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　　摘要：目的　研究非甾体类消炎药（ＮＡＳＩＤｓ）通过产生一氧化氮的亚硝基谷胱甘肽（ＧＳＮＯ）对结
肠癌细胞生长的影响及其机制。方法　采用细胞生长曲线和流式细胞仪方法研究细胞凋亡，竞争酶

联免疫分析测定细胞培养上清 ＰＧＥ２的环氧化酶 ２（ＰＧＥ２）表达水平，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测 ＣＯＸ１／ＣＯＸ

２蛋白表达。结果　在不同时间和浓度梯度中，ＧＳＮＯ处理可增加 ＰＧＥ２的产量。用 ５００μｍｏｌ／Ｌ处理

４８ｈ后，ＣＯＸ１和 ＣＯＸ２的蛋白表达水平增加。ＮＡＳＩＤｓ可以阻断 ＰＧＥ２的产生，但对于 ＧＳＮＯ诱导的

细胞生长抑制无影响。结论　ＧＳＮＯ可促进细胞产生 ＰＧＥ２增加，并诱导 ＣＯＸ１和 ＣＯＸ２蛋白呈时间

依赖和剂量依赖性表达；高浓度的 ＧＳＮＯ可抑制细胞生长，并诱导 ３种细胞株凋亡，而不受 ＣＯＸ２表

达及其活性的影响。ＮＡＤＩｓ能阻断 ＰＥＧ２产生，但对于 ＧＳＮＯ诱导的结肠癌细胞株生长抑制并无协同

作用。
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　　环氧化酶（ＣＯＸ２）是使花生四烯酸转变为前

列腺素的催化剂。当结直肠癌发生或使用具有抑

制 ＣＯＸ活 性的非甾体 类消炎药物 （ＮＡＳＩＤｓ）时，

ＣＯＸ２的表达水平升高从而抑制结直肠癌的发

展［１］，可见 ＣＯＸ２和诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）

在炎症和肿瘤的发病机制中发挥着重要作用。已

有大量关于 ＣＯＸ２和 ｉＮＯＳ之间相互作用的研究，

显示一氧化氮（ＮＯ）具有刺激和／或抑制 ＣＯＸ２表

达及其活性的作用［２］。本研究通过 ＮＡＳＩＤｓ抑制不

同浓度的 Ｓ亚硝基谷胱甘肽（ＧＳＮＯ）作用的 ３株结

肠癌细胞株进行体外观察，探讨其对结肠癌细胞的

作用，并检测 ＮＯ对 ＣＯＸ表达及其活性的影响。

１　材料和方法

１．１　试剂

ＧＳＮＯ（Ｓｉｇｍａ公司）于加入培养液前，迅速溶解

于磷 酸 盐 缓 冲 液 （ＰＢＳ）新 鲜 配 制。 将 ＮＳ３９８

（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）（Ｓｉｇｍａ公司）和阿司匹林（１ｍｏｌ／Ｌ）溶

解于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（Ｓｉｇｍａ公司）中，－２０℃

保存备用。

１．２　细胞培养

３种人结肠腺癌细胞株，ＨＣＡ７由英国 Ｒｏｙａｌ医

学院 ＳｕｓａｎＣ．Ｋｉｒｋｌａｎｄ惠赠；ＨＴ２９和 ＨＣＴ１１６均来

源于美国模式菌种保藏中心（ＡＴＣＣ），置于 ３７℃，

５％ＣＯ２的潮湿环境下培养。培养基为 ＭｃＣｏｙ５Ａ培

养液（Ｓｉｇｍａ公司），内含 １０％胎牛血清，５０Ｕ／ｍＬ

青霉素和 ５０ｍｇ／ｍＬ的链霉素。细胞经 ０．５％胰蛋

白酶和 ０．２％ＥＤＴＡ消化后常规传代。

将细胞按 ５×１０４（ＨＴ２９和 ＨＣＴ１１６）或 １×１０５

（ＨＣＡ７）个／孔的浓度接种于 ６孔板中。培养 ２４ｈ

后更 换 培 养 液，用 新 鲜 配 制 的 含 ＧＳＮＯ（１０～

５００μｍｏｌ／Ｌ）或 ＧＳＮＯ（５０，５００μｍｍｏｌ／Ｌ）加 ＮＳＡＩＤｓ

（１０μｍｏｌ／ＬＮＳ３９８或 ５００μｍｏｌ／Ｌ阿司匹林）的培

养基 共 孵 育 ７２ｈ。ＧＳＮＯ 组，对 照 组 与 ＧＳＮＯ ＋

ＮＳＡＩＤｓ组分别于 ２４，４８，７２ｈ后，将培养液于１２０００

ｒ／ｍｉｎ，离心 １０ｍｉｎ，上清于 －８０℃冻存，用以检测

ＰＧＥ２和硝酸盐／硝基水平。贴壁细胞经胰蛋白酶

消化后，用血细胞计数板计数。实验操作 ２次，至

少重复 ３次。结果以 ｘ±ｓ表示。

１．３　细胞周期分析

收集对照组与药物处理组的悬浮细胞和贴壁

细胞，加 ７０％的冷乙醇 ４℃固定过夜，细胞经离心

沉淀后，重悬于碘化丙啶（ＰＩ）溶液（５０μｇ／ｍＬＰＩ，

１００ｋＵ／ｍＬＲＮＡ酶 Ａ和 １ｍｇ／ｍＬ糖在 ＰＢＳ中）孵育

３０ｍｉｎ后，应用流式细胞仪检测细胞 ＤＮＡ含量。每

个样品进行至少 １００００次的计算。所得数据在

ＷＩＮＭＤＩ上分析，含亚倍数染色体 ＤＮＡ的细胞代表

凋亡细胞。实验操作 ２次，至少重复 ２次。结果以

含亚倍数染色体 ＤＮＡ细胞所占百分率的 ｘ±ｓ。

１．４　ＰＧＥ２测定

用竞争酶联免疫分析试剂盒检测细胞培养上

清 ＰＧＥ２的表达水平。免疫检测按操作步骤进行，

其灵敏度可达 １０ｐｇ／ｍＬ。ＰＧＥ２的产量经相应培养

孔内的贴壁细胞数量校正，结果以 ｎｇ／１０６（个细

胞）表示。

１．５　硝酸盐／硝基浓度检测

培养上清加 ０．１Ｕ／ｍＬ硝酸钾还原酶，５μｍｏｌ／Ｌ

黄素腺嘌呤二核苷酸（ＦＡＤ）和 ３０μｍｏｌ／Ｌ烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸（ＮＡＰＤＨ），３７℃作用 ６０ｍｉｎ，使所有

硝酸盐转变为硝基。再加入 ０．１ｋＵ／ｍＬ乳酸脱氢

酶（ＬＤＨ）和 ０．３ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠，作用 ５ｍｉｎ以氧

化剩余的 ＮＡＤＰＨ，减少干扰，随即加入 Ｇｒｅｉｓｓ试剂

（１％磺胺和 ０．１％萘基乙二胺，在 ２．５％磷酸溶液

中）孵育 １０ｍｉｎ。在波长 ５４０ｎｍ处测吸光度值。用

硝酸盐的标准溶液（０～５０μｍｏｌ／Ｌ）制出标准曲线，

再计算硝酸盐／硝基的浓度。

１．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测蛋白水平

细胞经 ＧＳＮＯ（５００μｍｏｌ／Ｌ）孵育 ４８ｈ后，用 ４℃

的 ＰＢＳ清洗 ２次。将细胞刮下，６０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，收集细胞小斑块，再重悬于预热的裂解液

（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．４，１ｍｍｏｌ／Ｌ钒酸钠，１％

ＳＤＳ），９５℃加热 ５ｍｉｎ，并通过 ２７号的针孔 ３次。

获得的裂解产物 １２０００ｒ／ｍｉｎ，离心 １５ｍｉｎ，获上清

保存备用。用 ＢＣＡ蛋白检测试剂盒测蛋白浓度。

５０ｍｇ蛋白加入等体积的上样缓冲液，煮沸 ５ｍｉｎ，上

样于 ７．５％ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳。将蛋白转移到硝酸

纤维（ＮＣ）膜上。５％脱脂牛奶封闭后，ＮＣ膜与抗

ＣＯＸ１获抗 ＣＯＸ２单克隆一抗共孵育，再与山葵过

氧化物酶标记的单抗鼠二抗孵育，最后经化学荧光

试剂显色，Ｘ线胶片曝光。常规洗膜，重新与抗肌

动蛋白（ａｃｔｉｎ）单克隆抗体共孵育，作为对照。Ｘ线

胶片上的条带经 Ｄｅｓｋｓｃａｎ扫描，获得的信号密度用

图像分析系统定量，结果以 ＣＯＸ１或 ＣＯＸ２与内

参照 ａｃｔｉｎ的比值表示。

７０１
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１．７　统计学分析

采用统计软件 Ｐｒｉｓｍ３．０版本行统计分析，均数

用平均值 ±标准误（ｘ±ｓ）表示，数据采用方差检

验，Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　ＧＳＮＯ抑制结肠癌细胞株的生长

无论结肠癌细胞株的 ＣＯＸ２表达水平及其活

性的如何，ＧＳＮＯ对 ３个细胞株生长产生浓度依赖

性抑制。在低浓度（１０，２０μｍｏｌ／Ｌ）ＧＳＮＯ对细胞株

无作 用，在 高 浓 度 ５０μｍｏｌ／Ｌ时，抑 制 ＨＴ２９和

ＨＣＴ１１６的生长；在 １００μｍｏｌ／Ｌ浓度能抑制 ＨＣＡ７

的细胞生长。在最高浓度 ５００μｍｏｌ／Ｌ时，能完全阻

断 ３个细胞株的生长（图 １）。

２．２　ＧＳＮＯ诱导结肠癌细胞株凋亡

在较高浓度 ３００μｍｏｌ／Ｌ和 ５００μｍｏｌ／Ｌ的 ＧＳＮＯ

作用 ７２ｈ后，３个细胞株表现为时间依赖性和浓度

依赖性的细胞凋亡。凋亡细胞百分比增加伴随着

Ｇ１期细胞的减少，而其他细胞周期参数并无显著

性差异（表 １）。

图 １　不同浓度 ＧＳＮＯ对 ３个细胞株生长产生的抑制

表 １　基因突变阳、阴性组判别良恶性指标的对照

组别
ＨＣＡ７

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＨＴ２９

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＨＣＴ１１６

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组 ４．６±０．９ ６．５±１．０ ８．５±０．６ １．９±０．６ ３．８±０．８ ５．０±１．９ ２．２±０．５ ３．０±０．８ ４．９±０．３

ＧＳＮＯ使用对照组 ４．２±０．８ ６．５±０．６ ８．１±０．４ ２．１±０．７ ４．２±１．３ ４．０±１．１ １．５±０．１ ４．１±１．５ ３．８±０．４

ＧＳＮＯ１０μＭ ３．３±０．２ ６．２±０．３ ８．２±０．４ １．６±０．５ ２．９±０．８ ４．７±１．２ １．４±０．３ ２．０±０．４ ６．１±１．１

ＧＳＮＯ２０μＭ ３．６±０．８ ６．９±０．８ ９．４±０．７ ３．８±１．８ ２．８±０．３ ６．１±１．９ １．８±０．４ ２．７±０．７ ４．８±０．５

ＧＳＮＯ５０μＭ ４．４±０．７ ６．２±０．６ ９．２±０．７ ２．７±１．１ ３．６±０．９ ９．１±３．３ ２．４±１．０ ２．１±０．３ ５．７±１．１

ＧＳＮＯ１００μＭ ３．３±０．３ ７．１±０．７ １０．３±１．４ ４．１±０．８ ４．８±０．５ ９．９±１．４ ２．３±０．６ ５．９±０．４ ８．５±０．３

ＧＳＮＯ３００μＭ １３．０±０．９ １６．０±１．５ ２２．７±１．７ ６．７±０．６ １２．５±０．５ １７．１±１．０ ７．０±０．４ １２．３±１．０ ２７．８±１．４

ＧＳＮＯ５００μＭ １６．８±０．８ ２４．６±１．４ ３４．５±４．０ １１．６±０．９ １６．２±１．１ ２４．２±１．０ １１．６±１．３ ２０．７±０．６ ３８．３±１．１

　　　　注：与ＧＳＮＯ１０～１００μＭ比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＧＳＮＯ对加 ＰＧＥ２和 ＣＯＸ１和 ＣＯＸ２蛋白

表达的影响

ＨＣＡ６细胞株的 ＰＧＥ２的分泌比未处理的 ＨＴ２９

和 ＨＣＴ１１６高几百倍。在不同时间和浓度梯度中，

ＧＳＮＯ处理可增加 ＰＧＥ２的产生和 ＣＯＸ１、ＣＯＸ２的

表达。用 ５００μｍｏｌ／Ｌ处理 ４８ｈ后，ＣＯＸ１和 ＣＯＸ２

的蛋白表达水平也有增加。３种细胞株均可以被

１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＮＳ３９８所 抑 制 而 导 致 ＰＧＥ２ 产 生 和

ＣＯＸ２表达下降，而 ＣＯＸ１变化不明显（图 ２）。
图 ２　３种结肠癌细胞株经 ＧＳＮＯ处理 ＣＯＸ１和 ＣＯＸ２蛋

白的表达量
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２．４　ＮＡＳＩＤｓ对结肠癌细胞株生长的作用

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ阿司匹林和 １０μｍｏｌ／ＬＮＳ３９８可以

明显减少 ＨＣＡ７，ＨＴ２９和 ＨＣＴ１１６细胞株的 ＰＥＧ２
的产量，达到减少 １００倍或更低。相对于对照组，

ＨＣＡ７细胞株中 ＰＥＧ２的产量低 １００倍或以上。在

此浓度范围内，它们不能抑制细胞的生长（表 ２）。

ＮＡＳＩＤｓ完全阻断 ＰＥＧ２的产生，但不增加 ＧＳＮＯ对结

肠癌细胞株的生长抑制作用（图 ３）。
表 ２　阿司匹林和 ＮＳ３９８在 ＨＣＡ７细胞株中对 ＰＧＥ２产

率的影响

组别
ＨＣＡ７

２４ｈ ７２ｈ

对照组 ７３４２．０±１０８８．０ ３２１５０．０±１７１７．０

ＤＭＳＯ组 ６８８９．０±１２７５．０ ３５２２０．０±２９０２．０

阿司匹林０．５ｍｍｏｌ／Ｌ ３７８．８±９７．４１），２） ４３４．７±１１２．０１），２）

ＮＳ３９８１０μｍｍｏｌ／Ｌ ２０７．３±３７．２１），２） ２４１．５±１２．７１），２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５

图 ３　ＮＳＡＩＤｓ对 ３种结肠癌细胞株的生长抑制作用

３　讨　论

一氧化氮（ＮＯ）是许多生理和病理过程的一种

重要信号分子。它是在一氧化氮合酶（ＮＯＳ）催化

作用下由精氨酸转变为瓜氨酸的产物。ＮＯＳ存在

３种不同的类型，其中 ２种分别为内皮型 ＮＯＳ和神

经型 ＮＯＳ，为钙离子依赖性，在数分钟内可催化产

生低水平（ｐｍｏｌ～ｎｍｏｌ）的 ＮＯ。第 ３种为诱导型

ＮＯＳ（ｉＮＯＳ），属非钙离子依赖性。大部分组织在

正常情况下并不表达 ｉＮＯＳ，但脂多糖和各种细胞

因子可诱导其表达。ｉＮＯＳ可长期（数天至数周）

诱导产生大量（μｍｏｌ）的 ＮＯ。据报道 ＮＯ既有抑瘤

性又有促瘤性，这可能取决于 ＮＯ的作用时间、浓

度和组织类型；低浓度的 ＮＯ可刺激细胞生长并促

进多种细胞免于凋亡，而高浓度的 ＮＯ则可抑制细

胞生长并诱导凋亡发生［３］。

关于结直肠癌的研究亦显示了不同的结果。

有的临床研究显示，结肠腺癌和腺瘤较正常结肠

组织的 ｉＮＯＳ含量显著升高［４］；而另一些研究却报

道结肠癌组织的 ｉＮＯＳ表达水平较正常结肠组织下

降［５］。在动物实验中，有报道 ｉＮＯＳ的诱导水平与

结直肠 癌 的 消 减 成 正 比 （包 括 原 位 癌 和 转 移

癌）［６］；另有报道显示，ＮＯＳ的抑制剂可抑制异型

结肠组织的形成［７］；但也有 ＮＯ促进或抑制结直肠

癌细胞生长的报道，其作用可能与浓度有关［８］。

本研究评价了 ３种结肠癌细胞株在体外受不

同 ＧＳＮＯ浓度影响而导致 ＣＯＸ２蛋白表达和活性

的差异。结果表明高浓度 ＧＳＮＯ能抑制结肠癌细

胞株的生长，而低浓度则否。尽管 ＨＣ４７在 ３种细

胞株中 ＣＯＸ２活性最高，更高浓度的 ＮＯ也能抑制

细胞的生长。

本实验中，细胞在低浓度的 ＧＳＮＯ中培养 ７２ｈ

后，未表现出任何细胞生长受抑制的现象。这可

能是由于在实验中细胞在 ＧＳＮＯ中培养时间过短，

或由于在培养基还有血清使 ＧＳＮＯ在 １０ｈ内发生

了降解［９］。本研究的结论也提示细胞凋亡可能是

ＧＳＮＯ抑制细胞生长的一个重要机制。尽管 Ｃｌａｎｃｙ

等报道在巨噬细胞中，ＮＯ可以激活 ＣＯＸ１而抑制

ＣＯＸ２［１０］，但本实验却发现在这 ３种结肠癌细胞

株中 ＧＳＮＯ不仅可以诱导 ＣＯＸ１和 ＣＯＸ２的蛋白

表达，而且 ＰＧＥ２的产生量有时间和浓度依赖性。

在 ＮＳ３９８浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ时，ＰＧＥ２的产生量几

乎没有增加，表明 ＣＯＸ２是导致 ＰＧＥ２增加的主要

因素。在正常的结肠细胞株中，已发现 ＮＯ可以增

加 ＣＯＸ２基因 ｍＲＮＡ转录和蛋白合成水平［１１］。这

些结果均表明在癌症细胞株中，ｉＮＯＳ表达水平与

ＣＯＸ２表达增加有关，这种现象在炎症时也被观

察到［１２］。

虽然 ＮＳＡＩＤｓ治疗结肠癌是非常有效的化学制

剂，但它们又有明显的副作用而使其的临床使用

受到限制。一些新合成的此类药物可以有效地达
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到抑制结肠癌细胞的生长而又不产生 ＮＳＡＩＤｓ副作

用已经在体外实验和动物模型中得到证实［１３］，表

明 ＮＳＡＩＤｓ可能与 ＮＯ有协同抑制结肠癌细胞株的

作用。尽管本实验表明，虽然阿司匹林和 ＮＳ３９８

可以通过 ＣＯＸ抑制而导致 ＰＥＧ２产率减少，但它们

并不能协同增加 ＮＯ对于结肠癌细胞株的抑制作

用，是否其他新一代 ＮＳＡＩＤｓ可以通过另外途径抑

制结肠癌细胞生长，尚需要进一步研究。

总之，ＧＳＮＯ可增加 ＰＧＥ２的产量诱导 ＣＯＸ１和

ＣＯＸ２的蛋白表达，抑制 ＨＣＡ７，ＨＴ２９和 ＨＣＴ１１６

的细胞生长，并呈时间和浓度依赖性。凋亡可能

是其中导致细胞死亡的主要原因。ＮＳＡＩＤｓ可抑制

ＰＥＧ２的产生，但不能协同增加 ＮＯ的抑制结肠癌

细胞生长的作用。
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１６（２）：２１３－２１５．

［９］　 ＺｅｎｇＨ，ＳｐｅｎｃｅｒＮＹ，ＨｏｇｇＮ．ＭｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆＳｎｉｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏ

ｎｅｂｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＨｅａｒｔＣｉｒｃＰｈｙｓｉｏｌ，

２００１，２８１（１）：Ｈ４３２－Ｈ４３９．

［１０］ ＣｌａｎｃｙＲ，ＶａｒｅｎｉｋａＢ，ＨｕａｎｇＷ，ｅｔａｌ．Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ／

ＣＯＸｃｒｏｓｓｔａｌｋ：ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅａｃｔｉｖｅａｔｅｓＣＯＸ１ｂｕｔｉｎｈｉｂｉｔｓＣＯＸ

２ｄｅｒｉｖｅｄｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｄ，２０００，１６５

（３）：１５８２－１５８７．

［１１］ ＭｅｉＪＭ，ＨｏｒｄＮＧ，ＷｉｎｔｅｒｓｔｅｉｎＤＦ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｓｔａ

ｇｌａｎｄｉｎｅｎｄｏｐｅｒｘｉｄｅＨｓｙｎｔｈａｓｅ２ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｉｎｃｏｎ

ｄｉｔｉｏｎａｌｌｙｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ ｍｕｒｉｎｅ ｃｏｌｏｎｉｃ ｅｐｉｔｈｅｔｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＦＡＳＥＢＪ，２０００，１４（９）：１１８８－１２０１．

［１２］ 孙英刚，范西红，徐良，等．选择性、非选择性 ＮＯＳ抑制剂

及 Ｌ－精氨酸对创伤性休克大鼠的影响［Ｊ］．中国普通外

科杂志，２００４，１３（２）：１０７－１１０．

［１３］ ＷｉｌｌｉａｍｓＪＬ，ＢｏｒｇｏＳ，ＨａｓａｎＩ，ｅｔａｌ．Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｒｅｌｅａｓｉｎｇ

ｎｏｎｓｔｅｒｏｉｄａｌａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｒｕｇｓ（ＮＳＡＩＤｓ）ａｌｔｅｒｔｈｅｋｉｎｅｔｉｃｓ

ｏｆｈｕｍｏｌ／Ｌａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｍｏｒｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｔｈａｎｔｒａｄｉ

ｔｉｏｎａｌＮＳＡＩＤｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｈｅｍｏｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００１，６１（８）：３２８５－３２８９．

本刊２００６年下半年各期重点内容安排

本刊２００６年下半年各期重点内容安排如下，欢迎赐稿。

第７期 肝脏外科 第１０期 乳腺、甲状腺外科

第８期 腔镜外科 第１１期 胰腺外科

第９期 胃肠外科 第１２期 血管外科及其他

中国普通外科杂志编辑部
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