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选择性环氧合酶２抑制剂ＮＳ３９８体外抑制结肠癌细胞增殖和侵袭
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［摘要］　目的：观察环氧合酶２（ＣＯＸ２）抑制剂ＮＳ３９８对结肠癌细胞增殖、侵袭的影响，探讨ＣＯＸ２作为结肠癌治疗靶标的

可行性。方法：用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测结肠癌细胞ＣＷ２、ＣＯＬＯ３２０中ＣＯＸ２基因及蛋白的表达。ＭＴＴ法观察

ＮＳ３９８对ＣＯＬＯ３２０细胞增殖的抑制作用；体外细胞侵袭试验检测 ＮＳ３９８对细胞侵袭能力的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 ＮＳ

３９８对基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）表达的影响。结果：结肠癌细胞株ＣＷ２、ＣＯＬＯ３２０中ＣＯＸ２均有阳性表达。ＮＳ３９８能

抑制结肠癌细胞株ＣＯＬＯ３２０的生长，抑制作用具有时间、浓度依赖性。细胞侵袭试验表明，ＮＳ３９８体外能抑制结肠癌细胞

株ＣＯＬＯ３２０的侵袭。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明ＮＳ３９８可以抑制ＣＯＬＯ３２０中 ＭＭＰ２的表达。结论：ＣＯＸ２抑制剂ＮＳ３９８
体外可显著抑制结肠癌细胞的生长、侵袭，ＣＯＸ２可作为结肠癌治疗的靶点。
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　　人类环氧合酶２（ＣＯＸ２）基因位于一号染色体

１ｑ２５２ｑ２５３，ｍＲＮＡ 全长由４４６５个碱基组成，

ＣＤＳ区位于１３５～１９４９位，共编码６０４个氨基
酸［１］。ＣＯＸ２是一种多功能诱导表达的蛋白，在正
常生理状态下并不表达，是催化花生四烯酸合成前
列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）中的重要限速酶，其启动子上含
有２个核因子κＢ（ＮＦκＢ）位点，可调控ＣＯＸ２的转
录激活［２］。ＣＯＸ２主要定位于核膜，其催化产生的
前列腺素（ＰＧｓ）可以进入核内，调节靶细胞基因的

转录。ＣＯＸ２作为环氧合酶的可诱导形式，其表达
可参与多种病理生理过程，其高表达与炎症、疼痛、
肿瘤发生等存在密切关系。

　　ＣＯＸ２与多种恶性肿瘤的生长密切相关，且参
与了肿瘤血管生成，与肿瘤浸润和转移密切相
关［３６］；应用ＣＯＸ２抑制剂可干预肿瘤的生长及浸
润转移［７］。因此，本研究选择结肠癌细胞株作为研
究对象，观察ＣＯＸ２抑制剂 ＮＳ３９８对结肠癌细胞
株生长及浸润转移的影响，探讨将ＣＯＸ２作为结肠
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癌治疗靶点的可行性，为进一步研究奠定基础。

１　材料和方法

１１　主要材料及试剂　结肠癌细胞株ＣＷ２、ＣＯ
ＬＯ３２０购自中国科学院细胞库。ＲＰＭＩ１６４０培养
基、胎牛血清、胰蛋白酶购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ试
剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。兔抗人ＣＯＸ２多克隆抗
体、鼠抗人 ＭＭＰ２单克隆抗体，ＧＡＰＤＨ 抗体为

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。逆转录酶 ＭＭＬＶ购自Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司，ＲＮＡ 酶抑制剂购自 Ａｍｂｉｏｎ 公司；

ＭＴＴ试剂、ＮＳ３９８购自Ｓｉｇｍａ公司。ＭａｔｒｉｇｅｌＴＭ

细胞侵袭检测试剂盒购自ＢＤ公司。

１２　细胞培养　人结肠癌细胞系 ＣＷ２、ＣＯＬＯ
３２０用含有１０％胎牛血清的１６４０培养基（含青霉素

１００ＩＵ／ｍｌ和链霉素１００ＩＵ／ｍｌ）在３７℃、体积分数

５％ＣＯ２细胞培养箱中传代培养，取生长状态良好的
对数生长期细胞进行实验。

１３　ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达　ＣＯＸ２ＰＣＲ引物由
上海英骏生物技术有限公司合成，上游引物序列为

５′ＡＧＣＡＣＴＴＣＡＣＧＣＡＴＣＡＧ３′，下游引物序
列为５′ＣＣＡＧＡＣＣＡＡＡＧＡＣＣＴＣＣ３′，产物长
度２７６ｂｐ。ＴＲＩｚｏｌ试剂裂解细胞，提取细胞总

ＲＮＡ，异丙醇沉淀，溶于ＤＥＰＣ水，紫外分光光度计
测定Ｄ２６０／Ｄ２８０，均在１８～２０范围内，电泳检测完
整性。各总ＲＮＡ样品，取２μｇ以ｏｌｉｇｏｄＴ（１５）为
引物，用ＭＭＬＶ逆转录为ｃＤＮＡ，ＰＣＲ反应条件如
下，９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循
环３５次，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取１０μｌＰＣＲ产物
用１５％琼脂糖电泳，用溴化乙啶（ＥＢ）染色，凝胶成
像分析。

１４　ＣＯＸ２蛋白的表达　收集培养的细胞，用冰
冷的ＰＢＳ洗２次，加细胞裂解液０５ｍｌ（０１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，００１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７６），１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ（ｐＨ ８０），１ ｍｇ／Ｌ Ｌｅｕｐｔｉｎ，１００ ｍｇ／Ｌ
ＰＭＳＦ），冰上裂解３０ｍｉｎ，刮下细胞，收集到离心管
中，４℃、１４６００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ法蛋
白定量。取２５μｇ总蛋白变性１０ｍｉｎ后，进行１０％
聚丙烯酰胺凝胶电泳，蛋白电泳分离后，电转移至

ＰＶＤＦ膜。膜用含５％脱脂奶粉的ＴＢＳ室温封闭１
ｈ，然后在１∶４００稀释的一抗稀释液中，４℃孵育过
夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，再置于１∶２０００
稀释的二抗（ＨＲＰ羊抗兔ＩｇＧ）稀释液中，３７℃孵育

１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜４次，每次１０ｍｉｎ后，加入ＥＣＬ发
光剂显影曝光。

１５　细胞增殖实验　取对数生长期细胞，调节细胞

密度为１×１０６／ｍｌ，接种于９６孔板中，每孔２００μｌ，

２４ｈ后换液。空白细胞加无血清培养基，ＣＯＸ２抑
制剂组加无血清培养基及 ＮＳ３９８，ＮＳ３９８浓度为

０、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ，各组设３复孔。分别培养

２４、４８、７２ｈ后，每孔分别加入 ＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）２０μｌ，
继续培养４ｈ，吸出培养基，每孔加入ＤＭＳＯ２００μｌ，
振荡溶解１０ｍｉｎ左右，酶标仪测定５７０ｎｍ 处光密
度（Ｄ）值，减去背景Ｄ６３０，计算细胞生长抑制率，抑
制率＝（对照组平均Ｄ值－实验组平均Ｄ 值）／对照
组平均Ｄ值×１００％。

１６　细胞体外侵袭能力检测　肿瘤细胞体外侵袭
能力检测使用目前体外研究侵袭行为常用的 Ｍａｔｒｉ
ｇｅｌ胶质基底膜系统（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室）。实验分组：
对照组，２５、５０、１００μｍｏｌ／ＬＮＳ３９８，各组设３个复
孔。将对数生长期的细胞用胰酶消化后，用无血清
培养基洗２次，然后用含有上述浓度ＮＳ３９８无血清
培养基稀释，所得的细胞悬液以１×１０５每孔的密度
接种于上室，下室中加入０７５ｍｌ含５％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基，作为诱引物，置于３７℃、体积分
数５％ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ后，取出上室，用棉
签小心拭去底部胶，取下ＰＥＴ膜，甲醛固定，ＨＥ染
色，显微镜下计数，取四周和中间５个视野，计算平
均值并计算侵袭率。侵袭率（％）＝侵袭细胞数／迁
移细胞数×１００％。

１７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测细胞基质金属蛋白酶２
（ＭＭＰ２）表达　ＣＯＬＯ３２０细胞接种后，培养２４
ｈ，贴壁后，加入含有不同浓度 ＮＳ３９８的无血清培
养基培养２４ｈ，然后收集细胞，用冰冷的ＰＢＳ洗２
次，加细胞裂解液０５ｍｌ（配方同上），裂解３０ｍｉｎ，
离心取上清，并进行蛋白定量。取３０μｇ蛋白煮沸
变性后，进行１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳，然后电转
移至ＰＶＤＦ膜。膜经过含５％脱脂奶粉的 ＴＢＳ室
温封闭后，置于１∶５００稀释的一抗稀释液中，４℃孵
育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，再置于１∶５０００稀释的二
抗（ＨＲＰ羊抗鼠ＩｇＧ）稀释液中，３７℃孵育１ｈ，

ＴＢＳＴ洗膜后使用ＥＣＬ发光剂显影曝光。

１８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１０统计软件，Ｐ＜
００５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　人结肠癌细胞系ＣＷ２、ＣＯＬＯ３２０中ＣＯＸ２
表达　ＲＴＰＣＲ结果（图１）证实：人结肠癌细胞系

ＣＷ２、ＣＯＬＯ３２０存在ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达；Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ印迹结果（图２）证实ＣＯＸ２蛋白在上述细胞系
中均阳性表达。
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图１　ＲＴＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ１　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＯＸ２ｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＷ２ａｎｄＣＯＬＯ３２０ｃｅｌｌｓ
Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１：ＣＷ２ｃｅｌｌ；２：ＣＯＬＯ３２０ｃｅｌｌ

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果

Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＯＸ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ＣＷ２ａｎｄＣＯＬＯ３２０ｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

２２　ＮＳ３９８对 ＣＯＬＯ３２０细胞生长的影响　２５

μｍｏｌ／ＬＮＳ３９８作用２４ｈ后，细胞生长抑制率为

７６％（Ｐ＞００５）；而浓度５０、１００μｍｏｌ／Ｌ的ＮＳ３９８
对细胞的生长抑制作用与对照组比较均具有统计学

差异（Ｐ＜００５）。如图３所示，随着作用时间的延

长，药物对癌细胞的抑制率逐渐上升，呈时间依赖

性。细胞与药物共孵育２４ｈ，２５μｍｏｌ／ＬＮＳ３９８作

用细胞的生长抑制率仅为７６％，而作用７２ｈ，相同

药物浓度的抑制率达到２８９％。其他浓度的药物

作用效果类似。在相同作用时间下，２５、５０、１００

μｍｏｌ／Ｌ浓度梯度范围内，随着浓度的升高，其抑制

作用加强，如作用４８ｈ后，２５μｍｏｌ／Ｌ的抑制效率为

１７６％，而５０μｍｏｌ／Ｌ达到了５８９％，１００μｍｏｌ／Ｌ
更是高达７６２％。

２３　ＮＳ３９８抑制ＣＯＬＯ３２０细胞的侵袭作用　与
对照组（２５６％）相比，２５μｍｏｌ／ＬＮＳ３９８作用ＣＯ
ＬＯ３２０细胞２４ｈ后，侵袭率（２０３％）下降，但差异
无统计学意义；５０、１００μｍｏｌ／ＬＮＳ３９８作用２４ｈ
后，侵袭率降低至１０８％和６４％，与对照组相比差

异具有统计学意义（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１，图４）。

图３　ＮＳ３９８对ＣＯＬＯ３２０细胞增殖的影响

Ｆｉｇ３　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＣＯＬＯ３２０ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙＮＳ３９８
Ｐ＜００５ｖｓ０ｈ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图４　ＮＳ３９８对ＣＯＬＯ３２０细胞侵袭的影响

Ｆｉｇ４　ＮＳ３９８ａｆｆｅｃｔｓｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＣＯＬＯ３２０ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２４　ＮＳ３９８对ＣＯＬＯ３２０细胞 ＭＭＰ２表达的影
响　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果（图５）显示：５０μｍｏｌ／Ｌ
ＮＳ３９８处理后，ＣＯＬＯ３２０细胞 ＭＭＰ２含量明显
下降，１００μｍｏｌ／ＬＮＳ３９８对 ＭＭＰ２表达的抑制作
用更为明显，其抑制作用具有剂量效应关系。

图５　ＮＳ３９８对ＣＯＬＯ３２０细胞

ＭＭＰ２蛋白表达的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＳ３９８ｏｎｅｘｐｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＭＭＰ２ｉｎＣＯＬＯ３２０ｃｅｌｌｓ

３　讨　论

　　ＣＯＸ２是前列腺素合成过程中重要的限速酶，

ＣＯＸ２的表达可以促进肿瘤细胞的增殖、抵抗细胞
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凋亡，并参与诱导血管形成。人的很多癌前病变和
恶性肿瘤如Ｂａｒｅｅｔ食管、胃癌、食管癌、肝癌、膀胱
癌、口腔癌、前列腺癌、鼻咽癌、乳腺癌和非小细胞癌
等中都有ＣＯＸ２的高表达。本研究应用 ＲＴＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测了结肠癌细胞ＣＷ２、ＣＯＬＯ
３２０中ＣＯＸ２的表达水平，结果证实ＣＷ２、ＣＯＬＯ
３２０中ＣＯＸ２的ｍＲＮＡ水平和蛋白水平均高表达。

　　肿瘤细胞过度表达ＣＯＸ２可以导致促血管生
成因子释放［８］、抑制内皮细胞凋亡［９］、激活 ＭＭＰｓ
等［１０］，从而引起内皮细胞增殖，诱导肿瘤血管形成。
应用非类固醇类抗炎药物（ＮＳＡＩＤｓ）可以通过抑制

ＣＯＸ１和ＣＯＸ２发挥其抗血管生成作用。Ｔｓｕｊｉｉ
等［１１］的研究认为结肠癌细胞中ＣＯＸ２激活可促使
血管生成因子增多，后者可作用于内皮细胞诱导血
管生成。ＣＯＸ２抑制剂可以在不同类型肿瘤中以
不同的作用机制抑制肿瘤细胞生长。ＣＯＸ２特异
抑制剂ＳＣ２３６可通过上调凋亡蛋白Ｂａｋ的表达，促
进细胞色素Ｃ的释放，并最终激活ｃａｓｐａｓｅ３，诱导
胃癌细胞凋亡［１２］。在某些非侵袭性肿瘤细胞中

ＣＯＸ２抑制剂不引起细胞凋亡，但可以引起细胞滞
留在Ｇ０／Ｇ１期［１３］。本研究发现选择性ＣＯＸ２抑制
剂ＮＳ３９８可以剂量依赖和时间依赖性地抑制ＣＯ
ＬＯ３２０的增殖。

　　ＭＭＰｓ的表达也受到 ＣＯＸ２的调控，其中，

ＭＭＰ２可以特异性降解细胞外基质和基底膜的主
要成分Ⅳ型胶原，还可分解多种重要的生物活性分
子，与肿瘤侵袭能力密切相关［１４］。本研究利用体外
侵袭模型证实，ＮＳ３９８可以抑制 ＣＯＬＯ３２０的侵
袭，而这一效应可能与 ＭＭＰ２的表达下调有关。

　　本研究结果表明选择性ＣＯＸ２抑制剂ＮＳ３９８
可以抑制结肠癌细胞株ＣＯＬＯ３２０增殖和侵袭，提
示ＣＯＸ２可作为结肠癌治疗的靶点，为深入研究

ＣＯＸ２在结肠癌中的功能以及ＣＯＸ２选择性抑制
剂的抗肿瘤作用奠定了基础。

　　（志谢　本研究得到上海倍尼菲生物科技有限
公司王军、肖强老师的支持和帮助，在此表示感谢！）
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