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Abstract
AIM: To investigate the effects of proliferation and apoptosis
induced by cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor celecoxib
in combination with cisplatin.

METHODS: The human pancreatic cancer cell line BxPC-3
cells were treated with COX-2 inhibitors celecoxib and
cisplatin. The cell relative viability was examined using 3
(4, 5-dimethylethiazoly 1-2-) 2, 5-diphonyl tetrazolium bromide
(MTT) assays. the expression of COX-2 mRNA was detected
by RT-PCR, flow cytometry and Hoechst-33258 were used
to demonstrate apoptotic changes in celecoxib and cisplatin
treated cells.

RESULTS: After treatment of BxPC-3 cells with celecoxib,
as measured by MTT, cell viability was inhibited in a dose-
dependent and time-dependent manner with an IC50 of
100 nM at the time of 24h. The expression of COX-2 mRNA
could be significantly decreased by celecoxib. Furthermore,
we demonstrated that the combination of celecoxib with
cisplatin inhibited cell growth and induced cell apoptosis to
a greater degree than either compound alone. The apoptotic
morphologies were demonstrated by Hoechst-33 258.

CONCLUSION: Combination of celecoxib with cisplatin in-
hibits cell proliferation and induces cell apoptosis, and the
potent effectiveness of celecoxib in combination with
gemcitabine  may hold a promise in the clinical treatment

of pancreatic cancer.

Liu JW, Li KZ, Dou KF, Song ZS, Su MQ, Yu WB. Effects of COX-2
inhibitor with cisplatin on proliferation and apoptosis of pancreatic
cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1139-1143

摘要

目的: 探讨环氧化酶-2(cyclooxygenase-2 COX-2)抑制

剂Celecoxib和顺铂联合应用对胰腺癌细胞增生 凋亡的

影响.

方法: 用Celecoxib和顺铂处理胰腺癌BxPC-3细胞后 用

噻唑蓝(MTT)检测细胞的相对存活率 RT-PCR 检测

COX-2  mRNA的表达 流式细胞术和Hoechst-33 258染

色检测其对BxPC-3的凋亡诱导作用.

结果: Celecoxib 作用于BxPC-3细胞后 细胞的存活率呈

剂量和时间依赖性 其中 24 h 的 IC50 值为 100 nM

Celecoxib可明显降低BxPC-3细胞COX-2 mRNA的表达;

Celecoxib和顺铂联合应用对胰腺癌细胞增生的抑制和凋亡

的诱导作用更加明显 Hoechst-33 258染色可呈现凋亡的

形态学改变.

结论: COX-2抑制剂和顺铂联合应用对抑制胰腺癌细胞增

生和诱导细胞凋亡的高效性 表明其在临床上具有潜在的

应用价值.
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0   引言

环氧化酶-2(cyclooxygenase-2 COX-2)是炎症过程中

催化前列腺素合成的一个关键诱导酶 与多种肿瘤细

胞增生 抗凋亡和血管生成 与肿瘤的发生 发展

和预后密切相关[1-27]. COX-2抑制剂能抑制多种肿瘤细

胞的增生和诱导细胞凋亡[28-34]. Celecoxib(塞来昔布)为一

种选择性COX-2抑制剂 是近年来被FDA批准上市的

非甾体类抗炎药物(Nonsteroidal anti-inflammatory drugs

NSAIDs) 基于COX-2在胰腺癌组织中高表达[35] 我们

将Celecoxib与顺铂联合应用 为胰腺癌的治疗寻求新

的途径.

1   材料和方法

1.1 材料  胰腺癌BxPC-3细胞系购自第四军医大学口
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腔生物细胞培养库 以含100 mL/L 的新生小牛血清

(56 灭活 30 min) 100 kU/L 青霉素 100 mg/L

链霉素的RPMI1 640 培养基(Gibco 公司) 在 37 

50 mL/L CO2饱和湿度条件下培养 每当2-3 d换液传

代 取对数期生长的细胞实验. RNA提取液(Trizol) 购

自Life Technologies 公司 RT-PCR购自Takara 公司;

MTT(Sigma 公司);  Annexin V 试剂盒(Roche 公司);

Celecoxib (Searle公司) 用 1 kg/L二甲基亚砜(DMSO)溶

解 制成20 moL/L的储存液 -20 保存; 顺铂(锦州

制药一厂).

1.2 方法

1.2.1 细胞存活率的影响  单细胞悬液以每孔5 10 3 个

细胞100 µL接种于96孔培养板中 贴壁24 h后更换培
养液 同时加入不同浓度的celecoxib溶液 各组终浓度

为20 µmoL/L 40 µmoL/L  80 µmoL/L 100 µmoL/L
120 µmoL/L ;  空白对照组只加含1 g/L 的DMSO培养液.
分别于 12 24 48 72 96 h加入MTT溶液(5 g/L)

20 µL 37 4 h后弃上清 加入二甲基亚砜(DMSO)
150 µL 震荡 10 min 选 490 nm 波长在酶联免疫检
测仪上测定各孔吸光度(A)值 每个浓度设3个复孔

计算肿瘤细胞相对存活率=实验孔A值/对照孔A值

100%. 单细胞悬液以每孔5 10 3 个细胞100 µL接种
于96孔培养板中 贴壁24 h后更换培养液 同时实验

根据加入顺铂的浓度分6组: 0 mg/L 1 mg/L 2.5 mg/L

5 mg/L 10 mg/L 15 mg/L; 再在每个浓度组中分别加

入celecoxib使其终浓度分别为: 0 µmol/L 40 µmoL/L
80 µmoL/L 100 µmoL/L 作用 24 h后用MTT分别检
测各孔吸光度(A )值 计算相对存活率 实验同时设

3个复孔.

1.2.2 COX-2 mRNA的表达  用100 µmoL/L celecoxib
作用BxPC-3细胞 24 h 收获 1 106细胞 用RNA

提取液(Trizol)提取总RNA 并用紫外分光光度计准确

定量. 取 1 µg总RNA用于逆转录合成cDNA 20 µL反
应体系包括: MgCl2 (25 mmoL/L) 4 µL 10 RNA PCR
缓冲液2 µL dNTP混合物(各10 mmol/L)2 µL RNase
抑制剂(40 MU/ L) 0.5 µL AMV 逆转录酶(5 MU/ L)
1 µL 随机引物(50 µmoL/L) 1 µL. 转录条件为 30 
10 min 42  30 min 99  5 min至4 保存. 10 µL
cDNA 用于 PCR 反应 50 µL 反应体系包括: MgCl2
(25 mmoL/L) 3 µL 10 RNA PCR 缓冲液4 µL Takara
Taq酶(5 MU/L) 0.25 µL 上 下游引物各0.5 µL. COX-
2引物序列:  5 -TGAAACCCACTCCAAACACAG -3

(F)和 5 -TCATCAGGCACAGGAGGAAG-3 (R) 232 bp;

内参 β-actin 引物序列为: 5 -CTTCTACAATGAGCTG
CGTG-3 (F)和 5 -TCATGAGGTAGTCAGTCAGG-

3 (R) 309 bp. 扩增条件: 94 预变性2 min 94 

变性30 s 51 退火 30 s (β-actin 为 59 ) 72 延
伸90 s 32个循环后 72 延伸5 min. PCR 产物5 µL
在 2 g/L琼脂糖上电泳(含 0.5 mg/L溴化乙锭) 经凝胶

图像分析仪分析结果 将COX-2和 β-actin 的比值做
为COX-2表达的参数 对COX-2的PCR产物进行相对

定量. 取未处理的BxPC-3细胞做对照 实验重复2次.

1.2.3 细胞凋亡的检测  分别用100 mL的培养瓶培养细

胞至70-80%铺满后 根据加入的药物和浓度实验分

4组: (1)对照组(未做处理);  (2)100 µmoL/L celecoxib; (3)
5 mg/L顺铂; (4) 100 µmoL/L celecoxib+5 mg/L顺铂 作
用BxPC-3 细胞24 h 漂浮细胞和用胰酶消化下的细

胞5 105 PBS 洗涤 2次 加入 annexin V-FITC 和

碘化丙锭(PI) 室温下避光孵育15 min 立即进行流式

细胞仪检测 实验重复1次. 另将密度5 104的BxPC-

3细胞加入不同的放有盖玻片的培养皿中 让细胞在盖

玻片贴壁生长 2 d更换培养液 同时加入不同浓度的

药物: (1)对照组(未做处理); (2)100 µmol/L celecoxib (3)
5 mg/L顺铂(4)100 µmoL/L celecoxib+5mg/L顺铂. 作用24 h
后 弃培养液 加入4%多聚甲醛固定20 min PBS

冲洗 加入1 mmol/L 的Hoechst 33 258 (Sigma 公司

美国) 室温染色15 min 封片 在激发365 nm波长荧

光的荧光显微镜(Olympus Optical Co. 日本)下观察细胞

核形态.

       统计学处理  采用 SPSS 10.0 进行作图和统计分

析 均数比较用 t 检验.

2   结果

2.1 BxPC-3细胞存活率  celecoxib处理BxPC-3细胞后

细胞存活率呈明显时间和浓度依赖性(图1) 20 µmol/L
celecoxib 对细胞的存活率影响最小 20 µmoL/L
40 µmoL/L 80 µmoL/L的 celecoxib在 96 h细胞的存活
率分别为90.5 0.8% 70.4 1.2% 49.1 0.6% 而

100 µmoL/L celecoxib 在24 h细胞的存活率可降到51.0
1.1% (接近 IC50值) 以120 µmoL/L celecoxib作用效果
最明显 24 h 细胞存活率为40.4 0.7% 96 h 细胞

的存活率可降低到13.3 0.8%. 24 h单独应用80 µmoL/L
celecoxib细胞的存活率为70.7 3.4%; 单独应用顺铂

1 mg/L 2.5 mg/L 5 mg/L 10 mg/L 15 mg/L 细

胞的存活率分别为88.4 2.8% 56.4 1.3% 50.4

1.8% 45.0 3.9% 40.0 2.4%; 80 µmoL/L celecoxib
和不同浓度的顺铂联合应用 细胞的存活率分别为:

53.5 3.1% 37.7 2.2% 32.5 1.2% 29.6 1.1%

25.5 2.3%; 联合实验组与单独应用二者相比均能明显

降低细胞的存活率 差异均有显著性(P <0.01). 联合实

验的效果与celecoxib的浓度呈依赖性 在100 µmoL/L
celecoxib存在的情况下 可使5 mg/L顺铂对细胞的存

活率降为23.6 2.3% 其效果强于80 µmoL/L celecoxib
和 15 mg/L顺铂联合应用对细胞存活率的影响(图2).

2.2 BxPC-3细胞mRNA的表达  RT-PCR产物电泳显

示 对照组和处理组在232 bp处均出现特异性COX-2

条带 实验组COX-2 mRNA表达明显低于对照组 经

凝胶图像分析仪分析结果显示: 实验组和对照组COX-
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2/β-actin分别为0.31 0.03和 0.86 0.06 二者之间
差异具有显著性(P <0.01)(图 3).

图1  Celecoxib 作用于BxPC-3细胞时间-浓度曲线.

图2  Celecoxib和顺铂联合作用直方图.

图3  Celecoxib对BxPC-3细胞mRNA表达的影响. M: marker(DGL
2 000), 从上到下依次为: 2 000 bp 1 600 bp 1 000 bp 750 bp
500 bp 250 bp 100 bp; A: 对照组; B: Celecoxib作用组; C D:
β-actin.

2.3 细胞凋亡率  各实验组( (1)对照组; (2)100 µmoL/L
celecoxib (3) 5 mg/L顺铂 (4)100 µmoL/L celecoxib+5 mg/L
顺铂)作用BxPC-3细胞24 h 流式细胞仪检测细胞凋亡

率分别为0.25 0.07% 14.55 0.35% 8.95 2.75%

和22.2 1.27% 其中各实验组与对照组相比以及联合

用药组与单独用药组相比 均具有显著性差异(P <0.01).

Hoechst 33 258荧光染色显示 正常对照组细胞发出微弱

的绿色荧光 细胞核无明显的形态学改变 在各实验组

均发现有细胞核浓缩聚集 核碎裂 并发出较强的绿色

荧光. (图4A-D).

图4  Hoechst33258荧光染色显示细胞凋亡形态. A: 正常对照; B:

Celecoxib作用组; C: 顺铂作用组; D: Celecoxib+顺铂组.

3  讨论

非甾体类抗炎药物(nonsteroidal anti-inflammatory drugs

NSAIDs)能够有效地预防肿瘤 NSAIDs主要作用于环氧

化酶. 环氧化酶有两种同工酶COX-1和COX-2. COX-2

在大多数正常组织中不表达 但在细胞受到各种刺激如

炎症因子 生长因子 促癌剂等的诱导下迅速合成 参

与炎症过程和肿瘤的发生[36]. COX-2过表达和预后不良

有关[37]. 我们发现[35] COX-2在胰腺癌中的表达率为

74.5% 而在癌旁非肿瘤胰腺组织中未见表达; COX-2

的表达与患者的临床分期和淋巴结转移呈密切正相关

(P <0.05) 表明COX-2抑制剂可能成为治疗胰腺癌的
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有效药物 因传统的NSAIDs同时抑制COX-1和COX-

2 易引起胃出血和肾功能损害等副作用 而选择性

COX-2抑制剂则可避免这些不良反应 celecoxib是近

年来被FDA批准上市的NSAIDs 是一种选择性的COX-

2抑制剂 我们应用 celecoxib作用于胰腺癌BxPC-3细

胞 可明显降低COX-2 mRNA的表达 对细胞增生的

抑制呈明显的剂量和时间依赖性 100 µmoL/L celecoxib
在24 h时细胞的存活率可降到50.99%(接近 IC50值) 以

120 µmoL/L celecoxib作用效果最明显 24 h时细胞的存
活率为40.4% 96 h 时细胞的存活率可降低到13.3%.

       我们研究发现 联合实验组与单独应用两种药物

相比均能明显降低细胞的存活率 差异均具有显著性

(P <0.01). 80 µmoL/L celecoxib与2.5 mg/L顺铂联合应用
细胞的存活率(37.7 2.2%)低于单独应用15 mg/L顺铂

时的细胞存活率(40.0 2.4%); 100 µmoL/L celecoxib和
5 mg/L顺铂联合应用对BxPC-3细胞增生抑制效果强于

80 µmoL/L celecoxib和15 mg/L顺铂联合应用. 可见 适
当浓度的celecoxib 与顺铂联合应用不但能减少顺铂的

用量 而且能增强抗肿瘤效能. 流式细胞仪对细胞凋亡

率的检测发现:  celecoxib和顺铂均能诱导细胞凋亡 二

者联合应用更能促进凋亡的发生.

        COX-2的诱导凋亡机制目前尚未阐明 可能与以

下机制有关: COX-2 抑制剂诱导肿瘤细胞的凋亡可通过

细胞色素c的释放和caspase-9和 caspase-3的激活[38];

COX-2 抑制剂可降低肿瘤细胞Bcl-2的表达或通过抑

制肿瘤细胞抗凋亡激酶Akt(又称蛋白激酶B)活性来诱

导细胞凋亡 [34]; COX-2在胆囊癌细胞的抗凋亡作用可通

过上调 Bcl-2 家族的抗凋亡基因Mcl-1 来实现 [ 3 9 ];

Celecoxib诱导结肠癌HT-29细胞的凋亡可通过抑制3-

磷酸肌醇依赖性激酶(3-phosphoinositide-dependent kinase

1 PDK1)的活性来完成[40]; Grosch et al [41]认为 celecoxib

的抗肿瘤效应可通过下调cyclin A cyclin B1 和CDK-

1(cyclin-dependent kinase-1)和上调周期抑制蛋白

p21Waf1 和 p27Kip1 使细胞在G0/G1 期阻滞 表明

celecoxib的抗肿瘤作用可能通过非依赖性COX-2途径

实现 因而 celecoxib 对肿瘤的作用可能并不局限于

COX-2的肿瘤. 至于celecoxib诱导胰腺癌细胞凋亡的机

制尚需进一步研究 我们的结果已显示COX-2 抑制剂

celecoxib可明显诱导胰腺癌细胞的凋亡和抑制细胞增

生 celecoxib 和顺铂联合应用的高效性 表明COX-

2抑制剂在胰腺癌的治疗上具有潜在的临床应用价值.
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