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齐留通对胃癌 SGC一7901细胞生长的影响 

潘 敏，刘纯伦，方晓杰，石建华 

(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5一脂氧合酶抑制剂齐留通对胃癌SGC一7901细胞增殖、凋亡的影响，初步探讨齐留通影响胃癌细胞生长的 

机制。方法：MTF法测定齐留通对胃癌 SGC一7901细胞增殖的影响；TUNEL染色法计数细胞凋亡率；RT—PCR和免疫细胞化学检 

测齐留通处理前后 SGC一7901细胞 Bax、Bcl一2和 caspase一3 mRNA和其蛋白表达的改变。结果：齐留通以时间剂量依赖的方式 

抑制SGC一7901细胞生长；TUNEL染色法显示6．2×10 mol／L、3．1×10 mol／L齐留通作用72 h后细胞凋亡率为 19．6％±6．3％ 

和 28．9％ ±2．3％，均显著高于对照组 O．6％±0．1％(P<0-()1)；RT—PCR和免疫细胞化学显示 6．2×10 mol／L齐留通作用 胃癌 

SGC一7901细胞72h后，可显著促进Bax、caspase一3 mRNA和其蛋13的表达(P<0．05)，抑制Bc1—2mRNA及其蛋白的表达(P<0．05 o 

结论：齐留通能抑制胃癌 SGC一7901细胞增殖，并通过促进 Bax和 caspase一3的表达 ，抑制 Bcl一2表达 ，诱导其凋亡，从而抑制 胃 

癌 SGC一7901细胞生长。 
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(由于肿瘤团块内压力太大，阻碍了肿瘤内淋巴管 

的生长 )，而且可促使淋巴管内肿瘤的生长和转移 ， 

在淋巴管转移通路中具有举足轻重的作用。VEGF— 

C可以作为肿瘤新生淋巴管的特异性标记物。我们 

前期的实验也证实了这一点[11。故我们期望针对 

VEGF—C这一新靶点设计一段反义核苷酸来观察其 

抗肿瘤生长及转移的作用。本实验证实 ：反义 

VEGF—C在体外有抑制人 胃癌细胞生长 ，促进其调 

亡的作用，为我们下一步实验研究反义 VEGF—C基 

因转染对人 胃癌细胞成瘤性 和新生淋 巴管生成 的 

影响奠定了基础。但反义VEGF—C基因转染在体内 

是否能抑 制肿 瘤细胞 的生长 ，促进 肿瘤细胞 的凋 

亡．其又是通过什么途径来发挥其生物学特性的等 

一 系列问题还有待于进一步研究。 
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Zileuton，a 5一LO×inhibitor，inhibits proliferation and induces 

apoptosis of SGC-7901 gastric cancer cells 

NMin，et al 

(Department ofGastroenterology，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedicol University) 

【Abstract】Objective：To evaluate the efficacy of 5-LOX inhibitor zileuton on the proliferation and apoptosis of human gastric carcinoma 

cell line SGC-7901，and to explore the mechanisms of apoptosis induced by zileuton．Methods：The proliferation of SGC-7901 cells was 

detected by thiazolyl blue tetrazolium bromide (MIT)assays．TUNEL staining was used to evaluate the apoptosis of SGC一7901 cells． 

The changes of Bax，Bcl-2 and caspase-3 mRNA expression were studied by reverse transcription polymerase chain reaction．Bax，Bcl一2 

and caspase-3 protein expression were analyzed by immunocytochemistry in SGC一7901 cells treated with zileuton．Results：Zileuton can 

decrease the proliferation significantly in a dose—dependent and time—dependent manner in SGC一7901 cells．TUNEL staining showed that 

the apoptosis rate was elevated with the increase of zileuton concentration(P<0．01)．6．2 X 10 mol／L zileuton effectively inhibited the mR— 

NA and protein expression of Bcl一2(P<0．05)，but increased Bax and easpase-3 expression (P<0．05)．Conclusion：5 LOX inhibitor 

zileuton can inhibit proliferation and induce apoptosis of SGC-7901 cells by down regulating the expression of Bcl一2 and up regulating Bax 

and caspase-3． 

【Key words】Zileuton；Gastric cancer；SGC一790 1 cells；5-LOX inhibitor；Apoptosis 

脂氧合酶(Lipoxygenase，LOX)是催化花生四烯 

酸(Arachidonic acid。AA)转化为羟基二 十碳 四稀酸 

(Hydroxyeicosatetraenoic acids，HETEs)、过氧化羟基 

二 十 碳 四稀 酸 (Hydroperoxyeicosatetraenoic acid， 

HPETEs)和白三烯(Leukotrienes，LTs)的关键酶。AA 

代谢酶可通过调控体内氧化还原平衡和调节凋亡、 

增殖相关因子影响细胞生长1卜。J。齐留通能通过抑制 

5一LOX活性 ，抑制 AA转化为 白三烯B4(Leukotrienes 

B4，LTB4)，是特异性 5一LOX抑制剂 。本研究用 5一 

LOX抑制剂齐 留通作用 于 胃癌SGC一7901细胞 株 ， 

检测用药后 胃癌细胞增殖 、凋亡 的变化 ，并从基 因 

和蛋白水平检测用药前后 B细胞淋巴瘤／白血病一2 

(B cell lymph0ma／leukemia，Bcl一2)、Bcl一2相 关 X 

蛋 白(Bcl一2一associated X protein，Bax)和含 半 胱氨 

酸 的 门冬 氨 酸特 异水解 酶一3 (Cystein—containing 

aspartate—specific protease一3，Caspase一3)的变化 ，初 

步探讨齐 留对 胃癌细胞生长 的影响及其可能 的机 

制，为其临床应用提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

细胞株 ：胃癌细胞株 SGC一7901由本实验室传代培养。主 

要试剂：齐留通 (北京高盟化工有限公司)，TUNEL试剂盒 

(Roche公司)，Bax、Bcl一2、caspase一3抗体(北京中衫生物有限 

公司)，RT—PCR试剂盒 (Takara公司)，PCR引物由 Intringen 

公司合成。 

1．2 方法 

细胞在含 100 ml／L新生牛血清的 RPMI 1640培养基 

中，于 37℃，50 ml／L CO 培养箱中常规培养。收集对数生长 

期细胞进行实验。齐留通溶于无水乙醇中，置于 一20~C避光 

保存。使用时用无血清的 RPMI 1640培养液稀释至终浓度， 

所有处理组的乙醇浓度均 <0．1％(该浓度对细胞无明显损 

害)。 

1．2．1 细胞毒性实验 (MTF实验 ) 取对数生长期细胞接种 

表 1 引物序列 
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于 96孔板，实验组加入药物终浓度分别为 4 X 10 mol／L、8× 

10-5 m0l／L、1．2×10-4 mol／L、1．6×10-4 mol／L、2×104 mol／L的 

培养基。对照组加含等体积 PBS培养液，分别培养 24 h、48 h 

和 72 h，加入 MIT溶液(5 g几)20 IXl，37~C孵育4 h后吸去上 

清，每孑L加 DMSO 200 IXl，振荡 10 min。测 560 nm波长处每孔 

的吸光度值(A值)，求平均值。实验组按照下列公式计算细 

胞抑制率：抑制率(IR％)=(对照组 A值 一实验组 A值)／对照 

组 A值 ×100％。 

1．2．2 TUNEL染色法测细胞凋亡 将经 6．2×10。mol／L、 

3．1 X 10-5 mol／L齐留通处理 72 h的实验组及对照组的细胞爬 

片用 4％多聚甲醛固定，按照 TUNEL试剂盒的产品说明书操 

作。DAB显色，光镜下观察、计数 ，每片计数 500个细胞 ，计算 

细胞凋亡率(即每 100个细胞中TUNEL阳性细胞所占的百 

分比)。 

1．2_3 RNA抽提和 RT—PCR检测 设 6．2×10 mol／L齐留 

通处理组和不加药物的对照组，72 h后收集细胞，常规提取 

RNA，再按 RT—PCR试剂盒说明书，逆转录得 cDNA。合成的 

引物序列见表 1。常规 PCR扩增。循环参数如下：94℃预变性 

5 rain，94℃变性 30 S，最佳退火温度 30 S，72~C延伸 30 S。35 

个循环后，72℃延伸 10rain。取PCR反应产物 5 l于 1．5％ 

琼脂糖凝胶上电泳，用凝胶成像系统对 DNA条带进行半定量 

分析，以目的基因／B—aetin的比值表示相对表达水平。实验 

重复 3次。 

1．2．4 免疫细胞化学 将经6．2×10 mol／L齐留通处理 72 h 

的实验组及对照组细胞爬片用4％多聚甲醛固定，严格按照免 

疫组化试剂盒的产品说明书操作，DAB显色。以PBS代替一 

抗作为阴性对照，同时设立阳性对照。应用北航 CM 2000 B型 

生物医学图像分析系统对免疫细胞化学结果进行图像采集， 

然后用 Image Pro Plus 5．0图像分析系统分析结果，取平均光 

密度值(Average Optical density，AOD)。 

1．2．5 统计学处理 所有数据均用 ±S表示 ，采用SPSS 

10．0软件进行数据统计分析。两组均数间比较采用 t检验 ， 

多组比较采用方差分析，率间比较采用 x 检验 ，回归分析 

采用线性回归分析。P<0．05差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 齐留通对 SGC一7901细胞生长的影响 

齐留通对 SGC一7901细胞表现出抑制作用，且 

随时间延长剂量增加 ，抑制作用增强，差异有统计 

学意义(P<0．05)。不同浓度的齐留通作用不同时间 

对 SGC一7901增殖的影响见表2、图 1。计算出24h、 

48 h、72 h的IC50值分别为2．24x10‘4 mol／L、1．62x104 

mol／L、1．25x104 mol／L。以 SGC一7901细胞增殖抑制 

率对药物浓度值作药物量效的线性回归分析，可见 

两者间存在线性关系。显示出给药浓度与抑制率呈 

正相关 。 

(24 h：Y=O．021X一0．012，r=0．975，P<0．01；48 h： 

Y=0．032X一0．016．r=0．993，P<O．O1：72 h：Y=O．395X+ 

0．008，r=0．985，P<0．01；X为药物浓度 ，Y为抑制 

率)。 

2．2 齐留通对 SGC一7901细胞凋亡的影响 

对照组细胞凋亡指数为 0．6％ ±0．1％，3．1xlO 

mol／L、6．2x10 mol／L齐留通组细胞凋亡指数分别 

为 19．6％±6-3％、28．9％±2-3％。随着药物浓度的增 

加 ，细胞的凋亡指数升高。对照组与实验组及各实验 

组间比较 ，差异均有统计学意义(P<0．01)，见图 2。 

2．3 齐留通对 SGC一7901细胞 Bax、Bel一2、caspase一 

3 mRNA的影响 

胃癌细胞 SGC一7901经 6．2xlO mol／L齐留通 

处理72 h后，Bcl一2 mRNA显著减弱，Bax、caspase一3 

mRNA显著增加(P<0．05)，(表 3、图 3)。 

2．4 免疫细胞化学 

SGC一7901细胞 经 6．2x10 mol／L齐 留通处理 

72 h后 ，Bcl一2蛋 白表达显著减弱 ，Bax和 caspase一3 

蛋白表达显著增强，前后 AOD值差异有统计学意 

义(P<O．05)，见表 4、图 4。 

3 讨 论 

AA在流行病学研究中被认为是多种肿瘤的高 

危因素，而且 AA通过环氧合酶一2(Cyclooxygenase一 

2，COX一2)及几种 LOX的代谢产物已被大量实验证 

实具有促进肿瘤发生与发展的作用【2'3】。我们的前期 

研究中观察到 COX一2抑制剂对胃癌、肝癌有抑制 

表2 齐留通对 SGC一7901增殖的抑制率 --S，n=6) 
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生长的作用【415]。LOX是一种二氧合酶，能够识别 AA 

的 1，4一戊二烯结构，并可以将单个氧分子结合到脂 

肪酸骨架的特殊碳原子上。在人体组织根据 AA上 

氧合位点的不同将 LOX分为4种主要类型，分别为 

5-LOX、8-LOX、12一LOX和 15一LOX。目前 由于 5一 

LOX产物的重要性而使 5一LOX受到了足够的重 

视 有研究表明 5-LOX活性及表达在多种肿瘤组 

织中都明显升高，且5-LOX抑制剂抑制肿瘤生长的 

作用比COX一2抑制剂强16,7J。肿瘤的发生发展是多 

阶段 、多因素 、多基因变化的结果。肿瘤细胞的生物 

学特征之一就是恶性增殖 ，恶性增殖主要是细胞内 

周期素依赖性激酶(Cyclin dependent kinase，CDK) 

活性增高所致，而 CDK的活性依赖与其正调节亚基 

周期素(Cyclin)的顺序性表达及其负调节亚基CDK 

抑 制 因子 (Cyclin dependent kinase inhibitor，CDI) 

的浓度，同时也与检查点及检查机制障碍有关。本研 

究 MTY结果显示 5-LOX抑制剂齐留通能以时间剂 

量依赖方式抑制胃癌 SGC一7901细胞增殖，提示齐 

留通可通过抑制胃癌 SGC一7901细胞增殖而抑制其 

生长，其具体机制有待进一步研究。 

细胞凋亡不足是肿瘤的另一生物学特征。凋亡 

信号转导激活凋亡基因，进一步激活凋亡执行者， 

导致细胞结构全面解体。目前，细胞凋亡相关基因 

多达数十种 ，根据功能不 同可分为 3类 ：抑制凋亡 

基 因 ，如 ：凋亡蛋 白抑制 因子 (Inhibitor of apoptosis 

protein，IAP)、Bcl一2，促进凋亡的基因，如：Bax、白介 

素一113转换酶(Interlenkin一113 convertingenzyme，ICE) 

等，双向调节基 因，如 ：Bclx。其 中 Bcl一2和 Bax研究 

得较为详细而系统。凋亡的执行者是核酸内切酶和 

Caspase，目前已发现 Caspase家族有 1O多个成员， 

caspase一3是其中的一个重要成员。本研究TUNEL 

结果显示 ，齐 留通可引起 胃癌细胞凋亡增加 ，且药 

物浓度的越高．诱导细胞的凋亡作用越强。RT—PCR 

和免疫细胞化学显示齐 留通可使 Bax、caspase一3 

mRNA及其蛋白的表达增加 ，Bcl一2 mRNA及其蛋 

白表达减少。这与一些研究结果相似l 8l。Bcl一2基因 

是一原癌基因，能抑制细胞凋亡[91，Bax是一种诱导 

凋亡的基因。Bcl一2可与促凋亡 Bax形成二聚体，如 

果Bax相对量高于Bcl一2，则Bax同二聚体的数量增 

多，从而促进细胞死亡；而如果Bcl一2相对量高于Bax， 

则促进形成 Bcl一2／Bax异二聚体 ，并使 Bcl一2同二 

聚体的量增多，从而抑制细胞死亡㈣。齐留通使 Bcl一 

2与 Bax的比例明显下降．caspase一3蛋白和基因表 

达增加 。这提示齐留通可能通过下调抑制凋亡基因 

Bcl一2与促进凋亡基因Bax的比例，激活凋亡执行者 

caspase一3，从而诱导胃癌 SGC一7901细胞凋亡。 

目前国内外对齐留通抗肿瘤作用的研究还很 

不全面，如将其应用于临床．许多问题还缺乏系统 

研究。本实验观察到 5一LOX抑制剂齐留通既能抑 

制 胃癌 SGC一7901细胞增 殖 ，又通过促进 Bax和 

caspase一3的表达，抑制 Bcl一2表达，诱导其凋亡，从 

而抑制胃癌SGC一7901细胞生长。表明齐留通具有潜 

在的临床应用价值，但对体内胃癌生长的影响有待 

动物实验等进一步研究。 
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