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Abstract 
AIM: To investigate the effect of inhibition of 
arachidonic acid metabolism on proliferation of 
pancreatic cancer cells. 

METHODS: Cultured pancreatic cancer SW1990 
cells were treated with different concentrations 
of MK886, celecoxib, or MK886 + celecoxib. 
After treatment, the expression of leukotriene 
B4 receptor 1 (BLT1) and vascular endothelial 
growth factor (VEGF) mRNAs was detected by 
semi-quantitative RT-PCR and the expression of 
phosphorylated extracellular regulated protein 
(p-Erk) was measured by Western blot. 

RESULTS: Treatment with MK886 significantly 
decreased the expression of BLT1 and VEGF 
mRNAs (P < 0.01 for both) and p-Erk (P < 0.05). 
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通过阻断花生四烯酸代谢途径抑制胰腺癌细胞增殖

朱 陈, 周国雄

®

■背景资料
胰腺癌是高度恶
性肿瘤, 一般发现
时患者大部分为
中晚期, 五年生存
率低, 且目前无特
别有效的抗肿瘤
药物, 因此对抑制
胰腺肿瘤生长的
研究尤为重要. 

Treatment with celecoxib did not alter the expres-
sion of BLT1 mRNA and decreased the expres-
sion of VEGF mRNA compared with untreated 
cells (P < 0.01), but increased the expression of 
p-Erk compared with the MK886 group (P < 0.01). 
Treatment with MK886 and celecoxib significant-
ly decreased the expression of BLT1 and VEGF 
mRNAs (P < 0.01 for both), but did not alter the 
expression of p-Erk. 

CONCLUSION: Both two pathways of ara-
chidonic acid metabolism are associated with 
pancreatic cancer cell proliferation, with the 
pathway involving 5-lipoxygenase being more 
important. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨通过阻断花生四烯酸(arachidonic 
acid, AA)代谢途径抑制胰腺癌细胞增殖. 

方法: 将胰腺癌细胞S W1990分为对照组 , 
MK886干预组、塞莱昔布(Celecoxib)干预
组, MK886+Celecoxib干预组, 用RT-PCR
法检测细胞白三烯B4受体1(leukotriene B4 
receptor 1, BLT1)mRNA, 血管内皮生长因
子(vascular endothelial growth factor, VEGF) 
mRNA的表达量变化, 用Western blot检测磷酸
化-Erk(phosphorylated-extracellular regulated 
protein, p-Erk)表达量变化. 

结果: MK886作用下, BLT1 mRNA、VEGF 
mRNA等表达量均减少(P <0.01), p-Erk表达

■同行评议者
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■研发前沿
对花生四烯酸代
谢产物与肿瘤相
关 性 研 究 较 多 , 
在 胰 腺 癌 方 面 , 
大多对两条途径
分 别 进 行 研 究 , 
两条途径之间的
比较较少.

量明显减少(P <0.05), Celecoxib作用下, VEGF 
mRNA表达量明显减少(P <0.01), BLT1 mRNA
表达与对照组无明显差异, p-E r k表达量与
MK886组比较明显增加(P <0.01), MK886+80 
μmol/L Celecoxib作用下, BLT1 mRNA、

VEGF mRNA表达量明显减少(P <0.01), p-Erk
表达量与对照组无明显差异. 

结论:  花生四烯酸的两条代谢途径均与胰
腺癌的发生及增殖均有密切关系, 而抑制5-
脂氧合酶(5-l ipoxygenase)途径较环氧化酶
2(cyclooxygenase 2)途径相比, 抑制肿瘤细胞
增殖作用更强. 

© 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: 本文证实了通过阻断花生四烯酸两条

代谢途径均可抑制胰腺癌细胞的增殖, 而抑制5-
脂氧合酶(5-lipoxygenase)代谢途径起更明显作

用, 在联合拮抗中, 阻断环氧化酶2(cyclooxygenase 
2)途径对肿瘤细胞增殖的抑制起到明显的辅助 
作用. 
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0  引言 

胰腺癌是一种高度恶性的肿瘤, 五年生存期低

于5%[1], 一旦被确诊为胰腺癌, 则平均寿命为6 
mo. 直到现在, 仍未发现有效的治疗方法[2,3], 研
究发现, 胰腺癌对大多数传统化疗药物如紫杉

醇、顺铂、阿霉素等均不敏感[4], 目前, 吉西他

滨和S-1(替加氟+吉莫斯特+氧嗪酸钾)是标准的

治疗晚期胰腺癌的唯一方案[5-8], 因此迫切需要

有效的化疗药物. 近来多有研究报道花生四烯

酸的代谢与胰腺癌的增值有密切关系, 花生四

烯酸代谢有两条途径, 环氧化酶(cyclooxygenase, 
COX)和脂氧合酶(lipoxygenase, LOX), 探讨阻断

该代谢途径在抑制胰腺癌发生发展中的作用机

制以及是否具有潜在的临床治疗价值, 目前较

少有研究将两条途径的抑制作用进行对比分析. 
本研究通过分别抑制两条代谢途径及联合抑制, 
分析得出哪一条途径起到更重要作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 胰腺癌细胞株SW1990由上海交通大学

附属医院第一人民医院消化内科王兴鹏教授惠

赠. MK886(5-LOX拮抗剂)(纯度99.8%): Bimol公
司; 塞莱昔布(Celecoxib)(纯度99.8%): 上海信合

化工有限公司, 高糖型DMEM培养基(Dulbecco's 
Modified Eagle Medium): 美国Gibco公司; 新生

小牛血清: 杭州四季青公司; 目的基因(2A/条)引
物和Oligo dT(18)碱基随机引物: 上海由上海生

工生物技术服务有限公司合成; OmniscriptTM逆

转录试剂盒: 德国QIAGEN公司; Gene RulerTM 
100 bp DNA-ladder plus(SM0321-50 µg): Fer-
mentas公司; 琼脂糖(AB0014-10 g): BBI公司; 
p44/p42 MAP Kinase多克隆抗体, PHospho-p44/
p42 MAP Kinase(Thr202/Tyr204)、p44/42 MAP 
Kinase抗体、辣根过氧化物酶(horseradish per-
oxidase, HRP)标记的羊抗兔IgG: Cell Signaling 
Technology, USA. 
1.2 方法

1 .2 .1  细胞培养 :  用含10%新生小牛血清的

DMEM培养液, 置于37 ℃、5%CO2混合气体恒

温暖箱中按常规方法进行培养. 细胞每2-3天换

液1次. 每3-4天以0.25%胰酶-EDTA消化, 按1∶3
传代, 配制100 µL细胞悬液, 于96孔板上每孔内

接种1×104个细胞, 在37 ℃, 5%CO2饱和湿度的

培养箱中培养过夜, 吸出原培养液, 加入含有不

同浓度MK886、Celecoxib、MK886+Celecoxib
的培养液100 μL, 每个剂量组设3个复孔. 
1.2.2 RT-PCR检测细胞白三烯B4受体1(leukot-
riene B4 receptor 1, BLT1)、血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF) mRNA
的表达: RNA提取按TRIzol法进行. 引物序列及

扩增长度如表1, 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后

用捷达801“凝胶分析软件”对条带作半定量

分析, 读取其积分光密度值(IA值), 以平均IA /
β-actin平均IA值来表示目的基因相对表达强度. 
1.2.3 Western blot 检测磷酸化-Erk(phosphorylated-
extracellular regulated protein, p-Erk)的表达: 将
各组细胞弃去上清液, 用冰冷的PBS洗2遍, 然后

置于冰台上, 在PBS中用自制的细胞刮刮取培养

瓶中的贴壁SW1990细胞, 分别收集于相应的微

量离心管中, 10000 r/min离心5 min, 弃上清, 于
沉淀中加入200 μL裂解液(裂解液的量视细胞的

数目可有所增减), 冰水浴裂解30 min, 以10000 
r/min离心5 min, 上清液为全细胞提取液, 使用改

良Lowry法检测蛋白质的含量, 定量后分装冻存. 
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■相关报道
针对BLT1与肿瘤
相关性方面的研
究, Aya Ihara等认
为BLT1在结肠癌
细胞中高表达, 抑
制BLT1可阻断结
肠癌细胞增值. 针
对COX2途径与胰
腺癌的关系中, 刘
江伟的研究表明
胰腺癌组织中P53
的突变和COX2代
谢途径在肿瘤的
发生发展中起协
同作用.

蛋白转移至PVDF膜转入一盛有5%脱脂奶粉的

平皿中, 室温下摇床包被2 h. 封闭结束后, 将膜

浸入加有一抗[抗t-Erk(总-Erk)抗体, 抗p-Erk抗
体1∶1000稀释]的新鲜配置的封闭液, 4 ℃过夜. 
次日, 用TBS溶液将膜漂洗3遍, 每遍5 min. 向膜

的正面滴加含有二抗(羊抗兔IgG/HRP均1∶1000
稀释)的封闭液, 室温摇床反应2 h. 取出滤膜, TBS
溶液漂洗3遍, 每遍5 min. 用滤纸吸干膜上液体, 
备用. 等量吸出ECL试剂A和B(每2 cm2膜须ECL
总量0.1 mL), 混匀后滴加在膜正面. 5 min后, 将膜

上的多余液体吸干, 封入保鲜膜, 放入压片盒中. 
在暗室中将胶片放在PVDF膜的正面, 盖上暗盒. 
曝光1 min后, 取出胶片放入显影液中, 待条带出

现后取出用自来水冲洗, 放入定影液中. 取出胶

片, 晾干, 待拍照用. 如条带不明显, 可再压一张

胶片, 约5 min后再洗胶片. 胶片曝光显影后将图

片扫描保存为电脑文件, 并用GIS1000分析软件

将图片上每个特异条带灰度值数字化. 
统计学处理 采用STATA7.0统计软件进行分

析, 计量资料采用多个均数比较采用单因素方

差分析, 多个样本率的比较采用χ2检验, P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 RT-PCR结果 
2.1.1 代谢通路拮抗剂对SW1990细胞BLT1 基因

表达的影响: BLT1是LTB4的高亲和力受体, 一
般在白细胞表达, 也在胸腺和脾脏上少量表达. 
逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)结果显示(图1A), 
对照组胰腺癌SW1990细胞表达BLT1的mRNA
非常明显, 100 μmol/L的MK886和50 μmol/L 
MK886与80 μmol/L的Celecoxib联合干预使

BLT1 mRNA表达受到抑制, 单独Celecoxib的干

预与对照组相比未出现明显变化, 三次独立实

验结果进行灰度分析, 统计结果如图1B. 
2.1.2 代谢通路拮抗剂对SW1990细胞VEGF 基

因表达的影响: VEGF与肿瘤组织血管生成及肿

瘤的转移密切相关, 逆转录聚合酶链反应(RT-
PCR)结果显示(图2A), 100 μmol/L的Celecoxib, 
100 μmol/L的MK886和50 μmol/L MK886与80 
μmol/L的Celecoxib联合干预使VEGF mRNA表

达受到抑制, 三次独立实验结果进行灰度分析, 
统计结果如图2B. 
2.2 Western blot 用Western blot法测SW1990细胞

的p-Erk表达量, 用MK886 100 μmol/L干预, 可
见p-Erk表达量明显减少, 而使用Celecoxib 100 
μmol/L干预, p-Erk表达量较对照组增加, 同时使

用MK886 50 μmol/L+Celecoxib 80 μmol/L未见

表  1  BLT1、VEGF、β-actin 的引物序列及扩增片段大小

     基因名称 Genbank编号                         引物 扩增片段(bp)

BLT1 NM_181657 5'-CAGGCATCTGGGTGTTGT-3'       203

5'-ACGCCCTATCTCCGACTA-3'

VEGF NM_003376 5'- GGGCCTCCGAAACCATGAACTT-3'       260

5' -TCGCATCAGGGGCACACAG-3'

β-actin NM_001101 5'-AAGTACTCCGTGTGGATCGG-3'       486

5'-ATGCATTCACCTCCCCTGTG-3'

BLT1: 细胞白三烯B4受体1; VEGF: 血管内皮生长因子.
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图  1  不同代谢通路拮抗剂对SW1990细胞BLT1 基因表达的
影响. A: 琼脂糖凝胶电泳图; B: BLT1与β-actin光密度比值. 

1: 对照组; 2: Celecoxib 100 μmol/L; 3: MK886 100 μmol/L; 4: 

MK886 50 μmol/L+Celecoxib 80 μmol/L. bP<0.01, dP<0.01 

vs  对照组. BLT1: 细胞白三烯B4受体1.

A

B
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■创新盘点
本文与其他相关
文章比较, 更侧重
对两条花生四烯
酸两条代谢途径
进行分析对比, 并
对两条途径同时
抑制进行研究分
析, 从而得出更佳
的抑制胰腺癌的
方法.

明显明显变化(图3A), 以t-Erk为内参, 实验结果

经凝胶图象分析系统进行灰度扫描, 统计结果

如图3B. 

3  讨论

关于花生四烯酸体内两条主要代谢途径(COX2
途径和5-LOX途径)对肿瘤的影响, 早期研究主

要集中在前者, 首先报道了COX2在结肠癌中的

高表达[9]. 随后, 通过RT-PCR检测到胰腺癌细胞

中COX2 mRNA和蛋白表达的量是正常胰腺细

胞的60倍, 在体外实验使用肿瘤诱导剂产生的

胰腺癌细胞中COX2 mRNA和蛋白表达得到相

似的结果[10], 并有研究发现非甾体类抗炎药对结

直肠癌、胃癌、食管癌、胰腺癌等多种消化系

肿瘤具有一定的化学预防作用, 并且研究发现, 
将COX2拮抗剂和其他抗肿瘤药物联合应用对

治疗胰腺癌有明显效果[11]. 近年来研究发现, 脂
氧合酶中的5-LOX也与多种肿瘤的发生、发展

和转移有关, 本实验进一步从转录水平上检测

MK886对胰腺癌增殖的影响, 以及两条途径进

行对比. 
LTB4是5-LOX代谢途径的下游产物, 有研

究发现LTB4本身刺激胰腺癌细胞生长, LTB4受

体拮抗剂LY293111在体内外均阻滞胰腺癌生

长[12]; 通过RT-PCR发现, LTB4的高亲和力受体

BLT1也呈高表达. BLT1是G-蛋白偶联受体, 正
常情况下, 仅表达于白细胞, 在胸腺和脾脏上少

量表达, Hong等[13]在对结肠癌的研究中发现通

过小干扰RNA敲除BLT1基因抑制BLT1蛋白的

表达可减少结肠癌细胞的增殖, 并且使用BLT1
抑制剂U75302后对Erk途径也有明显的抑制, 他
们的出结论LTB4-BLT1信号途径与结肠癌细胞

的增殖有关. 本实验也对BLT1进行了研究, 通过

RT-PCR发现, 在胰腺癌细胞SW1990中BLT1呈
高表达, 在使用MK886干预后, BLT1 mRNA的

表达受到显著抑制作用, 因此, 在阻断5-LOX代

谢途径的同时可以阻断LTB4-BLT1信号途径. 
肿瘤细胞肿瘤的生长、浸润和转移都有赖

于血管提供营养物质与氧气, 排除代谢产物, 持
续的新生血管形成对实体瘤生长是一个关键因

素, VEGF是刺激肿瘤血管生长的最主要因子, 
在肿瘤新生血管生成中起着极其重要的作用, 
研究表明VEGF在刺激血管内皮细胞增殖的同

时可作为自分泌生长因子促进肿瘤自身的增殖. 
在本次实验中, 通过RT-PCR在转录水平上检测
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图  2  不同代谢通路拮抗剂对SW1990细胞VEGF 基因表达的
影响. A: 琼脂糖凝胶电泳图; B: VEGF与β-actin光密度比值. 

1: 对照组; 2: Celecoxib 100 μmol/L; 3: MK886 100 μmol/L; 4: 

MK886 50 μmol/L+Celecoxib 80 μmol/L. bP<0.01, dP<0.01, 
fP<0.01 vs  对照组. BLT1: 细胞白三烯B4受体1; VEGF: 血管

内皮生长因子.
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图  3  不同代谢通路拮抗剂对SW1990细胞p-Erk蛋白表达
的影响. A: Western blot结果; B: 灰度值比较. 1: 对照组; 2: 

Celecoxib 100 μmol/L; 3: MK886 100 μmol/L; 4: MK886 50 

μmol/L+Celecoxib 80 μmol/L. aP<0.05, cP<0.05 vs  对照组; 
dP<0.01 vs  Celecoxib 100 μmol/L. p-Erk: 磷酸化细胞外信号

调节激酶; t-Erk: 总细胞外信号调节激酶.
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到Celecoxib、MK886、MK886和Celecoxib的联

合干预均可使VEGF的表达量明显减少, 且联合

干预较单独干预效果更为明显. 因此, 阻断花生

四烯酸的代谢, 对抑制肿瘤的生长及转移有明

显作用. 
MEK/Erk信号传导途径的激活可抑制凋亡, 

LOX的代谢物5-HETE、12-HETE和LTB4促进

MEK/Erk磷酸化, 抑制癌细胞凋亡[14-16], 本研究

通过Western blot结果显示, 通过MK886的干预, 
可使Erk磷酸化明显受到抑制, 从而促进细胞的

凋亡. 而Celecoxib对SW1990细胞Erk磷酸化起

促进作用. 从而进一步证实了阻断COX2代谢途

径会使花生四烯酸5-LOX代谢途径增强, 5-LOX
代谢途径为花生四烯酸的主要代谢途径, 虽然

MK886和Celecoxib的联合干预对Erk磷酸化的

影响同对照组相比未有明显变化, 但肿瘤的凋

亡为多基因联合作用, 不能因此推断联合干预

对胰腺癌的凋亡无明显作用. 
本文探讨了花生四烯酸代谢途径与胰腺癌

的发生发展的关系, 证实了通过阻断花生四烯

酸代谢可抑制胰腺癌细胞的增殖. 同时提示了

在两条代谢途径中, 抑制5-LOX代谢途径起到更

明显效果, 单独拮抗COX2途径虽然对肿瘤细胞

增殖的抑制有一定的效果, 但作用并不明显, 而
在联合拮抗中, 阻断COX2途径对肿瘤细胞增殖

的抑制起到明显的辅助作用, 为临床胰腺癌的

治疗提供新的思路. 
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■同行评价
本文旨在探讨通
过阻断花生四烯
酸代谢途径抑制
胰腺癌细胞增殖. 
整体上, 文章的立
意尚可, 该方面的
报道虽多, 但本文
重点在于说明花
生四烯酸的两条
代谢途径均与胰
腺癌的发生及增
殖均有密切关系, 
而抑制5-LOX途
径较COX2途径相
比, 抑制肿瘤细胞
增殖作用更强.
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (《世界华人消化杂志》编辑部). 


