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舌鳞状细胞癌（tongue squamous cell carci-
noma，TSCC）是常见的口腔恶性肿瘤，其发病率

呈增加趋势；因此，预防 TSCC，探索其发病机

制是目前研究的热点 [1]。血管发生参与了恶性肿

瘤的转移、侵袭和复发过程，而环加氧酶（cyclo-
oxygenase，COX）-2的前列腺类产物是重要的促进

血管发生因素，有助于新生血管发生[2]，即 COX-
2 与肿瘤的发生、血管形成有着密切的关系 [3-4]。
由于 COX-2 抑制剂对结肠癌和直肠癌有防治作

用，其机制尚不清楚，可能与其抗血管发生密切

相关[5]；因此推测，COX-2 抑制剂对肿瘤的防治，

可能是通过抑制血管发生因子介导的。

肿瘤性的血管发生受众多区域性血管发生促

进因子和抑制因子的调节。血管生成素（angio-
genin，Ang）家族在众多调节因子中有着重要的地

位，其中尤其以 ang-2 的作用最为明显[6]。本研究

在细胞水平检测选择性 COX-2抑制剂尼美舒利

（Nimesulide，NIM）对ang-2 基因表达的影响，以

期为口腔 TSCC 的临床防治提供试验依据。

1 材料和方法

1.1 人舌鳞状细胞癌细胞株 Tca8113
人 TSCC 细胞株 Tca8113 购自中国科学院上

海细胞生物研究所，培养于含体积分数 10%的胎

牛血清（杭州四季清公司）、100 U·mL－1 青霉素和

100 U·mL－1 链霉素的 RPMI-1640 培养液（Gibco 公

司，美国），质量分数 0.25%的胰蛋白酶（上海生

工生物技术有限公司）消化传代。
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[摘要] 目的 探讨环加氧酶（COX）-2抑制剂尼美舒利（NIM）对人舌鳞状细胞癌 Tca8113 细胞中 ang-2 基因表

达的影响及其意义。方法 以 25、50、100 和 200 μmol·L－1 浓度的 NIM 处理 Tca8113 细胞 48 h，半定量 RT-
PCR 检测其 ang-2 mRNA 的表达。结果 Tca8113 细胞中 ang-2 mRNA 水平下降，且下降呈浓度依赖性。结论

NIM 下调 ang-2 基因表达以抑制肿瘤血管发生，可能是 COX-2 抑制剂抑瘤的作用机制之一。
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late ang-2 gene expression, which may be involved in cancer angiogenesis inhibition mechanisms of COX-2 in-
hibitor.
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1.2 RT-PCR 检测 ang-2 基因的表达

将对数生长期的 Tca8113 细胞 1×106 个接种

于培养瓶中，24 h 后换液。NIM 处理组，NIM 终

浓度为 25、50、100 和 200 μmol·L－1；对照组含

体积分数 0.4%的等量二甲基亚砜。培养 48 h 后

常规收集细胞，各组均重复 3 瓶。按微量快速组

织/细胞总 RNA 抽提试剂盒 W6221（上海华舜生物

工程有限公司）说明提取细胞总 RNA，用 DNA/
RNA 测定仪（Eppendorf 公司，德国）测定 RNA 纯

度并定量。取总 RNA 行反转录，反转录体系及

过程为：总 RNA 2 μL、随机引物（Fermentas 公

司，立陶宛）1 μL，焦碳酸二乙酯水补至终体积

12 μL，混匀，离心 3～5 s，70 ℃变性 5 min，冰

上冷却 3～5 min，离心 3～5 s，冰上冷却 3~5 min，

依 次 加 入 5 倍 的 缓 冲 液 4 μL、RNase 抑 制 剂

1 μL、10 mmol·L－1 脱氧核糖核苷三磷酸（deoxyri-
bonucleoside triphosphate，dNTP）混合液2 μL（均

为 Fermentas 公司，立陶宛），混匀，25 ℃温浴

5 min，再加入鸟骨髓母细胞瘤病毒（avian myelo-
bastosis virus，AMV）反转录酶（Fermentas 公司，

立陶宛）1 μL，25 ℃10 min，42 ℃ 60 min，72 ℃
10 min。PCR 扩增 ang-2 并以甘油醛-3-磷酸脱

氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，
GAPDH）为内参照。特异性引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成，引物序列为 ang-2：
上游5’-GTCCACCTGAGGAACTGTCT-3’， 下 游

5’-TTGTGACAGCAGCGTCTGTA-3’，扩增片段长

度 为 289 bp；GAPDH： 上 游5’-ACCACAGTCC-
ATGCCATCAC-3’，下游5’-TCCACCACCCTGTT-
GCTGTA-3’，扩增片段长度为 450 bp。PCR 扩增

体系为 10 倍缓冲液 2.5 μL、25 mmol·L－1 氯化镁

4 μL、10 mmol·L－1 dNTP 混合液 1μL、50μmol·L－1

上下游引物各 0.5 μL、cDNA 模 板 10 μL、Taq
DNA酶（Fermentas 公司，立陶宛）2 μL、去离子水

补至终体积 50 mL，PCR 扩增条件为变性 94 ℃
3 min、94 ℃ 30 s，退火 54 ℃ 30 s，延伸 70 ℃
30 s，35 个循环，72℃5 min。10 μL 的 PCR 产物

在质量分数 1.5%的琼脂糖凝胶中电泳，溴化乙锭

显色，目的条带用图像分析系统作光密度测定，

以 ang-2 与 GAPDH 光密度的比值作为 mRNA 相

对质量。
1.3 统计学方法

所得结果为计量资料，结果数据为 x±s，采

用 SPSS 11.5 统计软件进行方差分析和个性相关

性分析，以 α=0.05 作为检验标准，P<0.05 有统计

学意义。

2 结果

NIM 各处理组与对照组间进行比较，均数间

差异有统计学意义（F=175.492，P=0.000<0.01）。
NIM 处理 48 h 后可在 Tca8113 细胞中检测到 ang-
2 mRNA 的表达明显下降。个性相关性分析显示

r=－0.954，P＜0.01。这说明，NIM 的抑制作用在

一定浓度范围内呈浓度依赖性（图 1、表1）。

A：ang-2 基因，B：GAPDH；M 为 100 bp DNA 序列，1 为对

照组，2～5 为 25、50、100、200 μmol·L－1 的 NIM 处理组。
图 1 Tca8113 细胞 ang-2 mRNA 表达的 RT-PCR 结果

Fig 1 RT-PCR analysis electrophoregrams of ang-2 mRNA

3 讨论

COX 是催化前列腺素生物合成的限速酶，有

两种异构体：COX-1 和 2。前者为结构型，表达

于多数组织中，维持组织内环境的稳定；后者为

诱生型，参与肿瘤的发生发展，具有促进肿瘤细

胞增殖、血管发生、抑制肿瘤程序性细胞死亡、
加强肿瘤细胞的侵袭和转移的作用[7-9]。COX-2 表

达是口腔肿瘤发生的早期事件[10]。肿瘤血管发生

通常由血管生长因子启动，肿瘤细胞表达的多种

前血管发生因子弥散至已存血管，激活正常静止

的血管细胞。其中包括降解基膜蛋白、内皮细胞

向血管刺激方向迁移、内皮细胞增殖、管腔形成、

表 1 Tca8113 细胞 ang-2 mRNA 表达半定量分析

Tab 1 Expression quantity analysis of ang -2

mRNA in Tca8113 cells x±s

组别 ang-2 mRNA

对照组 0.845 2±0.054 3

NIM/25 μmol·L－1 0.579 6±0.045 71）

NIM/50 μmol·L－1 0.377 3±0.015 01）

NIM/100 μmol·L－1 0.297 0±0.006 31）

NIM/200 μmol·L－1 0.226 1±0.007 21）

注：相对于对照组，1）为 P＜0.01。
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周细胞覆盖和产生新的基膜。常见的与肿瘤血管

发生有关的血管发生因子有 Ang、成纤维细胞生

长因子、血小板衍生生长因子、血管内皮生长因

子（vascular endothelial growth factor，VEGF）、肝

细胞生长因子、转化生长因子-α及 β等。
Ang 家族是唯一含受体激动剂和抑制剂的促

血管发生因子。ang 基因编码的 4 种结构相似的

蛋白质 Ang-1～4，是血管内皮细胞上的特异性酪

氨酸激酶受体 Tie-2 的天然配体[11-12]。ang-2 对血

管发生具有双向调节的作用。在 VEGF 缺乏时，

ang-2 促进血管的退化；在 VEGF 存在时，ang-2
导致的不稳定性可诱导血管发生反应[13]。ang-2 本

身并不刺激血管的发生，但其破坏内皮细胞与外

周基质之间的平衡，使不稳定状态的血管内皮和

基 质 对 生 长 因 子 的 敏 感 性 增 强 ； 同 时 可 加 强

VEGF 的促血管发生作用，从而诱导血管再建。
NIM 属于非甾体类抗炎镇 痛（non-steroidal

anti-inflammatory drug，NSAID）类药物，对COX-2
具有选择性抑制作用，可预防胰腺癌和舌癌，抑

制结肠癌和胰腺癌细胞的生长 [14-17]。NIM 抑制肿

瘤的主要途径之一是抑制其血管发生，但其确切

机制尚不完全明确。
在本研究中，Tca8113 细胞经 NIM 干预之后，

ang-2 基因在 Tca8113 细胞中的表达明显下降，

且表达呈浓度依赖性。这提示 NIM 可能是通过下

调 ang-2 基因表达来降低血管发生因子的作用的，

且该作用途径是 COX-2 依赖性的；同时 ang-2 基

因表达降低，可能是 COX-2 抑制剂抑制肿瘤血管

发生的重要机制。
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