
书书书

经验交流 文章编号：１０００５４０４（２０１４）１７１８６２０２
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ｈｔｍｌ（２０１４０５１６）

　　胃癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一。目前，胃癌的
治疗仍以手术和化疗为主，但５年生存率不足３０％［１］。丹参酮

是从丹参中提取的化合物，其中丹参酮ⅡＡ（ＴａｎⅡＡ）是脂溶
性成分的代表。研究发现，ＴａｎⅡＡ抑制胃癌细胞生长、促进胃
癌细胞凋亡［２］。但药物作用具有多靶点多途径的特点，因此，

本研究观察ＴａｎⅡＡ体外对胃癌细胞生长及环氧合酶２（ｃｙｃｌｏｏ
ｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）表达的影响。

１　材料与方法

１．１　药物及试剂
　　人胃癌细胞株 ＳＧＣ７９０１购自中科院上海细胞所，胎牛血
清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＭＴＴ和 ＴａｎⅡＡ（纯度 ＞９９％）购自
Ｓｉｇｍａ公司，塞来昔布购自美国辉瑞公司；ＣＯＸ１、ＣＯＸ２抗体
购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪为美国 ＡＢＩ公司产品，
电泳和转膜系统为ＢｉｏＲａｄ公司产品。
１．２　细胞培养
　　ＳＧＣ７９０１细胞在ＲＰＭＩ１６４０培养基中常规培养，传代。实
验分组：对照组加入０．１％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），丹参酮ⅡＡ组
中加入１、２、４ｍｇ／ＬＴａｎⅡＡ，阳性对照组加入５０μｍｏｌ／Ｌ塞来
昔布处理细胞 ４８ｈ，进行 ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ实验。
１．３　ＭＴＴ检测
　　细胞以５×１０３／孔接种于９６孔板，２４ｈ后，实验组加入Ｔａｎ
ⅡＡ（０．５、１、２、４ｍｇ／Ｌ）作用２４、４８ｈ和７２ｈ，阳性对照组加入
５０μｍｏｌ／Ｌ塞来昔布，溶剂对照加入０．１％ ＤＭＳＯ。每组设置
６个复孔。于实验结束前４ｈ加入２０μＬ的ＭＴＴ（浓度为５ｇ／Ｌ），
４ｈ后更换为１５０μＬＤＭＳＯ，室温振荡１５ｍｉｎ，用酶标仪于波长
４９０ｎｍ测吸光度值［Ｄ（４９０）］。实验重复３次。
１．４　总ＲＮＡ提取及ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测
　　提取各组细胞总 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，进行 ｑＰＣＲ反应。
设计引物：ＣＯＸ２上游 ５′ＣＣＣＴＴＣＴＧＣＣＴＧＡＣＡＣＣＴＴ３′，下游
５′ＴＣＣＴＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡＡＣＣＣＴ３′，片段大小１５０ｂｐ；ＣＯＸ１上游
５′ＴＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡＡＧＴＴＣＡＴＡＣＣ３′，下游５′ＧＧＡＣＣＣＡＴＣＴＴ
ＧＣＣＡＧＡＡＧＴ３′，片段大小 １１９ｂｐ；内参 ＧＡＰＤＨ上游引物 ５′
ＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧ３′，下游引物 ５′ＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴ
ＴＣＴＴＧＡＴＧ３′，片段大小１２１ｂｐ。根据实时荧光定量扩增曲线
获取目的基因和内参基因的 Ｃｔ值，以目的基因表达的相对定

量值进行统计学分析。实验重复３次。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　冰上裂解细胞３０ｍｉｎ，间断涡旋混匀。８０００×ｇ、４℃离心
取上清。上清液经ＢＣＡ试剂盒定量后，每组取５０μｇ总蛋白经
ＳＤＳＰＡＧＥ分离后转到 ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶粉室温封闭
１ｈ，ＣＯＸ２（１∶３００）、ＣＯＸ１（１∶４００）特异性一抗４℃过夜，辣根
过氧化酶标记的相应的二抗（１∶５０００）室温孵育２ｈ。ＥＣＬ法
检测结合的目的条带。用目标蛋白吸光度值／内参照 ＧＡＰＤＨ
吸光度值进行统计比较。实验重复３次。

１．６　ＥＬＩＳＡ测定前列腺素Ｅ２的生成
　　２４孔板每孔接种１×１０５／ｍＬ细胞，细胞贴壁后按１．２实验
分组处理细胞。２４ｈ后收集各组细胞培养基，按说明书操作测
定前列腺素Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）的生成。每组设置６个
复孔。实验重复３次。

１．７　统计学分析
　　计数数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行单因素分
析和Ｄｕｎｎｅｔｔ检验。

２　结果

２．１　ＴａｎⅡＡ抑制细胞增殖
　　ＭＴＴ结果显示１、２、４ｍｇ／ＬＴａｎⅡＡ作用 ＳＧＣ７９０１细胞
２４、４８、７２ｈ后，以浓度和时间依赖的方式抑制细胞增殖（Ｐ＜
００５，图１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与同组２４ｈ比较；ｃ：Ｐ＜
００５，与同组４８ｈ比较

图１　ＴａｎⅡＡ对ＳＧＣ７９０１细胞增殖的影响

２．２　ＴａｎⅡＡ抑制胃癌细胞ＣＯＸ２转录
　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，１、２、４ｍｇ／ＬＴａｎⅡＡ作用于 ＳＧＣ７９０１
细胞４８ｈ，ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达明显下降（Ｐ＜０．０５），ＣＯＸ１的
ｍＲＮＡ表达无变化（图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图２　ＴａｎⅡＡ对ＳＧＣ７９０１细胞ＣＯＸ２、ＣＯＸ１ｍＲＮＡ表达的影响

２．３　ＴａｎⅡＡ抑制胃癌细胞ＣＯＸ２翻译
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示１、２、４ｍｇ／ＬＴａｎⅡＡ作用于 ＳＧＣ
７９０１细胞４８ｈ，ＣＯＸ２蛋白表达明显下降（Ｐ＜０．０５），ＣＯＸ１
的蛋白表达无变化（图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１：对照组；２：塞来昔布处理组；３：１ｍｇ／ＬＴａｎ
ⅡＡ组；４：２ｍｇ／ＬＴａｎⅡＡ组；５：４ｍｇ／ＬＴａｎⅡＡ组；Ｂ：半定量分析
　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图３　丹参酮ⅡＡ对ＳＧＣ７９０１细胞ＣＯＸ２、ＣＯＸ１蛋白表达水平的影响

２．４　ＴａｎⅡＡ对胃癌细胞ＣＯＸ２活性的影响
　　ＥＬＩＳＡ结果显示，１、２、４ｍｇ／ＬＴａｎⅡＡ孵育ＳＧＣ７９０１细胞
４８ｈ可明显抑制ＰＧＥ２的生成（Ｐ＜０．０５，图４）。
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１：对照组；２：塞来昔布处理组；３：１ｍｇ／ＬＴａｎⅡＡ组；４：２ｍｇ／ＬＴａｎ

ⅡＡ组；５：４ｍｇ／ＬＴａｎⅡＡ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图４　ＴａｎⅡＡ对ＳＧＣ７９０１细胞ＰＧＥ２的影响

３　讨论

　　ＣＯＸ是前列腺素合成的一类关键酶，至少存在两个亚型：

ＣＯＸ１在多种组织中均持续稳定的表达；ＣＯＸ２为诱导形

式［３］，在正常组织中不表达或表达量极低，在多种消化道肿瘤

如胃癌中表达上调。目前认为 ＣＯＸ２可能通过多种机制参与

肿瘤的形成［４］。ＣＯＸ２抑制剂塞来昔布、美洛昔康及尼美舒利

等可抑制癌细胞生长，但具有明显的心血管副作用。

　　ＴａｎⅡＡ具有广泛的生理作用，如抗炎和抗氧化［５］等。近

来发现，ＴａｎⅡＡ有明显的抗癌活性［６］。本研究表明１ｍｇ／Ｌ及

以上浓度 ＴａｎⅡＡ可时间和剂量依赖地抑制细胞增殖。由于

ＰＧＥ２可促进胃癌细胞生长［７］，因此，ＣＯＸ２常作为防治疗肿瘤

的潜在靶标［８］。本研究发现，ＴａｎⅡＡ抑制了 ＣＯＸ２的表达和

活性，而对ＣＯＸ１表达无影响。由于 ＣＯＸ１属于结构型基因，

在胃、肾、血小板、内皮细胞和巨噬细胞中呈结构性表达，参与

体内基础前列腺素的合成，完成正常的生理活动。该结果说明

ＴａｎⅡＡ在抑制胃癌细胞增殖的同时还可能避免 ＣＯＸ１来源

的前列腺素抑制相关的副作用的发生。以上结果表明，ＴａｎⅡ
Ａ对ＣＯＸ２表达及活性的抑制，是其抑制胃癌增殖的原因之

一。ＴａｎⅡＡ可能作为候选药物用于胃癌治疗。
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