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Abstract
AIM: To study whether selective 5-lipoxygenase 
activating protein (FLAP) inhibitor MK-886 com-
bined with selective cyclooxygenase 2 inhibitor 
celecoxib has an inhibitory effect on colon cancer 
in mice and to determine the optimal ratio. 

METHODS: Different concentrations of MK-886 
combined with different doses of celecoxib were 
used to treat Blab/c mice with colon cancer. RT-
PCR and Western blot were used to detect the 
mRNA and protein expression of vascular endo-
thelia growth factor (VEGF) and intercellular ad-
hesion molecule-1 (ICAM-1). The effects of the two 
drugs on colon cancer growth and metastasis were 
also assessed. 

RESULTS: MK-886 combined with celecoxib 

effectively inhibited the growth and metastasis 
of murine colon carcinoma. MK-886 and cele-
coxib at the optimal ratio significantly decreased 
VEGF and ICAM-1 mRNA and protein expres-
sion compared to the control group (mRNA: F = 
25.826, 54.540, P = 0.01, 0.00; protein: F = 0.699, 
22.761, P = 0.007, 0.000). 

CONCLUSION: MK-886 and celecoxib at the 
optimal ratio can effectively inhibit colon cancer 
growth and metastasis possibly by inhibition of 
VEGF and ICAM-1 gene and protein expression. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的:  研 究 选 择 性 5 - 脂 氧 合 酶 活 化 蛋 白
(5-lipoxygenase activating protein, FLAP)抑制剂
MK-886与选择性环氧合酶-2(cyclooxygenase-2)
抑制剂赛来昔布联合及最佳配比剂量对Balb/c
小鼠结肠癌基因、蛋白抑制作用的影响. 

方法: 分别用不同浓度的MK-886、塞来昔布
配比联合对患结肠癌的Balb/c小鼠进行处理, 
运用RT-PCR方法、Western blot方法, 观察血
管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)、细胞间黏附因子-1(intercellular 
adhesion molecule, ICAM-1)的RNA、DNA、蛋
白表达强弱, 进一步研究两种药物联合对Balb/c
小鼠结肠癌组织的抑制生长、转移的作用. 

结果: MK-886与塞来昔布联合能有效的抑制
小鼠结肠癌的生长及转移, 其中MK-886与塞
来昔布联合应用的最佳配比组(第5组)变化
最明显; RT-PCR结果提示两种药物联合最佳
配比剂量组VEGF、ICAM-1的mRNA表达最

■背景资料
花 生 四 烯 酸
(arachidonic acid, 
AA)是多不饱和
脂肪酸的主要成
分, 其中主要的代
谢途径是两种关
键酶类环氧合酶
(cyclooxygenase, 
C O X ) 和 脂 氧 合
酶(lipoxygenase, 
LOX), 代谢产物
在胃肠道肿瘤细
胞转移过程中起
重要作用 .  AA的
上述两个代谢途
径可能存在动态
交叉平衡, 共同调
节肿瘤的生长. 
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低(第5组 vs  对照组F  = 25.826、54.540, P  = 
0.01、0.00<0.05); Western blot实验观察到小
鼠结肠癌组织内VEGF、ICAM-1蛋白表达
减少, 两种药物联合的最佳配比剂量应用组
VEGF、ICAM-1表达量最低(第5组较其他各
组F  = 9.699、22.761, P  = 0.007、0.000<0.05). 

结论: MK-886与塞来昔布联合中最佳配比剂
量比其他联合应用组更能有效抑制结肠癌. 
可能与抑制VEGF、ICAM-1基因及蛋白表达
有关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 联合抑制5-脂氧合酶(lipoxygenase)和
环氧合酶-2(cyclooxygenase)途径: 在每种药物不

增加剂量的前提下, 且机体能耐受的不良反应范

围内, 探讨其作用机制对小鼠结肠癌的预防, 治
疗以及控制转移提供了新的实验依据. 
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0  引言

随着人们生活饮食结构的改变, 结肠癌的发生

率在我国呈上升趋势; 其中高脂肪类膳食, 尤其

不饱和脂肪酸代谢会促进肠道肿瘤发生. 花生

四烯酸(arachidonic acid, AA)的环氧合酶(cyclo-
oxygenase, COX)途径和脂氧合酶(lipoxygenase, 
LOX)途径在人类结肠癌增值及转移中起着重要

的生物学效应[1]. 相关文献报道: 5-LOX在结肠

癌组织中表达率占71.4%, 高表达为主; COX-2
在结肠癌组织中表达率占69.7%, 中等或过度表

达为主[2]. 特异性COX-2抑制剂塞来昔布能够抑

制结肠癌的增生并促进凋亡[3]; 本实验是以Balb/c
小鼠为载体, 选用小鼠结肠癌细胞皮下种植造

模, 观察5-LOX活化蛋白(5-lipoxygenase activat-
ing protein, FLAP)抑制剂(MK-886)与塞来昔布

最小剂量联合作用于小鼠移植瘤, 对其血管内

皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF) 、细胞间黏附因子-1(intercellular adhe-
sion molecule, ICAM-1)基因及蛋白的抑制作用; 
从动物实验水平来进一步探讨两者可能产生的

协同作用和最佳配比剂量关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 小鼠结肠癌CT-26细胞由清华大学细

胞中心惠赠. Balb/c小鼠, ♀, 4-5周龄, 体质量

20-24 g, 52只, 购自大连医科大学动物实验研究

所, 实验动物合格证编号: SCXK(辽)2008-0002, 
于大连大学附属中山医院无特定病原体(SPF)
环境中饲养. 胰蛋白酶购自美国G i b i c o公司; 
R P M I 1640培养基、胎牛血清分别购自美国

Hy-Clone公司; 塞来昔布(Celecoxib)购自美国

辉瑞制药有限公司; MK-886购自Cayman Chem-
ical公司; 二甲基亚砜(DMSO)为Sigma公司产

品; TRIzol试剂盒、RT-PCR试剂盒, 大连宝生物

生物技术有限公司; 引物序列合成由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成; 兔抗鼠VEGF、
ICAM-1单克隆抗体购自Santa Cruz公司; FITC
标记山羊抗兔IgG购自生工生物工程(上海)股份

有限公司; Western blot相关化学试剂均购自武

汉碧云天生物技术有限公司; ECL发光试剂盒

购自Pierce公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及传代: 在无菌细胞培养室的

超净工作台中完成各项操作步骤; 小鼠结肠癌

CT-26细胞接种于含100 mL/L的胎牛血清及抗生

素的1640培养基中, 置于37 ℃、50 mL/L CO2、

95%湿度孵箱中培养传代. 取生长状态良好的指

数生长期细胞作为实验组. 
1.2.2 收集细胞及小鼠造模: 将处于指数生长期

的细胞以胰酶消化后用无血清McCoy, 5A培养

液反复洗涤、离心, 弃上清, 稀释细胞并调整细

胞数为3.0×107/mL, 每只Balb/c小鼠右上肢腋下

皮肤消毒后, 将该细胞悬液0.1 mL注射于皮下. 
皮下移植瘤模型造模采用文献和以往的方法-组
织块套针法[4-6]. 
1.2.3 分组及治疗: 52只Balb/c小鼠, 均饲养在

S P F条件的层流架中 ,  待移植瘤平均生长出

5 mm后, 去除瘤体最小的2只, 余50只按随机

区组设计分5组, 每组10只. 空白对照组(二甲

亚砜0.5 μL/g)、MK-886联合塞来昔布[0 mg/
(kg·d)+100 mg/(kg·d)、10 mg/(kg·d)+50 
mg/(kg·d)、5 mg/(kg·d)+100 mg/(kg·d)、
5 mg/(kg·d)+50 mg/(kg·d)]. 每日给一次灌胃, 
连续治疗28 d后处死动物留取完整肿瘤组织. 各
组肿瘤组织分别采用RT-PCR、Westren blot检测

VEGF、ICAM-1的mRNA及蛋白浓度表达. 多余

部分标记冻存于-80 ℃冰箱中备用. 
1.2.4 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)法检测肿瘤

■研发前沿
应用选择性COX-2
抑制剂或5-LOX
抑制剂都可降低
下游活性产物, 抑
制肿瘤细胞增殖, 
并诱导凋亡. 但是
关于联合抑制两
条通路是否对结
肠癌的转移有双
重的抑制作用以
及两者联合的最
佳配比剂量有待
进一步研究.
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■相关报道
有 文 献 报 道 , 
COX-2以及5-LOX
抑制剂能减少血
管内皮生长因子
(vascular endothe-
lia growth factor, 
VEGF)的表达从
而减少血管生长
和胃腺瘤形成. 报
道显示MK-866对
干扰髓细胞性白
血病HL-60细胞
和H T- 2 9结肠腺
癌细胞有抑制其
DNA的合成 ,  而
发挥抗增殖的作
用. 在我们前期基
础细胞学实验应
用5-LOX抑制剂
AA-861(多西苯
醌)与塞来昔布对
结肠癌H T- 2 9细
胞的增殖有较显
著的抑制作用的
基础上, 进一步通
过进行动物体内
实验应用MK-866
与塞来昔布联合
对结肠癌的抑制
作用. 
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组织中VEGF、ICAM-1 mRNA表达: TRIzol法提

取移植瘤总RNA, 紫外线分光光度计定量RNA纯

度(紫外分外光度法测定A 260及A 280值, 通过A 260/280

评价). 将5 μg RNA逆转录为cDNA后行PCR. 引物

序列如下: ICAM-1: 上游5'-ACTTTCGATCTTC-
C A G C TA C C AT-3' ,  下游5'-G A A C T C C T-
C A G T C A C C T C TA C C A-3';  V E G F: 上游

5'-GTCCAACTTCTGGGCTCTTCT-3', 下游

5'-ACTTCTGCTCTCCTTCTGTCGT-3'; actin: 上
游5'-GAGACCTTCAACACCCCAGC-3', 下游

5'-ATGTCACGCACGATTTCCC-3'; PCR反应条

件: 初始变性95 ℃, 3 min; 变性94 ℃, 30 s; 低温

退火30 s; 延伸72 ℃, 30 s, 共35个循环; 最终延

伸72, 10 min其中actin退火温度为54 ℃, VEGF
退火温度为54 ℃, ICAM-1退火温度为53.4 ℃. 
电泳分析: 取扩增产物进行凝胶琼脂糖(凝胶浓

度为1%)电泳, 将凝胶置于凝胶成像分析系统下

拍照及计算分析实验结果.  
1.2.5 Western blot法检测VEGF、ICAM-1及actin
蛋白表达: (1)收集组织总蛋白: 取小鼠移植瘤组

织, 加入裂解液裂解, 12000 r/min离心, 5 min, 取
上清液至新的离心管中, -20 ℃或-80 ℃冰箱中

保存; (2)以BCA法蛋白定量, 调整样品质量浓

度; (3)SDS-PAGE电泳分离后, 电转模到PVDF
膜; (4)5%脱脂奶粉封闭2 h, 用含一抗封闭液置

于4 ℃孵育过夜; TPS-T洗膜; (5)置辣根过氧纯

物酶标记的羊抗兔二抗封闭液, 37 ℃孵育1 h, 
TPS-T洗膜; (6)ECL显色,  X光片曝光. 

统计学处理 所有数据使用SPSS19.0统计软

件进行分析检验, 数据用mean±SD表示, 采用单

因素方差分析, 方差具有齐性时用SNK检验, 方
差不齐用Tamhane's T2检验各组间数据的比较, 
P <0.05为差异具有统计意义. 

2  结果

2.1 RT-PCR检测小鼠结肠癌瘤组织中VEGF、

ICAM-1 mRNA的表达 RT-PCR检测中对照组

及各个实验组中基因的表达经电泳分析, 可见

216、263、478 bp的扩增条带分别为ICAM-1、
act in、VEGF, 并且小鼠结肠癌组织中随着药

物浓度的不断增加及配比剂量的变化, 各药组

VEGF、ICAM-1基因表达条带亮弱, 灰暗程度

存在差异; 根据VEGF、ICAM-1和actin mRNA
的表达程度计算条带r值, 以相对ICAM-1/actin
条带r比值、VEGF/actin条带r比值来比较mRNA
表达强弱, 并行统计学分析(表1, 图1). 

联合用药组较对照组 I C A M-1、V E G F 
mRNA表达减弱, 联合用药各配比组间第5组
[MK-886 5 mg/(kg·d)+塞来昔布50 mg/(kg·d)]
组比其他3个组VEGE、ICAM-1 mRNA表达

率明显降低弱 ,  有统计学意义(F  = 25.826、
54.540, P  = 0.01、0.00<0.05). 第5组[MK-886 5 
mg/(kg·d)+塞来昔布50 mg/(kg·d)]为最佳配

比剂量组. 
2.2 Western blot检测VEGF、ICAM-1和actin 
的蛋白表达水平  I C A M-1、V E G F蛋白分子

量分别为60、27 k D a, 经S D S-PA G E电泳、

Western杂交、曝光后在60、27 kDa位置上出

现了颜色较深的相应条带; 对杂交条带进行半

定量分析(Lab Works4.5凝胶成像软件), 以积

分光密度值(integrated optical density, IA )表
示蛋白含量, 各组之间运用相对IA进行数据分

析(actin为内参对照, 相对IA值 = 分别VEGF、
ICAM-1的IA值/ac t in的IA值); 并进行统计学

分析(表2, 图2). 
联合用药组较对照组ICAM-1、VEGF蛋白

表达减弱, 联合用药各配比组间第5组[MK-886 
5 mg/(kg·d)+塞来昔布50 mg/(kg·d)]组比其他

3个组VEGE、ICAM-1蛋白表达率明显降低弱, 
有统计学意义(F  = 9.699、22.761, P  = 0.007、
0.000<0.05). 第5组[MK-886 5 mg/(kg·d)+塞来

昔布50 mg/(kg·d)]为最佳配比剂量组. 
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表 1 RT-PCR法检测小鼠结肠癌裸鼠移植瘤组织中ICAM-1/actin、VEGF/actin  r 值 (mean±SD)

     分组 ICAM-1 mRNA表达(ICAM-1/actin) VEGF-1 mRNA表达(VEGF/actin)

1 对照组 0.90±0.049 0.92±0.083

2 [10 mg/(kg·d)+100 mg/(kg·d)] 0.33±0.201a 0.48±0.167a

3 [10 mg/(kg·d)+50 mg/(kg·d)] 0.40±0.118a 0.54±0.109a

4 [5 mg/(kg·d)+100 mg/(kg·d)] 0.36±0.132a 0.43±0.061a

5 [5 mg/(kg·d)+50 mg/(kg·d)] 0.23±0.104b 0.34±0.353b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组;  ICAM-1: 细胞间黏附分子-1; VEGF: 血管内皮生长因子. 

■创新盘点
联合抑制5-LOX
和COX-2途径: 在
每种药物不增加
剂量的前提下, 且
机体能耐受的不
良反应范围内, 探
讨其作用机制对
小鼠结肠癌的预
防, 治疗以及控制
转移提供了新的
实 验 依 据 .  通 过
实验观察5-LOX
及COX-2双通路
对结肠癌的生长
与转移抑制的影
响; 观察5-LOX及
COX-2联合的最
佳配比对抑制结
肠癌的生长与转
移的影响. 
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3  讨论

本实验各组是建立在B a l b/c小鼠皮下种值小

鼠结肠癌细胞造模的基础上分别应用选择性

5-LOX活化蛋白(5-lipoxygenase activating pro-
tein, FLAP)抑制剂MK-886、选择性COX-2抑制

剂塞来昔布其两者联合用药进行干预; 证明在

小鼠体内应用MK-886与塞来昔布联合治疗明显

抑制小鼠CT-26结肠癌细胞增值及移植瘤的生

长、并明显抑制肿瘤细胞扩散. 

肿瘤的生长、侵袭和转移与血管的生成关

系密切, 而血管的建立依赖于各种促血管生成

因子的作用, 而VEGF是最为关键的血管生成因

子. 当肿瘤细胞分泌的VEGF因子暴露于静止的

血管内皮细胞表面时, 该部分的血管内皮细胞

就会以生芽儿的方式, 形成新的血管[7,8]. 任晋军

等[9]研究表明COX-2、E-钙黏素、VEGF在甲状

腺癌的生长、扩散中起着重要作用, 三者联合

检测可对甲状腺恶性程度及预后的判断提供有

效证据; 夏光涛等[10]发现应用5-LOX抑制剂作

用于结肠癌HT-29细胞后, 随着药物浓度逐步升

高, VEGF mRNA表达逐渐下降, 表明癌细胞血

管生成能力下降, 肿瘤细胞转移能力下降; 张家

乐等[2]5-LOX和VEGF表达与结肠癌的转移关系

密切. 
在恶性肿瘤的发生发展中, 细胞间黏附分

子-1(intercellular adhesion molecule, ICAM-1)与
其配体LFA-1结合有抑制NK细胞和细胞毒T细
胞的细胞杀伤作用, 使肿瘤细胞逃避机体的免
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图 1 RT-PCR检测MK-866与塞来昔布单独及联合应用小
鼠结肠癌瘤组织内ICAM-1和VEGF的mRNA表达变化趋势情
况. A: ICAM-actin; B: VEGF-actin. M: 相对分子质量标准

(Marker); 1: 对照组; 2: MK-866 5 mg/(kg·d)+塞来昔布50 

mg/(kg·d); 3: MK-866 5 mg/(kg·d)+塞来昔布100 mg/

(kg·d); 4: MK-866 10 mg/(kg·d)+塞来昔布50 mg/(kg·d); 

5: MK-866 10 mg/(kg·d)+塞来昔布100 mg/(kg·d). 

ICAM-1: 细胞间黏附分子-1; VEGF: 血管内皮生长因子. 

表 2 Western blot法检测小鼠结肠癌裸鼠移植瘤组织中ICAM-1/actin、VEGF/actin IA 值 (mean±SD)

     
分组

ICAM-1蛋白表达

ICAM-1/actin IA 平均值

VEGF蛋白表达

VEGF/actin IA 平均值

1 对照组 0.97±0.147 1.17±0.351

2 [10  mg/(kg·d)+100  mg/(kg·d)]  0.50±0.116a  0.45±0.228a

3 [10 mg/(kg·d)+50 mg/(kg·d)]  0.54±0.181a  0.34±0.451a

4 [5 mg/(kg·d)+100 mg/(kg·d)]  0.59±0.158a  0.49±0.439a

5 [5 mg/(kg·d)+50 mg/(kg·d)]  0.34±0.196b  0.14±0.118b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组;  ICAM-1: 细胞间黏附分子-1; VEGF: 血管内皮生长因子. 

60 kDa ICAM-1

42 kDa actin

42 kDa actin

27 kDa VEGF

  1          2            3           4        5A

  1          2            3           4        5B

图 2 Western blot法检测MK-866与塞来昔布单独及联
合应用小鼠结肠癌瘤组织内ICAM-1和VEGF的蛋白表达变
化趋势情况. A: ICAM-actin; B: VEGF-actin. 1: 对照组; 2: 

MK-866 5 mg/(kg·d)+塞来昔布50 mg/(kg·d); 3: MK-866 

5 mg/(kg·d)+塞来昔布100 mg/(kg·d); 4: MK-866 10 

mg/(kg·d)+塞来昔布50 mg/(kg·d); 5: MK-866 10 mg/

(kg·d)+塞来昔布100 mg/(kg·d). ICAM-1: 细胞间黏附分

子-1; VEGF: 血管内皮生长因子.

■应用要点
5-LOX活化蛋白
(5-lipoxygenase 
activating protein, 
F L A P ) 抑 制 剂
与 C O X - 2 抑 制
剂 联 合 应 用 对
结 肠 癌 组 织 的
抑 制 作 用 可 能
与 抑 制 V E G F、
细 胞 间 黏 附 因
子-1(intercellular 
adhesion molecule, 
ICAM-1)有关, 也
可能作用于一系
列信号通路及凋
亡因子诱导肿瘤
细 胞 凋 亡 ,  进 一
步阻断5-LOX或
COX-2的促癌作
用有关, 亦可能存
在其他抗癌作用, 
其具体机制有待
进一步研究, 为临
床应用MK-886及
塞来昔布二级防
治结肠癌提供了
提论基础及实验
依据. 
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疫监视和攻击, 进一步促进肿瘤细胞的浸润和

远处转移, 使机体产生不良影响[11]. ICAM-1通过

介导白细胞与肿瘤细胞黏附, 致原发肿瘤坏死

和细胞分离, 增加浸润和转移; 在血液循环中肿

瘤细胞/白细胞形成结合体, 而易于在毛细血管

床滞留着床. 近年研究发现其黏附因子的异常

表达与肿瘤侵袭和转移密切相关. Simianionaki
等[12]的研究中用LPS、TNF-α和IL-6刺激大肠

癌细胞(HT29、HRTl8、SW620), 乳腺癌细胞

(MCF-7)和黑色素瘤细胞(ST-ML-12)使他们发

生炎症反应后6-48 h, ICAM-1基因表达上调. 另
外他们认为ICAM-1通过炎症反应参与的肿瘤

转移[13,14]. 
本实验分别采用RT-PCR法、Western blot法

检测MK-886、塞来昔布联合在小鼠CT-26结肠

癌裸鼠皮下移植瘤中VEGF、ICAM-1的基因和

蛋白表达, 结果MK-886及塞来昔布联合药物组

比对照组小鼠移植瘤内VEGF、ICAM-1 mRNA
及蛋白表达均显著下调, 其中配比最小剂量联

合组呈最显著下调, 有统计学意义(P <0.05); 李
金凤等[15]研究表明AA-861联合塞来昔布对体外

结肠癌细胞株HT-29具有抑制生长及诱导凋亡

等协同抗肿瘤作用, 这与本实验研究结果相符, 
但ICAM-1通路如何参与MK-886和塞来昔布单

独用药及联合用药抑制肿瘤作用机制尚需进一

步研究. 
总之, AA代谢途径中两条主要通路的关键

酶分别是COX和LOX, 有关COX在恶性肿瘤中

的研究已经十分深入, 相应的药物现已经进入

临床并取得应用, 近几年国内外科技人员致力

于5-LOX促癌机制的研究, 已取得一定成果, 相
关实验证实了单独应用5-LOX活化蛋白(FLAP)
抑制剂MK-866[16]以及单独应用COX-2抑制剂

塞来昔布对小鼠结肠癌均有抑制作用, 本实验

对两种药物联合对小鼠结肠癌的抑制作用比单

独任何一种药其最大剂量的抑制作用更加明显; 
其中联合剂量的配比不同对结肠癌的抑制作

用不同, 两者联合最小剂量对结肠癌抑制作用

明显强于其他配比剂量; 存在最佳配比剂量关

系. 超大剂量的应用单一药物的不良反应是无

法避免的, 从多个不同环节考虑发挥抗癌作用, 
已是近几年研究抑制肿瘤发生及转移的热点. 
结肠癌的药物治疗应采用多种药物的联合治

疗, 这样可以在机体耐受每一种药物的不良反

应范围内及不增加剂量的前提下, 产生最大的

抑制肿瘤的作用. FLAP抑制剂与COX-2抑制剂

联合应用对结肠癌组织的抑制作用可能与抑制

VEGF、ICAM-1有关, 也可能作用于一系列信

号通路及凋亡因子诱导肿瘤细胞凋亡, 进一步

阻断5-LOX或COX-2的促癌作用有关, 亦可能存

在其他抗癌作用, 其具体机制有待进一步研究, 
为临床应用MK-886及塞来昔布二级防治结肠癌

提供了提论基础及实验依据. 
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■名词解释
MK-886: 从吲哚
美辛和舒林酸等
一系列COX抑制
药优化衍生出来
的 吲 哚 化 合 物 , 
像钝化剂一样与
FLAP结合, 阻止
LOX的活化他是
第一个被广泛应
用于临床研究的
FLAP 抑制药;
FLAP: 定位于核
膜上的膜结合蛋
白, 介导LOX转移
锚定到核膜上; 同
时具有结合底物
AA, 并递呈给核
膜上LOX 的作用. 
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