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环氧化酶一2抑制剂 NS398对肾癌细胞增殖和凋亡的影响 
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【摘 要】目的：探讨环氧化酶 一2(Cyclooxygenase一2，COX一2)抑制剂NS398对肾癌细胞786—0增殖和凋亡的影响。方法：不同浓 

度 NS398作用体外培养的 786—0细胞后 ，采用噻唑蓝(M rr)法检测 24、48、72、96 h后肾癌细胞 786—0的增殖活性。终浓度为 

30、180 mol／L的 NS398作用 786一O细胞 72 h后 ，免疫细胞化学检测 COX一2蛋白表达；RT—PCR法检测 COX一2mRNA表达； 

流式细胞仪检测细胞凋亡情况。结果：NS398可以抑制 786—0细胞的增殖，呈时间和剂量依赖型。RT—PCR法检测显示 NS398 

作用后能降低 COX一2mRNA表达。免疫细胞化学结果显示 NS398作用后能降低 COX一2蛋白表达。流式细胞仪检测表明，30、 

180 mol／LNS398处理组凋亡率分别为 14_3％±1．4％、31．5％±2．1％，与对照组凋亡率 2．1％ ±0．4％比较，凋亡率显著上升 

(P<0．05)。结论：NS398可能通过降低 COX一2表达，抑制。肾癌细胞增殖和诱导其凋亡。 
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Effects Of cycIOOxygenase一2 inhibitor NS398 on proliferation and apoptosis of 

renaI cell carcinoma cells 

FU Yun—rui，et al 

(Department ofUrology，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the proliferative and apoptotie effects of NS398，a selective COX一2 inhibitor，on renal carcinoma cell line 

786—0 in vitro．Methods：786一O cells were treated with different concentrations of NS398 for24，48，72 and 96 h．The proliferation of 

786—0 cells was studied by M1Tr assay．Immuno cytochemistry was used to detect the expressions of COX-2．The expression of COX一2 

mRNA was analyzed by revere transcription—polymerase chain raction (RT—PCR)．Flow cytometrie analysis was used to detect the 

apoptosis status of 786—0 cells．Results：NS398 resulted in significant antiproliferative effects on 786—0 cells in dose and time dependent 

manner．hnmunoeytochemistry showed the expressions of COX一2 were significantly inhibited by NS398．RT-PCR showed the expressions 

ofCOX-2 were significantly inhibited by NS398．Apoptosis rate were 31．5％ ±2．1％ and 14．3％ ±1．4％ ．respectively in the 786-0 cells 

treated with NS398 in different concentrations of 1 80 umol／L and 30 mol／L，which was significantly higher than in the control group 

2．1％ ±0．4％ ．Conclusion：NS398 could effectively suppress the growth of 786-0 cells and induce apoptosis，the mechanism of which 

probably relates to its inhabited expression of COX一2． 
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流行病学资料显示：在很多。肾癌组织中还氧 

化酶一2(Cyclooxygenase一2，COX一2)呈高表达状态 ， 

与肾癌的发生发展有密切的关系。近年来 ，选择性 

COX一2抑制剂的抗肿瘤作用 日益引起重视。大量 

的流行病学资料、体外实验 、动物实验及临床研究 

发现 COX一2抑制剂具有抗肿瘤作用 ，并且证实这 
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种作用主要通过抑制 COX一2来实现。本研究采用 

MTF、RT—PCR、免疫细胞化学和流式细胞仪观察 

COX一2抑制剂 NS398对 肾癌细胞增殖和凋亡的影 

响，为临床肿瘤治疗奠定基础。 

1 材料及方法 

1．1 材料 

肾癌细胞株 786—0细胞由重庆医科大学附属第二医院 
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泌尿外科刘川博士惠赠。NS398、DMSO购自Sigma公司。M ITI1 

为美闰Amresco产品，COX一2抗体购自博士德公司。Trizol、 

RT—PCR转录试剂盒购冉上海华舜生物工程有限公司。膜联 

蛋白V(Annexin V)～异硫氰酸荧光素(FITC)／PI试剂盒为品 

美公司产品。RPMI1640、胰酶均为重庆医科大学基础医学研 

究所配置。胎牛血清购 自TBD公司。 

1．2 方法 

786—0细胞置于 37℃，饱和湿度，含5％CO：的孵箱中培 

养，培养液 RPMI1640含 10％胎牛血清 ，100 U／ml青霉素和 

100U／ml链霉素。根据细胞生长状态每 2、3 d传代 1次。当细 

胞生长状态稳定，呈对数生长期，用于实验。 

1．2．1 MTr实验 将 1 x 10 个细胞／孑L接种于 96孑L板培养， 

24 h后吸出原培养液，实验组分别加入 NS398浓度为 3O、6O、 

120、180、360 IXmol／L的 RPMI1640培养液 200 l，设培养液 

中不加药物为对照组，另设空白对照。每组设 4个复孔继续培 

养 24、48、72、96 h后，进行 M IT实验，每孔加入 M rr溶液(5 

mg／m1)20 IXl，继续培养4 h，终止培养，小心吸弃孑L内培养上 

清液，每孔加 DMSO 150 1，振荡 10rain，使结晶充分溶解，用 

酶标仪在570 am处测定各孑L的吸光度 A值。按下列公式计算 

细胞生长抑制率 ：细胞生长抑制率 R=(1一A女煳}，A目删 )× 

100％ 。 

】_2．2 RT—PCR检测 786—0细胞中 COX一2 mRNA表达量 

786一O细胞经 30、180 mol／L的 NS398处理 72 h后 ，用 

Trizol提取总 RNA，按照试剂盒说明书逆转录合成 eDNA后， 

COX一2和 p—actin同管进行 PCR扩增。50 l反应体系含 

5 1 2 mol／L的上游及下游引物，4 1 25 mmol／LM ，3 l 

10 mmol／I dNTP，1．25 U Taq DNA聚合酶。PCR反应条件为 

94"C，预变性 5min后，94℃变性 40 s，60℃退火 40 s，72％延 

伸 1 min，共 30个循环。PCR产物在含0．5 g／I EB的 1．5％琼 

脂糖凝胶电泳。应用凝胶成像分析系统(Bio—rad)对 PCR产 

物进行半定量分析，基冈的表达量通过扩增的 13一actin表达 

进行校正，即以 COX一2／B—actin比值作为 COX一2基闪表达 

相对水平。引物序列见表 1。 

1．2．3 免疫细胞化学检测 COX～2蛋白表达 将盖玻片灭菌 

后放入 24孔培养板内 ．将细胞悬液以 1 X 10 个接种在玻片 

上，每孔 1 ml。细胞贴壁后弃去培养液分组加药物。实验组 

NS398浓度分别为 30、180 mol／L，对照组不加药物。培养 

72 h后取出玻片，PBS缓冲液冲洗 3次，每次3 min。4％多聚 

甲醛固定 ，一抗(COX一2，1：100稀释 )4℃孵育过夜 ，根据 

SABC免疫组化试剂盒说明书完成操作步骤。检测结果的判 

定：在 100倍视野下随机选取细胞爬片上不同部位的 5个视 

野，用 Simple PCI图像分析软件对各组免疫细胞化学结果进 

行分析，计算阳性反应细胞平均吸光度值(A)。 

】．2．4 流式细胞仪检测细胞凋亡率 选对数生长期细胞， 

O．25％胰蛋白酶消化成单细胞悬液后，用培养液调整细胞浓 

度为 l X 105个 ／ml，接种于 6孑L培养板，每孑L 2 ml。细胞贴壁 

后弃去培养液分组加药物。实验组 NS398的浓度分别为30、 

180 mol／L，对照组不加药物。培养 72 h后分别收集每孑L细 

胞 ，用冷的磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤 3次，重混悬于 100 l 

结合缓冲液 ，加入 l0 I Annexin V—FITC和 5 1碘化丙啶 

(PI)，轻轻混匀后避光室温反应 15 rain，再加入 400 l结合 

缓冲液，流式细胞仪检测并读取细胞凋亡率。检测结果的判 

定：左下象限代表正常细胞(FITC-／PI一)，左上象限代表坏死细 

胞(FITCd PI+)，右下象限代表凋亡细胞(FITC+／PI一)，右上象 

限代表晚期凋亡(继发坏死)细胞(FITC-／PI )。凋亡率为右下 

象限细胞占全部细胞的百分率。 

1．2．5 统计学处理计量 资料以 ±s表示 ，采用 SPSS11．0 

统计软件包的单因素方差分析，以P<0．05为有显著意义。 

2 结 果 

2．1 NS398对 786一O细胞增殖的作用 

表 2所示 NS398对 786—0细胞的生长增殖有 

较强抑制作用．第 2、3 d随药物浓度的增大、作用时 

间的延长抑制作用明显 ，呈时间和剂量依赖关 系。 

第 4 d抑制作用下降，其中第 3 d抑制作用最明显， 

由此推测出第 3 d中效浓度 IC卯值约为 206~xmol／L。 

不同浓度 NS398作用不同时间对 786一O细胞的增 

殖的影响见表 2。 

2．2 NS398对 786一O细胞 COX一2mRNA表达量的 

影响 

对照组和 30、180 Ixmol／L NS398处理组均可检 

测到 COX一2mRNA的条带(图 1)。与对照组 比较 ， 

3O、l80 Ixmol／L NS398处理组 COX一2 mRNA表达水 

平明显减弱(P<0．05，表 3)。 

2．3 NS398对786一O细胞 COX一2蛋白表达的影响 

COX一2免疫 阳性染色表现为胞浆 内出现棕黄 

色颗粒(图 2)。与对照组(吸光度为 431+23)比较 ， 

30、180 txmol／L NS398作用 72 h后的 786一O细胞 

COX一2蛋 白表达(吸光度分别为 308___52、176+39) 

明显减弱，差异有统计学意义(P<0．05)。 

2．4 NS398对 786一O细胞凋亡的影响 

用 Annexin V—FITC，PI双染检测 NS398作用 

72h后的 786—0细胞 ，30、180 I~mol／L NS398处理组 

凋亡率分别为 14_3％±1．4％、31．5％±2．1％，与对照组 

凋亡率 2．1％-+0．4％比较，凋亡率显著上升(P<0．05， 

图 3)。 
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3 讨 论 

环氧化酶(Cyclooxygenase，cox)是催化花生 四 

烯酸转化为前列腺素的关键酶。COX由两种不同的 

基因型 COX一1和 COX一2组成 。研究证明 ，COX一2 

在许多人类恶性肿瘤组织中表达显著上调，在肿瘤 

的发生发展中起到重要作用。目前认为 COX一2的 

致癌机制包括 ：诱导肿瘤血管生成 ；抑制凋亡 ；增加 

肿瘤发生和侵袭的能力；免疫抑制等【 。在正常状 

态下 COX一2的活性很低 ，在多数组织 中检测不到， 

如果在 细 胞 因子 、生 长 因子 、癌基 因等刺 激下 ， 

COX一2可诱导性表达，并参与炎症、细胞增殖与分 

化过程。Yoshimura R等【 1采用 RT—PCR和免疫组化 

检测 了 108例 肾癌 和 20例正常 。肾组织 中 COX一2 

的表达 ，结果在所有肾癌标本检测到 COX一2 mRNA 

特异性条带．正常肾组织中未检测到，和免疫组织 

化学检测蛋白表达结果相同。因此以 COX一2为靶 

向的肿瘤治疗可能是一种较有效 的治疗方法。研究 

表明 ，COX一2抑制剂 (罗非昔布 、塞来昔 布 、NS398 

等)除抗炎镇痛的作用外，还具有抗肿瘤的作用，可 

以抑制多种肿瘤细胞生长，如结肠癌 、食管癌 、胃癌 

等【6I 7l。COX一2抑制剂能够通过抑制COX一2表达下 

调bcl一2蛋白的水平 上调 Par一4基因的水平等途径 

抑制肿瘤的生长【8I 

本研究采用中效原理，取中效浓度以下进行实 

验 ，即可防止因细胞非凋亡性死亡太多影响观察结 

果 ，又可很好地反映药物效应 。本研究采用 MTI"、 

RT—PCR、免疫细胞化学和流式细胞仪观察 COX一2 

抑制剂 NS398对 。肾癌细胞增殖和凋亡的影响，并初 

步探讨其可能存在的机制。MTF试验证实体外 

NS398可较好的抑制 786—0细胞增殖 ，且呈时间和 

剂量依赖关系。应用流式细胞术检测细胞凋亡具有 

很高的灵敏性 ，并能进行凋亡细胞的定量分析l 9l。本 

研究应用该方法发现NS398可以诱导 786—0细胞 

凋亡，且随 NS398浓度增高，786—0细胞的凋亡率 

呈升高趋势。RT—PCR和免疫细胞化学检测结果显 

示随 NS398浓度增高，786一O细胞的COX一2mRNA 

和蛋白表达水平呈下调趋势。由此，我们可推测 

NS398可能通过降低 COX一2表达，抑制肾癌细胞增 

殖和诱导其凋亡 

临床上。肾细胞癌各种治疗方法中，手术切除在 

未出现肿瘤转移前效果良好，免疫治疗对。肾细胞癌 

治疗有效，但实际应用效果不佳，并且肾细胞癌确 

诊时一半 以上患者有局部浸润或远处 的转移ll o】，因 

此，进一步探索肾细胞癌的发病机制和新的治疗手 

段是非常必要的。本研究显示 NS398可能通过降低 

COX一2表达，抑制肾癌细胞增殖和诱导其凋亡。这 

为临床上使用 COX一2抑制剂作为抗癌药物提供了 

实验室的依据，但还有待于深入研究其作用机理和 

利用裸鼠进行体内实验证实其抗肿瘤作用。 
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