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RESULTS: Celecoxib inhibited the growth and 
induced apoptosis of hepatocarcinoma cells 
in a time- and concentration-dependent man-
ner. The inhibitory rates for HepG2 cells were 
70.98% ± 0.67% and 47.93% ± 1.08% after the 
cells were exposed to 200 and 100 μmol/L cele-
coxib, respectively, for 48 h, and 45.51% ± 1.35% 
and 14.35% ± 1.55% for 24 h; while the rates for 
Bel-7402 cells were 57.29% ± 0.67% and 43.84% ± 
0.86% for 48 h, and 34.35% ± 0.63% and 15.35% ± 
0.88% for 24 h (all P < 0.01). Substantial apopto-
sis was revealed by increment of apoptotic body 
under electron microscopy. After treatment with 
100 μmol/L celecoxib for 24, 48, 72 and 96 h, 
the apoptosis rates of HepG2 cells were 12.2% ± 
2.44%, 4.0% ± 1.67%, 20.4% ± 4.38%, and 57.9% ± 
5.74%, respectively, while those of Bel-7402 cells 
were 3.0% ± 1.05%, 18.5% ± 3.51%, 29.3% ± 3.25%, 
and 48.4% ± 4.77%, respectively, which were 
significantly different from those in the controls. 
The percentage of G0/G1 phase cells was mark-
edly increased (HepG2: 44.17% ± 1.01%, 59.60% ± 
0.61%, 62.7% ± 1.22%; Bel-7402: 47.80% ± 0.41%, 
58.60% ± 0.46%, 78.40% ± 1.95%; at 24, 48, and 
72  h, respectively) in comparison with that of 
the controls (P < 0.01). COX-2 protein expression 
was obviously lower in HepG2 cells than that 
in Bel-7402 cells. PCNA expression was greatly 
lessened after celecoxib treatment. COX-2 and 
Survivin were down-regulated by celecoxib, but 
not linearly correlated. MDR1/P-gp expression 
was reduced or changed little as time went by 
after celecoxib treatment.

CONCLUSION: COX-2 inhibitor, celecoxib, 
inhibits the proliferation and induces the apop-
tosis of hepatocarcinoma cells in vitro a time- 
and concentration-dependent manner by down-
regulating the expression of COX-2 and Sur-
vivin. COX-2 is correlated with MDR/P-gp and 
Survivin expression.
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Abstract
AIM: To observe the expression of cyclooxy-
genase-2 (COX-2) and investigate the effects of 
COX-2 inhibitor, celecoxib, on the proliferation 
and apoptosis of hepatocarcinoma cells.

METHODS: The expression of COX-2 was de-
tected by immunohistochemistry and reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR). The effect of celecoxib on the growth of 
hepatocarcinoma cells (HepG2 and Bel-7402) 
were evaluated by MTT assay and changes 
proliferation cell nuclear antigen (PCNA). The 
apoptosis of hepatocarcinoma cells induced by 
celecoxib and P-gp expression were detected by 
electron microscopy and flow cytometry. The ex-
pression of Survivin was analyzed by RT-PCR�.

■背景资料
COX-2参与细胞
凋亡和增殖平衡
的 调 节 ,  对 肿 瘤
的发生、发展有
着 重 要 意 义 ,  因
此 进 一 步 研 究
COX-2抑制剂对
肿瘤的作用已成
为肿瘤靶向治疗
研究的重点. 特异
性COX-2抑制剂
celecoxib出色的
疗效以及安全性
和耐受性使得用
于临床肿瘤治疗
可能性增加.
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摘要
目的: 观察环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, 
COX-2)在肝癌细胞中表达, 探讨COX-2抑制
剂celecoxib对肝癌细胞增殖和凋亡的作用. 

方法:  免疫细胞化学、逆转录聚合酶链反
应(RT-PCR)方法研究COX-2在肝癌细胞株
中表达; MTT法观察COX-2抑制剂对肝癌细
胞增殖的影响; 透射电镜及流式细胞仪观察
celecoxib诱导肝癌细胞凋亡的作用、对细胞
周期的影响及MDR1/P-gp表达的变化; 用RT-
PCR方法检测Survivin mRNA药物处理后表达
的变化. 

结果: celecoxib对肝癌细胞抑制增殖、诱导凋
亡呈时间和剂量依赖性. celecoxib作用HepG2 
48 h抑制率为70.98%±0.67% (200 μmol/L)、
47.93%±1.08% (100 μmol/L); Bel-7402为
57.29%±0.67% (200 μmol/L)、43.84%±

0.86% (100 μmol/L); 同样浓度但作用20 h, 
H e p G2为45.51%±1.35% (200 μ m o l/L), 
14.35%±1.55% (100 μmol/L); Bel-7402则
为34.35%±0.63% (200 μmol/L), 15.35%±

0.88% (100 μmol/L), 不同浓度以及不同作用
时间相比均有显著差异(P <0.01); 100 μmol/L 
celecoxib作用24, 48, 72, 96 h的肝癌细胞凋亡
率分别为12.2%±2.44%, 4.0%±1.67%, 20.4%
±4.38%, 57.9%±5.74% (HepG2)和3.0%±

1.05%, 18.5%±3.51%, 29.3%±3.25%, 48.4%
±4.77% (Bel-7402), 与对照组相比有显著
差异(P <0.01); 细胞周期分布改变, G0/G1期
细胞比例增加, 24, 48, 72 h分别为: 44.17%
±1.01%, 59.60%±0.61%, 62.7%±1.22% 
(HepG2)和47.80%±0.41%, 58.60%±0.46%, 
78.40%±1.95% (Bel-7402), 与对照组比较
有显著差异(P <0.01); 对照组PCNA蛋白表达
呈强阳性(+++), 经药物处理后表达减弱, 并
随时间延长而显著; HepG2中COX-2蛋白表
达明显弱于Bel-7402, 药物处理后表达也不
同. Survivin在肝癌细胞株中呈高表达状态, 
celecoxib作用48 h mRNA表达降至零, 而72 h
后表达水平又有上升 ;  两株肝癌细胞中经
celecoxib处理后, MDR1/P-gp表达有降低的趋
势(Bel-7402), 或是基本上不受影响(HepG2).

结论: COX-2抑制剂celecoxib体外对肝癌细
胞有较强的细胞毒作用且以剂量、时间依赖
方式抑制细胞增殖, 并诱导凋亡, 使细胞周期
阻滞于G1/S期. COX-2与P-gp, Survivin表达密

切相关.
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0  引言

环氧合酶(cyclooxygenase, COX)是花生四烯酸

合成前列腺素的限速酶, 分为构成型COX-1和诱

导型COX-2两种异构酶, 多数肿瘤组织及体外培

养的肿瘤细胞株中COX-2呈高表达状态. 实验研

究结果显示, COX-2可能参与了细胞增殖和凋亡

平衡的调节过程, 而细胞的增殖和分化异常、凋

亡调控失常与肝癌的发生、发展关系密切, 因此

进一步研究COX-2对肝癌细胞的增殖及凋亡的

调节作用有着重要的意义. 我们对人肝癌细胞株

中COX-2表达以及COX-2抑制剂celecoxib对肝

癌细胞增殖和凋亡的调节作用进行了相关的基

础研究, 并就其机制进行了初步的探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2和Bel-7402, 细胞

在37℃, 50 mL/L CO2条件下, 于RPMI 1640培
养基中(100 mL/L新生牛血清), 以2.5 g/L胰蛋

白酶、0.2 g/L EDTA消化, 传代. celecoxib(北
京医药研究开发中心合成 ,  以无水乙醇溶解

配至0.2 mol/L, -20℃保存), 顺铂(c i sp la t in, 
DDP)(山东齐鲁制药厂生产, 无菌生理盐水稀

释至血浆峰值浓度的100倍分装, -20℃保存), 
MTT(Sigma公司), 兔抗人COX-2抗体、鼠抗人

PCNA(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)
抗体、S A B C试剂盒、D A B显色试剂盒 (武
汉博士德生物工程有限公司), 鼠源性抗P-g p 
mAb、异硫氰酸荧光素(FITC)标记的羊抗鼠IgG 
mAb(Immunotech产品), Trizol、M-MuLv ase、
Taq DNA聚合酶、逆转录反应体系、PCR反应

体系、DEPC(上海生物工程有限公司).
1.2 方法 

1.2.1 MTT比色法 肝癌细胞1×104个/孔接种于

96孔板中, 1 mL/L乙醇终浓度, 每种浓度设3个
复孔, 设阴性对照及含相同浓度无水乙醇的空

白对照, 作用不同时间后加入MTT溶液(5 g/L), 
全自动酶标仪上以试验波长570 nm(参考波长

■研发前沿
肝癌不仅存在着
细胞的过度增殖, 
同时细胞的凋亡
调控也呈异常状
态, 并且细胞对药
物的不敏感性和
抗药性, 严重影响
了疗效和预后, 成
为亟待解决的问
题. 目前研究热点
是发现有效的生
物治疗靶点, 探讨
其机制, 为治疗开
辟新途径.
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630 nm)测出每孔吸光度值(A值), 计算细胞生

长抑制率: 抑制率(IR) = (对照组A值-试验组A
值)/(对照组A值-空白组A值)×100%. 
1.2.2 免疫组化SABC技术 PCNA蛋白阳性染色

为胞核呈棕黄色至棕褐色, COX-2蛋白阳性染色

为胞质和核膜呈棕黄色. 采用半定量积分法: 根
据片上阳性细胞率(以计数10个高倍镜视野为

准, ≤5%为0分, 6%-30%为1分, 31%-70%为2分, 
≥70%为3分)和阳性细胞着色程度(着色程度0
分为阴性, 1分为弱阳性, 2分为阳性, 3分为强阳

性)分别记分, 两项指标之和达0-1分为“-”, 2
分为“+”, 3-4分为“++”, 5-6分为“+++”;  
“-”～“+”为低表达, “++”～“+++”为高

表达. 
1.2.3 流式细胞仪检测 细胞以不同浓度药物分

别孵育24, 48, 72, 96 h, 按时收集细胞, PBS代替

一抗设立阴性对照. 流式细胞仪测定细胞周期

各个时相的分布比例、凋亡率以及P-gp蛋白的

表达率. 
1.2.4 RT-PCR法检测肝癌细胞COX-2和Survivin 
m R N A表达  收集药物作用前后的肝癌细胞 , 
提取细胞总RNA. 引物: β-actin(产物317 bp): 
5'-ATCATGTTTGAGACCTTCAACA-3', 5'-CA
TCTCTTGCTCGAAGTCCA-3'; Survivin(产物

243 bp): 5'-AAGGCAGTGGCCTAAATCCT-3', 
5'-CACCCTGCAGCTCTATGACA-3'; COX-2(产
物531 bp): 5'-AAGCCTTCTCTAACCTCTCC-3', 
5'-TAAGCACATCGCATACTCTG-3'. 按试剂盒

说明进行逆转录和扩增. 取PCR产物10 μL电
泳, 紫外灯下摄片. 采用图像分析仪分析数据, 
获得各电泳条带的吸光度值(X ), 用β-actin的吸

光度值(A )作为内参照, 计算基因的相对表达量

(X /A ).
统计学处理 采用t检验.

2  结果

2.1  c e l e c o x i b对肝癌细胞生长的影响  c e -
l e c o x i b对细胞抑制率随时间延长及剂量

的增大而升高 .  c e l e c o x i b作用H e p G2 48 h
抑制率为70.98%±0.67%(200 μ m o l/L)、
47.93%±1.08%(100 μ m o l/L); B e l-7402为
57.29%±0.67%(200 μ m o l/L)、43.84%±

0.86%(100 μ m o l/L); 同样浓度但作用20 h, 
HepG2为45.51%±1.35%(200 μmol/L), 14.35%
±1.55%(100 μmol/L); Bel-7402则为34.35%±

0.63%(200 μmol/L), 15.35%±0.88%(100 μmol/

L). 不同细胞株的不同浓度以及不同作用时间

相比均有显著差异(P <0.01). 对照组(未经药物处

理)PCNA蛋白表达呈强阳性(+++), 细胞核深染

呈棕褐色; 经药物处理后表达减弱, 并且随时间

延长而显著: 24 h为(++), 48 h为(+～++). 
2.2 celecoxib诱导肝癌细胞凋亡作用 透射电镜

下发现, 对照组细胞胞核和细胞器亚微结构清

晰, 核膜完整, 而经celecoxib处理后, 凋亡细胞增

多, 而且同一电镜切片中可以观察到不同时期

的凋亡形态学改变, 并可见坏死细胞及细胞碎

片. 流式细胞仪DNA直方图上出现典型的亚二

倍体“凋亡峰”. 100 μmol/L celecoxib作用24, 
48, 72, 96 h的肝癌细胞凋亡率分别为12.2%±

2.44%, 4.0%±1.67%, 20.4%±4.38%, 57.9%±

5.74%(HepG2)和3.0%±1.05%, 18.5%±3.51%, 
29.3%±3.25%, 48.4%±4.77%(Bel-7402). 与对

照组相比有显著差异(P <0.01). 药物作用后G0/G1

期细胞比例增加, 24, 48, 72 h分别为: 44.17%±

1.01%, 59.60%±0.61%, 62.7%±1.22%(HepG2)
和47.80%±0.41%, 58.60%±0.46%, 78.40%±

1.95%(B e l-7402), 与对照组比较有显著差异

(P <0.01). 
2.3 celecoxib对COX-2表达的影响 两株细胞对照

组中COX-2蛋白表达不同, HepG2表达明显弱于

Bel-7402; 药物处理不同时间后, COX-2表达变

化亦不同: 0.1×PPC DDP组在0, 24, 48 h分别为

+, +～++, ++(HepG2)和++, ++, +～++(Bel-7402), 
无减弱趋势; celecoxib组在0, 24, 48 h分别为+, 
-, +(HepG2)和++, -, +～++(Bel-7402), 加入药物

24 h后表达明显降低, 但48 h反又增强. COX-2 
mRNA表达见图1. 人肝癌细胞COX-2与β-actin
吸光度(X /A )的比值见表1. 
2.4 celecoxib对Survivin表达的影响 Survivin 
mRNA表达见图2. 人肝癌细胞Survivin与β-actin
吸光度(X /A )的比值见表1. 
2.5 不同药物对P-gp表达的影响见表2.

■创新盘点
COX-2, Survivin
及P-gp在COX-2
抑制剂celecoxib
诱导肝癌细胞凋
亡过程中表达的
变化及相互作用
未见有文献报道.

     

表  1   人肝癌细胞COX-2, Survivin与β-actin吸光度(X /A )
的比值

                                                        DDP                  celecoxib

                                    对照     24 h    48 h     24 h     48 h     72 h

COX-2: HepG2       0.188  0.580  0.340  0         0.310  0.877

              Bel-7402  0.524  0.537  0.493  0         0.555  0

Survivin: HepG2       0.500  0.550  0.860  0.570  0         0.298

              Bel-7402  0.539  0.907  0.352  0.360  0         0.460
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3  讨论

环氧合酶-2基因定位于1号染色体, 呈诱导性表

达, 在正常生理状态下多数组织不表达, 但在肿

瘤中却往往呈过表达状态, 肝癌组织中COX-2
表达水平亦显著升高, 并且与癌细胞的分化以

及肝癌的转移、预后及术后复发密切相关, 鉴
于此进一步研究COX-2抑制剂对肝癌细胞的作

用有着重要意义. COX-2抑制剂celecoxib安全

性高且疗效同样出色, 对肿瘤细胞的抑制作用

明显强于其他COX-2抑制剂[1-3], 并有可能逆转

肿瘤消耗引起的消瘦而对正常细胞的结构、凋

亡无明显影响[4]. 将celecoxib作用于肝癌细胞株

HepG2及Bel-7402, 结果发现, 有显著的抑制增

殖和诱导凋亡作用. 电镜下可观察到药物处理

后典型的凋亡细胞形态, 流式细胞仪检测细胞

凋亡更为敏感, celecoxib处理组细胞凋亡率呈

逐渐增长趋势, 细胞周期分布亦发生改变, G0/G1

期比率逐渐增高, S期逐渐降低, 而细胞分裂周

期中决定细胞生长速度和细胞凋亡的关键即是

G1期, 提示通过阻碍细胞DNA的合成而诱导凋

亡. 实验中发现不论是强COX-2表达的Bel-7402
还是较弱COX-2表达的HepG2, celecoxib作用后

均呈现COX-2表达的迅速降低, 而细胞凋亡率

呈上升趋势, 表明celecoxib依赖COX-2途径诱

导凋亡是可能的. 然而诱导细胞凋亡所需浓度

远远高于抑制PGE2所需浓度; 并且有研究发现

COX-2抑制剂对某些COX-2超表达和COX-2表
达阴性肿瘤细胞抑制增殖和诱导凋亡的作用未

见有显著差异[5-6], 所以近来众多研究倾向于非

COX-2依赖性途径解释凋亡机制. 实验中也观

察到celecoxib诱导细胞凋亡的作用并非完全与

COX-2表达呈正比, 只是程度有差异而无本质的

差别, 强COX-2表达的Bel-7402细胞抑制率反而

     

表  2   不同药物对细胞HepG2, Bel-7402中P-gp表达的影响 (mean±SD)

                                                            24 h                     48 h                        72 h                         96 h

HepG2:      DDP                         2.06±0.28a       6.03±0.23b       19.33±0.78b        11.90±1.85b

                 DDP+celecoxib      15.40±1.51b       6.65±0.69b         5.65±1.08b          3.86±0.60b

                 celecoxib                  9.22±1.17b     11.60±1.28b       10.60±1.67b          9.03±1.45b

Bel-7402: DDP                       95.80±0.66a     80.40±1.90b       88.40±1.25b        61.70±1.95b

                  DDP+celecoxib     99.30±0.50a     98.40±0.26a       65.50±2.40b        18.70±2.69b

                  celecoxib               98.90±0.30a     86.30±1.45b       60.20±2.60b        23.50±3.06b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

图  1  COX-2 mRNA表达. A: HepG2中COX-2 mRNA表达; 

B: Bel-7402中COX-2 mRNA表达; 1, 2, 3: celecoxib作用细

胞72, 48, 24 h; 4, 5: 0.3 mg/L DDP作用细胞48, 24 h; 6: 空白

对照; 7: β-actin.

图  2  Survivin mRNA表达. A: HepG2中Survivin mRNA表达; 

B: Bel-7402 Survivin mRNA表达; 1: β-actin; 2: 空白对照; 3, 

4: 0.3 mg/L DDP作用细胞24, 48 h; 5, 6, 7: celecoxib作用细

胞24, 48, 72 h.
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■应用要点
本 文 结 果 表 明
celecoxib通过抑
制COX-2表达进
而引起Survivin、
P - g p的下调 ,  最
终达成抑制癌细
胞增殖、诱导凋
亡、逆转MDR、

增强细胞对化疗
药物的敏感性的
作用, 但本文并非
临床研究, 其确切
临床作用尚需进
一步研究.
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低于HepG2(包括任何浓度梯度), 虽Bel-7402凋
亡率稍高, 但是电镜下观察到HepG2细胞碎片明

显多于Bel-7402, 推测可能是凋亡继发细胞死亡

所致, 表明低COX-2表达的HepG2反较Bel-7402
敏感, 并且celecoxib影响COX-2表达的效用并非

线性, 随时间延长COX-2表达又有增强, 但细胞

凋亡率并没有相应变化趋势, 这与有关研究报

道是一致的, 进而提示我们celecoxib诱导细胞

凋亡过程中非C O X-2依赖性途径的存在 .  已
知在人类癌症中均存在着较高程度的药物抵

抗, 尤以肝癌为著. 目前研究最多的仍是P-gp
介导的M D R, 耐药细胞表面大多均有P-g p过
度表达. 而C O X-2与M D R功能及表达有显著

相关性[7-8]: COX-2水平升高有助于MDR表达, 
能够增加M D R1基因产物产量并增强其功能. 
Ratnasinghe  et al [9]认为, 可能是COX-2表达上调

引起前列腺素合成增加, 诱导PKC, C-Jun的表

达, 而PKC、C-Jun的表达增加又诱导P-gp的表

达所致, 并且此作用可被特异性COX-2抑制剂阻

断. 实验中对HepG2, Bel-7402细胞研究发现, 对
照组COX-2表达水平高的细胞株Bel-7402 MDR
基因表达产物P-gp总体上表达也较高; celecoxib
处理组P-gp表达呈降低倾向(Bel-7402), 或是基

本上不受影响(HepG2); 而celecoxib联合小剂量

(0.1×PPC)顺铂处理组同样不仅不引起P-gp表
达增强, 还使得细胞凋亡率升高, 表明celecoxib
可以通过降低P-gp表达、逆转MDR, 并提高肝

癌细胞对化疗药物顺铂的敏感性、增加其疗效. 
Hashitani et al [10]观察celecoxib作用于头颈部癌

细胞株SCC25和HSG时可以明显增强细胞对抗

癌药物的敏感性, 并且与诱导凋亡率几乎呈平

行状态, 也表明了COX-2与MDR功能及表达显

著相关. 然而随药物作用时间延长, COX-2表达

又有增强趋势, P-gp表达水平却持续降低, 二者

并非线性相关, 提示可能有其他影响因素. 凋亡

抑制蛋白(inhibitor of apoptosis, IAP)家族中新近

克隆的同族体Survivin, 可能是迄今发现的最强

的凋亡抑制因子, 具有肿瘤特异性表达的特点, 
在肝癌的发生、发展过程中有着重要作用[11]. 其
阳性表达率与肿瘤复发及预后等显著相关[12-14], 
可作为肝癌患者判断预后以及术后复发的一个

独立因素[15], 并且Survivin抑制肿瘤细胞凋亡、

促进肿瘤细胞的增殖以及正常细胞有丝分裂以

后基本不表达的特点使其有望成为治疗上一

个较为合理的潜在靶点. Ambrosini et al研究发

现, 持续转染反义Survivin的Hela细胞在去生长

因子的情况下出现大量细胞的凋亡, 细胞增殖

同时也受到抑制. 空载体转染3 d后, 细胞增殖

288%, 而反义Survivin转染细胞增殖20%. 通过

流式细胞仪测定细胞凋亡率: 短暂转染与转染

空载体相比, 反义Survivin cDNA出现二倍体凋

亡峰; 稳定转染时凋亡峰增加1.4倍. 实验中发现

HepG2及Bel-7402细胞中Survivin呈高表达状态, 
celecoxib诱导肝癌细胞凋亡时表达即显著降低, 
作用48 h时, Survivin表达几测不到, 因而COX-2
抑制剂celecoxib可能同时也通过下调Survivin表
达而诱导细胞发生凋亡. 在顺铂处理组Survivin
表达却呈上升趋势, 表明Survivin基因可能和肝

癌获得性多药耐药性有关, Notarbartolo et al [16]研

究结果也表明Survivin参与了化疗药物及其他凋

亡诱导剂的抵抗, 这种表达的上调可能是肝癌

细胞在化疗药物作用下“细胞生存”的一种分

子机制, 也是肝癌细胞一种获得性的耐药性. 
总之, COX-2抑制剂celecoxib诱导细胞凋亡

作用系下调COX-2, Survivin及P-gp表达, 影响细

胞周期分布等多种因素综合作用的结果, COX-2
与P-gp, Survivin表达密切相关, 因此设想是否能

以COX-2为靶点, 通过反义技术诱导肿瘤细胞凋

亡从而为治疗开辟新的途径尚需进一步研究. 
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