
p38 MAPK通路在佛波酯诱导人绒癌JAR细胞体外侵袭中的作用  

    细胞内丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase，MAPK)是非常重要的细胞内信号传

导酶超家族，包括细胞外信号调节蛋白激酶(ERK)，p38 MAPK激酶和大丝裂原活化蛋白激酶(BMK)等成员，介

导机体细胞的生长、分化、分裂、死亡等多种过程[3]。近年来发现MAPK家族中p38 MAPK通路在多种细胞外刺

激诱导的MMP和PA表达中发挥着重要的调控作用，基质金属蛋白酶(matrix metallopro- teinase, MMP)和

纤溶酶原激活物(plasminogen acti- vator, PA)是多种癌细胞的侵袭过程所必需的[1][2]。本实验探讨

p38 MAPK特异性抑制剂SB203580在人绒癌JAR细胞侵袭行为中的作用。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1 主要试剂   RPMI 1640培养基、小牛血清(Hyclone公司)； 过氧化物酶标记phospho-P38抗体

(SANTA CRUZ公司)；胰蛋白酶、二甲基亚砜(DMSO)、Triton X-100、PMA、SB203580(Sigma公司)；3-(4，

5-二甲基噻唑)-2，5-乙苯基-四唑溴盐(MTT)，购自华美公司；Transwell细胞侵入系统(美国Costor公司)；

其它试剂均为国产分析纯。实验时，用DMSO将PMA和SB203580分别配成原浓度为0.1 mmol/L和10 mmol/L，

使它们处理细胞时培养液中含有0.1%(v/v)DMSO。 

    1.2  实验方法 

    1.2.1  细胞培养  人绒癌JAR细胞株由中科院上海细胞所细胞库提供。JAR细胞生长在含10%小牛血清、

100 U/ml青霉素、125 μg/ml链霉素的RPMI 1640培养基中，每周换液2次，细胞长满瓶时，用含0.02 % 

Na2EDTA和0.25 %胰酶消化液按1∶3比例传代。 

    1.2.2  激酶活性测定  本实验参照Wit等[4]方法，建立了细胞ELISA法检测激酶活性。具体方法如下：

以每孔2.5×104个JAR细胞接种在96孔培养板中培养24 h，然后换上新鲜无血清培养液，同时分别加入不同终

浓度(1、10、100 mmol/L) PMA或(1、5、10 mmol/L)SB203580处理细胞20 min，然后去除培养液，用PBS

洗2次，每孔加150 μl  4%多聚甲醛室温固定细胞30 min；洗3次，加0.1%Triton X-100室温处理细胞10 

min；用含10%山羊血清的封闭液室温30 min；洗2次，分别加入一抗phospho-P38抗体37 ℃孵育2 h；洗5

次，然后加二抗酶标抗体，37 ℃孵育1 h；洗5次，加底物液(含OPD)终止反应后，迅速用酶标仪490 nm波长

测定。实验设2个复孔，重复4次。相对激酶活性比值=处理组D
490

/对照组D
490

，对照组激酶活性值设为1。 

    1.2.3  细胞侵袭实验  用MTT法评定细胞体外侵袭作用。参照Balch等[5]法，取指数生长期的JAR细

胞，用消化法收获细胞用于实验。共设四组分别为0.1%DMSO对照组，10 mmol/L SB203580组，100 mmol/L 

PMA组，100 mmol/L PMA+10 mmol/L SB203580组。每组将1×10
5
个细胞悬浮于200 μl无血清培养基加入

Transwell侵袭系统的上室内，下室内加500 μl无血清培养基。在上室内同时分别加入0.1% DMSO(对照)，

100 mmol/L PMA，10 mmol/L SB203580，100 mmol/L PMA+10 mmol/L SB203580与细胞共同孵育24 h。然

后将加入终浓度为0.5 mg/ml MTT(用D-Hanks液溶解过滤膜除菌)于Transwell的下室继续培养细胞2 h。取
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出上室，用棉签擦去未侵袭滤膜表面的细胞，取出滤膜，放入150 μl DMSO中置4 ℃过夜以抽提侵袭滤膜的细

胞中紫色结晶体，然后再加100 μl DMSO，放入摇床中震荡至完全溶解，取150 μl抽提液加入酶标板中，用

酶联检测仪测D
540

值。细胞侵袭指数=100×处理组D
540

 /对照组D
540

，对照组细胞侵袭指数设为100。 

    1.2.4  绘制细胞生长曲线  用24孔培养板，每孔加1×104个JAR细胞，37 ℃ 5% CO
2
细胞培养箱中培

养，分别加入上述处理因素，每天每组取3个孔用消化法收获细胞，进行细胞记数，绘制生长曲线。 

    1.2.5  统计学分析  用Instat软件处理数据，用完全随机设计的方差分析、两两比较用Hames-Howell

进行显著性分析。 

    

2  结果 

    2.1  PMA对JAR细胞MAPK活性以及SB203580其的影响 

    我们用细胞ELSIA法检测了PMA对JAR细胞p38 MAPK激酶活性的影响，结果显示，PMA处理JAR细胞20 min

呈浓度依赖性趋势激活 p38 MAPK，而p38 MAPK 的选择性抑制剂SB203580可呈浓度依赖性趋势抑制PMA对

p38 MAPK的激活(图1、2)。 

    图1  PMA对p38 MAPK蛋白激酶活性的影响(n=4, x±s) 
    Fig.1  Effect of PMA on the activity of p38 MAPK  (n=4, Mean±SD) 

    PMA: phorbol 12-myri4state 13-acetate

    图2  SB203580对p38 MAPK蛋白激酶活性的影响(n=4, x±s) 



    Fig.2  Effect of SB203580 on the activity of p38 MAPK induced by PMA (n=4, Mean±SD) 
    MAPK: mitogen-activated protein kinase

    2.2  SB203580抑制JAR细胞的体外侵袭作用 

    细胞体外侵袭实验结果表明，PMA可促进人绒癌JAR细胞的体外侵袭作用(P<0.001)；单独给予10 mmol/L 

SB203580能明显抑制JAR细胞的体外侵入能力(P<0.05)，也能显著抑制PMA对JAR细胞侵入的作用(P<0.001)

(图3)。 

    图3  SB203580对JAR细胞的体外侵袭作用的影响(n=4, x±s) 
    Fig.3  Effect of SB203580 on PMA-induced in vitro invasion of JAR cells (n=4, Mean±

SD)

    2.3  对JAR细胞生长的影响 

    我们将上述不同因素加入培养液中培养JAR细胞4 d以观察它们对其生长的影响。结果显示，PMA和

SB203580对JAR细胞的生长未见有明显的影响(图4)。 

    图4  JAR细胞的生长曲线 
    Fig4  Growth curve of JAR cells

    



3  讨论 

    滋养细胞侵入子宫内膜基质的过程是受机体精密调控的，调节失控就会导致病变，滋养细胞过度的侵入

与滋养细胞疾病(人绒毛膜癌等)的形成有关。研究表明，体内多种自分泌和旁分泌的TNF-α、IGF、TGF、EGF

以及丝裂原均能通过细胞内某些信号通路调控滋养细胞MMP、uPA等侵袭相关的蛋白酶的表达，从而调节滋养

细胞的侵袭作用[6][7]。然而，目前对于滋养细胞侵入过程中信息传递机制尚未阐明。 

    p38 MAPK属于MAPK家族中一员，是真核细胞介导细胞外信号到细胞内反应的重要蛋白激酶，其通路的激

活可导致基因转录、蛋白合成、细胞表面受体表达和细胞骨架结构改变，最终影响细胞存活或导致程序性细胞

死亡，已证实在全身性炎症反应、休克等方面具有重要作用[8]。然而，Huang等[9]研究发现内源性p38 

MAPK的活性与乳癌细胞的侵袭能力相关，用p38 MAPK特异性抑制剂可明显减少uPA/uPAR基因和蛋白的表达，

抑制BT549细胞对matrigel的侵袭能力。Simon等[10]报道了p38 MAPK特异性抑制剂SB203580可抑制PMA诱导

的UM-SCC-1细胞MMP-9的表达，并能阻止其体外侵入作用。这提示p38 MAPK通路在细胞恶变和肿瘤浸润转移

过程中起着重要作用。我们以往研究表明，SB203580能显著地抑制PMA诱导JAR细胞MMP-2基因的表达。因

此，我们在本实验中着重探讨了p38 MAPK通路对绒毛膜癌JAR细胞体外侵袭能力的影响。 

    本实验结果表明，PMA呈浓度依赖性地激活JAR细胞中p38 MAPK，而p38 MAPK特异性抑制剂SB203580呈

浓度依赖的方式抑制PMA对p38 MAPK的激活。PMA能促进人绒癌JAR细胞的体外侵袭作用，SB203580抑制了JAR

细胞的体外侵袭能力。这提示PMA能通过细胞内p38 MAPK信号通路促进JAR细胞的体外侵袭作用。本实验还发

现PMA和SB203580对JAR细胞的生长未见有明显影响，提示SB203580抑制JAR细胞的侵袭能力不是通过抑制细

胞生长而起作用的。现已证实，体内多种因子如TGF、IGF、EGF、KGF、IL-1等均能启动细胞内p38 MAPK信号

通路而调控MMP的表达[3]。这些研究揭示了p38 MAPK通路在人滋养细胞的侵袭行为以及人绒膜癌的形成中具

有重要作用。p38 MAPK抑制剂可能会为人绒癌的防治提供新的途径。 
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