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Darbufelone对胃癌 SGC一7901细胞侵袭转移能力的影响 

石建华，刘纯伦，罗 访，潘 敏，徐晓萌 

(重庆医科大学附属第一医院消化内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察环氧合酶一2／5一脂氧合酶(COX一2／5一LOX)双重抑制剂Darbufelone对人胃癌 SGC一7901细胞异质粘附、侵 

袭、迁移、血管形成能力的影响，并初步探讨其可能机制。方法：用 Darbufelone处理 SGC一7901细胞，MTT法检测其粘附能力的变 

化；TranswellChamber膜侵袭系统观察其侵袭和迁移能力的改变；观察 SGC一7901细胞条件培养基诱导内皮细胞形成血管管腔 

能力；RT—PCR和免疫细胞化学分析 SGC一7901细胞中骨桥蛋白 (Osteopontin，OPN)和基质金属蛋白酶 一2(Matrix metalloprotei 

nases一2，MMP一2)的 mRNA与蛋白表达变化。结果：经 1．5 X 10 mol／L的 Darbufelone处理后，SGC一7901细胞粘贴率明显降低 

(P<0．05)，游走穿膜细胞数(93．00±6．56)、侵袭穿膜细胞数(50．00±3．67)均显著低于对照组(143．00±9．82，82．00±7．14，P<0．01)； 

诱导内皮细胞形成血管管腔数(82．70±4．58)与管腔长度【(172．20±6．41) m】均较对照组[142．O0±5．86，(214．60±9．44) m】显 

著减少(P<0．01)；OPN和 MMP一2的 mRNA表达(0．34±0．03、0．33±0．04)与蛋白表达(0 18±0．01、0．26±0．02)分别较对照组的 

mRNA表达(0．54±0．01、0．57±0．09)和蛋白表达(0．26±0．03、0．33±0．03)明显降低(P<O．05)。结论：COX一2／5一LOX双重抑制剂 

Darbufelone能有效抑制 SGC一7901细胞的侵袭转移，其作用机制可能与抑制 OPN和 MMP一2的表达有关。 
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I nhibition of gastric cancer cells jnvasion and metastasis by Darbufelone jn vitro 
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【Abstract】Objective：To study the effects of Darbufelone O13 the invasion and metastasis of human gastric cancer cells SGC一7901 in vitro． 

Methods：The adhesion ability was determined by MTF．Invasion and metastasis was observed in Transwell Chamber membrane invasion 

culture system．The capability of SGC一790 l cell condition medium in inducing endothelial cell to form  blood vessel in 24 well plate was 
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detected．RT—PCR and cell—immunohistoehemistry were used to 

observe the expressions of OPN and MMP一2．Results：In the 

membrane invasion culture system，the numbers of invading and 

migrating SGC一7901 cells were significantly lower in Darbufelone 

异常增生，6周时呈中度异常增生，8周时呈重度异常增生 ， 

部分出现原位癌的表现，10周时上皮已发生癌变 ，且基底膜 

欠完整，癌细胞侵入黏膜下组织，12周时表现为浸润接近肌 

层的高分化鳞状细胞癌。该研究从肉眼下组织学改变和光镜 

下显微组织学改变两方面对金黄地 鼠颊囊黏膜癌变过程多 

阶段 、多步骤的连续动态观察分析，为临床医师在临床上对 

OSCC的早期诊断提供指导，为阐明口腔黏膜癌变的发病机 

制和治疗提供有效的方法和思路，同时也为进一步从基因组 

学和蛋白质组学进行多阶段 、多步骤的深入研究提供时间分 

期基础 
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treated groups compared with those in the control groups(P<0．05)．The vessel number and the length of vessel were significantly lower in 

Darbufelone treated groups compared with those in the control groups(P<0．05)．The adhesion rate，OPN and MMP一2 expression were down 

regulated in Darbufelone groups(P<0．05)．Conclusion：Darbufelone can inhibit the migration and invasion of SGC一7901 cells in vitro， 

probably via down-regulation of OPN and MMP一2． 

【Key words】SGC一7901 cells；COX一2；5-LOX；Invasion；Metastasis 

花生四烯酸(Arachidonic acid，AA)是含二十碳的不饱和 

脂肪酸，其代谢产物是多种肿瘤的高危因素，环氧合酶 一2 

(COX一2)、5一脂氧合酶(5一LOX)是 AA代谢途径的关键酶，研 

究表明COX一2和5-LOX参与多种肿瘤的发生、发展和转移 ， 

我们的前期研究表明COX一2／5一LOX双重抑制剂对 SGC一7901 

细胞有增殖抑制和诱导凋亡的作用 ，也有研究显示选择性 

COX一2抑制剂对胰腺癌细胞侵袭力有抑制作用阁，但 COX一 

2／5一LOX双重抑制剂是否对胃癌的侵袭转移有抑制作用以 

及其作用机制目前尚未见报道。本研究选用 COX一2／5一LOX 

双重抑制剂--Darbufelone，观察其对 胃癌 SGC一7901细胞侵 

袭转移的影响，初步探讨其可能的机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人胃癌细胞株 SGC～7901、小鼠成纤维细胞株 NIH3T3、 

人脐静脉内皮细胞株 ECV304均由重庆市神经病学重点实 

验室传代培养 ；Darbufelone购 自北京高盟化工有限公司 ； 

RPMII640培养液购自Gibco公司；新生牛血清购自杭州四季 

清公司；TranswellChamber购自CostarUSA，膜孔径 8 IXm；细 

胞外基质(Extracellular matrix，ECM)购自sigma公司。鼠抗人 

骨桥蛋白(Osteopontin，OPN)和 MMP一2单抗、SP试剂盒 、DAB 

显色剂均购 自北京中杉生物有限公司；RT—PCR试剂盒购 自 

Takara公司，PCR引物由上海生物工程有限公司合成。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 SGC一7901细胞、NIH3T3细胞、ECV304细 

胞均用含 10％／J~牛血清的 RPMI1640，37℃、5％C0 常规培 

养。 

1．2．2 药物浓度和作用时间的选取 本课题组前期研究表 

明 Darbufelone呈时间和剂量依赖性抑制 SGC一7901细胞增 

殖生长，24、48、72 h的 Ic50值分别为 6．1 X 10 mol／L、5．0× 

10-5 m01／L、3．0×10-5 mol／L。故选取72 h及其 1，2 Ic∞(1．5× 

10-5 mol，L』)的Darbufelone作为本研究的作用时间和药物浓 

度。 

1．2．3 条件培养基收集 

1．2．3．1 SGC一7901细胞上清收集 取对数生长期 SGC一7901 

细胞，配成浓度为 2 X 10s个／ml的细胞悬液，取细胞悬液 5 ml 

置培养瓶内，处理组加入终浓度为 1．5×10 mol／L的Dar— 

bufelone,对照组加入等体积无血清RPMI1640，常规培养，72 

h后倾去培养液，换用无血清 RPMI1640继续培养，24 h后收 

集上清，离心(1 500 r／min，10min)，过滤，备用。 

1．2．3．2 小鼠成纤维细胞 NIH3T3细胞上清收集 取对数生 

长期NIH3T3细胞，无血清RPMI1640培养 24 h后收集上 

清，离心(1 500 r／min，10 rain)，过滤，备用。 

1．2．4 MTI"法检测 Darbufelone对 SGC一7901细胞异质粘附 

能力的影响 取对数生长期SGC一7901细胞，处理组加入终 

浓度为 1．5 X 10 nlo]／L的 Darbufelone，对照组加人等体积无 

血清 RPMII640，培养 72 h后 ，取各组细胞进行粘附能力测 

定：0．1％胰蛋白酶消化，配成 5 X 10s个／ml的细胞悬液，每孔 

0．2 ml细胞悬液加人 96孔培养扳(每孑L 10 l ECM，紫外光 

消毒灭菌)常规培养，每组细胞均设 3O、60、90、120 min组及 

本组内对照组，每组 8个平行孔，分别于 30、6O、90、120min 

吸出培养液及悬浮细胞 ，加 0．2 ml无血清 RPMI1640，120 

min后离心(1 500 r／min 10 min)，吸去各组上清，加 0．2 ml无 

血清 RPMI1640，20 l 5 mg／ml M，rr继续培养 ，4 h后离心(1 

500 r／min 10min)，吸去上清，加200 l二甲亚砜，自动酶标 

读数仪(Bio—Rad一550型，美国，波长570 nm)测定A值，粘贴 

率 =At／A本组内对照组 ×100％，t=30、60、90、120 min，粘附 

抑制率(IR％)=『(对照组粘贴率 一处理组粘贴率)／对照组粘 

贴率]×100％，实验重复 3次。 

1．2．5 Transwell Chamber膜侵袭系统检测 Darbufelone对SGC 

一 7901细胞侵袭迁移能力的影响 取对数生长期 SGC一7901 

细胞，处理组加入终浓度为 1．5 X 10 mol／L的 Darbufelone， 

对照组加人等体积无血清 RPMI1640，72 h后取各组细胞进 

行侵袭迁移能力测定 ：每组 5个 TransweH Chamber(每室 

4O 1 ECM均匀铺于膜上，紫外光消毒灭菌)，每室 0．2 ml细 

胞悬液 (含 2X 10 个细胞)。小室下每孔 0．6mlNIH3T3细胞 

条件培养液。24 h后取出Transwell Chamber，擦净小室内细 

胞及 ECM，95％酒精固定 ，HE染色，切下聚碳酸酯膜，晾干， 

中性树胶封片。光镜下每膜随机计数上下左右中5个不同视 

野的细胞数，取其均值，并计数小室下孔内细胞数。侵袭细胞 

数 =小室膜粘附细胞数 +孔内细胞数 ，侵袭抑制率fIR％)= 

『(对照组穿膜细胞数一给药组穿膜细胞数 )／x~照组穿膜细胞 

数]×100％ 。游走实验 与侵袭 实验相似 ，但 TransweU 

Chamber膜上不铺 ECM。 

1．2．6 Darbufelone对SGC一7901细胞诱导内皮细胞形成管 

腔能力的影响 参照文献『61，取对数生长期ECV304细胞， 

每孔 1 X 10s个接种 24孔板 (每孑L 50 1 ECM均匀铺开，紫 

外光消毒灭菌)，每组8个复孑L，次日吸去培养液，处理组每 

孔加入 1 ml经Darbufelone处理的SGC一7901细胞条件培养 



重庆医科大学学报 2010年第 35卷第7期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 NO．7) 一 1 023 一  

基 ，对照组加 1 ml未经 Darbufelone处理的SGC一7901细胞 

条件培养基 ，常规培养，8 h后 10 X 10低倍镜下观察 10个 

管型分布均匀的视野拍照 ，计数管腔数 ，取均值。并用医学图 

像分析系统随机测定 l0个视野管腔的长度，取均值。 

1．2．7 RNA抽提和 RT—PCR检测 

1．2．7．1 总 RNA抽提 取对数生长期 SGC一7901细胞，处 

理组加入终浓度为 1．5×10 mol／L的 Darbufelone，对照组加 

入等体积的无血清 RPMI1640，培养 72 h后按 Trizol试剂盒 

说明书提取总RNA，紫外线分光光度计检测 RNA浓度和纯 

度。 

1．2．7-2 RT—PCR检测 (引物序列 、产物长度及退火温度见 

表 1)RT反应条件 ：37℃ 15 min，85℃ 5 S；PCR反应条件：94 

℃预变性 5 rain，94℃变性 30 S，最佳退火温度 30 S，72 qc延 

伸 1 min，30个循环，最后 72℃延伸 10min。 

1．2．7．3 结果分析 取 3 l PCR扩增产物，经 0．1％琼脂糖 

电泳 ，Quantity—One图像分析软件进行光密度扫描，以 B— 

actin条带为内参照，以目的基因／B—actin的比值表示相对表 

达水平 ，实验重复 3次，取均值进行分析。 

1．2．8 免疫细胞化学 取对数生长期 SGC一7901细胞 ，处 

理组加入终浓度为 1．5×10-s mol／L的 Darbufelone，对照组加 

入等体积的无血清 RPMI1640，培养 72 h，4％多聚甲醛固定 ， 

按免疫细胞化学试剂盒说明书操作，DAB显色(OPN和 MMP 

一 2均为胞浆胞膜表达)，苏木素复染。Image—Pro Plus 6．0图像 

分析系统进行结果分析，取平均光密度值(Average Optical de— 

nsity，AOD)。 

1．2．9 统计学处理 所有数据均用；±S表示 ，用 t检验进行 

分析，P<0．05有统计学意义。采用 SPSS 10．0软件进行数据统 

计分析。 

2 结 果 

2．1 随时问延长，SGC一7901细胞粘附率增加。经 Darbufelone 

处理后 ，相同时间点 SGC一7901细胞粘附率均较对照组明显 

下降(尸<O．05)，见表 2。 

2．2 Darbu~lone处理后，胃癌 SGC一7901细胞的迁移及侵袭 

穿膜细胞数显著下降(尸<0．叭 )，见表 3及图 1。 

2．3 经 Darbufelone处理后 ，SGC一7901细胞诱导内皮细胞形 

成管腔的能力显著降低(P<0．O1)，见表 4及图 2。 

2．4 经 Darhufelone处理后 ，SGC一7901细胞 OPN和 MMP一2 

的mRNA和蛋白表达明显降低 (P<0．05)，见表 5及图3、4。 

表 1 PCR引物 

组别 管腔数 管腔长度( m) 

P<0．0l与对照组比较 
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p<0．05与对照组比较 

一一一一 
A．侵袭对照组 B．侵袭处理组 C．迁移对照组 D．迁移处理组 

A．对照组 

’ 

； ．

t 

： 强 。*
．

。 ： 
． 

、

。 

3 讨 论 

侵袭、转移是恶性肿瘤的重要生物学行为，是影响抗肿 

瘤疗效及预后的重要因素之一 ，主要包括肿瘤细胞与 ECM 

的异质粘附、降解及穿透移行 3个相互联系的基本过程。在 

肿瘤细胞侵袭转移过程中，异质粘附是前提，细胞外基质的 

降解是关键，穿透移行又是侵润周围组织，侵入及穿出血管 

的根本。肿瘤细胞通过与细胞外基质结合，溶解、穿过细胞外 

基质，进入血循环 ，进一步形成转移灶。故本研究用 ECM反 

映胃癌SGC一7901细胞的异质粘附、侵袭、迁移能力。癌细胞 

的生长、增殖、侵袭、迁移均需要血管生成为之提供营养，血 

管生成是内皮细胞 、细胞外基质和肿瘤细胞等多种组分相互 

作用的结果，是肿瘤发生发展的重要因素之一。肿瘤细胞释 

放血管形成因子激活内皮细胞，并产生蛋白酶降解细胞外基 

质，促使内皮细胞形成毛细血管样结构。体外培养的肿瘤细 

胞上清液含肿瘤细胞分泌的多种因子，本研究用 胃癌细胞上 

清液诱导 ECV304细胞形成管腔能显示胃癌 SGC一7901细胞 

诱导内皮细胞生成血管的能力，能有效地在体外模拟了肿瘤 

细胞的体内侵袭转移过程；结果显示，Darbufelone能显著降 

低 SGC一7901细胞的异质黏附、侵袭、迁移和诱导内皮细胞 

形成血管能力，其机制尚不清楚。 

基质金属蛋 白酶在肿瘤的侵袭转移中起重要作用 ， 

MMP一2是基质金属蛋白酶家族中的主要成员之一，MMP一2 

主要降解Ⅳ 、V、Ⅶ 、X型胶原和弹性纤维，是肿瘤侵袭转移 

过程中重要的调控分子之一：首先，MMP一2可降解基质胶 

原，利于快速增殖的肿瘤细胞摆脱细胞外基质的束缚而迁 

移，是肿瘤细胞向周围浸润的前提和基础；其次 ，MMP一2还 

与肿瘤新生血管生成有关 ．Sl。本研究结果显示 ，Darbufelone 

作用后，SGC一7901细胞 MMP一2的 mRNA及蛋白质表达明 



重庆医科大学学报2010年第 35卷第 7期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 NO．7) 一 1 025 一  

显降低。Darbufelone显著降低 SGC一7901细胞的异质黏附、 

侵袭、迁移和诱导内皮细胞形成血管能力，可能是通过抑制 

MMP一2的转录和蛋白质表达而实现的。 

近年来研究发现 ，OPN在肿瘤侵袭及转移过程中也有重 

要作用 ⋯，OPN广泛分布于体内多种组织和细胞中，是一 

种含精氨酸 一甘氨酸 一天冬氨酸序列的分泌型钙结合磷酸 

化糖蛋白，能促进细胞的趋化、粘附和迁移。研究发现 OPN 

主要是通过与其受体整合素( vp 3、or．vp 5)及 CD44等相 

互作用，进而激活基质金属蛋白酶_l2J、尿激酶_】3】、诱导血管内 

皮生长因子表达ll4等促进肿瘤细胞的浸润和转移。更重要的 

是，OPN和 MMP一2在促进肿瘤细胞侵袭 、转移 、血管形成 

方面存在相互作用。Philip等_15】报道在鼠黑色素瘤细胞株 

BI6FIO中，OPN通过 ZKB—d(NF—KB抑制蛋 白)／IKK激活 

NF—KB，诱导 MTI—MMP表达，刺激肿瘤生长 ，同时激活 Pro— 

MMP2(MMP一2酶原 )为MMP一2。本研究结果显示，Darbufelone 

显著降低 SGC一7901细胞的 OPN和 MMP一2的转录及蛋白 

表达。因此，我们推测 Darbufelone可能是通过直接抑制 OPN 

和 MMP一2的转录及蛋白表达，也可能是通过抑制 OPN表达 

进而抑制 MMP一2的表达，从而降低 SGC一7901细胞的异质 

黏附、侵袭、迁移和诱导内皮细胞形成血管能力；是否还存在 

其他途径尚不清楚 ，有待进一步研究。 

综上所述 ，Darbufelone可能是通过抑制 OPN和 MMP一2 

的表达，或通过抑制 OPN的表达间接影响 MMP一2的表达与 

活性，使 胃癌 SGC一7901细胞的异质粘附、侵袭 、迁移和诱导 

内皮细胞形成血管能力显著降低。但本研究仅在体外模拟肿 

瘤细胞体内侵袭转移的过程，在体内 Darbufelone是否也能 

抑制胃癌的侵袭转移，还有待于进一步研究。 
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