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■背景资料
SphK1/S1P信号
通路是调节细胞
增 殖 、 迁 移 和
趋化以及肿瘤生
长、转移的重要
途径之一; 黏着斑
激酶是调节与细
胞运动相关信号
传导通路的“枢
纽点”, SphK1调
节细胞生存、运
动的机制是否与
FAK的激活有关, 
目前仍不明确. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of sphingosine 
kinase 1 (SphK1) on the proliferation, apoptosis 
and migration of colon cancer cells and to ex-
plore the molecular mechanisms involved. 

METHODS: Cultured lovo cells were divided 
into three groups: PMA group, DMS group and 
control group. Cells of the PMA group were 
treated with 100 nmol/L of phorbol 12-myristate 
13-acetate (PMA). The DMS group was treated 
with 50 µmol/L N, N-dimethylsphingosine 

(DMS), while the control group was treated with 
equal volume of culture medium. After treatment, 
cell proliferation was determined by MTT assay 
and colony formation assay, and cell apoptosis 
was detected by flow cytometry. Cell migration 
was assessed using Transwell chamber assays. 
RT-PCR and Western blot were used to evaluate 
the mRNA and protein expression of Sphk1 and 
FAK, respectively.

RESULTS: PMA significantly enhanced cell 
proliferation and migration but suppressed cell 
apoptosis, whereas DMS suppressed cell prolif-
eration and migration but enhanced cell apopto-
sis. Cell viability, colony formation rate, apopto-
sis rate and number of migrated cells for the con-
trol group, PMA group and DMS group were as 
follows: cell viability: 0.71 ± 0.03, 1.05 ± 0.05 and 
0.46 ± 0.04; colony formation rate: 1.32% ± 0.26%, 
2.17% ± 0.17% and 0.73% ± 0.13%; apoptosis rate: 
16.25%, 9.15% and 32.58%; number of migrated 
cells: 72.19 ± 3.36 vs 98.46 ± 6.25 vs 40.48 ± 4.27 (all 
P < 0.05 vs the control group). PMA significantly 
up-regulated the expression and activity of focal 
adhesion kinase (FAK), while DMS down-reg-
ulated the expression and activity of FAK (FAK 
mRNA: 0.151 ± 0.008 vs 0.212 ± 0.014 vs 0.114 ± 
0.021; FAK protein: 0.332 ± 0.022 vs 0.374 ± 0.029 
vs 0.296 ± 0.018; phosphor-FAK protein: 0.186 ± 
0.032 vs 0.234 ± 0.017 vs 0.112 ± 0.023; all P < 0.05 
vs the control group).

CONCLUSION: SphK1 enhances cell prolifera-
tion and migration and suppresses cell apoptosis 
in human colon cancer cell line lovo possibly by 
activating FAK.
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摘要

目的: 探讨鞘胺醇激酶1(SphK1)对结肠癌lovo
细胞增殖、迁移和凋亡的影响及其作用机制.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科
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■研发前沿
现 有 资 料 表 明 , 
SphK1和FAK均
可通过MAPK及
NF-κB信号通路
影响肿瘤细胞的
生 存 ,  促 进 肿 瘤
细 胞 的 迁 移 ,  但
二者有无联系及
相关作用机制尚
不清楚.

方法: 培养人结肠癌lovo细胞株, 实验分3组: 
对照组、PMA组和DMS组. PMA组加入佛波
醇-12-豆蔻酸酯-13-乙酸酯(PMA, 100 nmol/
L), DMS组加入N, N-二甲基鞘胺醇(DMS, 
50 µmol/L), 对照组加入等量的培养基. 采用
MTT法和克隆形成实验检测细胞生长增殖的
变化, 流式细胞术检测细胞凋亡, Tranwell小
室模型观察细胞迁移能力的变化, RT-P C R
检测mRNA的表达, Western blot检测蛋白的
表达.

结果: P M A显著促进细胞的增殖、迁移并
抑制细胞的凋亡, DMS则显著抑制细胞的增
殖、迁移并促进细胞的凋亡(对照组、PMA组
和DMS组的细胞增殖活力: 0.71±0.03 vs  1.05
±0.05 vs  0.46±0.04; 克隆形成率: 1.32%±

0.26% vs  2.17%±0.17% vs  0.73%±0.13%; 凋
亡率: 16.25% vs  9.15% vs  32.58%; 迁移细胞
数: 72.19±3.36 vs  98.46±6.25 vs  40.48±4.27; 
均P <0.05). PMA显著促进黏着斑激酶(FAK)的
活性和表达, 相反DMS则抑制FAK的活性和
表达[对照组、PMA组和DMS组FAK mRNA
的表达强度: 0.151±0.008 vs  0.212±0.014 vs  
0.114±0.021; 蛋白: 0.332±0.022 vs  0.374±
0.029 vs  0.296±0.018; 磷酸化FAK(p-FAK Tyr 
397)蛋白: 0.186±0.032 vs  0.234±0.017 vs  
0.112±0.023; 均P <0.05].

结论: SphK1可促进lovo细胞的增殖和迁移能
力并抑制细胞的凋亡, 其机制可能是通过激活
FAK通路而发挥作用.

关键词: 鞘氨醇激酶1; 黏着斑激酶; 增殖; 凋亡; 迁移
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0  引言

鞘氨醇激酶1(sphingosine kinase 1, SphK1)不仅

是维持细胞内鞘脂平衡的重要限速酶, 而且是

调控细胞生命活动的重要代谢酶, 其主要生化

功能是磷酸化鞘氨醇生成1-磷酸鞘氨醇(sphin-
gosine 1-phosphate, S1P). 研究表明SphK1/S1P
信号通路是调节细胞增殖、迁移和趋化、细胞

间的接触和黏附以及肿瘤生长、转移的重要途

径之一[1-3], 但其作用机制尚未完全明了. 黏着斑

激酶(focal adhesion kinase, FAK)是一种关键的

信号转导分子, 是调节与细胞运动相关信号传

导通路的“枢纽点”[4-6]. 本研究试图通过调控

SphK1的活性, 观察SphK1对结肠癌lovo细胞株

的增殖、凋亡及迁移等生物学行为的影响及其

对FAK表达的影响, 以期了解SphK1的作用及其

分子机制.

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌lovo细胞株购自南京凯基生

物科技发展有限公司; 佛波醇-12-豆蔻酸酯-13-
乙酸酯和鼠抗人S p h K1单克隆抗体购自美国

Sigma-Aldrich公司; 兔抗人FAK单克隆抗体购

自美国Cell Signaling Technology公司; 兔抗人

p-FAK(Tyr 397)单克隆抗体购自英国Abcam公

司; β-actin和二抗购自美国Santa Cruz公司; N, 
N-二甲基鞘氨醇(DMS)购自德国Merck-Calbio-
chem公司; 四氮唑蓝(MTT)购自北京索莱宝科

技有限公司; 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)试
剂购自美国Promega公司; DMEM(高糖型)培养

基、胰蛋白酶购自美国Gibco公司; 人工基质

Matrigel购自美国BD Biosciences公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人结肠癌lovo细胞采用含100 
mL/L胎牛血清的DMEM培养基, 在50 mL/L 
CO2、37 ℃的培养箱中培养. 取对数生长期细胞

重悬, 以5×105/孔接种在6孔板中.
1.2.2 PMA和DMS对FAK和SphK1mRNA表达

的影响: 细胞分别加入100 nmol/L的PMA(PMA
组)和50 μ mo l/L的D M S(D M S组), 以生理盐

水代药物为对照组, 继续培养24 h, 提取细胞

总RNA, 用MMLV逆转录酶合成cDNA. 应用

Primer5.0软件设计PCR扩增引物, SphK1: 上游

引物5'-ATGCACGAGGTGGTGAACG-3', 下游

引物5'-GGAGGCAGGTGTCTTGGAAC-3', 扩
增片段长度为426 bp; FAK: 上游引物5'-ACCT-
CAGCTAGTGACGTATGG-3', 下游引物5'-CG-
GAGTCCCAGGACACTGTG-3', 扩增片段长

度为319 bp; β-actin上游引物为5'-AGCCATG-
TACGTAGCCATCC-3', 下游引物为5'-CTCT-
CAGCTGTGGTGGTGAA-3', 扩增片段为228 
bp. 取PCR产物电泳, 凝胶电泳成像系统拍照, 
图像分析软件测量吸光度(A )值, 以目的条带A
值/β-actin条带A值表示细胞各因子mRNA的相

对表达水平.
1.2.3 PMA和DMS对FAK蛋白表达的影响: 各组

细胞培养24 h后提取总蛋白, 行聚丙烯酰胺凝胶

电泳并转膜, 脱脂奶粉进行封闭, 加一抗4 ℃振

荡孵育过夜, 再用辣根过氧化物酶标记的二抗
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■相关报道
H u a n g 等 报 道
FAK活化MAPK/
ERK1/2存活信号
通 路 能 激 活 N F -
κB, 从而抑制细
胞凋亡. 余红梅等
发现增加SphK1
的 表 达 可 激 活
COX-2/PGE2和
ERK/P38 MARK
信号通路, 从而增
强转录因子CREB
及NF-κB活性.

37 ℃孵育1 h, 采用增强化学发光盒检测杂交信

号, χ线医学胶片上曝光显影, 成像系统拍照, 图
像分析软件测量A值, 蛋白相对表达强度 = 目的

蛋白A值/β-actin A值.
1.2.4 MTT法检测细胞增殖活力: 常规培养lovo
细胞, 取对数生长期细胞, 接种于96孔板, 12 h后
细胞贴壁, 分别加入100 nmol/L PMA及50 μmol/
L DMS, 空白对照组的细胞用含100 mL/L胎牛血

清的培养基培养, 空白调零孔为无细胞等体积

的培养基, 每组设3个复孔, 培养24 h后, 每孔加

入20 μL(5 g/L)的MTT溶液, 继续培养4 h, 弃上

清, 加入DMSO 150 μL避光反应15 min后, 用酶

联免疫检测仪在490 nm波长下测定各孔A值, 反
映细胞活力.
1.2.5 克隆形成实验检测细胞增殖活性: 将各组

细胞分别培养, 取各组细胞, 按1×103个细胞/孔
接种于6孔板, 每组接种3孔. 以十字方向轻轻晃

动6孔板, 使细胞分散均匀, 置37 ℃、50 mL/L 
CO2的培养箱中, 静止培养7 d至六孔板出现肉眼

可见的克隆, PBS液小心洗涤细胞2次, 甲醇固定

5 min, 结晶紫染色15 min, 流水缓慢洗去染色液, 
空气干燥, 倒置显微镜下观察其克隆数, 大于或

等于50个细胞计为一个克隆, 并计算克隆形成

率, 克隆形成率 = (克隆数/接种细胞数)×100%.
1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡率: 取对数生长

期细胞, 按1×105个细胞/孔接种于6孔板, 每组

接种3孔, 待细胞贴壁后按实验分组干预细胞: 
以生理盐水代药物为对照组, PMA组加入终浓

度为100 nmol/L PMA, DMS组加入终浓度为50 
μmol/L DMS, 干预24 h后用不含EDTA的胰酶消

化收集细胞, 然后用PBS洗涤细胞2次(2 000 r/min
离心5 min), 收集5×105细胞, 加入500 μL Bind-
ing Buffer悬浮细胞, 加入5 μL Annexin V-FITC混
匀后, 加入5 μL Propidium Iodide, 混匀, 室温避

光反应10 min, 1 h内进行流式细胞仪的观察和

检测. 使用未经凋亡诱导处理的空白对照组的

细胞进行荧光补偿调节去除光谱重叠和设定十

字门的位置.
1.2.7 细胞迁移实验: 细胞干预同上, 胰酶消化

细胞, 并用1%的含血清培养基洗涤细胞2次, 制
备细胞悬液, 调整细胞密度为5×105/mL. Tran-
swell上室加200 μL细胞悬液, Transwell下室加

入600 μL细胞培养基, 37 ℃孵育24 h, 棉签擦去

Transwell上室的非迁移细胞, 移去Transwell, 倒
置风干, 37 ℃下0.1%结晶紫染色30 min后取出, 
PBS清洗, 相差显微镜观察并拍照, 每个样片随

机取4个视野拍照并计数迁移细胞, 计算平均值, 
以空白试剂为对照, 分析数据.

统计学处理 采用SPSS13.0和Image Lab统
计软件进行统计分析. 以上实验均独立重复3次, 
各实验结果以mean±SD表示, 采用t检验和单因

素方差分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 PMA和DMS对lovo细胞增殖活力的影响 作
用24 h, PMA明显促进结肠癌细胞的增殖, DMS
则抑制细胞的增殖(图1). 对照组、P M A组和

D M S组形成克隆率分别为(1.32%±0.26%、

2.17%±0.17%、0.73%±0.13%), PMA组的克隆

形成数目明显高于对照组(P <0.05), 且克隆体积

较大, 细胞亦有往外迁移的趋势, 而DMS组的克

隆形成数目明显低于对照组(P <0.05), 且克隆体

积亦较小(图2).
2.2 PMA和DMS对lovo细胞凋亡的影响 PMA显

著抑制结肠癌细胞的凋亡(P <0.01), 而DMS明显

促进结肠癌细胞的凋亡(P <0.01). 对照组、PMA
组、DMS组细胞凋亡率分别是16.25%, 9.15%和

32.58%(图3).
2.3 PMA和DMS对l ovo细胞迁移能力的影响 
对照组、P M A组和D M S组的迁移细胞数分

别为72.19±3.36、98.46±6.25和40.48±4.27. 
与对照组比较 ,  P M A组迁移细胞数量明显增

多(P <0.01), D M S组迁移细胞数量明显减少

(P <0.01, 图4).
2.4 PMA和DMS对FAK mRNA表达的影响 PMA
可以明显诱导SphK1 mRNA的表达并增强FAK 
mRNA的表达; 相反, DMS则抑制SphK1 mRNA
的表达并下调FAK mRNA的表达(图5). 对照

组、PMA组和DMS组的FAK mRNA表达强度

分别为0.151±0.008、0.212±0.014、0.114±
0.021(P <0.05).

细
胞

活
性

(A
)值

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
对照组             PMA组             DMS组

图  1  各组细胞的增殖活性. aP<0.05 vs  对照组.

a

a
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■创新盘点
通过调控SphK1
的活性, 观察其对
结肠癌 lovo细胞
生物学行为的影
响, 及其对FAK表
达和活性的影响, 
探讨SphK1促进
结肠癌肿瘤进展
的相关机制.

2.5 PMA和DMS对FAK和p-FAK蛋白表达的影

响 对照组、PMA组和DMS组FAK总蛋白的表达

强度分别为0.332±0.022、0.374±0.029和0.296
±0.018, p-FAK(Tyr 397)蛋白的表达强度则分别

为0.186±0.032、0.234±0.017、0.112±0.023, 
PMA显著促进FAK和p-FAK蛋白的表达, 而DMS

则明显抑制FAK和p-FAK的表达(均P<0.05,  图6).

3  讨论

SphK1及其催化产物S1P被认为在细胞调节过程

中起着重要的作用[7,8], SphK1活化后生成S1P增

A B C

图  2  PMA和DMS对lovo细胞克隆形成的影响(结晶紫×100). A: 对照组; B: PMA组; C: DMS组.

Annexin V FITC Annexin V FITC Annexin V FITC

PI

10000

0
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0
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10000

0
0                                  10000 0                                  10000 0                                  10000

图  3  PMA和DMS对lovo细胞凋亡的影响. A: 对照组; B: PMA组; C: DMS组.
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图  4  细胞迁移能力的变化(结晶紫×400). A: 对照组; B: PMA组; C: DMS组.
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图  5  SphK1和FAK mRNA的表达情况. 

图  6  SphK1、FAK和p-FAK(Tyr 397)蛋白的表达情况. 
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多, 可促进食道肿瘤的侵袭与转移[9], 而SphK1抑
制剂能抑制胶质母细胞瘤细胞生长[10], 并促进前

列腺细胞的凋亡[11]. 有研究提示SphK1可能是作

为与肿瘤细胞运动和侵袭有关的细胞表面受体

的辐合点而发挥作用[12]. S1P与受体结合后, 可
以激活MAPK、PI-3K、Akt等信号途径, 从而调

节体内多种细胞的生理应答, 包括细胞扩增、

血小板聚集、肿瘤迁移等, 特别是在促内皮细

胞的扩增、迁移及管腔化形成作用方面甚至强

于VEGF[13-15]. 本研究采用PMA和DMS来调节

SphK1的活性和表达, 发现细胞的增殖活力、克

隆形成率以及细胞迁移能力随SphK1的激活而

增高, 随SphK1的抑制而降低; 相反, 细胞凋亡率

随SphK1的激活而下降, 随SphK1的抑制而升高, 
说明SphK1可调控结肠癌lovo细胞的增殖、凋

亡和迁移.
FAK是一种非受体型酪氨酸激酶, 是胞内多

条信号通路的交汇点, 通过激活一系列信号通

路发挥调节细胞生长、迁移和生存的作用[16,17]. 
FAK是一种潜在癌基因, 在肝癌、胃癌、食管癌

等多种消化系恶性肿瘤组织中高表达[18-20], 有研

究[21,22]发现结肠癌中FAK高表达, 并促进肿瘤细

胞的侵袭转移. 细胞实验中增加FAK的磷酸化可

促进细胞运动、增加细胞侵袭力等细胞生物学

改变[23]. 通过FRNK(一种内源性的FAK可变剪切

转录产物、能够竞争并抑制FAK的活性)过量表

达方法抑制FAK功能后, 可以导致细胞增殖、

迁移和侵袭的抑制[24]. Tyr 397是FAK最主要的

自主磷酸化位点, 其磷酸化后可催化FAK的其

他酪氨酸磷酸化位点使其发生磷酸化, 使FAK
完全激活[25], 亦使FAK信号转导通路活化, 启动

下游相应的事件发生. 作为整个事件的启动点, 
Tyr 397的磷酸化水平可反映细胞内FAK的活化

状况[26]. 本研究发现SphK1的活性不但与FAK 
mRNA的表达而且与FAK总蛋白及p-FAK的表

达正相关. 因此在lovo细胞中, SphK1的激活不

但与FAK的表达而且与FAK的活性有关.
有研究表明, 活化的FAK-RAS-MAPK是促

进细胞迁移和增殖的重要信号通路[27]. FAK活化

PI3K/AKT及MAPK/ERK1/2存活信号通路能激

活NF-κB, 最终阻断caspase-3级联反应, 从而抑

制细胞凋亡[28]. 增加SphK1的表达可激活COX-2/
PGE2和ERK/P38 MARK信号通路, 从而增强转

录因子CREB及NF-κB活性[29]. SphK1自分泌S1P
可通过上调ERK1/2和PKC来促进甲状腺癌ML-1
细胞的迁移[30]. 我们之前的研究发现[31], SphK1

可通过激活ERK1/2和NF-κB从而促进lovo细
胞的生长增殖与侵袭并抑制细胞的凋亡. 因此, 
SphK1活化FAK信号通路进而激活ERK1/2和
NF-κB信号通路, 可能是SphK1促进结肠癌lovo
细胞增殖、迁移, 抑制细胞凋亡的机制之一.
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