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3   讨论

反流性食管炎的发生主要与下食管括约肌(LES)和食管体

胃十二指肠功能异常有关 而调控胃肠功能的因素除交感

神经 迷走神经外 近年受重视的还有非肾上腺能 非胆

碱能神经及胃肠激素[3]. 反流引起的刺激和损伤又可能引起

神经体液的一系列反应. 本研究探讨了不同类型反流对食

管黏膜的损伤作用及与大鼠体内胃肠激素变化的关系.

       GAS具有调节胃肠道营养 运动和分泌的多种功

能 他主要由胃窦黏膜中的G细胞分泌 其分泌受迷

走神经 胃窦扩张 胃内容物的种类和酸度以及其他多

种胃肠激素的复杂调控[4]. 本实验结果显示反流术后D

组血浆GAS含量明显降低 这与全胃切除 缺失G细

胞有关 而D组食管炎最为严重 可能与失去了促胃液

素对食管黏膜的营养作用 以及GAS减少后食管体的

蠕动减弱导致反流物停留在食管内的时间延长有一定

关系. G组和DG组血浆GAS含量升高可能由于肠液反

流至胃中 降低了胃内pH所引起 而4 wk时G组GAS

升高程度较1 wk时轻度下降 可能酸反流至食管后刺

激食管黏膜 通过负反馈机制抑制促胃液素的释放. 提

示GAS虽可致反流物酸性增加 但本身又能对食管黏

膜具有一定保护作用 减少反流性食管炎的发生 尤其

是对抗胆汁反流的损伤.而一旦食管黏膜受反流物损伤

后 又对促胃液素的分泌起非常复杂的影响.

        VIP是消化道主要的非肾上腺素能 非胆碱能抑制

性神经递质[5]. 血浆VIP浓度可反映非肾上腺素能 非

胆碱能神经的功能改变 给小鼠静脉注射VIP可引起剂

量依赖性的下食管括约肌压力(LESP)下降[6]. 有研究[7-8]

显示反流性食管炎和Barrett 食管患者血浆VIP水平较

对照组显著升高 与LESP水平呈负相关 另一研究[9]

发现酸反流引起的食管炎症反应可导致VIP神经纤维

增生 从而引起上皮胚细胞增生增加 基底细胞层增

厚.可见VIP与反流性食管炎的关系是非常错综复杂的.

我们的研究结果显示G组血浆VIP含量在术后1 wk时

降低 4 wk时增加 而术后4 wk时D组 DG组血浆VIP

含量显著高于对照组 可能的机制为早期酸反流对食管

黏膜的刺激通过负反馈抑制VIP的合成或释放 以促进

食管体蠕动 增加LES压力 减少酸反流.手术所致的较

长时间的反流引起食管黏膜损伤炎症较重 反而使VIP

释放增加 以加快食管上皮细胞的代偿增生.

        总之 不同反流类型引起的大鼠血浆GAS和VIP

改变不同 可能与其所致食管炎的程度不同有关 说明

胃肠激素变化与反流性食管炎的发生密切相关.
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摘要

目的:  初步研究尼美舒利对培养结肠癌细胞生长及其

ICAM-1 mRNA表达的作用.

方法: 以人结肠癌细胞株HT-29 HCT-116为研究对象

体外药物敏感试验(MTT)法检测尼美舒利对肿瘤细胞的增生

抑制效应; RT-PCR 方法检测尼美舒利作用前后细胞

ICAM-1 mRNA表达的变化.

结果: 尼美舒利对结肠癌细胞HT-29 HCT-116生长抑制

作用呈时间 剂量依赖性方式 对HT-29细胞抑制效果强

于HCT-116 细胞. 尼美舒利下调HT-29 细胞 ICAM-1
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mRNA表达  而对HCT-116细胞ICAM-1 mRNA的表达

无显著作用.

结论: 尼美舒利可明显抑制结肠癌细胞HT-29生长 提示

NIM可能通过抑制COX-2酶活性 下调细胞ICAM-1的

表达 从而降低癌细胞播散及转移几率.

刘伟, 张超. 尼美舒利对结肠癌细胞ICAM-1 mRNA表达的影响. 世界华人

消化杂志  2004;12(2):477-479

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/477.asp

0   引言

研究发现非甾体类抗炎药(nonsteroidal anti-inflammatory

drugs NSAIDs)可抑制环氧合酶(cyclooxygenase COX)

活性 拮抗结肠肿瘤形成.结肠癌的转移及复发可能与

COX-2的高表达有关[1-2]. 细胞间黏附分子-1(intercellular

adhesion molecule-1 ICAM-1)是体内重要的免疫活性

分子 有关 ICAM-1与肿瘤侵袭转移的关系是近年来

研究的热点[3]. 本试验应用COX-2选择性抑制剂-尼美

舒利 (nimesulide NIM) 作用于结肠腺癌细胞 通过

检测肿瘤细胞的增生及细胞ICAM-1 mRNA表达情况

初步探讨COX-2选择性抑制剂对结肠癌侵袭转移的作

用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  DMEM培养基 小牛血清(Gibco公司) MTT

DMSO NIM(Sigma公司) CO2培养箱(Thermo Forma

公司) 人结肠癌细胞株HT-29 (COX-2 高表达)和

HCT-116 (COX-2低表达).

1.2 方法  HT-29和HCT-116细胞于含100 mL/L小牛

血清的DMEM液中培养 置37 50 mL/L CO2培

养箱中 取对数生长期的细胞备实验之用.

1.2.1 体外药物敏感试验  噻唑蓝(MTT)法: 取两种细胞接

种于96孔板中 加入NIM原液  使终浓度为25 µmol/L
50 µmol/L 100 µmol/L 200 µmol/L 设加溶剂DMSO
对照组 继续培养24 h 48 h和72 h 加入MTT液 孵

育4 h后弃上清 加入DMSO 150 µL 轻轻振荡10 min
测定各孔光吸收值(A值) 绘制细胞生长曲线. 计算药

物对细胞的生长抑制率.

1.2.2 RT-PCR法检测 ICAM-1表达变化  两种细胞培

养过夜后 收集0 µmol/L  50 µmol/L  100 µmol/L
200 µmol/L NIM作用72 h和 200 µmol/L NIM作用12 h
24 h 48 h 72 h的细胞 抽提细胞总RNA 测定其A260
A260/A280 进行逆转录和PCR反应. 产物以琼脂糖凝胶

电泳分离 紫外光照下以UVP凝胶图像分析系统成像

和定量分析.

        统计学处理  采用SPSS 10.0统计软件包进行统计学

处理 所得到的数值均以mean±SD 表示.

2   结果

2.1 NIM对HT-29和HCT-116细胞增生的影响  MTT

试验结果显示: 随NIM浓度的增加 作用时间的延长

药物对HT-29 和HCT-116 细胞生长抑制率明显增高.

NIM对HT-29细胞的增生抑制效果较HCT-116细胞明

显(图1).

图1  尼美舒利对结肠腺癌细胞株HT-29 (A)和HCT-116 (B) 的增生抑
制作用.

2.2 NIM不同浓度 不同培育时间对ICAM-1 mRNA

表达的影响  HT-29和HCT-116细胞株均表达ICAM-

1 mRNA 对照组HT-29细胞表达较HCT-116细胞为

高 差异有显著性(P <0.05); NIM作用72 h的HT-29细

胞 ICAM-1 mRNA表达量随药物浓度增加逐渐降低.

50 µmol/L NIM作用组与对照组相比有显著性差异(P <0.05)
100 µmol/L和200 µmol/L组与对照组差异更为显著(P <0.01).
各NIM浓度组HCT-116细胞ICAM-1 mRNA表达无显著

性差异. 200 µmol/L NIM作用于HT-29细胞24 h 48 h
和72 h后 细胞ICAM-1 mRNA表达与12 h组相比均有

极其显著差异(P <0.01). 而同样浓度药物的HCT-116细

胞不同作用时间组ICAM-1 mRNA表达则无显著性差异.

3   讨论

流行病学资料表明: 长期服用NSAIDs类药物可使罹患

大肠癌危险性降低 40-50 . COX-2 受抑制可能是

NSAIDs抗肿瘤作用的机制之一. COX-2为COX诱导性

异构酶 其过度表达可能是结肠肿瘤发生的早期事件

并在诱导肿瘤血管生成和转移的过程中发挥重要作用.

我们采用MTT方法证实NIM可以时间 剂量依赖方式

抑制结肠腺癌细胞的增生.
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ICAM-1是一种跨膜蛋白 通过与其配体淋巴细胞功

能相关抗原-1(LFA-1 CD11a/CD18)和巨噬细胞相关

复合体(Mac CD11b/CD18)结合 介导细胞与细胞之

间的相互活动; 参与呈递抗原信息 激活细胞免疫等过

程[4-5]. 正常情况下 ICAM-1仅在血管内皮细胞等细胞

低水平的表达 但在炎症 器官移植 肿瘤免疫等情况

下表达量明显增多 [6-8]. 研究发现 结肠癌组织中有高

水平 ICAM-1的表达 而癌旁组织和结肠腺瘤组织的

表达水平较低 原因可能为结肠癌细胞能自分泌或刺

激邻近组织旁分泌ICAM-1[9]. 研究显示: 癌细胞通过表

达 ICAM-1作用于其配体LFA-1 致肿瘤细胞间黏附

力降低 而与血管内皮细胞 淋巴细胞和胞外基质紧密

结合 易从原发灶脱落 黏着到基质成分 并可随淋巴

细胞进入血液循环. 同时 ICAM-1 的可溶性形式

sICAM-1进入血液循环后 竞争性抑制瘤细胞与T细

胞与LFA-1的结合 使肿瘤细胞逃避了免疫监视 在

肿瘤的转移过程中起了重要的作用[10-12]. 有研究者认为

sICAM-1可作为结肠癌早期诊断及转移判断的有用指

标[13]. 但是 也有研究发现ICAM-1与肿瘤的侵袭和转

移呈负相关. Yasuda et al [14]研究发现: 肿瘤细胞在转移

起始阶段 表达高水平的 ICAM-1 避免受到免疫攻

击 易于肿瘤细胞着床 形成转移灶; 当肿瘤细胞受到

细胞外基质刺激时 通过激活酪氨酸激酶途径 下调

ICAM-1表达 增加 sICAM-1的表达 使肿瘤细胞免

遭杀伤[15].

       目前 对COX-2是否影响 ICAM-1表达 进而影

响结肠癌侵袭转移的相关研究目前国内外尚未见报道.

为探讨其作用机制 我们采用RT-PCR方法检测NIM

对肿瘤细胞ICAM-1 mRNA表达的影响 结果显示: 随

着NIM浓度增加 作用时间延长 HT-29 细胞 ICAM-

1 mRNA表达水平逐渐降低; 而同样作用形式HCT-116

细胞组别间ICAM-1 mRNA表达无显著差异. 结果提示

结肠癌细胞COX-2与 ICAM-1表达存在相关性 说明

NIM可能通过抑制COX-2酶活性的途径 下调肿瘤细

胞 ICAM-1表达 从而抑制结肠癌细胞生长 削弱癌

细胞与淋巴细胞和单核细胞的黏附 加强同质细胞间

的黏附 降低癌播散及转移几率.
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