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0 　引言

流行病学研究发现长期服用非甾体

消炎药 (NASIDs) 的人群消化道肿瘤的

发病率显著低于未服用人群 [1] ,目前基

础研究认为 NSAIDs 主要作用点为环氧

酶 (COX) 。本实验研究环氧酶抑制剂吲

哚美辛 ( indomethacin ) 对胃癌细胞株

MKN245 细胞增殖的影响。

1 　材料与方法

1.1 　材料

胃癌细胞株 MKN245 (低分化腺癌)

由山东大学医学院生化教研室提供 ;吲

哚美辛、MTT 购自 Sigma 公司 ;RP 2
MI1640 培养液购自 Hyclone 公司 ;其余

还有酶联免疫检测仪 (DG3022 ) ;激光

流式细胞仪 ( FACScan) ;透射电镜 ( HI2
TACHIH 2800 ) ; 细胞培养箱 ( FORMA

SCIENTIFIC ) ;倒置显微镜 (COIC)等。

1.2 　方法

1.2.1 　吲哚美辛对 MKN245 细胞形态

的影响

将对数生长期的 MKN245 细胞以 1

×106/ 瓶接种于培养瓶中。37 ℃,5%

(体积分数) CO2 条件下孵育 24h 后更换

培养液 ,并加入吲哚美辛 ,使其终浓度分

别 50、100、250、500μmol/L, 倒置显微镜

下观察细胞形态变化。

1.2.2 　吲哚美辛对 MKN245 细胞的生

长抑制作用

对数生长期的 MKN245 细胞以 1 ×

104/ 孔接种于 96 孔培养板中 ,24 小时后

换液 ,并加入吲哚美辛 ,使其浓度分别

50、100、250、500μmol/L, 设不加吲哚美

辛的对照组 ,每组设 3 复孔 ,分别培养

12、24、36 和 48h, 加入 MTT (5mg/ml )

20μl, 作用 4 小时后 ,加入 DMSO100μl,

孵育 30min, 在酶标仪 570nm 处测吸光

度 A 值 ,按公式计算生长抑制率

生长抑制率 = (A 对照 -A 加药) /A

对照 ×100% 。

1.2.3 　流式细胞仪检测

收集经吲哚美辛 50 、100、250、

500μmol/L 作用 24h 的 MKN245 细胞。

取 1 ×106 细胞 ,70% 乙醇固定 ,加无

DNA 酶活性的 RNA 酶处理 ,溴化丙啶

避光染色后上机检测。

1.2.4 　透射电镜观察

收集吲哚美辛 100μmol/L 作用 24h

的 MKN245 细胞 5 ×106 个经2.5% 戊二

醛前固定、1% 四氧化锇后固定 ,梯度酒

精脱水 ,E pon812 树脂包埋 ,ULTRA 2
CUTE 型超薄切片机切片 ,醋酸铀2枸橼

酸铅双染色法染色 ,HITACHIH 2800 透

射电子显微镜下观察照相。

1.3 　统计学分析

吲哚美辛对 MKN245 细胞的生长

抑制率用平均生长抑制率 ±标准差表

示 ,采用 t 检验。

2 　结果

2.1 　吲哚美辛对 MKN245 细胞形态的

影响

吲哚美辛作用的 MKN245 细胞失

去正常的多角形或梭形 ,变圆变小 ,部分

脱落漂浮于培养液中 ,浓度越高 ,时间越

长 ,上述表现越明显 ,漂浮细胞越多 (图

略) 。

2.2 　生长抑制率

结果见图 1。吲哚美辛对 MKN245

细胞的生长抑制率呈浓度依赖性 ,且差

异有显著性。

2.3 　吲哚美辛对 MKN245 细胞的促凋

亡作用

2.3.1 　流式细胞仪检测

未经处理的 MKN245 细胞凋亡率

为 2.80% , 吲 哚 美 辛 50、100、250、

500μmol/L 作用 24 小时的 MKN245 细

胞的凋亡率分别为 5.22% 、8.57% 、

16.53% 、8.85% 。

2.3.2 　透射电镜观察

吲哚美辛 100μmol/L 作用 24 小时

的细胞染色质浓缩成细小团块聚集于核

膜处成环状和胞膜出芽。

图 1 　吲哚美辛对 MKN245

　　　细胞的生长抑制率(%)

3 　讨论

NSAIDs 抗肿瘤的机制尚不明了。

目前国外研究热点在于 NSAIDs 对结肠

癌的作用机制。有研究表明 NSAIDs 主

要通过抑制 COX22 活性来诱导细胞凋

亡。环氧酶 (cyclooxygenase,COX ) 是前

列腺素合成中的限速酶。目前已发现

COX 的两种同功酶 :COX21 和 COX22,

两者的结构和生理功能各不相同[224] 。

Uefuji2K[5] 、Ristimaki [6] 、Murata [7] 研究

发现 COX22mRNA 及蛋白在胃癌组织

中过表达 ,且同胃癌 TNM 分期显著相

关。Sheng 发现选择性 COX22 抑制剂

SC258125 可使 HCA27 细胞 PGE2 产量、

肿瘤细胞集落的大小和数量呈剂量依赖

性下降 ,细胞凋亡百分比呈剂量依赖性

上升。加入外源性 PGE2 可逆转 SC2
58125 的抗肿瘤作用[8] 。

本实验发现吲哚美辛明显抑制

MKN245 细胞增殖 ,透射电镜下观察到

典型的细胞凋亡形态特征。通过流式细

胞仪测定发现 ,当吲哚美辛作用浓度不
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大于 250μmol/L 时 ,MKN 245 细胞的凋

亡率随着作用浓度的升高而升高。当吲

哚美辛作用浓度为 250μmol/L 时 ,凋亡

率达到最高 ;当其浓度 >250μmol/L 时 ,

细胞死亡以坏死为主 ,凋亡率反而下降。

从细胞周期分析来看 ,低浓度吲哚美辛

作用主要使细胞周期阻滞于 S 期 ,因此

推断吲哚美辛主要通过诱导 S期细胞凋

亡而发挥抗肿瘤作用。总之 ,吲哚美辛

对 MKN245 细胞有明显生长抑制作用 ,

主要是通过诱导 S 期细胞的凋亡实现

的。

参考文献 :
[1] Thun2MJ,Namboodiri 2MM,Calle 2EE,et

al.As pirinuseandriskoffatalcancer[J].

CancerRes,53 (6) :1322 21327.

[2]Morita 2I,schindler 2M,Re gier2MK,etal.

Differentintracellularlocationsfor prosta g2
landinendo peroxidehs ynthase21and2

[J].JBioChem,1995,270 ( 18) :10902 2
10908.

[3]Wu 2KK,Sandu ja2R,Tsai 2AL,etal.As pirin

inhibitsinterleukin 21induced prosta g2
landinHs ynthaseex pressionincultured

endothelialcells[J].ProcNatlAcadSci,

1991,88 (6) :238422387.

[4]Lee 2SH,So yoola2E,Chanmu gam2P,etal.

Selectiveex pressionofmito geninducible

cyclooxygenaseinmacro phagesstimulated

withli popolysaccharide[J].JBiolChem,

1992,267 (36) :25934225938.

[5]Uefu ji2K,Ichikura 2T,Mochizuki 2H,etal.

Expressionofc yclooxgenase22 proteinin

gastricadenocarcinoma[J].JSur gOncol,

1998,69 (3) :1682172.

[6]Ristimaki 2A,Honkanen 2N,Jankala 2H,et

al.Ex pressionofc yclooxygenase22inhu 2
man gastriccarcinoma[J].CancerRes,

1997,57 (7) :127621280.

[7]Murata 2H,Kawano 2S,Tsu ji2S,etal.C y2
clooxygenaseoverex pressionenhancesl ym2
phaticinvasionandmetastasisinhuman

gastriccarcinoma[J].AmJGastroenterol,

1999,94 (2) :4512455.

[8]Shen g2HM,Shao 2J,Morrow 2JD,etal.

Modulationofa poptosisandBcl 22ex pres2
sionb y prosta glandinE2inhumancolon

cancercells[J].CancerRes,1998,58 (2) :

3622366.

[编辑 : 安 　凤 ; 校对 : 杨 　卉 ]

(上接第 310 页)

在机体可耐受的范围内 ,最大程度地杀灭癌细胞 ,以

进一步提高肝癌的治疗效果 ,将是今后努力的方向。
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