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Abstract
AIM: To investigate the effect of celecoxib on cell 
proliferation, apoptosis and KAI1/CD82 expres-
sion in human hepatocellular carcinoma cell line 
HepG2.

METHODS: After HepG2 cells were treated with 
different concentrations of celecoxib (12.5, 25.0, 
50.0, 100.0, 200.0 μmol/L), cell proliferation was 
measured by CCK-8 assay, cell apoptosis was 
detected by flow cytometry, and the expression 
of KAI1/CD82 protein was detected by Western 
blot.

RESULTS: Treatment with celecoxib signifi-
cantly inhibited the proliferation of HepG2 cells 

(P < 0.05) in a dose- and time-dependent man-
ner, and the reduced rate of growth of HepG2 
cells treated with 200.0 μmol/L celecoxib for 72 
h was 69.23%. Treatment with celecoxib induced 
apoptosis of HepG2 cells in a dose-dependent 
manner. The apoptosis rates of cells treated 
with 12.5, 50.0, or 200.0 μmol/L celecoxib for 48 
h were significantly higher than that of control 
cells (18.79% ± 2.37%, 46.94% ± 0.78%, 69.48% 
± 0.63% vs 16.72% ± 1.54%, all P < 0.05). Treat-
ment with celecoxib significantly up-regulated 
the expression of KAI1/CD82 protein in a dose-
dependent manner (48 h: 0.394 ± 0.007, 0.886 ± 
0.057, 1.099 ± 0.079 vs 0.321 ± 0.020, all P < 0.05).

CONCLUSION: Celecoxib inhibits cell prolifera-
tion and induces apoptosis possibly by up-regu-
lating KAI1/CD82 protein expression in human 
hepatocellular carcinoma cell line HepG2.
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摘要
目的: 探讨塞来昔布对人肝癌HepG2细胞增
殖、凋亡以及KAI1/CD82蛋白表达的影响.

方法: 用不同浓度的塞来昔布(12.5、25.0、
50.0、100.0、200.0  μ m o l/L)干预人肝癌
HepG2细胞24、48、72 h后. 采用CCK-8法测
定HepG2细胞体外增殖活性; 利用流式细胞术
检测细胞凋亡率; 应用Western blot检测KAI1/
CD82蛋白表达变化.

结果: CCK-8法证实塞来昔布可呈时间与剂
量依赖性抑制肝癌H e p G2细胞增殖, 200.0 
μ m o l/L塞来昔布作用72  h后 ,  抑制率达到
最大(69.23%). 流式细胞术检测发现12.5、
50.0、200.0 μmol/L塞来昔布干预肝癌HepG2
细胞48 h后, 塞来昔布可呈剂量依赖性诱导

®

■背景资料
原发性肝癌具有
起 病 隐 匿 、 发
病 率 高 ,  侵 袭 性
强、预后差等特
点 ,  手 术 治 疗 是
目前最佳治疗手
段 ,  但 患 者 5 年
总生存率仍低于
5% .  传统的全身
化疗药物不良反
应 较 大 ,  临 床 疗
效 欠 佳 ,  因 此 寻
找对肝癌有效的
治疗方法对于降
低肝癌的发病率
和死亡率具有十
分 重 要 的 意 义 , 
塞来昔布是一种
新型非甾体类消
炎 药 ,  其 抗 肿 瘤
作 用 备 受 关 注 , 
但其具体作用机
制国内外研究尚
不够全面.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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肝癌HepG2细胞凋亡, 凋亡率均高于对照组
(18.79%±2.37%, 46.94%±0.78%, 69.48%±

0.63% vs  16.72%±1.54%, 均P <0.05). Western 
blot结果显示塞来昔布可呈剂量依赖性增加
KAI1/CD82表达, 较对照组明显升高, 差异有
统计学差异(48 h: 0.394±0.007, 0.886±0.057, 
1.099±0.079 vs  0.321±0.020, 均P <0.05).

结论: 塞来昔布可通过上调KAI1/CD82蛋白的
表达, 诱导肝癌HepG2细胞凋亡, 抑制肿瘤细
胞增殖.

关键词: 肝癌HepG2细胞; 塞来昔布; KAI1/CD82; 

细胞增殖; 细胞凋亡
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0  引言

环氧合酶(cyclooxygenase, Cox)又称前列腺素

内过氧化物合成酶(prostaglandin H synthase, 
PGHS), 参与了恶性肿瘤发生、发展、侵袭、

转移的全过程[1,2], 其中COX-2是一种诱导酶, 在
胃癌、肝癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤中均有表

达[3], 塞来昔布作为高选择性COX-2抑制剂的

一种, 与传统非甾体类消炎药(nonsteroidal anti-
inflammatory drugs, NSAIDs)相比具有高效低

毒特点. NSAIDs抗肿瘤增殖和诱导肿瘤细胞凋

亡作用已经为国内外研究所证实[4], 已成为结肠

癌、肝癌、肺癌等多种恶性肿瘤药物治疗的新

选择. 已有研究证实塞来昔布能够抑制肿瘤细

胞增殖、诱导其凋亡、抑制肿瘤细胞新生血管

形成及肿瘤细胞的迁移和黏附等[5,6], 但其具体

机制仍不能明确. KAI1/CD82是近几年国内外研

究比较热的一种特异性肿瘤抑制基因, 最初在

研究前列腺癌时发现[7], 研究证实其能够通参与

细胞内信号通路等抑制肿瘤侵袭转移[8]. 而早在

1998年Guo等[9]就已经证实, KAI1/CD82基因的

表达与肝癌细胞的浸润、转移呈负相关. 因此

我们以塞来昔布作用于肝癌HepG2细胞, 观察其

对肝癌细胞的增殖抑制、诱导凋亡等作用, 并
观察KAI1/CD82蛋白的表达变化情况, 为塞来昔

布的体内研究提供更多的实验和理论依据, 亦
为肝癌的治疗提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞株由徐州医学院肿

瘤科实验室保存; 塞来昔布购于美国S igma公
司; CCK-8为日本同仁化学研究所产品; 兔抗人

KAI1/CD82单克隆抗体为北京博奥森公司产品; 
Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒为Biovision
公司产品; RPMI 1640为美国Gibco公司产品; 胰
酶、DMSO为美国Sigma公司产品; 小牛血清购

于杭州四季青公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 细胞常规培养于含有100 mL/L
小牛血清、青霉素-链霉素溶液(100×)的RPMI 
1640的培养液中, 在37 ℃, 50 mL/L CO2条件下培

养, 2-3 d更换细胞培养液, 待细胞铺满瓶底时, 以
2.5 g/L胰酶消化、传代. 取对数生长期细胞进行

实验.
1.2.2 分组: 塞来昔布溶解于DMSO, 用RPM I 
1640培养液稀释到12.5、25.0、50.0、100.0、
200.0 μmol/L, 并确保DMSO浓度最终<0.1%, 并
设阴性对照组(0 μmol/L).
1.2.3 CCK-8法检测肝癌细胞增殖抑制率: 取对

数生长期HepG2细胞以1×108个/L接种于96孔
培养板, 每孔100 μL, 置37 ℃、50 mL/L CO2及

饱和湿度条件下待24 h细胞贴壁生长后, 弃上

清, 按照1.2.2实验分组设计分组, 加入含有不同

浓度塞来昔布的培养液, 每组设6个复孔, 重复2
板, 分别培养至24、48、72 h弃上清, 每孔加入

CCK-8溶液10 μL, 继续培养4 h, 取出培养板, 酶
标仪测定450 nm处的吸光度, 计算抑制率: 抑制

率 = (1-给药组A值/阳性对照组A值)×100%.
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡率: 取对数生长

期HepG2细胞以每孔2×108个/L的细胞密度接

种于6孔板, 分设阴性对照组(0 μmol/L), 塞来昔

布组(12.5、50.0、200.0 μmol/L), 干预48 h后收

集细胞, 用2.5 g/L胰酶+0.02% EDTA消化离心细

胞, 1 000 r/min, 4 ℃离心5 min, 弃上清, PBS洗
涤2次后, 将细胞重悬于500 μL Binding Buffer中, 
加入10 μL Annexin V-FITC和5 μL PI, 轻轻混匀, 
室温避光5 min, 流式细胞仪检测肝癌HepG2细
胞凋亡率.
1.2.5 Western blot检测KAI1/CD82蛋白表达: 
收集对数生长期肝癌HepG2细胞以每孔2×108

个/L的细胞密度接种于6孔板, 分设阴性对照

组(0 μmol/L), 塞来昔布组(12.5、50.0、200.0 
μmol/L), 分别加药干预48 h后, 置于冰上提取

蛋白, 采用Forlin法测蛋白浓度后, 上样于SDS-
PAGE电泳分离后转移至硝酸纤维素滤膜, 经抗

原抗体反应、显色后于ODSEEY上机扫描, Im-

■研发前沿
塞来昔布抗肿瘤
的作用机制是国
内外研究热点, 且
以体外实验居多, 
因此体内实验抗
肿瘤效果、临床
合适应用剂量及
其不良反应问题
仍需进一步证实.
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age J软件半定量分析, 测定其A值. 实验过程中, 
以β-actin作为内参进行检测, 保证实验结果的准

确性.
统计学处理 采用SPASS16.0进行统计分析, 

各组数据以mean±SD表示, 组间比较采用单因

素方差分析(One-way ANOVA), P <0.05为差异具

有统计学意义.

2  结果

2.1 塞来昔布对肝癌HepG2细胞生长的影响 不
同浓度的塞来昔布作用于肝癌HepG2细胞24、
48、72 h后, CCK-8结果检测显示: 12.5 μmol/L

塞来昔布作用肝癌HepG2细胞24 h后细胞增殖

抑制率高于对照组(P <0.05), 且随塞来昔布作用

时间的延长和浓度的增加, 细胞抑制率增强, 与
对照组相比差异具有统计学意义(P <0.01). 即塞

来昔布可呈时间和剂量依赖性抑制肝癌HepG2
细胞的增殖(表1).
2.2  塞来昔布对肝癌H e p G2细胞凋亡的影响 
12.5、50.0、200.0 μmol/L浓度塞来昔布作用于

肝癌HepG2细胞48 h后, 细胞凋亡率均高于对照

组(18.79%±2.37%, 46.94%±0.78%, 69.48%±

0.63% vs  16.72%±1.54%, 均P <0.05, 图1).
2.3 塞来昔布上调KAI1/CD82蛋白的表达 肝癌

■相关报道
R o y 等 研 究 证 实
塞来昔布能够增
强 肝 癌 细 胞 株
HepG2对抗肿瘤
药物多柔比星的
敏感性, 其机制是
通过COX-2所介
导的下调MDR1
的表达, 而MDR1
是一种多重耐药
基因. 这为塞来昔
布与其他药物联
合应用抗肿瘤提
供了新的思路.
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图  1  塞来昔布对肝癌
HepG2细胞凋亡的影响. 
A: 阴性对照组; B: 塞来昔

布12.5 μmol/L组; C: 塞来

昔布50.0 μmol/L组; D: 塞

来昔布200.0 μmol/L组.

表  1  不同浓度塞来昔布作用24、48、72 h后对肝癌HepG2细胞抑制作用 (mean±SD, %, n  = 6)

     
分组

                        24 h                      48 h                        72 h

        A 450 抑制率(%)          A450 抑制率(%)          A 450 抑制率(%)

阴性对照组 0.720±0.039    0.00 0.785±0.021    0.00  0.722±0.028     0.00

塞来昔布

    12.5 μmol/L 0.599±0.016a  16.20 0.574±0.029b  21.64  0.564±0.037b   26.16

    25.0 μmol/L 0.524±0.026b  26.89 0.507±0.011b  33.08  0.494±0.025b   34.82

    50.0 μmol/L 0.449±0.042b  37.06 0.465±0.035b  39.90  0.432±0.033b   40.03

    100.0 μmol/L 0.376±0.027b  47.49 0.363±0.037b  53.52  0.325±0.030b   54.89

    200.0 μmol/L 0.269±0.028b  62.41 0.245±0.029b  68.57  0.222±0.016b   69.23

aP<0.05, bP<0.01 vs  阴性对照组.
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HepG2细胞经12.5、50.0、200.0 μmol/L塞来昔

布处理48 h后, KAI1/CD82蛋白表达量较对照组

明显提高, 差异具有统计学意义(0.394±0.007, 
0.886±0.057, 1.099±0.079 vs  0.321±0.020, 均
P <0.05, 图2).

3  讨论

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是恶

性肿瘤致死的最常见原因之一, 发病率约每年

30/10万. 近二十年来许多国家肝癌的发病率呈

上升趋势, 手术切除是主要治疗手段, 但预后差. 
且很多患者明确诊断时已是晚期, 患者5年生存

率不足5%. 因此积极探索新的治疗方法具有重

要的临床意义[10,11].
KAI1/CD82是近几年来发现的特异性肿瘤

抑制基因, 首先从前列腺癌细胞杂交出并命名, 
其定位于人类染色体11p11.2-13上, 全长约80 
kb, 包含10个外显子, 9个内含子以及外显子10
之后的DNA的8 kb, 该基因一个显著的特点是: 
在9个内含子当中, 内含子5最小, 约0.2 kb, 内含

子1最长, 约29 kb, 相当于其他内含子长度之和. 
KAI1/CD82属于跨膜4超家族(transmembrane 4 
superfamily, TM4SF)成员[12,13], 他与其他TM4SF
成员如CD9、CD63等在分子的重排和细胞的形

态、聚集、黏附、迁移等生理及病理活动中发

挥重要作用[14,15], 其下调与许多恶性肿瘤发生、

发展、转移等密切相关[16]. KAI1/CD82抑制食管

癌[17]、胃癌[18]、胰腺癌[19]、大肠腺癌[20]细胞等

侵袭和转移已为国内外研究所证实. 而与原发

性肝癌的相关研究成为近几年的热点.

塞来昔布是一种新型NSAIDs, 属于高选择

性COX-2抑制剂的一种, 因其在对抗肿瘤的同

时能够克服传统非甾体类药物长期使用所导致

的胃肠道出血、消化性溃疡等不良反应而为研

究者所关注, 塞来昔布在各种恶性肿瘤细胞凋

亡, 抑制肿瘤侵袭、转移方面国内外已有所研

究, 如Tsutsumi等[21]研究发现选择性COX-2抑制

剂塞来昔布能抑制胃癌的凋亡, 其机制是通过

上调一种内质网伴侣蛋白的表达, 而这种内质

网伴侣蛋白能够抑制塞来昔布所诱导的肿瘤细

胞凋亡. 基质金属蛋白酶(matrix metalloprotein-
ases, MMPs)是一组锌离子依赖性内肽酶, 他可

通过水解细胞外基质促进肿瘤细胞的侵袭和转

移, 而其抑制剂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, 两者

是评价肝癌细胞转移能力的良好指标之一. 殷
积彬等[22]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
抑制剂塞来昔布的抗肿瘤效果, 结果显示塞来

昔布能够通过抑制肝癌细胞内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, 达到抑制肿瘤细胞转移的作用. 塞来昔布还

能够通过抑制NF-κB及VEGF蛋白的表达来抑制

胃癌细胞增殖, 促进细胞凋亡, 抑制肿瘤新生血

管形成[23]. Xu等研究证实塞来昔布可以通过花

生四烯酸代谢途径以剂量和时间依赖方式抑制

小鼠肝癌H22细胞增殖[24], 而卢栋等通过West-
ern blot等实验方法证实塞来昔布能够促进肝癌

HepG2细胞凋亡, 而其途径是通过抑制细胞NF-
κB DNA结合活性和NF-κB p65蛋白表达来实现

的[25], 另有报道研究证实塞来昔布能够增强肝

癌细胞株HepG2对抗肿瘤药物多柔比星的敏感

性, 其机制是通过COX-2所介导的下调多重耐药

基因MDR1的表达[26], 可见塞来昔布在诱导肿瘤

细胞凋亡, 抑制其转移的途径研究不一, 而其与

肿瘤抑制基因的报道甚少.
本实验我们以肝癌细胞系HepG2为靶细胞, 

探讨塞来昔布对肝癌细胞的增殖抑制、诱导凋

亡及对KAI1/CD82蛋白表达作用的影响. 通过

增殖抑制实验发现, 12.5 μmol/L塞来昔布持续

作用48 h抑制率为21.64%, 作用72 h抑制率为

26.16%, 而浓度递增到200.0 μmol/L时, 抑制率

达68.57%, 塞来昔布对肝癌HepG2的增殖抑制

呈剂量和时间依赖效应. 这和王智等研究塞来

昔布对肝癌SMMC7721细胞的生长抑制作用相

■创新盘点
KAI1/CD82是近
几年来发现的特
异性肿瘤抑制基
因, 其下调与肝癌
发生、发展、转
移等密切相关, 本
研究探讨塞来昔
布可以通过上调
KAI1/CD82的表
达而达到抗肝癌
目的, 这为塞来昔
布肿瘤治疗提供
新的作用靶点.

图  2  Western blot检测塞来昔布作用于肝癌HepG2细胞后
KAI1/CD82的表达. 1: 阴性对照组; 2: 塞来昔布12.5 μmol/L; 

3: 塞来昔布50.0 μmol/L: 4: 塞来昔布200.0 μmol/L. aP<0.05 

vs  阴性对照组.
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一致[27]. 细胞凋亡是细胞在生理或病理条件下, 
由基因调控的主动方面的自我消亡过程. 相关

研究表明细胞凋亡与肿瘤的发生、发展及转归

密切相关, 诱导肿瘤细胞发生凋亡是部分抗肿

瘤化疗药物的作用机制之一[28]. 我们选用12.5、
50.0、200.0 μmol/L低中高3个浓度塞来昔布通

过流式细胞仪检测发现细胞凋亡率与药物浓

度成正比, 200.0 μmol/L凋亡率为69.48%, 同时

Western blot法观察到12.5、50.0、200.0 μmol/L
剂量组塞来昔布均能促进人KAI1/CD82蛋白

的表达, 据此我们推测塞来昔布也可通过上调

KAI1/CD82蛋白的表达而发挥抗肿瘤作用. 但其

具体诱导途径国内外研究不一, Zhou等[29]研究

认为KAI1/CD82本身的糖基化和软酯酸化是其

抑制肿瘤细胞黏附、运动和侵袭转移作用的重

要因素. 其还可以通过控制细胞表面分子活动

和信号传导影响细胞转移, 抑制肿瘤细胞的运

动[30]; 而Zhang等[31]研究证实KAI1/CD82能够通

过FAK-Lyn-p130CAS-CrKⅡ信号通路(FAK为局

部黏附激酶, Lyn为Src酪氨酸激酶, 为反应的底

物)抑制制肿瘤细胞转移, 具有趋触性和趋化性

的FAK-Lyn-p130CAS-CrKⅡ路径是细胞活动的

分子开关, 其通过调节肌动蛋白细胞骨架的组

织结构而决定细胞的运动方向, 而KAIl通过抑

制活化的p130CAS-CrKⅡ复合物的形成而抑制

细胞的活动性; 而另有研究发现KAI1/CD82也可

通过干预介导肿瘤病理过程的PI3K/Akt/mTOR
信号通路下调Rac1蛋白的表达从而抑制细胞转

移和肿瘤的浸润[32]. 通过本实验研究我们认为, 
塞来昔布能够通过上调KAI1/CD82蛋白的表达

而抑制肝癌细胞侵袭转移, 这为肝癌的临床治

疗提供了可靠的理论依据, 但其具体诱导途径

复杂, 需更深入的研究.

志谢: 感谢王青勋、张志峰等同志在实验中给
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本文思路清晰, 设
计合理, 有一定的
理论意义和潜在
的临床价值.
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