癌细 

胞的增殖均具有抑制作用，并具有良好的量一效关系。免疫细胞化学检测表明，Genistein及Tyrphostin AG1478明显下调 HT 

29细胞 PCNA表达。蛋白质印迹检测发现，两种酪氨酸激酶抑制剂不抑制 ERK 表达，但能够抑制 ERK磷酸化。结论：酪 

氨酸激酶抑制剂Genistein及Tyrphc,stin AG1478能有效抑制HT一29结肠癌细胞生长，其作用机制与抑制肿瘤细胞ERK 表达 

及磷酸化有关。 
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The tffects of two tyrosine kinase inhibitors 

on the proIiferation of colon cancer ceI I 

ZHU y“ uan，et al 

(Department ofGastroenterology，Chengdu 363 Hospital，Chengdu) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of Genistein and Tyrphostin AG1478 on the proliferation of colon cancer cell HT 29 

and its pcxssible mechanism．Methods：The effect Of tWO tyro,sine kinase inhibitors(TKIs)on HT一29 cell lines was studied by using 

MTT a~say．Immunocytochemical staining was perfommd with PCNA polyclonal antibody in HT 29 cells．W estern blot assay was 

used tO detect the expression of ERK 一1 and pERK．Results：Both Genistein and Tyrphostin AG1478 significantly inhibit the growth 

of HT一29 cells and showed concentration dependence．Two tyrosine kina~ inhibitors suppressed PCNA exprmsion．Western blot re— 

vealed that Genistein and Tyrphostin not inhibit ERK 一1 expression but inhibit phosphorylation of ERK ．Conclusion：Tyrosine kinase 

inhibitors Genistein and Tyrphcstin AG1478 can inhibit the growth of HT一29 colon cancer cells，the anti proliferation mechan ism 

may be related tO down regulate the expression of pERK． 

【Key words】Colon cancer；Extralcellular—signal regulated kinase；Tyrosine kinase inhibitors 

结肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一，受体 

酪氨酸磷酸化与结肠肿瘤的发生 、发展密切相关。 

有研究表明，选择性及非选择性酪氨酸激酶抑制剂 

能抑制某些肿瘤生长 1 。本研究探讨两种酪氨酸 

激酶抑制剂 Genistein及 tyrphostinAG1478对 HT一 

29结肠癌细胞增殖的影响及可能的机制。 

作者介绍：朱玉娟(1970 )，女，主治医师 

主要研 究方向 ：消化 系统 疾病 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

HT一29人结肠癌细胞株引自ATCC，人类疾病相关多 

肽研究 室保种。Genistein(Sigma公 司)，Tyrphostin(Cal— 

biochem公司)，新生小牛血清(杭州四季青公司产品)，RPMI 

一 1640培养基干粉(1nvitrogen，Ltd)，Mrrr粉剂(Sigm a公 

司)，小鼠PCNA多克隆抗体(北京中山公司)，兔 ERK 1多 

克隆抗体、小鼠pERK 单克隆抗体、Western blotting Luminal 

Reagent(Santa Cruz公司)。卜Ⅱ 标记的羊抗兔 Ig6、羊抗小 

鼠Ig6(Jackson公司)。蛋白酶抑制剂复合物(Roche公司)。 

】．2 方法 
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图2 两种 TKIs对 HT一29细胞 ERK和 pERK表达的影响 

Lane 1：control，La ne 2：1× 10 mol／L genistein，La ne 3：0．5 

×10 mol／L genistein．La ne 4：1× 10 mol／L tyrphpstin— 

AG1478，La ne 5：0．5× 10 mol／L tyrphpstin—AG1478。卜rr 

一 29 cell’S cytoplasmic(A)and nuclear(B)were detected by 

Western blot with either a rabbit polyclonal antibody tO ERK 

(A)or a mouse monoclonal antibody tO pERK(B) 

胞均有两条条带，分别为 42Kd及 44Kd。由于 ERK 
一 1多抗与 ERK 2有交叉反应 ，44Kd处为 ERK 

一 1，42Kd处为 ERK一2。Genistein及 Tyrphpsti— 

nAG1478对总 ERK表达的影响不明显 ，主要抑制 

ERK磷酸化，即下调pERK的表达。计算机图像分 

析，发 现 不 同 浓 度 的 Genistein组 及 Tylybpstin 

AG1478组其面积积分光密度均明显低于对照组 ， 

以 1×10 mol／L浓度的 Tyrphpstin AG1478作用 

最强(P<0．01)。 

3 讨 论 

细胞过度增殖及凋亡减少是肿瘤的特征之一， 

多种生长因子能通过正性或负性调节，参与结直肠 

肿瘤 的发生、发展。促进结肠肿瘤生 长有 EGF、 

TGF—a、IGF等；起负性调节作用的有TGF—B等。 

TGF a与 EGF的同源性为 40％，它们均能与分子 

量为10Kd的EGF受体结合，使受体同源或异源二 

聚化或寡聚化，激活其酪氨酸激酶，使自身的酪氨酸 

残基磷酸化，通过 Raf MEK1／2一ERK信号通路 

促进基因转录、蛋白质表达、细胞增殖与分裂。 

酪氨酸激酶抑制剂(TKIs)是一组小分子化合 

物，其基本结构为 quinazoline，可以进入细胞内与受 

体酪氨酸残疾上的ATP位点竞争性结合，抑制受体 

酪氨酸激酶活性。Genistein为大豆中提取的 4’，5， 

7一三羟基异黄酮 ，是一种非选择性 TKIs，而 Tyr— 

phostinAG1478、ZD1839(Iressa)、OSI一774等则为 

选择性 TKIs。有研究表明，这些 TKIs能不同程序 

抑制肺癌、乳腺癌 、前列腺癌等生长 3-5 3，Genistein 

还能抑制DMH诱导的大鼠结肠肿瘤的发生_ 。本 

研究表明，两种酪氨酸激酶抑制剂 Genistein及 Tyr— 

phostinAG1478均有效抑制 HT一29结肠癌细胞增 

殖，并具有浓度依赖性。就相同剂量而言，选择性 

TKIs TyrphostinAG1478的作 用 强 于 非 选 择 性 

TKIs Genistein。采用 免疫 细 胞化 学 检测 发 现， 

Genistein及 Tyrphpstin AG1478明显下调结肠癌细 

胞 PCNA的表达。PC A是一种酸性细胞周期蛋 

白，主要反映细胞 的增殖能力E7]，被认为是一种衡 

量肿瘤增殖能力和恶性程度的可靠指标。进一步说 

明 TKIs能减慢结肠癌细胞增殖、抑制其生长。 

ERK是 MAPK家族四个成员之一，磷酸化的 

ERK即pERK能通过核转位传递有幺幺分裂信号，活 

化转录因子。有研究表明，食物中摄人 Genistein能 

抑制转基因小鼠前列腺癌增殖 ，并下调肿瘤细胞 

EGFR、IGF 1R及 ERK一1／2 表达 。为 明确 

TKIs是否对结肠癌细胞 EGF／EGFR信号传导通路 

中 ERK产生作用 ，进一步研究了 TKIs对 ERK一1 

及 pERK 表达 的影 响。Western blot检测证 明， 

Genistein及 Tyrphpstin AG1478不抑制 ERK一1／2 

的表达，但能有效抑制 pERK的表达。说明 TKIs 

抑制结肠癌细胞增殖的机制与其抑制肿瘤细胞 

ERK一1／2磷酸化有关。 
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度以上表达 ，两组比较有显著性差异(P<0．05)。 

3 讨 论 

长期以来，恶性肿瘤严重威胁人类健康，早有研 

究表明恶性肿瘤发生浸润转移是影响其治疗效果及 

预后的重要原因之一。肿瘤浸润转移受多种因素调 

控 ，既往研究发现，肿瘤转移往往伴有 MMPs表达 

上调 ．4 J，MMPs在影响肿瘤生长，促进肿瘤转移等 

方面所起的作用受到更多的关注。 

肿瘤浸润转移过程涉及肿瘤细胞穿过细胞外基 

质屏障、血管壁以及穿出血管壁进入宿主微环境的 

过程。MMPs作用于以上各阶段促进肿瘤转移。同 

时，其作用也受到 TIMPs的制约 j，二者的平衡影 

响着肿瘤的进展。研究 MMPs与肿瘤转移的相关 

性对于进一步探索肿瘤转移机制、早期预测肿瘤转 

归，制订有效的治疗方案有着重要的临床意义。 

MMP一3属于 MMPs家族中的间质溶素亚群， 

它通过降解 ECM、促进肿瘤新生血管形成等途径促 

进肿瘤浸润转移。尤其在鳞形细胞癌中高度表达， 

显示其对肿瘤的进展起重要作用lL6 J。本研究发现 

MMP 3在绝大多数儿童恶性肿瘤细胞胞浆 内不 

同程度表达，而在 良性肿瘤组中表达阳性率及表达 

程度都大大降低，两者间存在统计学差异。表明 

MMP一3表达与肿瘤性质有关，恶性肿瘤往往有程 

度较高的表达。同时，恶性肿瘤组中转移组 MMP 
一

3表达程度明显高于未转移组，表明 MMP 3的 

表达程度与肿瘤浸润转移有关，MMP一3表达越 

强，肿瘤恶性程度越高，浸润转移可能性越大。提 

示，检测 MMP一3表达强度能帮助判断肿瘤恶性程 

度，预测肿瘤浸润转移。MMP 3表达可作为儿童 

肿瘤预后及转归判断的临床检测指标，对临床制定 

治疗方案有一定指导意义。 
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