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Abstract
AIM: To determine whether celecoxib, a 
selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor, 
can improve radiosensitivity of human colon 
carcinoma cell line SW480.

METHODS: Cultured SW480 cells were treated 
with celecoxib for 24 h and then irradiated with 
different doses of X-rays. Cell survival was eval-
uated by colony formation assay. To calculate 
Dq, D0, SF2 and SER, the cell survival curve was 
fitted by the one-hit multi-target model. After 
6-Gy radiation, the apoptosis of SW480 cells was 

detected by flow cytometry, and the expression 
of pAkt, COX-2, and pBad in SW480 cells was 
detected by Western blot.

RESULTS: The Dq, D0 and SF2 values for ir-
radiated SW480 cells pretreated with celecoxib 
were lower than those for unpretreated ones 
(0.995 vs 2.527, 1.091 vs 1.622 and 0.352 vs 0.805, 
respectively; all P < 0.05). The SER for irradiated 
SW480 cells pretreated with celecoxib was 1.487. 
X-ray radiation enhanced the expression of 
pAkt, COX-2 and pBad proteins in SW480 cells. 
The expression levels of pAkt, COX-2 and pBad 
proteins in irradiated SW480 cells pretreated 
with celecoxib were lower than those in unpre-
treated ones. The apoptosis rate was significant-
ly higher in irradiated SW480 cells pretreated 
with celecoxib than in unpretreated ones (15.02 
± 2.16 vs 6.25 ± 1.22, P < 0.05).

CONCLUSION: Celecoxib improves radiosensi-
tivity of human colon carcinoma cell line SW480 
perhaps by inhibiting the activation of the PI3K/
Akt/COX-2 pathway.
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摘要
目的: 探讨COX-2抑制剂塞来昔布对人结肠癌
细胞SW480放射增敏的作用机制. 

方法: 体外培养结肠癌细胞SW480. COX-2抑
制剂塞来昔布作用SW480细胞24 h, X线不同
剂量照射, 克隆形成法计算细胞存活率, 单击
多靶模型拟合细胞存活曲线, 计算Dq、D0、
SF2值和放射增敏比(SER); X线6 Gy照射后, 
流式细胞仪检测细胞凋亡变化, 应用Western 
b lo t方法检测磷酸化Akt、COX-2、磷酸化
Bad蛋白的表达. 

®

■背景资料
PI3K/Akt途径是
一条维持细胞生
命活动重要的信
号 转 导 通 路 ;  多
种恶性肿瘤中均
存在COX-2过表
达 的 情 况 .  抑 制
PI3K/Akt/COX-2
的活化, 可能具有
放射增敏作用.

■同行评议者
曹秀峰, 教授, 南
京医科大学附属
南京第一医院肿
瘤中心
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结果: celecoxib联合照射组的Dq、D0及SF2均
明显低于单纯照射组(0.995 vs  2.527, 1.091 vs  
1.622, 0.352 vs  0.805, 均P <0.05), celecoxib联
合照射组SER为1.487; 照射能够提高pAkt、
COX-2和pBad的表达, celecoxib联合照射组
pAkt、COX-2和pBad表达低于单纯照射组; 
celecoxib联合照射组SW480的细胞凋亡率明
显高于单纯照射组(15.02±2.16 vs  6.25±1.22, 
P <0.05).

结论: celecoxib能够抑制PI3K/Akt/COX-2途
径的活化, 从而提高SW480细胞放射治疗的
效果.

关键词: 环氧化酶-2; 放射敏感性; 结肠癌
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0  引言

PI3K/Akt信号转导途径是一条重要的信号转导

通路, 在凋亡、增殖和能量代谢等细胞生命活

动中起重要作用. 电离辐射、紫外线和细胞毒

性药物均可激活PI3K/Akt信号转导途径, 通过其

适应性地调节, 抑制细胞凋亡、促进细胞增殖

分裂和损伤修复, 维持细胞生命活动的稳定[1-4]. 
PI3K/Akt信号转导途径参与调节COX-2的表达. 
研究发现, 多种恶性肿瘤中均存在COX-2过表达

的情况. COX-2过表达可以促进新生血管生成、

促进肿瘤细胞增殖、抑制细胞凋亡, 抑制COX-2
在抑制结直肠癌的发生发展中具有重要的意

义. 本实验通过应用COX-2抑制剂塞来昔布作用

SW480细胞, 观察SW480细胞放射敏感性的变

化, 初步探讨抑制PI3K/Akt/COX-2途径对人结

肠癌细胞SW480放射增敏的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌SW480细胞株为华中科技大

学同济医学院附属同济医院肿瘤中心实验室保

存. RPMI 1640细胞培养基为美国Gibco公司产

品; 塞来昔布为安徽合肥森瑞化工有限公司产

品; 兔抗人磷酸化Akt抗体(pAkt Thr308)为美国

Cell Signaling公司产品; 辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔IgG、辣根过氧化物酶标记为美国Pierce
公司产品; β-a c t i n兔抗人单克隆抗体为美国

Santa Cruz公司产品; COX-2(N-20)山羊抗人多

克隆抗体、pBad(S112)兔抗人多克隆抗体为美

国Santa Cruz公司产品. Saturn-43型直线加速器

为美国GE公司产品; PCR仪为美国Biometro T3 
thermocycle产品; GDS8000型成像分析系统为英

国UVP公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人结肠癌SW480细胞接种于含

100 mL/L加热灭活胎牛血清的RPMI 1640完全

培养液中, 置于37 ℃、50 mL/L CO2、相对湿度

90%的细胞培养箱中培养, 细胞呈贴壁生长. 取
对数生长期的细胞, 进行实验. 
1.2.2 药物细胞毒性测定(MTT法): 对数生长期

SW480细胞以接种于96孔板; 加入celecoxib, 浓
度分别为80, 100, 120, 140, 160 μmol/L, 药物作用

24 h; 去培养液, 加MTT(5 g/L)20 μL/孔避光培养4 
h; 去MTT加入DMSO 150 μL/孔作用15 min, 充分

振荡10 min; 酶标仪492 nm波长测定各孔吸光度

值. 按公式计算细胞抑制率(抑制率 = 1-药物实验

组吸光度值/未加药物对照组吸光度值×100%). 
药物效应中效方程式法计算药物半数抑制浓度

(IC50). 药物效应中效方程式fa/fu = (D/Dm)m, 进行

中效作图y = logfa/fu, x = logD, y = ax+b(fa为效应, 
fa = 抑制率, fu为1-fa, D为药物浓度, Dm为中效剂

量, 即0.5效应时的药物浓度, m为斜率). 
1.2.3 细胞照射: 将对数生长期细胞置于0.5 cm的

补偿物上, 将直线加速器机架角度为180度, 以
保证相同厚度的剂量建成区. 应用6 MV X线按

所需剂量输出剂量照射. 
1.2.4 细胞克隆形成法测定药物对SW480细胞的

放射增敏作用: 取celecoxib的20%细胞抑制浓度

(IC20)为药物增敏浓度. 实验分组为: 对照组、单

纯照射组、celecoxib联合照射组. 对数生长期细

胞接种60 mm细胞培养皿, celecoxib联合照射组

加入药物作用24 h, X线0、2、3、4、6、8 Gy
照射细胞, 3 h后更换不含药物培养基继续培养

2 wk, 终止培养, 甲醇固定20 min, Giemsa染色15 
min. 自然干燥后计数细胞克隆(50个细胞/克隆). 
计算集落形成率及细胞存活分数, 集落形成率

(PE) = 空白对照组集落数/空白对照组接种细胞

数×100%; 细胞存活分数(SF) = 某一剂量照射

实验组的集落数/该组细胞接种数×集落形成率

(PE). 放疗加药组得到的细胞存活分数均用单纯

给药组细胞存活分数校正, 以消除药物作用对

SF的影响. 
1.2.5 Western blot方法检测磷酸化Akt、COX-2、
磷酸化Bad蛋白的表达: 按上述分组给药作用

24 h, X线6 Gy照射细胞1 h后, 细胞裂解液(50 

■研发前沿
提高恶性肿瘤的
放射生物学效应
是肿瘤放射增敏
的研究热点, 目前
很多放射增敏药
物提高肿瘤细胞
内在的放射敏感
性主要是通过增
加细胞DNA损伤
及抑制DNA损伤
后再修复实现的.
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mmol/L Tris-Cl, 150 mmol/L NaCl, 0.02%叠氮钠, 
0.1% SDS, 100 mg/L PMSF, 1 mg/L aprotinin, 1% 
NP-40, 0.5%去氧胆酸钠)提取细胞总蛋白, 加热

变性后-20 ℃保存. 取50 μg蛋白进行SDS-PAGE
凝胶电泳, 将凝胶中的蛋白质电转移到硝酸纤

维素膜上, 封闭液(T B S+5%脱脂奶粉+0.5% 
tween-20)封闭1 h, 加入相应浓度的一抗(pAkt 
1∶200, COX-2 1∶200, pBad 1∶200) 4 ℃孵育

过夜, 洗膜后, 加入1∶5 000的辣根过氧化物酶

标记的相应二抗孵育2 h, 采用化学发光法(ECL)
曝光胶片, 冲洗显色检测相应蛋白条带. 英国

UVP公司GPS8000型凝胶成像分析系统扫描分

析蛋白条带. 
1.2.6 细胞凋亡检测: 按上述分组给药作用24 h, 
X线6 Gy照射细胞, 3 h后, 消化收集细胞. 1 000 
r/min离心5 min收集细胞制成细胞悬液, 0.01 
mol/L PBS液冲洗2次, 用-20 ℃ 80%乙醇固定细

胞, 细胞悬液1 000 r/min离心5 min, 去掉乙醇固

定液, PBS液洗涤2次, 调整细胞浓度为5×108/L, 
加入PI染液1 mL(50 mg/L PI, 100 mg/L RNase, 
0.1% TRIton-100), 4 ℃孵育60 min, 200目钢筛过

滤, 流式细胞术检测细胞凋亡.
统计学处理 每组实验均重复3次. 实验数据

以均数表示. 存活曲线用单击多靶模型拟合. 放
射增敏比(SER)定义为单纯放射组的D0除以增

敏组D0. 应用SPSS11.0软件进行统计分析, 均值

用mean±SD表示, 组间进行t检验, 以P <0.05为
具有统计学差异.

2  结果

2.1 celecoxib对SW480细胞的抑制作用 celecoxib
对SW480细胞的抑制作用存在剂量依赖性. 根
据药物效应中效方程式法计算药物IC50, ce le-
coxib的IC50为135.47 μmol/L±26.32 μmol/L. 通
过进行中效作图, celecoxib的IC20约为45 μmol/L. 
取药物的IC20为放射增敏浓度.  
2.2 抑制COX-2提高SW480细胞的放射敏感性 
通过单击多靶模型拟合细胞存活曲线发现, cele-
coxib联合照射组的Dq、D0及SF2均明显低于单

纯照射组(表1, 图1). celecoxib联合照射组SER为

1.487. 抑制COX-2明显提高SW480细胞的放射

敏感性. 
2.3 磷酸化Akt、COX-2、磷酸化Bad蛋白的表

达变化 以β-actin为内参照研究, 进行检测蛋白

质的比较研究. pAkt蛋白: 照射能够提高pAkt
蛋白的表达, celecoxib联合照射组pAkt蛋白表

达低于单纯照射组; COX-2蛋白: 照射能够提高

COX-2蛋白的表达, celecoxib联合照射组COX-2
蛋白表达低于单纯照射组; pBad蛋白: 照射能

够提高pBad蛋白的表达, celecoxib联合照射组

pBad蛋白的表达低于单纯照射组; 灰度分析蛋

白各组间的表达水平存在统计学差异(P <0.05, 
表2, 图2). 
2.4 照射后细胞凋亡的变化 应用celecoxib抑制

■创新盘点
本 研 究 提 示 ,  放
射诱导PI3K/Akt/ 
COX-2途径的活
化是SW480细胞
放射抗拒的重要
原因, celecoxib能
够抑制PI3K/Akt/ 
COX-2途径的活
化, 抑制Bad蛋白
的磷酸化, 从而提
高SW480细胞放
射治疗的效果.

表  1  celecoxib对SW480细胞的放射增敏作用

     
			      Dq	   D0	 SF2

单纯照射组		  2.527      1.622      0.805

celecoxib联合照射组	 0.995      1.091      0.352

图  1  SW480细胞单纯照射组和celecoxib联合照射组的单
击多靶模型拟合存活曲线.
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图  2  pAkt、COX-2、pBad蛋白的表达变化. 1: 对照组; 2: 

单纯照射组; 3: celecoxib联合照射组.
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PI3K/Akt/COX-2通路后, 能够明显提高辐射对

联合照射组SW480细胞的杀伤作用, 通过流式

细胞技术检测发现细胞凋亡率明显高于单独照

射组, SW480细胞celecoxib联合照射组和单纯

照射组细胞凋亡率分别为15.02±2.16和6.25±
1.22, 凋亡率差异具有统计学意义(P <0.05, 图3).

3  讨论

细胞在一系列内外因素的作用下 ,  通过启动

PI3K/Akt信号转导通路, 诱导细胞的增殖、分

化, 避免细胞发生凋亡. 生长因子(EGF、IGF
等)、原癌基因激活、抑癌基因的失活、化放疗

及DNA损伤均能活化PI3K/Akt信号转导通路[5,6]. 
COX-2基因定位于1号染色体1q25.2-25.3, 由10
个外显子和9个内含子构成. COX-2与其同工酶

COX-1在氨基酸序列上有61%相同, 但表达形式

和功能不同. COX-1为结构型表达, 其酶促产物

参与维持正常生理功能, 如胃肠道黏膜的保护; 
COX-2为诱导型表达, 正常情况下只存在于部分

肾、脑组织及妊娠后期胎盘中, 当受到炎性介

质、促癌因素刺激时, 表达增加[7,8]. COX-2及其

产物PGs可进入核内, 调节靶基因的转录. 多种

恶性肿瘤中均存在COX-2过表达的情况. COX-2
过表达可以促进新生血管生成、促进肿瘤细胞

增殖、抑制细胞凋亡. 塞来昔布是一种COX-2的
抑制剂, 研究表明抑制肿瘤细胞内的COX-2能
够提高放射治疗的效果, 其可能机制如下: (1)降
低细胞内前列腺素E2水平, 减少其对细胞的放

射保护作用[9,10]; (2)塞来昔布能够抑制细胞增殖, 
促进凋亡[11-14]; (3)抑制细胞DNA损伤后的再修 
复[15,16]. 但是, PI3K/Akt信号转导途径与COX-2
肿瘤细胞放射治疗中的作用及其调节机制尚不

甚清晰, 值得深入研究. 
我们设计通过抑制COX-2来研究PI3K/Akt/

COX-2在SW480细胞放射治疗中的作用. 我们发

现抑制COX-2通路能够明显提高SW480细胞的

放射敏感性. 通过细胞集落形成试验, 单靶多击

模型拟合细胞存活曲线发现, celecoxib联合照射

组SER是单纯照射组的1.487倍; celecoxib联合照

射组的D0值明显低于单纯照射组. 这说明, 抑制

COX-2能够明显提高SW480细胞的放射敏感性. 
同时, celecoxib联合照射组的Dq值明显低于单

纯照射组, 表明抑制COX-2能够抑制SW480细胞

的亚致死性损伤的再修复过程, 这可能是提高

SW480细胞放射敏感性的重要原因. 
我们在celecoxib联合照射组的研究中发现, 

celecoxib联合照射组pAkt蛋白的表达明显低于

单纯照射组. 这说明celecoxib能够抑制照射引起

的Akt蛋白磷酸化, 提示我们COX-2可能是Akt发
生磷酸化的重要原因. 有学者研究认为: COX-2
是一个早反应基因, 能够被多种生长因子和细

胞因子活化, 促进细胞增殖生长, celecoxib抑制

COX-2的产生, 抑制Akt发生磷酸化, 从而导致细

胞凋亡[17]. Lin等[18]在对高表达COX-2的人肺腺

癌细胞CL-10研究中发现, COX-2高表达能够使

细胞对长春花碱和紫外线导致的凋亡产生抵抗, 

表  2  pAkt、COX-2、pBad蛋白的表达变化灰度值

     
			              pAkt		  COX-2		           pBad

对照组			   0.4824±0.0071	          0.3625±0.0064	 0.2569±0.0069

单纯照射组		  0.8199±0.0163	          0.8165±0.0201	 0.3176±0.0041

celecoxib联合照射组	 0.3526±0.0127	          0.3248±0.0098	 0.1342±0.0061

■应用要点
COX-2过表达可
以促进新生血管
生成, 促进肿瘤细
胞增殖, 抑制细胞
凋亡. 本实验通过
应用COX-2抑制
剂塞来昔布作用
SW480细胞, 提高
SW480细胞放射
敏感性. 进一步可
应用临床提高放
射治疗的效果.

图  3  SW480细胞单纯照射组
和celecoxib联合照射组细胞凋
亡图. A: 单纯照射组M1: 6.76; 

B: celecoxib联合照射组M1: 

14.67. M1: 凋亡率; M2: G1期;  

M3: S期; M4: G2/M期.
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其原因是通过COX-2诱导Akt磷酸化实现的, 抑
制COX-2则可以明显增加长春花碱和紫外线导

致的细胞凋亡. 也有研究认为, COX-2的产物前

列腺素E2是导致PI3K/Akt信号转导通路活化的

重要原因, celecoxib通过抑制COX-2而使前列腺

素E2减少, 导致Akt磷酸化减少[19]. 我们的结果

支持celecoxib抑制Akt磷酸化. 
PI3K依赖性的Akt激活可以使Bad的Ser136/

Ser112残基磷酸化, 磷酸化的Bad与Bcl-2或Bcl-
xL解聚, Bad再与抗凋亡结合蛋白14-3-3相结合, 
而游离的Bcl-2发挥抗凋亡作用[20]. 我们发现, 
celecoxib联合照射组的细胞凋亡率明显高于单

纯对照组, celecoxib联合照射组磷酸化pBad的表

达水平低于单纯对照组, 提示celecoxib能够通过

提高抑制Bad磷酸化促进细胞凋亡. 
我们的研究提示 ,  放射诱导P I3K/A k t / 

COX-2途径的活化是SW480细胞放射抗拒的

重要原因, celecoxib能够抑制PI3K/Akt/COX-2
途径的活化, 抑制Bad蛋白的磷酸化, 从而提高

SW480细胞放射治疗的效果.
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