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serve the suppression of the human gastric can-
cer (SGC7901) cells treated with Ezhu. By draw-
ing the suppression rate curves, we selected 
the appropriate Ezhu concentration at the 25% 
proliferation suppression rate as experimental 
concentration. Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot were 
adopted, respectively, to examine the expression 
of COX gene and protein. Furthermore, ELISA 
method was used to detect the variation of the 
VEGF and PEG2 expression in culture medium..

RESULTS: Ezhu definitely inhibited the pro-
liferation of human gastric cancer cells in a 
concentration dependent manner. Electropho-
resis of the RT-PCR products demonstrated the 
expression of COX-1 and COX-2 gene in the 
human gastric cancer cells. Gray scale analysis 
showed that both Ezhu and celecoxib inhib-
ited the expression of COX-1 and COX-2 gene, 
and the inhibitory action of Ezhu was greater 
than celecoxib. However, Western blot clearly 
showed that a specific protein strip was ob-
served in COX-1 group at the 70 kDa, while in 
COX-2 group at the 80 kDa. Gray scale analysis 
confirmed than both Ezhu and celecoxib had ap-
parent suppression on COX-2 protein, but had 
no effect on COX-1. Moreover, the suppression 
function of Ezhu surpassed celecoxib. Ezhu and 
celecoxib obviously degraded the content of 
VEGF in gastric cancer cells. In comparison with 
those in the control group, the results are statisti-
cally significant (91.0 ± 18.2, 127.8 ± 12.1 ng/L vs 
162.0 ± 15.1 ng/L, P < 0.01). The level of PGE2 in 
the cells treated with celecoxib was lower than 
the control group with no statistical significance. 
Nevertheless, Ezhu decreased the level of PGE2 
significantly (67.5 ± 6.9 ng/L vs 78.7 ± 5.6 ng/L, 
P < 0.01).

CONCLUSION: Ezhu can inhibit COX-2 and 
its downstream expression of PGE2, and down-
regulates VEGF expression, so as to suppress the 
proliferation of gastric cancer cells.
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■背景资料
最近COX-2与癌
症及癌前病变相
关的研究越来越
多 ,  大 部 分 认 为
COX-2高表达与
肿瘤的生物学行
为 ,  如 肿 瘤 的 发
生、血道转移或
淋巴转移等密切
相关, COX-2的抑
制剂则能阻止或
延缓这些生物学
行为的发生, 以上
研究多是与西医
内容为主, 而对于
中药的研究较少;  
中药对胃癌的作
用机制以往虽然
有各种报道, 但从
COX-2角度研究
的 则 较 少 ,  故 本
研究进行中药在
COX-2作用机制
方面的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Ezhu on the 
expression of cyclooxygenase-1 (COX-1), 
cyclooxygenase-2 (COX-2), vascular endothelial 
growth factor (VEGF) and prostaglandin 
E2 (PGE2) in human gastric cancer cell line 
SGC7901.

METHODS: The MTT method was used to ob-
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摘要
目的: 观察莪术对人胃癌 S G C 7 9 0 1 细胞
COX-1, COX-2, VEGF和PGE2的影响. 

方法:  M T T法观察莪术对胃癌细胞的抑制
作用, 绘制其抑制率曲线, 选取抑制率为25%
时的药物浓度作为加药浓度, 用RT-P C R以
及Western blot方法检测加药后人胃癌细胞
C O X-1, C O X-2基因及其蛋白表达的变化. 
用ELISA方法检测加药后培养基中VEGF和
PGE2的表达情况. 

结果: 莪术对胃癌细胞有一定的抑制作用, 且
随着浓度的增加, 其抑制作用加强; 将RT-PCR
产物经电泳分析, 证实胃癌细胞中有COX-1、
COX-2基因的表达, 对各条带进行灰度分析
发现: 中西药对COX-1和COX-2均有抑制作
用 ,  莪术对C O X-2的抑制作用大于塞来昔
布; Western blot曝光结果可见, COX-1各组在
70 kDa处可见特异性的蛋白条带, COX-2各
组在80 kDa处可见特异性的蛋白条带. 对各条
带进行灰度分析发现: 各组中西药对COX-2
均有明显的抑制作用, 而对COX-1则无抑制
作用, 其中, 莪术对COX-2的抑制作用要强
于celecoxib; 西药celecoxib及莪术组可明显
降低人胃癌细胞VEGF的表达, 与细胞组相
比, 其差别有统计学意义(91.0±18.2, 127.8
±12.1 ng/L vs  162.0±15.1 ng/L, P <0.01); 西
药celecoxib组PGE2表达低于细胞组, 但其差
别无统计学意义, 莪术可明显降低人胃癌细
胞PGE2的表达, 与细胞组相比, 其差别有统
计学意义(67.5±6.9 ng/L vs  78.7±5.6 ng/L, 
P <0.01).

结论: 莪术可能是通过抑制COX-2及其下游
PGE2表达, 使VEGF表达下调而抑制肿瘤.

关键词�� 莪术; 胃癌; SGC7901细胞; 环氧合酶; 血管

内皮生长因子; 前列腺素E2
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0  引言

环氧合酶(cyclooxygenase, COX)为一种膜结

合蛋白, 是花生四烯酸转化为前列腺素和其他

二十烷类的限速酶. 目前已知细胞中至少有两种

COX同工酶: COX-1和COX-2. COX-1多在正常

组织中表达, 维持多种组织细胞的正常生理功

能. 而COX-2在绝大部分组织细胞中不表达, 只
在细胞受到广泛内外刺激因素(细胞因子、生长

因子、内毒素、促有丝分裂因子、致癌剂等)作
用时, 才呈诱生性表达[1], 且诱导产生的量随细

胞类型及刺激因素的不同而改变. COX-2与人

类肿瘤具有密切联系[2], 其可能参与了肿瘤的异

型、凋亡、肿瘤血管生成及肿瘤侵袭等. 有不

少研究报道[3], 食管癌、胃癌、结肠癌、肝癌、

胰腺癌等消化道肿瘤中有COX-2 mRNA或蛋白

的过度表达, 但COX-1表达无改变[4]. 在慢性萎

缩性胃炎伴肠化、不典型增生时也有COX-2的
表达上调[5], 且与慢性炎症的程度相关, 而萎缩

性胃炎伴肠化及不典型增生被认为是癌前病变. 
说明COX-2过度表达在胃癌的形成中起重要作

用[6]. 几项研究表明[7], NSIADs的应用可能减少

非贲门癌, 甚至贲门癌发生的危险性. 目前已知

NSIADs可阻断COX-2而发挥其对胃肠道肿瘤的

化学预防作用[8]. 实验研究也发现, NSIADs可在

体外抑制胃癌细胞株的增殖, 使其生长受抑, 凋
亡增加. 

研究报道表明血管内皮生长因子(VEGF)可
在很多正常组织中表达, 但一般水平较低, 恶性

肿瘤细胞能分泌大量VEGF, 常呈现过量表达. 
有研究表明肿瘤组织中VEGF的表达高于正常

组织, 其阳性表达肿瘤中微血管密度也明显增

高. VEGF是最具特异性的血管活性物质, 高效

地作用于血管内皮细胞, 刺激内皮细胞增殖, 促
进血管形成. 他诱导产生的新生血管有很高的

通透性, 能使循环中的血浆蛋白渗出到细胞外

基质, 有利于成纤维细胞和内皮细胞在其中生

长, 共同形成一种富含血管的肿瘤基质, 为肿瘤

的浸润和转移创造条件. 另外, VEGF可通过特

异的受体激活磷脂酶C[9], 快速诱导钙离子对血

管内皮细胞直接作用, 增加血管的通透性. 因此, 
VEGF在肿瘤的发生、生长、转移中起着重要

的作用. 而COX-2还可诱导VEGF等血管新生因

子[10], 促使肿瘤血管的新生, 从而促进肿瘤的增

殖和发展[11]. 
PGE2是花生四烯酸的主要代谢产物之一, 

已有大量研究报道[12], 同正常组织相比较, 胃癌

■研发前沿
自从选择性COX-
2 抑 制 剂 罗 非 昔
布在临床应用后
发现心血管方面
的 副 作 用 后 ,  关
于COX-2的研究
进 一 步 深 入 ,  对
COX-2在副作用
方面的认识也有
所加强, 相关研究
增多. 有的研究认
为选择性COX-2
抑制剂也有不少
副 作 用 ,  而 中 药
在防治肿瘤中副
作 用 较 少 ,  因 此
寻找具有选择性
COX-2抑制作用
的副作用更少的
中药有效成分成
为研究热点.
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组织产生PGE2的水平增高. PGE2可抑制具有免

疫调节功能的淋巴因子产生, 抑制T细胞和B细

胞增殖, T细胞母细胞化及抑制NK细胞、LAK
细胞和CTL的细胞毒活性. 同时, PGE2还可抑制

TNF的产生, 诱导IL-10产生. 因此, 应用环氧化

酶抑制剂(如阿斯匹林、苏灵达和消炎痛等)可
减低肿瘤引起的免疫抑制作用[13]. 

近年来, 益气活血法[14]在预防及治疗胃癌

及癌前病变中应用较为广泛, 取得了较好的疗

效[15], 为进一步探讨中药作用的机制, 我们初

步筛选出其中最为常用的活血药莪术作为本

研究的主要对象, 采用RT-PCR(COX-1, COX-2 
mRNA)、Western blot(COX-1, COX-2 protein)、
免疫组化双抗夹心ELISA(VEGF、PGE2)等方

法, 测定其在胃癌细胞中的表达及在莪术作用

下表达的变化, 从分子生物学角度分析莪术作

用的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞SGC7901为中国药科大学

抗肿瘤药理实验室保存. 莪术提取液由江苏省

中医院药理实验室提供, celecoxib(塞来昔布)产
自西尔大药厂波多黎各分厂. RPMI 1640培养

基由Gibco公司生产, COX引物购自上海生工生

物工程技术服务有限公司, 小牛血清由杭州四

季青公司提供, DMSO(二甲基亚砜)由江苏永华

精细化学品有限公司生产, 总RNA tripure抽提

试剂盒由Roche Diagnostics公司生产, COX抗体

由Santa Cruz公司生产, 100 bp DNA ladder购自

大连宝生物工程有限公司, 100 bp蛋白ladder由
Piece chemical公司生产. VEGF检测试剂盒由上

海森雄科技实业有限公司生产. PGE2检测试剂

盒由美国BPB公司生产.
1.2 方法 用2.5 g/L胰蛋白酶消化单层培养细胞

SGC7901, 制备单细胞悬液. 以每孔1×104个细

胞接种于96孔培养板(每孔100 μL), 分别加不同

浓度的莪术, 移入37℃ CO2孵箱中培养24 h. 然
后每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 于37℃继续

孵育4 h, 终止培养. 吸弃孔中的培养上清, 加入

100 μL DMSO振荡10 min, 在酶联免疫检测分

析仪测定A 490nm的值. 以只加培养液不加细胞的

空白对照孔调零. 
1.2.1 RT-PCR测COX基因 取对数生长期的细

胞, 按每瓶2×106个细胞的量, 分别加入到3个
中瓶中, 24 h后细胞贴壁后分别加药(选取抑

制率为25%时的药物浓度作为加药浓度): 细胞

对照组、celecoxib组(5.75E-5 mol/L)、莪术组

(940 g/L), 48 h后收集各组细胞, 用2.5 g/L胰
蛋白酶消化, 制成单细胞悬液, 1000 r/min离心

10 min, 收集细胞沉淀, 再以0.01 mmol/L pH 7.4 
PBS洗涤沉淀2次, 于-70℃保存. 应用tripure试剂

盒提取RNA, 并用紫外分光光度计测定A 260nm及

A 280nm值, 分析其纯度, 同时进行定量. 于冰上混

合2 μg RNA样品及10 μL随机六聚体引物, 于
70℃退火5 min后, 立即置于冰浴中, 加入5 μL
逆转录酶缓冲液, 40 MU/L rRNase抑制剂1 μL, 
10 mmol/L dNTP 1.25 μL, 200 kU/LM-MLV逆

转录酶1 μL, 并补加水至25 μL充分混合. 然后

37℃ 1 h; 80℃ 5 min终止反应, -20℃保存. 引物

序列COX-2为: COX-2 F: 5' ATC TAC CCT CCT 
CAA GTC CC 3'; COX-2 R: 5' TAC CAG AAG 
GGC AGG ATA CAG 3'. 扩增片段长度为807 bp; 
引物序列COX-1为: COX-1 F: 5' CCG GAT GCC 
AGT CAG GAT GAT G3'; COX-1 R: 5' CTA 
GAC AGC CAG ATG CTG ACT G3'. 扩增片段

长度为529 bp. 反应体系: 10×reaction Buffer 
2.5 μL, 25 mmol/L MgCl2 2.0 μL, 10 mmol/L 
dNTP 0.5 μL, 20 mmol/L上下游引物各0.4 μL, 
cDNA 2 μL, 及Taq酶0.3 μL, 补加水至25 μL. 
PCR条件: 94℃热启动, 94℃变性45 s, 58℃复

性35 s, 72℃延伸55 s, 共35个循环. 最后于72℃
延伸10 min. 反应完毕后, 取扩增产物10 μL, 于
15 g/L的琼脂糖凝胶上进行电泳分析. 为比较各

组细胞间表达水平的强弱, 应用图像分析仪对

扩增条带做了扫描半定量. 
1.2.2 Western blot测COX蛋白 将细胞的蛋白样

品定量(90 μg), 并进行变性(90℃, 5 min)处理; 
行聚丙烯酰胺凝胶电泳; 转膜: 75 mA, 1 h; 用
封闭液(脱脂牛奶)封闭1 h; 用Blot wash液洗2
次, 每次10 min; 加入COX-1或COX-2的一抗, 
在25℃温育1.5 h, COX-1和COX-2的一抗工作

浓度分别为1∶500和1∶800; 用Blot wash液洗3
次, 每次10 min; 加入辣根过氧化酶标记的二抗

后, 在25℃温育1 h, COX-1和COX-2的二抗工作

浓度均为1∶10 000; 用Blot wash液洗3次, 每次

10 min; 加入1∶1的发光液, 在25℃温育5 min. 
立即曝光, 等条带清晰后将胶片取出, 用凝胶成

像系统扫描并进行数据分析. 
1.2.3 ELISA法测VEGF和PGE2 取对数生长期的

细胞, 按1×108个/L的密度, 每孔500 μL培养基

分别加入到2个24孔板中, 24 h细胞贴壁后分别

加药(选取抑制率为25%时的药物浓度作为加药

■创新盘点
本文主要不同点
及创新之处在于
从中药的角度, 研
究莪术对胃癌的
作用机制.
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浓度): 细胞对照组、celecoxib组(5.75E-5 mol/
L)、莪术组(195 g/L), 每个浓度的药物分别加

8孔或10孔(n = 8或10), 48 h后收集上层培养基, 
离心后上清转入tube管中备用. 将备好的培养

基加入已平衡至室温板条的相应孔中(100 μL 
/孔). 37℃孵箱孵育120 min, 取出板充分洗涤5
次, 向滤纸上印干后每孔加入一抗工作液50 μL, 
充分混匀, 37℃孵箱孵育60 min, 洗板5次, 干后

每孔加入酶标抗体工作液100 μL, 37℃孵箱孵

育60 min, 洗板5次, 加入底物工作液100 μL/孔, 
37℃孵箱暗处反应10 min, 每孔加入终止液1滴, 
混匀后即刻测量A 492nm值, 减去空白孔A值, 得各

标本的A值, 根据标准品的测定值绘制标准曲线

图, 在标准曲线上查出每个标本VEGF浓度. 酶
标板每孔加入100 μL标准品, 分别加入100 μL
样品 ,  每孔加入50 μL酶标液 ,  18-25℃反应

90 min. 洗板6次, 每孔加入底物A, B液各50 μL. 
18-25℃反应15 min, 每孔加入50 μL终止液, 终
止反应. 于波长250 nm的酶标仪上读取各孔的

A值, 根据标准品浓度, 计算出样品中PGE2的

浓度.

2  结果

2.1 COX-1, COX-2表达 莪术对胃癌细胞有一定

的抑制作用, 且随着浓度的增加, 其抑制作用加

强(图1). 将RT-PCR产物经电泳分析, 加入COX-1
引物的各组均可见1条约529 bp(符合COX-1位
置)的扩增带, 加入COX-2引物的各组均可见1
条约807 bp(符合COX-2位置)的扩增带, 特异

性好(图2). 说明胃癌细胞中有COX-1 mRNA、

COX-2 mRNA的表达. 对各条带进行灰度分析

(图3)发现, 中西药对COX-1 mRNA和COX-2 
mRNA均有抑制作用, 莪术对COX-2的抑制作

用大于塞来昔布. 胃癌细胞的Western blot曝光

结果可见, COX-1各组在70 kDa处可见特异性

的蛋白条带(图4), COX-2各组在80 kDa处可见

特异性的蛋白条带(图4). 对各条带进行灰度分

析发现: 各组中西药对COX-2均有明显的抑制

作用, 而对COX-1则无抑制作用. 其中, 莪术对

COX-2的抑制作用要强于celecoxib.
2.2 VEGF和PGE2的表达 西药celecoxib及莪术组

可明显降低人胃癌细胞VEGF的表达, 与细胞组

相比, 其差别有统计学意义(P <0.01, 表1). 西药

celecoxib组PGE2表达低于细胞组, 但其差别无

统计学意义, 益气活血中药均可明显降低人胃

癌细胞PGE2的表达, 与细胞组相比, 其差别有统

计学意义(P <0.01, 表1).

3  讨论

目前, COX-2促肿瘤发生、发展的机制已有较多

阐述, 但其与胃癌诸多病理因素间关系的报道

尚不一致[16]. 有实验结果显示[17], COX-2在正常

胃黏膜、浅表性胃炎、萎缩性胃炎伴肠化、不

■应用要点
通过本研究, 对于
中药作用的机制
有了进一步的了
解 ,  为 临 床 选 用
中药提供了依据, 
而且对于中药作
用的机制可围绕
COX-2进行进一
步深入的研究, 从
其上游或下游探
讨 .  更重要的是 , 
可进一步筛选具
有选择性COX-2
抑制作用的有效
成分, 开发一类新
药.

图 1 塞来昔布(A)、莪术(B)对胃癌细胞的抑制率. 

图 2 COX-1 ｍRNA和COX-2 ｍRNA在人胃癌细胞中的

表达. 1-3: COX-1 ｍRNA; 5-7: COX-2 ｍRNA; 1, 5: 

SGC7901细胞; 2, 6: 塞来昔布组; 3, 7: 莪术组; 4: 100 bp 

DNA ladder.

图 3 各组别mRNA条带灰度分析比较. 
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表 1 胃癌细胞VEGF和PGE2的表达

分组               n            VEGF (ng/L)             n          PGE2 (ng/L)

对照     8         162.0±15.1           8        78.7±5.6

celecoxib     8           91.0±18.2b        10        77.9±5.1

莪术             8         127.8±12.1b        10        67.5±6.9b

bP<0.01 vs  对照.
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典型增生及胃癌组织中的表达呈逐渐递增趋势, 
阳性率依次为6.67%, 17.86%, 30.43%, 42.11%和

62.26%. 提示COX-2在促胃癌发生、发展的过

程中遵循Correa et al [18]提出的肠型胃癌的发生模

式: 正常胃黏膜→慢性浅表性胃炎→慢性萎缩性

胃炎→肠上皮化生→不典型增生→胃癌的顺序

演变过程, 即COX-2参与了胃癌形成的全过程, 可
能为其早期事件. COX-2高表达与胃癌组织学分

级、浸润深度及有无淋巴结转移有关[19]. 在高中

分化胃癌组中的表达显著高于低分化组, 在侵

及浆膜组与有淋巴结转移组中的表达亦高于未

侵及浆膜组与无淋巴结转移组. 提示COX-2不
仅参与了胃癌形成的早期过程, 且与胃癌的侵

袭、转移及预后亦有一定的关系. 以往的研究

表明在胃癌细胞中COX-1的表达呈阳性[20], 与
本试验结果相一致. 从RT-PCR的结果来看, 莪
术对COX-2 mRNA和COX-1 mRNA均有明显

的抑制作用, 从对COX的选择性来看, 莪术对

COX-1和COX-2的抑制无明显差别. 从Western 
blot的结果来看, 中西药对COX-2均有明显的抑

制作用, 而对COX-1则无抑制作用. 其中, 在抑

制率相同的情况下, 莪术对COX-2的抑制作用

要强于celecoxib. 从ELISA检测可以看出, 西药

celecoxib及中药莪术均可明显降低人胃癌细胞

VEGF的含量, 且其趋势与各组COX-2的表达

基本平行, 中药莪术组可明显降低人胃癌细胞

PGE2的含量, 两者趋势与各组COX-2的表达基

本平行, 说明COX-2与PGE2、VEGF呈一定的相

关性[21], 中药作用的机制可能是通过抑制COX-2
表达, 从而抑制PGE2的产生[22], 降低肿瘤的发生; 
或者通过对VEGF的诱导作用[23], 使VEGF表达

下调, 或直接抑制VEGF表达, 从而抑制肿瘤血

管的新生[24], 抑制肿瘤的增殖和发展[25]. 
总之, 中药抗肿瘤的机制可能是通过抑制

COX-2表达, 减少PGE2所引起的炎症[26]及其免

疫反应 [27], 防止肿瘤发生; 或使VEGF表达下

调[28], 或直接抑制VEGF表达[29], 从而抑制肿瘤

血管的新生, 达到抗肿瘤的作用[30]. 
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