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Abstract
AIM: To investigate the effect of meloxicam, a 
nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID), 
on the expression of vascular endothelial growth 
factor (VEGF) and angiopointin-2 (Ang-2) in 
colon carcinoma cell line HT-29.

METHODS: The cultured HT-29 cells were treat-
ed with different concentrations of meloxicam 
(100, 200, 400, 800 μmol/L) for different time. 
The proliferation of HT-29 cells was detected 
by Cell Counting Kit 8 (CCK8). Cell cycle was 
detected by flow cytometry. The levels of VEGF 
and Ang-2 protein in the supernatants were 
determined by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) and the expression of VEGF and 
Ang-2 mRNA in HT-29 cells were examined 

by real-time quantitative reverse-transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Meloxicam inhibited the prolifera-
tion of HT-29 cells in a concentration- and time-
dependent manner (P = 0.000→0.029; 0.000→
0.043), and the proliferating activity was de-
creased with the increase of concentration and 
prolonging of action time. Meloxicam changed 
the cycles of HT-29 cells in a concentration-de-
pendent manner, and the number of cells at G0/
G1 phase was significantly increased (P = 0.000→
0.015). The levels of VEGF and Ang-2 protein in 
supernatants were reduced gradually with the 
increase of concentration or action time (P = 0.000
→0.018; 0.000→0.028). The expression of COX-2, 
VEGF and Ang-2 mRNA were also reduced with 
the increase of Meloxicam concentration (P = 
0.000→0.025).

CONCLUSION: Meloxicam can reduce the ex-
pression of VEGF and Ang-2 at the levels of pro-
tein and mRNA in colon carcinoma cell line.
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摘要
目的: 研究C O X-2选择性抑制剂美洛昔康
(m e l o x i c a m)对结肠癌细胞H T-29生长及
血管内皮生长因子 (V E G F)和血管生成素
-2(angiopoietin-2, Ang-2)表达的影响. 

方法: 分别用100, 200, 400, 800 μmol/L美洛
昔康对细胞进行干预后, 采用CCK-8活细胞
计数法检测细胞增殖, 流式细胞术检测细胞
周期, ELISA测定细胞培养上清液中VEGF, 
Ang-2的蛋白含量, 实时荧光定量PCR检测细
胞COX-2, VEGF, Ang-2 mRNA含量. 

结果: 美洛昔康作用不同时间后, 对HT-29细
胞具有细胞毒作用, 细胞增殖活性随浓度增
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■背景资料
大肠癌是人类最
常见的恶性肿瘤
之一, 其发病率和
死亡率呈逐年增
高的趋势, COX-2
被认为与大肠癌
的早期发病及发
生、发展, 包括肿
瘤血管生成有密
切 关 系 .  随 着 对
大肠癌发病机制
从细胞、分子水
平上的进一步认
识, 一些针对肿瘤
的靶点药物不断
出现, COX-2选择
性抑制剂即为其
中之一. VEGF和
A n g - 2 可以特异
性作用于血管内
皮细胞, 目前对于
COX-2和VEGF关
系的研究相对较
多, 而与Ang-2关
系研究相对较少.



加、时间延长逐渐降低(P 值: 0.000→0.029;  
0.000→0.043), 呈现量-效、时-效关系. 并且美
洛昔康呈浓度依赖性改变细胞周期分布, G0/
G1期细胞比例增加(P 值: 0.000→0.015). 上清
液中VEGF和Ang-2蛋白含量明显降低, 存在
时间和浓度依赖性(P 值: 0.000→0.018; 0.000
→0.028). 细胞COX-2, VEGF和Ang-2 mRNA
表达亦明显降低(P 值: 0.000→0.025), 也存在
浓度依赖性.

结论: 美洛昔康能够在蛋白、核酸水平上抑
制结肠癌细胞分泌VEGF和Ang-2, 从而抑制
肿瘤血管生成.

关键词: 美洛昔康; 结肠癌; 环氧合酶2; 血管内皮生

长因子; 血管生成素-2
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0  引言

环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)与多种肿

瘤的发生、发展密切相关, 研究发现COX-2抑
制剂可抑制肿瘤血管生成及肿瘤的生长, 但其

机制尚不完全清楚. 血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)及血管生成素

2(agiopoietin-2, Ang-2)可特异性作用于血管内皮

细胞, 在血管生成及维持血管平衡中起重要作

用. 我们在细胞水平检测COX-2选择性抑制剂美

洛昔康(meloxicam)对结肠癌细胞VEGF和Ang-2
表达的影响, 以探讨其抗肿瘤的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞系H T-29由本院普外

实验室保存 .  美洛昔康由中南民族大学梅之

南博士惠赠 ,  二甲基亚砜 (D M S O)助溶 ,  终
末浓度≤10 g/L; D M E M、D M E M+F12培养

基、小牛血清、DMSO及胰酶购自GIBCO公

司. 活细胞计数试剂盒CCK-8(Cel l Count ing 
Kit-8)购自Kumamoto Techno Research Park公
司. 人VEGF及Ang-2 ELISA试剂盒为R&D公

司产品. Tr i zo l试剂盒、Taq酶、dNTPs购自

Promega公司, 引物及荧光探针由PRIMER5.0
软件设计、上海Invi t rogen公司合成. COX-2
上游引物5'-GAGGTGTATGTATGAGTGTG
G-3', 下游引物5'-CCCTTGAAGTGGGTAA
GTATG-3', 相应Taq MAN探针序列5'-FAM-
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TAT T T C T G A A A C C C A C T C C A A A C A C-
TAMRA-3'; VEGF上游引物5'-TTCTGGGCTG
TTCTCGCTTCG-3', 下游引物5'-CCCCTCTCC
TCTTCCTTCTCT-3', 相应Taq MAN探针序列

5'-FAM-GCTGTTCTCGCTTCGGAGGAGCC-
TAMRA-3'; Ang-2上游引物5'-CAGATTGTTT
TCTTTACTTC-3', 下游引物5'-CTGATATTG
CTTCTTTCCTA-3', 相应Taq MAN探针序列

5'-FAM-CTTGGCCGCAGCCTATAACAACTT-
TAMRA-3'; β-actin上游引物5'-ACCACAGCTG
AGAGGGAA-3', 下游引物5'-GCTCGAAGTCT
AGGGCAA-3', 相应Taq MAN探针序列5'-FAM-
C G T G A C AT TA A A G A G A A G C T G T G C T-
TAMRA-3'.
1.2 方法 结肠癌细胞株HT-29, 用含10 mL/L小
牛血清的DMEM培养基, 置37℃ 5 mL/L CO2孵

育箱中常规培养. 常规消化处于对数生长期的贴

壁细胞, 进行细胞增殖活性测定时, 以1.0×104

个/孔的细胞密度接种到96孔培养板中; 进行细

胞周期检测、药物干预后细胞VEGF和Ang-2蛋
白含量检测及细胞COX-2, VEGF, Ang-2 mRNA
表达检测时, 以4.0×105个/孔的细胞密度接种于

6孔板; 细胞贴壁后换用含不同终浓度美洛昔康

的DMEM+F12培养液继续培养. 设置空白孔, 无
细胞为阴性对照, 无药物作用的细胞为阳性对

照. 将HT-29细胞分为对照组(培养液+细胞)和实

验组(培养液+细胞+不同终浓度美洛昔康), 实验

组中美洛昔康终浓度为100, 200, 400, 800 μmol/
L, 培养24, 48及72 h. 
1.2.1 HT-29细胞增殖活性的检测 用CCK-8试
剂检测细胞增殖活性, 每孔加入CCK-8 10 mL, 
孵育4 h后 ,  以空白孔调零 ,  全自动酶标仪于

450 nm处测定吸光度A值, 参比波长为650 nm. 
抑制率(%) = (1-实验组平均A值/对照组平均A
值)×100%. 
1.2.2 流式细胞术检测细胞周期 实验组与对照

组经药物作用48 h后, 收集制成1.0×108个细胞

/L的单细胞悬液, 4℃预冷的700 mL/L乙醇固定, 
PI染色, 上流式细胞仪进行细胞周期分析.
1.2.3 HT-29细胞VEGF和Ang-2蛋白表达检测 实
验组经药物作用不同时间后, 收集培养上清液, 
按ELISA试剂盒说明书进行操作. 以空白孔调

零, 全自动酶标仪于450 nm处测定吸光度A值. 
1.2.4 HT-29细胞COX-2, VEGF, Ang-2 mRNA表

达检测 实验组与对照组经药物作用48 h后, 分
别从各孔获取1.0×105个细胞, 抽提总RNA, 反
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■研发前沿
目前在对大肠癌
的研究中, 分子靶
向治疗已成为人
们关注的热点. 大
致可分为: 以肿瘤
区域新生血管为
靶向的治疗, 以肿
瘤细胞为靶向的
治疗, 信号传导抑
制剂(COX-2选择
性抑制剂属于其
中之一)及其他如
以RAS蛋白、Raf
激酶、基质金属
蛋白酶、p53等为
靶点的靶向治疗.
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转录后, 分别同时对COX-2, VEGF, Ang-2及内

参照β-actin进行实时荧光定量PCR扩增, 退火

过程中搜集荧光信号, 每次扩增的同时设置无

cDNA的阴性对照. 扩增结果采用FTC-2000型实

时荧光定量PCR仪自带分析软件分析Ct(Cycle 
threshold)值, 并计算相应ΔΔCt值.

统计学处理 数据用mean±SD表示, 应用

SPSS 11.0统计分析软件, 进行One-way ANOVA
方差分析, LSD法及S-N-K检验, 检验水准α = 
0.05.

2  结果

2.1 HT-29细胞增殖活性 细胞经药物作用后, 增
殖活性降低. 同时相48, 72 h组中, 各实验组细

胞增殖活性与对照组比较, 差异有显著性意义

(P <0.05); 且当药物作用72 h后, 随浓度升高, 各
浓度间进行比较, 差异有显著性意义(P <0.05). 
此外在同浓度为100或800 μmol/L时, 各时相间

进行比较, 差异有显著性意义(P <0.05, 表1).
2.2 HT-29细胞周期 流式细胞仪检测显示, 药物

作用48 h后, 呈浓度依赖性改变细胞周期的分

布, G0/G1期细胞比例增加(P <0.05), S期和G2/M
期细胞比例降低(表1).
2.3 HT-29细胞VEGF和Ang-2蛋白表达 同时相

48, 72 h组中, VEGF和Ang-2蛋白表达含量随药

物作用浓度升高而降低. 各浓度组与对照组比

较, 差异有显著性意义(P <0.05), 各浓度间进行

比较, 差异有显著性意义(P <0.05). 同浓度各时

相组比较, VEGF和Ang-2蛋白含量随作用时间

延长, 表达降低, 差异有显著性意义(P<0.05, 表2).
2.4 HT-29细胞COX-2, VEGF和Ang-2 mRNA的

表达 COX-2, VEGF和Ang-2 mRNA表达随药物

作用浓度升高而降低. 各浓度组与对照组比较, 
差异有显著性意义(P <0.05); 各浓度间进行比较, 
差异有显著性意义(P <0.05, 表3).

3  讨论

肿瘤血管生成(tumor angiogenesis, TA)是指肿

瘤细胞诱导的毛细血管生长及肿瘤血液循环建

立的过程, 是实体肿瘤生长、侵袭、扩散转移

的关键, 受多种促血管生成因子及抑制因子的

作用, 并有多种酶、细胞黏附分子的参与. 其
中VEGF和Angs可特异性作用于血管内皮细胞. 
VEGF作为诱导血管生成的重要因子, 主要通过

与两种酪氨酸激酶受体VEGFR-1和VEGFR-2高
度特异性结合, 使受体自身磷酸化而激活细胞

内信号传导通路, 实现生物学效应, 如诱导内皮

细胞增殖、迁移, 调节内皮细胞整合素、组织

     

表  1   美洛西康作用后HT-29细胞增殖活性和周期 (mean±SD)

	                                  细胞增殖活性A 450                                                                  细胞周期 (％)

	              24 h                      48 h                        72 h                         G0/G1                       S                  G2/M

对照组            1.79±0.13         1.94±0.13           2.21±0.20            54.5±0.7          16.0±0.5      29.5±0.4

100 μmol/L     1.78±0.07         1.40±0.37ae              0.98±0.10aef                75.4±1.4a               11.1±1.0      13.5±0.7

200 μmol/L     1.56±0.40         1.24±0.22a                0.78±0.09abef              76.7±0.8a                  9.5±0.8      13.8±1.0

400 μmol/L     1.32±0.37ab            0.82±0.22abce          0.47±0.11abce              81.0±1.6abc              7.2±1.3      11.9±0.4

800 μmol/L     0.94±0.14abc      0.67±0.07abce          0.25±0.03abcdef      83.8±1.3abcd       9.4±1.2        6.6±0.6

分组

     

表  2   美洛西康作用后HT-29细胞VEGF和Ang-2蛋白含量 (ng/L, mean±SD)

	                                        VEGF                                                                             Ang-2

	              24 h                   48 h                     72 h                      24 h                     48 h                  72 h

对照组            1730±40        1933±40          1981±18           2210±130        2467±137      2646±93

100 μmol/L     1660±10        1038±61ae                541±9aef                 2187±65              1585±43ae        793±20aef

200 μmol/L     1597±26a         893±9abe                509±10abef             2123±45                1203±92abe       749±30abef

400 μmol/L     1502±26abc            742±9abce               350±14abcef           1950±46abc           1024±35abce      531±20abcef

800 μmol/L     1147±74abcd      567±10abcde          266±12abcdef     1834±94abc        814±20abcde     423±18abcdef

分组

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.05 vs  100 μmol/L; CP<0.05 vs  200 μmol/L; dP<0.05 vs  400 μmol/L; eP<0.05 vs  24 h; fP<0.05 vs  48 h.

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.05 vs  100 μmol/L; CP<0.05 vs  200 μmol/L; dP<0.05 vs  400 μmol/L; eP<0.05 vs  24 h; fP<0.05 vs  48 h.

■应用要点
本研究采用COX-2
选择性抑制剂美
洛昔康, 观察其作
用于结肠癌细胞
HT-29后, 对细胞
VEGF及Ang-2表
达的影响, 探讨其
抑制肿瘤血管形
成的作用机制. 为
临床上合理、安
全、有效的应用
COX-2选择性抑
制剂来预防和治
疗肿瘤提供一定
的依据. 
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型纤维蛋白溶酶原激活因子、尿激酶型纤维蛋

白溶酶原激活因子、纤溶酶原激活抑制因子以

及间质胶原酶在内的多种蛋白酶激活因子的表

达, 促进胞外基质降解, 增加微血管通透性, 加
速血浆蛋白外渗, 最终导致新的基质及新生血

管腔形成[1-3]. Angs家族有Ang-1, Ang-2, Ang-3, 
A n g-4四位成员, 所起作用各自不同, 其受体

Tie-1, Tie-2的功能也有差异. Ang-1通过激活受

体酪氨酸激酶Tie-2发挥如下功能: (1)抑制内皮

细胞凋亡, 促进内皮细胞生长; (2)促进内皮细胞

出芽, 迁移, 化学趋化[4]; (3)稳定血管防止渗漏等

作用[5-6]. Ang-2不能使Tie-2受体激活, 其功能主

要通过竞争性抑制Ang-1与Tie-2结合, 从而抑制

管壁周围细胞聚集, 使血管壁的可塑性增加, 并
在VEGF的共同作用下, 通过促进PAF等炎性因

子的产生及下调细胞黏附分子PECAM-1和VE-
Adherin的表达[7], 从而形成不稳定渗漏性血管. 
研究还发现在肿瘤发展的不同阶段, VEGF和
Ang-2的浓度处于动态平衡[8-10], 并存在相互协

同作用, 表现为在肿瘤组织血管消退早期, 通过

Ang-2的上调表达, 拮抗Ang-1维持内皮细胞稳

定性的作用, 导致内皮细胞凋亡而出现肿瘤血

管破坏, 肿瘤细胞因缺血、缺氧而坏死; 在缺氧

环境下, 肿瘤细胞分泌更多的VEGF和Ang-2, 并
使Ang-2在VEGF存在的协同下, 促进坏死肿瘤

周围新生血管形成. 
环氧合酶(cyclooxygenase, COX)是催化花

生四烯酸转化为前列腺素(prostaglandin, PG)的
限速酶, 有两种异构酶, COX-1和COX-2. COX-2
为诱导性酶, 可被多种血管内外激活物, 如细胞

因子、生长因子、肿瘤促进剂等诱导产生[11], 在
炎症、组织损伤、肿瘤发生、发展过程中表达

增加[12]. 由于PG参与体内的许多生理和病理过

程, 高水平的PG对多种癌细胞的增殖、侵袭及

转移具有促进作用, 因此环氧合酶被认为在结直

肠肿瘤的早期发病及进展中发挥重要作用[13-14].

近年的研究表明, COX-2可以促进结肠癌细

胞诱生血管生长因子, Tomozawa et al [15]研究发

现COX-2在结肠肿瘤诱导新生血管和远端转移

的过程中发挥重要作用, 这种作用可被COX-2特
异性抑制剂所抑制; Tsujii et al [16]应用内皮细胞

和结肠癌细胞体外共培养的方法发现, COX-2过
表达细胞产生PGs, 并可刺激血管内皮细胞迁移

和体外血管生成; Williams et al [17]则发现, 缺乏

COX-2表达的小鼠也缺乏VEGF的表达, 会减少

肿瘤血管形成和减缓肿瘤生长, COX-2抑制剂可

通过减少肿瘤细胞VEGF的产生来防止VEGF诱
导的内皮细胞MAPK(促分裂原活化蛋白激酶)
途径的活化.

COX-2不仅在肿瘤细胞内, 而且在肿瘤组织

中的新生血管内皮细胞强烈表达, 对大量临床

肿瘤标本的研究发现, COX-2与肿瘤血管生成密

切相关, 在结肠癌[18]、胃癌[19]、胰腺癌[20]、食管

癌[21]、肝癌[22]、肺癌[23]、膀胱癌[24]、乳腺癌[25]、卵

巢癌[26]和头颈部恶性肿瘤[27]等均存在与COX-2
表达相关的VEGF高表达和/或肿瘤微血管密度

(MVD)的增加及不良预后; 运用COX-2选择性抑

制剂可显著抑制肿瘤组织的血管生成. 在肿瘤

血管形成的过程中, COX-2首先诱导肿瘤细胞, 
单核巨噬细胞等产生以VEGF为主的促血管生

成因子, 促进肿瘤血管生成[28]; 其次, 肿瘤组织

产生的PGE2、PGF2及TXA2等直接或间接促进

血管生成, 加之PGE2可以增加血管通透性及已

形成血管的血流量, 可进一步促进血管生成; 此
外, Leung et al [29]认为花生四烯酸有诱导细胞凋

亡的作用, 通过抑制磷酯酶A2的活性, 减少花生

四烯酸的生成可抑制凋亡[30], 而内皮细胞内表达

的COX-2也可通过抑制花生四烯酸的积聚, 从而

抑制内皮细胞的凋亡, 促进血管生成; 另外, 肿
瘤细胞迅速生长, 使肿瘤处于相对缺氧的状态, 
缺氧诱导COX-2的产生, 进而诱导肿瘤细胞表达

VEGF, 促进肿瘤血管新生, 从而缓解肿瘤细胞

     

表  3   美洛西康作用于HT-29细胞VEGF和Ang-2 mRNA含量 (ΔΔCt值, mean±SD)

分组	                COX－2	                        VEGF	                           Ang－2

对照组            -0.784±0.285	            -5.168±0.213                -6.90±0.088

100 μmol/L     -2.099±0.446a            -9.226±0.541a           -14.779±0.456a

200 μmol/L     -2.710±0.138ab         -12.285±0.278ab          -17.417±0.249ab

400 μmol/L     -3.840±0.324abc        -15.530±0.236abc         -20.058±0.360abc

800 μmol/L     -6.214±0.479abcd       -22.708±0.267abcd        -21.135±0.165abcd

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.05 vs  100 μmol/L; CP<0.05 vs  200 μmol/L; dP<0.05 vs  400 μmol/L.
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的缺氧状态以维持肿瘤生长. COX-2与血管生成

因子之间的相互调节机制必然会影响到肿瘤血

管生成的病理过程. 
我们发现选择性COX-2抑制剂美洛昔康作

用于HT-29细胞后, 细胞增殖活性随作用浓度

增加、作用时间延长逐渐降低. 但只在作用时

间达48及72 h时, 各实验组细胞增殖活性与对

照组比较, 差异才均有显著性意义(P <0.05); 在
药物作用72 h后, 存在浓度依赖性; 且在低浓度

100 μmol/L和高浓度800 μmol/L时, 存在时间

依赖性. 提示本实验所用浓度的美洛昔康可对

HT-29细胞产生细胞毒性作用, 但仅在一定程度

上表现出量-效、时-效关系, 这可能与不同的

COX-2抑制剂对COX-2的结合力不同、不同肿

瘤细胞体外培养生长具有相对特异性有关. 不
同浓度美洛昔康作用于HT-29细胞48 h后, 呈
浓度依赖性改变细胞周期的分布, G0/G1期细胞

比例增加, S期和G2/M期细胞比例降低, 将细胞

阻滞在G0/G1期. 不同浓度美洛昔康作用不同

时间后, 细胞培养上清液中VEGF和Ang-2蛋白

含量表达明显降低, 具有较好的时间依赖性和

浓度依赖性. 随美洛昔康作用浓度升高, 细胞

COX-2、VEGF和Ang-2 mRNA表达明显降低, 
亦存在浓度依赖性. 提示: 美洛昔康作为一种选

择性COX-2抑制剂, 可通过COX-2依赖途径在蛋

白、核酸水平上抑制结肠癌细胞分泌VEGF和
Ang-2, 从而抑制肿瘤血管生成. 

NSAIDs是一类以抑制COX而抑制前列腺

素(PG)合成为共同作用基础的不同药物的总称. 
近20 a来的研究表明: 其具有明确的抑制胃肠

道肿瘤形成和生长的作用, 可通过下调肿瘤相

关血管因子的表达, 减少COX-2产物PGE2的合

成、降低成纤维细胞的有丝分裂, 从而实现抑

制肿瘤内血管形成的作用[31]. 选择性COX-2抑制

剂在抑制肿瘤重要相关酶COX-2的同时, 对正常

表达的COX-1没有影响, 避免了因保护性PG产

生减少, 胃肠道黏膜破坏和出血情况的发生. 随
着COX-2抑制剂抗肿瘤作用机制的进一步研究, 
及NSAIDs相关衍生物的开发, 其临床应用将具

有更好的合理性、有效性和安全性. 
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