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Abstract
AIM: To investigate the effects of mitomycin (MMC) with
sulindac on the cell viability, apoptotic induction and expres-
sion of apoptosis-related gene Bcl-2 and cyclooxygenase-2
(COX-2) in gastric adenocarcinoma cell SGC7901.

METHODS: Human gastric cancer SGC7901 cells were divided
into three groups, sulindac, MMC and sulindac with MMC.
After treatment with drugs, cell viability was examined by
MTT assay. Flow cytometry was used for the cell cycle
distribution and apoptotic rates. The morphology of the
cells was observed under light microscope and interactive
laser cytometer. The expression of COX-2, Bcl-2 was de-
termined by the immunocytochemical method.

RESULTS: After exposure for 12 h to three kinds of drugs,
gastric cancer cells SGC7901 presented some morpho-
logic features of apoptosis, including cell shrinkage, nuclear
condensation, DNA fragmentation, formation of apoptotic
bodies. The effects of growth inhibition were more obvi-
ous in cotreatment group with MMC and sulindac than MMC
group. The apoptotic rates in cotreated cells and MMC-
treated cells at 24 h after treatment were 12.0% and 7.2%,
respectively. After exposure for 24 h to MMC, upregulation
of COX-2 and Bcl-2 protein expression was noted,
meanwhile, in cotreatment group, the levels of COX-2 were
downregulated but the expression of Bcl-2 gene was not
changed significantly.

CONCLUSION: MMC-induced apoptosis is reduced by
upregulating the expression of COX-2 and Bcl-2 genes.
MMC combined with sulindac can suppress growth of gas-
tric cancer cells through induction of apoptosis which may
be mediated by downregulation of apoptosis-related Bcl-2
gene and COX-2 gene.
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摘要

目的: 研究丝裂霉素与舒林酸合用对人胃腺癌SGC7901细

胞的生长抑制 诱导凋亡及凋亡相关基因bcl-2和COX-2

基因表达的影响.

方法: SGC7901胃癌细胞被分为三个实验组 舒林酸组

丝裂霉素组和舒林酸与丝裂霉素联合组.应用光镜 激光共

焦显微镜 MTT法 流式细胞仪和免疫组化技术研究三组

药物作用后 胃癌细胞的形态学变化 生长抑制 诱导凋

亡和对凋亡相关基因Bcl-2 和COX-2表达的影响.

结果: 药物作用于细胞后 可看到较为典型的细胞凋亡形

态学变化: 细胞核固缩 染色质凝集 核碎裂 染色质片

段化 凋亡小体形成等. 药物干预24 h 联合组和MMC组

对胃癌SGC7901细胞诱导的凋亡率分别为12.0 和7.20 .

对细胞的增生抑制以联合组最强 MMC次之 舒林酸最弱.

经MMC作用24 h后 COX-2和Bcl-2蛋白表达增强 而

联合组出现COX-2蛋白表达减弱 Bcl-2蛋白亦未出现明

显升高.

结论: 人胃癌SGC7901细胞体外实验中 MMC联合舒林

酸使用 可使增生抑制加强. MMC可能由于上调COX-2

Bcl-2蛋白 减弱了自身对SGC7901胃癌细胞的诱导凋亡

MMC联合舒林酸可抑制COX-2 Bcl-2表达 从而提高

MMC的抗癌效果.
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0   引言

COX-2基因表达的蛋白被认为是一种原癌蛋白(proonc-

ogenic protein)[1] 在很多肿瘤组织中表达上调 与肿

瘤的发生与发展关系密切[2-12].非甾体类消炎药(nonstero-

idal anti-inflammatory drugs NSAID) 如阿司匹林

吲哚美辛 和舒林酸(sulindac)等 这类药物可通过抑制

环氧合酶-2 (cyclooxygenase-2 COX-2)而起到抗肿瘤增

生和诱导肿瘤细胞凋亡的作用[13-22]. NSAID中的选择性

COX-2抑制剂赛来昔布(celecoxib)已被美国食品药品管理

局(FDA)正式批准用于家族性腺瘤样息肉的防治[23]. 近年



NSAIDs抗胃癌细胞增生也屡见报道. 本实验旨在观察舒林

酸和丝裂霉素(mitomycin MMC)联合使用对体外培养胃腺

癌SGC7901细胞增生的影响 并通过检测COX-2和Bcl-

2用药前后的变化 探讨两种药物的合用是否可增强抗癌

作用及可能的机制. 为临床治疗提供理论与实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  人胃癌细胞株SGC7901 (中分化腺癌)购自中

科院上海细胞生物研究所; RPMI1640培养基 胰蛋白酶

(Gibco 公司);  四氮唑蓝(MTT) 碘化丙啶 舒林酸

(sulindac)购自美国Sigma公司; 丝裂霉素(MMC)为日本协

和株式会社产品; 山羊抗人COX-2 多克隆抗体(Santa

Cruz公司) Bcl-2单抗及SP试剂盒为福建迈新生物技

术公司产品; 恒温CO2培养箱(美国Forma公司) 倒置

显微镜(日本OLYMPUS公司) 酶联免疫检测仪(国营华

东电子管长) 激光共焦显微镜(德国Leica  SP2型) 流

式细胞仪(EPICSXL型 美国Coulter 公司) 图像分析

系统(四川联合大学).

1.2 方法  将舒林酸和MMC以单药和两药联合的形式分

为: 舒林酸组 MMC组和联合组. 实验时将溶解于培养

液中的药物(舒林酸以DMSO预溶)加入培养细胞的新鲜

培养液中 使药物浓度达到: 舒林酸组 含1 mmol/L (其

中DMSO浓度不超过5 g/L); MMC组 含1 10-3 g/L; 联

合组 含1 mmol/L的舒林酸和1 10-3 g/L的MMC.胃癌

SGC7901细胞常规培养于含100 mL/L小牛血清 1

105U/L青霉素及1 10-3 g/L链霉素的RPMI1640培养

液中 置于37 50 mL/L CO2培养箱内培养. 细胞

为上皮样贴壁生长 取对数生长期细胞用于实验. 将

SGC7901细胞按每孔7 103个细胞接种于96孔板中

24 h 后换液 加入药物 每组设 6 个复孔 并设含

相同浓度DMSO 的空白对照 继续培养12 h 24 h

48 h 每孔加入5 g/L的MTT 20 µL; 作用 4 h后 弃
去上清液 每孔加DMSO溶液150 µL 振荡10 min
使结晶物充分溶解 在570 nm波长酶联免疫检测仪上

测定各孔吸光度(A)值 整个实验重复3次以上. 以时

间为横轴 吸光度(mean±SD)为纵轴绘制生长曲线.
1.2.1 形态学观察  加入药物后 在倒置显微镜下观察

细胞变化形态; 分别于 12 h 24 h 48 h 取出处理后

的单层附壁细胞爬片 常规HE染色后观察; 将药物处

理后的细胞制成细胞悬液 取一滴细胞悬液与5 µL吖
啶橙溶液混匀点滴于清洁玻片上 10 min 后 盖玻片

封片. 激光共聚焦显微镜下观察 摄片.

1.2.2 流式细胞仪测定  收集药物处理后的胃癌细胞

PBS洗涤后 用4 乙醇固定12 h以上 离心除去乙

醇 加入10 g/L RNA酶溶液200 µL 37 水浴15 min
加入碘化丙啶 上流式细胞仪检测凋亡百分率和各细

胞周期所占百分比.

1.2.3 COX-2 Bcl-2蛋白检测  细胞接种于盖玻片上

分别处理 作用24 h后取出玻片 PBS洗后 950 mL/L

乙醇固定30 min 采用常规SP 法 细胞爬片依次用

5 mL/L H2O2甲醇30 min 羊血清室温封闭10 min 滴

加一抗后 置4 冰箱过夜 再滴加生物素化二抗37 

孵育12 min 滴加链亲和素-过氧化酶溶液37  15 min

DAB 显色 脱水 透明 封片. 实验中设置阳性对

照 阴性对照(以 PBS代替一抗).

        统计学处理  应用SPSS 8.0统计分析软件进行 t 检

验和方差检验.

2   结果

2.1 SGC7901细胞生长和凋亡  联合用药对细胞增生抑

制强于丝裂霉素 而舒林酸作用最弱(图 1). 未用药的

SGC7901细胞生长良好 表现为梭形或多角形 并可融

合形成集落. 加药后 出现伪足回缩 细胞变圆 变

小 部分细胞脱落漂浮于培养液中. 通过HE 染色 可

看到较为典型的细胞凋亡形态学变化: 细胞体积缩小

核固缩深染 部分裂解形成凋亡小体. 活细胞对荧光染

料有拒染性 故染色较浅 激光共焦显微镜下观察

可见正常细胞核形态饱满 表现为弥散均匀的黄绿色荧

光 凋亡细胞则出现细胞核体积缩小 荧光染色增强

染色质呈致密浓染的块状或颗粒状荧光以及细胞膜出

泡 凋亡小体形成. 上述表现以联合药物组最明显 且

凋亡细胞数量随着药物作用时间的延长而增加(图2).

图1  药物对SGC7901细胞生长抑制作用.

表1  药物对SGC7901细胞凋亡及细胞周期的影响(%,mean±SD)

Group   Apoptosis   G0 /G1  S          G2/M

Control 0.43 0.38    47.43 2.81   45.50 1.25     7.06 4.06

Sulindac 3.80 0.53a     49.67 3.29   44.70 5.82     4.97 6.52

MMC 7.20 1.31a        56.67 3.92a    40.40 11.53   6.60 2.99

Combined          11.97 2.59b     68.40 5.53b   29.23 5.87    2.37 0.45

aP <0.05, vs Control; bP <0.01, vs MMC.

2.2 细胞周期的分布  药物作用24 h后 流式细胞仪检测

凋亡率和细胞周期分布 可见细胞凋亡率明显增加 且联

合组细胞凋亡率明显高于丝裂霉素及其他组(P  <0.01); 对

细胞周期分布的影响 即使G0 /G1期细胞比例增高
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使S期细胞比例降低(表1).

图2  SGC7901细胞经吖啶橙染色 400. A: 未经药物处理, 细胞核形
态饱满, 呈均匀的黄绿色荧光; B:药物作用后SGC7901, 细胞核固缩,
荧光染色增强, 染色质呈致密浓染的块状.

2.3 COX-2 Bcl-2蛋白的表达  对照组COX-2 Bcl-2

蛋白均呈阳性表达. COX-2蛋白表达物质呈棕黄色颗粒

状 主要弥散分布于整个胞质或沿核膜周边呈线状分

布 强阳性时可反应于胞核; Bcl-2蛋白主要定位于胞

膜 胞核及核膜. 采用图像分析系统检测免疫组化染色

后细胞平均灰度值 用此间接反映COX-2和Bcl-2蛋

白表达量.舒林酸干预24 h后 COX-2 Bcl-2表达减

弱 而MMC则使两种蛋白表达增强 合用后 COX-2

表达减弱 Bcl-2与对照组比较无变化 但较MMC组

表达减弱(表2).

表2  药物干预24 h对SGC7901细胞COX-2及Bcl-2蛋白表达的影

响 (mean±SD, n = 3, A )

Group       COX-2         Bcl-2

Control 0.4 980 0.0 330 0.3 652 0.057

Sulindac 0.3 967 0.0 306a 0.2 617 0.0 333b

MMC 0.5 633 0.0 208 0.4 500 0.0 436b

Combined 0.4 000 0.0 265ac 0.3 660 0.0 397c

aP <0.01, bP <0.05, vs control; cP <0.05, vs MMC.

3   讨论

化疗耐药是肿瘤治疗中的难题 研究耐药机制和寻求

克服途径成为当今肿瘤治疗的重点[24-26]. 肿瘤细胞对化

疗药物的耐药缘于多种机制 Bcl-2基因的异常表达可

能与之有关[27]. 研究通过抑制Bcl-2的表达以增强化疗

药物的敏感性 如利用反义寡核苷酸封闭细胞凋亡抑

制基因Bcl-2的表达 可使细胞对顺铂 5-氟脲嘧啶

的敏感性增强[28]. COX-2 在许多肿瘤细胞中高表达

如胃癌SGC7901细胞[29]. 有证据表明COX-2基因表达增

强导致Bcl-2 蛋白表达增加并引起细胞凋亡抑制[30]

COX-2是Bcl-2的上游调节者 通过作用于Bcl-2家

族而影响肿瘤细胞凋亡的发生发展[31]. 最近研究者发现

舒林酸在体外对人胃腺癌细胞株MKN45和MKN28有良

好的增生抑制作用 并能诱导2株细胞发生凋亡 舒林

酸诱导胃癌细胞凋亡与其抑制COX-2继而抑制Bcl-2

蛋白有关[13]. 我们用MTT法证实MMC与舒林酸合用对

SGC7901细胞的增生抑制强于MMC或舒林酸的单独干

预; 流式细胞仪检测显示合用组较单药组更高的凋亡率;

药物干预24 h MMC使COX-2 Bcl-2蛋白表达增多

而合用后 COX-2 Bcl-2蛋白均较MMC组减少. 提

示MMC可能通过增加COX-2 Bcl-2的表达减弱了自

身了对胃癌细胞的凋亡诱导效应 舒林酸抑制COX-2

蛋白 下调Bcl-2的表达 从而增强了MMC的诱导凋

亡. 国外学者报道[32] MMC作用于MKN74胃癌细胞后

COX-2 Bcl-2上调 而MMC与COX-2选择剂NS-398

共同处理胃癌细胞后 两种蛋白表达降低 细胞凋亡有

显著提高. 本实验中虽然未见到合用后Bcl-2较空白组

减弱 但较MMC作用后表达亦明显降低 同时也可看

到舒林酸对COX-2和Bcl-2蛋白的表达抑制作用.

         细胞凋亡是一种主动的受基因调控的细胞自杀过程.

许多人体基因如Bcl-2 P53 C-ntyc及相关基因Bcl-

2 bax bad等参与凋亡的调控 其中Bcl-2 基因尤

为重要 他被看作是细胞凋亡调控的最后共同通路之

一[33]. Bcl-2能抑制许多抗肿瘤药物的诱导细胞凋亡作

用 降低其细胞毒性[34]. 应用药物如COX-2抑制剂或反

义基因治疗[2, 35]与传统化疗药物协调使用 可提高化疗

效果 减少药物剂量和药物副作用. 本实验观察到的结

果提示舒林酸可能通过调节凋亡抑制基因Bcl-2 从而

使MMC产生化疗增效 但COX-2与凋亡相关基因bax

Bcl-2之间的信号传递过程仍未完全清楚 而且NSAID

抗肿瘤作用机制中除了COX-2途径外 还有COX-2非

依赖途径[36-39] 包括对细胞周期的影响 影响NF-κB
的活性和P53的表达 RAS信号传递途径的调节等. 因

此 NSAIDs抗胃癌机制中COX-2依赖和非依赖性途径

可能均有参与 但确切的作用机制及何种途径为主目

前仍未明了. 我们的研究提示舒林酸和MMC在体外对

胃癌SGC7901细胞的增生有一定的协同作用 但在不

同的细胞株及临床应用的有效性 尚难确定 须进行更

为广泛 深入的研究.
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