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Abstract
AIM: To investigate the role of the c-Jun 
N-terminal kinase (JNK) signaling pathway 
i n  S W 4 8 0 c e l l  a p o p t o s i s  i n  r e s p o n s e 
t o 5 - a m i n o l e v u l i n i c a c i d ( A L A ) - b a s e d 
photodynamic therapy (PDT). 

METHODS: SW480 cells were divided into con-
trol group, laser irradiation group, ALA group 
and ALA-PDT group. Western blot was used to 
detect expression of JNK in each group. SW480 
cells in ALA-PDT group were preincubated with 
SP600125 (JNK inhibitor). Western blot was used 

to detect expression of PARP in each group.

RESULTS: JNK phosphorylation almost had no 
expression in control group, light group or ALA 
group. JNK phosphorylation of SW480 cells at 
30, 60 and 90 min after ALA- PDT was signifi-
cantly increased than that of control group, light 
group or ALA group (F = 12.314, P < 0.001). 
Phosphorylated JNK expression was signifi-
cantly higher at 60 min and 90 min after ALA-
PDT than at 30 min after ALA- PDT (F = 9.782, 
P < 0.001). The expression of total JNK of all 
groups had no significant difference. The activa-
tion of JNK inhibited apoptosis of SW480 cells in 
response to ALA-PDT. 

CONCLUSION: AActivation of JNK signaling 
pathway inhibits SW480 cell apoptosis after 
ALA-PDT. JNK signaling pathway may become 
a new target, which will enhance anticancer 
treatment of ALA-PDT for colon carcinoma. 

Key Words: Aminolevulinic acid; Photodynamic 
therapy; Colon carcinoma; Apoptosis; the c-Jun 
N-terminal kinase signaling pathway
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摘要
目的: 探讨 J N K信号通路在δ氨基酮戊酸
(ALA)-光动力疗法((PDT)诱导SW480细胞凋
亡中的作用. 

方法: 将SW480细胞分为空白对照组、激光
照射组、ALA组及ALA-PDT组, Western blot
检测各组细胞c-J u n氨基末端激酶(J N K)的
表达; 用SP600125(JNK抑制剂)预孵育ALA-
PDT组细胞, Western blot检测各组细胞的多聚
(ADP-核糖)聚合酶(PARP)的表达. 

结果: 磷酸化JNK在空白对照组、激光照射组

®

■背景资料
PDT是指光敏剂
选择性地聚集在
肿 瘤 组 织 中 ,  接
受光照后在细胞
内产生活性氧物
质, 而导致肿瘤细
胞凋亡或坏死的
一种治疗方法. 迄
今为止, 加拿大、
美国、法国、荷
兰、德国和日本
等国家已先后批
准PDT用于一些
恶性肿瘤.

■同行评议者
王志刚, 副主任医
师, 上海市第六人
民医院普外科 
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及ALA组几乎无表达, ALA-PDT后30-90 min
细胞表达显著高于空白对照组、激光照射
组及ALA组(F  = 12.314, P <0.001), 其中ALA-
PDT后60及90 min的磷酸化JNK表达显著高于
ALA-PDT后30 min(F  = 9.782, P <0.001), 各组
细胞总的JNK表达无显著差异. JNK的激活能
抑制ALA-PDT诱导SW480细胞凋亡. 

结论: JNK信号通路的激活抑制ALA-PDT诱
导SW480细胞凋亡; JNK通路可能成为增强
ALA-PDT治疗结肠癌的新靶点.

关键词: δ氨基酮戊酸; 光动力疗法; 结肠癌细胞; 细

胞凋亡; JNK信号通路
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0  引言

光动力疗法(photodynamic therapy, PDT)作为一

种新的肿瘤治疗方法近年来倍受重视, 迄今为

止, 加拿大、美国、法国、荷兰、德国和日本

等国家已先后批准PDT用于一些恶性肿瘤[1], 但
其作用的分子机制还不清楚. 研究表明PDT能激

活有丝分裂原蛋白激酶(mitogen activated protein 
kinases, MAPKs)[2], 然而PDT诱导MAPKs的生物

学作用存在争议, 这可能与光敏剂和/或细胞类

型相关[3]. MAPK家族主要包括3个成员: ERK、

JNK和p38MAPK. ERK主要介导生长、分化及

存活, JNK和p38MAPK主要介导细胞的应急反

应, 他们的激活促进细胞凋亡. 但是JNK激活方

式的不同也可产生不同的生物学效应, γ射线照

射Jurkat T细胞后, JNK被持续激活, 细胞发生凋

亡; 而CD28单抗加PMA处理后, JNK被迅速而短

暂的激活, 细胞并不出现凋亡, 而是被活化和增

殖[4], 提示JNK激活作用可能具有细胞和刺激物

的特异性. 有报道显示卟啉或卟啉衍生物-PDT
能诱导c-Jun表达[5], 并激活JNK信号通路[6], 但
JNK信号通路的激活与PDT诱导细胞凋亡的关

系还不清楚, 因此我们探讨ALA-PDT对JNK信

号通路的影响及其与细胞凋亡的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 δ氨基酮戊酸和Hepes为Sigma公司产

品, 培养液RPMI 1640和D-Hanks为Hyclone公
司产品, 胰蛋白酶(北京鼎国生物技术公司); 小
牛血清(成都哈里公司); JNK mAb、磷酸化JNK 

mAb及PARP mAb(Cell Signaling Technology); 
SP600125(Merck biosciences); β-actin抗体(北京

博澳森生物技术公司); PVDF膜(Roche); 蛋白质

分子Maker(MBI); RIPA(上海申能博彩生物科

技有限公司); DTT(Gibco); 二甲基亚砜(DMSO, 
Sigma公司); 结肠癌细胞株SW480细胞(中国人

民解放军第四军医大学动物实验中心提供).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 用含青霉素和链霉素分别为100 
kU/L, 含100 mL/L小牛血清RPMI 1640培养液培

养, 37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度, 单层贴壁生长. 
1.2.2 细胞的PDT处理: 将增殖期SW480细胞按照

适当浓度接种于6孔培养板, 每组复4孔, 待其贴

壁后, 吸出含血清的培养液, D-Hanks液轻轻漂洗

后弃去, ALA组和ALA-PDT组在暗室按预定时

间加入ALA(40 mg/L), 严格避光条件下继续孵育

4 h, 弃去含有ALA的培养液; 在另外的ALA-PDT
组细胞中加入终浓度20 µmol/L的SP600125(JNK
抑制剂)预孵育2 h, D-Hanks液轻轻漂洗后, 加入

新鲜培养液, 空白对照组不加ALA且不受激光

照射, ALA组加入ALA不受激光照射. 激光照射

组、ALA-PDT组以及加有SP600125的ALA-PDT
组使用半导体激光仪(西南师范大学激光所, 波
长532 nm,  距光斑3 cm处输出功率12 mW, 能量

密度9 J/cm2)垂直照射培养板30 min, 然后将细胞

置于培养箱中继续培养到实验设计的时间, 再检

测各组细胞的蛋白表达[6]. 
1.2.3 Western蛋白印迹检测JNK和PARP蛋白表

达: 细胞培养48 h后经PDT处理, 按照设计时间

继续孵育或即刻抽提细胞总蛋白. 按照RIPA使

用说明, 每孔细胞加入300 µL RIPA提取细胞总

蛋白, 考马斯亮蓝250染色法测总蛋白浓度后

-20℃保存. 调整各组总蛋白浓度使每孔上样

量一致, S D S-聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳分离

后通过半干电转仪将蛋白转到PVDF膜. 用含

0.1% Tween-20的50 g/L脱脂奶粉室温下封闭

PVDF膜1 h后, 再用含0.1% Tween-20的Tris缓冲

液(TBS/T)洗3次, 每次5 min; 一抗1∶1000稀释, 
4℃过夜,  TBS/T洗3次, 每次5 min; 按照1∶2000
稀释浓度加入抗兔或小鼠的HRP-IgG 1 h, TBS/T
洗3次, 每次5 min; 加入DAB显色, 凝胶成像系

统上摄像并分析灰度值, 以积分吸光度A×面

积表示(A×mm2), 分别计算目的条带的积分吸

光度值(IA值). 
统计学处理  数据m e a n±S D表示 ,  采用

SPSS10.0统计软件处理数据, 行F检验. 检验水

■研发前沿
目前JNK信号通
路的激活与PDT
诱导细胞凋亡的
关系还不甚清楚.
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准α = 0.05.

2  结果

2.1 ALA-PDT后SW480细胞的JNK蛋白表达变

化 ALA-PDT造成SW480细胞JNK蛋白表达增

加. 磷酸化JNK在空白对照组、激光照射组及

ALA组几乎无表达, PDT后30-90 min细胞表达

显著高于空白对照组、激光照射组及ALA组(F 
= 12.314, P <0.001), 其中PDT后60及90 min的磷

酸化JNK表达显著高于PDT后30 min(F = 9.782, 
P <0.001), 各组细胞总的JNK表达无显著差异 
(图1-2).
2.2 SP600125对ALA-PDT作用SW480细胞后

PARP表达的影响 为了进一步研究JNK在ALA-
PDT后SW480细胞中的作用, 我们用JNK抑制剂

SP600125在激光照射前处理ALA-PDT组细胞, 
孵育2 h, 结果发现ALA-PDT后30-90 min PARP
裂解成85 kDa大小的片段逐渐增加, 说明JNK
的激活能抑制ALA-PDT诱导SW480细胞凋亡 
(图3-4). 

3  讨论

PDT是指光敏剂选择性地聚集在肿瘤组织中, 接
受光照后在细胞内产生活性氧物质, 而导致肿

瘤细胞凋亡或坏死的一种治疗方法[7-8]. 迄今为

止, 加拿大、美国、法国、荷兰、德国和日本

等国家已先后批准PDT用于一些恶性肿瘤[1]. 但
常规光敏剂不良反应重和需要较长时间避光等

缺点又限制了其进一步临床应用. δ氨基酮戊酸

(aminolaevulinic acid, ALA)是一种血红素生物合

成的前体物质, 在大多数类型的癌细胞中, 由于

胆色素原脱氨基酶活性增加而亚铁鳌合酶活性

降低[9], 导致原卟啉Ⅸ(protoporphyrin, PP Ⅸ)在
癌细胞内积累, PP Ⅸ具有极好的光敏特性, 用与

之吸收波段相应的光照射后将导致癌细胞的破

坏[10]. 因ALA代谢快、毒副作用小等优点, 所以

是一种很有前途的治疗癌症的方法[11], 但ALA-
PDT对结肠癌杀伤作用还不够强[12], 探讨其作用

的信号传导机制可能是提高ALA-PDT对结肠癌

疗效的重要研究方向之一. 
多项研究表明, JNK的激活与多种细胞的

细胞凋亡调控有关. 神经生长因子(NGF)可使

PC12细胞发生分化, 当NGF从培养基中被去除

后, JNK被激活, 出现细胞凋亡; 当PC12细胞被

转染了JNK上游激酶MEKK1的显性失活突变体

后, NGF撤除诱导的细胞凋亡可被阻断[13]. Jurkat
细胞经γ射线处理后JNK可被激活, 出现细胞凋

亡, 而当细胞被转染了显性失活JNK突变体后, γ
射线诱导的凋亡可以被阻断, 同样, 激活的JNK
过度表达可诱导细胞凋亡[14]. 以上研究均表明, 
JNK的激活可诱导细胞发生凋亡. 但是JNK激活

方式的不同也可产生不同的生物学效应, γ射线

照射Jurkat T细胞后, JNK被持续激活, 细胞发生

凋亡; 而CD28单抗加PMA处理后, JNK被迅速

而短暂的激活, 细胞并不出现凋亡, 而是被活化

和增殖[4], 提示JNK激活作用可能具有细胞和刺

激物的特异性. 有报道显示卟啉或卟啉衍生物

-PDT能诱导c-Jun表达[5], 并激活JNK信号通路的
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图 1 ALA-PDT作用SW480细胞后JNK的表达. 1: ALA-PDT

后90 min; 2: ALA- PDT后60 min; 3: ALA-PDT后30 min; 4: 

空白对照组; 5: 激光照射组; 6: ALA组.

FARP

β-actin

1       2       3        4        5       6
116 kDa
85 kDa

42 kDa

图 3 SP600125对ALA-PDT作用SW480细胞后PARP表达
的影响. 1: 空白对照组; 2: 激光照射组; 3: ALA组; 4: ALA-
PDT后30 min(加有SP600125); 5: ALA-PDT后60 min(加有
SP600125); 6: ALA-PDT后90 min(加有SP600125).
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图 2 ALA-PDT作用SW480细胞后JNK蛋白表达. 1: ALA-

PDT后90 min; 2: ALA-PDT后60 min; 3: ALA-PDT后30 

min; 4: 空白对照组; 5: 激光照射组; 6: ALA组.
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图 4 SP600125对ALA-PDT作用SW480细胞后PARP表达. 
1: 空白对照组; 2: 激光照射组; 3: ALA组; 4: ALA-PDT后30 
min(加有SP600125); 5: ALA-PDT后60 min(加有SP600125); 
6: ALA-PDT后90 min(加有SP600125).

PARPcleavage β-actin

■应用要点
本文探索了ALA-
PDT诱导结肠癌
细胞SW480凋亡
与JNK信号通路
的关系, 为结肠癌
光动力治疗的增
效作用提供新的
靶点, 也为结肠癌
光动力治疗和作
用机理提供理论
依据. 
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激活[6], 我们的实验结果显示ALA-PDT后SW480
细胞的JNK信号通路也快速激活. 但JNK信号通

路的激活与PDT诱导细胞凋亡的关系还不清楚, 
因此我们进一步探讨ALA-PDT对SW480细胞

JNK信号通路的激活与细胞凋亡的关系. 目前主

要有两种细胞凋亡途径: 死亡受体介导的凋亡

途径和线粒体介导的凋亡途径[15]. 死亡受体介导

的凋亡途径是指细胞表面的肿瘤坏死因子受体

(TNFR)超家族受到刺激后, TNFR1和TNF结合

导致TNFR1形成同三聚体, 随后他们的死亡结

构域交联, 再与Fas相关的死亡结构域蛋白(Fas-
associated death domain, FADD)结合, 激活始动

Caspase, 如Caspase-8, -9. 活化的始动Caspase进
一步活化效应Caspase, 如: Caspase-3, -6, -7等. 
从而诱导细胞凋亡[16]. 线粒体介导的凋亡途径是

指线粒体功能受到损害后, 细胞色素C释放进入

胞质, 在ATP的参与下细胞色素C结合并活化凋

亡活化因子-1(apoptosis activating factor, Apaf-1). 
随后, 活化的Apaf-1使Caspase-9剪切和活化, 从
而进一步活化效应Caspase, 最后细胞凋亡[17]. 
Caspase-3最主要的底物是多聚(ADP-核糖)聚合

酶(poly(ADP-ribose) polymerase, PARP), 该酶与

DNA修复、基因完整性监护有关. 在细胞凋亡

启动时, 116 kDa的PARP在Asp216-Gly217之间

被caspase-3剪切成31 kDa和85 kDa两个片段, 使
PARP中与DNA结合的两个锌指结构与羧基端

的催化区域分离, 不能发挥正常功能. 结果使受

PARP负调控影响的Ca2+/Mg2+依赖性核酸内切酶

的活性增高, 裂解核小体间的DNA, 引起细胞凋

亡. 因此我们用JNK抑制剂处理细胞, 观察ALA-
PDT后各组细胞PARP蛋白的裂解情况, 从而探

讨JNK信号通路的激活与PDT诱导细胞凋亡的

关系. 实验结果表明: 抑制JNK或p38MAPK后, 
116 kDa的PARP裂解成85 kDa片段逐渐增加, 说
明JNK通路的激活保护ALA-PDT后SW480细胞

免于凋亡. 
总之, ALA-PDT能诱导SW480细胞JNK通

路的快速激活, 阻断JNK通路可增强ALA-PDT
诱导SW480细胞凋亡.
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■同行评价
本研究对光动力
疗法治疗肿瘤的
机理的探讨具有
一定理论价值, 可
读性及创新性均
能较好的反映我
国和国际胃肠病
学研究水平.


