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环氧化酶抑制剂对人乳腺癌细胞株 MCF一7的抑制作用研究 

刘方欣，张玉诺，李少林 

(重庆医科大学基础医学院核医学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究环氧化酶抑制剂阿司匹林和选择性环氧化酶2抑制剂尼美舒利对人乳腺癌细胞株MDA—MB一231的生 

长抑制作用，并初步探讨其作用机理。方法：用阿司匹林和尼美舒利分别作用人乳腺癌细胞株 MDA—MB一23l，MTT法观察 

其生长抑制作用；免疫组化法检测阿司 林和尼美舒利作用后 MDA—MB一231细胞中 COX一2和 C erbB 2的表达情况。 

结果：阿司匹林和尼美舒利能够抑制 MI)A MB一231细胞的生长，并呈时间 剂量依赖型。CO X 2在 MDA—MB一231细 

胞中表达呈阳性，免疫组化发现细胞内 C—erbB一2表达下降。结论：环氧化酶抑制剂能够有效的抑制肿瘤细胞的生长，其机 

制可能与 F调 C erbB 2基因的表达有关。 
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The inhibitory effect of cycIOOxygenase inhibitor 

on human breast cancer liRe MDA—MB一231 in vitro 

Lju Fangxin．et al 

Department t)j Nuclear Medic’ine，College()j。Basic’Medicine，Chongqing Medical University 

【Abstract】Objective：To investigate the inhibitory effect of cyclc~)xygenase inhibitor acetyl,~licylic acid(ASA)，and a selective( x 

2 inhibitor(Nimc~sulidc)OI)the gn)wth of human 1)feast cancer eellline MI)A MB 23 l in vitro．Methr~s：The inhibitory effect was 

detected by M F'I、a~say．Immunohistochemical a y was performed tO examine the expre．~sions of COX 2 and C erbB 2 in 

SKOV3 cellline treated by NSAIDs．Results：A decrease in cell number compared with controls was observed in all of the cellline 

treated with ASA and Nimesulide．It was a dose—dependent inhibition of cell proliferation．CO X一2 was expressed Ix~itive in MDA— 

MB一231 and the expression of cerbB一2 was found tO decrease by immunohistochemical&ssay．Cxmclusion：NSAIDs can inhibit the 

growth of human breast cancer cell line MDA MB一231 in vitro． 

【Key words】Cyclooxygenase inhibitor acetyl~licylic acid；Selective CO X一2 inhibitor：Human breast cancer cell line MDA—MB一 

231 

环氧化酶(cyclooxygenase，COX)是花生四烯酸 

合成前列腺素的限速酶，目前发现在哺乳动物中至 

少有两种同工酶：结构型 COX一1和诱导型 COX一 

2。CO X一1在机体中常有表达，维持机体正常的生 

理功能。而CO X一2在大多数正常组织的正常状态 

下不表达，而在多种细胞外次级因素包括生长因子、 

细胞因子、炎性介质等作用于细胞的时候其表达量 

迅速增加_1 J。研究发现，COX一2不仅是启动炎症 

反应的关键酶，而且还可以通过多种致瘤机制参与 

肿瘤的发生与发展。研究表明，COX一2在上皮组 
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主要研究方向：肿瘤药物。 

织癌(如胃癌、直肠癌、肺癌、乳腺癌等)中普遍存在 

过度表达。 

本研究选用了非选择性 CO X抑制剂阿司匹林 

和选择性 CO X一2抑制剂尼美舒利分别作用体外培 

养的人乳腺癌细胞株 MDA—MB一231，比较其对肿 

瘤生长的抑制作用，并对其抗肿瘤机制作初步的探 

讨。 

1 材料和方法 

1．1 主要试剂及 药品 

RPMI一1640培养基由 GIBCO BRL公司提供，小牛血 

清为 Hyclone公司产品。MTT四甲基偶氮唑盐(Sigma)，以 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2005年第30卷第4期 (Journal of Chongqing Medical University 2005 Vol 30 No 4) 一 565 一 

生理盐水配成 5ffg／ml的工作液，一20℃保存。K卜 67，C— 

erbB一2免疫组化试剂盒为博士德公司产品，COX一2免疫 

组化试剂盒为 SantaCruz公司产品。阿司匹林 、尼美舒利为 

西南药业提供，以生理盐水溶解配制母液，使用时用 RPMI 

一 1640培养液配制成工作浓度。 

1．2 细胞株 

人乳腺癌细胞株 MDA—MB一231细胞株由重庆医科 

大学病理生理教研室提供。于含 10％灭活小牛血清 RP— 

M11640培养液的完全培养体系中培养，倒置显微镜观察细 

胞生长情况，每2～3d传代，置 3712、饱和湿度 、5％o32培养 

箱中培养。 

1，3 实验 方法 

1．3．1 MTT检测 CO X抑制剂对肿瘤细胞生长的影响实验 

取对数生长期的 MDA—MB一231细胞，苔盼蓝染色计 

数，配制成 4 X 10 ／L起始浓度细胞悬液，按每孔 5 X 10 个 

细胞接种于 96孔板中。 

共分四组 ：①阿司匹林实验组 ：加入 5种不同浓度的阿 

司匹林(1 X 10 ，1 X 10 ，1 X 10 ，1 X 10 ，1 X 10一 mol／ 

L)，每浓度每时问(24、48、72h组)组重复 5孔 (24、48、72h 

组)，每孔 100ffl；②尼美舒利实验组 ：加入 5种不同浓度的尼 

美舒利(25，50，100，200，400／anol／L)，每浓度每时问组重复 5 

孔 ，每孔 100ul；③空白对照组 ：不接种细胞，加入 RPMI1640 

培养液 10od代替，分别加入不同浓度的阿司匹林和尼美舒 

利 ；④无药物对照组：接种细胞后，每孔每时问点加入生理盐 

水 10od。加药后置 5％()(]2培养箱 3712继续培养。 

于培养的第 24、48、72h每孔加入 MTT液 (5mg／m1) 

20ffl，37℃孵育 4h后弃去上清液。每；fL／~n入 200ffl DMSO， 

轻振荡 10min，使结晶物充分溶解，在 490／570nm波长酶联 

免疫检测仪上测定各孔光吸收值(()D值)，求其平均值，对照 

组细胞存活率记为 100％，实验组按下列公式计算相对抑制 

率：相对抑制率 =[(对照孔平均 OD值 一加药孔平均 OD 

值)／7~照孔平均 OD值]X 100％。 

1．3．2 免疫组化检测 CO X2、C—erbB一2、Ki一67的表达 

将盖玻片(22mmX 30mm)裁为 4小块 ，灭菌后放入 24 

孔培养板 内。将细胞悬液 以 2．5 X 10 个接种在玻片上， 

lml／L孔。待盖玻片长满细胞后，加入浓度为 1 X 10 mol／ 

L的阿司匹林、以及浓度为200ffmo|／L的尼美舒利。试验分 

为 2组，每组分为加药组和不加药组并设置阳性对照，阴性 

对照(以 PBS代替一抗)。加药完毕置 5％o32培养箱 3712 

培养 48h后取出玻片，PBS缓 冲液冲洗 3次，每次 3min。静 

置2h风干，缓冲甲醛丙酮固定，置于 4℃冰箱备用。 

根据 SABC免疫组化试剂盒说明书完成操作步骤 ，染色 

后各组细胞在高倍镜下随机观察 200个细胞，CO X2结果判 

定以细胞质内出现棕黄色颗粒为阳性。c—erbB一2的表达 

以 H 0RE计算判定。 

1．4 统计学处理 

实验结果采用 SPSS10．0统计软件处理。M丌 检测 

OD值以 |z±S表示，进行 方差分 析，免疫组化结果采用 

HSC4DRE计算得分，均以 P<0．05为显著性差异。 

2 结 果 

2．1 阿司匹林对肿瘤细胞生长的影响实验 

不同浓度的阿司匹林作用肿瘤细胞后，对细胞 

的生长具有抑制作用，且抑制作用呈时间 一剂量依 

赖型，IC50=2．54 X 10～mol／L。结果见表 1，F、P 

值为浓度组之间比较的方差分析结果，F’、P’值为 

时间组之间的方差分析结果。 

2，2 尼 美舒利对肿瘤细胞生长的影响 实验 

尼美舒利作用肿瘤细胞后，对肿瘤细胞的生长 

具有明显的抑制作用，呈时间一剂量依赖型。中效 

浓度 Itso=1．41 X 10一mol／L。结果见表 2，F、P值 

为浓度组之间比较的方差分析结果，F’、P’值为时 

间组之间的方差分析结果。 

2．3 COX2和 C—erbB一2在细胞中的表达 

结果显示 COX2在 MDA—MB一231人乳腺癌 

细胞中存在阳性表达，表现为细胞浆中出现棕黄色 

颗粒，见图1。阿司匹林组与对照组比较 ，C—erbB一 

2在 MDA—MB一231细胞中的表达明显下降，具有 

显著性差异，见图 2。尼美舒利组与对照组 比较，C 

—erbB一2的表达稍有下降，但无显著性差异。结 

果见表 3。 

表 1 M1vr法测不同浓度阿司匹林对细胞的影响 

F =5．738，P<0．01；F’=37．10，P’<0．01 
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表 3 【 一bB 2 H f)I“ 得分 
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图 2 r w 2免疫组化 4 qI(I一胞膜及胞浆棕黄色着染 

NSAI1 址l 眯 fI_=-㈧ 川 耕热镇师 

大r-}14tf q学资料 劬物 愉I IⅢ_，K H』 

NSAII)s能略降低 化进 的班柏率，抨 I能够 

搁I制消化坦肿痫的 ̈ 0 近 的川 表明，NSA11) 

I1 州r蜊_l】也订 -lil』 地『圻n川， l乳腺嘲 J 

巢墙．前驯腺癌、肺痛等 NSAID~能够通世抑制 

COX2帕 表达 下 调 bcl 2蚩白的水平 上桶 4 

准因的水、r等途径抑翩肿痈的生长 Ha⋯ 等 

统计 J 511名乳腺埔患者与f534名I 常女性，发现 

每用至少服州3次 X~SAIDs玎匣『1] 少 1年的妇女患 

乳腺癌的州对危舱 降低 丁34t％ 动物实驰发现． 

传统 NSAIDs布浒 和选择陛 ( )x1抑制刑 cele 

㈧xth都uf 梆刹二 毕萃蒽 发的小鼠乳腺痫．计 

帆肿瘤的发生率、川 嘶数节刊肿 悼积一力而的结 

果I儿I看山 lrC ib的抑制作l羽耍强 J‘布洛井 

Nakatsugi等 发现 ”一种逃择忡 COX2抑制刺尼 

炎舒利刘， 踌技fl勺乳腺喃 J}k女 呐抑 作用 

小f ：究结 走 ， 林和 燕抒利部能够 

{／llfli~l@U廉痂卸I胞株 MI1A MB 23 J证体外的生 

长．抑制 与对j{c} 【H|比均 lfI 著 车异(I，< 

f】01)I ri J尼黄钎利 疗敬 优于 川Fd林 阿可 

林(10 inc~ln 组)721l的抑制率 56 25· ，尼美舒 

利(50lI／uⅢ一l／I．)7211{T】'制率 5̂ 32％ 免疫 【化 

结果皿示．MDA MB 231细胞株中疗在COX2的 

表达 世使用药物后刈COX2的丧逃没仃明 

的影响．提小 NSAIIh副乳昧瘟的抑制作川可能计 

不址通：1t抑圳“)X2趵＆j基完成的 在使用 - 匹 

林址fq J,~t<1细啦中 帅檀绌胞 ⋯  2基Iq的 

达l̈_ 下I ．恺足衍利作片』的身̈胞一 mI B 2基 

是选 ，1 ，芭程腹下降，捉 XSAIDs晌生I 抑制 

f1 1̈1I 能 er]，H 2 阳的 l、l ，J* 

NSAIDs抑制】Jq,蝴 jtj 私幽翥、多机制联 

怍／1 Jf] ，Jt⋯ _ll̈ 删确 水研究结 

征 美舒利能够 敬『r：J qqu li,l~L(下转 5H() 1 
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疗，fn 抗病 治疗疗效 川： 炎 活动度和病毒 

载量等仃 接的火系 ：诊断』】 I织炎7 活动度的 

标准足川：纠i织病 、 ：榆 ， iI,j‘判断肝病治疗疗效 

高低的金标准也足 织 、 的改蒋!。flt于肝活 

检为柯创 检 ， 仃一定的并发 不1J禁忌 ，小便 

于反复进行，使 推广1-j 川受fiji5}!制，所以人仃J不 

断寻找_兀创性诊断力‘法米7-0断 纰织炎症活动度。 

m清HBV I)NA址乙 病 f 复制的最u 靠指 

标，其仔 爪血液的传染性较强，病毒复制活跃。 

HBV复制也f 以刺激机体广： 免疫反应，使病变程 

度加承。f【l HBV I)NA定{f{=水 4％⋯Ilu反应肝组织病 

理学炎 分级和纤维化分期， ：多研究证实肝组织 

学炎 分级及纤维化分期均1j HBV I)NA定量尤明 

显相关【3,4j，Cho 等M样报道 HBV I)NA水平 肝 

纤维化 度没有牛【】火性。我f『J×IJ 285例慢性乙肝患 

者 HBV DNA定fI；= 州 I织学榆 进行对比分析， 

证实l(ILii'i}tBV I)NA水、r 1川 I织炎 及纤维化尢 

明显牛H火性， ．j前 的研究牛同 一致 时对 285例 

中230例 HBeAg r 的慢性乙 患者分析发现 

HHV I)NA水平 j 纰织炎 }l』J 的负相关，与 

Cho 一等干̈ Hco 等均报道一致， HBcAg阳 

的慢 乙肝患并随川： 织 炎 级圳fi9增高，HBV 

I)NA定lf{=flI(逐渐 F降 

AI ，r址削断刖：内炎 活动度的『1 辖指标，我fi、] 

的研究 冯平l J和 Cho 的报道 [1月，随着炎症活 

动度加 ，ALT升高明 ，各级别之『甘J两两比较差 

异有 籍意义。 

本研究证实 HBV I)NA定{|{=I f：组织炎症及纤 

(上接第566页)腺癌细胞 体外的 长，并 且其副作 

用明显小于传统的 NSAII)s，柯希 作为乳腺痈的 

预防和辅助治疗川约，为乳腺癌的治疗和预防开辟 

新的途径 。 
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