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　　［摘要］　目的　探讨环氧化酶２（ＣＯＸ２）／前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）是否通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路调控人肠癌细胞血管内
皮生长因子（ＶＥＧＦ）的表达。方法　将ＰＧＥ２或ＣＯＸ２选择性抑制剂ＮＳ３９８作用ＬｏＶｏ细胞２４ｈ，采用蛋白质印迹法检测
ＣＯＸ２和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达；将ＰＧＥ２和（或）βｃａｔｅｎｉｎ／ｔｃｆ抑制剂ＦＨ５３５作用ＬｏＶｏ细胞２４ｈ，采用ＥＬＩＳＡ法检测ＶＥＧＦ表

达。以常规培养的ＬｏＶｏ细胞为对照。结果　与对照组比较，ＰＧＥ２能够上调 ＬｏＶｏ细胞中 ＣＯＸ２蛋白表达，同时上调

βｃａｔｅｎｉｎ在细胞总蛋白、细胞浆蛋白和核蛋白中的表达水平（分别是对照组的３．８倍、２．７倍和３．０倍，Ｐ 均＜０．０１）；ＣＯＸ２抑

制剂能够下调ＣＯＸ２蛋白表达，同时下调βｃａｔｅｎｉｎ在细胞总蛋白、细胞浆蛋白和核蛋白中的表达水平（分别是对照组的０．３
倍、０．３倍和０．２倍，Ｐ均＜０．０１）。与对照组比较，ＰＧＥ２能够上调ＬｏＶｏ细胞ＶＥＧＦ表达水平（是对照组的１．６倍，Ｐ＜０．０１）；

βｃａｔｅｎｉｎ／ｔｃｆ抑制剂能够下调ＶＥＧＦ表达（是对照组的０．６８倍，Ｐ＜０．０１）；将ＰＧＥ２和βｃａｔｅｎｉｎ／ｔｃｆ抑制剂同时作用ＬｏＶｏ细胞后

ＶＥＧＦ表达水平与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通过上调βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达，从而激活 Ｗｎｔ／

βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，上调ＶＥＧＦ表达，这可能是ＣＯＸ２／ＰＧＥ２促进大肠癌血管新生的机制之一。
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　　［中图分类号］　Ｒ７３５．３　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）１１１１７８０４

ＣＯＸ２／ＰＧＥ２ｒｅｇｕｌａｔｅｓＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

ＬＩＵＸｕａｎ１，ＬＩＤａｎｇｕａｎｇ２，ＺＨＯＵＬｉｈｏｎｇ１，ＷＡＮＧＹａｎ１，ＹＩＮＰｅｉｈａｏ１，ＪＩＱｉｎｇ１，ＦＡＮＺｈｏｎｇｚｅ１，ＬＩＱｉ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＩｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌＣａｎｃｅｒＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｈｉｎｅｓｅＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｐｕｔｕｏ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｈａｎｇｈａｉ

ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００６２，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲａｄｉｏｌｏｇｙ，ＪｉｌｉｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＣａｎｃｅｒＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ１３００１２，Ｊｉｌｉｎ，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１２０７２７　　　　［接受日期］　２０１２０９２４
［基金项目］　上海市自然科学基金 （０９ＺＲ１４２８５００）；上海市六院医疗集团项目（２０１１４００１）；上海市教委科研创新项目（１２ＹＺ０５８）；上海市普陀

区科委重点项目（２０１０ＰＴＫＷ００５）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＳｈａｎｇｈａｉ（０９ＺＲ１４２８５００），Ｓｈａｎｇｈａｉ６ｔｈＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ

ＭｅｄｉｃａｌＧｒｏｕｐＰｒｏｊｅｃｔ（２０１１４００１），ＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｒｏｇｒａｍｏｆＳｈａｎｇｈａｉＭｕｎｉｃｉｐａｌＥｄｕｃａｔｉｏｎＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（１２ＹＺ０５８），ａｎｄＫｅｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅ

ａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎｏｆＰｕｔｕｏＤｉｓｔｒｉｃｔ，Ｓｈａｎｇｈａｉ（２０１０ＰＴＫＷ００５）．
［作者简介］　刘　宣，博士生．Ｅｍａｉｌ：ｌｘｔｗ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１５２６６９７３１，Ｅｍａｉｌ：Ｌｚｗｆ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｗｈｅｔｈｅｒＣＯＸ２／ＰＧＥ２ｃａｎｒｅｇｕｌａｔｅｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｎｇＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＰＧＥ２ａｎｄ（ｏｒ）ＣＯＸ２

ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＳ３９８ｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｒｅａｔＬｏＶｏｃｅｌｌｓｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄｔｈｅｎＣＯＸ２ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．ＰＧＥ２ａｎｄ（ｏｒ）βｃａｔｅｎｉｎ／ｔｃｆｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＦＨ５３５ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｔｒｅａｔＬｏＶｏｃｅｌｌｓｆｏｒ２４ｈ，

ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥＧＦｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．ＲｏｕｔｉｎｅｌｙｃｕｌｔｕｒｅｄＬｏＶｏｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔａｋｅｎａｓｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＰＧＥ２ｎｏｔｏｎｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄＣＯＸ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｂｕｔａｌｓｏｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆβｃａｔｅｎｉｎ

ｉｎｔｈｅｔｏｔａｌｃｅｌｌ，ｃｙｔｏｓｏｌｉｃａｎｄｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｂｅｉｎｇ３．８ｆｏｌｄｓ，２．７ｆｏｌｄｓ，ａｎｄ３．０ｆｏｌｄｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，Ｐ＜

０．０１）．ＣＯＸ２ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｏｔｏｎｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄＣＯＸ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｂｕｔａｌｓｏｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆβｃａｔｅｎｉｎｉｎｔｈｅ

ｔｏｔａｌｃｅｌｌ，ｃｙｔｏｓｏｌｉｃａｎｄｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｂｅｉｎｇ０．３ｆｏｌｄｓ，０．３ｆｏｌｄｓ，ａｎｄ０．２ｆｏｌｄｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＰＧＥ２ｉｎｃｒｅａｓｅｄＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（ｂｅｉｎｇ１．６ｆｏｌｄｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，Ｐ＜０．０１），ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎ／ｔｃｆ

ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｄｅｃｒｅａｓｅｄＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（ｂｅｉｎｇ０．６８ｆｏｌｄｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，Ｐ＜０．０１）．ＣｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＬｏＶｏ

ｃｅｌｌｓｗｉｔｈβｃａｔｅｎｉｎ／ｔｃｆｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄＰＧＥ２ｓｈｏｗｅｄｎｏｇｒｅａｔｅｆｆｅｃｔｏｎＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣＯＸ２／ＰＧＥ２ｃａｎ

ｉｎｃｒｅａｓｅβｃａｔｅｎｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ，ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙａｃｔｉｖａｔｅＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙａｎｄｐｒｏｍｏｔｅＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｗｈｉｃｈ



第１１期．刘　宣，等．ＣＯＸ２／ＰＧＥ２激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路调控人肠癌细胞ＶＥＧＦ表达 ·１１７９　 ·

ｍｉｇｈｔｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｆｏｒＣＯＸ２／ＰＧＥ２ｉｎｄｕｃｅｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ；ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１１）：１１７８１１８１］

　　大肠癌是临床上常见的恶性肿瘤之一，其发病
率和病死率呈逐年上升趋势［１］。目前大肠癌的治疗
主要采用以手术为主的综合治疗，但复发率高，主要
原因是由于肿瘤血管新生导致的肿瘤向其他脏器组

织侵袭、转移［２］。血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是一种有效的血管形
成和血管通透性诱导因子，研究［３］发现大肠癌中

ＶＥＧＦ表达升高，并与环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ
２，ＣＯＸ２）过表达密切相关，但其机制尚不明确。前
列腺素Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）是ＣＯＸ２催化
花生四烯酸生成的主要产物，也是ＣＯＸ２发挥生物
学作用的主要信使。在体外，ＣＯＸ２选择性非甾类
抗炎药能够抑制ＣＯＸ２诱导的内皮细胞增殖、迁移
和血管管腔形成，而非甾类抗炎药抑制血管形成的作
用可以被ＰＧＥ２逆转［４］。近年来研究［５］发现，在肠道
肿瘤形成过程中ＣＯＸ２／ＰＧＥ２与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路
密切相关，并且 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路下游的转录因
子Ｔ细胞因子／淋巴增强因子（ＴＣＦ／ＬＥＦ）可以上调

ＶＥＧＦ表达［６７］。为了探讨ＣＯＸ２／ＰＧＥ２调控 ＶＥＧＦ
表达的信号转导机制，本研究采用ＰＧＥ２和ＣＯＸ２选
择性抑制剂ＮＳ３９８、βｃａｔｅｎｉｎ／ｔｃｆ抑制剂ＦＨ５３５作用
人肠癌细胞，研究 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在ＣＯＸ２／

ＰＧＥ２调控ＶＥＧＦ表达中的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＰＧＥ２、ＮＳ３９８购自美国Ｓｉｇｍａ公
司；ＦＨ５３５购自德国Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司；细胞裂解
液、ＳＤＳＰＡＧＥ试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒均购自
碧云天科技有限公司；细胞核蛋白与浆蛋白抽提试剂
盒购自美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；兔抗人ＣＯＸ２、βｃａｔｅｎｉｎ
和βａｃｔｉｎ单克隆抗体、鼠抗人增殖细胞核抗原（ＰＣ
ＮＡ）单克隆抗体、ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ、ＨＲＰ标记
的羊抗鼠ＩｇＧ均购自美国ＣＳＴ公司；人ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ
试剂盒购自美国ＢｉｏＳｏｕｒｃｅｓ公司。

１．２　人肠癌细胞培养　人肠癌ＬｏＶｏ细胞购自中
国科学院上海细胞生物学研究所，用含１０％胎牛血
清、１．５ｇ／Ｌ碳酸氢钠、２ｍｍｏｌ／ＬＬ谷氨酰胺的

Ｆ１２Ｋ培养液，置于３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度的培养
箱中培养。

１．３　蛋白质印迹法检测ＰＧＥ２、ＮＳ３９８作用后细胞
中ＣＯＸ２、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达　取常规培养的处于
对数生长期的人肠癌 ＬｏＶｏ细胞，分为３组：对照

组、ＰＧＥ２（５μｍｏｌ／Ｌ）组、ＮＳ３９８（２０μｍｏｌ／Ｌ）组，作
用２４ｈ后提取蛋白。细胞总蛋白抽提步骤：预冷的

ＰＢＳ清洗细胞２次，加入预冷的含蛋白酶抑制剂的
裂解液，用预冷的细胞刮将培养瓶壁上的贴壁细胞
刮下来，将细胞悬浮液转移到离心管中，冰浴下摇动

３０ｍｉｎ进行裂解，之后４℃、１５０００×ｇ离心５ｍｉｎ，
取上清于－８０℃保存待用；细胞浆蛋白与核蛋白抽
提步骤：用预冷的ＰＢＳ清洗细胞２次，用含蛋白酶抑
制剂的预冷ＰＢＳ刮下细胞，４℃、２５０×ｇ离心５ｍｉｎ
收集细胞，加入预冷的细胞裂解液（使用前每毫升细
胞裂解液中加入１０μｌ０．１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ，１５μｌ蛋白
酶抑制剂），旋涡剧烈振荡１５ｓ，放置冰上１０～１５
ｍｉｎ，再漩涡震荡；分离细胞浆蛋白和核蛋白，４℃、

５００×ｇ离心７ｍｉｎ，之后再分别纯化细胞浆蛋白和
核蛋白。ＢＣＡ分析试剂测定蛋白浓度。取５０μｇ蛋
白在ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，电转移至

ＰＶＤＦ膜，将膜用５％ＢＳＡ 溶液封闭，然后加入一
抗，４℃过夜；ＴＢＳ／Ｔ洗膜３次，每次５ｍｉｎ，再加入

ＨＲＰ标记的二抗，室温孵育膜１ｈ，ＴＢＳ／Ｔ洗膜３
次，每次５ｍｉｎ；之后按１１加入 ＡＢ荧光底物，显
影，定影，并分析其灰度值。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测ＰＧＥ２、ＮＳ３９８、ＦＨ５３５作用后细
胞培养上清中ＶＥＧＦ表达　取常规培养的对数生长
期人肠癌ＬｏＶｏ细胞，调整细胞密度至１×１０５／ｍｌ，
以每孔５００μｌ的量接种于２４孔细胞培养板中，置于

５％ＣＯ２、饱和湿度、３７℃培养箱中培养。待细胞贴
壁后，用无血清培养液处理细胞１２ｈ，之后分别更换
为完全培养液，分为５组：对照组、ＰＧＥ２（５μｍｏｌ／Ｌ）
组、ＮＳ３９８（２０μｍｏｌ／Ｌ）组、ＦＨ５３５（１５μｍｏｌ／Ｌ）组、

ＦＨ５３５（１５μｍｏｌ／Ｌ）＋ＰＧＥ２（５μｍｏｌ／Ｌ）组。分别
在作用２４ｈ后收集培养上清，１０００×ｇ 离心１０
ｍｉｎ，分装到无菌管中。按人 ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒
说明书检测细胞培养液中ＶＥＧＦ的表达情况。

１．５　统计学处理　数据以珔ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０
软件进行统计分析。方差齐性检验后，多组样本均数
比较用单因素方差分析，均数间两两比较采用Ｎｅｗ
ｍａｎＫｅｕｌｓ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＣＯＸ２／ＰＧＥ２对人肠癌细胞ＣＯＸ２、βｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达的影响　蛋白质印迹结果（图１）显示，与正
常培养的对照组细胞比较，ＰＧＥ２（５μｍｏｌ／Ｌ）能够上
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调ＣＯＸ２在细胞总蛋白中的表达水平（是对照组的

３．７倍，Ｐ＜０．０１），同时上调βｃａｔｅｎｉｎ在细胞总蛋
白、细胞浆蛋白和核蛋白中的表达水平（分别是对照
组的３．８倍、２．７倍和３．０倍，Ｐ 均＜０．０１）；而相反

ＣＯＸ２选择性抑制剂ＮＳ３９８（２０μｍｏｌ／Ｌ）能够下调

ＣＯＸ２蛋 白 表 达 水 平 （是 对 照 组 的 ０．４ 倍，

Ｐ＜０．０１），同时下调βｃａｔｅｎｉｎ在细胞总蛋白、细胞

浆蛋白和核蛋白中的表达水平（分别是对照组的０．３
倍、０．３倍和０．２倍，Ｐ 均＜０．０１）。提示ＰＧＥ２能够
上调人肠癌 ＬｏＶｏ细胞中 ＣＯＸ２表达，进而上调

βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白表达水平，促使βｃａｔｅｎｉｎ在细胞浆
累积并向细胞核移位，从而激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路。

图１　ＣＯＸ２和βｃａｔｅｎｉｎ在ＬｏＶｏ细胞中的表达

Ｆｉｇ１　ＣＯＸ２ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓ
Ａ：ＣＯＸ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＬｏＶｏｃｅｌｌｓ；Ｂ：βｃａｔｅｎｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＬｏＶｏｃｅｌｌｓ；Ｃ：βｃａｔｅｎｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｙｔｏｓｏｌｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎｏｆＬｏＶｏｃｅｌｌｓ；Ｄ：βｃａｔｅｎｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎｏｆＬｏＶｏｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路调
节ＶＥＧＦ表达　ＥＬＩＳＡ检测结果（图２）显示，与对
照组比较，ＰＧＥ２（作用浓度５μｍｏｌ／Ｌ）能够上调

ＶＥＧＦ表达水平（是对照组的１．６倍，Ｐ＜０．０１）；与
之相反ＣＯＸ２选择性抑制剂 ＮＳ３９８（作用浓度２０

μｍｏｌ／Ｌ）能够下调ＶＥＧＦ水平（是对照组的０．７倍，

Ｐ＜０．０１）；βｃａｔｅｎｉｎ／ｔｃｆ抑制剂ＦＨ５３５（作用浓度

１５μｍｏｌ／Ｌ）能够下调ＶＥＧＦ表达（是对照组的０．６８
倍，Ｐ＜０．０１）；将βｃａｔｅｎｉｎ／ｔｃｆ抑制剂 ＦＨ５３５和

ＰＧＥ２同时作用ＬｏＶｏ细胞后，ＶＥＧＦ表达水平与对
照组相比无明显变化（Ｐ＞０．０５）。提示 ＣＯＸ２／

ＰＧＥ２可能通过激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路上调人
肠癌ＬｏＶｏ细胞ＶＥＧＦ表达水平。

图２　ＰＧＥ２、ＮＳ３９８、ＦＨ５３５作用后

ＬｏＶｏ细胞中ＶＥＧＦ的表达

Ｆｉｇ２　ＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈＰＧＥ２，ＮＳ３９８，ａｎｄＦＨ５３５

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＰＧＥ２．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＣＯＸ２是催化花生四烯酸产生前列腺素（ｐｒｏｓ
ｔａｇｌａｎｄｉｎｓ，ＰＧｓ）的关键限速酶之一，当细胞受到各
种刺激因素包括生长因子、细胞因子、炎性介质等作

用时，ＣＯＸ２的表达迅速上调，ＰＧＥ２是ＣＯＸ２催化

花生四烯酸生成的主要产物。Ｔｓｕｊｉｉ等［８］发现转染

ＣＯＸ２基因的ＣａＣｏ２结肠癌细胞株，在体外培养
时产生的ＶＥＧＦ、Ａｎｇ２等血管生成因子量比未转
染的细胞株增加４～８倍，而ＣＯＸ２抑制剂可使其
恢复基础水平。Ｆｕｋｕｄａ等［９］发现ＰＧＥ２能够上调人
结肠癌细胞ＶＥＧＦ表达水平。说明ＣＯＸ２的过度
表达与结直肠癌的发生发展密切相关，其可能通过
促进肿瘤血管新生促进肿瘤的发生发展。本实验研

究也发现，ＰＧＥ２能够上调ＬｏＶｏ细胞的ＣＯＸ２和

ＶＥＧＦ蛋白表达，而ＣＯＸ２抑制剂 ＮＳ３９８能够下
调ＶＥＧＦ表达。但ＣＯＸ２的过表达是否与 ＶＥＧＦ
等促血管生成因子的升高直接相关，是通过什么信
号途径实现的，其机制尚不清楚。

　　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路与大肠癌等多种肿瘤
发生、发展密切相关。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的关
键分子是βｃａｔｅｎｉｎ，当 Ｗｎｔ信号通路激活时，β
ｃａｔｅｎｉｎ从其结合蛋白Ａｘｉｎ中释放，在胞浆中堆积，
并转入细胞核，与 ＴＣＦ／ＬＥＦ 结合，激活靶基因
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ＶＥＧＦ、ｃｙｃｌｉｎｙ Ｄ１、ｃｍｙｃ 和 ｍａｔｒｉｌｙｓｉｎ 等 的 转
录［１０１１］。Ｋａｗａｓａｋｉ等［１２］研究发现 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路中的βｃａｔｅｎｉｎ基因的激活伴随ＣＯＸ２的
过表达；并且细胞质中βｃａｔｅｎｉｎ能使ＣＯＸ２基因

ｍＲＮＡ稳定表达［１３］。研究［６］发现在大肠癌细胞中

ＰＧＥ２能够激活Ｇ蛋白偶联受体ＥＰ２，它含有与Ａｘ
ｉｎ结合位点，使ＧＳＫ３和 Ａｘｉｎ从破坏复合体中释
放，导致βｃａｔｅｎｉｎ积聚。ＡＰＣ基因突变能够上调

ＴＣＦ转录活性，增加ＣＯＸ２和ＰＧＥ２表达水平［１４］，
而ＣＯＸ２／ＰＧＥ２又能通过ｃＡＭＰ／ＰＫ通路进一步上
调βｃａｔｅｎｉｎ／ＴＣＦ转录活性

［１５］。说明在肠道肿瘤形
成过程中 ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路与 ＡＰＣ／βｃａｔｅｎｉｎ／

ＴＣＦ通路密切相关。本研究发现，ＰＧＥ２能够上调人
肠癌人肠癌细胞βｃａｔｅｎｉｎ蛋白在细胞核中的表达
水平，从而激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，抑制

ＣＯＸ２表达可以抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路。同
时，ＰＧＥ２能够上调ＬｏＶｏ细胞的 ＶＥＧＦ表达水平；
而抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路后，ＰＧＥ２对 ＶＥＧＦ
表达水平无明显影响，说明ＰＧＥ２／ＣＯＸ２可能通过
激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路调控ＶＥＧＦ表达。

　　综上所述，本研究结果表明ＣＯＸ２／ＰＧＥ２ 通过
上调βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达，从而激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路，上调 ＶＥＧＦ 表达，这可能是 ＣＯＸ２／

ＰＧＥ２ 促进大肠癌血管新生的机制之一。
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