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Abstract :Objective 　To investigate effect s of cyclooxygenase22 selective inhibitor on the expression of

V EGF2C and bcl22 mRNA in human prostate cancer PC23 cell lines ,and study the anticancer mechanism

of COX22 selective inhibitor. Methods　The PC23 cells were divided to four group s : Test groups ( The

cells were t reated with celecoxib at different concentrations210μmol/ L ,20μmol/ L ,40μmol/ L ) and con2
t rol group (celecoxib was not used) , detected the expression of V EGF2C and bcl22 mRNA in the four

groups by RT2PCR method. Results　There were no statistical difference of the V EGF2C/ GA PD H and

bcl22/ GA PD H value between 10μmol/ L celecoxib group and control group ( P > 0 . 05) ; V EGF2C/ GA P2
D H value in 20μmol/ L and 40μmol/ L celecoxib groups were 0 . 370 ±0 . 063 and 0 . 263 ±0 . 062 respec2
tively , bcl22/ GA PD H value in both the groups above were 0 . 339±0 . 047 and 0 . 272 ±0 . 042 respective2
ly , both the value above in the two groups decreased significantly compared with control group ( P <

0 . 01) . Conclusion　Celecoxib maybe plays it s antitumor effect by inhibiting the expression of V EGF2C

and bcl22 mRNA in prostate cancer PC23 cell lines.
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摘　要 :目的　探讨环氧化酶22 (COX22)选择性抑制剂塞来昔布 (celecoxib)对前列腺癌细胞株 PC23 中

V EGF2C mRNA及 bcl22 mRNA表达的影响 ,研究 COX22抑制剂抗肿瘤的作用机制。方法　将培养的

PC23细胞分为四组 :试验组 (分别以 10μmol/ L、20μmol/ L、40μmol/ L 不同浓度塞来昔布处理)和对照

组 ,采用 RT2PCR的方法检测四组中 V EGF2C及 bcl22 mRNA 的表达。结果 　10μmol/ L 塞来昔布组

V EGF2C/ GA PD H值及 bcl22/ GAPD H值与对照组相比差别均无统计学意义 ( P > 0 . 05) ;20μmol/ L 及

40μmol/ L 塞来昔布组 V EGF2C/ GA PD H值分别为0 . 370±0 . 063、0 . 263±0 . 062 ,bcl22/ GA PD H值分别

为0 . 339±0 . 047、0 . 272±0 . 042 ,两组中上述两项指标均较对照组明显下降 ( P均 < 0 . 01) 。结论　塞来

昔布可能通过对前列腺癌细胞株 PC23中 V EGF2C及 bcl22 mRNA表达的抑制发挥其抗肿瘤作用。
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中图分类号 :Q786 ;R737 . 25　　文献标识码 :A　　文章编号 :100028578 (2008) 0420233203

0　引言

研究表明 ,环氧化酶22 ( COX22)在前列腺癌组

织中表达增强[ 1 ,2 ]。体外实验证实 COX22抑制剂具

有抑制前列腺癌细胞生长的作用[ 3 ,4 ] ,但其抗肿瘤

的机制尚不完全明确。本实验采用 R T2PCR 的方

法对前列腺癌细胞株 PC23 中的 V EGF2C及 bcl22

mRNA进行检测 ,进而探讨 COX22 选择性抑制剂

塞来昔布 (celecoxib)的抗癌机制。

1　材料与方法

1 . 1　细胞株

人雄激素非依赖性前列腺癌细胞株 PC23 ,由青

岛大学医学院病理生理教研室惠赠。

1 . 2　主要试剂

选择性 COX22 抑制剂塞来昔布购自普强苏州

制药有限公司。RPMI 1640 培养液、小牛血清均购
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自青岛海泰生物技术有限公司 ;总 RNA 提取试剂

盒 ,cDNA合成试剂盒及 PCR扩增试剂盒均购自上

海生工生物工程技术服务有限公司。

1 . 3　细胞培养及实验分组

将塞来昔布加入适量的0 . 01 mol/ L PBS (p H

7 . 4)中配制成5 . 6 mg/ L 母液 ,高压灭菌于 4℃保

存 ,使用时用培养液稀释成所需浓度 ;在含 10 %小

牛血清的 RPMI1640 细胞培养基中加青霉素及链

霉素各 100 U/ ml ,将 PC23 细胞接种于配好的培养

基中 ,在 37℃、5 %CO2及 95 %饱和湿度条件下培

养 ,每 3～5天传代。取对数生长期的前列腺癌细胞

进行实验 ,用质量分数0 . 25 %的胰蛋白酶消化 ,加培

养液制成 5 ×105 / ml 细胞悬液 ,接种于 96 孔培养

板 ,200μl/孔 ,待细胞贴壁后去上清 ,试验组分别加

入含 10、20、40μmol/ L 三种不同浓度的塞来昔布培

养液 ,每一浓度设 10个重复孔 ,对照组仅加入含 10

%小牛血清的 RPMI 1640 培养液。继续培养 72 h

后收集细胞 ,进行总 RNA提取及 R T2PCR检测。

1 . 4　引物的设计与合成

采用 Primer 5 . 0软件设计相关基因引物序列。

bcl22的引物序列为 :上游引物 5′2GT G GT G GA G

GA G CTC T TC A G23′,下游引物 5′2TCC ACA

AA G GCA TCC CA G23′,产物片段长 203 bp ;

V EGF2C上下游的引物序列分别为 : 5′2AA T GT G

GGG CCA ACC GA G AA23′,5′2CCA A TA T GA

A GG GAC ACA ACG23′,扩增长度为 259 bp ;内对

照 32磷酸甘油醛脱氢酶 ( GA PD H)上下游引物分别

为 :5′2GGT GAA GGT CGG A GT CAA CGG23′,

5′2GGT GA T GA G TCC T TC CAC GA T23′,扩增

长度为 425 bp。以上引物均由上海生物工程技术服

务有限公司合成。

1 . 5　总 RNA 提取及 R T2PCR

采用 Trizol一步法提取总 RNA。紫外分光光

度计测样品 A260 和 A280 值 , 琼脂糖凝胶电泳鉴

定 RNA质量 ,其余 - 80 ℃保存。按逆转录试剂盒

说明书操作反转录合成 cDNA ,产物 - 20℃保存。

取反转录产物 5μl 进行 PCR扩增 ,反应体系为 50

μl ,包括 10 ×Buffer 5μl ,25mmol/ L MgCl2 3μl ,10

mmol/ L dN TP 1μl ,上下游引物各2 . 5μl ,cDNA 模

板 5μl , Taq酶 1μl ,dd H2 O 30μl。V EGF2C的反应

条件为 :94 ℃预变性 1 min ;94℃变性 1 min ,55℃退

火 1 min ,72 ℃延伸 40 s ,共 35 个循环 ,最后 72℃延

伸 10 min ;bcl22的反应条件 :94 ℃预变性 2 min后 ,

94 ℃45 s ,50 ℃退火 40 s ,72℃60 s ,共进行 35 个循

环 ,最后 72 ℃延伸 10 min ; GA PD H 作为内参照基

因与目的基因一一对应同时进行 PCR反应 ,以达定

量目的。PCR 扩增产物经1 . 5 %琼脂糖凝胶电泳

EB染色观察结果。以平均吸光度 ×条带面积表示

总的吸光度 ,以此代表 mRNA 的量。凝胶图像分

析系统以 V EGF2C 和 bcl22 基因与内参照基因

( GA PD H)电泳带的吸光度比值作为 V EGF2C 和

bcl22 mRNA的表达量指标。

1 . 6　统计学方法

采用 SPSS 12 . 0统计软件进行单因素方差分析

和两两比较 q检验 ,数据均用 �x ±s表示。

2　结果

前列腺癌细胞 PC23 中 V EGF2C及 bcl22 mR2
NA表达的 PCR产物凝胶电泳结果见图 1、2。在三

个处理组中 , 20μmol/ L、40μmol/ L 塞来昔布组

V EGF2C和 bcl22 mRNA 表达量均降低 ,尤以 40

μmol/ L 组降低明显。

　　凝胶图像分析系统分析结果经统计软件处理 ,

对照组与各处理组中 V EGF2C/ GA PD H 及 bcl22/

GA PD H的值见表 1、2。表明在一定浓度范围内 ,

塞来昔布对 PC23 细胞株中 V EGF2C及 bcl22 mR2
NA的表达有抑制作用。

表 1　VEGF2C mRNA在 PC23中的表达

Tab 1　The expression of VEGF2C mRNA in PC23 cell lines

Groups n
V EGF2C/ GAPD H

( �x ±s)
F P

Celecoxib groups 98 . 61

10μmol/ L 10 0 . 509±0 . 057 0 . 242

20μmol/ L 10 0 . 370±0 . 063 < 0 . 01

40μmol/ L 10 0 . 263±0 . 062 < 0 . 01

Control group 10 0 . 534±0 . 036
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表 2　bcl22 mRNA在 PC23中的表达

Tab 2　The expression of bcl22 mRNA in PC23 cell lines

Groups n
bcl22/ GAPD H

( �x ±s)
F P

Celecoxib group s 76 . 54

10μmol/ L 10 0 . 444±0 . 034 0 . 199

20μmol/ L 10 0 . 339±0 . 047 < 0 . 01

40μmol/ L 10 0 . 272±0 . 042 < 0 . 01

Control group 10 0 . 466±0 . 032

3　讨论

环氧化酶是前列腺素合成过程中的限速酶 ,有

COX21、COX22 和 COX23 三种。自上世纪 90 年代

COX22抑制剂的抗肿瘤作用日益受到人们重视 ,动

物实验也已证明选择性 COX22 抑制剂可对肿瘤产

生显著治疗作用[ 5 ]。COX22 抑制剂防治肿瘤的机

制可能是通过抑制 COX22 进而抑制肿瘤细胞增殖

和诱导凋亡。塞来昔布是近年来开发的新型非甾体

类抗炎药 ,其抗肿瘤作用已有报道[ 6 ] ,但其作用机制

尚不完全清楚。据此 ,我们选择了 V EGF2C和 bcl22

作为研究对象探讨 COX22 抑制剂抗肿瘤的作用机

制。

肿瘤的生长、浸润和转移是血管生成依赖性的 ,

当肿瘤 > 0 . 4 mm3时 ,为保证其快速增殖 ,必须有血

管生成[ 7 ]。提示血管内皮生成因子 (vascular endo2
t helial growt h factor ,V EGF)与恶性肿瘤的发生及

生长有一定关系。V EGF2C是 V EGF 家族成员之

一 ,有较强的促进新生血管和淋巴管形成作用 ,参与

病理性、生理性淋巴管和血管新生。已有实验表明 ,

前列腺癌组织 V EGF2C mRNA 的表达 ,促进了肿

瘤诱导的淋巴管新生 ,在前列腺癌的淋巴转移中发

挥了重要作用[ 8 ]。Cheng等[ 9 ]对肝癌组织中 COX2
2 、V EGF、前列腺素 ( P G) 以及肿瘤微血管密度

(MVD) 的状况进行了检测 , 发现 COX22 和 V EGF

在肝细胞癌中的表达均有增高 ,且 COX22 与

V EGF及 MVD有关 ( P = 0 . 003和 P = 0 . 004) 。在

某些消化道肿瘤中 COX22 表达与 V EGF 呈正相

关 ,提示 COX22 可能通过诱导 V EGF 表达上调促

进肿瘤生长[ 10 ]。

bcl22基因是从滤泡性淋巴细胞中分离出来的

一种癌基因。在多种肿瘤中表达 ,具有抑制肿瘤细

胞凋亡的作用[ 11 ]。bcl22 基因的过度表达并不影响

细胞增殖和加速细胞分裂 ,而是阻止细胞凋亡的发

生 ,延长肿瘤细胞生存时间[ 12 ]。在对某些皮肤肿瘤

的研究中发现 ,bcl22 的表达与 COX2 2 的过表达有

关 ,COX22 可能是通过激活 bcl22 发挥抗凋亡作用

而促进皮肤肿瘤形成及发展。

本实验证实了一定浓度的塞来昔布对前列腺癌

细胞株 PC23中 V EGF2C及 bcl22 mRNA 的表达有

抑制作用 ,表明 COX22抑制剂可能通过对前列腺癌

细胞中 V EGF2C和 bcl22 基因表达的抑制来发挥其

抗肿瘤作用。这为临床上治疗前列腺癌 ,特别是非

激素依赖型前列腺癌提供了新的方法。
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