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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects and 
mechanisms of combined treatment of a special 
COX-2 inhibitor (NS-398) and a special gastric 
receptor antagonist (AG-041R) on gastric cancer 
cell line MKN-45.

METHODS: The human gastric cancer cell line 
MKN-45 was treated with NS398 and AG-041R, 
respectively, or in combination. The growth of 
MKN-45 cells was detected by MTT assay; the 
cell apoptosis was detected by flow cytometry; 
the expression of c-Myc mRNA was determined 
by reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR).

RESULTS: NS-398 and AG-041R inhibited the 
growth of MKN-45 cells in a time- and dose-
dependent manner (12-72 h; NS-398: 1 × 10-8 – 1 
× 10-4 mol/L; AG-041R: 1 × 10-8 – 1 × 10-5 mol/L). 
AG-041R (1×10-6 mol/L) and NS-398 (1×10-5 
mol/L) inhibited the proliferation of MKN-45 
cells at rates of 42.1% and 41.8%, respectively, 
at 72 h. NS-398 and AG-041R in combination 

resulted in a synergistic effect on inhibiting 
growth, and the inhibition effect was enhanced 
along with time. When NS-398 (1×10-5 mol/L) 
or AG-041R (1×10-6 mol/L) or their combina-
tion was used, the rate of apoptosis was 9.57% ± 
0.60%, 10.25% ± 0.68% and 20.83% ± 1.90%, re-
spectively, which was significantly higher than 
the rate in the controls (1.67% ± 0.76%)(all P < 
0.01), and the agents in combination induced a 
higher apoptosis rate than either of them did (P 
< 0.01). NS-398 and AG-041R down-regulated 
the level of c-Myc mRNA, respectively, but their 
combination down-regulated it more significant-
ly than either of the agents did.

CONCLUSION: Combined treatment of NS-398 
and AG-041R synergistically inhibits the growth 
of MKN-45 cells in a time- and dose-dependent 
manner, induces the cell apoptosis and down-
regulates c-Myc mRNA expression in MKN-45 
cells.
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摘要
目的: 研究特异性C O X-2抑制剂N S-398和
CCK-B/胃泌素受体拮抗剂AG-041R对人胃癌
细胞的抑制作用机制. 

方法: 以人胃癌细胞株MKN-45为研究对象, 
采用MTT法、流式细胞仪(FCM)、RT-PCR观
察NS-398, AG-041R及联合应用对MKN-45细
胞增殖、凋亡百分率及癌基因c-Myc mRNA
表达的影响. 

结果: N S-398和A G-041R均在一定范围
(12-72 h; NS-398: 1×10-8-1×10-4 mol/L; AG-
041R: 1×10-8-1×10-5 mol/L)内呈浓度和时
间依赖性地抑制MKN-45细胞的增殖, AG-
041R(1×10-6 mol/L)、NS-398(1×10-5 mol/L)
作用72 h抑制率分别为42.1%, 41.8%, 二者联

®

■背景资料
胃癌是威胁人类
生命健康的最常
见的恶性肿瘤之
一 ,  近 年 来 国 内
外 的 研 究 表 明 , 
COX-2及胃泌素
与胃癌的增殖、

凋亡有关. 最近研
究进一步表明胃
泌素、COX-2二
者间存在内在关
联. 联合应用特异
性COX-2抑制剂
和胃泌素受体拮
抗剂有无协同抗
癌作用, 值得进一
步研究.
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■研发前沿
COX-2与胃癌密
切 相 关 ,  特 异 性
COX-2抑制剂有
望成为胃癌防治
的 一 类 新 药 .  流
行病学调查显示
长期服用NSAIDs
的人群发生大肠
癌的危险性降低
40%-50%, 长时间
加用NSAIDs可明
显降低肿瘤的发
生率. 胃癌细胞表
面存在胃泌素受
体, 在其细胞内有
胃泌素基因的表
达, 胃泌素通过其
受体介导细胞内
一系列信号传导, 
促进细胞分裂和
DNA合成 ,  对胃
癌细胞有促生长
作用.

合应用有协同抑制胃癌细胞增殖效应, 且随
着作用时间延长而增强. FCM显示NS-398(1
×10-5 mol/L)、AG-041R(1×10-6 mol/L)和二
者联合作用于MKN-45细胞72 h后, 细胞凋亡
率分别为9.57%±0.60%、10.25%±0.68%和
20.83%±1.90%, 与对照组(1.67%±0.76%)相
比细胞凋亡率均显著增高(P <0.01), 联合用药
组细胞凋亡率显著高于单一用药组(P <0.01). 
RT-PCR显示NS-398、AG-041R及联合应用均
显著抑制MKN-45细胞c-Myc mRNA的表达, 
联合用药组抑制效应显著高于单一用药组.

结论: 联合应用N S-398和A G-041R剂量、

时间依赖性地抑制MKN-45细胞增殖, 促进
MKN-45细胞凋亡, 抑制癌基因c-Myc mRNA
的表达, 具有协同作用.

关键词: NS-398; AG-041R; 胃癌; 细胞增殖; 凋亡
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0  引言

近来研究表明, COX-2表达在人胃癌组织中异常

增高[1-2]. Hu et al [3]证实COX-2抑制剂塞来昔布能

有效降低大鼠胃癌的发病率, 抑制胃癌的生长. 
胃泌素是最常见的胃肠道肽类激素之一, 其在

胃癌的发生中是一个重要的生长因子[4]. Hur et al [5]

发现胃癌患者中胃癌组织的胃泌素及CCK-B受
体的表达较正常胃黏膜组织异常增高. 胃泌素

对胃肠道肿瘤有显著促生长作用, 胃泌素受体

拮抗剂则能有效抑制实验动物大肠癌的发生[6-8]. 
Konturek et al [9]研究发现, 胃泌素可诱导人

胃癌KATOⅢ细胞株COX-2蛋白和mRNA表达

增加. Colucci et al [10]表明胃泌素通过CCK-B受
体诱导COX-2表达及PGE2产生, 促进肿瘤细胞

的生长; 该效应可被CCK-B受体拮抗剂L-365, 
260; GV150013阻断. 表明COX-2可能为胃泌素

的一下游目标. 我们研究NS-398和AG-041R对

人胃腺癌细胞系MKN-45增殖、凋亡的影响, 以
明确二者对胃癌有无协同抗癌作用并初步探讨

其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 MKN-45人胃腺癌细胞系东南大学遗

传中心实验室所赠. Trizol试剂、RT-PCR试剂

盒、RPMI 1640培养基和小牛血清购于Gibco公

司. 胰蛋白酶为美国Amresco公司产品. β-actin引
物: 上海申能博彩生物技术有限公司; c-Myc引
物: 上海生物工程有限公司. 选择性COX-2抑制

剂NS-398和胃泌素受体拮抗剂AG-041R为美国

Cayman公司产品. 人胃腺癌细胞株MKN-45采用

RPMI 1640细胞培养基, 含100 mL/L小牛血清, 
常规培养于含50 mL/L CO2的37℃温箱中. 待其

贴壁生长至70%-80%融合时, 用2.5 g/L胰酶消

化传代培养. NS-398、AG-041R均用DMSO溶解

(培养液中DMSO浓度不超过1 g/L), pH调节至

7.2, 过滤, 4℃保存备用.
1.2 方法 

1.2.1 体外药物敏感实验 采用MTT法. 实验设

空白组(仅含培养液和等体积的DMSO), 对照组

(MKN-45细胞的单细胞悬液+等体积的DMSO), 
实验组为NS-398, AG-041R的不同浓度梯度组, 
其中NS-398为5个浓度梯度(1×10-8-1×10-4 mol/
L), AG-041R为5个浓度梯度(1×10-9-1×10-5 mol/
L), 每组设6个复孔. 取对数生长期的MKN-45细
胞制成单细胞悬液, 调整细胞浓度为5×107/L, 
接种于96孔培养板内, 培养24 h细胞全部贴壁

后, 加入不同浓度的药物分别培养12, 24, 48, 
72 h, 然后每孔加入5 g/L MTT液20 mL, 继续培

养4 h, 吸去上清液, 每孔加入DMSO 150 mL, 轻
轻震荡10 min, 使结晶物充分溶解, 于570 nm波

长酶联免疫检测仪上测定每孔吸光度(A )值, 结
果以每组6孔的mean±SD表示, 实验重复3次以

上. 抑制率(%) = (1-实验组吸光度值/对照组吸光

度值)×100%. 
1.2.2 流式细胞仪检测 收集NS-398(1×10-5 mol/
L), AG-041R(1×10-6 mol/L)及联合(其中NS-398, 
A G-041R浓度和单用时相同)应用72 h后的

MKN-45细胞1.0×109/L, PBS洗涤, 胰蛋白酶消

化后, 1000 r/min离心5 min, 去上清, 用预冷的

700 mL/L乙醇固定, -20℃过夜后, 离心除去乙

醇, 加入10 g/L TritonX-100摇匀后静置10 min, 
离心5 min. 弃上清液后加入0.1 g/L RNA酶消化

10 min后离心5 min. 弃上清液后加入0.05 g/L
的碘化丙啶(PI)染色15 min, 用300目丝网过滤

后上机收集分析. 资料经ModFit LT软件分析. 
1.2.3 RT-PCR检测c-Myc基因表达 取对数生长

期的MKN-45细胞制成单细胞悬液, 调整细胞

浓度为5×107/L, 接种于6孔培养板内, 分对照

组和各药物组 ,  培养24 h待细胞全部贴壁后

更换培养基, 药物组分别加入NS-398(1×10-5 

mol/L)、AG-041R(1×10-6 mol/L)及联合应用药
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■创新盘点
联合应用特异性
COX-2抑制剂和
CCK-B/胃泌素受
体拮抗剂有无协
同抗癌作用及其
机制, 目前国内外
未见报道.

物100 mL, 继续培养72 h. 用Trizol试剂提取细

胞总RNA. 所提取RNA经电泳后证实28, 18, 5 s
条带清晰可见, 28 s与18 s荧光强度之比为2∶
1. 取RNA 5 µg, 加入引物oligo(dT)12-18及逆转录

酶合成cDNA链. 取cDNA链5 µL作为模板, 分别

加入c-Myc引物(s)、c-Myc引物(a)各2 µL, 加入

MgCl2 3.5 µL、Taq酶0.5 µL, 总体积为50 µL
的反应体系中, 经过94℃变性3 min后进入循

环, 包括94℃变性30 s, 50℃退火50 s, 72℃延伸

1 min, 共40个循环. 以b-actin作为内参照. 各引

物序列分别为: c-Myc: 上游5'-ggtgaagtacatgaactc
agggc-3', 下游5'-ggctttgaatctgctggattg-3'; b-actin: 
上游5'-caattccatcatgaagtgtgac-3', 下游5'-ccacac
agagtacttgcgctc-3'. 取5 µL PCR终产物及DNA 
Marker, 用17 g/L琼脂糖凝胶(含0.5 mg/L的溴

化乙锭)电泳, 自动凝胶成像系统摄影.
统计学处理 MTT和流式细胞仪测定数据

的统计处理采用统计软件SPSS 11.5, 显著性检

验采用单因素方差分析. 判断均数差异显著性, 
P <0.05统计学有显著性差异.

2  结果

2.1 M K N-45细胞生长 一定浓度(N S-398: 1
×10-8-1×10-4 mol/L; AG-041R: 1×10-8-1×
10-5 mol/L)和时间范围(12-72 h)内NS-398, AG-
041R对MKN-45细胞的抑制率呈浓度、时间依

赖性; AG-041R(1×10-6 mol/L), NS-398(1×10-5 

mol/L)作用72 h抑制率分别为42.1%, 41.8%, 
接近半数抑制量 ,  本实验进一步选择1×10-6 

mol/L AG-041R联合1×10-5 mol/L NS-398作用

于MKN-45细胞, 初步观察二药的相互作用. 药
物相互作用结果判断用金正均[11]方法: 在量效

曲线线性区内, 用如下公式计算q值: q值 = 两药

合用的抑制率/两单药预计抑制率 = EA+B/EA+(1-
EA)×EB,  q值>1.15时, 两药有协同作用. 结果: q 
24 h = 1.18, q 48 h = 1.21, q 72 h = 1.28(图1, 表1). 
2.2 凋亡结果 流式细胞术显示: N S-398(1×
10-5 mol/L), AG-041R(1×10-6 mol/L)和二者联

合作用于MKN-45细胞72 h后, 细胞凋亡率分别

为9.57%±0.60%, 10.25%±0.68%和20.83%±

1.90%, 与对照组1.67%±0.76%相比, 细胞凋亡

率均显著增高(P <0.01), 联合用药组细胞凋亡率

显著高于单一用药组(P <0.01, 表2).     
2.3 RT-PCR结果 1×10-6 mol/L AG-041R, 1×
10-5 mol/L NS-398单独及联合作用MKN-45细胞

72 h后, 明显抑制癌基因c-Myc mRNA的表达, 
高于对照组, 差异有显著性(P <0.01); 联合用药

图  1  AG-041R和NS-398对MKN-45的抑制率. A: AG-

041R; B: NS-398.

bP<0.01 vs AG-041R和NS-398.

    

表  1  AG-041R联合NS-398作用MKN-45细胞的抑制率
(mean±SD), %

t /h	    NS-398	         AG-041R       联合用药	    q

24	 24.3±4.8	      25.7±2.6     51.7±5.2b     1.18

48	 30.1±3.9	      35.4±2.2     66.5±2.9b     1.21

72	 37.9±3.7	      37.5±3.6     78.2±1.6b     1.28
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图  2  AG-041R, NS-398及联合作用对MKN-45细胞c-Myc

表达的影响. 1: 1×10-5 mol/L NS-398作用72 h后; 2: 1×10-6 

mol/L AG-041R作用72 h后; 3: 联合用药组作用72 h后; 4: 

对照组作用72 h后; β-actin为184 bp; c-Myc为111 bp.

1     2    3    4  Marker

←111 bp
←190 bp

c-Myc
b-actin
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■应用要点
化疗和放疗在杀
伤胃癌细胞的同
时, 也损伤正常的
组织细胞, 其严重
的不良反应使患
者难以耐受. 化疗
药物的另一个主
要问题是多数肿
瘤细胞具有遗传
不稳定性, 易于突
变而产生耐药. 非
细胞毒药物可抑
制肿瘤的生长甚
至转移, 不良反应
轻, 有一定的应用
前景.组高于各单独用药组, 差异有显著性(P <0.01, 图

2, 表2).

3  讨论

环氧合酶-2(COX-2)的过度表达在消化道肿瘤中

的作用日益得到重视, Sawaoka et al [12]研究发现, 
COX-2在胃癌细胞中高度表达并促进肿瘤细胞

增殖, NS-398能有效发挥其抗肿瘤作用. Uefuji 
et al [13]报道, COX-2抑制剂JTE-522通过阻断胃

癌细胞的细胞周期、抑制c-Myc蛋白表达从而

抑制肿瘤细胞增殖. 
胃泌素刺激人胃癌生长是由CCK-B受体介

导的, 通过对胃癌及邻近黏膜表达胃泌素受体

差异的研究显示, 胃癌较周围黏膜易于表达高

含量的胃泌素受体, 其表达与肿瘤的部位和分

期相关[14]. Lee et al [15]证实多数胃癌组织中高表

达CCK-B受体. 而给予CCK-B/胃泌素受体拮抗

剂YF476能抑制胃癌的形成[16]. 
最近研究进一步表明胃泌素、COX-2二者

间存在关联. Yao et al [17]表明胃泌素在体内外

剂量依赖性地促进肿瘤细胞的增殖, 预先给予

NS-398则能逆转其促增殖作用. Slice et al [18]证

实胃泌素促进CCK-B受体阳性表达的Swiss3T3
细胞PGE2的释放, 且呈剂量、时间依赖性地诱

导COX-2蛋白的表达; 预先给予CCK-B受体拮

抗剂L-365260则能抑制胃泌素诱导的上述效应. 
提示COX-2可能为胃泌素的一下游目标. 

胃癌组织中高表达c-Myc是胃癌细胞高度

增殖的原因之一[19]. Wang et al [20]发现胃癌细胞

株IEC-6在胃泌素作用下c-Myc mRNA表达增加, 
最高为正常的7.5倍. Kishimoto et al [21]研究发现: 
NS-398能够引起大鼠肿瘤c-Myc表达的降低. 

我们利用胃泌素受体阳性且高度表达

COX-2的人MKN-45胃癌细胞株作为研究对象, 
采用MTT法观察NS-398, AG-041R及联合应用

对MKN-45细胞增殖的影响. 结果证实: NS-398

和AG-041R剂量、时间依赖性地抑制MKN-45
细胞增殖; 两者联合应用具有协同作用. 为进一

步探讨其机制, 我们应用RT-PCR法观察药物对

人胃癌细胞MKN-45癌基因c-Myc表达的影响, 
证实NS-398, AG-041R均明显抑制人胃癌细胞

MKN-45癌基因c-Myc的表达, 联合用药抑制作

用显著增强, 高于单一给药组. 初步提示二者联

用对抑制胃癌细胞增殖的协同效应可能部分与

此相关. 我们应用FCM也发现NS-398, AG-041R
可明显促进MKN-45细胞凋亡, 二者联用后对

MKN-45细胞凋亡的诱导作用显著高于单一给

药组, 但其具体机制尚需进一步明确. 
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与会

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋

势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极

投稿和报名参加. 

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.


