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Abstract
AIM: To detect the expression of cyclooxygenase-2 
(COX-2) and peroxisome proliferator-activated 
receptor γ (PPARγ) in human esophageal 
carcinoma, to investigate the inhibitory effects 
of nimesulide on tumor growth in esophageal 
carcinoma xenografts in nude mice, and to 

explore potential mechanisms involved.

METHODS: The expression of PPARγ and 
COX-2 in 18 normal esophageal epithelial speci-
mens and 59 esophageal squamous cell carcino-
ma (ESCC) specimens were examined by immu-
nohistochemistry. A nude mouse model bearing 
Eca-109 cell xenografts was established. The 
mice were divided randomly into control group 
and nimesulide group [treated with nimesulide 
at a dose of 20 mg/(kg•d) for 4 wk]. The tumor 
volume and reduced rate of tumor growth were 
calculated according to the length and width of 
xenograft tumors. Cell apoptosis was detected 
by flow cytometry. The expression of COX-2 
and PPARγ mRNAs and proteins was detected 
by RT-PCR and immunohistochemistry, respec-
tively.

RESULTS: The immunohistochemical score of 
PPARγ was significantly lower in ESCC than in 
normal esophageal epithelium (2.88 ± 2.23 vs 
6.29 ± 2.17, P < 0.05), while that of COX-2 was 
significantly higher in ESCC than in normal 
esophageal epithelium (2.12 ± 1.77 vs 0.82 ± 0.46, 
P < 0.05). The immunohistochemical score of 
PPARγ decreased as tumor pathological grade 
increased. The immunohistochemical score of 
PPARγ was closely related to tumor differen-
tiation degree (P < 0.05). The expression level 
of COX-2 was significantly higher in well and 
moderately differentiated ESCC than in poorly 
differentiated ESCC (P < 0.05). Nimesulide sig-
nificantly inhibited tumor growth in esophageal 
carcinoma xenografts when compared with the 
control group (tumor volume: 807.68 mm3 ± 
217.76 mm3 vs 2116.77 mm3 ± 362.47 mm3; tumor 
weight: 0.81 g ± 0.21 g vs 1.45 g ± 0.39 g; both P 
< 0.05), and the reduced rate of tumor growth 
was 44.14% ± 6.3%. Nimesulide treatment in-
creased the apoptosis rate from 15.86% ± 2.57% 
to 32.21% ± 5.98%. COX-2 expression was down-
regulated, and PPARγ expression up-regulated 
in the nimesulide group when compared with 
the control group. A negative correlation was 
noted between the expression of COX-2 and 

®

■背景资料
COX-2与肿瘤的
发生、发展密切
相关 ,  COX-2抑
制剂可通过多种
途径抑制肿瘤细
胞生长并诱导凋
亡 ,  但 其 机 制 并
不局限于COX-2. 
PPARγ也与肿瘤
的发生有关, 二者
间是否有关, 进一
步探讨COX-2抑
制剂的抗食管癌
作用机制具有重
要意义.

■同行评议者
王娅兰, 教授, 重
庆医科大学基础
医学院病理教研
室
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PPARγ.

CONCLUSION: Down-regulation of PPARγ 
expression and up-regulation of COX-2 expres-
sion are related to the carcinogenesis of ESCC. 
Nimesulide inhibits tumor growth and induces 
apoptosis in esophageal carcinoma xenografts 
possibly by down-regulating COX-2 expression 
and up-regulating PPARγ expression.

Key Words: Nimesulide; Esophageal carcinoma; 
Nude mouse; Apoptosis; Peroxisome proliferator-
activated receptor γ; Cyclooxygenase-2
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摘要
目的: 探讨选择性环氧合酶-2(COX-2)抑制剂
尼美舒利对食管癌Eca-109裸鼠移植瘤的生长
抑制作用及对COX-2、过氧化物酶体增殖因
子活化受体γ(PPARγ)表达的影响, 分析其可能
机制. 

方法: 采用免疫组织化学方法, 检测18例食
管正常鳞状上皮及59例食管鳞状细胞癌中
PPARγ及COX-2的表达, 分析其在食管癌发
生中的意义; 建立食管癌裸鼠移植瘤模型, 给
予尼美舒利4 wk, 剥离瘤结节, 计算瘤体体积
和肿瘤生长抑制率; FCM法检测细胞凋亡率; 
RT-PCR和免疫组织化学方法检测COX-2和
PPARγ mRNA和蛋白的表达变化. 

结果: PPARγ在食管鳞状细胞癌和正常鳞状上
皮的免疫组织化学染色平均积分分别为2.88
±2.23和6.29±2.17, 鳞状细胞癌的PPARγ蛋
白表达显著低于正常鳞状上皮(P <0.05); 食
管鳞状细胞癌的C O X-2平均积分为2.12±
1.77, 显著高于正常鳞状上皮的0.82±0.46, 
差异有显著性(P <0.05); 食管鳞状细胞癌的
P PA R γ及C O X-2蛋白表达与肿瘤分化程度
有关, PPARγ的表达随肿瘤分化程度降低而
逐渐降低(P <0.05), 高、中分化鳞状细胞癌
的C O X-2表达显著高于低分化鳞状细胞癌
(P <0.05). 尼美舒利对裸鼠移植瘤的生长有
明显的抑制作用, 给药4 wk后, 尼美舒利组
的移植瘤体积及瘤质量分别为807.68 mm3±

217.76 mm3及0.81 g±0.21 g, 显著低于对照组
(2 116.77 mm3±362.47 mm3, 1.45 g±0.39 g, 
P <0.05), 肿瘤抑制率为44.14%±6.3%; 尼美
舒利组的肿瘤细胞的凋亡率32.21%±5.98%, 

显著高于对照组(15.86%±2.57%); 尼美舒利
组的COX-2 mRNA及蛋白的表达显著降低, 
而PPARγ mRNA及蛋白的表达则显著增高
(P <0.05); COX-2与PPARγ的表达呈显著负相
关(P <0.05).

结论: PPARγ表达降低、COX-2表达上调与食
管癌的发生有关; COX-2抑制剂尼美舒利能抑
制食管癌裸鼠移植瘤的生长并诱导凋亡, 其
机制部分与抑制COX-2表达及上调PPARγ表
达有关.

关键词: 尼美舒利; 食管癌; 裸鼠; 凋亡; 过氧化物酶

体增殖因子活化受体γ; 环氧合酶-2
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0  引言

目前研究证实选择性环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, 
COX-2)与肿瘤的发生、发展过程密切相关, 已
成为肿瘤诊断及治疗的一个重要的作用靶 
点[1-5]. 近年来, 过氧化物酶体增殖因子活化受

体γ(peroxisome proliferator-activated receptors γ, 
PPARγ)在肿瘤发生、发展中的作用已受到广泛

关注, 研究表明许多恶性肿瘤存在PPARγ的异

常表达[6-10], PPARγ是否与食管癌的发生有关? 
PPARγ与COX-2间是否有相关性? 为此, 我们检

测了食管癌组织及食管正常鳞状上皮中PPARγ
及COX-2蛋白的表达, 并进一步以体内构建食管

癌裸鼠移植瘤模型为研究对象, 观察尼美舒利

的抗肿瘤作用, 采用多种实验技术检测PPARγ及
COX-2 mRNA及蛋白的表达变化, 为尼美舒利

应用于食管癌的治疗提供试验性理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集河北医科大学第四医院2004-09/ 
2004-12食管癌手术切除并经病理诊断证实的

浸润型食管鳞癌标本59例, 每例标本分别取癌

组织及正常食管组织. 其中男37例, 女22例, 年
龄42-72(中位年龄为59)岁; 高分化鳞状细胞癌

19例, 中分化鳞状细胞癌25例, 低分化鳞状细

胞癌15例; 正常食管组织18例. 所有患者术前

均未接受化疗、放疗及其他抗癌治疗. 人食管

癌E c a109细胞中国人民解放军第四军医大学

实验动物中心提供; 健康BALB/C/nu/nu裸小鼠, 
4 wk, ♂, 体质量16-18 g, 购自中国医学科学院

■研发前沿
近年来, COX-2、
PPARγ与肿瘤的
关系日益受到人
们的重视, COX-2
抑制剂的抗食管
癌机制研究多侧
重于细胞培养, 其
体内抗肿瘤效果
及机制尚不清楚.
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实验动物研究所繁殖场(京动许字017), 动物饲

养于本校实验动物中心, 实验动物使用许可证

号: SYXK(冀)2003-0026, 清洁级动物室内(SPF
级), 该研究经学校实验动物管理部门批准. 尼
美舒利为美国Caymen公司产品, 用0.5%羧甲

基纤维素钠溶解; 鼠抗人COX-2抗体、鼠抗人

PPARγ单克隆抗体均为美国Santa Cruz公司产品, 
TRIzol为美国Sigma公司产品, 反转录酶AMV及

Taq DNA聚合酶为美国Promega公司产品, RPMI 
1640、胰蛋白酶为Gibco公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 人食管癌裸鼠移植瘤实验: 常规培养并收

集食管癌Eca109细胞, 分别将2×106个细胞接种

于12只裸鼠的左前和右后腋皮下, 随机分为对

照组(0.5%羧甲基纤维素钠)和尼美舒利用药组

20 mg/(kg•d), 每组6只. 尼美舒利用药组于接种

后第2天灌胃给药, 对照组只给予同剂量的羧甲

基纤维素钠溶液, 连续给药4 wk. 从出现瘤结节

开始定期用游标卡尺测量肿瘤的最长径(a)和最

短径(b), 计算其体积(V  = ab2/2), 每周2次, 绘制

肿瘤生长曲线. 4 wk后处死裸鼠, 剥离皮下肿瘤, 
称瘤质量, 计算抑瘤率. 抑瘤率 = (对照组瘤质

量-实验组瘤质量)/对照组瘤质量×100%. 取出

瘤体后, 一份液氮冻存, 以备提取RNA, 进行RT-
PCR, 另一份10%中性甲醛固定后, 经常规病理

切片, 以备HE及免疫组织化学染色. 
1.2.2 流式细胞术检测肿瘤细胞凋亡率: 用网搓

法将肿瘤制备成单细胞悬液, 加入10%鸡红细胞

作为内参标准, 与样品同步染色, 加入碘化丙啶

一步插入DNA荧光染色, 在4 ℃冰箱避光染色

30 min, 以500目铜网过滤, 使样品成为合格的单

细胞悬液, 采用美国Beckman Coulter公司生产

的Epics-XLⅡ型流式细胞仪进行DNA检测, 以
二倍体峰(G0/1)前出现亚G1峰表示凋亡细胞峰位, 
根据亚G1峰的分布组方图计算细胞凋亡率. 
1.2.3 RT-PCR检测移植瘤组织中PPARγ、COX-2 
mRNA的表达: TRIzol试剂盒说明一步法提取肿

瘤组织总RNA, 紫外分光光度仪测定RNA纯度

并定量. 用M-MLV逆转录酶反转录合成cDNA
后进行PCR扩增, PPARγ(250 bp)引物上游序

列: 5'-GAGCCCAAGTTTGAGTTTGCT-3', 下
游序列: 5'-CCGTGACAATCTGTCTGAGGT-3'. 
COX-2(255 bp)引物上游序列: 5'-AGAATGCAT
TGGAAACATCGACAG-3', 下游序列: 5'-CCTG
TTGCGGAGAAAGGAGTC-3'. GAPDH(414 bp)
引物上游序列: 5'-CAACAGCCTCAAGATCAT

CAGC-3', 下游序列: 5'-TTCTAGACGGCAGC
TCAGGTC-3'. 反应条件为: 95 ℃预变性5 min
后, 95 ℃变性1 min, 55 ℃退火50 s, 72 ℃延伸50 
s, 共35个循环, 最后72 ℃延伸10 min. 5 μL PCR
产物在1.5%琼脂糖凝胶中电泳, 溴化乙锭显色, 
目的条带用凝胶成像分析系统做吸光度测定, 
PPARγ、COX-2与GAPDH吸光度的比值作为目

的基因mRNA的相对含量. 
1.2.4 免疫组织化学检测PPARγ和COX-2蛋白

的表达: 厚4 μm石蜡切片, 常规脱蜡水化, 应用

免疫组织化学SP(streptavidin-peroxidase)法, 即
链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶连结法, 鼠抗

人PPARγ、COX-2单克隆抗体(1∶150稀释), 以
PBS代替一抗作为阴性对照, DAB显色, 光镜观

察阳性信号. 
1.2.5 结果判定: 以细胞质内出现棕黄色细颗

粒为阳性细胞. COX-2及PPARγ的免疫组织化

学染色表达情况采用半定量法推算, 分别按以

下比例计分: 细胞染色阳性率在0%-4%计0分, 
5%-24%计1分, 25%-49%计2分, 50%-74%计3分, 
75%-100%计4分; 染色强度用0(阴性)、1(弱阳

性)和2(强阳性)来表示. 各指标的表达水平用细

胞染色阳性率与染色强度评分的乘积来表示, 具
体结果统计按 Krajewska等[11]推荐的方法进行.

统计学处理 所有数据用mean±SD表示, 应
用SPSS16.0统计软件进行统计, 采用t检验和方

差分析, 双变量的相关分析采用Pearson相关分

析, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 PPARγ及COX-2在食管鳞癌组织中的表达 
PPARγ及COX-2的阳性反应物质均呈棕黄色, 位
于细胞质中(图1, 2). 食管鳞状细胞癌的PPARγ

表达(2.88±2.23), 显著低于正常鳞状上皮(6.29
±2.17, P <0.05), 在食管鳞状细胞癌中, PPARγ

蛋白的免疫组织化学平均积分随肿瘤分化程度

降低而降低, 不同分化程度食管鳞状细胞癌的

PPARγ表达有显著性差异(P <0.05). 相反, 食管鳞

状细胞癌的COX-2平均积分(2.12±1.77)则显著

高于食管正常鳞状上皮(0.82±0.46, P <0.05), 高
分化与中分化鳞状细胞癌的COX-2表达显著高

于低分化鳞状细胞癌(P <0.05, 表1).
2.2 尼美舒利对食管癌裸鼠移植瘤的生长抑制

作用 裸鼠皮下接种食管癌Eca-109细胞后, 5 d
后可见肿瘤形成, 成瘤率达100%. 随时间延长, 
对照组的移植瘤持续增长, 体积明显增大, 而尼

■相关报道
有 研 究 显 示 , 抑
制COX-2、激活
PPARγ表达可抑
制肿瘤细胞生长, 
COX-2与PPARγ
二者间的表达具
有相关性, COX-2
抑制剂可通过抑
制COX-2表达并
上调PPARγ而抑
制肿瘤细胞生长, 
也有研究有不同
结果. 
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美舒利组肿瘤生长缓慢, 除第6天外, 尼美舒利

处理组的裸鼠移植瘤体积均显著低于对照组 
(P <0.05). 用药4 wk后, 尼美舒利处理组的裸鼠

移植瘤瘤体的平均瘤质量为0.81 g±0.21 g, 显著

低于对照组的1.45 g±0.39 g(P <0.05), 抑制率为

44.14%±6.3%(图3, 4).
2.3 尼美舒利对食管癌移植瘤细胞凋亡率的影响 
FCM结果显示, 尼美舒利组的细胞凋亡率显著

高于对照组(32.21%±5.98% vs  15.86%±2.57%, 
P <0.05), 表明尼美舒利可增加移植瘤肿瘤细胞

的凋亡率. 
2.4 尼美舒利对移植瘤组织COX-2 mRNA及蛋

白表达的影响 RT-PCR显示, COX-2 mRNA在

对照组瘤组织内表达较高, 相对表达量为0.95
±0.12, 在尼美舒利处理组相对表达量为0.60±
0.07, 显著低于对照组(P <0.05, 图5). 免疫组织化

学染色显示, 对照组瘤组织COX-2平均积分为

4.83±0.82, 而在尼美舒利处理组瘤组织COX-2
染色变浅, COX-2平均积分为2.83±0.75, 显著低

于对照组(P <0.05, 图6).
2.5 尼美舒利对移植瘤组织PPARγ mRNA及蛋白

表达的影响 RT-PCR结果显示, PPARγ mRNA在

对照组瘤组织的相对表达量0.49±0.10, 尼美舒

利组的相对表达量为0.93±0.11, 尼美舒利处理

后, PPARγ mRNA的表达明显增高(P <0.05, 图7). 
同样, 免疫组织化学结果显示PPARγ蛋白在对照

组表达较弱, 平均积分为1.83±0.75, 尼美舒利

处理后, PPARγ表达明显增高, 平均积分为4.50
±0.55, 显著高于对照组(P <0.05, 图8).
2.6 COX-2及PPARγ表达的相关性分析 经Pear-

■创新盘点
本研究首先分析
COX-2及PPARγ
在食管癌发生过
程中的表达变化, 
进而建立食管癌
裸鼠移植瘤模型, 
灌胃给予尼美舒
利, 观察尼美舒利
的体内抗肿瘤作
用并探讨其机制, 
为选择性COX-2
抑制剂的临床抗
肿瘤治疗提供实
验参考. 

表  1  PPARγ、COX-2在食管正常鳞状上皮和鳞状细胞癌
组织中的表达 (mean±SD)

     
分组		    n

           免疫组织化学平均积分

  			   PPARγ	       COX-2

正常鳞状上皮	 18       6.29±2.17       0.82±0.46

鳞状细胞癌	 59       2.88±2.23a      2.12±1.77a     

高分化		  19       4.69±1.99ce     2.28±0.37e

中分化		  25       2.69±1.74e      2.26±0.46e

低分化		  15       0.92±0.99c      1.76±0.48

aP<0.05 vs  食管正常鳞状上皮; cP<0.05 vs  中分化鳞状细胞癌; 
eP<0.05 vs  低分化鳞状细胞癌.

图  2  COX-2在食管正常鳞状上皮和鳞状细胞癌组织中的
表达. A: 正常鳞状上皮(IHC×100); B: 鳞状细胞癌(IHC×

200).

A

B

图  1  PPARγ在食管鳞状细胞癌组织中的表达(IHC×200). A: 

高分化鳞状细胞癌; B: 中分化鳞状细胞癌; C: 低分化鳞状细

胞癌.

A

B

C
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son相关性分析显示, 从食管正常鳞状上皮到鳞

状细胞癌, COX-2表达增高, 而PPARγ表达则显

著降低, 两间呈显著负相关(P <0.05). 同样, 体内

实验结果显示, COX-2抑制剂尼美舒利可显著

抑制COX-2 mRNA及蛋白表达, 同时上调PPARγ 

mRNA及蛋白表达, 二者呈显著负相关(P <0.05).

3  讨论

越来越多的研究结果表明, COX-2表达上调是

肿瘤发生的重要生物分子基础, 在多种恶性肿

瘤如结肠癌、胃癌、肺癌、前列腺癌等组织中

表达上调. 流行病学调查发现, 口服非甾体类抗

炎药和COX-2抑制剂可降低结直肠癌、乳腺癌

等的发病风险[12-14], 抑制COX-2可抑制肿瘤细胞

生长[15,16], 我们前期的研究结果表明, COX-2选
择性剂尼美舒利能够诱导食管癌Eca-109细胞凋

亡, 从而抑制其生长[17,18]. 但对于这个肿瘤靶向

分子在肿瘤中的表达与信号传导通路的关系目

前尚不明确. 
PPARγ是一类配体激活的转录因子, 属于

核激素受体超家族的一员, 与配体结合后导致

PPAR靶基因的mRNA水平改变从而调节其功

能, PPARγ可被许多不同结构的化合物包括长

链脂肪酸、贝特类降血脂药、抗糖尿病药物等

活化, 尽管化学结构不同, 但都有一特定的结构

即亲脂的骨架和酸性碳水化合物部分. 一些非

甾体类抗炎药具有这些结构特点因此能活化

PPARs[19]. 研究显示, PPARγ与肿瘤关系密切, 但
其在肿瘤发生、发展中的生物学作用研究结

■应用要点
本文研究结果显
示 ,  COX-2表达
上调及PPARγ表
达下调与食管鳞
癌 的 发 生 有 关 , 
COX-2抑制剂尼
美舒利可通过抑
制COX-2表达并
上调PPARγ表达
而发挥其抗肿瘤
作用 ,  COX-2与
PPARγ表达呈负
相关.

图  3  人食管癌裸鼠移植瘤. 上排为对照组; 下排为尼美舒

利组.
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图  4  人食管癌裸鼠移植瘤生长曲线.
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图  5  人食管
癌裸鼠移植瘤
组织中COX-2 
mRNA的表达. 
1: 对照组; 2: 

尼美舒利组.
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图  6  人食管癌裸鼠移植瘤组织中COX-2蛋白的表达(IHC 
×400). A: 对照组; B: 尼美舒利组.
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图  7  人食管
癌裸鼠移植瘤
组织中PPARγ 
mRNA的表达. 
1: 对照组; 2: 

尼美舒利组.



www.wjgnet.com

刘俊茹, 等. 尼美舒利调控PPARγ信号通路抑制食管癌裸鼠移植瘤生长的分子机制				              2107

果不一, 有细胞培养及动物实验研究结果显示, 
PPARγ被配体激活不仅可抑制肿瘤细胞的增殖, 
而且可导致肿瘤细胞的凋亡[20-23], 但也有结果表

明, PPARγ有促进肿瘤生长作用[24,25]. 
COX-2与PPARγ都与肿瘤密切相关, 二者

间是否有关, Badawi等[26]研究结果表明COX-2
抑制剂和PPARγ配体在鼠乳腺癌形成过程中可

下调COX-2表达、上调PPARγ表达. 而且, 激活

PPARγ后可诱导人结肠癌HT-29细胞凋亡并下调

COX-2蛋白表达[27], 余力伟等[28]研究表明COX-2
抑制剂可能通过非COX-2途径调控PPARs信号

转导通路而抑制结肠癌细胞增殖, 提示COX-2与
PPARγ可能具有一定关系. PPARγ是否参与食管

癌的发生、发展? 他们的相关性如何? 本研究结

果显示食管癌组织中COX-2表达明显高于正常

食管上皮, 而PPARγ表达则显著低于食管正常鳞

状上皮, 双变量相关分析显示二者呈显著负相

关. 但在食管癌组织中, 肿瘤分化越差, 二者表

达越低, 表明COX-2与PPARγ表达可能有关. 
为阐明PPARγ是否参与尼美舒利的抗肿瘤

作用机制, 我们进行了体内水平实验, 结果表

明COX-2抑制剂尼美舒利可抑制食管癌裸鼠移

植瘤生长并诱导肿瘤细胞凋亡, 尼美舒利作用

后, 肿瘤组织中COX-2 mRNA及蛋白表达降低, 
同时PPARγ mRNA及蛋白表达升高, COX-2与
PPARγ表达之间呈显著负相关, 尼美舒利可上

调PPARγ表达, 与Nikitakis等[29]和Sun等[30]的研

究结果一致. 关于尼美舒利上调PPARγ表达的

机制, 我们推测尼美舒利可能通过抑制COX-2
活性, 降低PGE2水平使花生四烯酸蓄积, 从而

使PPARγ的天然配体15d-PGJ2水平增高而活化

PPARγ. 
总之, 在食管癌发生过程中, COX-2表达上

调, 而PPARγ表达下调, COX-2抑制可通过抑制

抑制裸鼠移植瘤生长从而发挥抗肿瘤作用, 其
机制与抑制COX-2表达, 激活PPARγ从而诱导肿

瘤细胞凋亡有关, COX-2抑制剂可能具有PPARγ

配体的作用, 为COX-2抑制剂的抗肿瘤作用提供

了新的理论依据.
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