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环氧化酶-2（cycloxygenase-2，COX-2）在恶性
肿瘤组织中的强阳性表达使其在肿瘤发生、发展及
转移中的作用日益受到重视，抑制COX-2的活性，
探索COX-2抑制剂在恶性肿瘤防治中的作用，成为
目前肿瘤研究的热点[1-3]。本实验观察COX-2抑制剂

塞来昔布对人舌鳞癌Tca8113细胞COX-2表达及诱导
凋亡的作用。

1 材料和方法

1.1 细胞和主要试剂
人舌鳞状细胞癌细胞系Tca8113由上海交通大学

医学院附属第九人民医院·口腔医学院建株，南方医
院口腔科实验室保存，塞来昔布胶囊为辉瑞公司产

品，产品批号：BK060127。Trizol试剂盒（Invitrogen公
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[摘要] 目的 观察选择性环氧化酶-2（COX-2）抑制剂塞来昔布对人舌鳞癌Tca8113细胞的生长抑制、COX-2表达
调节及诱导凋亡的作用。方法 在Tca8113细胞中分别加入含有不同浓度塞来昔布的培养液，培养24、48、72 h后，
采用MTT方法测定细胞生长抑制率，采用免疫组化方法观察COX-2蛋白在Tca8113细胞中的表达，应用荧光显微镜
观察凋亡细胞的形态学特征，应用Annexin V-FITC/PI双标记法检测细胞的早期凋亡率，相对定量荧光定量PCR检测
Tca8113细胞中COX-2 mRNA的表达。结果 COX-2蛋白在Tca8113细胞中呈强阳性表达，塞来昔布在抑制细胞生长
的同时，抑制Tca8113细胞COX-2蛋白的表达；Tca8113细胞经塞来昔布处理后凋亡细胞多见，与对照组相比，塞来
昔布处理组早期凋亡细胞增多有统计学意义；塞来昔布调节COX-2 mRNA表达的作用与对照组相比无统计学意义。
结论 塞来昔布主要以剂量依赖的方式抑制Tca8113细胞生长，诱导细胞凋亡，其作用与抑制COX-2蛋白表达有关，
而对COX-2基因作用较弱，其作用机制有待进一步研究。
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Effect of Celecoxib on cycloxygenase-2 expression and inducing apoptosis in Tca8113 cell lines LI Wei -
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[Abstract] Objective To observe whether Celecoxib could inhibit the growth, regulate the expression of COX-2
and induce apoptosis of Tca8113 cells. Methods Tca8113 cells were incubated with different concentrations of Cele－
coxib for 24, 48 and 72 h, and MTT was used to calculate growth inhibition rate. The expression of COX-2 protein
and mRNA in Tca8113 cells was detected with SP immunohistochemistry staining and fluorescent quantitative real-
time RT-PCR. Morphology of apoptosis cells was observed by fluorescence microscopy, and Annexin V-FITC/PI double
labeling method was employed to detect early stage cell apoptosis. Results COX-2 protein was strongly expressed in
Tca8113 cells and was suppressed by Celecoxib. The growth and proliferation of Tca8113 cells treated with Celecoxib
were inhibited in a dose-dependent manner. Celecoxib treatment resulted in significant increase in apoptosis and early
apoptotic rate. Fluorescent quantitative real-time RT-PCR results showed no significant effet on regulating expression
of COX-2 mRNA. Conclusion Celecoxib shows a significant effect on inhibiting expression of COX-2 in Tca8113
cells, this is probably related to growth inhibition and inducing apoptosis of Tca8113 cells.
[Key words] Celecoxib； cycloxygenase-2； cell apoptosis； squamous cell carcinoma
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司，美国），RT-PCR成套试剂盒（TaKaRa公司，日
本），Annexin V-FITC试剂盒（碧云天公司），COX-
2鼠抗人单克隆抗体（北京中杉生物有限公司），
COX-2和β-actine引物由上海生工生物工程公司合
成。
1.2 MTT法测定塞来昔布对Tca8113细胞增殖的抑
制作用

将Tca8113细胞培养于含10%灭活胎牛血清的低
糖DMEM培养液中，以每孔4×103的密度接种于96孔
培养板，置5%CO2孵箱内培养24 h后，加入用低糖
DMEM培养液稀释的塞来昔布，其浓度分别为2.5、
5、10、20、40、80 μmol/L，继续培养24、48、72 h
后，测定570 nm的光密度（A570 nm）值，计算细胞生长

抑制率：生长抑制率（%）=[1-（实验组A570 nm值/对照
组A570 nm值）]×100%。
1.3 免疫组化观察Tca8113细胞COX-2蛋白的表达

SP免疫组化法：将细胞接种于多聚赖氨酸（1∶
10）处理过的玻片上，加入塞来昔布（80 μmol/L），对
照组加等量PBS，培养48 h，待其长成单层后取出细
胞爬片，37 ℃用95%的乙醇固定15 min；用10％正
常山羊血清封闭，滴加1∶100稀释的COX-2抗体，4℃
过夜。PBS冲洗。滴加生物素标记二抗，37 ℃孵育
10~30 min。PBS冲洗。每张切片加50 μL链酶亲和
素—过氧化酶溶液，37 ℃或室温孵育10 min。PBS
冲洗, DAB显色，室温下染色时间3~5 min。复染，
脱水透明，封片。COX-2蛋白是一种由细胞合成的
功能蛋白，主要在细胞浆中表达，阳性染色为粗细

均匀的棕黄色颗粒，胞核一般不着色。
1.4 荧光显微镜观察Tca8113细胞的凋亡细胞的形
态学特征

将Tca8113细胞以每毫升2×105个接种于50 mL的
培养瓶中，24 h后分别加入含40、80 μmol/L浓度的
塞来昔布，对照组加入等量培养液，继续培养24 h
后收集细胞，用PBS重悬；调整细胞数为每毫升
1×107个，吸取90 μL的细胞悬液，加入吖啶橙（acri-
dine orange，AO）染液和溴化乙锭（ethidium bromide，
EB）染液各5 μL，轻轻混匀，室温避光染色15 min
后，滴加于载玻片上，加盖玻片；于荧光显微镜，

滤光片观察，计数、拍照。
1.5 Annexin V-FITC/PI双标记法检测Tca8113细胞
早期凋亡

调整Tca8113细胞计数至每毫升2×105个，取

6 mL，接种于50 mL的培养瓶中，培养24 h后，分别
加入40、80 μmol/L浓度的塞来昔布培养液，对照组
加入等量培养液，24、48 h后收集细胞，将细胞悬
浮PBS中，取5~10万重悬的细胞，1 000 g离心5 min；

弃上清，加入195 μL Annexin V-FITC结合液轻轻
重悬细胞；加入5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀。
室温、避光孵育10 min；加入10 μL碘化丙啶染色
液，轻轻混匀，冰浴避光放置，随即进行流式细胞

仪检测，用CellQuest Pro软件分析细胞凋亡情况。
1.6 相对定量荧光定量PCR进行Tca8113细胞COX-

2 mRNA表达分析
将Tca8113细胞以每孔200 μL（3×104个）接种于

96孔培养板内，加入用低糖DMEM培养液稀释的塞
来昔布，浓度为10、20、40、80 μmol/L，24、48 h
后，收集细胞，按Trizol法提取细胞总RNA，按反转
录试剂盒说明书合成cDNA，采用相对定量荧光定量
PCR技术检测COX-2 mRNA及内参基因β-actine
mRNA的表达量，经标准化处理计算出不同样本
COX-2 mRNA的相对表达量。采用Primer 5设计
COX-2和内参基因β-actine引物，COX-2上游引物
F：5′-TTACAATGCTGACTATGGCTAC-3′，下游引
物R：5′-CTGATGCGTGAAGTGCTG-3′，产物长度
为238 bp；β-actine上游引物F：5′-CACCCAGCAC-
AATGAAGAT-3′，下游引物R：5′-CAAATAAAG-
CCATGCCAAT-3′，产物长度：255 bp，退火温度为
58 ℃。应用MX3000p定量PCR仪进行相对定量荧光
定量PCR实验，检测各模板的Ct值。通过检测Ct值
结果进行相对定量，实验同时检测样本的内参基因

β-actine的Ct值和目的基因COX-2基因的Ct值，将目
的基因的平均Ct值减去内参基因的平均Ct值得到
△Ct，即△Ct=Ct（目的基因）－Ct（内参基因）。再分
别算出实验组的△Ct值和对照组的△Ct，实验组和
对照组的基因表达相对定量则用2-△△Ct表示，其中

△△Ct=△Ct（实验组）－△Ct（对照组）。2-△△Ct值表示

实验组与对照组目的基因表达的倍比关系。所有实
验均重复3次，取3次结果的平均值为实验结果。
1.7 统计学方法
应用SPSS 13.0软件包进行分析，数据采用x±s表

示，采用one-way ANOVA分析，组间多重比较用
LSD法。

2 结果

2.1 塞来昔布对Tca8113细胞增殖的抑制作用
各时间点，塞来昔布以剂量依赖方式抑制Tca-

8113细胞增殖。当塞来昔布浓度为40、80 μmol/L
时，对Tca8113细胞增殖产生显著抑制作用（图1）。
2.2 COX-2蛋白在Tca8113细胞的表达

COX-2蛋白在Tca8113细胞呈阳性表达，但采用
塞来昔布（80 μmol/L）处理细胞后，在其抑制细胞生
长增殖的同时，也抑制了COX-2蛋白的表达（图2）。
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2.5 塞来昔布对Tca8113细胞COX-2 mRNA表达的
影响

细胞总RNA经逆转录成cDNA后，通过荧光实时
定量PCR检测获得样本的△Ct值经方差分析表明，
各实验组Tca8113细胞COX-2 mRNA的表达与对照组
之间差异无统计学意义（P>0.05），经相对定量计算
分析，各实验组与对照组COX-2基因表达水平的平

图 1 Tca8113细胞经塞来昔布处理后的生长曲线
Fig 1 The growth curve of Tca8113 cell lines treated with Cele-

coxib

左：对照组；右：塞来昔布（80 μmol/L）处理48 h
图 2 COX-2蛋白在Tca8113细胞的表达 SP × 400

Fig 2 Expression of COX-2 protein in Tca8113 cell lines SP
× 400

2.3 AO/EB荧光双染检测塞来昔布诱导Tca8113细
胞凋亡的作用

塞来昔布作用Tca8113细胞24 h后，对照组细胞
不被EB染色而被AO染成绿色，无明显凋亡细胞。
实验组可见早期凋亡细胞，细胞被AO及EB双重染
色，早期表现为细胞核被染色呈黄绿色荧光，浓聚

成新月形或颗粒状，位于细胞的一侧。随着浓度增
加，凋亡现象明显，表现为细胞核被EB深染呈桔红
色，核固缩和偏向，细胞膜可见出芽、起泡以及太
阳花形变化。严重时可见细胞坏死，坏死细胞体积
增大，呈不均匀的橙红色荧光，轮廓不清，解体或

接近解体（图3）。
2.4 Annexin V-FITC/PI双标记法检测Tca8113细胞
早期凋亡

Annexin V-FITC/PI双标记法流式细胞术检测细
胞早期凋亡结果显示对照组24、48 h细胞早期凋亡
率分别0%、（0.93±0.11）%；塞来昔布40、80μmol/L处
理24 h后的早期凋亡率分别为（3.86±0.23）%、（15.26±
0.88）%；48 h后早期凋亡率分别为（7.17±0.64）%、
（20.07±1.06）%，与对照组相比，高浓度塞来昔布组
（80 μmol/L）与低浓度塞来昔布组（40 μmol/L）早期凋
亡细胞增多有统计学意义（P均为0.000）。高浓度塞来
昔布组（80 μmol/L）与低浓度塞来昔布组（40 μmol/L）
相比，在24、48 h后Tca8113细胞的早期凋亡细胞增
多也有统计学意义（表1）。

表 1 不同处理组Tca8113细胞早期凋亡率（n=3）
Tab 1 Early apoptotic rate of Tca8113 cell lines

treated with Celecoxib（n=3）

分组
早期凋亡率/%

24 h 48 h

对照组 0 0.93±0.11

塞来昔布/40 μmol·L-1 3.86±0.23 7.17±0.64

塞来昔布/80 μmol·L-1 15.26±0.88 20.07±1.06
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均倍比关系差异无统计学意义（P>0.05，表2）。

3 讨论

COX-2的过表达与恶性肿瘤的发生、发展有
关，其表达的强弱与恶性肿瘤的侵袭性、淋巴结转
移及预后等有明确关系。COX-2的表达增强同样也
发现在几种类型的癌前病变，如结肠直肠腺瘤、胃
肠上皮化生、食管慢性炎症伴腺上皮化生、慢性肝
炎、口腔白斑、肺不典型腺瘤样过度增生、乳腺原
位腺管癌、前列腺上皮肉瘤、膀胱异型上皮、宫颈
非典型增生和光化性角化病等，此外，长期口腔慢

性炎症刺激可能导致COX-2表达增高，导致癌变发
生。COX-2不仅在癌前病变和恶性组织中表达增
强，在恶性病变的周围组织中同样表达增强[2-3]。因
此，选择性的调控COX-2的表达，可能成为今后预
防、治疗恶性肿瘤的重要分子靶标之一。
塞来昔布是一种药效显著的治疗关节炎和骨关

节炎药物，研究表明，塞来昔布不但能抑制恶性肿

瘤细胞的生长、增殖，还能促进肿瘤细胞凋亡，同
时能增强肿瘤细胞对抗癌药及放射线的敏感性，为

恶性肿瘤的治疗开辟了新的探索领域。本实验研究
发现，塞来昔布以剂量依赖关系抑制Tca8113细胞的
生长。AO/EB荧光双染检测观察发现，随着塞来昔
布浓度的增加，其细胞生长受到抑制的同时，细胞

出现早期凋亡及中后期凋亡的变化。Annexin V-
FITC/PI双标记法检测较高浓度的塞来昔布（40、
80 μmol/L）处理后，Tca8113细胞早期凋亡率的增高
均有统计学意义。COX-2蛋白在Tca8113细胞呈强阳
性表达，经塞来昔布处理后，其生长增殖作用受到

抑制的同时，也抑制了COX-2蛋白的表达，但荧光
实时定量PCR检测获得样本的△Ct及2-△△Ct值经方差

分析，塞来昔布处理组COX-2 mRNA的表达与对照
组之间差异无统计学意义，提示选择性COX-2抑制
剂塞来昔布对COX-2的作用，主要表现在蛋白水

平，抑制其酶的活性。
塞来昔布的抗肿瘤作用除了依赖于抑制COX-2

酶的功能外，也可能存在不依赖于COX-2酶的其他
途径。van Wijngaarden等[4]通过体外细胞学及裸鼠移

植瘤实验，研究塞来昔布与阿霉素联合应用对乳腺

癌细胞MDA-MB231的毒性及抑瘤作用，结果发现，
塞来昔布在体外及动物实验均能增强阿霉素对

MDA-MB231细胞的生长抑制作用，塞来昔布能增
加细胞内阿霉素的蓄积和贮留，这种作用似乎与

COX-2的抑制无关，而很可能通过抑制核转录因
子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）而发挥作用。NF-
κB与肿瘤的耐药性有关，同时也被认为是塞来昔布
作用的分子靶向。肿瘤组织中NF-κB的激活能使肿
瘤细胞抗御凋亡的刺激，如化学治疗等，而塞来昔

布能抑制阿霉素作用后导致的NF-κB活性增强作用。
对于塞来昔布诱导肿瘤细胞凋亡的作用机制，许多

学者认为与塞来昔布激活内源性凋亡通路有关，如

塞来昔布处理癌细胞后可降低抗凋亡蛋白Bcl-2、
Bcl-xL、Mcl-1、Survivin的表达及增强凋亡前体蛋
白Bad的表达[4-7]，促进线粒体快速释放细胞色素C，
从而激活Apaf-1和Caspases 3、8、9等释放 [8-9]。此
外，塞来昔布能促使肿瘤细胞内神经酰胺水平增

加[10]，诱导凋亡前体蛋白从线粒体内释放而对细胞

凋亡发挥作用[11-13]。学者[14-15]在人前列腺癌细胞研究

发现，塞来昔布能够在内质网水平抑制钙-三磷酸
腺苷酶的活性，抑制了从细胞浆再吸收Ca2+的作用，
Ca2+浓度在细胞凋亡中具有重要作用，因为它涉及
到一系列酶的激活，包括钙感应蛋白酶、核酸内切
酶和胱门蛋白酶等。另外，涉及到细胞色素C释放
的线粒体渗透转换通道的开放也对Ca2+浓度敏感，
因此，塞来昔布抑制钙-三磷酸腺苷酶活性的作用，
可能是其诱导细胞凋亡的作用机制之一。
综上所述，选择性COX-2抑制剂塞来昔布对人

舌鳞癌Tca8113细胞生长增殖具有明显的抑制作用，
这种抑制作用与抑制COX-2酶的功能及诱导细胞凋
亡有关，但其作用机制有待进一步研究。
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表 2 各实验组与对照组COX-2基因表达的△Ct值及
倍比关系（n=3）

Tab 2 The △Ct value and 2-△△Ct value of COX-2
mRNA expression in Tca8113 cell lines in
control and Celecoxib treated group（n=3）

分组
24 h 48 h

△Ct值 2-△△Ct值 △Ct值 2-△△Ct值

40 μmol·L-1 5.92±0.74 0.92±0.08 6.02±0.34 0.84±0.13

80 μmol·L-1 5.88±0.60 0.95±0.02 5.95±0.34 0.88±0.10

对照组 5.80±0.32 1.00±0.00 5.76±0.39 1.00±0.00

10 μmol·L-1 5.84±0.72 0.98±0.06 5.97±0.58 0.87±0.11

20 μmol·L-1 5.89±0.65 0.94±0.02 5.99±0.51 0.85±0.10
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些中间过程中，细胞的增殖与分化是并存的；而作

为具有成骨功能的成熟的成骨细胞，则完全丧失了

增殖能力。本研究中机械力刺激诱发的MSCs骨向分
化，实际上是处于上述分化过程的初始阶段（具有

可逆性），因而，增殖与分化现象并存。
本研究表明，单一周期（40 min，2 000 με）的机

械张力刺激可促进MSCs细胞增殖，提高其ALP的活
性，显著上调成骨相关基因TGF-β和IGF-Ⅱ的表
达；从而诱导MSCs向成骨细胞分化。本研究结果提
示，机械力学刺激是MSCs骨向分化的关键驱动因
子，对牵张成骨骨痂形成具有重要的作用。
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