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·基础研究·
花生四烯酸通过 COX-2酶代谢氧化失活 PTEN促进结直肠癌生长 *

常 剑 陶 京△ 朱忠超△ 方 琦 李汉军 朱孔凡
（武汉大学人民医院普通外科 湖北武汉 430060）

摘要目的：本研究旨在阐明过表达 COX-2的结直肠癌中花生四烯酸代谢与 PTEN及其下游通路的相互关系。方法：利用过表达

COX-2结直肠癌细胞系 CT26和 ApcMin/+小鼠腺瘤模型，联合花生四烯酸、COX-2抑制剂 NS-398和 COX-2基因敲除的干预，采

用流式细胞仪检测细胞凋亡、细胞周期及活性氧的产生；Transwell和克隆形成试验观察细胞的迁移和增殖能力；Western blot和

免疫组化检测 PTEN及其下游相关蛋白的表达。结果：花生四烯酸通过 COX-2酶代谢产生活性氧并失活 PTEN抑癌基因表达，从

而激活 PI3K-AKT蛋白促进 CT26结直肠癌细胞迁移和增殖，抑制细胞凋亡；而 COX-2抑制剂 NS-398阻止了花生四烯酸在

CT26结直肠癌细胞中的恶性生物学行为。同时，在 COX-2基因敲除 ApcMin/+小鼠腺瘤组织中，减弱了氧化应激水平，增加了

PTEN表达，抑制了 PI3K-AKT磷酸化，进一步抑制腺瘤生长，提高小鼠生存率。结论：花生四烯酸通过 COX-2酶代谢产生活性氧

下调 PTEN活性，并激活 PI3K-AKT促进结直肠癌生长；COX-2抑制剂可间接促进 PTEN表达，抑制结直肠癌生长，能够作为

CRC的潜在治疗靶点。
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Arachidonic Acid Promotes the Growth of Colorectal Cancer by Oxidative
Inactivation of PTEN Through COX-2 Enzyme Metabolism*

This study aimed to clarify the relationship between arachidonic acid metabolism, PTEN and its

downstream pathways in COX-2 overexpressing colorectal cancer. By using an over-expressed COX-2 of colorectal cancer cell

line CT26 and ApcMin/+mouse adenoma model, combined with arachidonic acid, COX-2 inhibitor NS-398 treatment and COX-2 gene

knockout intervention, flow cytometry was used to detect apoptosis, cell cycle and the generation of reactive oxygen species; transwell

and colony formation assay were used to test the migration and proliferation capacity of cells; western blot and immunohistochemistry

were used to detect the expression of PTEN and its downstream related proteins. In CT26 colorectal cancer，arachidonic acid is

metabolized by COX-2 enzymes to produce reactive oxygen species and inactivate PTEN, thereby activating PI3K-AKT protein to

promote cell migration and proliferation, and inhibit apoptosis; while COX-2 inhibitor NS-398 prevents the malignant biological behavior

of arachidonic acid in CT26 colorectal cancer cells. Moreover, in the COX-2 gene knockout ApcMin/+ mouse adenomas tissue , NS-398

treatment reduced the level of oxidative stress, increased the expression of PTEN, inhibited the phosphorylation of PI3K-AKT, further

inhibited the growth of adenomas, and improved the survival rate of mice. Arachidonic acid could produce active oxygen to

down-regulate PTEN activity and activate PI3K-AKT to promote colorectal cancer growth through COX-2 enzyme; COX-2 inhibitors

can indirectly promote PTEN expression and inhibit colorectal cancer growth, and can act as a potential target for CRC treatment.
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前言

结直肠癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一[1]，我国结直肠

癌的发病率和死亡率呈逐年上升趋势[2]。流行病学和动物研究

的证据表明，高脂肪和高蛋白饮食与结直肠癌患病风险有关[3-5]。

花生四烯酸（arachidonic acid, AA）是一种参与炎症反应的必需
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脂肪酸。它是由细胞内磷脂酶 A2从膜磷脂中分裂出来，经环氧

合酶(cyclooxygenase, COX)和脂氧合酶(lipoxygenase, LOX)分

别代谢为前列腺素 (prostaglandin, PG) 和白三烯(leukotrienes,

LT)。这些代谢产物与结直肠肿瘤的发生有关[6-8]。最近的报告表

明，AA可通过增加 AKT磷酸化刺激细胞生长，但具体机制尚

不清楚[9]。

第 10 号染色体上缺失的磷酸酶和张力素同源物

（phos phatase and tensin homolog deleted on chromosome 10,

PTEN）是一种磷酸酶和抑癌基因[10，11]。据报道在胰腺癌细胞中，

AA通过 COX-2代谢使 PTEN逐渐失活，从而激活 AKT及其

下游作用靶点（GSK-3β 和 S6K），刺激胰腺癌细胞增殖[12]。但

在高表达 COX-2的结直肠癌中，AA代谢与 PTEN及其下游信

号之间的关系尚未见报道。因此，本研究利用高表达 COX-2结

直肠癌细胞 CT26和 ApcMin/+小鼠腺瘤模型，联合 AA、COX-2

抑制剂 NS-398和 COX-2基因敲除的干预方法，通过体内外实

验深入探讨 AA经 COX-2代谢途径与 PTEN及其下游信号之

间通路在结直肠癌发生发展中的相互关系，为探索结直肠癌的

潜在治疗靶点提供新思路。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

高表达 COX-2小鼠结直肠癌细胞系 CT26购自中国科学

院细胞库。细胞在含 4500 mg/L葡萄糖、2mML-谷氨酰胺、10 %

胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 U/mL 链霉素的 RPMI-1640

培养基中于 5% CO2和 37℃恒温培养箱中培养。花生四烯酸

(AA)加入细胞的终浓度为 10 滋M，COX-2抑制剂 NS-398加入

细胞的终浓度为 15 滋M。
1.2 流式细胞术检测细胞凋亡

将 2伊104细胞重新悬浮在 500 滋L annexin结合缓冲液中，

并在 37 ℃下添加 4 滋L Annexin-V-Alexafluor 488（invitrogen）

与细胞孵育 30分钟。孵育后，用冰冻 Annexin缓冲液洗涤一

次，加入 1 滋L的 7-氨基放线菌素 D（7-AAD）(Invitrogen)。流式

细胞仪检测每个样本的凋亡率。

1.3 分析细胞周期

在用 AA和 COX-2抑制剂处理 48 h后，收集所有细胞（5伊
104细胞 /mL），并用 70 %乙醇预冷固定过夜。然后，将细胞与

碘化丙二钠（PI，sigma）在室温下孵育 20分钟。最后用流式细

胞仪进行检测，分析细胞周期变化。

1.4 Transwell细胞侵袭试验

用含有多孔聚碳酸酯膜插入物（孔径 8 滋m，Corning，NY，
USA）的 Transwell小室测量细胞侵袭。将上室在 37℃涂覆基

质胶作用 2 h，然后加入含 5伊104细胞 /mL无血清培养过夜后

的细胞 100 滋L，在下室内加入 500 滋L的 RPMI-1640培养液，

在 37℃下 5% CO2培养 24 h后，用棉拭子去除膜上表面细胞，

将膜插入物下表面的侵袭细胞用 75 %的甲醇固定, 结晶紫染

色，在光学显微镜下（200倍）对细胞进行计数。

1.5 克隆形成试验

将约 1伊103个 /mL的 CT26细胞接种于 6孔板中，在 RP-

MI-1640培养液中培养 10天。用 10 %甲醛固定细胞 40分钟，

然后在室温下用 0.1%结晶紫染色 20分钟，最后拍摄并进行统

计学分析。

1.6 活性氧检测

每组 1伊105个 /mL细胞与 10 滋L的 DCFH-DA在 37 ℃下

5% CO2孵育箱中孵育 20分钟，用流式细胞仪测定 2′ ，7′ -

二氯荧光素（-dichlorodihydrofluorescein，DCF）的平均荧光强度

(Mean fluorescence intensity，MFI)，分析细胞内 ROS水平。用硝

基酪氨酸染色法检测组织水平的氧化应激水平。

1.7 Western Blot检测

总蛋白分别用细胞或组织总蛋白提取试剂盒（南京建城生

物工程研究所）提取。然后取 50 滋g蛋白上样并用 12 %的聚丙

烯酰胺凝胶电泳，然后将蛋白转移到 PVDF膜上。5 %脱脂奶粉

作用 2 小时阻断非特异性结合，然后将膜与 PTEN（编号

AB31392；1∶1500稀释）、p-PI3K p85（编号 AB867 14；1∶1000

稀释）和 p- AKT（编号 Ab38 44；1∶1200 稀释）抗体（(Abcam,

Cambridge, UK)在 4℃下过夜。茁肌动蛋白抗体(No. ab8227; 1:

3000稀释; Abcam, Cambridge, UK)作为对照。接下来，将膜与

山羊抗兔二抗 IgG (HRP)(No.ab7090; 1∶5000 稀释 ; Abcam,

Cambridge, UK)室温下孵育 1小时。最后，利用多功能凝胶成像

系统 (Image Quant LAS 500, General Electric, Fairfield, CT, US-

A)对结果进行摄像，对每个波段的灰度值进行量化分析，并用

软件 IQTL 8.18.1（酌比值 /肌动蛋白）进行分析。

1.8 COX-2-/-ApcMin/+小鼠模型建立

Apc Min/+小鼠是一种良好的早期结直肠癌动物模型。COX-2

基因敲除 ApcMin/+小鼠（n=15）和正常 Apc Min/+小鼠（n=15）购自

Jackson实验室（C57BL/6小鼠，雄性，8周龄，20~25 g）。所有小

鼠均置于特定的无病原体（SPF）环境中，光 /暗循环 12 h，温度

21℃，湿度 30 %～70 %，每天自由饮水和进食。所有动物实验

经武汉大学动物实验中心动物伦理委员会批准。

1.9 腺瘤组织的 IHC分析

小鼠安乐死后切除腺瘤，立即用 10 %甲醛固定，乙醇脱

水，石蜡包埋。切成约 0.5 滋L厚的切片。然后，将切片脱蜡，再
水化，浸泡在 3 %过氧化氢中 10 min，消耗内源性过氧化物酶。

用 PBS洗涤后，将组织切片分别在 4 ℃下与一抗孵育过夜后

在室温下与二抗孵育 60 min。最后，使用 DAB(No. ab64238; 1:

100稀释; Abcam, Cambridge, UK)显色 30秒，用中性胶密封。

图像在光学显微镜（200倍）下获得。并用 Image-Pro plus 6.0软

件(Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA)对结果进行分析。

1.10 腺瘤生长的检测

对于腺瘤实验中使用的所有 ApcMin/+小鼠，每组 5只在生

长 20周后用戊巴比妥钠（腹腔注射：150 mg/kg）麻醉后处死，

切除肠道，对腺瘤进行拍照、测量和计数。在实验过程中，每组

剩余 10只小鼠的存活率一直持续到 47周。

1.11 统计学方法

所有实验数据均表示为平均数依标准差，并用 SPSS19

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)进行分析。使用 t检验、单因素方

差分析和 TUKEY试验确定多重比较差异的统计学意义。P＜
0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 AA促进 CT26细胞生长、迁移和增殖，COX-2抑制剂阻止
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图 1 COX-2抑制剂 NS-398显著促进 CT26细胞凋亡，导致细胞周期阻滞（200伊）
Fig.1 Inhibitor of COX-2(NS-398) improve the apoptosis of CT26 Cells（200伊）

注：（A）AA和 NS-398干预前后 CT26细胞凋亡水平；（B）AA和 NS-398干预前后 CT26细胞周期阻滞情况；

（C）AA和 NS-398干预前后 CT26细胞的侵袭能力；（D）AA和 NS-398干预前后 CT26细胞的增殖能力

Note: (A) The necrosis level of CT26 treated by AA and NS-398;（B）CT26 cell cycle block treated by AA and NS-398;

(C) The capacity of invasion in CT26 treated by AA and NS-398; (D) The capacity of proliferation in CT26 Cells treated by AA and NS-398

AA生物学行为

AA通过 COX-2代谢途径产生促炎介质。我们发现 AA抑

制了细胞凋亡，而在 COX-2抑制剂 NS-398的作用下，细胞凋

亡率（b2+b4象限）显著增加（P<0.01，图 1A）。AA+NS-398组中

大部分细胞阻滞在 G0/G1期（P<0.01，图 1B）。在我们的研究

中，AA 组 CT26 细胞的迁移和增殖能力比对照组显著增强

（P<0.05，图 1C、D），而 COX-2抑制剂显著降低 AA 诱导的

CT26细胞的迁移和增殖能力（P<0.01图 1C、D），表明 AA促进

结直肠癌生长，而抑制 COX-2能阻止 AA诱导的细胞增殖。

2.2 AA代谢产生 ROS抑制 PTEN表达，COX-2抑制剂去氧化

增强 PTEN表达

大量研究表明，肿瘤的进展与活性氧（ROS）的产生有显著

的相关性。本研究采用流式细胞术检测各组细胞 ROS产生水

平，平均荧光强度代表各组 ROS含量。结果显示 AA促进 ROS

的产生，而 COX-2抑制剂 NS-398显著降低 ROS的含量（P<0.
05，图 2A）。用Western blot方法检测 CT26细胞中 PTEN蛋白

的表达水平。结果显示 AA组 CT26细胞 PTEN表达明显低于

对照组（P＜0.05，图 2B），AA+NS-398组 PTEN表达显著高于

AA组（P＜0.01，图 2B），这与图 2A 中 ROS 的产生呈正相关

性。此外，我们发现 AA自分泌所衍生代谢产物对 CT26细胞

中 PTEN的表达并没有影响（图 2C）。于是，我们检测了 AA、

H2O2以及抗氧化剂钛试剂（Tiron），自由基清除剂（tempol）对

CT26细胞中 PTEN表达水平的影响，结果显示 AA和 H2O2均

降低了 PTEN的表达，而 Tiron和 tempol均增加了 PTEN的表

达，证明氧化应激作为第二信使在此过程中发挥重要作用（图

2D）。这与我们认为 AA代谢导致 PTEN氧化失活的假设是一

致的。

2.3 在 COX-2基因敲除 ApcMin/+小鼠腺瘤组织中，通过减弱氧

化应激水平增加 PTEN表达，抑制了 PI3K-AKT磷酸化

为了进一步证实和明确其作用机制，我们利用

COX-2-/-ApcMin/+小鼠腺瘤模型，通过Western blot和免疫组化检

测 COX-2 基因敲除后腺瘤组织中 PTEN 及其下游蛋白的表

达。结果显示，COX-2-/-ApcMin/+小鼠腺瘤组织中 PTEN蛋白表达

水平显著高于对照组 ApcMin/+小鼠（P＜0.01，图 3A），PTEN 下

游蛋白 PI3K和 AKT及其下游 mTOR，p70S6的磷酸化水平明

显低于对照组 ApcMin/+小鼠（P<0.01，P<0.05，图 3A），同时表达

增殖能力的 c-myc和 Cyclin D1也显著降低；这与细胞实验结

果相一致。而表达肿瘤信号转导的其他通路如 ERK，p38，JNK

却未见明显改变。为了进一步验证 PTEN及其下游蛋白的表

达,我们进行了免疫组化分析，结果与上述一致（图 3C）。通过上

述细胞实验我们证实，氧化应激作为第二信使在此过程中发挥

重要作用。我们在动物实验中利用硝基酪氨酸染色法测定腺瘤

组织的氧化应激水平，阳性程度代表氧化应激水平，对照组

ApcMin/+小鼠的腺瘤组织中硝基酪氨酸染色阳性部分显著高于

COX-2-/-ApcMin/+小鼠腺瘤组织（图 3D），证明 COX-2基因敲除

后氧化应激反应减少。

2.4 小鼠腺瘤生长和生存率的比较

在 20周时处死部分实验组和对照组小鼠，我们发现实验

组 COX-2-/-ApcMin/+小鼠的腺瘤数目和大小比对照组 ApcMin/+小

鼠明显减少（P < 0.05，图 4A-C）；观察剩余对照组 ApcMin/+小鼠

均在 29周内死亡，而实验组 COX-2-/-ApcMin/+小鼠在 47周内未

出现自然死亡，COX-2-/-ApcMin/+小鼠的生存率大大改善（图

4D）。

3 讨论

结直肠癌是全世界最常见的恶性肿瘤之一[13]，近年来随着

生活水平的提高，饮食结构发生了明显的改变，CRC已经成为

中国第三大常见消化道肿瘤，严重困扰人类健康和威胁患者生

命安全。因此，明确其发生发展机制对结肠癌的防治具有重要

的指导意义。

临床流行病学和动物研究表明，高脂饮食是 CRC发生的
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图 2 AA通过 COX-2代谢途径产生的 ROS调节 PTEN失活

Fig.2 AA regulate the inactivation of PTEN through ROS by COX-2 metabolic pathway

注：（A）流式细胞术检测各组 CT26细胞中 ROS含量水平；（B）Western blot方法检测各组 CT26细胞中 PTEN蛋白的表达水平；（C）AA所衍生代

谢产物对 CT26细胞中 PTEN蛋白的表达无影响；（D）AA和 H2O2均降低了 PTEN的表达，而 Tiron和 Tempol均增加了 PTEN的表达。

Note: (A) The content of ROS in different groups of CT26 detected by flow cytometry; (B) The expression of protein PTEN in different groups of CT26

detected by western blot; (C) AA derived metabolic production has no influence to the expression of PTEN in CT26; (D) AA and H2O2 decrease the

expression of PTEN, Tiron and Tempol increase the expression of PTEN

高危因素[14，15]。花生四烯酸（arachidonic acid，AA）是动物脂肪衍

生的具有生物活性的主要脂质成分，COX-2是其分解过程中的

重要限速酶，细胞受到各种刺激因素时可迅速合成，涉及多种

病理生理变化[16]。在癌症相关基因中，COX-2是常见的促癌基

因，而选择性地抑制 COX-2表达有利于阻止癌细胞增殖、侵袭

和转移 [17]。本研究结果显示，AA通过 COX-2酶的代谢促进

CT26细胞生长、迁移和增殖，而 COX-2的抑制剂 NS-398阻滞

大部分细胞在 G0/G1期生长；表明 COX-2对结直肠癌细胞的

侵袭和转移具有促进作用，与文献报道一致。同时动物实验结

果显示 COX-2基因敲除小鼠腺瘤数目和大小明显减少，生存

率也得到了很大的改善，表明 COX-2在结肠癌发生、发展过程

中发挥重要作用。但其具体机制尚未完全阐明。

近年来，越来越多的研究关注 PTEN/PI3K/Akt信号转导途

径在细胞修复、增殖、血管再生及转移过程中发挥的作用，同时

该信号通路的不适当激活与糖尿病、自身免疫性疾病及 肿瘤

等疾病的发生发展密切相关 [18-20]。研究发现在结直肠癌中的

PTEN表达明显低于正常小肠黏膜和腺瘤性息肉，并且在癌变

晚期 PTEN的低表达与不良的临床病理特征密切相关[21-23]。表

明 PTEN基因的突变及低表达可能是结肠癌发生的始动因素

之一，参与了癌细胞侵袭、转移的过程[24-27]。

同时有研究证实：结肠腺癌组织和复发转移结肠癌患者血

清中 PTEN与 COX-2呈明显负相关，两者之间存在某种调控

机制。目前认为二者相关抑癌机制在于通过 PIP3去磷酸化负

调控 PIP3/Akt 途径调节的增殖和凋亡，COX-2 可通过调节

PTEN和 Akt抑制由 Fas介导的细胞凋亡[28]。本研究结果显示：

在结直肠癌 CT26细胞中，AA通过 COX-2 代谢产生 ROS并

抑制 PTEN表达，AA自分泌所衍生代谢产物对 CT26细胞中

PTEN的表达并没有影响，而 COX-2抑制剂增加了 PTEN的表

达，表明氧化应激作为第二信使在可能在此过程中发挥重要作

用。这与之前报道的在脂多糖和佛波酯刺激的巨噬细胞、胰岛

素刺激的 HEK293细胞、表皮生长因子(EGF)刺激的 HeLa 细

胞和血小板源性生长因子(PDGF)刺激的成纤维细胞中，ROS/

H2O2 对 PTEN 的氧化失活作用相一致 [29，30]。同时我们在

COX-2基因敲除小鼠腺瘤组织中发现，通过减弱氧化应激水平

增加 PTEN表达，抑制了 PI3K-AKT磷酸化；而表达肿瘤信号转

导的其他通路如 ERK, p38, JNK却未见明显改变。但也有研究

认为 PTEN可能通过调控 AKT通路抑制了 COX-2的表达，当

PTEN 缺失时，AKT 通路上调，COX-2 的表达则明显增高 [31]。

PTEN和 COX-2可能协同参与了结肠癌的发生和发展过程，

PTEN表达缺失和 COX-2的高表达预示肿瘤组织侵袭和转移

能力增强，二者相互调节。PTEN和 COX-2谁占主导作用抑或

是二者相互影响，具体机制尚需进一步研究。

4 结论

目前的研究表明，花生四烯酸通过 COX-2酶代谢氧化和

失活 PTEN，进而激活其下游 PI3K/AKT通路，可能是结直肠癌
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图 4观察小鼠腺瘤生长和生存率

Fig.4 The detection of mice survival rate and the growth of adenoma

注：（A）留取小鼠小肠纵行剖开后，观察统计两组小肠腺瘤数目及大小，红色箭头标记是腺瘤；（B）对照组 ApcMin/+和实验组 COX-2-/-ApcMin/+小鼠腺瘤

数目的比较；（C）对照 ApcMin/+和实验组 COX-2-/-ApcMin/+小鼠腺瘤大小的比较；（D）对照组 ApcMin/+和实验组 COX-2-/-ApcMin/+小鼠生存率的比较。

Note: (A) The adenomas in the intestines of different groups of mice. Where the red arrow marks are the adenomas; (B) The comparison of adenoma's

number in normal ApcMin/+ mice and COX-2-/- ApcMin/+ mice; (C) The comparison of adenomas number in normal ApcMin/+ mice and COX-2-/- ApcMin/+mice;

(D) The comparison of survival rate in normal ApcMin/+ mice and COX-2-/- ApcMin/+ mice.

图 3用Western blot、免疫组化检测 ApcMin/+小鼠和 COX-2-/-ApcMin/+小鼠腺瘤组织中 PTEN及其下游蛋白 PI3K、AKT的表达水平；

硝基酪氨酸染色检测腺瘤组织中氧化应激反应。

Fig.3 The detection of the expression of PTEN, PI3K, AKT byWestern blot and IHC in ApcMin/+mice and COX-2-/-ApcMin/+mice.

The detection of Oxidative Stress Response by Nitrotyrosine Staining in adenoma tissue.

注：（A）western blot检测 PTEN、PI3K-AKT- mTOR-p70S6及 c-myc和 Cyclin D1在腺瘤组织中的表达水平；

（B）western blot检测 ERK，p38，JNK在腺瘤组织中的表达水平；（C）免疫组化法检测 PTEN、PI3K和 AKT在腺瘤组织中的表达水平，200倍；

（D）硝基酪氨酸染色法测定腺瘤组织中氧化应激水平，分别为 60倍和 160倍。

Note: (A) The expression of PTEN, PI3K-AKT-mTOR-p70S6, Cyclin D1 in adenoma tissue detected by Western blot; (B) The expression of ERK, p38,

JNK in adenoma tissue detected by Western blot; (C) The expression of PTEN, PI3K, AKT in adenoma tissue detected by immunohistochemical staining;

(D) The detection of oxidative stress response by Nitrotyrosine staining in adenoma tissue, 60 times and 160 times respectively.
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进展的机制之一。通过对 PTEN/PI3K/Akt 通路相关基因在

CRC中的表达及生物学行为的研究，有助于揭示其发生、发展

机制，从而为其诊断、靶点治疗提供新的思路。
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