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尼美舒利对人胃癌 SGC7901细胞增殖、凋亡及 

STAT3通路相关蛋白表达的影响研究 
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【摘 要】目的：探讨选择性环氧化酶2(COX一2)抑制剂尼美舒利抑制胃癌细胞株SGC7901增殖的作用和可能的细胞内信号转 

导机制。方法：将选择性 COX一2抑制剂尼美舒利作用于胃癌细胞株 SGC7901，MTr法检测细胞增殖状态；流式细胞仪检测细胞 

周期及凋亡；Western blot法检测 STAT3通路相关蛋白的表达。结果：尼美舒利作用胃癌细胞株 SGC7901后细胞增殖受到显著 

抑制且呈时间、剂量依赖性方式 ；细胞凋亡百分数增高(P<O．05)；G0／G．期细胞 比例升高(P<O．05)；Western Blot结果显示 

SGC7901细胞中磷酸化 STAT3(P—STAT3)、CyclinD1、Bcl一2蛋白的表达明显降低( 0．05)。结论：尼美舒利可抑制胃癌细胞株 

SGC7901的增殖，阻滞细胞周期的进展，促进细胞凋亡，其机制可能与抑制 STAT3信号通路相关蛋白P—STAT3、CyclinD1、Bcl一2 

表达有关。 
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Effect of nimesulide on proliferation，apoptosis and protein expression 

related to STAT3 signaling pathway in SGC-7901 cells 

CHEN Min，et 

(Department of lnternal Medicine，Chongqing Cancer lnsitute) 

【Abstract】Objective：To investigate the inhibition effect of proliferation of gastric cancer cell line SGC7901 treated with 

selective cyclooxgenase 2(COX一2)inhibitor，nimesulide，and the probable mechanism of cell signal transduction．Methods： 

SGC7901 cells were treated with nimesulide．MTr assay was used to measure the cell proliferation；Flow cytometry was used to 

detect cell cycle and apoptosis．The protein expression related to STAT3 signaling pathway in SGC7901 cells was examined by 

Western blot．Results：The growth of gastric cancer cells was obviously inhibited in a time—and dose—dependent manner after 

nimesulide treatment：the percentage of apoptosis was increased significantly(P<0．05)；the proportion of SGC7901 in Go／G1 phase 

was hoisted significantly(P<O．05)；Western blot analysis showed that：the protein expression of phosphorylated STAT3(P—STAT3)， 

CyclinD1．Bcl一2 in SGC一7901 cells was decreased significantly(P<0．05)． Conclusions：The proliferation of gastric cancer cell line 

SGC7901 could be inhibited；the course of cell cycle could be prevented；cell apoptosis could be induced by nimesulide through 

down-regulating the protein expression of P-STAT3，CyclinD 1，Bcl一2，which was probably one of its molecular mechanisms． 

【Key words】Signal transducer and activator of transcription 3；Gastric cancer；Nimesulide 

越来越多的新证据提示选择性环氧化酶 2抑 

制剂(Selective cyclooxgenase 2 inhibitor)通过抑制 

COX一2的活性 以降低前列腺素 E2(Prostaglandin 

E2)合成而起到抗癌作用并非唯一或最重要的抗肿 

瘤机制。选择性 COX一2抑制剂还可以通过作用于 

细胞内信号通路来诱导肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤细 
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胞增殖和生长【1l，但其抗肿瘤确切的细胞信号转导 

机制尚不十分清楚。新近发现的信号转导和转录激 

活因子 3(STAT3)信号传导通路与细胞的增殖 、分 

化及凋亡密切相关，该通路持续激活可导致细胞异 

常增殖和恶性转化。本研究探讨 STAT3信号传导通 

路在选择性环氧化酶 2(COX一2)抑制剂尼美舒利抗 

胃癌中的作用及其机制。 

1 材料与方法 
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1．1 材料 

人胃癌细胞系 SGC7901，由重庆医科大学病理生理教研 

室汤为学教授惠赠。尼美舒利购自Sigma公司，兔抗 P-STAT3 

多克隆抗体购自Cell Signaling公司，兔抗 Bcl一2多克隆抗体， 

鼠抗 CyelinD1多克隆抗体，HRP标记的二抗，ECL化学发光 

试剂盒均购 自Santa Cruz公司。Annexin V—FITC凋亡检测 

试剂盒、RIPA细胞裂解液均购 自晶美生物公司。 

1．2 细胞培养 

人胃癌细胞系 SGC7901培养于含 10％胎牛血清的 RP- 

MI1640液中，培养条件为 37℃饱和湿度，体积分数为 5％ 

CO 孵箱中传代培养。 

1．3 MTr法检测细胞增殖 

收集对数生长期细胞制成细胞悬液，以5×10 个 ／rnl细 

胞浓度接种于 96孔板中(200 1／孔)，待细胞贴壁后，加入 

处理因素使尼美舒利的终浓度为 50、100、200、400 mol／L， 

与实验孔平行设空白、细胞对照组，每组设 3个复孔。继续培 

养 24、48、72h后分别于每孔加入 MTr溶液(5mg／m1)20 l， 

37℃培养 4h后终止反应 ，用酶标仪测定 540nm波长处各孔 

OD值。细胞增殖抑制率=(1一实验组平均 OD值 ，对照组平 

均 OD值)×100％。 

1．4 流式细胞仪检测细胞 凋亡 

将终浓度为 100 mol／L、200 mol／L的尼美舒利作用 

SCC7901细胞 48h后消化细胞制成单细胞悬液，调整待测细 

胞密度为 5×10s个 ／rnl。按 Annexin V—FITC凋亡检测试剂 

盒说明完成标记操作，即行流式细胞仪检测。 

1．5 流式细胞仪检测细胞 周期 

将终浓度为 100、200 mol／L的尼美舒利作用 SGC7901 

细胞 48h后制成 1×10 个／rnl细胞悬液，PBS洗 2次加入 70％ 

冰乙醇于 4℃固定 24h，加入 PI染液避光染色 30min后上机 

检测。 

1．6 Westem blot检测STAT3信号通路相关蛋白表达 

终浓度为 100 mol／L的尼美舒利处理细胞 0、24、48h后 

提取细胞蛋白。分别将相同含量的蛋白样品SDS—PAGE后电 

转移至硝酸纤维素膜上。5％脱脂奶粉 4℃封闭过夜，加入按 

1：100比例稀释的第一抗体后室温孵育 3h，PBST洗膜后，加 

入 1：500稀释的第二抗体，室温孵育 2h，PBST洗膜后 ，ECL 

化学发光试剂盒检测杂交信号，用 Image Master VDS Soft— 

wart~,软件分析蛋白区带，以各指标的光密度值与内参 13一 

aetin的光密度值的比值代表其蛋白的相对表达量。 

1．7 统计学分析 

实验结果以均数±标准差( ±s)表示。应用 SPSS13．0统 

计软件分析，根据资料性质采用方差分析，以P<0．05为差异 

有显著性意义。 

2 结 果 

2．1 尼美舒利对SGC7901细胞增殖的影响 

经 50、100、200、400 moi／L的尼美舒 利处理 

24、48、72h后，SGC7901细胞生长受到不同程度的 

抑制，随作用时间的延长、药物浓度的增大，抑制率 

逐渐增高，呈现出时间一剂量依赖性关系(图 1)。 
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图 1 尼美舒利对 SGC7901细胞增殖的影响 

2-2 尼 关舒利对 SGC7901细胞 凋亡的影响 

100 mol／L、200 mol／L尼美舒利作用 48h后 

的凋亡率分别为 l0．98±0．27、38．40±0．55，与对照 

组的 8．09±0．12相比，差异有显著性(P<0．05)。200 

mol／L处理组与 100 moi／L处理组相比较 ，以前 

者凋亡率为高(P<0．05)，可见尼美舒利作用后，凋亡 

率随药物浓度的增高而明显升高，有明显的量效关 

系。见表 1。 

表 1 尼美舒利作用 48h后胃癌细胞株 SCC7901的凋亡率 

实验分组 凋亡率(％) 

细胞对照组 

100 mol／L 

200 molJL 

8．09±0．12 

10．98±0、27 

38．40±0、55 

注： 与细胞对照组 比较 ，P<0、05； 与 100 mol／L组 比较 ， 

P<0．05 

2．3 尼关舒利对 SGC7901细胞周期的影响 

100 mol／L、200 mol／L尼美舒利作用 48h后 

SGC7901处于 GgG 期细胞比例升高 ，与对照组相 

比尼美舒利处理组出现明显的细胞周期阻滞 ，大量 

细胞被阻滞于 GgG 期 ，且阻滞程度表现为浓度依 

赖性。见表 2。 

2．4 尼美舒利对 SGC7901细胞中STAT3信号通路 

相关蛋白表达的影响 

Western Blot结果显示 100 mol／L尼美舒利作 

用 24、48h后 Bel一2、P—STAT3、Cye]inD1蛋白的表达 

量显著低于对照组(P<0．05)，并随作用时问的延长 

逐渐降低。见表 3、图2。 
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注： 与细胞对照组比较，P<0．05； 与细胞对照组比较，P>0．05 

表 3 1001xmol／L尼美舒利作用 24、48h后蛋白的相对表达量 

注： 与对照组比较，P<0．05 

2 3 

Bcl-2 

13一actin 

1．对照；2．作用 24h；3．作用 48h 

图2 lO01xmol／L尼美舒利作用24、48h后Bcl一2、P-STAT3、 

CyclinD1蛋白的表达 

3 讨 论 

俞丽芬等翻研究表明中分化和低分化胃腺癌中 

有较高程度的STAT3信号的激活，提示这一通路的 

调控异常与胃癌有密切关系。STAT3是 JAK／STAT3 

信号转导途径中的关键信号分子，是一种存在于细 

胞浆与酪氨酸磷酸化信号通道相耦联的具有关键 

作用的双功能蛋白，介导了多种细胞因子和生长因 

子的细胞内信号转导过程并激活相应的靶基因，从 

而调控细胞增殖、分化和凋亡f3'4_。在肿瘤细胞中 

STAT3被持续性激活，活化的STAT3分子恒定地存 

在于细胞核中，持续地调控目标基因的表达【5_。目前 

已经明确抗凋亡蛋白Bcl—xL、Mcll、Bcl一2，细胞增殖 

相关蛋白 CyclinD1和 e Myc均为 STAT3的靶基因 

产物阎。 

但该途径是否介导选择性 COX一2抑制剂的抗 

胃癌作用?Muthian G等哳Ff究表明 COX一2抑制剂 

可通过阻断 JAK／STAT通路而抑制 COX一2表达 

发挥抗肿瘤作用。本研究应用 STAT3磷酸酪氨酸抗 

体能与磷酸化的STAT3酪氨酸 705位点反应，从而 

识别 胃癌细胞 中STAT3的活化形式 ，Western blot 

结果显示 ：尼美舒利作用 SGC7901胃癌细胞后磷酸 

化的 STAT3(P—STAT3)、CyclinD1、Bcl一2的表达明 

显下降并随作用时间的延长逐渐降低，而 CyclinD1 

是参与细胞周期 G．／S转换的重要正性调节因子，作 

用于细胞周期的G1一S期调控点，由于尼美舒利抑 

制 CyclinD1的表达，从而降低了 CyclinD—CDK4复 

合物的形成，最终 DNA合成受阻，细胞阻滞在 G．期。 

而本研究细胞周期分析结果显示，在尼美舒利作用 

48h后 GdG．期细胞比例增高，说明尼美舒利将胃癌 

SGC7901细胞阻滞在 GdG。期 ，可见 CyclinD1表达 

的降低与细胞周期的阻滞相一致。M1_r结果显示经 

不同浓度的尼美舒利处理24、48、72h后，SGC7901 

细胞生长受到不同程度的抑制，随作用时间的延 

长 、药物浓度的增大，抑制率逐渐增高 ，呈现出时 

间一剂量依赖性关系。表明尼美舒利抑制 P—STAT3 

及下游靶基因蛋白CyclinD1的表达使细胞周期的 

进程受阻从而细胞增殖受到抑制。Bcl一2是目前研 

(下转第 333页 ) 
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肾小球滤过功能的常用指标，具有简便易行的优 

点，但 cr是肌肉中磷酸肌酸的代谢产物，它受病人 

性别、年龄、肌肉量及外源性 Cr摄人等多种因素的 

影响，并且随着肾小管排泌或重吸收 Cr的程度不 

同，肾脏处理 cr的速度也不同，尤其是在肾病状态 

下。因此，Cr作为 GFR测定物，影响因素多，特异性 

不高，灵敏度也较差。近年来对“早期肾病变”(In— 

cipient nephropathy)的报道越来越多，这就要求相 

应的肾脏疾病的实验室检测方法更为敏感和特异， 

以有利于临床的早期诊断和治疗。Cys C是新近发 

展起来的 1个评价肾功能早期损害的灵敏指标 6]， 

2002年，FDA网上公布了26个在检验医学有重大 

突破的全新检测项 目，Cys C便是其中之一。欲建立 

定量检测 Cys C的乳胶颗粒增强免疫浊度法，此法 

具有快速、准确、自动化、检测通量高、适宜临床常 

规操作的特点，试剂盒国产化将大大降低成本，从 

而促进 Cys C测定的普及率，提高肾脏疾病的临床 

检验诊断水平。 

免疫浊度法测定 Cys C的首要条件是 Cys C 

蛋白抗原的制备纯化。在本文中我们选用了经济、 

高效、来源方便稳定的基因重组策略来制备 Cys C 

的蛋白抗原，成功构建了人 Cys C原核表达载体并 

转化大肠杆菌，制备了纯化的目的蛋白，由于制得 

·+ -+ ·-+ -+ -+ --+ -+  
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究最多的与细胞凋亡关系密切的基因，它的作用主 

要是抑制凋亡的发生，是 目前公认的细胞凋亡拮抗 

基 因。流式细胞仪证实尼美舒 利作用于 胃癌 

SGC7901后能诱导细胞凋亡，可见 Bcl一2蛋白表达 

下调与其引起凋亡的情况相符合。表明尼美舒利抑 

制 P—STAT3及下游靶基因蛋白Bcl一2的表达从而 

诱导细胞凋亡。 

本研究结果提示尼美舒利抑制胃癌 SGC7901 

细胞增殖和诱导胃癌细胞凋亡的机制可能是通过 

STAT3信号途径，抑制了癌基因 STAT3的表达 ，使 

其不能激活它的靶基因所诱导某些关键性基因产 

物的表达(如 CyclinD1蛋白、Bcl一2蛋白)，从而影响 

肿瘤的发生所致，表明该信号通路能介导选择『生COX一 

2抑制剂的抗胃癌作用，以STAT3为靶点对胃癌进 

行干预治疗具有可行性。 
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