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　　摘　要：目的　研究环氧化酶２（ＣＯＸ２）选择性抑制剂塞来昔布对髓性白血病细胞株ＮＢ４凋亡的影响，探讨塞来昔布诱导细

胞凋亡的机制。方法　ＲＴＰＣＲ检测不同细胞系中ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达，ＭＴＴ法检测ＮＢ４细胞增殖抑制，ＤＮＡＬａｄｄｅｒ试验分析

ＮＢ４细胞ＤＮＡ片段化，流式细胞术检测ＮＢ４细胞Ｂｃｌ２蛋白的表达。结果　与未加药处理组相比，不同浓度塞来昔布作用后

ＤＮＡＬａｄｄｅｒ片段随浓度的增加而更为明显。不同用药组２５μｍｏｌ／Ｌ、５０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ塞来昔布组Ｂｃｌ２蛋白表达率分别

为（７１．６９±１．６５）％、（３４．５１±２．５３）％和（２９．２８±２．３８）％，与空白对照组Ｂｃｌ２蛋白表达率为８５．３４±２．８９％相比，５０μｍｏｌ／Ｌ、

１００μｍｏｌ／Ｌ塞来昔布组Ｂｃｌ２蛋白明显下降（犘＜０．０５）。结论　ＣＯＸ２选择性抑制剂塞来昔布通过下调ＮＢ４细胞Ｂｃｌ２蛋白表

达致诱导其凋亡。
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　　环氧化酶（ＣＯＸ）是前列腺素合成过程中的限速酶，它将花

生四烯酸转化成各种前列腺素产物，后者参与维持机体的各种

生理病理过程 ［１］。目前发现这种酶主要有两种形式：ＣＯＸ１

和ＣＯＸ２。人类 ＣＯＸ１基因序列２５ｋｂ，转录生２．８ｋｂ的

ｍＲＮＡ，蛋白质相对分子质量约为６８×１０３，ＣＯＸ１基因在多

种组织和细胞中表达，其基因的启动区有“看家”基因的特点，

表达为结构性蛋白，参与维持细胞正常的生理功能。ＣＯＸ２

基因位于染色体１ｑ２５．２～２５．３上，由５′端０．８ｋｂ的转录起始

点上游区、６ｋｂ的蛋白质区、以及２．５ｋｂ的非编码区（ＵＴＲ）组

成。其３′端的２２个拷贝ＡＵＵＵＡ基序是迅速降解 ｍＲＮＡ的

信息，是ＣＯＸ２基因即时表达与否的关键
［２３］。ＣＯＸ２ｍＲＮＡ

全长为（４．１～４．５×）１０３，蛋白质相对分子质量为７２×１０３，为

诱导性表达蛋白，在各种刺激因素作用下ＣＯＸ２迅速合成，参

与多种病理生理过程，包括多种炎症过程及肿瘤的发生、发

展［４］。故Ｂｅｒｎａｒｄ等
［５］认为ＣＯＸ２在细胞中扮演原癌基因作

用。很多研究表明ＣＯＸ２抑制剂抗肿瘤的活性机制与细胞凋

亡有关系。本文以白血病细胞株ＮＢ４为研究对象，探讨ＣＯＸ

２抑制剂塞来昔布诱导ＮＢ４凋亡作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　药物制备　塞来昔布购自苏州普强公司，先以少量二

甲亚基砜溶解（二甲基亚砜在试验体系中的终浓度小于０．１％，

经过对比实验证明对细胞增殖及凋亡没有影响），再用二甲基

亚砜调成终浓度为１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ的贮存液，过滤除菌，４℃保

存，药物临用前用细胞培养液稀释后加入培养体系。

１．１．２　细胞及其培养　ＮＢ４细胞系急性早幼粒细胞白血病

细胞株，由上海生命科学细胞研究所引进，单核白血病细胞

Ｕ９３７作为本实验的阳性对照细胞株，由福建血液病研究所引

进。细胞用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ公司）培养，

置于３７℃、５％ＣＯ２ 及饱和湿度温箱中培养。

１．２　方法

１．２．１　ＲＴＰＣＲ检测 Ｕ９３７、ＮＢ４细胞系ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表

达　取对数生长期的细胞经ＰＢＳ洗涤后加入１．０ｍＬＴｒｉｚｏｌ

（Ｇｉｂｃｏ公司）混匀，按试剂说明书提取总ＲＮＡ，按逆转录试剂

盒（ｐｒｏｍｅｇａ公司）说明书进行逆转录聚合酶链反应（ＲＴ

ＰＣＲ）。其中 ＣＯＸ２产物４９８ｂｐ，正义链５′ＧＡＴ ＣＴＡ ＣＣＣ

ＴＣＣＴＣＡＡＧＴＣＣ３′１μＬ；ＣＯＸ２反义链５′ＴＴＣＣＴＡ ＣＣＡ

ＧＣＡＡＣＣ３′１μＬ，内参βＡｃｔｉｎ产物２３４ｂｐ，正义链５′ＣＧＡ

ＧＡＡＧＡＴ ＧＡＣＣＣＡＧＡＴ ＣＡ３′１μＬ，反义链５′ＧＡＴ ＣＴＴ

ＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧ３′１μＬ。配制含０．５μｇ／ｍＬＥＢ的２％
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琼脂糖凝胶，取８．０μＬＰＣＲ产物加２．０μＬ缓冲液上样，电泳

后，经凝胶图像分析仪（ＧｅｌＤｏｃ１０００型，ＢｉｏＲａｄ公司）分析。

１．２．２　ＭＴＴ比色法检测塞来昔布对ＮＢ４细胞增殖的影响　

取对数生长期细胞，将细胞浓度调整为２．０×１０５／ｍＬ接种于

９６孔板，每孔２００μＬ，试验组为不同浓度的塞来昔布，对照组

不加药，空白组只加培养液（无细胞），每组设４个平行孔，４４ｈ

后加 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续培养４ｈ后离心弃上清液，

加二甲基亚砜１００μＬ，振荡１０ｍｉｎ，在酶标仪（Ｓｔａｔ，Ｆａｘ２１００）

上用双波长４９２ｎｍ和６３０ｎｍ测吸光度（Ａ）值，计算抑制率。

抑制率（％）＝（Ａ对照－Ａ试验）／（Ａ对照 －Ａ空白）×１００％，试验均

重复３次。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测不同药物浓度对 ＮＢ４细胞系 ＣＯＸ１

ｍＲＮＡ表达的影响　ＣＯＸ１ｍＲＮＡ的提取过程和 ＲＴＰＣＲ

的反应体系与１．２．１相似，其中ＣＯＸ１产物３１１ｂｐ，正义链

５′ＣＴＴＧＡＣＣＧＣＴＡＣＣＡＧＴＧＴＧＡ３′，反义链５′ＡＧＡ

ＧＧＧＣＡＧＡＡＴＡＣＧＡＧＴＧＴ３′，内参βＡｃｔｉｎ产物２３４ｂｐ，

正义链５′ＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡ３′，反义链５′

ＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧ３′。

１．２．４　ＤＮＡＬａｄｄｅｒ试验　将５×１０
５ 细胞转入无菌Ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ管中，加入２０μＬ溶解缓冲液［２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１００

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ８．０，０．８％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ］。混匀细胞沉淀后加

１０μＬＲＮＡ酶 Ａ／Ｔ１混合液（分别为５００Ｕ／ｍＬ，２００００Ｕ／

ｍＬ，ＡｍｂｉｏｎＩｎｃ．），再次混匀。３７℃孵育９０～１２０ｍｉｎ。加５

μＬ６×ＤＮＡ上样缓冲液，电泳后经凝胶图像分析仪分析。

１．２．５　流式细胞术检测Ｂｃｌ２蛋白表达　将各试验组细胞培

养４８ｈ，用ＰＢＳ洗涤３次，以未加药处理的细胞为对照，加入

鼠抗人Ｂｃｌ２蛋白单克隆抗体，暗室孵育３０ｍｉｎ，再加入等量

ＦＩＴＣ标记的兔抗鼠二抗，继续作用３０ｍｉｎ，经流式细胞仪

（ＦＡＣＳｃａｎ，ＢＤ）检测Ｂｃｌ２蛋白表达率。试验均重复３次。

１．３　统计学处理　试验数据采用狓±狊表示，并用ＳＰＳＳ１６．０

统计软件处理，组间比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　 两种不同细胞系 Ｕ９３７ 以及 ＮＢ４ 细胞系的 ＣＯＸ

２ｍＲＮＡ表达，其中 Ｕ９３７细胞系表达ＣＯＸ２ｍＲＮＡ，而 ＮＢ４

细胞系未见ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达。见图１（见《国际检验医学杂

志》网站“论文附件”）。

２．２　ＭＴＴ法检测塞来昔布对ＮＢ４增殖影响的结果　各试验

组塞来昔布对ＮＢ４细胞均有抑制杀伤作用，其作用呈时间、剂

量依赖性，见表１。

表１　　不同浓度塞来昔布作用４８ｈ后对ＮＢ４细胞增殖

　　　　　抑制作用（狓±狊，狀＝１２）

塞来昔布浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ａ值 抑制率（％）

０ ０．５８９２±０．０２３５ －

２５．０ ０．４１３８±０．０３１７ ４０．３２±５．８９

５０．０ ０．３２９７±０．１０１８ ５４．６０±２．２７

１００．０ ０．１４３８±０．０１５９ ８７．４５±７．８４

　　：犘＜０．０５，与未加药处理组比较；－：无数据。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测显示不同塞来昔布浓度对 ＮＢ４细胞系

ＣＯＸ１ｍＲＮＡ表达没有明显影响。见图２（见《国际检验医学

杂志》网站“论文附件”）。

２．４　塞来昔布作用后ＮＢ４细胞凋亡的ＤＮＡ片段　随着用药

浓度的加大，凋亡片段明显，其中１００μｍｏｌ／Ｌ塞来昔布组凋亡

程度最大。见图３（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。

２．５　塞来昔布对 ＮＢ４细胞Ｂｃｌ２蛋白表达的影响　经４８ｈ

的培养后，与未加药处理组相比，２５μｍｏｌ／Ｌ塞来昔布组Ｂｃｌ２

蛋白表达率的差异无统计学意义（犘＞０．０５），而５０μｍｏｌ／Ｌ和

１００μｍｏｌ／Ｌ塞来昔布组Ｂｃｌ２蛋白表达率，差异均有统计学意

义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　不同浓度塞来昔布作用４８ｈ后对ＮＢ４细胞

　　　增殖抑制作用（狓±狊，狀＝３）

塞来昔布浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｂｃｌ２表达率（％）

０ ８５．３４±２．８９

２５．０ ７１．６９±１．６５

５０．０ ３４．５１±２．５３

１００．０ ２９．２８±２．３８

　　：犘＜０．０５，与未加药处理组比较。

３　讨　　论

ＣＯＸ２在很多实体瘤中高表达，同时在某些血液肿瘤中

也处于持续高表达状态［６７］。这些研究均表明ＣＯＸ２与凋亡

密切相关，Ｅｌｄｅｒ等
［８］的研究表明 ＮＳ３９８能诱导肿瘤细胞凋

亡，而不管是否表达ＣＯＸ２蛋白。Ｋｕｎｄａ等
［９］报道选择性的

ＣＯＸ１或ＣＯＸ２抑制剂可抑制人乳腺癌鼠模型的癌细胞转

移，作用机制涉及到ＣＯＸ依赖性和非依赖性途径。上述ＣＯＸ

抑制剂的抗肿瘤作用多在实体肿瘤被观察到，在造血系统肿瘤

ＣＯＸ抑制剂是否具有抗肿瘤活性以及恶性血液肿瘤细胞系是

否存在ＣＯＸ２表达，Ｗａｓｋｅｗｉｃｈ等
［１０］给予了一些初步结果：

尽管造血和上皮细胞系恶性肿瘤细胞株中ＣＯＸ２表达阴性，

但ＣＯＸ２抑制剂对该类肿瘤具有显著的增殖抑制作用。因此

认为，ＣＯＸ２抑制剂抗血液系恶性细胞株增殖效应为ＣＯＸ２

非依赖性。与Ｒｏｃｃａ等
［１１］的实验相似，本研究在细胞系 Ｕ９３７

中发现有ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达，但在 ＮＢ４细胞系中却未见明

显的ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达（图１）。通过 ＭＴＴ试验发现，塞来昔

布对ＮＢ４细胞的增殖抑制作用明显（表１）。通过ＤＮＡＬａｄ

ｄｅｒ实验（图３）发现，塞来昔布 对 ＮＢ４细胞的促凋亡作用明

显，当塞来昔布浓度达到５０μｍｏｌ／Ｌ时即出现明显的ＤＮＡ断

裂，并 形 成 特 征 性 的 “梯 状 条 带”。这 与 Ｅｌｄｅｒ 等
［８］和

Ｗａｓｋｅｗｉｃｈ等
［１１］的报道相一致。本实验表明塞来昔布对ＮＢ４

细胞抑制杀伤作用，并不是通过抑制ＣＯＸ１ｍＲＮＡ表达实现

的（图２），这一结论与 Ｒｏｃｃａ等并不一致。由此可见，塞来昔

布对 ＮＢ４细胞的增殖抑制作用和促凋亡作用可能是通过

ＣＯＸ非依赖性途径实现的。

Ｂｃｌ２蛋白属于Ｂｃｌ２家族，它不仅能够抑制凋亡，还可以

降低肿瘤细胞对化疗药物的敏感性［１２］。研究表明上皮细胞中

过度表达ＣＯＸ２能导致凋亡抑制基因Ｂｃｌ２水平的升高，并可

抑制丁盐酸诱导的凋亡［１３］。有研究报道 ＮＳ３９８（一种ＣＯＸ２

的选择性抑制剂）处理人前列腺癌细胞株，能引起Ｂｃｌ２蛋白

表达的下调，故认为 ＮＳ３９８诱导的凋亡与下调Ｂｃｌ２蛋白的

水平有关［１４］。张广森等［１５］的研究显示：高浓度的吲哚美辛是

一种ＣＯＸ１和ＣＯＸ２双重抑制剂，可抑制 Ｋ５６２细胞及来自

慢性粒细胞白血病患者新鲜骨髓白血病细胞的增殖和诱导白

血病细胞凋亡。凋亡调控机制涉及到Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋白比率的

改变和Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８的裂解激活。在本试验对不同浓

度塞来昔布用药组ＮＢ４细胞抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的检测中发现，

５０μｍｏｌ／Ｌ和１００μｍｏｌ／Ｌ塞来昔布组Ｂｃｌ２蛋白表达率与空

白组相比，下降明显，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。与以

往的实验结论一致，塞来昔布对 ＮＢ４细胞的促凋亡作用是与

诱导Ｂｃｌ２蛋白表达下降相关的。

综上所述，可以认为塞来昔布对 ＮＢ４细胞的作用途径是

ＣＯＸ非依赖性的，塞来昔布的细胞毒作用呈（下转第１６８０页）
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抗生素以及炎症调节因子的评价是未来研究的重要工作。

本文结果显示，融合了糖类结合域的抗菌肽ｈＢＤ３ＣＢＤ的

抑菌活性优于ｈＢＤ３，且对表皮葡萄球菌生物膜的形成有一定

的抑制作用。在未来新抗菌材料的研发中，抗菌肽有理由占居

一席之地。同时，也应该注意抗菌肽可能的不良反应，以及避

免重蹈抗菌药物滥用的覆辙。
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剂量依赖性，对肿瘤细胞ＮＢ４的凋亡作用与下调Ｂｃｌ２的表达

有关系。ＣＯＸ２有希望成为治疗白血病新的基因靶点，而

ＣＯＸ２选择性抑制剂将会成为一种有前景的白血病治疗

药物。
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