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活性而减少肺癌细胞的凋亡
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　　［摘要］　背景与目的：作为黏附蛋白catenin家族中的一员，Delta-catenin蛋白可以促进肿瘤细胞的增

殖和侵袭，然而其提高肿瘤细胞增殖能力的机制并不清楚。本研究检测了Delta-catenin对肺癌细胞凋亡的影

响及其与丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein hinase，MAPK)信号通路蛋白的关系，并初步探索

了Delta-catenin促进肿瘤细胞侵袭增殖的可能机制。方法：采用蛋白[质]印迹法(Western blot)检测肺癌细

胞过表达Delta-catenin前后p38、c-jun氨基末端激酶(c-jun N-terminal kinase，JNK)蛋白活性的变化，同

时利用流式细胞术检测了肿瘤细胞凋亡数量的改变，还通过Matrigel基质胶侵袭实验检测了肿瘤细胞侵袭数量

的变化。结果：与未处理组和空载体对照组相比，过表达Delta-catenin后肺癌细胞的p38蛋白活性没有变化 

(P＞0.05)，但JNK的蛋白活性却显著减少(P＜0.05)，与此同时，肿瘤细胞的凋亡比例显著下降(P＜0.05)，

而肿瘤细胞的侵袭能力却明显增强(P＜0.05)。结论：Delta-catenin可能通过抑制肺癌细胞JNK通路的活性而

减少肿瘤细胞的凋亡，进而促进肿瘤细胞的侵袭。
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　　［Abstract］ Background and purpose: As a member of the catenin family, Delta-catenin protein could promote 
proliferation and invasion of tumor cells, but the accurate mechanism of Delta-catenin promoting cell proliferation is 
not clear. In the present study, we illustrated that Delta-catenin’s effect on cell apoptosis and their relationship with 
mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway, and the possible mechanism was also explored for Delta-
catenin promoting invasion and proliferation of tumor cells. Methods: The alterations of p38 and  c-jun N-terminal 
rinasel JNK protein activity were detected in SPC and SK lung cancer cell lines with Delta-catenin overexpression 
or not, by Western blot method. At the same time, the apoptotic number of tumor cells was also examined by FCM 
method. Furthermore, the number of invasive tumor cells was examined by Matrigel invasive experiment. Results: 
Compared with untreated group and empty vector group, the activity of p38 protein was unchanged in lung cancer cell 
lines with Delta-catenin overexpressed (P>0.05), but the activity of JNK protein was decreased significantly (P<0.05), 
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　　Delta-catenin蛋白(也被称之为NPRAP蛋

白，基因名称为CTNND2)作为黏附蛋白catenin

家族中的一员，其在肿瘤演进过程中所发挥的

作用越来越受到人们的关注。数篇文献报道了

Delta-catenin在食管癌［1］、前列腺癌［2］、大脑

星形细胞瘤［3］及卵巢癌［4］中的表达明显增高

且和患者的不良预后密切相关。特别是我们的

研究结果证实，在非小细胞肺癌中存在Delta-

catenin蛋白的高表达［5］，且Delta-catenin的表

达促进了肺癌细胞的增殖和侵袭。然而，上述

结果仅仅是一些表面现象，Delta-catenin促进肺

癌增殖侵袭的具体机制以及究竟哪条信号通路

参与了Delta-catenin对肺癌细胞凋亡的影响目前

尚不明确。

　　丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated 

protein kinase，MAPK)家族成员在细胞的生物

学活动中发挥重要作用，特别是p38和c-jun氨

基末端激酶(c-jun N-terminal kinase，JNK)通

路参与了细胞受到外界刺激时引起的细胞凋 

亡［6-9］。有文献报道，在神经元中JNK可以通

过磷酸化Delta-catenin而使后者通过蛋白酶体途

径降解，从而使Delta-catenin促进神经元突触形

成的能力显著降低［10］。本研究旨在探讨Delta-

catenin对JNK通路活性的影响，以及Delta-

catenin能否通过降低JNK通路的活性而减少肿瘤

细胞的凋亡并促进瘤细胞的侵袭、增殖等生物

学行为。

1　材料和方法

1.1　细胞培养

　　人肺腺癌细胞系SPC-A-1(以下称SPC)、

SK-MES-1(以下称SK)均购自美国典型培养物

保藏中心(American Type Culture Collection，

ATCC)。上述细胞系培养于含100 U/mL青链霉

素(购自美国Sigma-Aldrich公司)和10%FBS(购自

美国Gibco公司)的RPMI-1640或DMEM(购自美国

Gibco公司)培养基中。在37 ℃、CO2体积分数为

5%的条件下培养。每2天用0.25%胰酶(购自美国

Invitrogen公司)消化传代。

1.2　质粒转染

　　含人源性全长Delta-catenin cDNA的质粒

pCMV5-FLAG/Delta-catenin由日本神户大学

Nakamura博士惠赠［11］，并经宝生物工程(大连)

有限公司扩增和验证。用LipofectamineTM2000(购

自美国Invitrogen公司)脂质体转染试剂将pCMV5-

FLAG/Delta-catenin质粒导入SPC或SK肺癌细胞系

中，并以空载体pCMV5作为阴性对照。实验分3

组：未处理组、空载体对照组、Delta-catenin过

表达组。

1.3　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

　　用RIPA裂解液(购自上海碧云天生物技术

有限公司)充分裂解收集的细胞，收集上清液并

进行蛋白定量。取等量总蛋白经SDS-PAGE电

泳分离后转印至PVDF膜(购自美国Millipore公

司)，再分别与一抗Delta-catenin、p38、磷酸化

的p38(p-p38)、JNK、磷酸化的JNK(p-JNK)和

β-actin(均为美国Santa Cruz公司产品)在4 ℃条

件下温育过夜。随后PVDF膜与HRP标记山羊抗

小鼠二抗(购自美国Santa Cruz公司)在室温下温

育2 h，再经ECL发光(购自美国Pierce公司)并曝

光胶片(购自日本富士胶片株式会社)。目的蛋

白/β-actin的灰度比值作为该目的蛋白的相对表 

达量。

1.4　细胞凋亡测定

　　收集对数生长期细胞并制成1×107个/mL

的细胞悬液。取1 mL细胞悬液用75%冷乙醇于 

4 ℃固定过夜，离心(110×g，2 min)后制成 

500 μL的细胞悬液，加50 μg/mL的PI染液(购自

美国Sigma-Aldrich公司)，于4 ℃避光染核45 min

后上流式细胞仪(购自美国BD公司)检测，采用

meanwhile, apoptotic proportion of tumor cells were also reduced (P<0.05), and invasive ability of tumor cells was 
enhanced significantly (P<0.05). Conclusion: Delta-catenin probably decreases apoptosis number of lung cancer cells 
via inhibiting the activity of JNK pathway, and then promotes invasive ability of tumor cells.
  　［Key words］ Delta-catenin; Lung cancer; Cell apoptosis; c-jun N-terminal kinase pathway
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ModFit LT 3.0软件分析细胞凋亡比例。

1.5　细胞侵袭实验

　　利用Matrigel基质胶(购自美国BD公司)和

Transwell小室(购自美国Corning公司)检测肺癌

细胞的侵袭能力。将1∶4稀释的Matrigel基质胶 

100 μL加入到上室，待胶凝固后加入100 μL细胞

悬液(细胞密度为3×105个/mL)，下室加入含血

清的细胞培养液600 μL。将已转染Delta-catenin

质粒24 h的肿瘤细胞接种到Matrigel基质胶上继

续培养24 h，随后用预冷甲醇固定，并用棉签擦

掉微孔膜上表面未侵袭的肿瘤细胞，然后用苏

木精复染细胞核。显微镜下随机计数5个高倍视

野中侵袭到微孔膜下表面的细胞，然后取平均

值作为该实验组的平均侵袭细胞数。

1.6　统计学处理

　　应用SPSS for Windows 13.0软件进行数据

分析。所有实验均重复3次，数据结果以x±s表

示，并采用t检验进行组间比较。P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结　　果

2.1　过表达Delta-catenin可以显著抑制JNK通

路的活性

　　为了探讨Delta-catenin对MAPK通路蛋白

中p38、JNK活性的影响，在肺癌细胞系SPC和

SK中分别转染pCMV5-FLAG/Delta-catenin质粒

后观察p38、JNK蛋白及其各自磷酸化状态的

蛋白(即p-p38、p-JNK)表达水平是否改变。结

果显示，无论是p38还是p-p38蛋白水平在过

表达Delta-catenin前后均没有显著变化(图1A，

P>0.05)。与此同时，JNK的总蛋白水平虽然没

有变化(图1B，P>0.05)，但其磷酸化状态蛋白

p-JNK的表达水平却显著下降(图1B，P<0.05)。

无论是SPC细胞系还是SK细胞系均显示了类似

的蛋白表达结果。说明过表达Delta-catenin可以

显著降低JNK通路的活性。

图 1　在SPC或SK细胞系中过表达Delta-catenin后p38、p-p38、JNK和p-JNK蛋白表达水平的变化 

Fig. 1    The alteration of p38, p-p38, JNK, p-JNK protein expressive level in SPC or SK cell lines with Delta-catenin overexpression 

2.2　过表达Delta-catenin显著减少肺癌细胞的

凋亡比例

　　为了探讨Delta-catenin蛋白对肺癌细胞凋

亡的影响。本研究采用流式细胞仪检测不同

实验组肿瘤细胞凋亡比例的改变。在SPC细胞

系中，过表达Delta-catenin后瘤细胞的平均凋

亡比例显著减少，为(3.03±0.68)%，而未转染

的细胞和转染空载体的细胞凋亡比例分别为

(19.49±0.88)%和(17.01±1.06)%，且过表达组

与未转染组或空载体组比较差异均有统计学意

义(P<0.05)。与此类似，在SK细胞系中过表达

Delta-catenin后瘤细胞的平均凋亡比例也显著减

少，为(2.15±0.47)%，而未转染的细胞和转染

空载体的细胞凋亡比例分别为(6.97±0.92)%和

董彩凤，等.　Delta-catenin蛋白通过抑制JNK通路活性而减少肺癌细胞的凋亡
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(7.51±0.74)%，且过表达组与未转染组或空载

体组比较差异均有统计学意义(图2，P<0.05)。

2.3　过表达Delta-catenin显著增强肺癌细胞的

侵袭能力

　　本研究采用Matrigel基质胶侵袭实验观察了

过表达Delta-catenin前后肺癌细胞侵袭能力的

改变。在SK细胞系中，过表达Delta-catenin蛋

白后穿过微孔膜的瘤细胞数量［(36.12±4.33)

个］明显多于未处理组［(15.00±3.78)个］

和空载体对照组［(13.68±1.46)个］，差异

有统计学意义(P<0.05)。同样，在SPC细胞系

中过表达Delta-catenin蛋白后穿过微孔膜的瘤

细胞数量［(67.31±8.02)个］也显著高于未

处理组［(24.62±4.78)个］和空载体对照组

［(22.89±2.39)个］，差异有统计学意义(图3，

P<0.05)。

图 2　在SPC和SK细胞系中过表达Delta-catenin后瘤细胞凋亡的变化

Fig. 2    The apoptotic alteration of tumor cell in SPC and SK cell lines with Delta-catenin overexpression 

 The percent number of upper figure means only one experiment; *: P<0.05, compared with pCMV-Delta-catenin group
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3　讨　　论

　　Delta-catenin蛋白的表达与恶性肿瘤之间

的关系研究已有较多报道［2-5］。包括我们在

食管癌中关于Delta-catenin表达的最新研究在 

内［1］，Delta-catenin蛋白及基因表达水平在多

个所研究的恶性肿瘤中表达都明显增加，而且

它的阳性表达与肿瘤患者的不良预后密切相

关。因此，把Delta-catenin作为一个预测恶性肿

瘤发生、发展的生物标记物可能具有重要的临

床意义。然而，既然不久的将来可以把Delta-

catenin作为临床预测患者预后或判断患者治疗

效果的肿瘤标记物来应用，但是Delta-catenin促

进肿瘤增殖侵袭的确切机制却仍然不清楚，这

也为Delta-catenin检测的临床推广增加了难度。

因此，在本研究中我们针对Delta-catenin可能的

促癌机制进行了初步探讨。

　　众所周知，MAPK家族成员p38、JNK、

细胞外信号调节激酶(extracellular regulated 

kinase，ERK)在多种细胞生理和病理条件下发

挥重要的作用，而其中的p38、JNK对于细胞凋

亡的促进起主要影响［12］。本研究结果显示，

在肺癌细胞系中过表达Delta-catenin对p38及

p-p38的表达水平并没有影响，并且对JNK的表

达也没有影响，但却显著降低p-JNK的表达水

平，而我们知道只有磷酸化的JNK才可以发挥

细胞内信号转导作用。以上结果说明，Delta-

catenin可以明显降低JNK蛋白的活性，而我们知

道JNK蛋白活性的增加是促进细胞凋亡的主要途

径，那么Delta-catenin是否可以通过降低JNK的

活性而减少肿瘤细胞的凋亡呢？因此，我们借

助流式细胞术观察了过表达Delta-catenin后JNK

蛋白活性下降的同时肿瘤细胞的凋亡是否明显

减少。与我们的猜测一致，过表达Delta-catenin

后肺癌细胞的凋亡比例也显著减少，而我们以

前的研究发现，过表达Delta-catenin可以促进肺

癌细胞的增殖［5］，也就是说Delta-catenin可能

通过抑制肿瘤细胞的凋亡而促进肿瘤细胞的增

殖。此外，我们通过Matrigel基质胶侵袭实验发

现过表达Delta-catenin还可以增强肿瘤细胞的侵

袭能力。那么，结合本次研究结果得出，Delta-

catenin高表达可能通过降低JNK通路的活性而导

图 3　在SK和SPC细胞系中过表达Delta-catenin后瘤细胞侵袭数量的变化

Fig. 3    The number alteration of invasive tumor cell in SK and SPC cell lines with Delta-catenin overexpression.

 *: P<0.05, as compared with pCMV-Delta-catenin group

董彩凤，等.　Delta-catenin蛋白通过抑制JNK通路活性而减少肺癌细胞的凋亡
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致肿瘤细胞凋亡比例的下降并进而促进了瘤细

胞的增殖，也进一步促进了肿瘤细胞的侵袭转

移，这也印证了我们之前关于Delta-catenin高表

达与肿瘤患者的不良预后密切相关的结论。

　　总之，Delta-catenin促进肿瘤细胞恶性表

型的机制可能比较复杂，因为我们之前的研

究还显示Delta-catenin可能通过改变小GTPases 

(包括RhoA、Cdc42和Rac1)的活性而促进细胞骨

架的重新装配，进而使肿瘤细胞的运动能力增

强，也就促进了肿瘤细胞的侵袭转移［13］。所

以，Delta-catenin可能通过多条通路来促进肿瘤

细胞的侵袭转移，而且这些通路之间可能存在

多处Crosstalk位点，如果我们今后能找到决定

Delta-catenin多条信号传递通路的限制性位点，

那么开发针对Delta-catenin的分子靶向药物将会

变得更加容易且高效。
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