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塞来昔布通过阻断丝裂原活化蛋白激酶信号途径抑制多囊肾囊肿衬里

上皮细胞增殖
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［摘要］　目的：探讨环氧合酶２（ＣＯＸ２）抑制剂塞来昔布（ＣＸＢ）能否通过阻断丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号转导途径抑

制多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖。方法：原代培养多囊肾囊肿衬里上皮细胞，以不同浓度ＣＸＢ（０、２．５×１０－６、５×１０－６、１×

１０－５、２×１０－５、３×１０－５、４×１０－５、５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，采用ＢｒｄＵ法检测细胞增殖状态。ＥＬＩＳＡ法检测各组血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）的含量。荧光定量ＰＣＲ技术检测增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、磷酸化 ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ含量，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检

测ＰＣＮＡ、ＭＡＰＫ和磷酸化 ＭＡＰＫ的表达。结果：ＣＸＢ对囊肿衬里上皮细胞的增殖具有明显抑制作用，呈时间和剂量依赖

性，其中２×１０－５ｍｏｌ／ＬＣＸＢ作用２４ｈ的抑制作用最强，抑制率为（６３．９±１．２）％；ＣＸＢ可减少囊肿衬里上皮细胞ＶＥＧＦ的分

泌，而且抑制作用具有时间、浓度依赖性。ＣＸＢ剂量依赖性减低ＰＣＮＡ和磷酸化 ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达。结论：ＣＸＢ
明显抑制囊肿衬里上皮细胞增殖，抑制细胞产生ＶＥＧＦ；其作用与干扰 ＭＡＰＫ磷酸化，部分阻断 ＭＡＰＫ信号转导通路有关。

［关键词］　塞来昔布；丝裂原活化蛋白激酶；囊肿衬里上皮细胞；多囊肾，常染色体显性
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　　囊肿衬里上皮细胞的增殖是造成常染色体显性
多囊肾病（ａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤＰＫＤ）囊肿进行性扩大的主要原因，而丝
裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路在多种生长因子介导的囊肿
衬里上皮细胞增殖的过程中发挥着极其重要的作

用［１］。研究表明：环氧合酶２（ＣＯＸ２）特异性抑制

剂塞来昔布（ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ，ＣＸＢ）能有效抑制多种肿瘤
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的发生和发展［２～７］。多囊肾囊肿衬里上皮细胞具有
类似良性肿瘤的高增殖性［８］，如能抑制其增殖活性，
必将阻滞囊肿的产生和增大，达到干预治疗的目的。
目前国内外尚未有相关报道。本研究旨在观察

ＣＸＢ对囊肿衬里上皮细胞增殖的影响，并初步探讨
其是否通过阻断 ＭＡＰＫ信号转导途径来发挥作用。

１　材料和方法

１．１　药物和试剂　ＣＸＢ为Ｐｆｉｚｅｒ产品，用ＤＭＳＯ
配成１０×１０３ｍｏｌ／Ｌ母液，置－２０℃备用。ＤＭＥＭ、

Ｆ１２、胎牛血清为Ｇｉｂｃｏ公司产品，５溴２脱氧尿苷
酶联免疫吸附测定（ＢｒｄＵＥＬＩＳＡ）试剂盒为Ｒｏｃｈｅ
公司产品，血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）ＥＬＩＳＡ检测
试剂盒购自 Ｃａｙｍａｎ公司，增殖细胞核抗原（ＰＣ
ＮＡ）单抗为ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品，ＭＡＰＫ单抗为

Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司产品，磷酸化 ＭＡＰＫ 多抗为 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌ公司产品，二抗为北京中山公司产品，其他试
剂均为Ｓｉｇｍａ及进口分析纯。

１．２　ＢｒｄＵ掺入法检测细胞增殖　囊肿衬里上皮细
胞由本科实验室原代培养［９］，取第３代对数生长期
细胞，按３×１０４／孔接种于９６孔板，细胞生长至

８０％融合时，加入无血清ＤＭＥＭ＋Ｆ１２，同步化２４ｈ
后，加入不同浓度ＣＸＢ（０、２．５×１０－６、５×１０－６、１×
１０－５、２×１０－５、３×１０－５、４×１０－５、５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）置

３７℃５％ＣＯ２培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司产
品）孵育２４、４８、７２ｈ，最后加入ＢｒｄＵ标记工作液１０

μｌ／孔，按照试剂盒说明书操作，即依次加入预冷细
胞固定液、核酸酶工作液、抗ＢｒｄＵＰＯＤＦａｂ片段工

作液、工作缓冲液和过氧化物酶底物／增强剂，以

４９０ｎｍ 为参照，于 ４０５ｎｍ 波长测定光密度值
（Ｄ４０５）。同时锥虫蓝染色法检测每组拒染率。

１．３　ＥＬＩＳＡ法检测培养上清ＶＥＧＦ的含量　多囊
肾囊肿衬里上皮细胞按５×１０４／孔接种于３块６孔
板，每板设不同浓度（０、５×１０－６、１×１０－５、２×１０－５

ｍｏｌ／Ｌ）ＣＸＢ组，分为１２、２４、４８ｈ３个时间点。按

１．２项下所述方法处理细胞，待终点收集每孔培养
上清。按照 ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ 试剂盒说明测定每组

ＶＥＧＦ的Ｄ值。重复实验３次。

１．４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＰＣＮＡ、磷酸化

ＭＡＰＫ的ＲＮＡ 含量　囊肿衬里上皮细胞按５×
１０４／孔接种于３个直径６ｃｍ培养皿，设不同浓度
（０、５×１０－６、１×１０－５、２×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）ＣＸＢ组，孵
育４８ｈ后，冰ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次，ＲＮＡｉｓｏＲｅａ
ｇｅｎｔＴＲＩｚｏｌ（ＴａＫａＲａ）提取每组细胞总ＲＮＡ，电泳
鉴定 ＲＮＡ 完整性。取总 ＲＮＡ２μｇ逆转录合成

ｃＤＮＡ，反应总体积２０μｌ。采用ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司的７７００型实时荧光定量ＰＣＲ仪进行ＰＣＲ，引
物由复旦悦达生物公司合成（表１）。ＰＣＲ反应体
系：１０×ＲＴＰＣＲ缓冲液２．５μｌ、２５０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ

２＋

０．３μｌ、２５ｍｍｏｌ／ＬｄＡＧＣＵ０．３μｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ引物

１．０μｌ、２５×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ０．８μｌ、１０
－３×Ｃａｌｉｂｒａ

ｔｉｏｎ１．０μｌ、５Ｕ／μｌＴａｑＥ０．２５μｌ、１Ｕ／μｌＵＮＧ
０．４μｌ、ｄｄＨ２Ｏ１７．４５μｌ、模板ｃＤＮＡ１．０μｌ，总体积

２５μｌ。ＰＣＲ参数：预变性９４Ｃ２ｍｉｎ，９４Ｃ１５ｓ，５５Ｃ
３０ｓ，７２Ｃ４５ｓ，共５０个循环。结果以目的基因和内
参照ＧＡＰＤＨ的比值表示。

表１　荧光定量ＲＴＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲａｓｓａｙ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＰＣＮＡ Ｆ：５′ＴＣＡＴＴＡＣＡＣＴＡＡＧＧＧＣＣＧＡＡＧ３′ １７０
Ｒ：５′ＴＴＣＡＣＣＡＧＡＡＧＧＣＡＴＣＴＴＴＡＣＴ３′

ＰｈｏｓｐｈｏＭＡＰＫ Ｆ：５′ＧＡＡＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＡＡＧＡＡＧ３′ ２１７
Ｒ：５′ＣＴＧＧＣＡＣＴＴＧＡＣＧＡＴＧＴＴＧＴ３′

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′ＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣ３′ １８８
Ｒ：５′ＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧＣ３′

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＰＣＮＡ和 ＭＡＰＫ、磷酸
化 ＭＡＰＫ的蛋白表达　取对数生长期细胞按５×
１０４／孔的密度接种于４个直径６ｃｍ培养皿，设不同

浓度（０、５×１０－６、１×１０－５、２×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）ＣＸＢ
组，孵育４８ｈ后，参照文献［１０］方法裂解细胞，抽提蛋
白，用ＢＣＡ蛋白测定试剂盒（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司产品）
测定每组蛋白浓度，取４０μｇ蛋白行ＳＤＳＰＡＧＥ，积

层胶的浓度５％，分离胶的浓度１０％，８０Ｖ电泳至
积层胶和分离胶分界处，调高电压至１００Ｖ直至电
泳结束，１００Ｖ电转２ｈ至硝酸纤维素膜，５％脱脂奶
粉封闭１ｈ，分别加入小鼠抗人ＰＣＮＡ（１２００）、小
鼠抗人 ＭＡＰＫ（１２０００）和兔抗人磷酸化 ＭＡＰＫ
ＩｇＧ（１１０００）４℃孵育过夜，洗膜，分别加入 ＨＲＰ
兔抗小鼠和羊抗兔二抗（１２０００），室温轻摇２ｈ，
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洗膜，加入 ＥＣＬ反应液，暗室显色５ｍｉｎ，压片３
ｍｉｎ，显影、定影后，将胶片扫描，计算机定量分析。

１．６　统计学处理　每组实验至少重复３次，计量资
料用珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＡＳ６．１２统计软件进行ｔ检
验、方差分析和相关分析。

２　结　果

２．１　ＣＸＢ抑制囊肿衬里上皮细胞增殖　由表２可

见，不同浓度ＣＸＢ作用于细胞２４ｈ，均能显著抑制细
胞增殖，抑制率分别为１２．０％、２７．３％、３３．９％、

６３．９％、６０．１％、３７．７％、４５．９％。说 明 ＣＸＢ 在

２．５×１０－６至５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ范围对囊肿衬里上皮细
胞的抑制作用具有剂量依赖性。２×１０－５ｍｏｌ／ＬＣＸＢ
作用细胞２４ｈ的抑制率最大，说明该浓度的抑制细胞
增殖的作用最强。锥虫蓝染色检测每组拒染率＜
５％，说明ＣＸＢ抑制增殖作用不依赖其细胞毒作用。

表２　ＢｒｄＵ法检测不同浓度ＣＸＢ对细胞的增殖影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＸＢａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＢｒｄＵａｓｓａｙ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，Ｄ４０５）

ＣＸＢ
（ｃＢ／×１０－６，ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＴｉｍｅｏｆＣＸＢｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ｔ／ｈ）

２４ ４８ ７２
０ １．８２９±０．１９６ １．５１６±０．１４７ １．３２８±０．１１３
２．５ １．６０９±０．３２３ １．２４３±０．１２２ １．１６５±０．１２６
５ １．３２９±０．２３０ １．１０５±０．０７９ １．０６３±０．０８５

１０ １．２０９±０．２３２ ０．９３８±０．０８６ ０．８２６±０．０５１

２０ ０．６６０±０．０７６ ０．８４３±０．０６４ ０．７４５±０．０６１

３０ ０．７２９±０．０９８ ０．８８１±０．０８３ ０．７８５±０．１１３

４０ １．１３８±０．３１９ １．１０２±０．１３３ ０．９１６±０．１１６

５０ ０．９８８±０．２２５ １．０７７±０．１５７ ０．８８４±０．１０９

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ

２．２　ＣＸＢ减少培养上清 ＶＥＧＦ的含量　ＣＸＢ能
显著抑制体外培养囊肿衬里上皮细胞释放 ＶＥＧＦ。
其中２×１０－５ｍｏｌ／ＬＣＸＢ作用细胞４８ｈ的抑制作
用最强（Ｐ＜０．０１）。而且抑制作用具有时间和剂量
依赖性，２×１０－５ｍｏｌ／ＬＣＸＢ作用细胞１２、２４、４８ｈ
的抑制率分别为４１．１％、５４．０％和６０．５％，组间差
异显著（Ｐ＜０．０５）。孵育４８ｈ时，０．５×１０－５、１×
１０－５、２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ组的抑制率分别为４２．１％、

５３．１％和６０．５％，组间差异显著（Ｐ＜０．０５），见图１。

图１　ＥＬＩＳＡ法检测囊肿衬里
上皮细胞培养上清ＶＥＧＦ的含量

Ｆｉｇ１　ＬｅｖｅｌｏｆＶＥＧＦｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｃｙｓｔｌｉｎｅｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ１２ｈ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ２４ｈ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓ
ｗｉｔｈｎｏＣＸＢ（０ｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＣＸＢ抑制ＰＣＮＡ、磷酸化 ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ
表达　检测发现ＣＸＢ１×１０－５和２×１０－５组作用囊

肿衬里上皮细胞４８ｈ细胞中的ＰＣＮＡｍＲＮＡ水平

显著低于不加 ＣＸＢ对照组（Ｐ＜０．０５），ＣＸＢ１×

１０－５和２×１０－５组作用囊肿衬里上皮细胞４８ｈ细胞

中磷酸化 ＭＡＰＫ ｍＲＮＡ水平显著低于不加 ＣＸＢ
对照组（Ｐ＜０．０５），见图２。

图２　荧光定量ＲＴＰＣＲ检测囊肿衬里
上皮细胞ＰＣＮＡ和磷酸化 ＭＡＰＫ的ｍＲＮＡ含量

Ｆｉｇ２　ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＰＣＮＡａｎｄｐｈｏｓｐｈｏＭＡＰＫｉｎ
ｃｙｓｔｌｉｎｅｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ
ｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲａｓｓａｙ

Ｐ＜０．０５ｖｓｗｉｔｈｎｏＣＸＢ（０ｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．４　ＣＸＢ抑制 ＭＡＰＫ、磷酸化 ＭＡＰＫ和ＰＣＮＡ
的蛋白表达　应用ＧＡＰＤＨ作内参，不同剂量组的

ＣＸＢ均能抑制磷酸化 ＭＡＰＫ的表达，与不加ＣＸＢ
对照组相比较差异显著（Ｐ＜０．０５），而对总 ＭＡＰＫ
的表达无显著影响。随ＣＸＢ剂量逐渐增大，细胞

ＰＣＮＡ的蛋白表达逐渐减低，与不加ＣＸＢ对照组相
比较差异显著（Ｐ＜０．０５）。见图３。

图３　囊肿衬里上皮细胞 ＭＡＰＫ、

磷酸化 ＭＡＰＫ和ＰＣＮＡ蛋白表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｏｆＭＡＰＫ，

ｐｈｏｓｐｈｏＭＡＰＫａｎｄＰＣＮＡ
１：ＷｉｔｈｎｏＣＸＢ；２：Ｗｉｔｈ５×１０－６ｍｏｌ／ＬＣＸＢ；３：Ｗｉｔｈ１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ

ＣＸＢ；４：Ｗｉｔｈ２×１０－５ｍｏｌ／ＬＣＸＢ．Ｐ＜０．０５ｖｓｗｉｔｈｎｏＣＸＢ（０

ｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＡＤＰＫＤ是最常见的遗传性肾脏病，全世界发
病率约为１／４００～１／１０００，作为基因突变导致的遗
传性疾病，临床上至今仍无有效干预措施和治疗药
物［１１］。ＣＯＸ２在ＡＤＰＫＤ囊肿的发生、发展中起着
重要作用［１２］。特异性ＣＯＸ２抑制剂目前已成为抗
肿瘤的研究热点［１３］，但是，国内外还未将此类药物
用于干预和治疗ＡＤＰＫＤ。

　　本实验表明，ＣＸＢ对囊肿衬里上皮细胞具有增
殖抑制作用，呈时间和剂量依赖性，其作用不是由于
药物的毒性反应，因为在ＣＸＢ作用过程中细胞死亡
率＜５％ 。实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＰＣＮＡ 发现

ＣＸＢ作用囊肿衬里上皮细胞４８ｈ细胞中的ＰＣＮＡ
ｍＲＮＡ水平显著低于无血清对照组，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹

法检测囊肿衬里上皮细胞 ＰＣＮＡ 蛋白表达证明

ＣＸＢ能下调细胞 ＰＣＮＡ 的蛋白表达，以上说明，

ＣＸＢ能抑制细胞增殖的标记物ＰＣＮＡ的基因转录
和蛋白表达。

　　研究表明：多种细胞因子在多囊肾囊肿上皮形
成、囊液分泌、细胞外基质增生和血管极性改变等病
理生理过程中发挥着极其重要的作用，而ＶＥＧＦ在
细胞因子网络中居核心地位［１４，１５］。ＢｅｌｌｏＲｅｕｓｓ
等［１６］证明在体外培养的多囊肾囊肿衬里上皮分泌

ＶＥＧＦ１６５。本实验表明：不同浓度ＣＸＢ能抑制体
外培养囊肿衬里上皮细胞释放 ＶＥＧＦ，其中２×
１０－５ｍｏｌ／ＬＣＸＢ作用细胞４８ｈ的抑制作用最强，而
且该抑制作用具有时间和剂量依赖性。

　　ＭＡＰＫｓ是细胞内的一类丝氨酸／苏氨酸蛋白
激酶。研究证实，ＭＡＰＫｓ信号转导通路存在于大
多数细胞内，在将细胞外刺激信号转导至细胞及其
核内，并引起细胞生物学反应（如细胞增殖、分化、转
化及凋亡等）的过程中具有至关重要的作用。在哺
乳类细胞目前已发现存在着下述 ３ 条并行的

ＭＡＰＫｓ信号通路：ＥＲＫ（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ）信 号 通 路、ＪＮＫ／ＳＡＰＫ 通 路 和

ｐ３８ＭＡＰＫ通路，其中与ＥＲＫ相关的细胞内信号转
导途径被认为是经典 ＭＡＰＫ信号转导途径［１７］。研
究证实，ＶＥＧＦ能与囊肿衬里上皮表面受体（ＶＥＧ
ＦＲ１，２，３）结合，从而激活ＥＲＫ信号转导途径［１６］。

ＥＲＫｓ为脯氨酸导向的丝／苏氨酸激酶，可以磷酸化
与脯氨酸相邻的丝／苏氨酸。在丝裂原刺激后，

ＥＲＫｓ接受上游的级联反应信号，可以转位进入细
胞核。因此，ＥＲＫｓ不仅可以磷酸化胞质蛋白，而且
可以磷酸化一些核内的转录因子如ｃｆｏｓ、ｃＪｕｎ、

Ｅｌｋ１、ｃｍｙｃ和ＡＴＦ２等，从而参与细胞增殖与分化
的调控。本实验研究采用实时荧光定量ＰＣＲ检测
磷酸化 ＭＡＰＫ的含量，证实ＣＸＢ能减低囊肿衬里
上皮细胞中磷酸化 ＭＡＰＫ ｍＲＮＡ 水平，干扰

ＭＡＰＫ的磷酸化；应用蛋白免疫印迹法检测总

ＭＡＰＫ和磷酸化 ＭＡＰＫ蛋白水平，表明不同剂量
组的ＣＸＢ均能下调磷酸化 ＭＡＰＫ的表达，而对总

ＭＡＰＫ的表达无显著影响。根据以上研究推断，

ＣＸＢ能下调 ＶＥＧＦ的表达，使 ＶＥＧＦ与其受体结
合减少，抑制 ＭＡＰＫ的基因转录，干扰 ＭＡＰＫ蛋白
磷酸化，从而部分阻断 ＭＡＰＫ信号转导通路，起到
抑制囊肿衬里上皮细胞增殖的作用。
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