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Abstract
AIM: To investigate the effect of the selective 
cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor NS-398 on 
the expression of matrix metalloproteinases 
(MMPs) and tissue inhibitor of metalloproteina-
ses (TIMPs) in liver cancer cell line induced by 
hepatocyte growth factor (HGF), and to explore 
the possible mechanism of NS-398 in depressing 
tumor cell invasiveness.

METHODS: HGF-induced liver cancer cells 
HepG2 were treated with different concentra-
tions of NS-398 (0, 20, 40, 60, 80 µmol/L). The 

expression of MMP-7, MMP-9 and TIMP-1 in-
side the cells, the contents outside of the cells 
and the levels of mRNA were observed by im-
munohistochemistry staining, enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA), and reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR), 
respectively.

RESULTS: After HepG2 cells were treated 
with NS-398 for 48 h, the expression of MMP-7, 
MMP-9 and TIMP-1 protein in the cells were 
decreased; the content of MMP-7 in the culture 
fluid was 8.2 ± 0.6, 5.8 ± 0.8, 4.3 ± 0.8, 2.7 ± 0.4, 
and 1.7 ± 0.4 μg/L, respectively, as 0, 20, 40, 60, 
and 80 μmol/L NS-398 was used; the relative 
level of MMP-7 mRNA in the cells was 0.58 ± 
0.06, 0.42 ± 0.03, 0.37 ± 0.01, 0.36 ± 0.01, and 0.33 
± 0.01, respectively; MMP-9 can not be detected 
in the culture fluid, but its relative mRNA level 
was 0.32 ± 0.02, 0.23 ± 0.02, 0.21 ± 0.01, 0.17 ± 0.01, 
and 0.13 ± 0.01, respectively, in the cells; the con-
tent of TIMP-1 in the culture fluid was 39.0 ± 0.9, 
29.5 ± 2.8, 25.0 ± 0.9, 16.8 ± 0.4, 11.8 ± 0.3 μg/L 
and its relative mRNA level in the cells was 0.19 
± 0.02, 0.17 ± 0.02, 0.16 ± 0.01, 0.13 ± 0.01, and 0, 
respectively.

CONCLUSION: The selective COX-2 inhibitor 
can inhibit the gene transcription of MMP and 
TIMP, and lead to the imbalance of TIMP and 
MMP percentage, which is one of the possible 
mechanisms in reducing tumor cell invasive 
ability.
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摘要
目的: 研究选择性COX-2抑制剂NS-398对肝
癌细胞株MMP和TIMP表达的影响, 探讨选择
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■背景资料
选择性COX-2抑
制剂较多用于风
湿性关节炎的镇
痛和抗炎治疗, 效
果很好. 近些年研
究 发 现 ,  其 具 有
抑制肿瘤细胞的
增殖、诱导其发
生凋亡、改变细
胞周期分布等作
用, 并且这些作用
不依赖于PGE2/
COX-2的表达与
否.



性COX-2抑制剂降低肿瘤细胞侵袭力的机制. 

方法: 以不同浓度的NS-398 (0, 20, 40, 60, 
80 μmol/L)作用于HGF诱导的HepG2细胞, 免
疫组化法观察细胞中MMP-7, MMP-9, TIMP-1
的蛋白质表达, ELISA法检测细胞外培养液中
MMP-7, MMP-9, TIMP-1的含量, RT-PCR法分
析3种蛋白酶的mRNA转录水平. 

结果: NS-398作用细胞48 h后, 发现MMP-7, 
MMP-9, TIMP-1的蛋白质表达程度均下降, 
NS-398作用于HepG2细胞后, MMP-7在培养
液中的含量和其在细胞内的mRNA相对水平
分别为8.2±0.6, 5.8±0.8, 4.3±0.8, 2.7±0.4, 
1.7±0.4 μg/L和0.58±0.06, 0.42±0.03, 0.37
±0.01, 0.36±0.01, 0.33±0.01; MMP-9在培
养液中未检出, 其细胞内mRNA相对水平分别
为0.32±0.02, 0.23±0.02, 0.21±0.01, 0.17±
0.01, 0.13±0.01; TIMP-1在培养液中的含量
和其在细胞内的mRNA相对水平分别为39.0
±0.9, 29.5±2.8, 25.0±0.9, 16.8±0.4, 11.8±
0.3 μg/L和0.19±0.02, 0.17±0.02, 0.16±0.01, 
0.13±0.01, 0.

结论: 选择性COX-2抑制剂能够抑制MMP和
TIMP基因转录, 使TIMP/MMP比例失衡, 这可
能是其降低肿瘤细胞侵袭力的机制之一.

关键词: COX-2抑制剂; 肝细胞生长因子; 基质金

属蛋白酶; 基质金属蛋白酶抑制剂; 侵袭力; 肝癌细

胞株
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0  引言

选择性环氧化酶(COX)-2抑制剂不仅抑制肿瘤

细胞增殖和诱导凋亡[1-2], 还具有抑制肿瘤细胞

运动的作用. 但选择性COX-2抑制剂通过何种机

制降低肿瘤细胞的运动能力尚不十分清楚. 我
们以选择性COX-2抑制剂NS-398作用于肝细胞

生长因子(HGF)诱导的肝癌细胞株, 观察其对基

质金属蛋白酶(MMP)-7, -9及其抑制剂TIMP-1表
达的影响, 探讨选择性COX-2抑制剂降低肿瘤细

胞侵袭力的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2, 哈医大二院消化

科刘冰熔教授惠赠. rhHGF购自美国CytoLab公

2302                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2006年8月18日    第14卷    第23期

司; NS-398购自美国Cayman Chemical公司; 鼠
抗人MMP-7, MMP-9和TIMP-1 mAb, 免疫组化

试剂盒购于北京中杉金桥生物公司; TRIzol, RT-
PCR试剂盒购于美国invitrogen公司; ELISA试剂

盒购于上海森雄生物公司; 胎牛血清购于天津

灏源生物公司; DMEM培养基购自美国HyClone
公司 ;  引物由上海博亚生物技术公司合成 . 
HepG2细胞以100 mL/L FBS的DMEM培养基培

养于25 cm2培养瓶中, 置37℃, 50 mL/L CO2的

孵箱中, 2-3 d换培养液1次. 最终逐渐过渡到含

20 mL/L FBS和30 μg/L rhHGF的低血清培养基

中培养.
1.2 方法 按每孔2×105个细胞接种于24孔板, 
分别以不同浓度的NS-398培养基200 μL培养

48 h. 加入5 g/L的MTT溶液20 μL, 继续培养

2 h. 弃上清, 加入DMSO 200 μL, 摇晃5 min, 取
150 μL加入96孔板中. 在酶标仪波长492 nm处

测A值. 设4个复孔. 根据MTT结果、光镜和电镜

下细胞形态选择NS-398药物浓度范围, 进行分

组实验. 
1.2.1 免疫组化 细胞爬片后, 以不含有和含有

60 μmol/L的NS-398的低血清培养基处理48 h. 
40 g/L多聚甲醛室温固定15 m i n. P B S漂洗

5 min 3次. 滴加1∶25, 1∶25, 1∶15稀释的抗

MMP-7, MMP-9, TIMP-1抗体, 4℃过夜. PBS漂
洗后, 滴加二抗, 37℃孵育30 min, DAB显色. 苏
木素复染后, 封片. 结果判定: 深棕色(+++), 棕黄

色(++), 浅棕色(+), 无色(-). 
1.2.2 培养液中MMP-7, MMP-9, TIMP-1含量的

检测 按每孔2×105个细胞接种于24孔板, 培养

48 h. 以不含和含有NS-398(分别为20, 40, 60, 
80 μmol/L)的培养基500 μL培养48 h, 收获上

清. 分别取100 μL加入不同的酶标板中, 按试

剂盒要求操作, 最后在酶标仪波长492 n m处

测A值, 重复4次. 根据标准曲线, 计算培养液中

MMPs的含量, 取平均值. 
1.2.3 RT-PCR 107个细胞加入TRIzol 1 mL, 提
取总RNA. 取RNA 2 μL, 按照试剂盒说明在

20 μL体系下完成逆转录, -20℃保存. MMP-7
引物为5'-AT G G G A C AT T C C T C T G A-3'和
5'-CATTTATTGACATCTACGC-3', 产物长度

372 bp; MMP-9引物为5'-TCCCTGGAGAC
CTGAGAACC-3'和5'-CGGCAAGTCTTCC
GAGTAGTTT-3', 产物长度307 bp; TIMP-1
引物为5 ' -C C G C A G C G A G G A G T T T-3 '和
5'-GGTCCGTCCACAAGCAA-3', 产物长度
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■相关报道
Abiru et al 研究发
现, 选择性COX-2
抑制剂NS-398具
有抑制肿瘤细胞
增殖信号转导通
路中的ERK1/2等
酶的活化, 可能与
选择性COX-2抑
制剂的抗肿瘤作
用直接相关.
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215 bp; b-actin引物为5'-TTGTAACCAACTGG
GACGATATGG-3'和5'-GATCTTGATCTTCATG
GTGCTAGG-3', 产物长度745 bp. 反应条件为

94℃变性30 s, 50℃退火30 s, 72℃延伸60 s, 30
个循环. 取产物2 μL在110 V下经20 g/L琼脂糖

凝胶电泳30 min, 利用凝胶成像系统(上海天能

科技有限公司GIS-2010)扫描分析、拍照, 获取

条带平均密度和面积数据, 计算MMP-7, MMP-9, 
TIMP-1的mRNA相对含量.

统计学处理 应用SPSS 11.5统计学软件进行

数据分析. P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 NS-398对HepG2细胞形态和增殖的影响 肿
瘤细胞在无HGF的培养基中表现出对NS-398
的浓度依赖性抑制(P <0.05). 当给予30 μg/L的
HGF作用后, 30 μmol/L和60 μmol/L的NS-398
组与未给药组之间的细胞增殖无显著性差

异, 而90 μmol/L, 120 μmol/L, 150 μmol/L的
NS-398组与未给药组之间的细胞增殖具有显著

性统计学差异(P <0.05, 图1). 
2.2 NS-398对细胞中MMP/TIMP表达的影响 
30 μg/L的HGF诱导HepG2细胞48 h后, MMP-7, 

MMP-9, TIMP-1均匀表达于细胞质中, 呈细颗

粒状, 三者的表达强度分别为(++), (++)和(弱
+)/(+). 以60 μmol/L的NS-398作用细胞48 h后, 
发现三者的蛋白质表达程度均下降, 分别为(弱
+)/(+)、(弱+)和(-)(图2). 
2.3 NS-398对细胞培养液中MMP/TIMP含量

的影响  用不同浓度的N S-398作用肿瘤细胞

48 h, 培养液上清中MMP-7和TIMP-1的含量随

NS-398浓度增加逐渐减少, 且TIMP-1/MMP-7的
比值出现递增变化; 在培养液上清中没有检测

到酶或酶原形式的MMP-9(表1). 
2.4 NS-398对MMP和TIMP的mRNA水平的影

响 以不同浓度的NS-398处理HGF诱导的HepG2
细胞24 h, 细胞内MMP-7, MMP-9, TIMP-1
的mRNA相对含量逐渐降低, 并且出现TIMP 
mRNA/MMP mRNA的比例失衡(图3, 表2), 提
示N S-398能够影响细胞内M M P-7, M M P-9, 
TIMP-1基因的mRNA转录.

3  讨论

MMP是一组锌离子依赖性内肽酶, 翻译后分泌

过程中前酶原逐渐被加工修饰形成酶原或酶, 
在转录、激活和抑制剂3个水平接受调控, HGF

■创新盘点
本 研 究 证 实 ,  选
择性COX-2抑制
剂NS-398在0-80 
μmol/L的浓度范
围内, 可能通过调
节TIMP/MMP的
比例, 达到降低肝
癌细胞侵袭力的
作用.

图  1  NS-398对HepG2细胞增殖的影响. aP <0.05, bP <0.01 

vs  无处理组.
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表  1  NS-398处理48 h后上清中MMP-7, MMP-9, 
TIMP-1的含量变化

     
NS-398         MMP-7        MMP-9        TIMP-1         TIMP-1

(μmol/L)	       (μg/L)	          (μg/L)            (μg/L)         MMP-7

  0	    8.2±0.6	         39.0±0.9        4.8

20	    5.8±0.8a	         29.5±2.8a       5.1

40	    4.3±0.8b	         25.0±0.9b       5.8

60	    2.7±0.4b	         16.8±0.4b       6.2

80	    1.7±0.4b	         11.8±0.3b       6.9

aP<0.05, bP<0.01 vs  无处理组.

表  2  NS-398对MMP-7, MMP-9, TIMP-1的mRNA的影响

     
NS-398                                                                                                TIMP-1 mRNA            TIMP-1 mRNA

(μmol/L)                                                                                                MMP-7 mRNA          MMP-9 mRNA

  0	     0.58±0.06         0.32±0.02          0.19±0.02	          0.33	                        0.59

20	     0.42±0.03         0.23±0.02a         0.17±0.02	          0.40	                        0.74

40	     0.37±0.01a        0.21±0.01a         0.16±0.01	          0.43	                        0.76

60	     0.36±0.01a        0.17±0.01a         0.13±0.01a             0.36	                        0.76

80	     0.33±0.01a        0.13±0.01b         0	

aP<0.05, bP<0.01 vs  无处理组.

MMP-7                MMP-9                  TIMP-1
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可以促进MMP的表达[3]. MMP-7属于基质溶素

类, 主要降解基质中的层黏蛋白、纤维蛋白和

蛋白多糖等, 是MMP家族中唯一由上皮性肿瘤

细胞特异性表达的酶, 由于其能够抑制肿瘤细

胞凋亡, 激活其他MMP成员(MMP-2, MMP-9
等)和灭活serpins(丝氨酸蛋白酶抑制剂), 而被认

为与肿瘤细胞转移直接相关; MMP-9属于明胶

酶类, 主要降解Ⅳ/Ⅴ型胶原, 与c-met、肿瘤大

小、肿瘤肝内转移或血管癌栓、生存时间等临

床指标呈正相关, 对评估肝癌的进展和转移十

分重要. TIMP-1特异的抑制MMP-7和MMP-9的
活性, 降低肿瘤细胞的迁移能力. Abiru et al [4]利

用Matrigel检测细胞侵袭力, 发现选择性COX-2
抑制剂明显降低HepG2肝癌细胞株在人工基质

中的迁移性. 我们的研究结果显示, NS-398作
用于HGF诱导的HepG2肝癌细胞株后, MMP-7, 

■应用要点
选择性COX-2抑
制剂具有降低肿
瘤细胞侵袭力的
作用, 因此有望成
为一种新型的临
床抗肿瘤药物.

 
A B

C D

E F

图  2  NS-398对HepG2细胞MMP和TIMP表达的影响(×40). A: MMP-7; B: NS-398处理后MMP-7; C: MMP-9; D: NS-398

处理后MMP-9; E: TIMP-1; F: NS-398处理后TIMP-1.

1     2     3    4     5     6A 1     2     3     4     5     6B 1     2    3     4    5     6C 1      2    3     4    5     6D

图  3  NS-398对MMPs mRNA表达的影响. A: MMP-7, 372 bp; B: MMP-9, 307 bp; C: TIMP-1, 215 bp; D: β-actin, 745 bp; 1: 

Maker为DL2000; 2: 无NS-398处理; 3: 20 μmol/L NS-398处理; 4: 40 μmol/L NS-398处理; 5: 60 μmol/L NS-398处理; 6: 80 

μmol/L NS-398处理. 
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MMP-9和TIMP-1的mRNA和胞内胞外蛋白质表

达均不同程度地减少, TIMP/MMP比值增加, 出
现TIMP/MMP比例失衡, 这可能是选择性COX-2
抑制剂抑制肿瘤细胞侵袭力的作用机制之一. 
培养液中没有检测出分泌型M M P-9, 但细胞

内却有前MMP-9的mRNA和蛋白质表达, 说明

MMP-9在细胞内向细胞外分泌过程中可能受到

抑制而难以激活. 实验中我们发现, 当NS-398浓
度大于90 μmol/L时, 细胞受到明显的增殖抑制, 
细胞形态变化较大, 随着培养时间的延长, 死亡

细胞数量也增加, 提示选择性COX-2抑制剂的作

用与药物浓度有关. 
研究证实, 选择性COX-2抑制剂可以影响

TIMP/MMP比例, 降低肿瘤细胞株的侵袭力, 但
是否通过抑制HGF/c-met/ERK(细胞外信号调

节的激酶)信号途径[5-6], 抑制肿瘤细胞迁移力以

及分子作用机制还需进一步研究. 另外, 选择性

COX-2抑制剂虽然具有一定的预防和治疗消化

道肿瘤的效果, 但也要重视其带来的不良反应, 
合理掌握药物的使用方法及开发新型药物, 比
如新近研发的NO释放Aspirin和COX抑制NO供

体[7-8]都有助于提高其临床安全性. 因此, 深入研

究COX-2抑制剂的抗肿瘤的分子生物学机制具

有深远的临床意义. 
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■同行评价
本 文 选 题 先 进 , 
选择性环氧化酶
(COX-2)抑制剂不
仅与肿瘤细胞运
动有关, 而且与肿
瘤增殖和调亡有
关 ,  探讨NS-398
对MMP-7, -9, 及
其抑制剂TIMP-1
的影响, 从而探讨
COX-2抑制剂降
低肿瘤细胞侵袭
力的机制十分有
意义. 设计科学、

技术合理、结果
可信.


