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Nodal诱导小鼠黑色素瘤B16细胞上皮–间质

转化及体外迁移和侵袭
方  瑞   郭  强  张  帆  由振源  杜  军*

(中山大学药学院微生物与生化制药实验室, 广州 510006)

摘要      考察转化生长因子-β家族成员Nodal蛋白诱导小鼠黑色素瘤B16细胞发生上皮–间质

转化(epithelial-mesenchymal transitions, EMT)及促进其迁移和侵袭能力的作用。该研究采用活性

重组Nodal蛋白刺激体外培养的B16细胞, 观察细胞形态变化, 利用蛋白免疫印迹法及免疫荧光染

色法检测EMT标志物的表达及定位。通过Transwell小室实验分析Nodal对B16细胞迁移和侵袭的

影响。检测Nodal刺激后, AKT、ERK相关信号通路的活化状态, 并考察Nodal受体抑制剂SB431542
对Nodal诱导的细胞EMT过程及信号活化的抑制作用。研究结果显示, Nodal可引起B16细胞发生

EMT, 并具有时间和浓度依赖性。Nodal刺激后的细胞其迁移和侵袭能力都明显增强。此外, Nodal
还可引起AKT、ERK信号通路的活化。以上作用均能被SB431542所抑制。该研究为深入研究

Nodal在黑色素瘤恶性转化过程中的生物学作用和分子机制奠定了工作基础。

关键词      Nodal; 上皮间质转化; 黑色素瘤; 侵袭; 信号通路

Nodal Induces Epithelial-Mesenchymal Transition and Promotes 
Migration and Invassion of B16 Murine Melanoma Cells

Fang Rui, Guo Qiang, Zhang Fan, You Zhenyuan, Du Jun*
(Department of Microbial and Biochemical Pharmacy, School of Pharmaceutical Sciences, 

Sun Yat-sen University, Guangzhou 510006, China)

Abstract        The main object of the research was to investigate the role of Nodal, a member of transforming 
growth factor-β (TGF-β) superfamily, in inducing B16 cells epithelial-mesenchymal transition (EMT) and 
promoting their migration and invasion abilities. The main methods used in this study included Western 
blot analysis, immunofluorescence staining and transwell cell invasion assay. Briefly, the cells were treated 
with recombinant mouse Nodal protein at several concentrations for different time periods and observed the 
morphological changes with microscope. The protein levels of EMT markers such as E-cadherin and Vimentin 
were detected by Western blot and indirectimmunofluorescence analysis. The migration and invasion abilities 
of B16 cells were evaluated with transwell cell assay in vitro. Besides, the activation of AKT and ERK signal 
pathways were also detected in rNodal treated cells. SB431542, a typical inhibitor of Nodal receptors, was used in 
the experiments to identify its blocking role on Nodal induced-EMT process. The results showed that Nodal could 
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induce EMT phenotypic changes in B16 cells in a time- and concentration-dependent manner. The mobility and 
invasiveness of B16 cells were both enhanced upon Nodal stimulation. Also, there might be a crosstalk between 
AKT, ERK and Nodal signals. All the above functions of Nodal could be inhibited by SB431542. In summary, 
this study demonstrated that Nodal induced EMT in B16 cells and thereby promoting their migration and invasion 
abilities, which will provide a foundation for further research on biological function and molecular mechanism of 
Nodal in melanoma malignant transformation.

Key  words        Nodal; EMT; melanoma; invasion; signal pathway

黑色素瘤是一类恶性度较高的皮肤癌, 可从

早期局部浸润迅速发展进入垂直生长期, 侵入真皮

层并发生肝、肺转移。在黑色素瘤的恶性转化过

程中, 转化生长因子-β(transforming growth factor-β, 
TGF-β)超家族成员Nodal蛋白可能起到了重要作用。

Nodal是胚胎发育过程中介导中内胚层形成的关键

蛋白, 其在胚胎发育早期高表达, 成体组织中很难检

测到Nodal的存在。近年来, 有诸多研究发现, Nodal
在黑色素瘤、乳腺癌、胃癌等多种恶性肿瘤中的表

达显著增加[1-5], 与肿瘤临床分期及预后存在着密切

关联。

通过对黑色素瘤临床资料的研究发现, Nodal蛋
白在正常皮肤和低侵袭性黑素瘤中呈不表达或低表

达状态, 而在超过60%的侵袭性黑色素瘤样本中高

表达[1]。另有研究发现, 在黑色素细胞异常增生形成

恶性肿瘤的过程中, Nodal表达明显增强, 血管内皮

钙黏蛋白(vascular endothelial cadherin, VE-cadherin)
过度上调; 当Nodal受到抑制时, 内皮钙黏蛋白的表

达减弱, 侵袭性黑色素瘤发生良性转化, 提示Nodal
促进黑色素瘤恶性表型可能与其诱导肿瘤血管生成

拟态(vasculogenic mimicry, VM)有关[6]。随着相关

研究的增多及深入, Nodal在肿瘤发生发展中的生物

学作用正在逐步被揭示, 并有望成为新的肿瘤标志

物以及肿瘤治疗的新靶点。

本课题组在研究中发现, Nodal蛋白可引起小

鼠黑色素瘤B16细胞发生间质样的形态变化。由于

TGF-β是细胞上皮–间质转化(epithelial-mesenchymal 
transitions, EMT)经典的诱导因子, 而Nodal与TGF-β
信号通路相似, 主要通过细胞膜上丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶样I型受体ALKs(ALK4/7)和II型受体ActR 
II的介导, 磷酸化激活Smad(Sma/Mothers Against 
Decapenta-plegic)家族蛋白Smad2和/或Smad3, 最后

Smad2、3、4形成活性三聚体转入核中, 调控下游

靶基因的转录[7]。因此, 我们推测Nodal信号可能也

具有类似的激活下游EMT相关基因的转录和表达的

作用。

EMT被用来描述在特定的生理和病理情况下, 
上皮细胞向间充质细胞转分化, 并伴随有细胞形态

与相关基因改变的过程[8]。早期对EMT的研究主要

集中于胚胎发育、组织修复和器官纤维化。近年来, 
研究发现EMT还是上皮型肿瘤发生转移的一个关键

步骤[9]。在肿瘤转移早期, 肿瘤细胞需要获得迁移和

侵袭能力, 才能离开原发灶, 穿越机体组织, 到达靶

部位形成转移灶。发生EMT的肿瘤细胞, 其细胞表

面黏附力较强的E-钙黏蛋白下调, 致使细胞丧失上

皮极性, 胞间连接疏松, 获得了移动潜能[10]; 同时, 原
先以角蛋白为主的细胞骨架结构转化为以波形蛋白

为主, 从而使多角形的上皮细胞转变成纺锤状, 细胞

的运动能力也有所增强[11-12]; 此外, 包括基质金属蛋

白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)在内的蛋白水

解酶类表达上调, 降解基底膜和细胞外基质成分, 有
助于细胞从癌巢脱落向局部外周组织浸润、侵袭[13]。

最终, 肿瘤细胞随血液、淋巴等循环途径转移到机

体其他部位, 重新在靶器官或组织内滞留、着床, 形
成转移灶。

可见, EMT是肿瘤细胞发生浸润和继发性转移

的重要机制之一。考虑到Nodal的表达与临床肿瘤

恶性分期成正相关, 是否由于Nodal信号的活化诱导

了肿瘤细胞EMT从而促进其恶性表型尚有待证实。

因此, 本研究拟通过体外实验探讨Nodal诱导小鼠黑

色素瘤B16发生EMT的表型变化及对细胞迁移、侵

袭能力的影响, 为进一步深入研究Nodal在介导肿瘤

EMT中的作用和机制奠定工作基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞、细胞因子及抗体   小鼠黑色素瘤细胞

株B16购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资
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源中心。重组小鼠Nodal蛋白购自R&D systems; 小
鼠 抗p-Smad2(Ser465/467)、Smad2、p-Akt(Ser473)、
Akt、p-Erk1/2(Thr202/Tyr204)单克隆抗体购自Cell 
Signal Technology公司; 小鼠抗E-cadherin、Vimentin、
Erk1/2、GAPDH单克隆抗体购自Santa Cruz公司; 
HRP标记山羊抗小鼠IgG购自广州鼎国生物技术有

限公司。FITC标记羊抗小鼠IgG、RhoB标记羊抗小

鼠IgG购自北京博奥森生物技术有限公司。

1.1.2   其他试剂及耗材      小分子抑制剂SB431542
购自Santa Cruz公司; RPMI 1640培养基、胎牛血清

(FBS)购自Hyclone公司; 蛋白酶抑制剂混合物、磷酸

酶抑制剂混合物(cocktails, 100×)购自南京凯基生物

科技发展有限公司; 山羊血清封闭液购自广州洁利

生物有限公司; Matrigel Basement Membrane Matrix
购自BD公司; Transwell 24孔细胞培养板(8 μm孔

径)购自Corning公司; 细胞培养皿及多孔培养板购

自Nest公司; 蛋白预染marker购自Fermentas公司; 
PVDF膜购自Bio-Rad公司; 化学发光试剂盒购自

PERCE公司。其他常规试剂进口分装或国产分析纯。

1.2   方法

1.2.1   Nodal诱导B16细胞EMT的浓度及时间效应      
B16细胞以1×105/mL的密度接种至6孔培养板中, 待
细胞进入对数生长期后血清饥饿12 h, 然后向细胞

培养上清中加入终浓度为0.5~1.5 μg/mL的重组小鼠

Nodal蛋白(rNodal, 以含0.1% BSA的无菌1 mmol/L 
HCl/PBS溶液配制成浓度为100 μg/mL的储存液), 并
设溶剂对照, 于37 °C、5% CO2培养箱中培养24 h后
镜下观察。确定合适的刺激浓度后, B16细胞同上处

理, 血清饥饿后加入该浓度rNodal刺激0~48 h, 镜下

观察细胞形态, 并检测EMT标志物的表达情况。

1.2.2   蛋白免疫印迹检测B16细胞EMT标志物的表

达情况      收集rNodal刺激0~48 h的B16细胞, 提取

细胞总蛋白, 经Bradford法定量后, 进行SDS-AGE电
泳分离并转印至PVDF膜。利用封闭液(5%脱脂奶

粉/PBS)室温封闭90 min后, 分别孵育抗E-cadherin、
Vimentin、GAPDH单抗(1:1 000), 4 °C过夜。次日用

PBS-T(0.1%吐温20/PBS)洗膜3次, 室温下孵育二抗

(1:5 000) 90 min。PBS-T洗膜3次后, 采用ECL化学

发光试剂盒进行检测, X光片显影、定影, 分析Nodal
刺激后细胞中上皮/间质标志物的表达改变。

1.2.3   免疫荧光染色检测B16细胞EMT标志物的表

达及定位      B16细胞以4×104/mL的密度接种至盖

玻片上, 待细胞进入对数生长期后血清饥饿12 h, 向
培养上清中加入终浓度为1 μg/mL的rNodal, 对照组

不处理。24 h后细胞用4 °C预冷的4%多聚甲醛固定

30 min, 继而用山羊血清室温封闭30 min, 分别加入

抗E-cadherin和Vimentin抗体(封闭液1:100稀释)室温

孵育1 h。PBS洗涤3次后分别与FITC或RhoB标记的

羊抗鼠IgG(1:1 000稀释)室温孵育45 min。PBS洗涤

3次后甘油封片, 激光共聚焦显微镜下观察。

1.2.4   SB431542对Nodal诱导EMT的抑制效应检测      
B16细胞接种至6孔培养板中, 进入对数生长期后血

清饥饿12 h, 然后向细胞培养上清中加入终浓度为

1 μg/mL的rNodal, 同时加入或者不加入终浓度为

10 μmol/L的SB431542(以下简称SB), 并设空白对照, 
于37 °C、5% CO2培养箱中培养24 h后, 蛋白免疫印

迹法检测细胞中EMT标志物的表达。

1.2.5   Transwell细胞体外迁移、侵袭实验      在细胞

迁移实验中, 取对数生长期的B16细胞血清饥饿12 h
后, 分为空白对照组、rNodal组、SB组和rNodal+SB
组, 分别向各组上清中加入对应药物处理24 h。然

后向上室加入300 μL无血清培养基, 置于细胞培

养箱中水化4~6 h。消化收集各预处理组的B16细
胞, 用含0.1% FBS的培养基重悬细胞并调整密度

为4×105/mL, 各取150 μL加入对应的培养小室中。

培养板下室中加入约600 μL含5% FBS的培养基, 
上室培养基中添加相应药物(终浓度为10 μmol/L
的SB或者1 μg/mL的rNodal)以维持刺激, 并设阴性

对照。细胞培养24 h后, 吸去下室液体, 用4%多聚

甲醛对已穿过基质胶进入下室贴壁生长的B16细胞

进行固定, 苏木素染色, 直径上取4个视野, 拍照, 计
数, 并作统计学分析。

在细胞侵袭实验中, Transwell小室水化前, 将基

质胶Matrigel与4 °C预冷的RPMI 1640培养基按1:1
的比例混匀, 吸取40 μL加入上室, 37 °C包被6 h后进

行水化。其余步骤同细胞迁移实验操作。

1.2.6   信号通路检测      对数生长期的B16细胞血清

饥饿12 h, 向培养上清中加入终浓度为0.5或1 μg/mL
的rNodal刺激5, 15, 30, 60 min, 用含有蛋白酶和磷酸

酶抑制剂的蛋白裂解液提取细胞总蛋白, 蛋白免疫

印迹法检测Smad2、Akt、Erk1/2的磷酸化状态。检

测胞内Smad2、Akt、Erk1/2总蛋白时, 将曝光后的

PVDF膜用PBS-T漂洗3次去除残留的发光液, 浸泡

于Stripping Buffer(100 mmol/L β-巯基乙醇, 2%(w/v) 
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SDS, 62.5 mmol/L Tris-HCl, pH6.8)中, 于50 °C孵育并

振荡20~30 min以解离结合的抗体。继而用PBS-T洗
涤3次, 再分别与相应的抗Smad2、Akt、Erk1/2总蛋

白及GAPDH的抗体4 °C孵育过夜, 次日洗涤, 孵育

二抗, 曝光、显影。

1.2.7   SB431542对Nodal诱导信号通路活化的抑制

效应      进入对数生长期的B16细胞血清饥饿12 h, 然
后向细胞培养上清中加入终浓度为1 μg/mL的rNodal, 
同时加入或者不加入终浓度为10 μmol/L的SB, 设空

白对照, 2 h后提取细胞总蛋白, 检测Smad2、Akt、
Erk1/2的磷酸化水平。

1.2.8   统计学分析      实验数据以三次独立实验

的平均值±标准差(x
_
±s)表示。采用t检验比较两组

间差异的显著性, 用SPSS 14.0软件进行统计分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   Nodal可引起B16细胞发生间质样形态变化, 
并具有浓度、时间依赖性

采用低、中、高三个浓度rNodal处理B16细胞

24 h后, 镜下观察细胞形态。结果如图1所示, 与对

照组相比, Nodal刺激组B16细胞形态狭长, 呈纺锤型

有序排列, 其中中、高浓度组(1~1.5 μg/mL)细胞形

态变化更为明显, 说明Nodal能够引起B16细胞发生

间质样形态变化。

随后, 我们对Nodal诱导B16细胞发生形态变

化的时效性进行了检测。向血清饥饿过夜的B16细
胞培养上清中加入终浓度为1 μg/mL的rNodal刺激

0~48 h。结果如图2所示, B16细胞在rNodal刺激24 h
后即出现明显的EMT样形态改变, 48 h后细胞呈十

分典型的涡旋状排列。以上结果表明, B16细胞对于

Nodal刺激较为敏感, 能够迅速产生应答并发生形态

改变, 且具有一定的剂量和时间依赖性。

显微镜下观察0~1.5 μg/mL重组小鼠Nodal蛋白刺激B16细胞24 h后
细胞形态的变化。

The morphological changes of B16 cells treated with recombinant mouse 
Nodal protein (0~1.5 μg/mL) for 24 h were observed with microscope.
图1   不同浓度Nodal蛋白诱导B16细胞发生间质样形态变化

Fig.1   Morphologic changes in B16 cells upon Nodal 
stimulation at different concentrations

0 μg/mL

1 μg/mL

0.5 μg/mL

1.5 μg/mL

显微镜下观察体外正常培养的B16细胞以及采用1 μg/mL重组小鼠Nodal蛋白刺激24 h及48 h后细胞形态的变化。

The morphological changes of B16 cells treated with or without recombinant mouse Nodal protein (1 μg/mL) for 24 h and 48 h were observed the with 
microscope.

图2   Nodal刺激不同时间诱导B16细胞发生间质样形态变化

Fig.2   Morphologic changes of B16 cells upon Nodal stimulation for different time periods

0 h

Control

Nodal

24 h 48 h
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2.2   Nodal引起B16细胞上皮/间质标志物的表达

变化

收集Nodal刺激不同时间点的B16细胞, Western 
blot及免疫荧光检测其中上皮标志物E-钙黏蛋白

(E-cadherin)和间质标志物波形蛋白(Vimentin)的表

达。结果显示, E-钙黏蛋白的表达随Nodal刺激时间

的延长显著下降, 而波形蛋白的蛋白水平则持续上

调(图3A)。激光共聚焦显微镜下观察对照组细胞排

列紧密, E-钙黏蛋白在细胞连接处有强烈表达, 波
形蛋白表达较弱; 而Nodal刺激24 h后即可观察到细

胞形态梭长, 排列疏松, E-钙黏蛋白表达明显减弱, 
波形蛋白表达增强(图3B)。以上结果从分子水平

上证明, Nodal介导的B16细胞的形态变化为典型的

EMT。
2.3   Nodal诱导的EMT可被受体抑制剂SB431542
所抑制

为了进一步证实Nodal诱导B16细胞发生EMT
的生物学作用, 我们在利用rNodal(1 μg/mL)刺激细

胞的同时, 向培养上清中加入或不加入Nodal受体抑

制剂SB(10 μmol/L), 检测细胞中EMT标志物的表达

情况。结果如图4所示, SB处理对于rNodal引起的

E-钙黏蛋白下调及波形蛋白上调具有明显的抑制作

用。

2.4   Nodal促进B16细胞的迁移和侵袭

EMT往往是肿瘤细胞获得迁移和侵袭能力, 并

向周围组织浸润、发生转移的起始。因此, 我们采

用Transwell小室实验对Nodal处理后的B16细胞的迁

移和侵袭能力进行了检测。结果显示, rNodal作用

24 h之后, 穿越小室底层仿生基底膜进入下室贴壁

生长的细胞数量比对照组、SB组及Nodal+SB共同

处理组的细胞均明显增多, 组间差异具有显著性(图
5A和5B), 以上结果说明细胞经Nodal诱导发生EMT
后, 其运动移行能力显著增强。

当培养小室底层预铺基质胶后, 穿越小室的细

胞数目有所下降。但与其他三组相比, rNodal作用

A: rNodal刺激B16细胞12~48 h, 上皮标志物E-钙黏蛋白水平显著下调, 间质标志物波形蛋白上调; B: rNodal刺激B16细胞24 h, 激光共聚焦显微

镜下观察细胞形态梭长、排列疏松, E-钙黏蛋白表达下调, 波形蛋白上调。标尺=20 μm。

A: the protein level of epithelial marker E-cadherin was dramatically down-regulated, while the expression of mesenchymal marker Vimentin 
consistently increased in B16 cells treated with rNodal for 12 to 48 h; B: the cells treated with rNodal for 24 h exhibited prolonged, loosely arranged 
morphology, as well as weakened E-cadherin expression and enhanced Vimentin expression. Bar=20 μm.

图3   Nodal对B16细胞EMT标志物表达变化的蛋白免疫印迹(A)及免疫荧光检测(B)
Fig.3   Western blot (A) and Immunofluorescence (B) assays of EMT markers in Nodal treated B16 cells
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当培养体系中添加SB431542后, rNodal引起的E-钙黏蛋白的下调和

波形蛋白的上调现象被抑制甚至逆转。

Down-regulation of E-cadherin and up-regulation of Vimentin induced 
by Nodal could be inhibited or even inversed in the presence of 
SB431542.

图4   SB对Nodal 诱导EMT的抑制作用

Fig.4   Inhibition of SB on Nodal induced EMT
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组依然有较多的侵袭细胞进入下室(图5C和5D), 提
示Nodal诱导发生EMT的肿瘤细胞, 其分泌的蛋白水

解酶量或活性有所提高, 对基质胶的降解能力增强, 
从而有助于细胞的侵袭和浸润。 
2.5   Nodal可引起AKT、ERK信号通路的活化

已有文献报道TGF-β1除了经典的SMAD信号

通路外, 还可激活PI3K/AKT信号通路调节EMT相关

靶基因的转录[14-15], 以及通过Ras/Raf通路激活ERK, 
从而调节EMT关键转录因子Snail及其靶基因E-钙黏

蛋白的转录和表达[16-17]。鉴于Nodal是TGF-β家族成

员, 我们推测其也可能具有激活上述信号通路从而

介导EMT的作用。因此, 我们对Nodal通路、AKT通
路及ERK通路的活化状态进行了检测。

由于Smad2是Nodal信号通路中最先磷酸化激

活的胞内分子, 因此通过检测Smad2的磷酸化水平

以反映Nodal信号的活化状态。结果如图6所示, 未
处理的B16细胞中磷酸化Smad2蛋白几乎无法检出, 
提示Nodal通路在体外正常培养的细胞中处于低活

化状态。Akt和Erk1/2有一定程度的磷酸化, 可能与

这两条通路与细胞的基础增殖、存活有关。而给予

两个浓度的rNodal刺激, 均能够迅速而有效地引起

Smad2、Akt和Erk1/2的磷酸化, 说明在Nodal诱导的

EMT过程中, 上述三条信号通路均被激活。

2.6   AKT、ERK信号通路为Nodal特异性激活

为了进一步证实上述通路为Nodal特异性激活, 
我们向培养体系中添加Nodal通路抑制剂SB, 检测

Smad2、Akt和Erk1/2的磷酸化水平。结果如图7所
示, Nodal诱导的Smad2、Akt和Erk1/2的磷酸化能够
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A,C: Nodal组细胞迁移(A)或侵袭(C)入下室的数量与其他三组比较明显增多。SB能够抑制细胞迁移和侵袭, SB组与rNodal+SB组细胞的迁移及

侵袭能力相当; B,D: B16用各处理因素处理24 h后, 对迁移(B)或侵袭(D)进入下室的B16细胞进行计数并作统计分析, **P<0.001。标尺=100 μm。

A,C: the number of migrated (A) and invasive (C) B16 cells increased obviously in rNodal treated group. SB showed inhibition effect on cell invasion, 
while there was no significant difference between SB and SB plus rNodal treated group; B,D: the number of migrated (B) and invasive (D) B16 cells 
were counted and subjected to statistical analysis after the cells stimulated with processing factors for 24 h, **P<0.001. Bars=100 μm.

图5  rNodal及SB对于B16细胞迁移(A,B)及侵袭能力(C,D)的影响

Fig.5  Effects of rNodal or SB treatment on migration (A,B) and invasiveness (C,D) of B16 cells
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被SB所抑制, 说明AKT及ERK信号通路的激活的确

由Nodal引起, 而上述三条通路在细胞EMT过程中的

关系以及相互调控尚有待进一步深入研究。

3   讨论
恶性肿瘤的演进是一个多步骤的复杂过程, 包

括正常细胞恶性转化、肿瘤细胞异常增殖、侵袭和

转移。EMT被认为是肿瘤发生侵袭和转移的早期事

件[9]。肿瘤细胞经过EMT过程, 细胞间黏附能力下降, 
迁移能力增强, 向局部组织浸润, 并发生远处转移, 
最终导致肿瘤患者的死亡。

我们在研究中发现, Nodal可诱导小鼠黑色素

瘤B16细胞发生上皮–间质转化。而这一过程可被

Nodal受体抑制剂SB431542所抑制。由于肿瘤细胞

获得迁移能力是肿瘤转移的第一步, 因此, 我们首先

通过Transwell细胞迁移实验考察B16细胞的移行能

力。结果发现, 经Nodal刺激后的细胞能够更加迅速

的穿越仿生基底膜上的微孔, 说明细胞发生EMT后
具有更强的迁移能力。

浸润能力的获得也是肿瘤细胞恶性转化过程中

的一个重要环节。细胞侵袭实验中用到的Matrigel 
Basement Membrane Matrix来源于Engelbreth-Holm-
Swarm(EHS)小鼠肉瘤的基底膜提取物。其包含层黏

连蛋白(laminin)、IV型胶原、蛋白多糖以及细胞因

子和酶类等多种基底膜成分, 已被广泛应用于体外

细胞侵袭实验。研究结果表明, Nodal刺激后的B16
细胞穿透基质胶的能力明显增强, 提示Nodal诱导的

EMT可能是肿瘤细胞突破基底从而实现浸润性生长

的一个重要机制。

PI3K/AKT及ERK/MAPK信号通路广泛存在于

机体大多数生理及病理过程, 参与调控细胞的增殖、

转分化和凋亡。这两条信号通路被证实在胚胎发育

和肿瘤EMT过程中发挥作用, 并与Wnt/β-catenin[18]、

Notch[19]等信号通路形成复杂的调控网络。我们在

研究中也发现, 上述两条通路经Nodal刺激活化, 提
示它们与Nodal信号通路之间存在对话, 并可能协同

调节了细胞EMT及迁移、浸润过程。

此外, 近年来不断有研究发现, EMT还具有促

使肿瘤获得干细胞特性[20]、免疫抑制[21]、以及增强

肿瘤细胞对抗凋亡和衰老[22]等作用。因此, B16细胞

迁移、侵袭能力的增强可能仅仅是Nodal诱导EMT

B16细胞用0.5或1 μg/mL的rNodal刺激5, 15, 30, 60 min后, 蛋白免疫

印迹法检测Smad2、Akt、Erk1/2的磷酸化状态。

The B16 cells treated with 0.5 or 1 μg/mL rNodal for 5, 15, 30, 60 min 
respectively were subjected to Western blot analysis for detection of 
phosphorylation of Smad2, Akt and Erk1/2.

图6 Nodal对Smad2、Akt及Erk1/2的磷酸化激活作用

Fig.6 Nodal induces phosphorylation activation of Smad2、
Akt and Erk1/2
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B16细胞用1 μg/mL rNodal和/或10 μmol/L SB431542处理2 h后, 蛋白

免疫印迹法检测Smad2、Akt、Erk1/2的磷酸化水平。

The B16 cells treated with 1 μg/mL rNodal plus 10 μmol/L SB431542 
or not for 2 h were subjected to Western blot analysis for detection of 
phosphorylation of Smad2, Akt and Erk1/2.
图7  SB对Nodal诱导Smad2、Akt及Erk1/2的磷酸化激活的

抑制作用

Fig.7  Inhibition of SB on Nodal induced phosphorylation 
activation of Smad2、Akt and Erk1/2
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后某一方面的作用, 围绕Nodal在黑色素瘤恶性转化

过程中的生物学功能和分子机制进行深入研究, 有
望为肿瘤的临床治疗提供新靶点和新思路。

综上所述, 本研究发现TGF-β家族成员Nodal蛋
白可诱导小鼠黑色素瘤B16细胞发生EMT, 增强其

移行、侵袭能力, 为肿瘤细胞降解基质, 发生浸润、

转移提供便利。此外, 发生EMT的细胞中SMAD、

AKT、ERK信号通路均发生活化, 提示Nodal诱导的

EMT过程是个多信号共同参与的复杂过程。
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