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Abstract
AIM: To investigate the antitumor effects of 
celecoxib (a selective cyclooxygenase-2 inhibitor) 
against hepatocellular carcinoma in vivo.

METHODS: Human hepatoma cells (HepG2, 
BEL-7402 and SMMC-7721) were injected be-
neath the hepatic capsule of six-week-old nude 
mice. The mice were then randomly divided 
into three groups: negative control group (intra-

gastrically given normal saline), experimental 
group (intragastrically given celecoxib), and 
positive control group (intragastrically given 
normal saline and intraperitoneally injected 
with adriamycin). Three weeks later, tumor tis-
sue samples were taken for immunohistochemi-
cal analysis to examine the expression of matrix 
metalloproteinase-2 (MMP-2), tissue inhibitor of 
metalloproteinases-2 (TIMP-2) and intercellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1).

RESULTS: Compared to the negative control 
group, the expression of MMP-2 was down-
regulated (P < 0.05) and that of TIMP-2 was up-
regulated (P < 0.05) in hepatocellular carcinoma 
xenografts derived from HepG2, BEL-7402 and 
SMMC-7721 cells in the experimental group. The 
expression of ICAM-1 was also down-regulated 
in hepatocellular carcinoma xenografts derived 
from BEL-7402 and SMMC-7721 cells in the 
experimental group when compared with the 
negative control group (P < 0.05).

CONCLUSION: Celecoxib may be able to inhibit 
the metastasis and improve the prognosis of he-
patocellular carcinoma.

Key Words: Selective COX-2 inhibitor; Hepatocellu-
lar carcinoma; Matrix metalloproteinase-2; Intercel-
lular adhesion molecule-1
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摘要
目的: 研究机体内部选择性环氧合酶-2(COX-2)
抑制剂对肝细胞癌的抑制作用. 

方法: 将三种肝癌细胞株HepG2、BEL-7402
和SMMC-7721分别接种于6周龄裸鼠肝脏被
膜下; 将接种了不同肝癌细胞株的裸鼠分别
分为3组, 阴性对照组给予生理盐水灌胃, 实验
组给予塞来昔布灌胃, 阳性对照组进行生理
盐水灌胃的同时使用阿霉素腹腔注射; 3 wk

®

■背景资料
肝癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
手术切除病灶是
最佳选择. 目前肝
癌的治疗还缺少
有 效 的 药 物 ,  因
此, 研究新型抗肿
瘤药物的抗癌效
果十分必要. 选择
性COX-2抑制剂
具有一定的抗肿
瘤作用, 其作用机
制的研究尚不够
深入和全面.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科; 郑
鹏远, 教授, 郑州
大学第二附属医
院消化科
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后对裸鼠肝脏肿瘤取材、免疫组织化学法
观察肿瘤组织中基质金属蛋白酶-2(MMP-2)
及其抑制剂(T I M P-2)以及细胞间黏附因子
-1(ICAM-1)的表达. 

结果: 在肝脏被膜下接种了H e p G2、B E L- 
7402和SMMC-7721肝癌细胞株的裸鼠中, 应
用塞来昔布的裸鼠肿瘤组织中M M P-2的表
达下降(P <0.05), MMP-2的表达增加(P <0.05), 
TIMP-2/MMP-2比值增加. 在肝脏被膜下接
种了B E L-7402和S M M C-7721肝癌细胞株
的裸鼠中, 应用塞来昔布的裸鼠肿瘤组织中
ICAM-1表达下降.

结论: 塞来昔布在机体内部可能具有抑制肝
癌细胞转移和改善预后的作用.

关键词: 选择性环氧合酶-2抑制剂; 肝癌; 基质金

属蛋白酶-2; 细胞间黏附因子-1
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0  引言

选择性环氧合酶-2(selective cyclooxygenase-2 
inhibitor, COX-2)抑制剂能够抑制恶性肿瘤细

胞的增殖和侵袭, 促进肿瘤细胞的凋亡. 然而, 
这些研究资料大多来自细胞培养[1-6], 机体内部

的药物抗肿瘤效果仍不十分清楚, 尤其是口服

COX-2抑制剂塞来昔布对肝脏原发肿瘤的疗效

仍未见报道. 我们将肝癌细胞株接种于裸鼠肝

脏组织中, 以塞来昔布灌胃法观察裸鼠体内选

择性COX-2抑制剂的抗肿瘤效果, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2、BEL-7402、SMMC-7721购于

中国科学院上海生命研究所. 清洁级BALB/c裸
鼠购于中国北京维通利华试验动物技术有限公

司, 周龄6 wk, ♂, 体质量17-20 g, 共45只. 1640
培养基购自G ibco公司, 多克隆基质金属蛋白

酶-2(MMP-2)及其抑制剂(TIMP-2)抗体购自英

国Abcam公司, 细胞间黏附因子-1(intercellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)抗体购于北京中

杉生物技术有限公司, 阿霉素(Adriamycin)为意

大利Pharmacia生产, 塞来昔布由PPLLC公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 肿瘤细胞培养和接种: 0.5×106个细胞接种

培养瓶中, 48 h换培养液1次, 当培养瓶中细胞增

殖到90%面积时, 台盼蓝法测定细胞活力, >95%
后制备成5×107个/L的肝癌细胞悬液. 沿裸鼠左

肋弓下缘切一长约1 cm的斜行无菌切口, 剥开

腹肌, 暴露小鼠肝脏; 用BD针抽取细胞悬液0.1 
mL, 使BD针尖与小鼠肝脏呈30度进针, 刺入肝

脏约0.3 cm, 缓慢注入细胞悬液, 注射完毕后, 有
酒精棉签压迫注射部位30 s, 确定无渗液和出血

后, 逐层缝合腹肌和皮肤. 21 d后, 处死裸鼠, 留
取肝脏的肿瘤组织用100 g/L甲醛固定. 
1.2.2 分组: 将裸鼠随机分为3组, 阴性对照组、

实验组和阳性对照组, 各15只. 每组裸鼠的肝脏

被摸下分别接种HepG2肝癌细胞株、BEL-7402
肝癌细胞株、SMMC-7721肝癌细胞株, 各5只. 
1.2.3 药物处理: 于术后24 h, 实验组给予塞来昔布

混悬液(300 mg/kg)灌胃; 阴性对照组给予等量的生

理盐水灌胃; 阳性对照组灌胃同时, 前3 d给予浓度

为1 g/L的阿霉素按6 mg/kg腹腔注射, 共3次.
1.2.4 免疫组织化学: 标本按常规分别固定、脱

水、透明、浸蜡. 石蜡切片、脱蜡、抗原修复

后, 依次加入一抗, 二抗, 常规HE染色, 然后中性

树胶封片. MMP-2、TIMP-2和ICAM-1结果的

判定: 显微镜下每张切片中计记录视野中的阳

性细胞的平均百分比, 阳性细胞数占视野中全

部细胞的比例<5%为(-), 阳性细胞数的比例占

5%-25%为(+), 阳性细胞数的比例占25%-50%为

(++), 阳性细胞数的比例占50%-75%为(+++), 阳
性细胞数的比例>75%为(++++). 

统计学处理 等级资料的统计学比较用秩和

检验. P <0.05为统计学差异存在显著性.

2  结果

2.1 细胞株的生长差异 100 mL/L胎牛血清常规

培养HepG2、BEL-7402、SMMC-7721三种肝

癌细胞系. HepG2细胞呈梭形, 体积较小, 折光性

好, 核仁2-3个, 细胞生长旺盛, 接种后4-5 d长满

培养瓶. BEL-7402细胞呈三角形, 体积较大, 伪
足短, 折光性差, 核仁2-3个, 细胞生长较慢, 接种

后7-8 d长满培养瓶. SMMC-7721细胞形态舒展, 
伪足数量差异较大, 1-4个, 细胞折光性好, 核仁

4-5个, 细胞生长旺盛, 接种后4-5 d长满培养瓶. 
2.2 裸鼠肝脏接种瘤情况 在裸鼠肝脏接种肿瘤

细胞后3 wk, 肉眼观察, 可见肿瘤位于肝脏被膜

下, 肿瘤组织呈灰白色, 质韧, 呈块状不规则形

分布(图1). 
2.3 塞来昔布对肿瘤组织中MMP-2表达的影响 
HepG2、BEL-7402和SMMC-7721三种细胞系

表达MMP-2较高, 应用塞来昔布或阿霉素后, 

■研发前沿
选择性COX-2抑
制剂的抗肿瘤作
用的研究多侧重
于细胞培养, 机体
内部的抗肿瘤效
果仍不完全清楚.

■相关报道
Xie等研究发现 , 
在较高表达乙型
肝 炎 病 毒 X 蛋 白
的肝癌细胞株中, 
塞来昔布抑制癌
细胞增殖和促进
其凋亡的效果更
佳, 其中的作用机
制虽然不十分清
楚, 却提供了一个
新的探索思路, 即
选择性COX-2抑
制剂的抗肿瘤作
用可能受到肿瘤
细胞自身特点的
影响.
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MMP-2的表达均受到抑制, 统计学比较显示实

验组与阴性对照组之间有统计学差异(P <0.05). 
提示塞来昔布具有抑制MMP-2在肝癌细胞中

表达的作用. 进一步比较实验组与阳性对照组

发现, 在HepG2肝癌细胞组织中两组中MMP-2
的含量差别不大, 经统计学检验无统计学差异

(P >0.05). 在BEL-7402和SMMC-7221肝癌细胞

中实验组的MMP-2的含量低于阳性对照组, 且
均有统计学差异(P <0.05), 提示在BEL-7402和
SMMC-7221肝癌中塞来昔布的疗效要好于阿霉

素的疗效(表1). 
2.4 塞来昔布对肿瘤组织中T IM P-2表达的影

响 HepG2和SMMC-7721两种细胞系低度表达

TIMP-2, BEL-7402细胞系高表达TIMP-2, 应用

塞来昔布后, 三种不同的肿瘤细胞中TIMP-2表
达增加, 统计学分析显示实验组与阴性对照组

间有统计学差异(P <0.05), 实验组与阳性对照组

间有统计学差异(P <0.05, 表1). 
2.5 塞来昔布对ICAM-1表达的影响 ICAM-1
在H e p G2细胞中未见表达 ,  在B E L -7402和
SMMC-7721两种肝癌细胞中高表达, 免疫组织

化学染色结果分别为(+)-(+++)和(+)-(+++); 使
用塞来昔布后ICAM-1表达显著受到抑制, 免
疫组织化学染色结果分别为(-)-(+)和(-)-(+), 裸
鼠使用阿霉素后肝癌组织ICAM-1表达分别为

(++)-(+++)和(++)-(+++). 以上两种不同的肝癌组

织分别进行统计学比较显示, 塞来昔布组与阴

性对照组的差异均有统计学意义(P <0.05), 因此, 
裸鼠体内塞来昔布对肝癌细胞的ICAM-1表达具

有抑制作用(图2, 3).

3  讨论

选择性COX-2抑制剂是一种非甾体抗炎药, 较多

用于治疗骨与关节的疼痛性疾病[7]. 近年的研究

认为, 选择性COX-2抑制剂可以通过非前列腺素

E2(prostaglandin E2, PGE2)依赖性途径抑制肿

瘤的发生和发展[8], 其抗肿瘤作用机制比较复杂, 
涉及诸多方面, 如阻滞细胞周期, 抑制细胞增殖, 

诱导凋亡, 抑制增殖细胞信号的传导等[3,9-13], 选
择性COX-2抑制剂在机体内部的抗肿瘤疗效报

道较少. 我们在成功建立了原位肝癌动物模型

后, 经口给予裸鼠塞来昔布治疗, 旨在观察选择

性COX-2抑制剂在机体内部的抗肿瘤效果. 
MMPs是一组锌离子依赖性内肽酶, 与细

胞外基质成分的降解有关[14-17]. MMP-2及其抑

制剂(T I M P-2)是评价肝癌细胞转移能力的良

好指标之一, MMP-2通过水解细胞外基质促进

肿瘤细胞的侵袭和转移, 而TIMP-2能特异地抑

制MMP-2的酶原激活和酶活性, 阻止肿瘤细胞

的侵袭. 实验研究显示, 三种肝癌细胞都表达

MMP-2和TIMP-2, 但不同的细胞系表达MMP/
TIMP的能力有所不同. 机体内选择性COX-2抑
制剂塞来昔布能够抑制肝癌细胞内MMP-2表达, 
又增加TIMP-2的表达, 从而使TIMP-2/MMP-2比
例增加, 导致肿瘤细胞降解细胞外基质的作用

下降, 达到抑制肿瘤细胞的转移的作用. 这个结

果与我们以往的研究结果是一致的[18,19]. 还有研

究显示, 在肿瘤细胞内, MMPs表达的调节要受

到细胞增殖信号途径的影响[20,21], 选择性COX-2
抑制剂能够抑制细胞增殖信号途径中一些蛋白

酶的激活, 导致下游多种与细胞增殖相关的蛋

白酶的基因转录受到抑制, 因此, 选择性COX-2
抑制剂对MMP-2的抑制作用还可能与抑制细胞

增殖信号途径有关. 
ICAM-1有广泛的组织分布, 生理条件下低

量表达, 却可以受到多种因素的诱导. ICAM-1参
与肿瘤的发展过程, ICAM-1与肿瘤的发生、转

移以及预后关系十分密切[22,23]. ICAM-1不仅促

进血管生成, 还可以结合在血液中的淋巴细胞

及自然杀伤细胞表面, 起到封闭作用, 使这些细

胞识别癌细胞的能力下降. 肝细胞中的ICAM-1
主要表达在胞膜, 肝癌细胞中更多出现于胞质, 
并分泌进入血液. 有研究显示, 可以通过血中

ICAM-1的浓度变化, 预测病毒性肝炎患者的癌

变倾向, 以及评估恶性肿瘤的治疗效果[24,25], 所
以ICAM-1可以作为一项判断肿瘤疗效和预后

表  1  塞来昔布对裸鼠肝接种瘤MMP-2、TIMP-2表达的影响

     
		                        MMP-2表达			                   TIMP-2表达

		     HepG2	      BEL-7402        SMMC-7721	          HepG2	  BEL-7402	            SMMC-7721

阴性对照组	 (+)-(++)        (+)-(++)        (++)-(+++)        (-)-(+)                (++)-(+++)          (-)-(++)

实验组		  (-)-(+)a         (-)ac               (+)-(++)ac          (++)-(+++)ac      (++)-(+++)ac        (++)-(+++)ac

阳性对照组	 (-)-(+)          (-)-(+)           (++)-(+++)        (-)-(+)                (++)-(+++)          (-)-(+)

aP<0.05 vs  阴性对照组; cP<0.05 vs  阳性对照组.

■创新盘点
本研究首先建立
肝脏原位移植瘤
裸鼠模型, 然后经
口给予塞来昔布, 
观察药物在机体
内部的是否存在
抗肿瘤的效果, 为
选择性COX-2抑
制剂的临床抗肿
瘤治疗提供动物
实验参考.



www.wjgnet.com

殷积彬, 等. MMP-2和ICAM-1在裸鼠体内塞来昔布抑制肝癌组织中的表达				              1209

的观察指标. 实验中发现, 塞来昔布使BEL-7402
和SMMC-7721肝癌细胞中的ICAM-1表达明

显下降, 说明选择性COX-2抑制剂有一定的辅

助机体清除肿瘤细胞的作用, 即可能促进机体

免疫系统对肿瘤细胞的识别, 改善肿瘤的预后. 
ICAM-1基因接受多种转录因子的调节, 如核转

录因子-κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)、活化

剂蛋白-1(activator protein-1, AP-1)、信号转导

活化转录因子(signal transducer and activator of 
transcription, STAT)等, NF-κB进入细胞核后, 与
ICAM-1启动子的κB位点结合, 引发ICAM-1基
因转录. 选择性COX-2抑制剂能够抑制NF-κB的
活化, 从而抑制其向细胞核内迁移, 因此, 选择

性COX-2抑制剂抑制ICAM-1的表达, 还可能与

肿瘤细胞内转录因子的激活受到抑制有关[26]. 
由于实验观察时间较短, 裸鼠肺部解剖和HE

染色未见到转移灶, 因此, 选择性COX-2抑制剂

体内的长期抗肿瘤效果, 还需要延长裸鼠的饲养

时间、观察时间和增加实验例数. 选择性COX-2
抑制剂的临床安全性目前仍存在争议, 主要是增

加心血管意外的发生[27], 也有出现重要脏器功能

衰竭的报道[28]. 另有一些研究认为, 选择性COX-2
抑制剂的使用是安全的, 尤其是在癌症镇痛方面, 
并仍在继续[29]. 总之, 选择性COX-2抑制剂与肿瘤

转移及预后之间的关系还有待进一步研究[30].
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■同行评价
本文选题新颖, 设
计合理, 具有一定
的理论意义.


