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■背景资料
近年胃癌的治疗
技术虽有明显提
高, 但其愈合仍然
欠佳, 癌细胞侵袭
及转移是制约临
床治疗效果的常
见因素, 是涉及众
多基因变化的一
系列复杂过程. 
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Abstract
AIM: To explore the antitumor mechanisms of 
celecoxib by investigating the impact of non-ste-
roidal anti-inflammatory drug (NSAID) celecoxib 
on the expression of RECK, MMP-2 and MMP-9 
in human gastric cancer cell line MGC-803. 

METHODS: MGC-803 cells were starved in 
serum-free medium for 24 h and treated with 
different concentrations of celecoxib (25, 50, 
and 100 μg/L) for different durations (12, 24, 

and 48 h). Cell proliferation was determined by 
MTT assay. The expression of MMP-9, MMP-2 
and RECK mRNAs and proteins was detected 
by RT-PCR and Western blot, respectively.

RESULTS: Celecoxib inhibited MGC-803 cell 
proliferation in a concentration-dependent man-
ner at 24 and 48 h but not at 12 h. The inhibitory 
effect was also time-dependent. Cell prolifera-
tion was mostly inhibited after treatment with 
celecoxib at a concentration of 100 μg/L for 48 
h. The expression of RECK, MMP-2 and MMP-9 
mRNAs showed no significant differences (all 
P > 0.05) among cells treated with different con-
centrations of celecoxib for 12 h. After 12 h, ce-
lecoxib increased RECK mRNA expression in a 
concentration- and time-dependent manner, but 
decreased the expression of MMP-2 and MMP-9. 
Similar results were also obtained for RECK, 
MMP-2 and MMP-9 protein expression.

CONCLUSION: Celecoxib inhibits the prolifera-
tion and metastasis of MGC-803 cells possibly 
via mechanisms associated with up-regulation 
of RECK expression and down-regulation of 
MMP-2 and MMP-9 expression.

Key Words: Celecoxib; Gastric cancer; Cell pro-
liferation; Matrix metalloproteinase; Reversion-
inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs
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摘要

目的: 研究非甾体类抗炎药(N S A I D)塞来
昔布对胃癌细胞M G C-803的抑制作用和对
RECK、MMP-2、MMP-9基因表达的影响, 以
探讨塞来昔布的抗肿瘤机制.

方法: 培养胃癌MGC-803细胞, 实验用不同浓
度的塞来昔布(25、50、100 μg/L)分别处理
MGC-803细胞不同时间(12、24 h、48 h), 无
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■研发前沿
目前对于胃癌确
切的病因学、发
病机制仍未完全
明 了 .  非 甾 体 类
抗 炎 与 R E C K、
MMP-9、MMP-2,
以 及 R E C K 与
MMP-9、MMP-2
之间相互作用有
待进一步的研究.

血清培养基饥饿24 h达同步化后, MTT(噻唑
蓝比色法)观察MGC-803细胞增殖; RT-PCR法
检测细胞周期调控因子MMP-9、MMP-2、
RECK mRNA的表达; Western blot法检测
MMP-9、MMP-2、RECK mRNA蛋白的表达.

结 果 :  M T T 法 显 示 塞 来 昔 布 能 抑 制 胃 癌
MGC-803细胞增殖, 作用12 h时, 随着塞来昔
布处理浓度的增高, 其抑制作用不明显, 组间
比较差异不显著(P >0.05), 在作用24、48 h时
呈浓度依赖性(25-100 μg/L), 在25、50、100 
μg/L作用浓度呈时间依赖性(24-48 h). 塞来昔
布在100 μg/L浓度作用细胞48 h时抑制. RT-
PCR法检测结果显示, 在12 h的作用时间点, 
随着塞来昔布处理浓度的增高, RECK基因及
MMP-2、MMP-9 mRNA变化不是很明显, 组
间比较无显著差异(P >0.05), 在12 h后, 塞来昔
布能增加胃癌细胞RECK mRNA和蛋白表达, 
作用呈浓度(25-100 μg/L)和时间依赖性(24-48 
h), MMP-2、MMP-9表达则下降. Western blot法
检测结果显示, 作用12 h时, 随着塞来昔布处理
浓度的增高, 其RECK蛋白及MMP-2, MMP-9
蛋 白 改 变 不 明 显 ,  组 间 比 较 差 异 不 显 著
(P >0.05), 在12 h以后, 塞来昔布能增加RECK 
mRNA和蛋白表达并减少MMP-2、MMP-9表
达, 且作用呈浓度依赖性和时间依赖.

结论: 塞来昔布可抑制人胃癌MGC-803细胞
增殖与转移; 其可能是通过上调RECK基因, 
进而下调MMP-2、MMP-9来抑制胃癌细胞
MGC-803的增殖与转移. 

关键词: 塞来昔布; 胃癌; 细胞增殖; 基质金属蛋白

酶; RECK基因
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0  引言

胃癌是最常见的消化系恶性肿瘤, 在中国, 胃癌

死亡率已居主要恶性肿瘤(胃癌、肝癌、肺癌、

食管癌)死亡的首位[1]. 胃癌的预后不佳, 其5年
生存率低于20%. 目前, 胃癌的治疗仍以手术干

预、化疗以及放化疗联合的综合治疗为主, 虽
然近年的治疗技术有明显提高, 但其治疗效果

仍欠佳[2]. 非类甾体类抗炎药(nonsteroidal anti-
inflammatory drugs, NSAID)对直结肠癌[3,4]、食管

癌[5,6]、头颈癌[7]、胃癌[8-10]、胰腺癌[11-13]、肺癌[14]

等多种肿瘤均有抑制作用. 众多体内及体外实验

均表明NSAID具有抗血管及抗转移活性, 其阻断

血管形成及抗转移的机制与MMP活性有关[15,16]. 
RECK(reversion-inducing-cysteine-rich 

protein with kazal motifs)基因是1998年Taka-
hashi等[17]在v-Ki-ras转染的NIH3T3细胞中发

现的一种新基因. RECK基因是新发现的一种

MMP抑制剂, 其能在转录后水平抑制至少3种
MMP(MMP-2, MMP-9及MT1-MMP)表达进而抑

制肿瘤的血管形成及转移. RECK基因在大部分

正常细胞株及正常组织中均表达, 但在多种肿

瘤组织及细胞株中不表达. 在正常人纤维细胞

系MRC-5中, RECK基因高表达, 而在纤维肉瘤

转化的细胞系HT-1080中, RECK基因表达量很

低[17]. 实验表明, 在结肠癌[18]、乳腺癌[19-21]、胰

腺癌[22,23]等组织中其RECK基因表达量较相应

的癌旁组织明显下降. 研究表明, 将RECK基因

转移到肿瘤细胞中去(如HT1080纤维肉瘤细胞

株[24,25]或B16黑色素瘤细胞株[26]), 其侵袭及转移

能力明显受到抑制[27]. 因此NSAID是否通过诱

导RECK基因的表达, 抑制MMP的活性, 从而起

到抗肿瘤活性成为研究的热点. 

1  材料和方法

1.1 材料 1640细胞培养基购自美国Gibco公司; 
胎牛、小牛血清购自杭州四季青生物有限公

司; 质粒提取试剂盒购自天根生化科技(北京)有
限公司; 总RNA提取试剂盒(TRIzol法)购自北京

百泰克生物技术有限公司; RT试剂盒购自美国

MBI公司; PCR试剂盒购自天根生化科技有限公

司; MMP-9、MMP-2、RECK基因引物购自上海

生工生物技术公司合成; 兔抗MMP-2, MMP-9, 
RECK单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司等.
1.2 方法

1.2.1 MGC-803的细胞培养: MGC-803细胞在含

有100 mL/L胎牛血清(FBS)的RPMI-1640培养基

中贴壁生长, 置于37 ℃、含50 mL/L CO2的孵箱

中培养. 
1.2.2 分组: 每次实验均在呈指数生长的细胞中

进行. 接种2×105-3×105个细胞于25 cm2玻璃培

养瓶, 培养箱中孵育至细胞接近70%融合时, 弃
培养液, 换含0.1%FBS的RPMI-1640培养液, 继
续培养24 h, 使细胞基本同步化于G0期后再进行

分组. 
1 .2.3 M T T法检测细胞增殖 :  取对数生长期

MGC-803细胞, 以1.0×104个/mL接种于96孔板

(每孔200 μL), 细胞长至70%-80%融合后, 换无
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■相关报道
R E C K 这 种 新 型
的膜表面锚定的
M M P 抑 制 基 因 , 
是影响肿瘤转移
及侵袭能力的主
要因素, 且其下降
的幅度与肿瘤侵
袭转移能力成明
显正相关. 

血清的RPMI 1640培养液饥饿24 h, 按分组加入不

同的处理因素继续培养, 倒置显微镜下动态观察

细胞生长情况. 在孵育结束前4 h每孔加入5 g/L的
MTT 20 μL, 培养4 h后吸弃孔内培养液, 每孔各

加入DMSO 150 μL, 37 ℃孵育15 min后振荡混

匀, 用酶联免疫检测仪测定吸光度(A , 检测波长

570 nm), 绘制细胞生长曲线. 实验重复3次, 每组

设6个复孔, 统计数据取A值均值. 
1.2.4 RT-P C R检测m R N A表达: 待细胞长至

70%-80%融合状态时, 无血清的R P M I-1640
培养基同步化饥饿细胞24 h,  按分组加入不

同的处理因素继续培养至一定时间后收集细

胞, 提取总RNA, 进行RT-PCR反应. 每组实验

重复3次. 人RECK基因和MMP-2、MMP-9、
G A P D H(内参)的引物由上海生工合成, 序列

分别如下: RECK: 上游: 5'-CCTCAGTGAG-
CACAGTTCAGA-3', 下游5'-GCAGCACA-
CACACTGCTGTA-3'; MMP-2: 上游5'-AG-
ATCTTCTTCTTCAAGGACCGGT-3', 下游

5'-G G C T G G T C A G T G G C T T G G G G TA-3', 
M M P-9: 上游5'-G C G G A G AT T G G G A A C-
CAGCTGT-3', 下游GACGCGCCTGTGTA-
CACCCACA-3'; GAPDH: 上游5'-GGACCT-
GACAGACTACCTC-3', 下游5'-CGTACTCCT-
GCTTGCTGAT-3'. PCR产物长度分别为150 bp、
225 bp、208 bp和486 bp. 具体反应条件如下: 
94 ℃ 30 min, 随后95 ℃ 30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 
30 s. 共30循环, 最后72 ℃延伸7 min. 
1.2.5 Western blot检测蛋白定量表达: 待细胞长

至70%-80%融合状态时, 无血清的RPMI-1640
培养基同步化饥饿细胞24 h, 按分组加入不同的

处理因素继续培养至实验所需时间后收集细胞, 
提取总蛋白进行实验. 每组实验重复3次. 

统计学处理 各组实验数据以mean±SD表

示, 采用SPSS16.0统计软件进行单因素方差分

析, 组间均数比较采用LSD或者Dunnett's T3检
验, 用P <0.05判断统计差异有无显著性. 

2  结果

2.1 加药前后细胞形态的观察 MGC-803细胞在

培养瓶中呈单层贴壁生长, 多呈梭形或多角形, 
少数呈类圆形, 核大, 核分裂象多见, 胞体小, 突
起少而短. 培养基中加入100 μg/L塞来昔布处理

细胞 24 h后, 与对照组比较, 细胞增殖不明显, 小
圆形细胞增多, 常成对、成团出现, 为分裂期或

刚完成分裂的细胞(图1). 
2 .2  塞来昔布对M G C-803细胞抑制的影响 
M T T法测定结果显示 ,  用不同浓度的塞来昔

布(终末浓度为25、50、100 μg/L)处理人胃癌

MGC-803细胞不同时间(12、24、48 h), 与对照

组(0.1%FBS)相比, 其增殖活性在12 h的作用时

间点, 随着塞来昔布处理浓度的增高, 其抑制作

用不明显, 组间比较差异不显著(P >0.05); 在24 
h和48 h 2个时间点, 随着塞来昔布浓度的逐渐

增加, 其抑制作用逐渐增强, 组间比较差异显著

(P <0.05). 当塞来昔布作用浓度为100 μg/L, 时间

为48 h时, MGC-803细胞抑制作用最明显(48 h, 
增殖抑制率47.22%, P <0.01, 图2). IC50为(50.35±
4.28) μg/L. 
2.3 MTT法绘制生长曲线 选取处于对数生长

期的细胞, 用无血清的1640培养基同步化24 h. 
0.25%胰蛋白酶消化细胞制成细胞悬液, 以每

孔3×104个细胞接种于24孔培养板中, 每孔加

500 μL培养基. 将细胞放入37 ℃、50 mL/L CO2

培养箱中培养. 在12、24、48、96 h 4个时间用

血球计数板计数并记录, 绘制细胞生长曲线. 由
结果可以得出, 随着塞来昔布药物浓度的增加, 
其对胃癌MGC-803细胞的抑制作用逐渐增强, 
并具有时间依赖性(图3). 
2.4 塞来昔布对MGC-803细胞RECK、MMP-2、

A B

图  1  人胃癌细胞株MGC-803形态图(×200). A: 正常MGC-803细胞组; B: 塞来昔布组(100 μg/L)处理24 h组.
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MMP-9蛋白表达的影响 Western blot法检测分

析不同浓度塞来昔布处理胃癌MGC-803细胞

不同时间后, MMP-2、MMP-9和RECK蛋白的

表达情况. 灰度扫描定量分析显示, 与对照组比

较, 在12 h的作用时间点, 随着塞来昔布处理浓

度的增高RECK蛋白、MMP-2、MMP-9没有显

著性差异, 但在处理24 h后, RECK蛋白表达呈浓

度依赖性增加, 与对照组比较差异显著(P <0.05). 
MMP-2和MMP-9呈浓度依赖性递减, 采用50 μg/L
塞来昔布分别处理细胞12、24和48 h后, RECK蛋

白表达呈时间依赖性增加, 与对照组比较差异显

著(P<0.05), MMP-2和MMP-9的表达呈时间依赖

性减少, 与对照组比较差异显著(P<0.05, 图4). 
2.5 塞来昔布对MGC-803细胞MMP-2、MMP-9、
RECK mRNA表达的影响 RT-PCR检测不同浓

度塞来昔布处理胃癌MGC-803细胞不同时间

后, MMP-2、MMP-9和RECK mRNA表达水

平的变化情况. 灰度扫描定量分析显示, 25、
50、100 μg/L塞来昔布处理细胞24 h后, RECK
基因mRNA表达呈浓度依赖性增加, MMP-2、
MMP-9 mRNA表达呈浓度依赖性下降, 与对照

组比较差异显著(P <0.05). 采用50 μg/L塞来昔布

分别处理细胞12 h、24 h和48 h后, RECK mRNA
呈时间依赖性增加, MMP-2、MMP-9 mRNA表

达呈时间依赖性下降, 与对照组比较差异显著

(P <0.05, 图5).  

3  讨论

胃癌是我国高发的恶性肿瘤之一, 但目前我们

对胃癌的发病机制尚缺乏全面和深入的了解. 
现有研究证明, NSAID通过对RECK基因的调节, 
抑制肿瘤的发生与转移. 本文通过实验证实塞

来昔布使得MGC-803细胞的增殖速率受到了抑

制; 在人胃癌细胞MGC-803中, 通过对RECK、

MMP-2、MMP-9蛋白测定, 进一步发现, NSAID
对MGC-803细胞增殖的抑制作用至少部分是通

过调节RECK基因实现的. 
最近一项研究表明 ,  有规律的服用阿司

匹林或N S A I D ,  可使结肠癌的发生率降低

40%-50%[28]. 有研究表明, 每月有规律地服用阿

斯匹林或其他NSAID 16次以上, 可使结肠癌的

患病相对危险度减少40%-50%; 舒林酸似乎可

减少家族性息肉病腺瘤息肉的数量和体积 [29]. 
Harris与Nelson[30]调查了NSAID与前列腺癌的

关系, 通过对417例前列腺癌患者及控制组的调

查发现, 每天有规律地使用阿斯匹林或布洛芬

可以降低危险性66%(相对危险度为0.34), 曾经

用过NSAID的男性前列腺癌发病可能性也显

著降低. 塞来昔布属于NSAID, 是特异性COX-2
抑制剂 ,  目前发现其对消化系恶性肿瘤、乳

腺癌、卵巢癌及前列腺癌等有明显的防治作

用. NSAID通过激活RECK基因高表达, 其转

录产物抑制至少3种基质金属蛋白酶(MMP-2, 

细
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图  3  不同浓度的塞来昔布处理人胃癌MGC-803细胞后细
胞生长曲线. 
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图  2  不同浓度的塞来昔布处理人胃癌MGC-803细胞后细
胞增殖情况. aP<0.05 vs  空白组.
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■同行评价
本文阐述了塞来
昔 布 对 R E C K、
MMP-2、MMP-9
的 调 节 作 用 ,  对
临床指导胃癌或
有胃癌癌前病变
患者的药物治疗
或预防具有一定
意义.

图  4  Western blot法检测分析50 μg/L塞来昔布处理胃癌
MGC-803细胞不同时间后的RECK、MMP-2、MMP-9蛋
白表达变化. A: RECK; B: MMP-2; C: MMP-9. 1: 空白组; 

2: 12 h组; 3: 24 h组; 4: 48 h组.
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MMP-9及MT1-MMP), 进而抑制肿瘤的血管形

成及转移. 
实验中 ,  我们选取R E C K、M M P - 2、

MMP-9为研究对象, 观察塞来昔布对RECK、

MMP-2、MMP-9的调节作用. 通过MTT法、

RT-PCR、Western blot法结果表明: 塞来昔布对

MGC-803细胞增殖的抑制作用呈剂量和时间

依赖性. 随着塞来昔布浓度增加, 可明显增加

RECK基因的表达, 降低MMP-2和MMP-9的表

达, 进而MMP-2和MMP-9的mRNA和蛋白表达

均降低. 
本实验进一步证实提示, 塞来昔布能够抑制

MMP-2、MMP-9的转录和翻译水平, 是一种有

用的降低肿瘤侵袭转移力的药物. 有研究表明, 
将CL-1肺癌细胞株在有或无NSAID的条件下

分别培养48 h后, RT-PCR检测其基因表达水平. 
结果表明, NSAID可以明显提高细胞中RECK
的表达水平, 且MMP-2活性成分明显减少, 而
MMP-2的前体成分却明显增加. 先前的研究表

明, NSAID可以直接抑制MMP-2的表达, 因此, 
NSAID抑制MMP-2的表达可能通过以下途径: 
(1)通过干扰ERK/Sp1信号途径直接抑制MMP-2
的表达; (2)通过诱导RECK的表达, 从而阻碍前

体MMP-2向活性MMP-2的转换. 此外, 有研究表

明NSAID明显降低RECK基因的甲基化, 并能通

过抑制NF-κB的活性从而间接提高RECK基因

的表达水平. 
RECK基因是新发现的抑癌基因, 其在多种

肿瘤组织中表达下降, 如何提高其表达水平是

抑制肿瘤侵袭转移的重点之一. 已有的研究表

明多种NSAID可诱导RECK基因表达, 从而抑制

肿瘤的侵袭和转移, 本研究在细胞层面表明对

于胃癌细胞株MGC803, 塞来昔布有明显的诱导

RECK基因表达的作用, 且明显抑制MMP-2和
MMP-9的表达. 关于其机制的研究有待于进一

步阐明. 
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